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Con constancia y fenacidad se obtiene lo que se desea, la palabra
Imposible no tiene significado. Niestra recompernsa se encuentra en
el esfuerzo y no en el resultado. Un esfuerzo total es una victoria

completa.
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RESUMEN

De acuerdo con la OMS, de los mas de 50 millones de personas que mueren en el
mundo cada afo, 17 millones fallecen por enfermedades infecciosas. Ademas, se ha
producido un aumento en la incidencia de algunas infecciones clasificadas como
emergentes, las cuales muestran resistencia a los antibiéticos “°.

El Comité del Consejo Nacional de Investigacion (NCR) de los E.E.U.U. afirma que "la
resistencia de las bacterias a los antibiéticos se ha acelerado abrumadoramente en las
ultimas décadas tanto en animales como en los humanos". De igual manera, en la
Conferencia de la Union Europea llevada a cabo en Copenhagen (Dinamarca) en
septiembre de 1998, se advierte que en Europa han aumentado los casos de
resistencia producidos por Staphylococcus, Enterococcus, Pseudomonas 'y
Enterobacteriaceae a nivel hospitalario, y entre la comunidad Streptococcus
pneumonie, Haemophilus influenzae, Moraxella catharralis, Salmonella y Neisseria.
Ademas, ha reaparecido como patégeno importante Mycobacterium tuberculosis el cual

est4 presentando resistencia creciente a los antibiéticos que antes eran efectivos .



Debido a lo anterior, en el presente trabajo se caracteriz6 la resistencia a diferentes
antibiéticos en Salmonella spp. y otras enterobacterias aisladas de carne de pollo de
diferente procedencia. De las tres muestras procesadas se aislaron diferentes cepas,
por estriado en cuadrante radial, en medios selectivos (agar xilosa-lisina-desoxicolato,
agar sulfito de bismuto y agar Hecktoen); posteriormente se utilizaron pruebas
bioquimicas (presuntiva y complementarias) y el equipo automatizado (bioMérieux
VITEK) para su identificacion. Para evaluar la resistencia a los antibioticos, se utilizé el
método de difusion en discos (Bauer-Kirby °) y el equipo automatizado (bioMérieux
VITEK). Para determinar la presencia de plasmidos se utilizé el protocolo propuesto por

Birnboim y Doly °.



INTRODUCCION

Durante las décadas pasadas, las bacterias causantes de enfermedades en humanos
han desarrollado resistencia a muchos de los antibiéticos comunmente usados para los
tratamientos. Entre los microorganismos patégenos usualmente encontrados en
hospitales y resistentes a antibidticos, se pueden mencionar las Mycobacterias,

Pneumococos y los que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae™.

La resistencia a los antibi6ticos puedes surgir debido a mutaciones en el genoma de las
bacterias o por la adquisicién de genes que codifican dicha resistencia. Estos cambios
genéticos alteran las funciones de defensa de las bacterias de varias maneras:
cambiando el blanco de accion del farmaco, por destoxificacion, expulsando el
antibiético o desarrollando una via metabdlica alterna a la ruta bloqueada por el

farmaco®.

La evolucién de la resistencia a los antibiéticos es facilitada por la presencia de genes
de resistencia en elementos genéticos transferibles y por el uso de antibiéticos de

manera que permite que estos actuen como agentes selectivos. En los hospitales, la



combinacién concentrada de bacterias adaptadas a este ambiente, de pacientes
propensos a infecciones y el uso de antibiéticos, ofrecen una principal oportunidad de

desarrollar y transferir la resistencia a los antibiéticos™.

Por otra parte, el uso de los antibiéticos como profilacticos, quimioterapeuticos y/o
como promotores de crecimiento utilizados en alimentos para animales, han contribuido

también a la aparicién de microorganismos multirresistentes a antibiéticos.

Una mayor cantidad de antibidticos son utilizados con este propésito en comparacién
con los utilizados en aplicaciones médicas. En 1994 en Dinamarca, 24Kg del
glucopéptido vancomicina, fueron utilizados para terapia humana, mientras que
24 000Kg de un glicopéptido similar, avoparcina, fueron utilizados en la alimentacién
animal. Anualmente de 1992 a 1996, Australia importé un promedio de 582Kg de
vancomicina para propdsitos médicos y 62 642Kg de avoparcina para la agricultura
animal. La vancomicina y la avoparcina tienen el mismo modo de accidn; la resistencia

a uno puede conferir resistencia al otro.

La resistencia a los antibioticos puede surgir durante la cria de los animales, afecta a
microorganismos patégenos zoonaticos, tales como: Salmonella spp. y Campylobacter
spp., estando ambos asociados con enfermedades diarréicas; asi como a comensales
humanos y animales como es el caso de Escherichia coliy enterococos. Debido a que
los ecosistemas microbianos humano y animal se entrelazan inseparablemente, la

resistencia microbiana a los antibibticos, cruza los limites rapidamente.



De esa manera los antibiéticos administrados a los animales y los utilizados en la
terapia humana, han estado ejerciendo durante décadas una presion selectiva en las

bacterias %7 %°.

En 1969, el comité Swann del Reino Unido, concluyé que los antibi6ticos usados en
quimioterapia humana o aquellos que promueven la resistencia, no deben ser usados
como promotores de crecimiento en animales. Desde entonces han existido continuos
debates sobre hasta que punto el uso de los antibidticos, como promotores de
crecimiento en los alimentos de animales, promueven la resistencia en bacterias que

infectan a los seres humanos 8.

Un trabajo realizado por la Organizacién Mundial de la Salud (WHO) en 1997sobre el
impacto médico del uso de farmacos antimicrobianos en alimentaciéon animal, reforzé

las recomendaciones del comité Swann'®.

El efecto de promocion del crecimiento de los antibiéticos es especialmente ventajoso
cuando el rendimiento del animal es bajo. Por consiguiente, las modificaciones del

procedimiento pueden disminuir el uso de antibiéticos sin sacrificar su produccion *°.

Las diferencias mundiales en el uso y autorizacién de los antibiéticos como promotores
de crecimiento son numerosas. Aunque su regulacién en los paises de la Unién
Europea incluyendo las recomendaciones del comité Swann es estricta, por lo que el

uso de avoparcina fue prohibida en 1997, la tilosina y la virginiamicina estan todavia en



uso, a pesar de que ambos farmacos causan resistencia cruzada con otros antibiéticos

de la misma clase usados en la terapia humana *.

La consecuencia de utilizar antibiéticos como promotores de crecimiento en la
alimentacién animal, para tratamiento profilactico o terapéutico, producen una seleccion
de cepas resistentes de origen animal que pueden llegar al hombre a través de la
cadena alimentaria, haciendo que las bacterias patégenas de origen animal resistentes
a antibiéticos adquiridas por el hombre, puedan dar lugar a infecciones que dificultaran
su tratamiento; y ademas estas bacterias resistentes de origen animal pueden
intercambiar sus genes de resistencia con bacterias del ecosistema microbiano del
hombre, las que se convertiran en reservorios de genes de resistencia para patégenos

que puedan aparecer en un futuro®.

Por tal motivo el propésito del presente trabajo es estudiar la resistencia a los
antibioticos de enterobacterias presentes en carne de pollo de diferente procedencia y
determinar, en caso de presentarse resistencia, si ésta podria asociarse a la presencia
de plasmidos. La eleccion de estas muestras es debida a que este alimento es de facil

acceso para los comensales mexicanos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Caracterizar microorganismos aislados de carne de pollo de diferente

procedencia y determinar la resistencia a diferentes antibioticos.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Aislar e identificar Salmonella spp. y otras enterobacterias de muestras de carne

de pollo de diferente procedencia

e Determinar la resistencia de las cepas aisladas a diferentes antibiéticos

e Relacionar la resistencia a los antibiéticos con la presencia de plasmidos.



CAPITULO |

ANTECEDENTES




ANTECEDENTES

ANTIBIOTICOS

Los antibiéticos son sustancias quimicas producidas por organismos vivos (hongos,

bacterias o plantas superiores) que inhiben el crecimiento (efecto bacteriostatico) o matan

(efecto bactericida) a otros microorganismos®.

Los antibiéticos no sélo se emplean como agentes terapéuticos en humanos, sino también

se han empleado como

21, 36.

Agentes profilacticos y/o terapéuticos de enfermedades infecciosas en veterinaria,
reduciendo la mortalidad y morbilidad debidas a infecciones clinicas

Promotores del crecimiento animal favoreciendo el control de la flora bacteriana del
animal, lo que se traduce en un mayor aprovechamiento de los nutrientes y en un
aumento considerable de peso

Para reducir la incidencia de diarrea en los animales jévenes

Para reducir las pérdidas por enterotoxemia y las muertes de los corderos que
reciben raciones ricas en granos

Para reducir la incidencia de absceso hepatico en los bovinos que consumen
raciones con mucho grano

Utilizada como sustancia ergotropica (mantiene la calidad del alimento animal y

mejora la calidad de los productos de origen animal)

10



ANTECEDENTES

- Conservar alimentos empleados junto con temperaturas de almacenamiento de 0 a
3°C
- Regular los procesos de fabricacion

- Mejorar la produccién de huevo o la capacidad de incubar.

Para su mejor comprension, los antibiéticos se organizan en los siguientes grupos *' :

l. Penicilinas (B-lactamicos). Interfieren en la sintesis de la pared celular bacteriana.
Actian inhibiendo las enzimas D-alanil-D-alanincarboxipeptidasas (PBPS),
responsables de la sintesis de la pared celular, provocando adelgazamiento de la

pared vy lisis celular.

A. Acido labiles
1. Cristalina G
2. Procainica
3. Benzatina

4. Meticilina

B. Acido estables
1. Sensibles a la B-lactamasa
a. fenoximetilpenicilina
b. fenoxietilpenicilina

c. amplio espectro

11



ANTECEDENTES

ampicilina
cloxacilina

nafcilina

Il. Cefalosporinas (derivados [B-lactamicos). Interfieren con la sintesis de la pared
celular.
Cefalotina
Cefalexina
Ceforanida
Cefotaxima
Ceftazidima
Cefaloridina
Cedamandol
Cefotixina

Cefitozoxim

[ll.  Macrdlidos. Inhiben la sintesis de proteinas al unirse al ARN ribosomal 30S,
blogueando la translocacion e impidiendo la extension de la cadena polipeptidica.

Eritromicina y Azitromicina

IV.  Aminoglucésidos. Inhiben la sintesis de proteinas al unirse al ARN ribosomal 30S.

Estreptomicina, amikacina, kanamicina, gentamicina, neomicina y netilmicina

12



ANTECEDENTES

V. Tetraciclinas. Inhiben la sintesis de proteinas al unirse al ARN ribosomal 30S.

Tetraciclina, clortetraciclina, doxicilina y oxitetraciclina

VI.  Quinolonas. Inhiben enzimas involucradas en la replicacién de ADN.

Acido nalidixico, ciprofloxacino y acido oxolinico
VIl.  Sulfonamidas y Trimetoprim. Inhiben la sintesis de ADN al interferir con la sintesis
de acido tetrahidrofdlico.

Trimetoprim-sulfametoxazol

VIIl. Nitrofuranos. Inhiben la sintesis de tetrahidrofolato.

Nitrofurantoina, furazolidona, nitrofurazona y furaltadona

IX. Fenicoles. Inhiben la sintesis de proteinas.

Cloranfenicol

X. Rifampicina. Inhibe a la transcripcidén por su unién a la ARN polimerasa.

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

Vancomicina

Xll.  Péptidos.

Bacitracina, polimixina B y polimixina E

13



ANTECEDENTES

XIll.  Oxazolidinonas (estreptograminas)

Eperezolidona, linezolidona, quinupristina y dalfopristina

XIV. Lincosaminas.

Clindamicina y lincomicina

El empleo de antibiéticos como aditivos en los alimentos para animales no deben
perjudicar de ninguna manera la calidad de los productos animales, asi como tampoco
poner en peligro la salud de las personas consumidoras de alimentos de origen animal.
La autorizacidon para el empleo de los antibidticos exige un control tedrico muy estricto;
como aditivos deben tomarse en consideracion y cumplirse en primer lugar las
siguientes indicaciones: a) No deben poner en peligro la salud del hombre; sélo se
consideraran como ergotrépicos aquellos antibidéticos que no sean prescritos en
medicina humana. b) A este respecto debe quedar excluido que los antibibticos
utilizados en alimentacion animal no interfieran con la accién de otros productos
terapéuticos, ni provoquen resistencia cruzada. c) Unicamente se utilizaran antibiéticos
con accién en el tracto digestivo, que no sean absorbidos en el intestino y que como

consecuencia, no dejen en las canales residuos de su empleo."’

14



ANTECEDENTES

MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS

Los antibidticos pueden clasificarse de acuerdo a su mecanismo de accién °:

e Antibidticos que actuan sobre la membrana plasmatica; ya que la membrana

cumple con funciones importantes para la vitalidad de la bacteria. Los antibiéticos
pueden alterar la permeabilidad actuando como detergentes catidnicos vy
provocando la salida de sustancias del interior de la célula. Por ejemplo; la
anfotericina B y la nistatina se unen al esterol presente en la membrana de ciertos
microorganismos.

e Antibidticos que actuan sobre la sintesis de la pared celular. La pared protege a la

célula contra los cambios osmoéticos y contiene elementos patogénicos
caracteristicos de cada especie; el basamento quimico de la pared (mucopéptidos)
lo constituye la unién tridimensional de péptidos, acetilglucosamina vy
acetilmurdmico. EIl proceso formativo de la pared bacteriana esta integrado por
nuUMerosos pasos sucesivos en cada uno de los cuales puede actuar un antibiotico.

e Antibidticos que actuan a nivel de la sintesis de proteinas. La sintesis de proteinas

es fundamental para la vida bacteriana y los diferentes pasos quimicos para
obtenerla pueden ser interferidos por los antibiéticos. Un grupo de estos inhibe por
diversos mecanismos la sintesis de las cadenas polipeptidicas (inhibicion de la
traduccion), mientras que los aminoglucésidos producen anomalias en la lectura del

codigo genético, originando proteinas erréneas.

15



ANTECEDENTES

e Antibidticos que actuan a nivel de la replicacion de ADN. Bloquean la sintesis del

ADN

o Antibidticos que actuan a nivel de la transcripcion. Interfieren en la sintesis de ARN

blogueando la transcripcion del ARNm.

e Antibidticos que actuan como antagonistas metabolicos. Inhiben la sintesis de ADN

al interferir con la sintesis de acido tetrahidrofélico.

16



ANTECEDENTES

RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

La resistencia bacteriana es un tema muy importante en el estudio de los antibiéticos,
por que su comprobacién implica el fracaso del tratamiento terapéutico. Las bacterias
naturalmente resistentes frente a determinados farmacos son conocidas desde la
produccién misma del farmaco, pero es motivo de distinta interpretacion la resistencia

adquirida en el curso de los afios 0 aun en poco tiempo por ciertas bacterias.

Anteriormente se creia que la resistencia a los antibiéticos era el resultado de la clasica
seleccion Darwiniana. En este aspecto, muchas ideas aceptadas anteriormente son
ahora desplazadas por interesantes comprobaciones obtenidas de la investigacion, que
marcan una nueva etapa interpretativa de los hechos clinicos y experimentales. En la
actualidad el origen de la resistencia a los antibi6ticos se puede clasificar de la siguiente

manera % :

Resistencia Natural

e Resistencia Intrinseca. Cada miembro de una especie bacteriana es resistente a
los antibidticos sin ninguna alteracion genética adicional. Un ejemplo lo presenta P.
aeruginosa, la cual muestra una baja susceptibilidad a los antibiéticos hidrofébicos
como macrolidos, debido a que estos antibidticos tienen dificultad para penetrar la

membrana externa de estas bacterias (Fig 1.1-B). Este tipo de resistencia es debida

17



ANTECEDENTES

a la permeabilidad que presenta la membrana externa de algunas bacterias, en las
cuales existen bombas de expulsion de los farmacos. Estas bombas constan de un
transportador en la membrana interna, un canal de proteina y otras proteinas unidas
a membrana y periplasmicas. La resistencia es frecuentemente causada por un
incremento en la sintesis de las proteinas que constituyen la bomba de expulsién
(Ver Fig 1.1-A) % %7

Biopeliculas; este tipo de resistencia sbélo es expresada durante ciertas
condiciones de crecimiento. Un ejemplo claro es el que presenta la bacteria
patdgena oportunista P. aeruginosa que se ha observado puede formar biopeliculas
en infecciones pulmonares en individuos con fibrosis cistica. Las razones por las
cuales se cree que esta biopelicula confiere resistencia ante los antibi6ticos es que
la bacteria se encuentra con poca actividad metabdlica y es rica en células
persistentes #.

Localizacion; la localizacion de la bacteria durante la infeccién en algunas
ocasiones puede impedir que el antibiético alcance concentraciones apropiadas
donde la bacteria esta creciendo .

Células especializadas persistentes; este tipo de resistencia se muestra
temporalmente a cualquier antibiotico. Se presenta sélo en la fase lag y en la fase
estacionaria, ya que en la fase exponencial las células persistentes disminuyen

drasticamente. La persistencia es un fenémeno reversible .

18



ANTECEDENTES

Resistencia Adqguirida

Este tipo de resistencia evoluciona por medio de alteraciones genéticas en el genoma

de las bacterias o por transferencia horizontal de genes de resistencia localizados en

varios elementos de ADN mdviles. Dentro de los elementos de ADN que

frecuentemente transmiten genes de resistencia se pueden mencionar: plasmidos,

profagos, transposones, integrones e islas de resistencia % .

Los mecanismos de resistencia adquirida incluyen:

Expulsiéon aumentada de los antibiéticos. Se han descrito varios sistemas de
expulsibn o bombeo en los que participan distintas proteinas de membrana
especializadas (ver Fig. 1.1-A). En condiciones normales y en ausencia de
antibioticos, estas proteinas tienen una funcién fisiologica de destoxificacion y
eliminacién de sustancias metabdlicas. Algunos de estos sistemas producen
resistencia que afectan a distintas clases de antimicrobianos, como B-lactamicos,
quinolononas, tetraciclinas, cloranfenicol e incluso compuestos de amonio
cuaternario como antisépticos y desinfectantes. El modelo de bomba de expulsion
mas conocido es el mexA-mexB-OprM, descubierto en P. aeruginosay que confiere
resistencia a las tetraciclinas, cloranfenicol, fluoroquinolonas y a algunos B-
lactdmicos. Los determinantes genéticos de estos sistemas de expulsiéon activa

pueden localizarse tanto en plasmidos como en el cromosoma bacteriano .

19



ANTECEDENTES

Inactivacion del antibiotico. Se realiza mediante la produccion de enzimas que
hidrolizan el antibiético. Son ejemplo de esta la produccién de B-lactamasa, B-
lactamasa de amplio espectro, eritromicina estearasa y enzimas modificadoras de
aminoglucésidos, lincosamidas y estreptograminas (Ver figura 1.1 C)'"-
Modificacion del antibidtico. Este es el caso de las enzimas modificadoras de
aminoglucosidos codificadas en plasmidos. Entre las principales enzimas
responsables de catalizar la modificacion, estan la acetil transferasa (AAC), fosfatidil
transferasa (APH) y adenil transferasa (ANT o AAD). Cuando un aminoglucésido es
inactivado ya no puede unirse a la subunidad 30s ribosomal y por lo tanto no pueden
interferir en la sintesis de proteinas.

Modificacion del sitio de accion del antibiético. La mayoria de los antibidticos
ejercen su accioén al unirse especificamente a diferentes proteinas que forman parte
de procesos esenciales para la supervivencia de la bacteria. La modificacién de
estas proteinas puede afectar a su afinidad por el antibiético pero sin interferir con
su funcionalidad (Ver figura 1.1 D). Es suficiente un solo cambio de un aminoéacido
en la proteina para que se produzca este efecto. Las proteinas que se pueden
modificar son las proteinas ribosdémicas, la alteracion de los precursores de la pared
celular y la modificacion de enzimas esenciales. La modificacion de las proteinas
ribos6micas confiere resistencia a los aminoglucésidos, tetraciclinas, cloranfenicol,
macroélidos y lincosamidas, por lo que se impide la accién de todos estos
antimicrobianos como inhibidores de la sintesis de proteinas. Existen mutantes que
son resistentes y dependientes a la vez de un antibiético determinado y que sélo son

capaces de desarrollarse en presencia del antibiotico .
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Imagen de Fernandez F.

Fig 1.1 Mecanismo de resistencia a los antibiéticos. A) Bomba de
expulsion; B) Permeabilidad disminuida de la pared bacteriana;
C) Inactivacion del antibiético y D) Modificacién del sitio de accion

del antibiético

21



ANTECEDENTES

Asi mismo, existen diversos tipos de resistencia adquirida que pueden ser mejor
entendidos estudiando los mecanismos mediante los cuales se establecen. Asi, existen

dos tipos basicos: Resistencia Cromosomica y Resistencia Extracromosémica.

RESISTENCIA CROMOSOMICA

La resistencia cromosémica se origina por mutaciones espontaneas. En una
primera etapa aparecen pocas bacterias resistentes, pero en la medida que el
antibidtico actia como selector, favorece el desarrollo de células resistentes
hasta transformarse en un cultivo antibidtico-resistente. Este modo de adquirir
resistencia se califica como espontaneo y discontinuo, con frecuencia
notoriamente menor que la resistencia de origen extracromosdémico, ya que no
hay propagacion a especies diferentes. La mutacion espontanea puede

acelerarse por accién de sustancia quimicas o agentes fisicos mutagenos °.

RESISTENCIA EXTRACROMOSOMICA

La resistencia adquirida extracromosémica se obtiene por incorporacion de
material genético extracromosomal. Se denomina también resistencia transferida
o resistencia mediada por plasmidos. El ingreso de material transferido puede
realizarse por mecanismos distintos cuya nominacién responde al dispositivo

empleado en esta accién bacteriana® 3.
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Conjugacion: La conjugaciéon es el principal proceso por el cual se
transfieren los genes de resistencia a antibioticos entre poblaciones
bacterianas. En la conjugacion los genes de resistencia se encuentran en
plasmidos, los cuales son transferidos horizontalmente'®. Durante la
conjugacién se requiere contacto de célula a célula a través de pelos
sexuales. Se forma un puente citoplasmatico entre bacterias de distintos
géneros y especies como E. coli, Proteus, Klebsiella, Salmonella, Shigella,
Pseudomonas para poder transmitir el factor R. Aquellos plasmidos que
portan uno 6 mas genes de resistencia reciben el nombre de factores R.
La resistencia asi obtenida, se extiende con rapidez porque cada célula
recién infectada se transforma en donante de genes de resistencia (Ver
figura 1.2). Esta operacion ocurre en el plazo de segundos, tanto en el
intestino como en el tracto urinario en el caso de los humanos. El uso de
antibiéticos crea un ambiente que favorece la supervivencia de cepas que
poseen factores R. Estas cepas actuan entonces como reservorio para la
transferencia de los factores R a otras cepas cualesquiera (incluyendo

cepas patdgenas) > 2.

Fig 1.2 Conjugacion Imagen de Gold.H.*®
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Transduccion. La transduccién es otro mecanismo de intercambio
genético. Se puede definir como el proceso de transferencia genética
desde una célula donadora a otra receptora mediante bacteri6fagos que
contienen ADN gendmico de la célula donadora. ElI fago puede
transportar varios genes de resistencia simultdneamente porque el ADN
pasa integramente de una bacteria a otra. En la transduccién podemos
distinguir dos etapas diferenciadas: a) Formacion de la particula fagica
transductora: un trozo de material genético de la célula donadora se
introduce en el interior de la cabeza de la capsida de un fago. Las
particulas transductoras son en cierta manera “subproductos” extrafios del
ciclo normal del fago. b) La particula transductora inyecta de forma
habitual el ADN que porta a la célula receptora, donde este ADN puede

eventualmente recombinarse y expresar su informacién (Figura 1.3) > 2.

Bacteria .;“- Bacteriofago
> e
Capside Capside

englobando con plasmidico

un plasmidio f

—  » WY 000000

Imagen de Presscot®®

Fig 1.3 Transduccién
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Transformacion. La transformacién se realiza entre bacterias homologas
y es el paso de material genético desnudo de una bacteria resistente a
otra bacteria sensible. Este proceso consta de numerosos pasos que se
pueden dividir en dos categorias principales: 1) La entrada de ADN en la
célula receptora y 2) la recombinaciéon del ADN donante con la regién
homologa del cromosoma receptor. En el proceso de entrada, una de las
dos cadenas de ADN invasora se digiere por nucleasas, dejando sélo una
cadena que es la que participa en la transformacién. La cadena de ADN
no digerida se alinea entonces con la region complementaria del
cromosoma bacteriano.  Este segmento de ADN es escindido vy
degradado. Para que la recombinacién se detecte, el ADN transformante
debe provenir de una cepa bacteriana diferente, con algunas variaciones
genéticas. Una vez integrada en el cromosoma, la regién recombinante
tiene una cadena ADN del cromosoma bacteriano y otra del ADN
transformante. Después de una ronda de replicacién, uno de los
cromosomas adquiere la configuracion original, idéntica a la de la célula
receptora, y el otro contiene el gen transformado. Después de la divisién
celular, se producen una célula huésped original y una célula

transformada (Figura 1.4)> 2,
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Imagen obtenida de Cummings

Fig 1.4 Transformacién

Transposicion. La transposicion permite el intercambio entre plasmidos
o de un plasmido hacia un cromosoma o hacia un fago sin necesidad de
similitud entre el donador y el receptor. Los elementos asi actuantes de
denominan transposones, capaces de decidir su propio sitio de insercién.
Los transposones son segmentos de ADN que pueden pasar de la
posicién de un genoma a otra posicién en el mismo genoma 6 hacia un

genoma diferente. Los transposones pueden portar un integron, los
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cuales son observados principalmente en las bacterias que pertenecen a
la familia Enterobacteraceae y al género Pseudomonas. Los transposones
pueden ser construidos por insercion al azar de una secuencia de
insercién en cada sitio de cualquier gene o grupo de genes > 2% 32,

Integron: Los integrones son elementos genéticos que, mediante un
mecanismo de recombinacién especifico, incorporan genes denominados
cassettes que confieren resistencia a los antibi6ticos; por lo general se
localizan en plasmidos conjugables, aunque también se pueden encontrar
en el cromosoma. Para la actividad de los integrones se requiere un gen
que codifique una integrasa; esta enzima cataliza la recombinacién sitio-
especifica entre dos secuencias cortas de ADN que pueden ser de dos
clases: attl o attC, que son los sitios primarios de reconocimiento de la
integrasa. Estructuralmente se suele hablar de tres regiones en un
integron: una regidn constante 5’ que contiene basicamente el gen de la
integrasa que se transcribe de derecha a izquierda. En el extremo 5’ del
gen de la integrasa se encuentra una regién con dos promotores
divergentes que controlan respectivamente la trascripcién del gen de la
integrasa y la de los genes estructurales situados a la derecha. A
continuacién se encuentra una regién central variable en la que se
localizan los genes estructurales del integron en un numero variable que
suele oscilar de uno a cuatro. Las regiones constantes 5 y central
variable estan separadas por la secuencia attl, unos de los sitios de

reconocimiento de la integrasa. Los genes constitutivos en la regién
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central estan separados unos de otros por secuencias attC (Figura 1.5).
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 | es la mas frecuente 2432,

Imagen de Gonzalez G.

Fig 1.5 Representacion esquematica de la estructura basica de un integrén
y de la adquisicién de cassettes genéticos de resistencia. int/1: gen que
codifica la integrasa clase 1; attl: sitio de recombinacién del integron en el
cual los cassettes son integrados; P,: promotor que transcribe la integrasa;
Pc: promotor que dirige la transcripciéon de los cassettes integrados. attC:
sitio de recombinacion del cassette genético (esquema no dibujado a

escala).
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BASES BIOQUIMICAS DE LA RESISTENCIA

B-Lactamicos. Las enzimas responsables de proporcionar resistencia contra
estos antibidticos son las B-lactamasas, que hidrolizan el enlace amida del anillo
penicilanico, produciendo derivados acidos (acido penicilbico), sin propiedades
antibacterianas. En las B-lactamasas, la serina juega un papel importante en la
catalisis, al participar en la formacion del complejo acil-enzima al contacto con el
antibiético ° .

Aminoglucodsidos. La resistencia puede ser de tipo cromosémico o plasmidico.
Los aminoglucésidos pueden ser inactivados por enzimas que acetilan los
grupos amino o por fosforilacion o la adenilacién de grupos hidroxilo. Las
bacterias inactivan sintetizando enzimas modificadoras codificadas en plasmidos.
Sin embargo, es mas frecuente este tipo de resistencia adquirida por plasmidos
que promuevan a las bacterias para segregar enzimas capaces de inactivar el
antibiotico. Predominan dos tipos de modificacidén: N-acetilacién de grupos amino
y O-fosforilacién de grupos hidroxilo, para los cuales los cofactores donadores
son acetil-CoA y ATP, respectivamente. Entre las principales enzimas
responsables de catalizar la modificacion de aminoglucésidos, estan la acetil
transferasa (AAC), fosfatidil transferasa (APH) y adenil transferasa (ANT 6 AAD).
El factor mas importante de la modificacién, es la afinidad de la enzima
modificadora por su sustrato. Existen asimismo otros mecanismos de resistencia
a aminoglucésidos, como el bloqueo del transporte del antibidtico al sitio de

accion, modificacion de ribosomas y permeabilidad. Un ejemplo de resistencia
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cromosomica es el caso de la estreptomicina que se fija a un ribosoma
provocando desérdenes en la sintesis protéica, pero toda mutacién que suprima
o modifique este lugar de fijacién dara origen a cepas resistentes "%
Cloranfenicol. Las bacterias resistentes al cloranfenicol poseen factor R, que en
presencia de acetilcoenzima A, transforma el cloranfenicol en derivados
acetilados inactivos.

Eritromicina. La inactivacion de la eritromicina se realiza por una alteracién del
punto de ataque al ribosoma o por destruccién enzimatica. La produccion de
eritromicina estearasa, cataliza la hidrdlisis del anillo de lactona del antibidtico.
Tetraciclinas. La resistencia esta mediada por plasmidos que intervienen en la
permeabilidad de la célula bacteriana. Este tipo de resistencia puede estar
organizada por transposicion.

Sulfonamidas. Resistencia mediada por plasmidos, que codifican enzimas
evasivas que eluden el bloqueo metabdlico efectuado por sulfamidas o
trimetoprim.

Quinolonas. Se lleva a cabo por medio de la alteracion de la DNA girasa 6 por
alteracion de los componentes de la pared externa de bacterias gram negativas.
Glicopéptidos (Vancomicina). Los enterococos desarrollan resistencia a
vancomicina alterando sus precursores peptidoglucanos, a los cuales los

antibiéticos glucopéptidos ya no se pueden unir % 4° .
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CAUSAS QUE DESENCADENAN LA RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

Las causas que desencadenan este tipo de sucesos son ' :

e Automedicacion. Causa por la que personas sin conocimiento ni indicacién
medica, toman libremente un tratamiento antibidtico.

e Falta de cumplimiento de la indicacion médica. Interrupcion de un tratamiento
antes del tiempo marcado por el médico.

e Contacto de las bacterias con el ambiente hospitalario. La presencia de bacterias
en los hospitales y en uso continuo de farmacos.

e Uso abusivo de antibioticos.

e Prescripcion facultativa incorrecta. Utilizacion de un determinado farmaco en una
patologia que no lo requiere.

e Dosis inapropiadas del farmaco. Toma de antibidticos a dosis que no son
efectivas.

e La presencia de ciertas enfermedades como el SIDA. Enfermedades que hacen
que un sujeto sea mas vulnerable a ciertas patologias, las cuales requieren de
mas tiempo y mayores dosis en su tratamiento, ejemplo: la resistencia generada
por la tuberculosis, derivada de los cuadros aparecidos en los enfermos de SIDA.

e El uso de antibi6ticos en los alimentos de animales con fines de promocién de
crecimiento. El uso incontrolado e inapropiado de antibidticos en los animales
ejerce una presidn selectiva sobre las bacterias del entorno natural, es decir,

favorece la supervivencia de las bacterias resistentes frente a las sensibles.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La parte experimental de esta tesis se llevo a cabo en los laboratorios de Microbiologia
y Microbiologia Molecular (Laboratorio 1-A anexo, 1-D anexo), ubicados en el Edificio
“A” de la Facultad de Quimica y en el laboratorio de Salud Publica de la Facultad de

Medicina, Ciudad Universitaria, U.N.A.M.

El trabajo del laboratorio comprende: Aislamiento de bacterias presentes en carne de
pollo de venta al menudeo, identificacion de las cepas aisladas, determinacion de su
susceptibilidad a los antibi6ticos y deteccion de la presencia o ausencia de plasmidos

relacionados con la resistencia a los antibiéticos.
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2.1 COLECCION DE MUESTRAS

Para este trabajo se utilizaron muestras de carne molida de pollo, recolectadas de tres
sitios diferentes: la primera muestra se obtuvo de un supermercado, la segunda de un
mercado popular (al oriente de la ciudad) y la tercera de un tianguis (al oriente de la

ciudad).

2.2 AISLAMIENTO DE SALMONELLA SPP Y OTRAS ENTEROBACTERIAS

PRESENTES EN CARNE DE POLLO DE VENTA AL MENUDEO

Para el aislamiento de Salmonella spp. y otras enterobacterias presentes en carne de
pollo, se utilizd la técnica sefialada en la norma NOM-SSA1-114-1994 *. El
procedimiento incluye: pre-enriquecimiento en caldo lactosado, enriquecimiento en
caldo tetrationato y caldo selenito cistina; y finalmente el aislamiento en medios

selectivos: xilosa-lisina-desoxicolato, agar sulfito de bismuto y agar Hecktoen.
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2.2.1 PRE-ENRIQUECIMIENTO:

Para llevar a cabo el pre-enriquecimiento se pesaron aproximadamente 25 g de carne
molida (+0.5 g) en condiciones asépticas, y se agregd dicha cantidad a 225 mL de
caldo lactosado con el fin de aumentar la cantidad de los microorganismos presentes
en la muestra y recuperarlos del estrés causado por la exposicién a condiciones
adversas durante el proceso de manipulacion y almacenamiento a bajas temperaturas.

Las muestras se incubaron durante 24 horas a 35°C.

2.2.2 ENRIQUECIMIENTO:

A partir del caldo lactosado se inocularon: 1 mL en caldo selenito cistina y en caldo
tetrationato. Se incubaron a 35° C durante 24 h. El objetivo de la inoculacion en estos
medios de cultivo, selectivos para enterobacterias, fue inhibir la proliferacion de

microorganismos no deseados para nuestro estudio.

2.2.3 AISLAMIENTO EN MEDIOS SELECTIVOS:

Para el aislamiento de los microorganismos a partir del caldo tetrationato y caldo
selenito cistina se utilizaron los medios selectivos: agar XLD (xilosa-lisina-
desoxicolato), agar sulfito de bismuto (BIS) y agar Hecktoen. Las placas se inocularon
con una asada por estriado en cuadrante radial e incubaron a 35° C durante 24 h.

De los medios selectivos se seleccionaron 70 colonias, basandose en sus

caracteristicas coloniales descritas en la tabla 2.1:
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TABLA 2.1 CARACTERISTICAS COLONIALES DE LOS MICROORGANISMOS AISLADOS
EN LOS MEDIOS SELECTIVOS
MEDIOS SELECTIVOS COLONIAS MICROORGANISMOS

Agar sulfito de bismuto

Centro negro, borde claro,
precipitado negro con brillo
metalico alrededor de las

Salmonella, con excepcion de
S. paratyphi A;y S. pullorum

(BIS) colonias
Pequenas, verdes hasta pardas, Bacterias coliformes, Serratia,
aveces mucosas Proteus y otras
Amarillas, con zona amarilla o .
Escherichia coli, Enterobacter,
alrededor, opacas; halo de
o Aeromonas
precipitacion
Amarillas, con zona amarilla
alrededor, opacas, mucosas, Klebsiella
halo de precipitacion
Amarillas con zona amarilla
alrededor opacas, a veces con Citrobacter
centro negro
Amarillas con zona amarilla ) )
Agar XLD Serratia, Hafnia

(xilosa-lisina-desoxicolato)

alrededor. Opacas

Amarillas, con zona amarilla
alrededor, transparentes, centro

negro

Proteus vulgaris, la mayoria de

Proteus mirabilis

Del mismo color que el medio
de cultivo, transparentes, a

veces, con el centro negro

Salmonella

Del mismo color que el medio

de cultivo, transparentes.

Shigella, Providencia,

Pseudomonas

Anaranjadas, ligeramente
opacas

Salmonella typhi

Agar Hecktoen

Verde-azulada, con o sin centro

Salmonella, Proteus

negro
Verde hasta azulada, planas,
. Pseudomonas
borde irregular
Color salmén, con halo de ,
Coliformes

precipitado
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De las 70 colonias aisladas so6lo se seleccionaron 29 para estudios posteriores, ya que
el resto de las colonias presentaban las mismas caracteristicas morfologicas. La
seleccion de las colonias se basd en su morfologia colonial, ya que presentaban la
morfologia caracteristica de Salmonella spp. y de otras enterobacterias de interés. Las
cepas aisladas se inocularon en placas de agar luria e incubaron durante 24 h a 37°C
para su posterior identificacion. Se les realiz6 tincibn de Gram a cada una de las

colonias aisladas.

2.3 IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LAS CEPAS AISLADAS

La identificacion de las cepas aisladas se realiz6 mediante el uso de pruebas

bioquimicas convencionales (presuntivas y complementarias) y el empleo de equipo

automatizado (bioMérieux VITEK, INC).

2.3.1 PRUEBA BIOQUIMICA PRESUNTIVA:

La prueba bioguimica presuntiva incluye:

= KIA (agar hierro de Kligler)
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2.3.2 PRUEBAS BIOQUIMICAS COMPLEMENTARIAS

Las pruebas bioquimicas complementarias utilizadas fueron ** :
= Manitol
= Citrato
= Voges Proskauer

= Rojo de metilo

= Urea
= Sacarosa
= Malonato
* Indol
*» Movilidad

2.3.3 |DENTIFICACION UTILIZANDO EQUIPO AUTOMATIZADO

(bioMérieux VITEK, INC):

Para la identificacién de los microorganismos aislados, mediante el empleo de equipo
automatizado (bioMérieux VITEK, INC) son necesarias las tarjetas VITEK para
microorganismos Gram-negativos , ya que estas tarjetas estan disenadas para usarse

conjuntamente con el sistema VITEK para la identificacion automatizada de las
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bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y un grupo seleccionado de
bacterias gram-negativas no fermentadoras de glucosa y miembros de la familia
Vibrionaceae. La tarjeta se compone de 30 pocillos, de los cuales 28 contienen medios
especificos para la identificacion mediante pruebas bioquimicas, uno contiene caldo
control negativo y el otro caldo control de crecimiento. La tarjeta para identificacién
de microorganismos gram-negativos realiza una serie de pruebas bioquimicas
convencionales tales como: glucosa (oxidativo) y glucosa (fermentativo), acetamida,
esculina, urea, citrato, malonato, triptofano, polimixina B, lactosa, maltosa, manitol,
xilosa, rafinosa, sorbitol, sacarosa inositol, adonitol, H.S, ONPG*, ramnosa, L-

*kk

arabinosa, arginina, lisina, ornitina, oxidasa, DP-300** y plant indican***, que han sido
adaptadas al sistema VITEK. Se utilizan tres pruebas no convencionales para
complementar las identificaciones. El concepto miniaturizado de la tarjeta para

identificacion de  microorganismos Gram-negativos proporciona las condiciones

aerobias y microaerobias para cada prueba que las requiera.

La interpretacion de las pruebas bioquimicas de las tarjetas de identificacion se realiza
por medio del procesador, el cual permite una identificacion automatica de los
microorganismos en su base de datos, los cuales se encuentran especificados en el
inserto correspondiente. No requiere de la adicibn de reactivos reveladores vy

ocasionalmente requiere de alguna prueba en forma externa.

*  fermentacion O-nitrofenil-B-D-galacto-pirandsido
#% 24 4-tricloro 2-hidroxi-difenileter
**% Indoxil-beta-D-glucosido
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La tarjeta para la identificacién de gram-negativos se basa en los métodos bioquimicos

establecidos por Edwards'® y Ewing’, Gilardi®® y Oberhofer'® y Rowen®°.

La metodologia para la preparacion de la muestra se describe a continuacién:

1)

Para comprobar la pureza de las cepas, las mismas se inocularon mediante la
técnica de agotamiento en agar MacConkey. Las placas se incubaron durante 24
ha37°C.

A cada una de las cepas aisladas se realiz6 la prueba de hemodlisis. Para la
determinacién de hemdlisis se inocularon las cepas en placas de gelosa sangre
de carnero e incubaron durante 24 h a 37°C.

Posteriormente se realizd la prueba de la oxidasa a cada una de las cepas
aisladas. Para esta prueba se utiliz6 el reactivo de TMPD. En el caso de que la
prueba de la oxidasa resultara positiva, se ennegrecié con marcador indeleble la
depresidn circular situada en el angulo superior izquierdo de la tarjeta. Ninguna
marca en la depresion circular indica que la reaccion de la oxidasa es negativa.
De las colonias aisladas del medio MacConkey, se tomd una asada e inoculé en
tubos con agar soya tripticaseina inclinado e incubaron durante 24 ha 37°C.
Al término de la incubacion se prepar6 una suspension bacteriana equivalente a
un patrén No. 1 de McFarland (zona azul 67-77%T en el colorimetro Vitek),

utilizando cada una de las cepas aisladas
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6)

a) Parala preparacion de la suspension se marcaron tubos estériles de 12 x
175mm y se les agrego 1.8 mL de solucién salina estéril al 0.45%.

b) Con un palillo aplicador estéril se recogieron las colonias aisladas de las
placas de agar soya tripticaseina

c) Se introdujeron dentro del tubo que contenia la solucién salina y se agité
hasta conseguir una suspension uniforme.

d) Se comprob6 que la suspension fuera equivalente a la zona azul 67-
77%T del colorimetro Vitek. En el caso de que no se consiguiera la
cantidad correcta, se repitieron los pasos anteriores b) y c) para agregar
mas indculo o diluyente

Al téermino de la preparacion de la suspension se colocaron los tubos en el
soporte de llenado del equipo automatizado (bioMérieux VITEK, INC)

Siguiendo un procedimiento aséptico, se sujetaron los tubos de transferencia y
se introdujeron firmemente en el orificio de entrada de la tarjeta con la punta del
tubo dirigida hacia las muescas de la tarjeta. Manteniendo la presién de
insercion, se gir6 el tubo a 180° de tal manera que apuntara en direccidon
contraria a las muescas y hacia el extremo inferior de la tarjeta.

Las tarjetas con el tubo de transferencia se colocaron en el soporte de llenado
en la gradilla y se introdujo en el modulo de llenado. Se sometieron las tarjetas
al ciclo de llenado.

Posteriormente se verificd que el llenado fuera correcto y se prosiguio al sellado
de la tarjeta. Para el sellado se utiliz6 un obturador, el cual corté el tubo de

transferencia y sell6 las tarjetas. Los tubos de transferencia se desecharon
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como materiales contaminados conforme a los procedimientos aceptables para
eliminar materiales potencialmente biopeligrosos.

10)Finalmente se colocaron las tarjetas dentro de la gradilla del lector/incubador y
se sigui6 el procedimiento indicado en el manual del Operario VITEK.

11)Las placas se incubaron aproximadamente durante 18 horas.
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2.3.4 |IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES DEL GENERO Salmonella

MEDIANTE PRUEBAS SEROLOGICAS

Para la identificacion de la especie se utilizaron sélo las cepas aisladas de Salmonella
spp. y se realiz6 mediante el empleo de pruebas serolégicas; se determiné la

presencia del antigeno somatico “O” y el antigeno flagelar “H”.

= DETECCION DEL ANTIGENO “O”

La determinacion del antigeno “O” se realizé6 con el antisuero polivalente A-1 y Vi,
posteriormente se probaron los antisueros factor 1, 2,4y 5.

Se inocularon las cepas del género Salmonella en agar soya tripticaseina semisélido
para observar movilidad.

Se inocularon las cepas en agar soya tripticaseina, cultivo utilizado posteriormente para
determinar la presencia del antigeno somatico. La incubacion se realizd a 35 ° C
durante 24 horas.

En un portaobjetos limpio, se coloc6é una pequera gota de solucién salina 0.9 % y se
resuspendié una asada de las cepas inoculadas en agar soya tripticaseina. Se agregd

una pequenfa gota del anti-suero polivalente A-l1y Vi. Se observé la aglutinacién
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= DETECCION DEL ANTIGENO “H” FLAGELAR

Para realizar la determinacion del antigeno flagelar “H” se utilizaron los sueros fase 1y
fase 2 contra antigenos flagelares Spicer-Edwards y posteriormente se probaron los

sueros para el complejo G.

Se inocularon las cepas del género Salmonella en agar soya tripticaseina semisélido.
Se tomé una asada, se inoculé en medio BHI liquido y se incub6 24 horas a 37 °C.

Al terminé de la incubacién se agregé 10mL de formalina para inactivar las células. Se
dej6 reposar durante 1 hora.

En placas serologicas se colocaron en cada pozo, 20uL de suero contra antigenos
flagelares Spicer-Edwards y 100uL de la solucién de Salmonella formalizada.

Se incubd durante 2 horas a 50°C. Al término de la incubacion se observaron las

aglutinaciones.
Se probaron los sueros fase 1y fase 2 :
Fase1:1,2,3,4

Fase 2: LN: EN, |

Se probaron los sueros para el complejo G:

m; t, p; W S; g g; g.p
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2.4 DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTCOS DE LOS

MICROORGANISMOS AISLADOS

La resistencia a los diferentes antibiéticos fue determinada mediante la prueba de
susceptibilidad de difusién en discos por medio del uso de sensidiscos y el empleo de

equipo automatizado (bioMérieux VITEK, INC).

2.4.1 DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

MEDIANTE LA TECNICA DE BAWER-KIRBY

La susceptibilidad a los antibiéticos se determiné mediante la prueba de susceptibilidad
de difusién en discos (Bauer-Kirby)? utilizando multidiscos combinados  “Sanofi
Diagnostics Pasteur” los cuales son utiles para el estudio “in vitro” de la sensibilidad

bacteriana a 12 antibiéticos.

1. Se inoculé por asada en caldo luria cada una de las cepas, las cuales se
incubaron durante 8h a 37°C

2. Al término de la incubacion se tom6 una alicuota de 0.1mL y se resuspendié en
10 mL de medio para antibidticos (agar).

3. Se verti6 el medio en cajas que contenian 10 mL de medio para antibiéticos. Se

homogeneizaron e incubaron durante 24 ha37°C

45



METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4. Se midieron los halos de inhibicién y se interpretaron los resultados obtenidos

como S (sensible) y R (resistente) dependiendo del didmetro del halo de

inhibicion (Tabla 3.2).

TABLA 2.2 DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION EN MM

ANTIBIOTICO | CONCENTRACION R S
Amikacina 30ug <14 >17
Ampicilina 10ug <11 >14

Carbenicilina 100ug <17 > 23
Cefalotina 30ug <14 >18
Cefotaxima 30ug <14 > 23
Ceftriaxona 30ug <13 > 21

Cloranfenicol 30ug <12 >18

Gentamicina 10ug <12 >15
Netilmicina 30ug <12 =15

Nitrofurantoina 30ug <14 =17
Pefloxacina 5ug <14 > 23

Trimeto-Sulfa 25ug <10 >16
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2.4.2 DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

UTILIZANDO EL EQUIPO VITEK

El equipo automatizado (bioMérieux VITEK, INC) utiliza tarjetas de susceptibilidad. El
lector lee, interpreta y registra la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano,
expresado por el grado de turbidez detectado cada hora en cada uno de los pocillos
que conforma una tarjeta tomando como base un pocillo control (propio para cada
tarjeta) y asi se determina la concentracion minima inhibitoria para cada uno de los

antibiéticos que contiene la tarjeta para la cepa bacteriana probada.

El sistema VITEK tiene una amplia variedad de tarjetas de susceptibilidad a los
antibiéticos que satisfacen las necesidades de diferentes laboratorios, tanto a nivel
particular como institucional (laboratorios particulares y/o laboratorios de hospitales).
Existen diferentes tipos de tarjetas, las tarjetas que se utilizaron fueron GNS-604

(tarjeta de susceptibilidad especial de 45 pocillos).

El procedimiento para la preparacion de las tarjetas fue el siguiente:
1) Para la preparacion de las tarjetas de identificacion se preparé una suspension
bacteriana equivalente a un patron No. 1 de McFarland (zona azul 67-77%T en
el colorimetro Vitek), utilizando cada una de las cepas aisladas. Se tomaron 50
uL y se anadieron a un tubo estéril que contenia 1.8 mL de solucién salina 0.45

% estéril.
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2)

7)

Al término de la preparacién de la suspension se colocaron los tubos en el
soporte de llenado del equipo automatizado (bioMérieux VITEK, INC)

Siguiendo un procedimiento aséptico, se sujetaron los tubos de transferencia
por la curva y se introdujeron firmemente en el orificio de entrada de la tarjeta
con la punta del tubo dirigida hacia las muescas de la tarjeta. Manteniendo la
presion de insercion, se gird el tubo 180° de tal manera que el tubo apuntara en
direccion contraria a las muescas y hacia el extremo inferior de la tarjeta.

Las tarjetas con el tubo de transferencia se colocaron en el soporte de llenado
en la gradilla y se introdujo en el modulo de llenado. Se sometieron las tarjetas
al ciclo de llenado.

Posteriormente se verificé que el llenado se haya realizado correctamente y se
prosiguié al sellado de la tarjeta. Para el sellado se utilizé un obturador, el cual
corto el tubo de transferencia y sell6 las tarjetas. Los tubos de transferencia se
desecharon como materiales contaminados conforme a los procedimientos
aceptables para eliminar materiales potencialmente biopeligrosos.

Finalmente se colocaron las tarjetas dentro de la gradilla del lector/incubador y
se sigui6 el procedimiento indicado en el manual del Operario VITEK.

Las placas se incubaron aproximadamente durante18 horas.
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2.5

DETERMINACION DE PLASMIDOS

2.5.1 PREPARACION DE DNA PLASMIDICO

La obtencién del DNA plasmidico se realizé mediante la técnica de Birnboim y Doly ° la

cual se realiza de la siguiente manera:

9.

. Crecer 5 mL de bacterias durante toda la noche en medio Luria

Tomar 1.5mL del cultivo anterior, pasarlo a un tubo eppendorf y centrifugar a
6000 rpm durante 1 minuto

Decantar dejando el pellet lo mas seco posible

Resuspender las células en 100 uL de solucién | fria (ver apéndice).

Dejar reposar 15 minutos a temperatura ambiente

Agregar 200uL de solucién Il fresca(ver apéndice). Mezclar por inversién (no
usar vortex)

Mantener 10 minutos en hielo

Agregar 150uL de solucion Il fria (ver apéndice). Mezclar por inmersién y
mantener 15 minutos en hielo

Centrifugar a 6000 rpm durante 5 minutos

10.Recuperar el sobrenadante y centrifugar a 6000 rpm durante 5 minutos

11.Agregar un volumen igual de fenol-cloroformo (1:1) saturado con buffer TE

(ver apéndice). Mezclar vigorosamente. Centrifugar a 6000 rpm durante 30

segundos
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12.Recuperar la fase acuosa y agregar 2.5 volumenes de etanol absoluto.
Enfriar a —70° C por 5 minutos
13.Centrifugar a 6000 rpm durante 5 minutos

14.Decantar, lavar el pellet con 100uL de etanol al 70%

15.Resuspender el pellet en 20uL de agua

2.5.2 ELECTROFORESIS (GEL DE AGAROSA)

La separacion de los plasmidos se realiz6 en gel de agarosa al 0.8 %. Las muestras se
prepararon con 5uL de la muestra de DNA extraido con anterioridad, 1uL de solucién
buffer de carga y 4 uL de agua destilada estéril. Como control positivo se utilizé6 una
cepa de E. coliy como marcador de pesos se utilizé A DNA / Hind lll. El gel se corrié a

120 mV durante 90 minutos y se reveld en una solucién de bromuro de etidio al 0.1%
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 AISLAMIENTO DE ENTEROBACTERIAS

Las bacterias aisladas de cada muestra de pollo de diferente procedencia, se
seleccionaron de acuerdo a las caracteristicas coloniales que presentaban, las cuales

estan descritas en la tabla 2.1, p.36.

En total se seleccionaron 70 colonias aisladas de los medios agar XLD, agar sulfito de

bismuto (BIS) y agar Hecktoen; de las cuales sé6lo se escogieron 29 para estudios

posteriores, ya que el resto presentaban las mismas caracteristicas coloniales.

3.2 IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LAS CEPAS

AISLADAS

3.2.1 IDENTIFICACION BIOQUIMICA PRESUNTIVA

KIA

Para la identificacion de las enterobacterias aisladas se utilizaron: la prueba bioquimica

presuntiva (KIA) y las pruebas bioquimicas complementarias.

En el medio de Kligler se observé la capacidad de los microorganismos para utilizar a la

lactosa y la glucosa, ademas se observd la produccion de gas y se determiné la

produccién de HxS en las cepas analizadas.
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Los resultados de la identificacidén presuntiva se muestran en la tabla 3.1, en la cual se
observa que el 100% de las cepas son glucosa positivas, sélo el 79.3% son lactosa
negativas, el 58.6% son productoras de H.S y el 86.2% producen gas; con lo cual
podemos decir que la mayor parte de las cepas pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae, ya que los microorganismos que pertenecen a ésta, fermentan

glucosa y otros carbohidratos con la produccion visible de acido y gas *.

TABLA 3.1 Resultado de la identificacion bioquimica presuntiva (KIA)

PROCEDENCIA CEPA Glucosa Lactosa H,S Gas

1T
2T
3T
4T
5T
6T
7T
Tianguis 8T
9T
10T
11T
12T
13T
14T
™M
2M
3M
aMm
5M
6M
Mercado ™
8M
oM
10M
11M
12M
Muestra de 1S

2S5
Supermercado 35

+
1
1

Muestra de

Muestra de

1
1
4+ + |+ +| ]+ +|+|+|+|+|+]+]|+]|+]|+]|+]|+]|+

4+ |+ |+ +][+[+]+]+]|+

4+ + |+ +[+] |+ + |+ +|+|+|+]+]|+]|+]+|+|+|+|+][+][+]+]+]+]+
1

1
1
+ 4|+ |+
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3.2.2 |IDENTIFICACION MEDIANTE PRUEBAS BIOQUIMICAS

COMPLEMENTARIAS

Las pruebas bioquimicas complementarias fueron: manitol, citrato, sacarosa, Voges-
Proskauer, rojo de metilo, urea, malonato, indol y movilidad.

La identificacion mediante pruebas bioquimicas complementarias se realizd
empleando tubos de ensayo de 13 x 100. La incubacién se realizd durante 24 horas a
37 ° C. Al término de la incubacién se procedié a la interpretacién de dichas pruebas
utilizando los siguientes reactivos: a-naftol y KOH al 40% para la prueba de Voges-
Proskauer y el reactivo de Ehrlich para la prueba de Indol. Los resultados se
encuentran descritos en la tabla 3.2, la cual muestra que el 65.5% de las cepas son
manitol positivas, el 48.3% utilizan el citrato como Unica fuente de carbono, el 27.6%
producen acetilmetilcarbinol (acetoina), el 58.6% son rojo de metilo positivos,
indicando asi la produccién y mantenimiento de los productos terminales acidos de la
fermentacién de la glucosa; el 34.5% tienen la capacidad de desdoblar la urea en dos
moléculas de amoniaco (NH3), apoyandonos asi para diferenciar al género Proteus de
otros miembros de la familia Enterobacteraceae, ya que solo Proteus es urea positivo;
s6lo el 10.3% es sacarosa positiva; el 31% utilizan el malonato de sodio como unica
fuente de carbono; Unicamente el 1% pueden desdoblar el indol de la molécula de
triptéfano; por ultimo el 86.2% presentan flagelos, ya que la prueba de motilidad fue
positiva para 25 cepas (Tabla 3.2).

De la muestra de tianguis se aislaron 14 cepas. Los resultados de las pruebas
bioquimicas indican que 2 de las cepas (correspondientes al 14.3% del total de cepas

aisladas de la muestra de tianguis) pertenecen a Pseudomonas aeruginosa, 2 cepas
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(14.3%) a Proteus mirabilis, 4 cepas (28.6%) a Enterobacter hafniae; 1 cepa (7.1%) a
Escherichia coli y 4 cepas (28.6%) a Salmonella spp.. De la muestra de mercado se
aislaron 12 cepas, las cuales se identificaron como: 8 cepas (66.6%) de Proteus
mirabilis; 2 cepas (16.7%) de Citrobacter freundiiy 2 cepas (16.7%) de Pseudomonas
aeruginosa. Finalmente de la muestra de supermercado se aislaron 3 cepas las cuales
fueron identificadas como Enterobacter hafniae (Tabla 3.2).

TABLA 3.2 Identificacion mediante pruebas bioquimicas complementarias

Procedencia Cepa Manitol Citrato V.P.* | RM.** Urea Sacarosa Malonato Indol Movilidad Identificacion
1T + + R B B - + - - P. aeruginosa
2T + + R B B - + - - P. aeruginosa
3T - - - + + - - - + P. mirabilis
ar - - - + + - - - + P. mirabilis
5T + + + - - + + - + E. cloacae niae
6T + + + - - - + - + Hafnia alvei
T + - - + - - - + + E. coli

Muestra de Tianguis
8T + - - + - - - - + Salmonella spp.
9T + - - + - - - - + Salmonella spp.
10T + + - + - - - - + Salmonella spp.
11T + + + - - - + - + Hafnia alvei
12T + + + - - - + - + Hafnia alvei
13T + + + - - - - - + Hafnia alvei
14T + + - + - - - - + Salmonella spp.
m B B B + + B B B + P. mirabilis
2M - - - + + - . . + P. mirabilis
3M - - - + * - ; ; * P. mirabilis
am - - - + + - - - + P. mirabilis
5M - - - + * - ; ; * P. mirabilis
6M - - - + + - - - + fob

Muestra de Mercado P. mirabils
™ - - - + + - . . + P. mirabilis
M - - - + * - ; ; * P. mirabilis
9M + + - + - + - - + C. freundii
10M + + - - - - * P. aeruginosa
1M + + - - - - * P. aeruginosa
12M + + - + - + - - + C. freundii
1S + + + - - - - - + Hafnia alvei

Muestra de
2S + - + - - - - - + Hafnia alvei
Supermercado

3s + - + - - - - - + Hafnia alvei

*Voges Proskauer
**Rojo de Metilo
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3.23 RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE LOS

MICROORGANISMOS UTILIZANDO EQUIPO AUTOMATIZADO

(bioMérieux VITEK, INC)

La identificacion de las enterobacterias se realiz6 también utilizando el equipo
automatizado (bioMerieux VITEK, INC).

Los ensayos bioquimicos de la tarjeta de identificacion fueron analizados y guardados
automaticamente por el sistema de informacion VITEK. Al término del ciclo de
incubacion se imprimid en el lector/incubador un informe para cada tarjeta.

Los resultados mostrados en la tabla 3.3, fueron obtenidos de acuerdo al patrén de
reacciones bioquimicas establecidas por el ordenador VITEK, pasando la informacion
al procesador del mismo para su interpretaciéon dentro de la base de datos.

La tabla 3.3 muestra los resultados para cada prueba bioquimica realizada en las
tarjetas de identificacion de microorganismos Gram negativos, resultando positivas
para las siguientes pruebas: 89.7% para glucosa , 20.7% lactosa; 27.6% malonato; el
31% urea; 48.3% citrato; 17.2% oxidasa; 62.1% producen H.S; 10.3% sacarosa; 34.5%
lisina; 27.6% sorbitol; acetamida 13.8%; Plant indican 3.5%, triptofano 3.5%; polimixina
37.9%; maltosa 44.8%; manitol 65.5%; xilosa 89.7%; rafinosa 24.1%; adonitol 6.7%;
ONPG 24.1%; L-arabinosa 48.3%; rammosa 55.2%; arginina 17.2%; oritina 86.2%. El
100% de las cepas aisladas son esculina e inositol negativas

Los resultados obtenidos del equipo automatizado (bioMerieux VITEK, INC)
presentaron una considerable diferencia en la identificacion de los microorganismos

aislados, a los obtenidos mediante pruebas bioquimicas (presuntiva y
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complementarias), esto puede explicarse debido a que éstas Ultimas son técnicas
cualitativas, ya que la cantidad de microorganismos inoculados no fue cuantificada por
este método. Por otra parte, el equipo automatizado es una técnica cuantitativa; en
este equipo las tarjetas utilizadas fueron inoculadas con una cantidad conocida de
cada cepa.

La identificacion final se encuentra descrita en la tabla 3.4, en la cual podemos
observar que se aislaron 2 cepas de Pseudomonas aeruginosa tanto en la muestra de
tianguis como en la muestra de mercado; 8 cepas de Proteus mirabilis en la muestra de
mercado y sblo 2 cepas en la muestra de tianguis; ademas se aislaron 4 cepas de
Salmonella spp. unicamente en la muestra tianguis; también se aislaron 4 cepas de
Hafnia alvei en la muestra de tianguis y 3 cepas en la muestra de supermercado; asi
mismo se aislaron 2 cepas de Citrobacter braakii sélo en la muestra de mercado y por
ultimo del total de cepas aisladas solo se encontrd 1 cepa de Enterobacter cloacae y
una cepa de Escherichia coli Unicamente en la muestra de tianguis.

De las 29 cepas aisladas el 48.3% pertenecen a la muestra de tianguis, el 41.4%
pertenece a la muestra de mercado y sélo el 10.3% pertenece a la muestra de
supermercado.

En otro estudio realizado con muestras clinicas por el Departamento de Sistemas
Biologicos de la UAM, se aislaron 669 cepas resistentes a antibibticos, de las cuales se
detectaron 19 géneros bacterianos como son: Acinetobacter, Branhamella, Citrobacter,
Haemophilus, = Moraxella,  Proteus,  Salmonella,  Serratia, = Staphylococcus,
Streptococcus, Xantomonas, Enterobacter, Enterococcus, Escherichia, Klebsiella,

Pseudomonas, Alcaligenes, Flavobaterium y Shigella *.
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TABLA 3.3 Resultados de las pruebas bioquimicas empleando el equipo automatizado VITEK (Tarjeta VITEK para microorganismos Gram
Muestra de Muestra de Muestra de
Tianguis Mercado Supermercado
AT 2T | 3T{4T|ST|BT[TT| ST [9T [10T[ VAT 12T{ 13T 14T Th| 20| 04 [ 401 [ S0 [ GhA [ ThA [ S0 [ 90 [ TOM | 1IM [ 12M] 15 | 258 | 35
D200 +1+1-1-1-1-1-1T-71-7 - - - - NN R I I R B B B ISR BT P - - -
Glucosa [+ [+ [+ [+ +][+]++[+] + T+ ]+ ]+ +]+[+]+[F]+]+]+] + ]+ 7] + + + +
Contralde [+ [+ +[+[+][+[+]+[+] +] +]+] +]+[+]+]+[+]F+][+]+][+]+] + ]+ ] + + + +
Aretamida [+ |+ - - - -[-]-1-1] - s s s s -l - - -0 -01-01-1-1- + + s s e s
Esculing - -f-1-1-1-1-1-1- . . . . -l -1 -f-1-1-1-1-1- . . . . . .
Flant -+ - -1 --1-1-1-1- . . . . -l -1 -f-1-1-1-1-1- . . . . . .
Lrea -1+ +T-1-1-1-1T-71 - - - - RN I e e - - - - .
Citratn +[-]-1-[+]+[+]-]-[+[+]+]+]+]-1-1-1-1-1-1-1-1+]+ + + + - -
Malomato |+ - | - |- [+ +]|-]-1]-1] - + 1+ + ] - -1 -1-1-1-1-1-17- + + - - - -
Triptofano | - | - [ - - -|-|-|-1]-] - s s s s -l - -1t - s e s s e s
FalimixinaB| - |+ [+ |+ |- -1-1|-1]-1] - - - - S+ ]+ - - - - - - -
Lactosa -+ -1 -1+ -1-1-71 - + 1+ - - -1 -1-1-1-1-1-1+7 - - + - - -
Maltosa -1 -1-1T+1+1+1-1-1+1+1+1+1+1-1-1-1-1-1-1-71-71=+71 - - + + + +
Manital + |+ --[+]+[+[+[++] ++] +] +]-1-1-1-71-1-1-71-1+]+ + + + + +
Hilosa S+ T+T-T7+7+7+FTF]+FT T+ ]+ F]7FTF]TF]FT+F]-T+F]TFT+F] + 7 +7 + + + +
Rafinosa S T T R A I S R I 5 + + + 5 5 5 5 5 5 5 5 5 + 5 5 + - - -
Sarbital - - - -F]F]F] ] - - - + [ -T7T-1T-T-7T-1T-1T-7T-71+ - + - -
Sucrosa - - -1 -1-1-1-1- . . . . -1 - -1-1-1-1-1+1 - . + . . .
Inositol O I 0 I i i I I s s s -l - - -0 -01-01-1-1- s e s s e s
Adanital -+ - -F-T1-1-1-1 - . . . . -l -1 -1-1-1-1-1-1- . . . . . .
Hz5 S+ - -+ E] F] - - - + |+ +]+ ]+ +[+][+]+]+] - - + - - -
ONPG -1 -1-1T+1+1-1-1-1-1+1+1+1-1-1-1-1-1-1-1-71-71+71 - - + - - -
FRammoza [ - [+ -[-1+[+]+[+[+] ] ]+ ++]-1-T-T1T-1T1-1-1-1-1+1 - - + + + +
L-arahinosa | - | - [ - |-+ +|+[+]+| + | + |+ +] +---1-1-1-1-1-1+1] - - + + - +
Glucoza S+ + 1+ [+ + ] + ] + ]+ 11+ +1 11 +1+1+1+] - - + + + +
Argining [+ |+ -[-[+]-[-[--1] - . . . -l -l -1-0-1-1-1-1-1-1+1H+% . . z .
Lizina ST -T1T-T-T-1T+7T-7T+7+7+«7+«7+17+71-1-1T-1T-1T-1T-T-1T-1T-71-1 - - - + + +
arniting - + [+ +[+[+[+]+] + ] + ] +] +] +]+]+]+]+]+]+]+]+]+] - - + + + +
Owidasa [+ [+[-[-1-[-[+]-{-1-1-1-1-1-°T71-1-1-"1-°"1-"1-1-"1-1-7T+71+T7- . - .
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TABLA 3.4 Identificacion final

TABLA 3.4 Identificacion final

Procedencia Cepa Identificacion
1T Pseudomonas aeruginosa
2T Pseudomonas aeruginosa
3T Proteus mirabilis
4T Proteus mirabilis
5T Enterobacter cloacae
6T Hafnia alvei
Muestra de Tianguis 7T Escherichia coli
8T Salmonella spp.
oT Salmonella spp.
10T Salmonella spp.
11T Hafnia alvei
12T Hafnia alvei
13T Hafnia alvei
14T Salmonella spp.
1M Proteus mirabilis
2M Proteus mirabilis
3M Proteus mirabilis
4M Proteus mirabilis
5M Proteus mirabilis
Muestra de Mercado 6M Proteus mirabilis
7™ Proteus mirabilis
8M Proteus mirabilis
oM Citrobacter braakii
10M Pseudomonas aeruginosa
11M Pseudomonas aeruginosa
12M Citrobacter braakii
Muestra de Supermercado 1S Hainia alvei
25 Hafnia alvei
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3S

Hafnia alvei
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TABLA 3.4 Identificacion final

TABLA 3.4 Identificacion final

Procedencia Cepa Identificacion
1T Pseudomonas aeruginosa
2T Pseudomonas aeruginosa
3T Proteus mirabilis
4T Proteus mirabilis
5T Enterobacter cloacae
6T Hafnia alvei
Muestra de Tianguis 7T Escherichia coli
8T Salmonella spp.
oT Salmonella spp.
10T Salmonella spp.
11T Hafnia alvei
12T Hafnia alvei
13T Hafnia alvei
14T Salmonella spp.
1M Proteus mirabilis
2M Proteus mirabilis
3M Proteus mirabilis
4M Proteus mirabilis
5M Proteus mirabilis
Muestra de Mercado 6M Proteus mirabilis
7™ Proteus mirabilis
8M Proteus mirabilis
oM Citrobacter braakii
10M Pseudomonas aeruginosa
11M Pseudomonas aeruginosa
12M Citrobacter braakii
Muestra de Supermercado 1S Hainia alvei
25 Hafnia alvei
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3S Hafnia alvei

La tabla 3.2 y 3.4 muestran los resultados de la identificacion de cada una de las
cepas mediante el uso de pruebas bioguimicas (presuntiva y complementarias) y
mediante la empleo del equipo automatizado (bioMerieux VITEK, INC)
respectivamente. Los resultados obtenidos en ambas tablas no son iguales para
las cepas 9M y 12M procedentes de una muestra de pollo de un mercado, ya que
en el caso de las pruebas bioquimicas presuntiva y complementarias el
microorganismos identificado es Citrobacter freundii y en la otra identificacién es
Citrobacter braakii, la variacibn en este resultado puede deberse a la
interpretacion de la pruebas bioquimicas, ya que depende de la referencia

bibliografica utilizada para la identificacién de dicho microorganismo'® 7 2% 16. 44,

De la muestra del tianguis se aislaron 4 cepas (28.6%) de Salmonella spp.; 4
cepas (28.6%) de Hafnia alvei;, 2 cepas (14.3%) de Pseudomonas aeruginosa; 2
cepas (14.3%) de Proteus mirabilis; 1 cepa (7.1%) de Escherichia coliy una cepa

(7.1%) de Enterobacter cloacae (Fig 3.1).
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Fig 3.1 Microorganismos aislados de una muestra de
Tianguis
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De la muestra de mercado se aislaron 8 cepas (66.8%) identificadas como
Proteus mirabilis; 2 cepas (16.6%) identificadas como Pseudomonas aeruginosa y

2 cepas (16.6%) como Citrobacter braakii (Fig 3.2).

Fig 3.2 Microorganismos aislados de una muestra de Mercado
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De la muestra de supermercado Unicamente se aislaron 3 cepas (100%) las

cuales pertenecen al microorganismo Hafnia alvei (Fig 3.3).
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Fig 3.3 Microorganismos aislados de una muestra de
Supermercado
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En la figura 3.4 se puede observar la relacidén del porcentaje de microorganismos
aislados de carne de pollo de diferente procedencia. En la muestra obtenida de
un tianguis se aislaron 4 cepas de Salmonella spp. que corresponden al 13.8%, 4
cepas de Hafnia alvei correspondientes al 13.8%, 2 cepas de P. aeruginosa que
conforman el 6.9%, 2 cepas de P. mirabilis (6.9%) y Unicamente una cepa de E.
cloacae y E. coli que pertenecen cada una al 3.5% del total de cepas aisladas.
Por otra parte en la muestra procedente de un mercado se aislaron 8 cepas de
P. mirabilis pertenecientes al 27.5% , 2 cepas de P. aeruginosa y 2 cepas de C.
braakii corresponden cada una al 6.9% del total de cepas aisladas. Por ultimo la
muestra de un supermercado soOlo presentd 3 cepas de Hafnia alvei que

corresponden al 10.3%.
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3.2.4 SEROLOGIA PARA LA IDENTIFICACION DE LA ESPECIE

DE Salmonella sp.

La identificacion de la especie de Salmonella (cepas 8T, 9T, 10T y 14T) se realiz6

empleando pruebas serolégicas mediante la deteccidén del antigeno soméatico “O” y

la deteccidon del antigeno flagelar “H”.

% Deteccion del Antigeno Somatico “O”

En la deteccién del antigeno somatico “O“ se probaron los sueros polivalentes de

Salmonella A-ly los antisueros factor 1,2, 4 y 5.

Al probar los sueros polivalentes de Salmonella A-1, se observd aglutinaciéon de

las cuatro cepas para los 10 sueros polivalentes (Tabla 3.5).

TABLA 3.5 Resultados de la aglutinacién con suero polivalente de Salmonella A-I

Cepa Sueros
A B C D E F G H | Vi
8T + + + + + + + + + +
oT + + + + + + + + + +
10T + + + + + + + + + +
14T + + + + + + + + + +
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Los resultados de la aglutinacion con los antisueros factor 1, 2, 4 y 5 son los
siguientes: para el factor 1 no hubo aglutinacién en ninguna cepa; para el factor 2
todas las cepas aglutinaron, con el factor 4 y 5 no hubo aglutinacién de ninguna
cepa (Tabla 3.6).

TABLA 3.6 Resultados de la aglutinacién con los antisueros factor1,2,4y5

FACTOR

8T -

oT -

10T -

+ [+ +H N
1
1

14T -

% Antigeno Flagelar “H”
Para la deteccion del antigeno flagelar "H”, se utilizaron los sueros fase 1 y fase 2

contra antigenos flagelares Spicer-Edwards y los sueros para el complejo G.

De los sueros de Fase 1 las cuatro cepas so6lo aglutinaron con el suero 1y 4y no
se presentd aglutinacidén con el suero 2 y 3. Con los sueros de fase 2, las cuatro
cepas solo aglutinaron con el suero LN y ninguna cepa aglutind con los sueros EN
el (Tabla 3.7).

Tabla 3.7 Resultados de la aglutinacion con los sueros de Fase 1 y Fase 2

SUEROS DE FASE 1 SUEROS DE FASE 2

1 2 3 4 LN EN |

8T + - - + + - -
oT + - - + + - -
10T + - - + + - -
14T + - - + + - -
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Con respecto a los resultados de la aglutinacion con el complejo G; las cuatro
cepas probadas solo aglutinaron con los sueros M, g y g,p; para los demas

sueros no hubo aglutinacion (Tabla 3.8).

Tabla 3.8 Resultados de la aglutinacion con el complejo G

Sueros
M t p u s g q g,p r
8T + - - - - + - + -
9T + - - - - + - + -
10T + - - - - + - + -
14T + - - - - + - + -

La tabla 3.9 nos muestra la identificacion del serotipo de Salmonella como

resultado de las pruebas serolégicas antes mencionadas.

TABLA 3.9 Resultado de la serotipificacion de Salmonella

02 12 g m Fase 2 |ldentificacion
8T + + + + - S. nitra
oT + + + + - S. nitra
10T + + + + - S. nitra
14T + + + + - S. nitra

Las cuatro cepas aisladas del genero Salmonella fueron identificadas como:
Salmonella enterica serotipo nitra. Un estudio realizado en la Division de
Microbiologia Animal y Alimentaria en E.U., demostré que es frecuente encontrar

en la carne picada vendida en los supermercados estadounidenses cepas aisladas
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de Salmonella resistentes a los antibidticos; en dicho estudio se identificaron 13
serotipos de los cuales los mas comunes fueron Salmonella enterica serotipo

estambul y S. enterica serotipo agona 8.

Duffy y colaboradores examinaron 180 muestras de carne y encontraron que el
17.22% estaban contaminadas con Salmonella. Los serotipos identificados fueron
S. bredeney, S. kentucky, S. enteritidis, S. london, S. schwartzangram y

S. typhimurium 3.

En el presente estudio s6lo se aislaron cepas de Salmonella
enterica serotipo nitra de la muestra de tianguis, que pertenecen al 28.6% de las
cepas aisladas de esta muestra. Estos datos son importantes, ya que Salmonella

es un microorganismo patégeno para humanos que puede causar fiebre entérica,

gastroenteritis y septicemia.
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3.3 DETERMINACION DE LA RESISTENCIA BACTERIANA A LOS

ANTIBIOTICOS

3.3.1 DETERMINACION DE LA RESISTENCIA DE LOS MICROORGANISMOS

AISLADOS A LOS DIFERENTES ANTIBIOTICOS

Para determinar la resistencia de los microorganismos aislados a los
antibioticos se utilizé la técnica de Bauer-Kirby, descrita en el capitulo II.
Las cepas se clasificaron en resistentes (R) o sensibles (S), dependiendo del

halo de inhibicidn, segun la tabla 3.2.

De acuerdo con estas indicaciones en la tabla 3.10 se muestran los resultados
obtenidos al utilizar los multidiscos para microorganismos Gram negativos. Se
probaron 12 antibiéticos de los cuales los microorganismos aislados presentan
resistencia al menos a 4 antibiéticos. Las cuatro cepas de Pseudomonas
aeruginosa presentan resistencia a 8 antibidticos; dos cepas de Salmonella
nitra presentan resistencia a 9 antibioticos, las otras dos cepas de Salmonella
nitra presentan resistencia a 7 y 10 antibidticos respectivamente; las cepas de
Proteus mirabilis presentan resistencia al menos a 5 antibi6ticos y maximo a 11
antibioticos; las cepas de Hafnia alvei presentan resistencia al menos a 6
antibioticos y maximo a 9 antibioticos; Citrobacter braakii es resistente a 4y 7
antibiéticos; Enterobacter cloacae presenta resistencia a 8 antibidticos y

Escherichia coli es resistente a 10 antibi6ticos (Tabla 3.10).
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TABLA 3.10 Resultados de la susceptibilidad utilizando sensidiscos

Procedencia | Cepa |AK|AM|CB|CF|CTX|CRO|CL/GENET|NFSTX|PEF|Resistente a :
1T R|(R|RIR|MSIMS R|I |S |R|R |R 8
2T R|R|R|R| S I | R| I S| R|R R 8
3T RIR|IR|/R| R S |[SIR| S|R|R | R 9
4T R|S|S|S| S S |[SIR|R |[R|R |R 6
5T RIR|IR|/R| R S |S|S| R |R| S I 8
6T S|R|R|IR| R|MS|S|[S| R |S| S I 5
Muestras de 7T RIR|IR|/R| R S |[SIR| R|R|R | R 10
Tianguis 8T R|IR|R|R| R S |S|R I R| R R 9
oT RIR|IR|/R| R S |S|S| R|R|R|R 9
10T RIR|IR|/R| R S |[SIR| R|R|R | R 10
11T RIR|IRIR| R|MS|S|R| R |S|S [ 7
12T RIR|IRIR| R|MS|S|R| S |S| S I 6
13T |[R|R|R|R| R |[MS|S|R|S |[S|R | S 6
14T RIR|R|/R| R S|S|S|I|R|R 7
1M RIR|R|/R| R S |[RIR| R|R|R | R 11
2M RIR|IR/IR| R|MS R|R| I |[R|R|R 10
3M I ' R{R|{R|{MS| S |[R|IR| S |R| R | R 8
4M RIR|R|/R| R S |[RIR| I |[R| R | R 10
5M R{S|R|S| S|S |SIR|R |S|S |R 5
Muestras de 6M RI R R/ S| S| S|S|R| R|S|R| S 6
Mercado ™ RIR| S|S| S| S|RIRfl R/RI R|R 8
sM R| R|{S|S|S S |RIR| R|R| R| R 8
9M RIR|IR|/R| R S |[S|R| R |S]| I [ 7
1i0OM |[S|R|R|R| R S |[R|S| S|R|R|R 8
11iM [S|R |[R|R| S S |[R|IR| I |[R|R |R 8
12M R/ I | RIR| S S |S|R|S |S|S |S 4
Muestras de 1S RIR|IR|IR| R  MS|S|R| R |S]| S I 7
28 R|IR|R|R| R|MS|I|[R| I |S]| I 7
Supermercado 3S RIR|IRIR| R|MS|S|R| I |[R|R|R 9

Antibidticos: AK, amikacina, AM, ampicilina, CB, carbenicilina, CF, cefalotina, CTX, cefotaxima, CRO,
ceftriaxona, CL, cloranfenicol, GE, gentamicina, NET, netilmicina, NF, nitrofurantoina, STX, trimetorpim-
sulfametoxazol, PEF, pefloxacina

R: resistente, S:sensible MS: moderadamente sensible I: intermedia
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Aunque las cepas 8T, 9T, 10T y 14T son Salmonella enterica serotipo nitra, no
presentan el mismo patrén de resistencia, debido a que no necesariamente tienen

los mismos genes que confieren la resistencia a los antibiéticos.

En la figura 3.5 se observa que el 27.6% de las cepas aisladas presentan
resistencia al menos a 8 antibidticos, el 17.3% a 7 antibiéticos, el 13.8% presenta
a 5, 9 y 10 antibidticos; el 6.9% es resistente a 5 antibidticos y sélo el 3.4%
resistente al menos a 4 y 11 antibidticos; con lo cual podemos decir que de
nuestras cepas, las bacterias con menor resistencia a los antibi6ticos fueron

resistentes a 4 de los antibidticos probados.

Un estudio realizado por Meng y colaboradores demuestra que de 125 cepas que
aislaron de animales, alimentos y humanos, el 24% era resistente a por lo menos
1 antibidtico y el 19% fue resistente a 3 0 mas antibidticos. Ademas reportaron
que la resistencia mas frecuente fue a la estreptomicina, sulfametoxazol vy
tetraciclina #. Por otra parte Radu y colaboradores aislaron 28 cepas de alimentos
y determinaron la susceptibilidad a 14 antibiéticos, encontrando que todas las

cepas fueron resistentes a 2 o mas antibiéticos .
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Fig 3.5 Cepas Resistentes a diferente cantidad de
antibiéticos
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La tabla 3.11 muestra el porcentaje de resistencia que presentaron los
microorganismos aislados de acuerdo al tipo de antibidtico utilizado. De la familia
de los aminoglucésidos se determind la resistencia a amikacina, gentamicina y
netilmicina, de los cuales las cepas aisladas presentaron una resistencia del
86.2%, 75.9% y 48.3% respectivamente. La resistencia mas alta (89.7%) se
presentd a dos B-lactdmicos (ampicilina y carbenicilina) en las tres muestras
analizadas. De la familia de las cefalosporinas se probaron cefalotina, cefotaxima
y ceftriaxona, las cepas aisladas presentaron resistencia del 82.8%, 65.5% y 0%
respectivamente. Las bacterias aisladas presentaron 34.5% de resistencia al
cloranfenicol, el 62.1% presentdé resistencia a nitrofurantoina, el 70% a

trimetoprim-sulfametoxazol y el 70% presento resistencia a pefloxacina.
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TABLA 3.11 Resistencia de los microorganismos aislados de diferente
procedencia por antibiético

Ag Bl Ce Fe Ni Su | Qu
AK | GE | NET | AM | CB CF | CTX |CRO | CL NF | STX | PEF
Ps 2 1 0 4 4 4 1 0 4 4 4 4
Sa 4 2 2 4 4 4 4 0 0 3 4 4
Eb 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0
Es 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1
Hf 6 6 3 7 7 7 7 0 0 1 2 2
Ct 2 2 1 1 2 2 1 0 0 0 0 0
Pt 9 10 6 8 7 5 4 0 6 8 9 9
Total Cepas
Rocistaos | 25 | 22 | 14 | 26 | 26 | 24 | 19 | 0 10 | 18| 20 | 20
% de Cepas
Resistentes 86.2 | 75.9 | 48.3 | 89.7 | 89.7 | 82.8 | 65.5 0 345|621 | 70 70

Grupo de antibidticos: Ag, aminoglucésidos; Bl, B-Lactamicos; Ce, cefalosporinas; Fe, fenicoles; Ni, nitrofuranos; Su,
sulfonamidas; Qu, quinolonas

Antibidticos: AK, amikacina, AM, ampicilina, CB, carbenicilina, CF, cefalotina, CTX, cefotaxima, CRO, ceftriaxona, CL,
cloranfenicol, GE, gentamicina, NET, netilmicina, NF, nitrofurantoina, STX, trimetoprim-sulfametoxazol, PEF, pefloxacina

Microorganismos: Ps, Pseudomonas aeruginosa; Sa, Salmonetra nitra; Eb, Enterobacter cloacae; Es, escherichia coli;
Hf, Hafnia alvei; Ct, Citrobacter braakii; Pt, Proteus mirabilis

Al analizar la resistencia por antibi6tico, fueron 7 los antibiéticos responsables del
70% de la resistencia observada en las cepas aisladas: amikacina (AK),
gentamicina (GE), ampicilina (AM), carbenicilina (CB), cefalotina (CF), trimetoprim-
sulfametoxazol (STX) y pefloxacina (PEF). El grupo de antibiéticos a los que las
cepas aisladas presentaron mayor resistencia fueron a los B-lactamicos, seguido
de los aminoglucésidos y continuando en orden decreciente de resistencia:
sulfamidas, quinolonas, cefalosporinas, nitrofuranos y por ultimo los fenicoles. Un
estudio de bacterias nosocomiales realizado por el Departamento de Sistemas
Biolégicos de la UAM-X, encontraron que el 80% de las cepas que aislaron de
muestras clinicas presentaron resistencia a los antibidticos: gentamicina,
ampicilina, ciprofloxacina, amikacina, cefalotina, piperacilina y trimetoprim-

sulfametoxazol *. Los valores de resistencia relativamente altos a la gentamicina
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(75.9%), ampicilina (89.7%), cefalotina (82.8%) y trimetoprim-sulfametoxazol

(70%) son comparables a los reportados por otros autores (Benavides, P.) *

En la figura 3.6 se puede observar que del total de las cepas aisladas de diferente
procedencia, el 89.7% de las cepas presentan resistencia a ampicilina vy
carbenicilina; el 86.2% a amikacina; el 82.8% a cefalotina, el 75.9% a
gentamicina; el 70% a trimetoprim-sulfametoxasol y pefloxacina; el 65.5% a
cefotaxima, el 62.1% a nitrofurantoina, el 48.3% a netilmicina, el 34.5% a

cloranfenicol y ninguna cepa es resistente a ceftriaxona.

Fig 3.6 Porcentaje de Resistencia de los microorganismos
aislados a diferentes antibiéticos
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Antibidticos: AK, amikacina, AM, ampicilina, CB, carbenicilina, CF, cefalotina, CTX, cefotaxima,
CRO, ceftriaxona, CL, cloranfenicol, GE, gentamicina, NET, netilimicina, NF, nitrofurantoina, STX,
trimetoprim-sulfametoxazol, PEF, pefloxacina

La figura 3.7 muestra el porcentaje de cepas aisladas que son sensibles a
diferentes antibiéticos, el 65.5% se las cepas son sensibles a ceftriaxona, el

62.1% a cloranfenicol, el 34.5% a nitrofurantoina, el 31% a netilmicina, 27.6% a
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cefotaxima, 24.1% a trimetoprim-sufametoxazol, el 17.2% son sensibles a
cefalotina y a gentamicina; el 10.3% a amikacina, carbenicilina y pefloxacina; y

solo el 6.3% es sensible a ampicilina.

El 31% fue moderadamente sensible a ceftriaxona y el 3.5% presenté resistencia

intermedia a dicho antibidtico.

Fig 3.7 Porcentaje de cepas de diferente procedencia
Sensibles a diferentes antibiéticos
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Antibiéticos: AK, amikacina, AM, ampicilina, CB, carbenicilina, CF,
cefalotina, CTX, cefotaxima, CRO, ceftriaxona, CL, cloranfenicol, GE,
gentamicina, NET, netilmicina, NF, nitrofurantoina, STX, trimetorpim-
sulfametoxazol, PEF, pefloxacina

En la figura 3.8 se muestra el porcentaje de cepas resistentes a diferentes
antibiéticos. En la muestra de supermercado se observa que el 100% de las cepas
aisladas presentan resistencia a amikacina, ampicilina, carbenicilina, cefalotina,

cefotaxima y gentamicina; el 66.7% es resistente sélo a pefloxacina y el 33.3%
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resistente a netilmicina, nitrofurantoina y trimetoprim-sulfametoxazol. Las cepas
aisladas del mercado presentan el 91.7% de resistencia a gentamicina, el 83.3%
a ampicilina y carbenicilina; el 75% a amikacina, trimetoprim-sulfametoxazol y
pefloxacina; el 66.7% a cefalotina, cloranfenicol y nitrofurantoina; el 50% a
netilmicina y el 41.7% a cefotaxima. Por ultimo las cepas aisladas de la muestra
obtenida de un tianguis presenta resistencia del 92.9% a amikacina, ampicilina,
carbenicilina y cefalotina; el 78.6% a cefotaxima, el 71.4% a trimetoprim-
sulfametoxazol, el 64.3% a nitrofurantoina y pefloxacina; el 57.1% a gentamicina;

el 50% a netilmicina y el 14.3% a cloranfenicol.

Las cefalosporinas de tercera generacién (tales como ceftriaxona) son
comunmente utilizadas en el tratamiento de nifios con infecciones causadas por
Salmonella, debido a sus propiedades farmacodindmicas y baja prevalencia de
resistencia a estos antibiéticos. En nuestro estudio ninguna cepas presenté
resistencia a ceftriaxona; sin embargo un estudio realizado en Nebraska en
infecciones causadas por Salmonella No Typhi se demostré un incrementd en la

resistencia a ceftriaxona del 0.1% en 1996 al 2% en el 2001 °.

En la figura 3.9 se observa el porcentaje de cepas sensibles a diferentes
antibiéticos. En la muestra de supermercado el 66.7% de las cepas aisladas
muestran sensibilidad a cloranfenicol y nitrofurantoina; y el 33.3% a trimetoprim-
sulfametoxazol.  Para la muestra de mercado se observa que el 91.7% de las
cepas aisladas son sensibles a ceftriaxona, el 50% a cefotaxima, el 33.3% a

cefalotina, cloranfenicol y nitrofurantoina; el 25% a netilmicina, el 16.7% a

77



RESULTADOS Y DISCUSION

amikacina, carbenicilina, trimetoprim-sulfametoxazol y pefloxacina; y por ultimo el
8.3% a ampicilina y a gentamicina. Finalmente para la muestra de tianguis el
85.7% de las cepas aisladas son sensibles a cloranfenicol, el 57.1% a
ceftriaxona, el 42.9% a netilmicina, el 28.6% a gentamicina, nitrofurantoina y
trimetoprim-sulfametoxazol; el 14.3% a cefotaxima y el 7.1% a amikacina,

ampicilina, carbenicilina, cefalotina y pefloxacina.
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3.3.2 SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS UTILIZANDO EL

EQUIPO AUTOMATIZADO (bioMérieux VITEK, INC)

Para determinar la resistencia de los microorganismos aislados a los antibi6ticos

también se utiliz6 el equipo automatizado (bioMérieux VITEK, INC).

Se interpretd y se registrd la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano
expresado por el grado de turbidez detectado en cada uno de los pocillos que
conforman la tarjeta. Se tomé como base un pocillo control que contiene la tarjeta

GNS-604 para cada cepa bacteriana probada.

Los resultados se encuentran enlistados en la tabla 3.12, en la cual se observa
que las cepas de Salmonella nitra son resistentes a 2 y 1 antibibticos,
posteriormente las cepas de Hafnia alvei, Enterobacter cloacae, Escherichia coli y
Citrobacter braakii son resistentes a 2 antibiéticos, las cepas de Proteus mirabilis
son resistentes a 4,5 y 6 antibi6ticos; por ultimo, las cepas de Pseudomonas

aeruginosa son la que presentan la mayor resistencia a 7 y 9 antibioticos.

En un estudio realizado en la Divisién de Microbiologia Animal y Alimentaria en los
Estados Unidos se encontrdé que el 84% de las cepas aisladas de muestras de
carne vendida en los supermercados eran resistentes a uno o mas antibiéticos; en
el 53% se comprobo resistencia a 3 antibidticos o a mas. Entre las cepas aisladas
multirresistentes se comprobd con mayor frecuencia resistencia a estreptomicina,
sulfametoxazol y tetraciclina. Cinco cepas aisladas de S. enterica serotipo agona

fueron resistentes a 9 antibiéticos, incluyendo ceftriaxona .
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Las cepas aisladas en este estudio presentaron mayor resistencia a la familia de
las sulfamidas (58.6% de resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol).
Posteriormente, se presenté mayor resistencia a la familia de las quinolonas en
comparacién con el resto de los antibiéticos probados, ya que la resistencia a los
antibiéticos ciprofloxacina, norfloxacina y ofloxacina fue del: 51.7%, 48.3% vy
48.3% respectivamente. De la familia de los aminoglucésidos sélo se presentd
resistencia a la gentamicina (31%), ya que para el antibiético amikacina no se
presentd resistencia. Con respecto a la familia de los B-lactamicos sélo se
presento resistencia a la amoxicilina/acido clavulinico (44.8%), sin embargo para
los antibidticos piperacilina y ticarcilina/acido clavulinico no se presento
resistencia. De la familia de las cefalosporinas se probaron 6 antibiéticos, de los
cuales: cefazolina, cefuroxima acetil y cefuroxima sodio presentaron 44.8%, 13.8%
y 13.8% de resistencia respectivamente, sin embargo para los antibidticos
cefepima, ceftazidima y ceftriaxona no se presenté resistencia. De la familia de
los nitrofuranos sélo se probé la nitrofurantoina a la cual se presenté 37.9% de
resistencia. Finalmente, a la familia de las carbapenemas ninguna cepa presenté

resistencia (Tabla 3.13).

En el presente estudio ninguna cepa de Salmonella nitra presentd resistencia a los
antibidticos de la familia de las quinolonas (ciprofloxacina, norfloxacina y
ofloxacina), pero en otro estudio realizado por O. Alvseike y colaboradores se
encontré que en el Reino Unido el porcentaje de cepas aisladas de Salmonella
enterica subespecie enterica aumentd del 0.6% en 1994 al 13% en 1997. Estos

estudios fueron realizados con personas infectadas con este microorganismo 2.
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Determinacion de la resistencia a diferentes antibiéticos utilizando el equipo automatizado

TABLA 3.12

(bioMerieux VITEK, INC)

MER | NF | NOR | OFL | PIP | TRC | STX | Resistente

AMO | CFZ | CFP | CTZ | CRO | CFA | CFS | CPR | GE
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TABLA 3.13

Resistencia de los microorganismos aislados de diferente procedencia por antibiotico

Ag Bl Ce Qu Ni | Ca | Su
AK|GE|AMO |PIP | TRC|CFZ |CFP|CTZ|CRO |CFA|CFS|CPR|NOR|OFL| NF |MER|STX
Psendomonas 0 0 3 0 0 3 0 0 0 4 4 4 4 4 4 0 4
aeruginoesa
Salmonefla nitra 0 0 L i 0 0 0 0 0 0 0 0 0 X Z 0 3
Enterobacter | 0 | 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
cloacae
Escherichia coli X 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
) 0] 0 7 0 0 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hatmia alvei
Citrobacter 0|0 2 0 0 2 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Dbraakii
Proteus 09 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 | 10 | 10 | 4 0 9
mirabilis
Totalde | 0| 9| 13 | O 0 13 | 0 0 0 4 4 15 | 14 | 14 | 11 0 17
cepas R
:ﬁpd;s 031448 0| 0 (448 0 | o | 0 [13.8]13.8/51.7|48.348.337.9) 0 |58.6
resistentes

Grupo de antibidticos: Ag, aminoglucdsidos; BI, p-Lactamicos; Ce, cefalosporings: Gu, guinolonss: i, nittofuranosg; SO, sulfonamidas; Ca, cabapenemsas

Antibidticos: Ak, amikacina, GE, gentamicing, AMO, amoxicilinafacido clavulinico, CFZ, cefazoling, CFP, cefepima, CTZ, ceftazidima, CRO, ceflrisxona, CFA,
cefuroxima acetl, CFS, cefuroxima sodio, CPR, ciprofloxacing, GE, gentamicing, MOR, nofloxacing, MF, nitrofurantoing, MER, meropenem, OFL, ofloxacing, PIR,
piperaciling, TRC, ticarcilinardcido clavalinico, ST, trirmetoprim-sulfam etoxazaol
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El 41.4% de las cepas aislada presentaron resistencia a 2 antibiéticos, el 31%
fueron resistentes a 9 antibidticos, el 17.2% presentaron resistencia a 5
antibiéticos, mientras que el 13.8% fue resistente a 6 antibi6ticos, el 10.3% fue
resistente a sélo un antibidtico y finalmente el 3.4% fue resistente a 4 y 7

antibioticos respectivamente (Fig 3.10).

Fig 3.10 Porcentaje de cepas resistentes a diferente
numero de antibioticos
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En la figura 3.11 se puede observar el porcentaje de cepas resistente a diferentes
antibiéticos por muestra: La muestra de supermercado presenta resistencia del
100% para amoxiclina/acido clavulinico y cefazolina. Para la muestra de mercado
el 91.7% son resistentes a ciprofloxacina; para norfloxacina y ofloxacina el 83.3%
de las cepas presentaron resistencia a ambos antibidticos; el 75% fueron
resistentes a trimetoprim-sulfametoxazol, el 41.7% a nitrofurantoina, 33.3% a
amoxicilina y a cefazolina, el 16.7% a cefuroxima acetil y cefuroxima sodio. En la

muestra de tianguis el 57.1 % de las cepas aisladas fueron resistentes a
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trimetoprim-sulfametoxazol, el 42.9% a amoxicilina, nitrofurantoina y cefazolina; el
28.6% fue resistente a ofloxacina, norfloxacina y ciprofloxacina; finalmente para
los antibidticos cefuroxima acetil, cefuroxima sodio y gentamicina, el 14.3% de las

cepas presentaron resistencia a cada uno de estos.

La figura 3.12 nos muestra el porcentaje de cepas sensibles a diferentes
antibioticos para cada muestra. En la muestra de supermercado el 100% de las
cepas fueron sensibles a amikacina, cefepima, ceftriaxona, ceforima acetil y
cefuroxima sodio, ciprofloxacina, norfloxacina, nitrofurantoina, meropenem,
ofloxacina, piperacilina, ticarcilina/acido clavulinico y trimetoprim-sulfametoxazol.
Para la muestra de mercado el 100% de las cepas fueron sensibles a amikacina,
cefepima, cefazolina, ceftriaxona, meropenem, piperacilina, ticarcilina/acido
clavulinico; el 83.3% sensible a cefuroxima acetil y cefuroxima sodio; el 66.7% a
amoxicilina/acido clavulinico y cefazolina; el 41.7% sensible a gentamicina y
nitrofurantoina; el 25 a trimetoprim-sulfametoxazol; el 16.7% a ofloxacina vy
norfloxacina y por ultimo el 8.3% presentd sensibilidad a ciprofloxacina.
Finalmente el 100% de las cepas aislada de la muestra de tianguis fueron
sensibles a amikacina, cefepima, cefazolina, ceftriaxona, meropenem, piperacilina
y ticarcilina/acido clavulinico, el 85.7% fueron sensibles a gentamicina y
cefuroxima sodio; el 78.6% a cefuroxima acetil, el 71.4 a ciprofloxacina,
norfloxacina y ofloxacina; el 57.1 fueron sensibles a amoxicilina/acido clavulinico y
cefazolina; por ultimo el 42.9% fueron sensibles nitrofurantoina y trimetoprim-

sulfametoxazol.
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En este estudio sélo se aisl6 una cepa de Escherichia coli de una muestra de
tianguis, la cual presenté resistencia a amikacina, gentamicina, netilmicina,
ampicilina, carbenicilina, cefalotina, cefotaxima, nitrofurantoina, pefloxacina vy
trimetoprim-sulfametoxazol. Sin embargo, en un estudio realizado en Grecia en el
cual se aislé Escherichia coli 0157:H7 de alimentos, se demostré que las cepas
aisladas fueron susceptibles a 8 de los antibi6ticos probados (8/8): ampicilina,
cloranfenicol, kanamicina, &acido nalidixico, norfloxacina, estreptomicina,

2. Por lo tanto, sdlo los antibidticos

trimetoprim-sulfametoxazol y tetraciclina
ampicilina y trimetoprim-sulfametoxazol son comparables a los reportados por el

autor Dontorou '2.

Un trabajo realizado por el laboratorio de Genética y Biologia Molecular en
Venezuela, mostré que las cepas de Escherichia coli aisladas de muestras
clinicas, presentan resistencia al antibiético cefalotina (62.5%); sin embargo, el

valor es menor a los obtenidos en el presente estudio (82.8%) *.

You y colaboradores *’ evaluaron la resistencia a los antibiéticos encontrando que
de 45 cepas aisladas, el 71% (32 cepas) fueron resistentes a por lo menos un
antibiético; ademas encontraron que todas las cepas aisladas fueron resistentes a
estreptomicina y fueron sensibles a amikacina, imipenem, cefoperazona y
cefazolina. Sin embargo, en el presente estudio se encontré que el 10.3% de las
cepas aisladas es resistente a por lo menos un antibiético; 16 cepas (55.2%) son

sensibles a cefazolina y el 100% es sensible a amikacina.
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Fig 3.11 Porcentaje de Cepas Resistentes a diferentes antibiéticos
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De 1995 al 2000 se reportaron en Dinamarca 13334 casos de infecciones
causadas por S. enteritidis. Para monitorear la resistencia a los antibi6ticos se
estudiaron 2564 microorganismos aislados; de los cuales 3.2% (82 cepas) fueron
resistentes a acido nalidixico. Estos datos muestran que la resistencia a las
quinolonas ha incrementado de 0.8% (3 cepas de 384 aisladas) en 1995 a 8.5%
(31 cepas de 366 aisladas) en el 2000, lo cual es un problema de salud publica
debido a que las fluoroquinolonas son la principal linea de farmacos para el

tratamiento de salmonelosis en humanos 28 .

Para comparar la resistencia obtenida mediante la utilizacién de ambos métodos
(sensidiscos y equipo automatizado VITEK) la tabla 3.14  muestra las
concentraciones utilizadas para cada antibi6tico empleado; asi como el porcentaje
de cepas aisladas que presentaron resistencia a cada antibiético.

De la tabla 3.14 cabe destacar los antibioticos: amikacina, ceftriaxona,
gentamicina, nitrofurantoina y trimetoprim-sulfametoxazol; ya que dichos
antibiéticos son utilizados en ambos métodos (sensidiscos y equipo automatizado
VITEK), por lo tanto sobre estos antibidticos se hard la comparacién de los
meétodos utilizados. Los antibi6ticos amoxicilina/acido clavulinico, ampicilina,
carbenicilina, cefalotina, cefazolina, cefepima, cefotaxima, ceftazidima, cefuroxima
acetil, cefuroxima sodio, ciprofloxacina, cloranfenicol, meropenem, netilmicina,
norfloxacina, ofloxacina, pefloxacina, piperacilina y ticarcilina/acido clavulinico no

son utilizados en ambos métodos.
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Tabla 3.14

resistencia a los antibioticos.

Comparacion entre los métodos utilizados para determinar la

Métodos para determinar la resistencia a diferentes antibiéticos

Equipo automatizado

ANTIBIOTICOS Sensidiscos (bioMérieux VITEK, INC)
Concentracioén % Cepas Concentracioén % Cepas
ug/mL Resistentes ug/mL Resistentes
Amikacina 30 86.2 % 8 0%
Amoxicilina/Acido clavulinico 32 44.8 %
Ampicilina 10 89.7 %
Carbenicilina 100 89.7 %
Cefalotina 30 82.8 %
Cefazolina 32 44.8 %
Cefepima 4 0%
Cefotaxima 30 65.5 %
Ceftazidima 8 0%
Ceftriaxona 30 0% 16 0%
Cefuroxima acetil 32 13.8 %
Cefuroxima sodio 32 13.8 %
Ciprofloxacina 4 51.7 %
Cloranfenicol 30 34.5 %
Gentamicina 10 75.9 % 8 31%
Meropenem 8 0
Netilmicina 30 48.3 %
Nitrofurantoina 300 62.1 % 32 37.9 %
Norfloxacina 8 48.3 %
Ofloxacina 10 48.3 %
Pefloxacina 5 70 %
Piperacilina 64 0
Ticarcilina/Acido clavulinico 64/2 0
Trimetoprim/Sulfametoxazol 25 70 % 40 58.6 %

---- Valores no disponibles para determinado

método; ya que algunos antibiéticos

utilizados en los sensidiscos no se encuentran en las tarjetas utilizadas en el equipo

automatizado VITEK vy viceversa.
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Tedricamente, al tener una mayor concentracidén del antibiético, la resistencia del
microorganismo a éste debe ser menor, pero los datos obtenidos
experimentalmente demuestran lo contrario para los antibidticos: amikacina,
gentamicina y nitrofurantoina, ya que la concentracién del antibidtico en los
sensidiscos es mayor en comparacion con la concentracion utilizada en el equipo
automatizado VITEK, y el porcentaje de cepas aisladas resistentes a dichos
antibiéticos es mayor en los sensidiscos.

Una propuesta para justificar estos datos es que en el método para determinar la
resistencia a los antibidéticos por medio de sensidiscos la cantidad de
microorganismos inoculada en el medio no es conocida, en cambio la
concentracion utilizada en el equipo automatizado VITEK es establecida de
acuerdo al patrén No. 1 de Mc Farland (zona azul 67-77% T en el colorimetro
VITEK), por lo tanto no es posible comparar dichos métodos entre si, ya que las
variables criticas para poder comparar ambos métodos y que se deben de tomar
en cuenta son la concentracion del microorganismo, concentracion del antibiético

y el método de lectura de los resultados.

Lo correcto para poder comparar ambos métodos entre si sera estandarizar las

concentraciones de los antibidticos utilizados, asi como la cantidad de indculo

utilizado, el tiempo de incubacién y el método de lectura.
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3.4 DETERMINACION DE PLASMIDOS

De las 29 cepas aisladas se seleccionaron 4 cepas para determinar la posible
presencia de plasmidos, detectdndose en 3 de ellas plasmidos tanto de alto como

de relativo bajo peso molecular (Fig 3.13).

Dichas cepas se seleccionaron de acuerdo al numero de antibiéticos a los que
presentaron resistencia, segun se determiné al utilizar la prueba de Bauer-Kirby

(sensidiscos).

La cepa 1M pertenece a Proteus mirabilis aislada de la muestra de mercado. La
cepa 5T es Enterobacter cloacae, la cepa 7T es Escherichia coliy la cepa 10T es
Salmonella nitra. Las tres cepas (5T, 7T y 10T) se aislaron de la muestra de

tianguis.

El numero de antibidticos a los que presentan resistencia utilizando la técnica de
Bauer-Kirby es la siguiente:

e Cepa 1M fue resistente a 11 antibi6ticos

e (Cepa 5T fue resistente a 8 antibidticos

e Cepa 7T fue resistente a 10 antibidticos

e Cepa 10T fue resistente a 10 antibidticos
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El nimero de antibidticos a los que presentan resistencia, de acuerdo a los
resultados obtenidos, utilizando el equipo automatizado VITEK para cada una de
las cepas seleccionadas es la siguiente:

e Cepa 1M fue resistente a 6 antibi6ticos

e (Cepa 5T fue resistente a 2 antibidticos

e Cepa 7T fue resistente a 2 antibidticos

e Cepa 10T fue resistente a 1 antibidtico.

Fig 3. 13 Gel de agarosa
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En la figura 3.13 puede observarse que la cepa 1M (P. mirabilis) presente en el
carril 1M parece presentar, ademas del ADN gendmico, una banda plasmidica de
unas 5.9 kilobases de longitud. Si bien no es comun que las cepas silvestres

porten plasmidos de longitudes tan cortas como éste, tampoco es nada
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excepcional®™ 6. Por su parte, en el carril 5T se localiza el ADN de E. cloacae.
Noétese que la banda correspondiente a una longitud de 2.1 kb (por arriba del
material ribonucleico degradado) no es material plasmidico sino que corresponde
al ARN ribosomal 23S. Esta cepa no parece portar a ningun plasmido.

En los carriles 7T y 10T esta el ADN de E. coliy S. nitra, dos enterobacterias
portadoras, ambas, de dos plasmidos diferentes de alto peso molecular y que
migraron por arriba del ADN gendémico y cerca de la banda plasmidica control
localizada en el carril denominado “control”. Nuevamente, hay mdultiples reportes
en la literatura de cepas portadores de varios plasmidos simultaneamente.
Obviamente que, en estos casos, los plasmidos en cuestidon deben de pertenecer
a grupos de incompatibilidad diferentes para poder coexistir en la misma célula.
Narvaez y colaboradores *°, por ejemplo, determinaron el perfil plasmidico de
cepas de Escherichia coli aisladas de muestras clinicas, observandose en el 75%
de las cepas analizadas, entre 1 y 4 bandas plasmidicas de tamafnos variables
(3.1 Kb — 30.4 Kb), caso contrario a lo encontrado en el presente trabajo, ya que
aqui se encontraron dos bandas de elevado peso molecular para la cepa de

Escherichia coli.

Por otra parte, un estudio realizado por White y colaboradores encontraron que 18
de 27 cepas aisladas poseian integrones con genes que conferian resistencia a
los antibiéticos: aminoglucésidos, sulfonamidas, trimetoprimy B-lactamicos ®. En
el presente trabajo no se estudid la posible presencia de dichos determinantes

genéticos.
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Una de las recomendaciones para trabajos a futuro seria: realizar pruebas de
recombinacién por medio de conjugacién entre bacterias, para asi poder
determinar si los plasmidos de las bacterias multirresistentes a antibioticos,

pueden transferir los genes de resistencia a otras bacterias sensibles.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

Los resultados de la identificacién de los microorganismos mediante pruebas
bioquimicas son muy similares a los obtenidos de la identificacién utilizando el

equipo automatizado VITEK (bioMérieux VITEK, INC).

De acuerdo a los resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas, el 28.6% de
los microorganismos aislados de la muestra de pollo de tianguis pertenecen al
microorganismo Salmonella spp., el 14.3% a Pseudomonas aeruginosa y el
57.1% pertenece a enterobacterias (Proteus mirabilis, Enterobacter hafniae,
Enterobacter cloacae).

Todas las cepas aisladas fueron resistentes al menos a 5 antibiéticos. Las
cepas de Salmonella spp. (8T, 9T, 10T y 14T) fueron resistentes a 10, 9,9y 7
antibiéticos respectivamente.

Los microorganismos aislados de la muestra de pollo de mercado se
identificaron como Proteus mirabilis, Citrobacter freundii y Pseudomonas
aeruginosa, presentando un maximo de resistencia a 11 antibiéticos y un minimo
a 4 antibioticos.

Los microorganismos aislados de la muestra de pollo de supermercado fueron
identificados como Hafnia alvei (1S, 2S 'y 3S) los cuales presentaron resistencia
a7,7 y9 antibidticos respectivamente.

Por medio del equipo automatizado VITEK los resultados de la identificacion

fueron: El 28.6% de los microorganismos aislados de la muestra de pollo de
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tianguis pertenecen al microorganismo Salmonella entérica serotipo nitra, el
14.3% a Pseudomonas aeruginosa y el 57.1% pertenece a enterobacterias
(Proteus mirabilis, Hafnia alvei, Escherichia coliy Enterobacter cloacae). Todas
las cepas aisladas fueron resistentes al menos a 1 antibidtico. Las cepas de
Salmonella entérica serotipo nitra. fueron resistentes a 1 y 2 antibioticos.

Los microorganismos aislados de la muestra de pollo de mercado se
identificaron como Proteus mirabilis, Citrobacter braakii y Pseudomonas
aeruginosa, presentando un maximo de resistencia a 9 antibiéticos y un minimo
a 2 antibioticos.

Los microorganismos aislados de la muestra de pollo de supermercado fueron
identificados como Hafnia alveiy presentaron resistencia a 2 antibioticos.

Los resultados de la resistencia a los antibidticos empleando la técnica de
Bauer-Kirby son diferentes a los obtenidos mediante el equipo automatizado

VITEK (bioMérieux VITEK, INC).

De los resultados obtenidos al utilizar la técnica de  BAUER-KIRBY se observé
que el 27.6% de las cepas aisladas presentaron resistencia al menos a 8
antibioticos y solo el 3.4% fue resistente al menos a 4 y 11 antibidticos; con lo
cual se puede decir que las cepas estudiadas presentan multirresistencia a los
antibiéticos de por lo menos a 4 antibioticos.

Al utilizar el equipo automatizado (bioMérieux VITEK, INC) se observo que el

41.4% de las cepas aislada presentaron resistencia a 2 antibiéticos y el 31%

fueron resistentes a 9 antibiéticos.
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De las 4 cepas seleccionadas para determinar la presencia de plasmidos, en las
cuatro cepas se detectaron plasmidos que presentaron los siguientes tamarnos:
Escherichia coli 32Kb, Salmonella nitra 35Kb, Proteus mirabilis 23.1Kb y

5.9Kb; y finalmente Enterobacter cloacae 2.1Kb.
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PERSPECTIVAS

Resulta indispensable desarrollar nuevos antibidticos para asegurar la disponibilidad de
tratamientos eficaces contra infecciones bacterianas agresivas. Del mismo modo,
también es esencial que estos nuevos medicamentos en concreto, al igual que los
anteriores, se usen de una manera mas restringida y siempre apoyada en soélidos

conocimientos médicos.

Ademas, muchos antibi6ticos son compuestos quimicos estables que no se catabolizan
en el cuerpo y que permanecen activos después de su excrecidén. En la actualidad, los
antibioticos contribuyen considerablemente al creciente problema de las sustancias

médicas activas presentes en el ambiente °.

La nueva estrategia se centra en:

¢ Nuevas clases de medicamentos anti-infecciosos
En los ultimos afos no se ha descubierto practicamente ninguna clase nueva de
antibiéticos. En la actualidad, el precio medio del desarrollo de un nuevo medicamento
es de unos 500 millones de € y los incentivos industriales parecen no bastar para
superar esta barrera con suficiente velocidad como para asegurar la continua

disponibilidad de medicamentos antiinfecciosos nuevos y eficaces. Es posible que las
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aplicaciones de la ingenieria genética nos aporten nuevas generaciones de
medicamentos con mayor rapidez y a un menor precio '°.
¢ Test de diagnostico

La prescripcion correcta de los antibioticos adecuados se logra tan solo si los médicos
tienen a su disposicién test de diagnédstico rapidos para identificar a los agentes
patdgenos y sus propiedades de resistencia. La moderna tecnologia de ADN es
esencial para acelerar el desarrollo de nuevos test de diagndstico mas precisos que,
una vez disponibles, garanticen la creacién de los incentivos adecuado para fomentar

su uso *'.

e Desarrollo de vacunas
El control de la infeccion mediante la vacunacion es un modo indirecto muy eficaz y
rentable para reducir la necesidad de antibidticos en primera instancia. En este sentido,
la ingenieria genética abre un nuevo y prometedor camino para el desarrollo de

vacunas °.

e Vigilancia
La vigilancia epidemioldgica de la resistencia a los antibidticos en patégenos humanos
y animales es un componente esencial de esta estrategia. Se ha de realizar un
seguimiento del consumo de antibiéticos y establecer un vinculo entre las conclusiones

proporcionadas por los datos sobre resistencia y los resultados clinicos *°.
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e Un unico problema con muchas facetas
El problema de la resistencia a los antibidticos tiene sin duda muchas facetas y
conlleva una amplia gama de consecuencias socioeconémicas y politicas. En él, se
tratan muchos aspectos de la economia de la sociedad y de la salud como, por
ejemplo, los habitos de prescripcién y la formacidén de los médicos, los reembolsos de
gastos médicos y las expectativas de la opinién publica. Incluso va mas alla de la
medicina y se adentra en la higiene animal, la agricultura y la industria de los alimentos
y asuntos medioambientales. Para que el nuevo planteamiento tenga éxito, es

necesario tener en cuenta toda esta serie de factores %41
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APENDICE

SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

Medio Luria

NaCl 59
Triptona 10 g
Extracto de Levadura 5g
Agar 12 ¢
H>O destilada 1L

Esterilizar en Autoclave

Medio L
NaCl 10g
Caseina 10 ¢

Extracto de Levadura 10 g
H-O destilada 1L
Esterilizar en Autoclave

Buffer TE

Tris- HCL 0.01 MpH 75

EDTA 0.01 M
H-O destilada 100 mL
Esterilizar en Autoclave

Solucién |
Sacarosa 15%
Tris HCl pH 8 25 mM

EDTA 10mM

Solucion I

NaOH 0.2N
SDS 1.0%

Solucion Il

Acetato de Potasio 5M
Acido Acético 11.5 mL
H-O destilada 28.5 mL
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