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Capitulo 1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

Los antibiéticos son sustancias quimicas producidas por diferentes especies de

microorganismos y pueden, eventualmente, destruirlos (Cancho, B. et al., 2000).

En México, los antibiéticos estan definidos como “Sustancias quimicas o metabolitos
obtenidos en un proceso de fermentacion, las cuales actdan contra microorganismos
productores de enfermedades en cualquier ser vivo. Su aplicacion en concentraciones
subterapéuticas es para mejorar la conversion alimenticia o como promotores de
crecimiento en los animales, conlleva riesgo a la vida del consumidor de los productos
de origen animal o la salud de éste, ya sea por una reaccion de hipersensibilidad, un
efecto especifico por el desarrollo o transmisién de organismos patdgenos resistentes a
la terapia con antibiéticos” (NOM-004-Z0O0-1994).

La palabra antibiético tiene su origen del griego “anti” (contra) y “bios” (vida), y fue
propuesta para definir a las sustancias que afectaban o inhibian el desarrollo

microbiano y eran extraidas de estructuras organicas vivientes (Lanosa, R., 1997).

Los antibidticos afectan a diferentes especies de bacterias, algunos a muchos tipos y
otros a grupos selectos; esto se denomina espectro de accién, en donde dichas
sustancias se dividen en “amplio espectro” y “corto espectro”. Los antibidticos de
amplio espectro son aquellos que actian en un rango grande de clases de bacterias,
mientras que los de corto espectro en pocas clases o0 tipos especificos de
microorganismos. En la figura 1 se muestra el espectro de accion de algunos

antibioticos sobre algunos microorganismos (Tortora, G., 2007).



Figura 1. Espectro de accion de algunos antibioticos

Mycobacteria Bacterias Gram positivas Bacterias Gram negativas  Clamidia

Penicilina G
Estreptomicina
Tetraciclina
Isoniazida
Espectro de accidn

En 1928, Alexander Fleming, observd la inhibicion de una cepa de Staphylococcus
aureus por una cepa de Penicillium notatum (actualmente P. chrysogenum), por lo que
el aislado que produjo lo llamé penicilina. Sin embargo, no fue hasta 1940 que Florey y
Chain demostraron y publicaron la potencia y posibilidad de extraccion del antibiético a
partir de los sobrenadantes del cultivo (Tortora, G., 2007). Paralelamente, en 1935 se
descubri6 el efecto curativo del colorante Prontosil en infecciones causadas por

estreptococos (Wolfgang, P., 1998).

1.2 Uso de antibidticos en animales destinados a consumo humano

Los antibiéticos son los agentes farmacoldgicos peor utilizados, tanto a nivel medico
como veterinario, siendo administrados en muchas ocasiones de forma irracional y en
dosis inadecuadas. Los antibiéticos se incluyen dentro del amplio grupo de compuestos
gue forman parte de la composicion de un pienso animal (Protocolo de tratamiento del
Instituto Nacional de Saude, 1990). Los fines con los que se utilizan estos agentes en
animales se pueden dividir en 3 categorias: agentes terapéuticos, agentes profilacticos

y como promotores de crecimiento (Watson, D.H., 2001).



1.2.1 Agentes terapéuticos

Son medicamentos que se utilizan para controlar las enfermedades infecciosas
(microorganismos patégenos, ecto y endo-parasitos y hongos) en la granja y animales
domeésticos. Las dosis terapéuticas utilizadas tiene el objetivo de librar al animal del
agente que causa la enfermedad sin atentar contra su salud a largo plazo. Se deben de
utilizar como tratamiento de una infeccion documentada; sin embargo, muchas veces el
tratamiento se comienza de forma empirica cuando se considera urgente la necesidad
del mismo. Es importante realizar cultivos pertinentes previos y, ademas, es preferible
recurrir a antibiéticos de espectro reducido para poder aumentar la eficacia del
tratamiento (Watson, D.H., 2001).

1.2.2 Agentes profilacticos

Para intensificar la produccion animal se ha utilizado la seleccion genética junto con el
uso de antibiéticos como medida de prevencion de enfermedades infecciosas. Sin
embargo existen muchos factores que contribuyen al mal uso de estos agentes como
son: la prescripcion incorrecta, la dispensacion de medicamentos en establecimientos
no autorizados y sin receta médica, el empleo de antimicrobianos no autorizados, entre
otros (Watson, D.H., 2001).

La via de administracion recomendada para cada especie varia en funcién de las
especies animales (Tabla 1), aunque cabe destacar que la alimentacion mediante
piensos medicamentosos, es una de las mas usadas (Cancho, B. et. al., 2000). Sin
embargo, esta via no ofrece ningun tipo de control sobre la dosis administrada y sin

duda es menos efectiva (Watson, D.H., 2001).
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Tabla 1. Vias de administracion (%) mas utilizadas en funcion de las especies

animales.
Porcino Ovino Vacuno de Vacuno de
leche carne

Oral 59 24 11 21

Intramuscular 35 29 49 44

Subcutanea 3 46 19 22
Topica 2 - 2 7
Intravenosa - - 19 -

Tomado de Real Decreto 157/1999

Los piensos medicamentosos proceden de mezclar un medicamento veterinario y el
pienso previamente a su comercializacion en el cual no se presenten interacciones
entre los antibidticos, los aditivos y el propio pienso. Se administra con fines
terapéuticos o profilacticos en funcion las propiedades del farmaco. Estos contienen, en
general, concentraciones relativamente elevadas (100 — 1000 mg/L) y se administran

durante periodos bastante cortos (Cancho, B. et. al., 2000).

Por otra parte, se pueden preparar piensos medicamentosos a partir de pre mezclas,
los cuales suelen ser de naturaleza sélida. Estos llevan en su preparacion una
elevacion de temperatura, lo que puede lleva a una pérdida de compuestos
termolabiles, entre ellos antimicrobianos. Esto ha provocado que se ensayen nuevas
técnicas para una correcta dosificacion, como la incorporacién de pre mezclas liquidas

mediante spray en el pienso ya elaborado (Real Decreto 109/1995).

Se debe evitar la compra — venta de pre mezclas y piensos en mercado negros, ya que
el precio es menor pero no existe ninguna garantia ni en la composicion ni en los

principios activos (Real Decreto 157/1999).
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1.2.3 Promotores de crecimiento

Son sustancias naturales o sintéticas con actividad farmacolégica que se administran a
los animales sanos a través de los piensos para acelerar la ganancia de peso y mejorar
los indices de transformacion de los alimentos. Estos promotores de crecimiento

pueden ser de tres tipos:

e Antibidticos y quimioterapéuticos de actuacion sobre la microflora bacteriana del
tubo digestivo, en concentraciones entre 30 y 100 mg/L, administrados
sistematicamente durante periodos largos.

e Sustancias ionéforas de actuacion sobre el rumen.

e Anabolizantes, generalmente sustancias de tipo hormonal, los cuales tienen

accion sobre el metabolismo. (Cancho, B. et. al., 2000).

Algunos antimicrobianos, especialmente los que actlan contra bacterias gram
positivas, se asocian con un aumento de la tasa de crecimiento del animal cuando se

administran en cantidades subterapéuticas en la alimentacion (OMS, 2003).

1.3 Normatividad nacional e internacional

La organizacibn mexicana encargada de regular todo lo relacionado con los
medicamentos en animales para consumo humano y sus productos es la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién (SAGARPA) y su
subdivision, SENASICA (Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad

Agroalimentaria).

En México existe normatividad que regula los productos farmacéuticos veterinarios
(NOM-064-Z00-2000), en la cual clasifica en 3 grupos a dichos productos por el nivel

de riesgo de sus ingredientes activos:
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1.3.1 Grupo 1

Restringidos para venta mediante receta médica cuantificada y uso exclusivo del

médico veterinario.

Incluye a aquellos que representan riesgo de toxicidad para el animal de efecto
psicotropico o anabdlico, asi como induccidbn de genotoxicidad, carcinogenicidad,
mutagenicidad, embriotoxicidad, terarogenicidad real o potencial y su venta debe
realizase mediante receta médica cuantificada y exclusiva a médicos veterinarios
acreditados con cédula profesional. En la tabla 2 se encuentran las clases de

ingredientes activos de este grupo, asi como un ejemplo de cada una.

Tabla 2. Clase de productos con ingredientes activos del Grupo 1

Clase Ejemplo
Anabdlicos Nandroiona
inyectables
Analépticos Doxopram
Analgesicos Butorfanol
Anestesicos Lidocaina
Desinfectantes Cloruro de
etileno
Antiparasitarios Diclorvos
Hormonas Progesterona
Promotores de | Zilpaterol
crecimiento
Relajantes Metocarbamol
musculares
Tranquilizantes Zolacepan

Tomado de NOM-064-Z00-2000
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1.3.2 Grupo 2
Restringidos para venta mediante receta médica simple.

Incluye a aquellos que pueden ser toxicos para una especie animal, edad o estado
fisioldgicos si no se supervisa su dosificacion y su interaccion posible indeseable con
otros ingredientes activos, asi también para los que se necesiten conocimientos
técnicos en farmacologia para su empleo y los que induzcan reacciones de
hipersensibilidad leve o mortal. La venta de estos productos puede efectuase a
personas fisicas o morales que presenten una receta médica simple expedida por un
medico veterinarios con cedula profesional. En la tabla 3 se encuentran las clases de

ingredientes activos de este grupo, asi como un ejemplo de cada una.

Tabla 3. Clase de productos y ejemplos de ingredientes activos del Grupo 2

Clase Ejemplo

Anabdlicos implantados Testosterona

Analgésicos Naproxeno

Antiinflamatorios Fenilbutazona

esteroidales

Desinfectantes Alcohol

Isopropilico
Antihistaminicos Vetibanzamina
Antimicrobianos Penicilina
Antiparasitarios Triclorfén
Promotores de | Vancomicina
crecimiento

Tomado de NOM-064-Z00-2000
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Dentro de este grupo se encuentran los ingredientes activos de interés, es decir, los

antibidticos, ya sean los utilizados como agentes terapéuticos, profilacticos y factores
de crecimiento (NOM-064-ZO0-2000).

A continuacién, se presenta una lista de todos los antibidticos utilizados con fines

terapéuticos y profilacticos:

Acido Nalidixico
Acido Oxolinico
Acido pipemidica
Aditoprim
Amikacina
Amoxicilina
Ampicilina
Apramicina
Azdocilina
Baquiloprim
Becampicilina
Carbadox
Carbenicilina
Carbeninicilina
Cefadroxil
Cefalexina
Cefalexina
Cefalotina
Cefapirina
Cefapirina
Cefoperazona
Cefoxitina
Cefquinoma
Ceftiofur

Ceftriaxona
Cindamicina
Ciotetraciclina
Cioxacilina
Ciprofloxacina
Danofloxacina
Declomicina
Dicloxacilina
Dihidroestreptomicina
Doxiciclina
Enrofloxacina
Eritromicina
Espectinomicina
Estreptomicina
Fenaticilina
Florfenicol
Flucoxicilina
Flumequina
Gentamicina
Josamicina
Kenamicina
Lincomicina
Mafenid
Metaciclina

Meticilina
Mezclociclina
Minociclina
Nafcilina
Neomicina
Netilmicina
Norfloxacina
Oleandomicina
Ormetoprim
Oxacilina
Oxitetraciclina
Paperazilina
Penicilinas
Pirlimicina
PolimixinaBy E
Rifamicinas
Rolitetraciclina
Rosaramicina
Sarafloxacina
Sulfabromomerasina
Sulfabromometasina
Sulfacetamida
Sulfacloroiridacina
Sulfacloropiracina

Sulfadiacina
Sulfadimetoxina
Sulfafenasol
Sulfaguanidina
Sulfameracina
Sulfametacina
Sulfametizol
Sulfametoxasol
Sulfametoxipiridasina
Sulfamonometoxina
Sulfaquinoxalina
Sulfatiazol
Sulfifurasol
Sulfisoxasol
Tetraciclina
Tiamulina
Tianfenicol
Ticarcilina
Tilmicosina
Tilosina
Tobramicina
Trimetoprim
Troleandomicina

Tomado de NOM-064-Z0O0-2000

Asi también, los antibioticos utilizados como factores de crecimiento en animales y

permitidos en México son:

Avoparcina
Avilamicina
Vancomicina
Teicoplanina
Bacitracina
Banbermicina

Tilosina
Espiramicina
Virginiamicina

Flavofosfolipol

Salinomicina de sodio

15



1.3.3 Grupo 3
De venta libre en el pais.

Incluye a aquellos cuya seguridad para el paciente, asi como para el usuario hayan
sido demostradas cientificamente y se consideran de venta libre. En la tabla 4 se
encuentran las clases de ingredientes activos de este grupo, asi como un ejemplo de

cada una.

Tabla 4. Clase de productos y ejemplos de ingredientes activos del Grupo 3

Clase Ejemplo
Aminoé4cidos Lisina

Analgésicos Acido acetilsalicilico
Antagonistas Ranitidina

Ho

Antidiaréicos Sales de bismuto

Desinfectantes | Azul de metileno
Antimicrobianos | Violeta de genciana
Antiparasitarios | Lufenuron

Mucoliticos Guayacol
Promotores de | Lactobacillus
crecimiento

Vitaminicos Acido ascorbico

Tomado de NOM-064-Z00-2000

Esta NOM vigente indica que no es equivalente a alguna norma internacional al
momento de su elaboracion, lo cual es congruente, ya que en Europa solo se admite el
uso de la avilamicina, salinomicina y flavofosfolipol. Estos estdn considerados como
aditivos dentro de la alimentacion animal (Cancho, B. et al., 2000). Sin embargo, la
avilamicina, entre otros farmacos usados en la zootecnia, es de una clase similar a los
usados en medicina humana, por lo que las bacterias que empiezan a presentar
resistencia a los antibiéticos animales, también lo presentan a los de uso humano, y

esto se denomina resistencia cruzada.
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En prevencion a la aparicion de la resistencia cruzada, en la Unién Europea se prohibié
el uso de 5 promotores de crecimiento (bacitracina, tilosina, espiramicina, virginiamicina
y avoparcina [estructura molecular similar a la vancomicina]), los cuales, ademas de la

propia vancomicina, estan aprobados en México (NOM-064-Z00-2000).

Esto se debe a que existen estudios que relacionan la administracion de avoparcina a
animales, con el aumento de cepas de enterococos resistentes a vancomicina.
También preocupa el hecho de que los genes de resistencia a dicho glicopéptido
puedan ser transferidos a cepas de Staphylococcus aureus MRSA (por sus siglas en
inglés Methcillin - Resistant Staphylococcus aureus), para los cuales la vancomicina

constituye uno de los tratamientos de ultima instancia (OMS, 2003).

El Codex Alimentarius cre6 un comité mundial llamado “Comité del Codex sobre
residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos, (CCRVDF por sus siglas en

inglés) con sede en Estados Unidos. En el 2006 realizo el “Compendio de métodos de

analisis identificados como idéneos para respaldar los LMR del Codex”, en el cual

marca el método recomendado para cada antibiético aprobado:

e Residuo marcador

e Técnica analitica recomendada para cada tejido de interés
e Limite Maximo residual (LMR)

e Sensibilidad del método (Limite minimo de cuantificacion)
e Aprobacion y verificacion

e Referencias bibliogréficas

e Vigencia del método

Por otra parte, el CCRVDF propuso en 2009, los lineamientos no obligatorios para
disminuir el aumento y controlar la poblacién de bacterias multiresistentes a antibiéticos

transmitidos por alimentos de origen animal. Este documento, titulado “Directrices para

el diseio y la implementacion de programas nacionales reglamentarios de

asequramiento de inocuidad alimentaria relacionados con el uso de medicamentos
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veterinarios en los animales destinados a la produccion de alimentos” se propone lo

siguiente:

e Un enfoque basado en el riesgo
e Marco reglamentario
o Competencia de las autoridades
o Informacion para los consumidores
o Sugerencias de venta y uso
o Orientacion a empresarios sobre mejores practicas
e Programas de verificacion
o Disefio y elaboracion
o Eleccion del programa
e Muestreo
o Estrategias de muestreo
o Orientacién para toma de muestra y cantidad minima requerida
e Medidas reglamentarias
o Métodos de investigacion
o Sanciones
o Medidas correctivas
e Meétodos de analisis
o Consideraciones generales de los métodos analiticos
o Seleccion y validacion de los métodos de andlisis
o Implementacion de otras directrices del Codex Alimentarius
o Caracteristicas necesarias para los métodos de andlisis (Teoria y
seleccion)
o Consideraciones relativas de los métodos analiticos
= Seleccion de material
= Incertidumbre
= Uso de patrones
= Consideraciones ambientales

= FEleccion del métodos de validacion
18



= Sistemas de gestion de calidad

La CCRVDF se reune cada afo para debatir y actualizar los datos. La ultima reunién se
llevé a cabo del 30 de agosto al 3 de septiembre del 2010, en Burlington, Estados
Unidos de América. En esta reunién, como en todas las demas, participaron varios

paises, entre ellos México, y en dicha ocasién participaron las siguientes personas:

e Dr. Ilvan Juarez Rodriguez (SAGARPA)
e Dra. Martha Laura Dominguez (SENASICA)

e Mildred Villanueva (Mexican Meat Council)

Las autoridades mexicanas estan tomando en cuenta los lineamientos internacionales,
ya que el jueves 12 de mayo del 2011, se publicé en el Diario Oficial el Proyecto de
Modificacion a la NOM-004-ZO0O-1994.

1.4 Consecuencias del uso de antimicrobianos en animales de consumo humano

Tras la administracion de un antibiético a un animal tiene lugar una metabolizacion que
favorece su eliminacion y en conjunto la destoxificacion. Al no ser suficiente este
proceso se pueden originar residuos en los alimentos de origen animal destinados al
consumo humano. Estas son sustancias farmacolégicamente activas, se pueden
encontrar en tejido muscular y grasa preferentemente y pasar a productos como la
carne y la leche (Noa, E. et al., 2009). La toxicidad de estos residuos varia desde la
inocuidad hasta presentar consecuencias clinicas, hematoldgicas, bioquimicas y hasta
la muerte (Cancho, B. et al., 2000).

1.4.1 Limite Maximo Residual (LMR)

Se define como aquella concentracién aceptable de una sustancia en los tejidos
comestibles de un animal (muasculos, higado rifién, grasa, leche, miel y/o huevos), y
gue al ser ingerida por el ser humano no constituye ningun riesgo para la salud. Los

LMR se fijan para cada especie animal y tejido en funcion a la sustancia. La
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normatividad en México, define al LMR como “Nivel mas alto permisible de un residuo
gue puede considerarse como aceptable en un tejido en particular, cuando éste es
analizado por la metodologia oficialmente aceptada para su cuantificacion. También se
conoce como limite de tolerancia” (Modificacion 2011 a la NOM-004-Z0O0-1994).

Los residuos de antibidticos se acumulan en los tejidos, sin embargo, por la diferencia
en la naturaleza de estos, la localizacion y la concentracion de los agentes
farmacol6gicamente activos es variable. En la tabla 5 se muestran los LMR, tejidos y
productos de origen animal para algunos antibioticos que pueden pasar a la leche del
ganado vacuno (Cancho, B. et. al., 2000).

Tabla 5. LMR de antibi6ticos en productos de origen animal.

Antibioético LMR en leche LMR (ug/KQg) en otros Tejidos
Ampicilina 4 pg/Kg 50 musculo, grasa, higado, rifién
Amoxicilina 4 ug/Kg 50 musculo, grasa, higado, rifién
Oxaciclina 30 pg/Kg 300 musculo, grasa, higado, rifién
Cefalexina 100 ug/Kg 200 musculo, grasa higado; 1000 rifién
Cefguinoma 20 ug/Kg 50 musculo, grasa, 100 higado; 200 rifion
Ceftiofur 100 ug/Kg 1000 musculo; 2000 grasa, higado; 6000
rifdn
Espiramicina 200 pg/Kg 200 musculo; 300grasa, higado, rifidn
Tilosina 50 ug/Kg 100 musculo, grasa, higado, rifién
Tianfenicol 50 ug/Kg 50 musculo, grasa, higado, rifién
Tetraciclina 100 ug/Kg 100 musculo; 300 higado; 600 rifién; 200
huevos
Lincomicina 150 ug/Kg 50 grasa; 100 musculo; 500 higado; 1500
rifdn

(Cancho, B. et al., 2000).

Los valores de los LMR deben fijar la cinética de depreciacion, entre otros factores, por
lo que es necesario un tiempo de espera para garantizar que la concentracion residual
de antibidtico no sea superior a los limites estipulados. Dicho tiempo debe de ser
respetado, desde el ultimo tratamiento farmacolégico hasta el sacrificio de los animales

o la colecta de sus productos como huevo y leche (Cancho, B. et. al., 2000).

Existen varios métodos de deteccion y/o cuantificacion para los residuos de antibidticos

tanto microbioldgicos (prueba de inhibicion del yogurt) como analiticos (HPLC).
20




También existen kits comerciales especificos para algunos farmacos (Noa, E. et al.,
2009).

La modificacion realizada en 2011 a la NOM-004-ZO0O-1994 indica los métodos
analiticos oficiales, los criterios para el funcionamiento, aplicacion e interpretacién de
dichos métodos para la identificacion y cuantificacion de residuos téxicos, biolégicos y

contaminantes en alimentos de origen animal.

Esto debe de regularse, ya que existen personas sensibles a algunos antibiéticos
utilizados en animales y, ademas, se utilizan otros no recomendados para seres
humano. Sin embargo, son muy importantes, ya que producen beneficios por la
aceleracion del desarrollo del animal impactando en los costos pero, por otra parte,

aumenta el riesgo de problemas a largo plazo (Errecalde, J., 2004).

El problema de la resistencia en medicina humana se centra en pacientes criticos, esto
es, en inmunodeprimidos, nifios, ancianos o pacientes con problemas de movilidad
(dializados, etc). Cuando un patégeno multiresistentes ataca a un paciente con alguna
de las caracteristicas citadas, los antibiéticos normalmente usados no funcionan y hay
que utilizar agentes mas nuevos, y por supuesto, mas caros. Obviamente, el fracaso de

la terapia puede llevar a la muerte del paciente (Errecalde, J., 2004).

1.4.2 Beneficios del uso de antibiéticos en animales para consumo humano

Las bacterias de la flora intestinal compiten con el hospedero por la captacion de
aminoacidos, de este modo, reducen la utilizacion de nitrégeno por el animal. Los
aminoacidos pueden ser incorporados en proteinas bacterianas. De manera alternativa,
algunas bacterias fermentan aminoacidos produciendo catabolitos téxicos que tienen
impacto en el recambio de células intestinales y en el rendimiento del crecimiento
animal, tales como amonio, variedades de aminas, fenoles e indoles. Existe evidencia
cientifica de que grandes concentraciones de amonio reprimen el crecimiento animal.
De igual manera, altas cantidades de fenoles e indoles tienen un impacto negativo en

el desarrollo, asi como en las caracteristicas sensoriales de la carne. (Dibner, J.J.,
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Richards, J.D., 2005). La microflora también decrementa la digestibilidad de las grasas.
(Eyssen, H. 1973).

Al disminuir y controlar la microflora que provoca los efectos negativos mencionados

lineas anteriores y otros mas, se logran los siguientes beneficios en el animal y en los

costos de produccion:

Resistencia a la colonizacién por microorganismos patégenos

Estimulacién del sistema inmune del hospedero

Disposicién de nutrientes para el hospedero

Aumento en la digestibilidad

Disminucion en la competencia por nutrientes disponibles

Disminucion de la secrecion de moco intestinal, que significa ahorro de proteina

y energia.

La supresion de los antibiéticos utilizados como promotores de crecimiento tendria las

siguientes repercusiones:

© © N o g b~ w NP

Incremento en el costo de productos ganaderos.

Incremento del 5% en el consumo de antibiéticos con fines terapéuticos.
Aumento en la mortalidad ganadera (10-15%).

Pérdida del 2 al 5% (segun especie) de los indices de conversion.
Mayor consumo de piensos.

Mayor tiempo de cria.

Mayor consumo de agua.

Mayor impacto ambiental (aumento de metano y excremento).

Incremento del riesgo a la resistencia a antibi6ticos por su uso terapéutico.

10.Mayor riesgo de infeccion de los consumidores por el consumo de productos

contaminados.

11.Desarrollo de nuevas metodologias para la sustitucién de antibioticos.

12.Desarrollo de controles administrativos para evitar mercados informales.

(Informacién Veterinaria, Abril 1999).
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Las repercusiones anteriormente mencionadas son basicamente econdmicas. Sin
embargo, si se continlan utilizando de la misma manera estas sustancia
farmacoldgicas, sin una mayor regulacion o alternativas, puede aumentar las
probleméticas actuales o inclusive desarrollarse nuevas consecuencias en la industria

alimentaria, farmacéutica y en el sector salud (OMS, 2003).

1.4.3 Alternativas de promotores de crecimiento (antibiéticos)

Una alternativa l6gica seria la de desarrollar nuevos antimicrobianos con mecanismos
de accion diferentes a los criticamente importantes para la clinica médica humana
(Errecalde, J., 2004). Otra alternativa es que existen aditivos que se pueden agregar a
las formulas de los piensos en sustitucion de los antibiéticos como agentes promotores
del crecimiento, los cuales se describen en la tabla 6. Sin embrago, existen fuertes
restricciones para su comercializacion en la Unidén Europea, aunque en México algunos
estan autorizados (NOM-004-ZO0-1994).

Tabla 6. Aditivos promotores del crecimiento alternativos a los antibioticos y su

normatividad en México

Grupo Aditivo Permitido en Grupo
México pp. 13
Enzimas B-glucanasa B-glucanasa [l
Fitasa Fitasa
Xilasa Xilasa
Amilasas Amilasas
Proteasas Proteasas
Entre otras Entre otras
Acidos Férmico No mencionados N/A
Organicos Propionico en el acuerdo
Lactico
Minerales Zinc Si 11l
Cobre Si [
Cromo Si [l
Vitaminas Hidrosolubles (Cy | Si [
B) Si [
Liposolubles
(A,D,E yK)
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Cultivos Levaduras Si [l
probidticos Lactobacilos Si [l
Bifidobacterias El acuerdo no N/A
Hongos menciona cuales
ya que solo
menciona solo
‘etc”
Oligosacaridos | Oligofructanos No N/A
Galactomananos No N/A
Aceites 'y Orégano N/A
extractos Ajo N/A
vegetales
Otros Inmunoglobulinas N/A
Inmunoestimulante N/A
Hepatoprotectores N/A
N/A=No Aplica

1.5 Resistencia a los antibidticos

Es la capacidad de un microorganismo para resistir, inhibir o revertir los efectos de un
antibidtico. La resistencia se puede producir naturalmente a través de mutaciones al
azar, pero también se puede inducir por medio de una aplicacion de presion selectiva a
una poblacién microbiana. Una vez que se genera la resistencia, los nuevos genes
pueden ser transmitidos entre células bacterianas por transferencia horizontal por

diversos procesos de intercambio genético (Cordiés, L. et al., 1998).

La resistencia a los antibioticos se identificO en un periodo corto de tiempo después de
la introduccién de los antibiéticos como quimioterapéuticos y otras aplicaciones. En
1946, el descubridor de la penicilina, Alexander Fleming, dijo “Probablemente no exista
ningun antibiético de quimioterapia al cual, en condiciones propias, las bacterias

puedan actuar para adquirir por alguna via la resistencia” (Alekshun, M., 2007).

En la siguiente tabla se muestran algunos tipos de antibiéticos, su mecanismo de

accién y mecanismos de resistencia de algunas bacterias a estos farmacos.
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Tabla 7. Mecanismos de resistencia para algunos antibiéticos.

Antibidtico Mecanismo de accién Bacteria Mecanismo de resistencia Alternativas de tratamiento
futuras
Glicopeptidos Interaccidn con precusores de pared celular S. aureus Disminucién de pared Quinupristin-dalfopritin,
(Vancomicina) celular; sustitucién de tigeciclina
terminales receptoras
Cefalosporinas Inhibicién de la pared celular E.coli Hidrélisis del antibidtico Carbapenos, tigeciclina

Carbapenos Inhibicién de la pared celular Acinetobacter Baja permeabilidad, Poliximas, Colistina
spp bombas de expulsidn
Rafimicinas Inhibicién de la transcripcion M. Mutacién del transcirptor Vancomicina

tuberculosis

rpoB

Aminoglucdsidos,
tetraciclina

Inhibicién de sintesis de proteinas (16S)

M.
tuberculosis

Hidrélisis del antibidtico;
Modificacién del 16S

Vancomicina

Macroélidos

Inhibicion de sintesis de proteinas (23S)

S. pneumonaie

Hidrdlisis del antibidtico;
Modificacion del 23S

Vancomicina

Fluoroquinolonas

Inhibicion de replicacion de ADN
(bloguea subunidad A de ADN girasa)

K.
pneumonaie

Mutacién de la ADN
girasa y topoisomerasa IV

Colistina, tigeciclina

Cloranfenicol

Inhibicién de sintesis de proteinas

E. faecium

Modificacion del
antibiotico
(acetiltranseferasa)

Quinupristin-dalfopritin,
tigeciclina

Alekshun, M., 2007
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1.5.1 Desarrollo de la resistencia

Existen varios mecanismos genéticos para el desarrollo de resistencia a antibiéticos,

sin embargo, los principales son la mutacién y la adquisicion de genes.

Para que se produzca una resistencia total, las mutaciones deben ocurrir en varios
genes, debido a la redundancia genética en los blancos de los antimicrobianos (Roe,
M.T., Pillai, S.D., 2003). Ademas, la fisiologia, el entorno celular (presiones externas) y
la genética bacteriana son muy importantes, por lo que disminuyen la probabilidad de la
mutacion (resistencia a 1 antibiético). Por lo tanto, la adquisicion de genes es el
proceso principal y mas facil para obtener la resistencia a determinado antibidtico.
(Mazel, D., Davies, J., 1999).

Las secuencias genéticas pueden ser adquiridas por una célula a través de diversos
procesos, tales como:

Transformacion

Es la captacion y asimilacién del DNA desnudo y se produce de forma natural solo en
ciertas especies de bacterias. Cuando la célula se encuentra en un estado que permite
la transformacion se dice que esta en estado competente (Wolfgang, P, 1998). La
transformacion funciona mejor cuando las células donadora y receptora tienen una
relacion cercana (Tortora, G., 2007). Es probable que este mecanismo de intercambio
genético sea el mas importante para bacterias de los géneros Staphylococcus,

Streptococcus, Bacillus, Haemophilus y Neisseria (Wolfgang, P, 1998).

Los pasos mas comunes implican la unién de DNA exdgeno a la superficie celular, su
transporte al interior de la célula y luego la recombinacién con el genoma residente

(Wolfgang, P, 1998). La figura 2 ejemplifica dichos pasos.
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Figura 2. Mecanismo de transformacion genética bacteriana

Transduccion

Mecanismo de transferencia de material genético de una célula donadora a otra
receptora por medio de un virus que las infecta, denominado como bacteriéfago o fago
(Tortora, G., 2007).

El proceso de transduccion se puede dividir en 2 mecanismos:

e Generalizada: Permite la transferencia de casi cualquier gen bacteriano,
producido por el empaquetamiento de fragmentos del DNA del huésped al azar
hasta que la cépside del fago se llena. Todo el material en la cépside es
totalmente competente. El material inyectado a la segunda célula infectada no
transporta informacion genética del fago, por lo que esta sobrevive a la infeccion
y puede captar los fragmentos de DNA de la primera célula infectada y lisada
(Figura 3).

e Especializada: Puede operar solo sobre genes determinados con una eficiencia
relativamente elevada. El gen bacteriano se convierte en parte integrante del

genoma del fago para infecciones posteriores.

Se pueden transmitir genes especificos por medio de bacteriéfagos A, tales como la
resistencia a antibiéticos, patogenias (antigeno somatico O de Salmonella) o toxinas

(enterotoxina de S. aureus o toxina botulinica de C. botulinum (Wolfgang, P, 1998).
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Figura 3. Mecanismo de transduccion generalizada

Conjugacion

Es mediada por un plasmido, el cual es un fragmento circular de ADN que se replica
independientemente del cromosoma celular y no son esenciales para el crecimiento de
la célula en condiciones normales, sin embargo, estos se expresan en cuanto se

presentan las condiciones necesarias.

El proceso requiere el contacto célula-célula, por lo que en bacterias gram negativas
(Figura 4), los pili permiten el intercambio de material genético, mientras que en gram
positivos se producen sustancias “adhesivas” en la superficie que favorecen el
contacto. En el proceso se transfiere una hebra del ADN al receptor, para que este

sintetice el complemento y obtenga la doble hélice completa (Tortora, G., 2007).
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Figura 4. Mecanismo de conjugacion en bacterias gram negativas

©9 (o
e//"&,

ol
©ck o
©coo)

h,
© O) © o)
)%g )

Cuando un microorganismo ya posee en su material genético la informaciéon para la
resistencia a los antibidticos y se ve inmerso en un medio en el cual puede expresar

es0s genes, se lleva a cabo un proceso que puede resumirse en 3 tipos (Fuchs, L.Y. et
al, 1994):

e Inactivacion del antibiético
e Alteracion del sitios blanco del antibiético
e Disminucién del transporte del antibiéticos al interior de la célula

Estos mecanismos pueden llevarse a cabo simultaneamente, o bien, solo uno puede

provocar la resistencia a diferentes clases de antibidticos.
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1.6 Resistencia a Vancomicina

1.6.1 Historia

Inicialmente, la Penicilina G fue una terapia efectiva para infecciones causadas por S.
aureus. Sin embargo, en 1947, Barber reportd la resistencia a este antibiético por la
degradacion de una enzima (penicilinasa) secretada por la bacteria (Michael, N. et al,
2007). El aislamiento de nuevas cepas de S. aureus resistentes a penicilina ha
continuado desde su descubrimiento y en la actualidad, el 95% de las cepas clinicas de
esta bacteria son resistentes a dicho antibiético y mas de la mitad también a meticilina
(MRSA) (Appelbaum, P., 2006).

La vancomicina es un glicopéptido que present6 una Unica y efectiva solucion al
tratamiento de infecciones causadas por MRSA. Sin embargo, en 1997, en Japén se
aislé de un bebé de 4 meses la primer cepa clinica de S. aureus con resistencia
intermedia a vancomicina, VISA por sus siglas en ingles (Vancomicin Intermediate
Resistant S. aureus). Esta fue detectada ya que después de 29 dias de tratamiento
con vancomicina, la fiebre y la infeccion en la herida quirargica no cesaba.
Posteriormente se aislaron cepas de S. aureus resistentes completamente al
antibiético, denominadas VRSA por sus siglas en ingles (Vancomicin resistant S.
aureus) (Appelbaum, P., 2006).

La concentracién de vancomicina requerida para inhibir a la mayoria de las cepas de S.
aureus oscila entre 0.5 y 2 mg/L, pero este intervalo es insuficiente para las cepas
VISA, las cuales son inhibidas (CMI’'s Concentracion Minima Inhibitoria) con
concentraciones entre 8 y 16 mg/L. Las cepas VRSA son consideradas como tales
cuando su CMI de vancomicina es igual o mayor a 32 mg/L. Hasta el momento, la cepa
gue necesitd una concentracidon de vancomicina mas alta (1024 mg/L) aislada del
catéter de una paciente de 40 afios de Michigan, EUA en el 2002 (Appelbaum, P.,
2006).
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1.6.2 Mecanismos de resistencia a Vancomicina

Los glicopéptidos en general actdan inhibiendo la sintesis de la pared celular de las
bacterias gram positivas. Especificamente, interactla irreversiblemente con la terminal

D-alanina-D-alanina de los precursores (Appelbaum, P., 2006).

Las cepas VISA adquieren su resistencia debido a que producen una mayor cantidad
de peptidoglucano y ademés con elevados residuos de las terminales receptoras de la
vancomicina, es decir D-alanina-D-alanina, las cuales secuestran irreversiblemente al
antibidticos y evitan que llegue a su verdadero objetivo. Esto se evita agregando una
concentracion mayor de vancomicina. La figura 5 muestra una comparacién entre las

paredes de una célula sensible a vancomicina y una VISA (Appelbaum, P., 2006).

Figura 5. Comparacion de la accion de la vancomicina en la membrana de una célula

susceptible y VISA
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La cepa MRSA que produjo la VRSA de Michigan probablemente obtuvo su resistencia
por medio de una transferencia interespecie del transposon Tn1546, el cual contiene el
gen VanA, de una cepa de E. faecalis resistente a vancomicina (Appelbaum, P., 2006).
Esta resistencia se debe a que las terminales del péptido receptor de D-alanina-D-
alanina fueron modificadas a D-alanina-D-lactato o D-alanina-D-serina, lo que provoca
gue la afinidad del antibiético sea reducida. La figura 6 representa lo antes mencionado
(Alekshun, M., 2007).

Figura 6. Esquema del mecanismo de resistencia de una célula VRSA

Vancomycin-susceptible enterococci

(_X ) - : X ) Glycopeptide

Vancomycin-resistant enterococci

m * Glycopeptide

La resistencia es atribuida a los fenotipos de los genes Van A, B, D, E y G, mientras
gue el gen Van C proporciona la resistencia intrinseca. Van A y D, proporcionan

también resistencia a teicoplanina.

En la figura 7 se muestra el cluster que contiene los genes para la resistencia a
vancomicina. Orfl y Orf2 estan involucrados en la transposicion del cluster, mientras
gue Van Ry Van S son los responsables de la regulacion de la expresion de las partes
posteriores, el “VanHAXYZ”. VanH y VanA son los responsables de la sintesis del
dipéptido terminal modificado, mientras que los VanX y VanY limitan la sintesis del

dipéptido terminal normal y sus sustratos. La funcién de VanZ aun es desconocida.
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Figura 7. Cluster de genes para la resistencia a la vancomicina
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(Alekshun, M., 2007)

1.7 Métodos de resistencia alternativos a antibiéticos

Los métodos descritos son especificos para alguna clase o antibiéticos especificos, sin
embargo estos no son los Unicos mecanismos por los que una bacteria puede ser
resistente a los antibiéticos. El sobre uso continuo e imprudente de estos farmacos ha
provocado que muchas bacterias, entre ellos varios patdégenos, incrementen sus
resistencias por medio de mecanismos de resistencia intrinseca, tal como la sobre

expresion de las bombas de expulsion (Poole, K., 2001).

Las bombas de expulsibn se expresan naturalmente ya que pueden conferir la
resistencia a sustancias producidas por el hospedero, tales como acidos biliares,
hormonas y moléculas de defensa, lo cual indica que estos sistemas pueden contribuir
a la sobrevivencia de la bacteria en su nicho ecolégico en situaciones de estrés. Dichos
mecanismos también contribuyen a la resistencia a antibiéticos debido a que estos
provocan condiciones estresantes para la célula. La bombas de expulsion pueden ser
especificas para una sola clase de sustratos o bien, trasportar multiples clases de
sustancias (Borges-Walmsley, 1,. 2003), tales como colorantes, detergentes,
antibioticos, acidos organicos y lactonas involucradas en el quorum sensing (Poole, K.,
2001).

Inicialmente se pensaba que la pared celular era la responsable de la resistencia
intrinseca, sin embargo, se ha demostrado que los antibiéticos si penetran dicha capa

pero son expulsados antes de alcanzar su blanco intracelular, como en el caso de la
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resistencia a varios antibiéticos de Pseudomonas aeruginosa debido al operén que

codifica el sistema de expulsion MexAB-OprM (figura 8) el cual, al ser suprimido,

convierte a la bacteria en hiper-susceptible a los farmacos (Piddock, L., 2006).

Figura 8. Sistema de
Antibiotic
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Las bombas de expulsion que confieren resistencia a antibiéticos pertenecen a 5

distintas familias de proteinas, asi como a 3 diferentes sistemas,

representan en la tabla 8 con su respectivo ejemplo.

Tabla 8. Familias de bombas de expulsién y ejemplos

los cuales se

Familias de bombas

Ejemplos de transportadores

de expulsion Nombre | Organismo Resistencia a
Sistema antiport | Mayor Facilitator NorA S. aureus Cloranfenicol
impulsado por Superfamily (MF)
protones Resistance- MexB P. aeruginosa Azitromicina
Nodulation-Cell
(RND)
Small Multidrug EmrE E. coli Acriflavina
Resistance (SMR)
Sistema antiport | Multidrug And Toxic | NorM V. Fluoroquinolonas
impulsado por compound Extrusion parahaemolyticus
sodio (MATE)
Sistema ATP- Binding MacB E. coli Macrolidos
acoplado a Cassette (ABC)
hidrélisis de
ATP
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1.8 Revirtiendo bacterias resistentes a la sensibilidad

Con el conocimiento de los mecanismos que confieren la resistencia a los antibioticos,
es posible revertir a las células a la sensibilidad con algunos métodos. A continuacion

se muestran ejemplos (Henriques, B., 2002):

e Uso de la combinacién de antibidticos B-lactamicos con inhibidores de B-

lactamasas.

e Hidrdlisis de receptores alterados: Para la resistencia a vancomicina, se han
sintetizado moléculas capaces de hidrolizar selectivamente a los dipéptidos
alterados (D-Ala-D-Lac).

e Inactivacion de proteinas: Proteina PBP2 que es necesaria para la resistencia a
meticilina en S. aureus (MRSA). Uso de la combinacién de metilcilina con

inhibidores de transglicosidasas.

e Inactivacidbn genética: Inactivacion del operbn murMN en S. pneumoniae
resistente a penicilina. En este caso, las células se vuelven hipersensibles y se

lisan mas rapidamente que las células normalmente sensibles.

e Disminucién de bombas de expulsion: El uso de compuestos sintéticos y/o
naturales en P. aeruginosa resistente a fluoroquinolonas, disminuyen la
expresion de las bombas MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN vy, por lo

tanto, su resistencia intrinseca.

1.9 Barreras de prevencién para la diseminacion de las resistencias

Obtener un alimento libre de microorganismos es muy dificil, por lo que se crean limites
maximos de poblacion microbiana en general y especifica para conseguir la inocuidad
deseada. Sin embargo, dentro de dicha poblacion pueden existir células resistentes a 1
0 mas antibidticos, las cuales pueden ser ingeridas y pasar al tracto digestivo del
consumidor. Aunado al trabajo de las autoridades competentes y los productores de
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alimentos por conseguir niveles inocuos de microorganismos en los productos, el

manejo higiénico de los alimentos es base fundamental para la prevencién de las

enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s), por lo que la OMS elabor6 las

“‘Reglas de Oro” para la preparacién higiénica de alimentos, las cuales son:

1.

Elegir alimentos tratados con fines higiénicos: El tratamiento de los alimentos es
no solamente para que se mantengan mejor y por mas tiempo, sino para que

sean mas seguros; ejemplo, la pasteurizacion de la leche.

Cocinar bien los alimentos: Las bacterias patdégenas en el alimento pueden
eliminarse si se cocina bien el producto, es decir, al menos 70°C en toda la
masa del producto.

Consumir inmediatamente todos los alimentos cocinados: Los microorganismos
comienzan a reproducirse inclusive en refrigeracion, por lo que conviene su

consumo inmediato.

Guardar cuidadosamente los alimentos cocinados: En caso que se requiera
almacenar los alimentos cocinados, es conveniente mantenerlos por encima de

60°C o debajo de los 10°C con fines de inocuidad microbiolégica.

Recalentar bien los alimentos ya cocinados: Eliminar los microorganismos que
proliferaron durante el almacenamiento, procurando que el alimento alcance los
70°C.

Evitar el contacto entre alimentos crudos y cocinados: Evitar la contaminacion

cruzada con utensilios y por alimentos crudos con cocidos.

Lavarse las manos a menudo: Al inicio de la manipulacion, entre interrupciones y
al final, para evitar propagar bacterias en superficies o personas y ademas

prevenir la contaminacion cruzada.

Mantener escrupulosamente limpias todas las superficies de la cocina: Pueden

estar contaminadas de manipulaciones anteriores a pesar de que estén limpias,
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se deben desinfectar antes de empezar la manipulacién y el contacto de la

superficie con el alimento.

9. Mantener todos los alimentos fuera del alcance de insectos, roedores y otros
animales: Las plagas son vectores, las cuales pueden pasar por superficies y
dejar microorganismos a pesar de que se vean limpias. Mantener alimentos en

recipientes herméticos.

10.Utilizar agua limpia: Hervir el agua antes de su uso si se duda de su calidad

microbiolégica.

En México, existe una Norma Oficial Mexicana, la NOM-251-SSA1-2011, que tiene los
lineamientos a seguir en el pais de las practicas de higiene para el proceso de

alimentos, bebidas y suplementos alimenticios de forma més extensa y rigurosa.

1.10 Propiedades y uso de especias

Las especias han sido utilizadas desde la antigiedad con diferentes finalidades.
Originalmente, la mayoria de ellas fueron utilizadas para conservar alimentos, tales
como la canela (Cinnamomum zeylanicum), el clavo (Syzygium aromaticum) o la
curcuma (Curcuma longa). Sus propiedades fungicidas, bactericidas o bacteriostaticas
afectan el crecimiento bacteriano. Por esta razon, también se han utilizado como
medicina desde tiempos antiguos, y hoy en dia existen tratamientos a base de especias
como remedios caseros (Roldan, L., 2010).

Las plantas, hierbas y especias, asi como sus aceites esenciales y extractos, contienen
un gran numero de sustancias con propiedades inhibitorias para las bacterias y hongos
filamentosos y levaduriformes. La mayoria de dichas sustancias son compuestos
fendlicos, terpenos, alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas, acidos e isoflavonoides. En
la tabla 9 se presentan algunas, especias, hierbas y condimentos con efecto
antimicrobiano y su principal compuesto activo. En la figura 8 se pueden observar las

estructuras quimicas de algunos de los compuestos de la tabla 9.
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Tabla 9. Nombre comun y cientifico de especias y compuestos antimicrobianos

Nombre comdn | Nombre cientifico Compuestos antimicrobianos
Ajo Allium sativum Alicina

Albahaca Ocimum basilicum Linalol, eugenol

Canela Cinnamomim zeylanicum | Cinamaldehido, eugenol
Cebolla Allium cepa Alicina

Clavo Syzgium aromaticum Eugenol

Comino Cuminum cyminum Ciminal, pineno, terpineol
Laurel Laurur nobilis Cifnelo, eugenol, limoneno
Menta Mentha vulgaris Mentol

Orégano Origanum vulgare Carvacrol, timol

Pimienta Piper nigrum Piperina, pineno, limoneno, linalol
Tomillo Thymus vulgaris Timol, carvacrol

Vainilla Vanilla planifolia Vainillina

Figura 8. Estructura molecular de algunos compuestos antimicrobianos naturales
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Las moléculas antes presentadas son compuestos volatiles, por lo que poseen algunas

caracteristicas en general, las cuales se enlistan a continuacion (Nychas, 1995):

e Solubilidad: Por la base ciclica (excepto Alicina y Linalol) presentan mejor
solubilidad en disolventes organicos no polares (hidrofobicos) que, dependiendo

de sus sustituyentes, incrementaran su caracter hidrofilico.

e Punto de ebullicion: Al ser cadenas alifaticas abiertas y/o ciclicas (aromaticos o
no aromaticos) con pocos carbonos, la temperatura en que alcanzan la

evaporacion es baja y su presion de vapor es mayor a menor temperatura.

¢ Inflamables: Su combustion se inicia con facilidad debido al punto anteriormente

mencionado.

Estas moléculas de alguna manera son sensibles a la temperatura debido a las
instauraciones y/o los sustituyentes de los anillos, lo cual provoca que se modifiquen vy,
en consecuencia, la capacidad antimicrobiana disminuya o se pierda. Por la misma
razon de la naturaleza de las moléculas, los extractos tendran diferentes
concentraciones de los principios activos debido a la solubilidad en los diferentes
disolventes de cada compuesto. También se ha reportado que aparte de la
temperatura, el contenido de grasa, proteinas, sal y pH del medio afectan la capacidad

antimicrobiana de dichos compuestos (Nychas, 1995).

En la figura 9 se pueden observar 2 reacciones que provocan la degradacion de la

alicina, la primera a temperatura ambiente y la segunda a una mayor temperatura.

Figura 9. Reacciones de degradacion de la alicina
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1.10.1 Ajo

El nombre cientifico del ajo es Allium sativum, el cual ha sido utilizado en la cocina

mediterranea y en la medicina casera.

La alicina, presente en el ajo, es el principal compuesto antimicrobiano de dicho bulbo,
sin embargo, no se encuentra en su forma activa dentro del vegetal. Puesto que estan
ubicados en diferentes compartimentos, una accién mecénica como un corte o triturado
provoca gue la aliina (aminoacido sulfurado) entre en contacto con la enzima aliinasa y
se sintetise la alicina (Figura 10), la cual tiene una vida media muy corta, debido a que
reaccionan con proteinas vecinas del propio ajo, pero principalmente con las enzimas
gue contienen grupos tiol de los microorganismos (Ankri, S., Mirelman, D., 1999)

mediante una reaccion de intercambio tiol-disulfuro (Miron, T., et al., 2002).

Figura 10. Sintesis enzimatica de alicina a partir de aliina.

0 0 0
’ - iinase 4 I - i+
2 K, C=CH-CH,-5-CH #{H-C00 —L>-+ HO H, C=CH-CH,-5-5-CH ;CH=CH, + 2 OH;-C-COO + 2NH,
*
Alliin NH Allicin Pyruvate

Figura 11. Ejemplo del intercambio tiol-disulfuro de la alicina.

SH S-S—CHZ—CH=CH2

0

o + CHy=CH-CHy~S-S-CH, CH=CH, ——® 2 + HpO

La alicina representa aproximadamente el 70% de la concentracion total de tiosulfinatos
después de triturar los dientes de ajo. Estudios realizados con extractos de ajo molido
han demostrado tener propiedades antiparasitarias, antifngicas, antimicrobianas y

antivirales. Algunos ejemplos de organismos inhibidos se muestran en la tabla 10.
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Tabla 10. Algunos microorganismos sensibles a alicina.

Tipo de organismo Especies sensibles Bibliografia

Protozoarios Entamoeba, Typanosomas, Reuter, H.D., Koch, H.P.,
Leptomonas Lawson, L.D., 1996

Bacterias S. aureus, E. coli, Sallmonella | Harris, J.C. et al., 2001

sp, B. subtillis, Clostridium sp,

Helicobacter sp

Hongos Candida, Rhodotorula, Harris, J.C. et al., 2001
Aspergillus, Trichosporum,
Cryptococcus

Virus Influeza A, B; Rinovirus, VIH, | Fenwick, G.R., Hanley,

herpes simple 1y 2, rotavirus | A.B., 1985

1.10.2 Albahaca

Su nombre cientifico es Ocimum basilicum, y es nativa de Irdn, India y regiones
tropicales de Asia, por lo que ha sido cultivada y utilizada en la cocina de dichas

regiones desde hace mas de 5,000 afios.

Segun la FAQO, la albahaca y sus extractos se dividen en 4 tipos segun la composicién
guimica y su origen botanico (Instructivo técnico del cultivo de la albahaca (Ocimum
basilicum) en Cuba, FAO):

Grupo |: Tipo Europeo. Rico en metil chavicol y linalol, sin alcanfol. Aceite de

mejor calidad por su fino olor.
Grupo Il Tipo Reunion. Rico en metil chavicol y alcanfor, sin linalol.

Grupo Il Tipo Cinamato de Metilo. Rico en metil chavicol, linalol y cinamato de

metilo.
Grupo IV. Tipo Eugenol. Rico en eugenol.

Ocimum basilicum, se encuentra en el Grupo |
41




Como se muestra en la figura 12, el linalol se sintetisa en las hojas de las plantas por la

enzima linalol sintetasa a partir del geranil difosfato.

Figura 12. Sintesis enziméatica de linalol

‘ OH
CH, CH, _ CH, HC O
¢ CH ¢ CH—O—PP Sinteta ¢ CH N eH, - Ho—pe
Tk N e Intetasa e S C 7
Hie”  ScH ScH, XcH o TR CH, CH
Geranil difosfato ( GPP) Linalol + Difosfato

Otro compuesto que contiene la albahaca es el eugenol, el cual es el 4-propenil
guayacol. Esta molécula se encuentra también en el clavo y la canela. La vainillina se

puede sintetizar con eugenol y nitrobenceno (Saamena, B., 2007).

Figura 13. Sintesis quimica de vainillina a partir de eugenol
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Se ha reportado que el extracto de albahaca tiene propiedades antibacteriales,
especialmente contra bacterias patdgenas como E. coli y Salmonella, entre otros
(Roldan, L., 2011).

1.10.3 Comino

El nombre cientifico es Cuminum cyminum, y se ha utilizado mucho en la cocina
asiatica en el curry y en Europa en los mojos canarios, entre otros. EI comino es
mencionado en la biblia (Mateo 23:23) y también fue utilizado por los egipcios para
aromatizar sus alimentos y para momificar a sus muertos. Aunque en América se ha

difundido, en México no es muy utilizado.
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En la cultura griega y en la edad media se utilizaba el comino como medicina y se
describieron sus propiedades, tales como estimulante de 6rganos sexuales, tratamiento
para transtornos digestivos leves como carminativo, eupéptico y astringente,

infecciones broncopulmonares, tos y como analgésico.

En la molienda y preparacion del extracto se puede perder la mitad de la concentracion
inicial del componente antimicrobiano activo mas importante del comino, el cual es el
cuminal o cuminaldehido; también puede utilizarse en la fabricacion de cosméticos y
perfumes, por lo que su sintesis industrial se obtiene a partir de la formulacion del

cumeno o la reduccion del cloruro de 4-isopropilbenzol.

Figura 14. Sintesis industrial de cuminaldehido

o HO Cl

Se han realizado estudios de las propiedades antimicrobianas del extracto de comino y
del cinamaldehido puro, dando como resultado que el extracto tiene un mayor efecto
antibacterial y antifingico en la mayoria de los casos en comparacion con la molécula
pura, ya que contienen otros compuestos como aldehidos y pineno, entre otros, que

provocan una sinergia (De, M., et al., 2003).

Los microorganismos con los que se ha demostrado la alta sensibilidad al extracto de
comino son las bacterias Agrobacterium tumefaciens, Bacillus subtilis, Pseudomonas
oleovorans y los hongos Trichophyton rubrum, Saccharomyces cerevisiae y S. pombe.
Otros microorganismos sensibles han sido las bacterias Bacillus cereus, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y los
hongos Fusarium sp., Aspergillus flavus, A. niger, A. versicolor, entre otros (De M., et
al., 2003).
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1.10.4 Orégano

El nombre cientifico es Origanum vulgare. Es originario de de la zona mediterrdnea
donde se ha utilizado mucho en la cocina, especialmente en la italiana, asi como en la

mexicana, argentina y chilena.

El orégano se ha utilizado desde la cultura griega por HipGcrates como antiséptico, asi
como para ayudar a enfermedades digestivas y respiratorias. También tiene actividad
antioxidante por los flavonoides y actividad antimicrobiana por los compuestos

fendlicos.

Los compuestos antimicrobianos principales del orégano son el carvacrol y el timol en
menor concentracion, sin embargo también contiene limoneno, linalol y pineno. Los
primeros 2 son los que confieren el aroma y sabor caracteristico de la especia y debido
a la similitud de sus moléculas, la sintesis natural lleva a una mezcla racémica mientras

gue no es asi en la sintesis industrial.

Figura 15. Sintesis industrial de timol

B -\I// ;\;'J bar
R —

La actividad antimicrobiana del orégano ha sido ampliamente estudiada en varios
organismos patdgenos, entre ellos Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,

Escherichia coli, Salmonella Tiphymurium y Vibrio cholerae (Albado, E, et al., 2001).

Existen otras plantas parecidas al orégano, tales como el orégano mexicano (Lippia
berlandieri) que es una especie endémica. Dicha planta también tiene propiedades
antibacterianas contra Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes. Otra planta es
la mejorana (Oreganim majorana) de origen asiatico. Estas plantas no deben

confundirse ya que sus compuestos activos difieren.
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Figura 16. Planta de orégano, orégano mexicano y mejorana con su principal

compuesto activo
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1.10.5 Pimienta

El nombre cientifico es Piper nigrum, es originaria de la India y Java. Su fruto es una
baya, la cual se emplea seca como especia y se puede utilizar entera 0 en polvo.
Dependiendo el estado de madurez del fruto se pueden obtener distintas propiedades,

las cuales se muestran a continuacion:

Pimienta verde: Es el fruto no maduro, tiene aromas frutales y tiene poca

pungencia

Pimienta negra: Fruto semi-maduro que se seca al sol, se endurece e

incrementa pungencia. Es la que mas se utiliza.

Pimienta blanca: Fruto muy maduro, sin cascara. Poca pungencia y se utiliza por

Su apariencia.

La pungencia y la actividad antimicrobiana se deben principalmente a la presencia de la

molécula piperina, la cual se puede sintetizar industrialmente de la siguiente manera:
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Figura 17. Sintesis quimica de piperina
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Los extractos de pimienta se han estudiado en varios microorganismo tales como
Escherichia coli, Proteus sp, (Cabello, M., 2007), Staphylococcus aureus, Salmonella
spp (Fernandez, 2007) entre otras. También se ha demostrado que los extractos
realizados con diferentes disolventes tienen distintas capacidades microbianas. Esto se
debe a la naturaleza semi-polar de los compuestos antimicrobianos, por lo que el
extracto acuoso tiene menor inhibicion que el cloroférmico, siendo asi el etandlico el de
mayor eficacia. Otro factor importante en la concentracion final de antimicrobianos en el
extracto, es el método de extraccion, donde la temperatura y el tiempo degradan a los
compuestos volatiles. Este factor se puede hacer extensivo a los extractos de todas las
especias (Cabello, M., 2009).

Tabla 11. Diametro de inhibicibn maxima (mm) de extractos acuosos, etandlicos y
cloroférmicos de pimienta (Piper nigrum L.) sobre las bacterias Gram positivas

utilizando los métodos de Goldfish y Soxhlet

Diametro de nhibicion maxima (num)*

Bacterias Meétodo Goldfish MMétodo Soxhlet Solvente (sin extractos)

EA EE EC EA EE EC A ET C
Enterococcus - 12 - -- 12 11 - - -
5. aursus - 15 - -- -- 11 - - -
Streptococcus - - 11 - 13 - - - -
Bacillus sp. - 15 -- -- 12 11 -- - --
Bacillus cereus 18 12

EA: Extracto zcueso; EE: Extracte etandlice; EC: Extrzcto cloreformico; A Agna destilada; C: Cloreforme 2l 99.4%;
ET:Etanol al 99.3%; — Negative (sin halo de mhibicion).

Adaptacion de Cabello, M. 2009
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Capitulo 2.

2.1 Objetivo General

Aislar e identificar cepas de bacterias resistentes a vancomicina y multirresistentes a
antibidticos, a partir de muestras de quesos, asi como su comportamiento frente a

extractos acuosos de diferentes especias frescas y secas.

2.2 Objetivos Particulares

Comprobar la presencia de bacterias multiresistentes a antibiéticos en alimentos.

Comparar la respuesta de los microorganismos aislados frente a agentes

antimicrobianos naturales y sintéticos.

Observar la diferencia en capacidad antimicrobiana de las especias frescas y

procesadas.

2.3 Hipdtesis

Ya que los quesos elaborados artesanalmente presenten mayor cantidad de bacterias

multiresistentes a antibidticos que aquellos producidos industrialmente.

Ya que los extractos acuosos de especias no procesadas industrialmente son mas
efectivos contra bacterias multiresistentes a antibiéticos y a vancomicina que aquellos

preparados a partir de especias procesadas.

2.4 Justificacion

Se ha reportado desde hace varios afos el descubrimiento de cepas multirresistentes a
antibidticos y a vancomicina presentes en muestras de alimentos para el consumo
humano. El origen de la multirresistencia se ha atribuido a factores ambientales, al uso
de los antibiéticos como promotores de crecimiento en la industria ganadera y avicola,

y a un tratamiento erréneo y/o incompleto de enfermedades de animales productores.
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La presencia de antibioticos en la leche es un factor que puede afectar la calidad de
algunos productos como el yogurt, las leches fermentadas y los quesos madurados, por
lo que a niveles industriales este factor se regula, mientras que esto no sucede en la
produccién a micro escala. La mejor manera de controlarlo es desde la materia prima
(Cogan, M., 1972).

La normatividad en México solamente indica que la leche debe de presentar la
ausencia de inhibidores microbiologicos y los métodos para la deteccién de estos,
mientras que en Estados Unidos, la Union Europeas y algunos otros paises, ya existen
estrategias para contener la resistencia a los antimicrobianos (Noa, E. et al., 2009).

La normatividad existe, pero no quiere decir que los productores industriales la cumplan
en su totalidad, mientras que los fabricantes de productos lacteos de manera casera o
a micro escala no cumplen con las normas establecidas, por lo que los controles y
especificaciones mencionadas en ellas no se llevan a cabo, aumentando el riesgo de la
presencia de antibioticos y de microorganismos resistentes en los productos (Noa, E. et
al., 2009).

Estudios reportan la presencia de cepas de bacterias multiresistentes a antibiéticos en
alimentos de consumo humano en México. Sin embargo, son reducidos los estudios
sobre su susceptibilidad a agentes naturales como las especias, de las cuales de

algunas se conoce el o los compuestos antimicrobianos. (Noa, M. et al., 2009).

El uso de especias en alimentos es muy utilizado en la cocina mexicana. Estas se
pueden encontrar en varias presentaciones Ademas, la industria aprovech6 ese nicho
de mercado para introducir productos. Las especias se pueden encontrar frescas (0
curadas), en trozos o en polvo y dependiendo de la presentacion sus propiedades
antimicrobianas pueden variar, debido a que estos compuestos se degradan

rapidamente, ya que son volatiles o sensibles a la temperatura (Sotelo, P., et al, 2008).

Debido a las razones antes mencionadas, se estudiaron cepas bacterianas de quesos
artesanales para probar su resistencia a antibiéticos y, al ser positivas, el efecto
inhibitorio de algunas especias (ajo, albahaca, comino, pimienta y orégano) en

diferentes presentaciones en el mercado mexicano.
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Capitulo 3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Aislamiento v purificacion

Se realiz6 a partir de muestras de quesos de venta al menudeo en el Estado de México
en la zona de Coacalco y Tultittan de diferentes comercios (establecidos o no
establecidos). Las muestras se transportaron del lugar de adquisicién hasta el lugar de
analisis segun la NOM-109-SSA1-1994, Bienes y servicios. Procedimientos para la

toma, manejo y transporte de muestras de alimentos para su analisis microbiolégico.

Las muestras fueron manejadas segun la NOM-110-SSA1-1994, Bienes y servicios.
Preparacion y Diluciébn de Muestras de Alimentos para su Analisis Microbiol6gico. En
area estéril se cortaron 5 gramos de la periferia de la muestra y 5 gramos del interior
con un cuchillo y un tenedor previamente esterilizados, se depositaron en bolsas
estériles de alta densidad y se adicionaron 90 mL de agua peptonada estéril. Se
homogeneiz6 en un homogeneizador peristéltico (Stomacher) durante 2 minutos a

velocidad media.

Posteriormente, se tomaron 10 mL de homogeneizado y se depositaron en un matraz
con 90 mL de medio de cultivo (Infusion cerebro-corazéon, BHI) con inhibidor para

bacterias Gram negativas (azida de sodio) estéril y se incub6 a 37°C durante 24 horas.

Trascurrido el tiempo de incubacion se realizé una tincibn de Gram para observar la
presencia o ausencia de bacterias Gram positivas. Posteriormente, se tomaron 2 mL de
caldo y se depositaron en un tubo de 22x 165 cm con 18 mL de caldo BHI con azida de
sodio y 35.55 pg/mL de vancomicina (Vancocin® (Fraccién VI del articulo 226 de la Ley
General de Salud)), con el fin de obtener una concentracion final de 32 ug/mL y se
incubaron nuevamente a 37°C durante 24 horas. La vancomicina utilizada fue la marca
comercial Vancocin®, la cual estéa registrada en el gobierno y actualmente en la lista de

medicamentos de venta con receta.
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A término el tiempo de incubacién se tomaron 100 pL de caldo y se depositaron en una
caja con agar BHI con azida de sodio y 32 pg/mL de vancomicina, los cuales fueron
extendidos con una varilla de vidrio en forma de “L” estéril. El cultivo fue incubado a
37°C durante 24 horas. Se realizaron tinciones de Gram a partir de colonias aisladas
para verificar la pureza y morfologia de las bacterias Gram positivas. Las cepas que no
desarrollaban crecimiento en medio solido ni en medio liquido en presencia de

vancomicina fueron rechazadas.

Se suspendi6 1 colonia en un tubo con 10 mL de caldo BHI con azida de sodio y 32
pg/mL de vancomicina e incub6 durante 24 horas a 37°C. Después del periodo de
incubacion se realizé tincion de Gram para observar la pureza y morfologia de las
bacterias. Al no presentar contaminacion, se tom6 1 mL de caldo y se deposité en un
tubo Eppendorf, el cual se centrifugd a 10,000 rpm a 4°C durante un minuto,
posteriormente se decantd el sobrenadante, se agregé 1 mL mas, se homogeneizo y se
centrifugd nuevamente a las mismas condiciones. Este procedimiento se repitio 3
veces mas. Una vez obtenido el centrifugado de células, se agregdé 1.5 mL de una
solucién al 70% de caldo BHI con azida de sodio y 32 pg/mL de vancomicina y 30% de
glicerol y se homogeneizé. De esta manera se obtuvieron 2 tubos Eppendorf de cada

cepa, los cuales se almacenaron en un ultracongelador a -72°C para su posterior uso.
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Figura 18. Diagrama de aislamiento y purificacion de las cepas obtenidas
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3.2 Prueba de sensibilidad a antibi6ticos

Una vez que se aislaron varias cepas, se descongelaron las que se mantenian
almacenadas. Se tomo6 una alicuota de 50 pL del caldo descongelado y se deposit6é en
un tubo con 3 mL de caldo BHI con azida de sodio y 32 pg/mL de vancomicina y se

incubaron durante 24 horas a 37°C. Los tubos Eppendorf se conservaron nuevamente
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en el ultracongelador a -72°C. Con las cepas resultantes de la incubacion se
resembraron nuevamente tubos con el mismo medio de cultivo y se incubaron con las
mismas condiciones, con el fin de utilizar cepas recuperadas en su totalidad en los

posteriores experimentos.

Con las cepas de la segunda resiembra se inocularon cajas con agar Mueller-Hinton
con alicuotas de 100 pL de las cepas y se extendieron sobre la superficie del medio
con una varilla en “L”. Una vez que el medio absorbié el in6culo se colocaron
multidiscos de antibiéticos Biorad® para Gram positivos de acuerdo con el método
Bauer-Kirby. Posteriormente las cajas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C. Al
término del periodo de incubacién se observd la presencia o ausencia del halo de
inhibicion alrededor de las muestras de antibidtico de los multidiscos y, en caso de

presentarlo, se registré su tamafio.

Figura 19. Diagrama de las pruebas de sensibilidad a antibiéticos e identificacion
bioguimica
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3.3 Identificacion bioguimica

Se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas a cada una de las cepas aisladas y
probadas: Bilis — esculina, Catalasa, Coagulasa, Oxidacion de carbohidratos (Glucosa,
Lactosa, Arabinosa, Manitol, Maltosa, Sacarosa, Inulina, Sorbato, Fructosa, Galactosa,
Manosa, Trehalosa), Hemolisis de sangre, Nitrato, Ornitina, Rojo de metilo, Ureasa,

Voges-Proskauer.
e Prueba de bilis-esculina

Se inocularon las cepas en el medio comercial bilis-esculina por estria en el pico de
flauta. Los tubos se incubaron a 37°C durante 48 horas. El ennegrecimiento del pico de
flauta o del medio, indicé que el microorganismo puede hidrolizar la esculina, por lo que

se tomd como positiva la prueba.
e Prueba de catalasa

Se inocularon las cepas en cajas con agar BHI por cuadrante radial y se incubaron a
37°C durante 24 horas. A una colonia aislada se le agrego una gota de peréxido de
hidrogeno (H,O;) al 30%. Se consider6 como positiva la prueba si se observé un
burbujeo inmediato, indicando la degradacion del H,O, en agua y oxigeno por accion

de la enzima catalasa.
e Prueba de coagulasa

Se inocularon las cepas en tubos estériles con plasma humano, se agito suavemente
para suspender las células bacterianas. Se incubaron a 37°C durante 2 horas,

revisando cada 30 minutos para observar si se presentaba coagulacién.
e Prueba de oxidacion de carbohidratos

Se inocularon las cepas en tubos con caldo rojo de fenol, diferentes carbohidratos
(Glucosa, Lactosa, Arabinosa, Manitol, Maltosa, Sacarosa, Inulina, Sorbato, Fructosa,
Galactosa, Manosa, Trehalosa) y campana Durham en el interior. Se incubaron a 37°C
durante 24 horas. Se considerd positiva la prueba al observarse un vire del medio a
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color amarillo por accion del indicador indicando la diminucion del pH debido a la
degradacion del carbohidrato. La presencia de gas dentro de la campana Durham

indica la produccién de gas a partir del uso del carbohidrato.
e Prueba de hemodlisis de sangre

Se inocularon las cepas en cajas petri con agar sangre por estria recta. Se incubaron a
37°C durante 24 horas. Se consideré como positiva la prueba al observarse un halo
transparente alrededor del area de crecimiento indicando hemodlisis; y pueden presentar

tres tipos; B (hemodlisis total), y (no hemoliticas) y a (hemdlisis parcial).
e Prueba de Nitrato

Se inocularon las cepas en caldo nitrato y se incubaron a 37°C durante 24 horas.
Transcurrido el tiempo de incubacion se observd la produccion de gas dentro de la
campana Durham, se agregaron 5 gotas de reactivo A (a-Naftilamina) y 5 gotas de
reactivo B (acido sulfanilico), se agité el tubo y se dej6 en reposo durante 2 minutos. Se
consideré como positiva la prueba el desarrollo de una coloracién rosa a rojo en el
medio de cultivo. En caso de haber obtenido un resultado negativo se agregé zinc al
medio para inducir el desarrollo de la coloracién, considerando este resultado como
positivo, debido a la capacidad del microorganismo de reducir el nitrato presente en el

medio a nitrito.
e Prueba de Ornitina

Se inocularon las cepas en medio comercial MIO, por picadura y se incubaron a 37°C
durante 24 horas. Se consider6 como positiva la prueba una coloracion purpura del
medio, indicando la degradacion de la ornitina por la accion de una enzima

descarboxilasa.
e Prueba de Rojo de metilo

Se inocularon las cepas en tubo con medio RM/VP y se incubaron a 37°C durante 48
horas. Al terminar el tiempo de incubacion se tomo6 una alicuota de 2.5 mL de medio y
se agregaron 5 gotas del indicador de rojo de metilo. Se consider6 como positiva la
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prueba el desarrollo del color distintivo rojo brillante en la superficie del medio, lo cual

indica la produccion de acidos.
e Prueba de Ureasa

Se inocularon las cepas en tubo con caldo urea y se incubaron a 37°C durante 24
horas. Se consider6 como positiva la prueba al vire del medio a color rosa debido al
aumento del pH, indicando la presencia de amoniaco debido a la hidrdlisis de la urea

por accion de la enzima ureasa presente en el microorganismo.
e Prueba de Voges - Proskauer

Se inocularon las cepas en tubo con medio RM/VP y se incubaron a 37°C durante 24
horas. Al terminar el tiempo de incubacién se agregaron 3 gotas de a-naftol y 1 gota de
hidroxido de potasio al 40%, se agitaron los tubos suavemente durante 30 segundos y
se mantuvieron en reposo durante 10 minutos favoreciendo el contacto con el oxigeno
presente en el aire. Se consider6 como positiva la prueba el desarrollo de un color

rosa-rojo en la superficie del medio, lo cual indica la presencia de acetoina.

3.4 Curva dosis-respuesta a vancomicina en el crecimiento

Se realizé una curva de crecimiento de los microorganismos, para lo cual se inocularon
tubos con 3mL de caldo BHI a diferentes concentraciones de vancomicina (32, 50, 100,
200, 400, 600, 800 y 1000 pg/mL) con los pL necesarios para agregar 10° células de
las cepas correspondientes medidas previamente por espectrofotometria. Se
inocularon tubos sin vancomicina como control positivo y referencia del crecimiento sin
sustancias inhibitorias. Los tubos inoculados se incubaron a 37°C durante 24 horas.
También se incubaron tubos de todas las diluciones sin indculo como control negativo.
Posteriormente al periodo de incubacién se registrd el crecimiento bacteriano mediante
un densitbmetro para obtener en numero de McFarland para después calcular la

cantidad de células presentes en la suspension.
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Figura 20. Esquema de la curva de crecimiento en vancomicina
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Por otra parte se inocularon cajas con agar para antibiéticos con 100 pL de suspension
bacteriana con 24 horas de crecimiento y se expandidé con una varilla en “L”
homogéneamente. Posteriormente se realizaron pocillos de aproximadamente 5mm en
el agar y se colocaron 50 pL de una solucion de vancomicina a diferentes
concentraciones (32, 100, 200, 400, 600 y 1000 ug/mL) en cada uno de ellos. En caja
se coloc6 un pocillo en el centro con 50 pL de agua destilada estéril como control
negativo. Las cajas se incubaron a 37°C durante 24 horas y transcurrido este tiempo se

midieron los halos de inhibicién observados.
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3.5 Preparacion de los extractos acuosos de especias

Ajo (Allium sativum) fresco: Diferentes valores de pH

Esta prueba se realizé con el objetivo de comprobar la influencia de este factor fisico
sobre los agentes antimicrobianos presentes, asi como también demostrar que la
inhibicién bacteriana no se debe al pH en el que se encuentran, para poder determinar
condiciones O6ptimas para la preparacion de los extractos. Para su preparacion se
tomaron varias cabezas de ajo adquiridas el mismo dia de la preparacion del extracto,
se separaron y pelaron los dientes. Se determiné la humedad de los dientes de ajo por
medio de termobalanza. Posteriormente se pesaron 300 g de dientes de ajo y se
homogeneizaron en una licuadora con 300 mL de agua destilada estéril. El
homogeneizado se filtré con gasa para retirar los restos celulares mas grandes;
posteriormente el filtrado se separd en 3 partes de 100 mL cada uno, el resto se
desechd. Un filtrado se ajusté a pH 4 con acido clorhidrico concentrado, mientras que
los demas se ajustaron a pH 7 y 10, respectivamente, con hidréxido de sodio 1 molar.
Una vez ajustado el pH el extracto se filtr6 en Whatman No.1 y No 5 respectivamente,
posteriormente se centrifugaron a 2,000 rpm para retirar los restos celulares y
finalmente se esterilizaron por filtracion en Millipore® con papel filtro de 0.22 um de
tamanfo de poro (Fani, M. et al., 2007; lwalokun, B. A., 2004).

Otras especias frescas y procesadas

Se adquirié albahaca, comino, orégano y pimienta procesados y comercializados por
McCormick®, en presentaciones comerciales sumando 150 gramos y se almacenaron

segun las recomendaciones del fabricante.

Posteriormente se adquiri6 comino (Cuminum cyminum), el cual se obtuvo el mismo dia
de la preparacion del extracto. Se determiné la humedad del comino fresco y del
comino procesado McCormick® por medio de termobalanza. Con base a los datos de
humedad se calculé la cantidad de agua destilada estéril y de especia que se debia
agregar para obtener unos 300 mL de extracto acuoso con la cantidad de solidos

totales presentes en el extracto de ajo fresco. Dichas cantidades se homogeneizaron
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en una licuadora. EI homogeneizado se filtr6 con gasa para retirar los restos celulares
mas grandes para posteriormente ajustar el pH a 4 con acido clorhidrico concentrado.
Una vez ajustado el pH el extracto se filtr6 en Whatman No.1 y No 5 respectivamente,
posteriormente se centrifugaron a 2,000 rpm para retirar los restos celulares y

finalmente se esterilizaron por filtracion en Millipore® de 0.22 um.

Los extractos frescos y procesados de albahaca (Ocimum basilicum), orégano
(Origanum vulgare), pimienta negra (Piper nigrum) y ajo (Allium sativum) procesado se

prepararon con la misma metodologia anteriormente mencionada.

Los extractos de albahaca y orégano frescos fueron preparados a partir de hojas que
se secaron a temperatura ambiente para que perdieran agua. La humedad de dichas
hojas se monitoreaba cada 24 horas en termobalanza hasta que llegaran a un valor

menor a 80% y se preparo el extracto con la metodologia anteriormente mencionada.

Figura 21. Diagrama de preparacion de extracto acuoso de especias
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3.6 Pruebas de sensibilidad a extractos acuosos de especias

Se crecieron las cepas durante 24 horas a 37°C en caldo BHI y se tomaron 100uL de la
suspension bacteriana y se inoculé una caja con agar para antibiéticos. Posteriormente
se realizaron pocillos de aproximadamente 5mm en el agar y se colocaron 50uL de
extracto acuoso a diferentes concentraciones en cada uno de ellos. En caja se coloco
un pocillo en el centro con 50uL de agua destilada estéril como control negativo. Las
cajas se incubaron a 37°C durante 24 horas y transcurrido este tiempo se midieron los

halos de inhibicién observados.

Figura 22 Esquema de la prueba de sensibilidad a extractos en medio sélido
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Se realizaron diluciones de los extractos para obtener soluciones con concentraciones
de 75, 50 y 25% respectivamente con caldo BHI. Tubos con 3mL de dichas soluciones
fueron inoculados con 10° células/mL de cepa con 24 horas de crecimiento. Se
colocaron tubos con 3mL de diluciones de los extractos con BHI sin inoculo como
controles negativos. Los tubos fueron incubados durante 24 horas a 37°C.
Posteriormente al periodo de incubacion se midié la absorbancia de los tubos por
medio de un densitdmetro para obtener el nUmero de McFarland para después calcular
la cantidad de células presentes en la suspension.

Figura 23. Esquema de la prueba de sensibilidad a extractos en medio liquido
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Capitulo 4. RESULTADOS

4.1 Aislamiento vy purificacion

Al realizar tinciones de Gram se observé que el tipo de bacterias aisladas fueron
Gram positivas. Cada cepa se obtuvo de una muestra diferente, debido a que el
crecimiento en las cajas no presentaba mas de un tipo de colonias. Algunas de estas
bacterias fueron inhibidas por la vancomicina y fueron eliminadas, mientras que las
bacterias que sobrevivieron al agregar el antibiético se consideraron resistentes
(Heshey Medical Center, 2006) y se conservaron. La morfologia microbiana de la cepa
pura era muy importante, ya que el antibiético de interés solamente actia contra Gram

positivos.

En la Tabla 12 se muestra la procedencia de los quesos muestreados, tanto la
variedad de queso como el establecimiento donde se adquiri6. También se pueden

observar las bacterias seleccionadas.

Tabla 12. Resultados del aislamiento de bacterias, su procedencia y seleccion

Cdédigo | Tipo de queso Procedencia Presencia de | Resistencia a
bacterias vancomicina
Gram positivas
1 Cotija Tianguis Bosques del Valle Sl NO
(Coacalco)
2 Cotija Tianguis Bosques del Valle Sl NO
(Coacalco)
3 Panela Tianguis Bosques del Valle Sl NO
(Coacalco)
A Parmesano Kraft Sl NO
B Panela Cafeteria “Tultitlan” Sl NO
C Oaxaca Lala Sl NO
D Oaxaca Cafeteria “Tultitlan” Sl Sl
E Oaxaca Cafeteria Coacalco Sl Sl
F Oaxaca Casa San Juan (Tultitlan) SI SI
G Oaxaca Mercado “Villa de las flores” Sl Sl
(Coacalco)
H Botanero Casa San Juan (Tultitlan) Sl Sl
I Botanero  con | Casa lactea “Teya” (Tultitlan) Sl Sl
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chile
J Oaxaca Casa lactea “Teya” (Tultitlan) Sl Sl
K Panela Mercado “Villa de las flores” Sl Sl
(Coacalco)
L Ranchero Casa San Juan (Tultitlan) Sl Sl
M Botanero  con | Casa lactea “Teya” (Tultitlan) Sl Sl
chipotle
N Panela Mercado “Villa de las flores” Sl Sl
(Coacalco)
N De Morral Mercado “Villa de las flores” Sl SI
(Coacalco)
0] Gouda Mercado “Villa de las flores” Sl Sl
(Coacalco)
P Cotija Mercado “Villa de las flores” Sl Sl
(Coacalco)
Q Manchego Mercado “Villa de las flores” SI NO
(Coacalco)
Canasto Mercado “Villa de las flores” Sl SI
(Coacalco)
S Panela Producido en Coyoacan con Sl Sl
leche de Casa Lactea “Teya”
(Tultitlan)
T Panela Marca “La villita” Sl Sl
(Rayado)
U Manchego Casa San Juan (Tultitlan) Sl Sl
V Oaxaca Frankly Sl Sl
w Manchego Establo San Miguel Sl Sl
X Cotija Establo San Miguel Sl Sl
Y Oaxaca Artesanal comercializado en SI SI
Mega Comercial Mexicana
Coacalco
z Asadero Marca “Aguascalientes” Sl NO

4.2 Prueba de sensibilidad a antibi6ticos

Como se menciond en el capitulo 3, las cepas se sometieron a una prueba de
sensibilidad a antibioticos, por lo que en la tabla 13 se presentan los resultados del
antibiograma, observandose la suma de los antibiéticos a los cuales fueron total y

medianamente resistentes, incluyendo a la vancomicina.
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Tabla 13. Antibiograma de las cepas resistentes a vancomicina

Cepa | Peni | Peflo | CXM CTX SXT | Amp | Eritr | Clor | Diclo | Gent | TE | CAZ | Total
D S R S S S S S S R S S S 3
R R S S S S S R R I S R 7
R R R R R R S S R I R R 11
R R S S R S S S R S S R 6
R R S S R S S I R S S R 7
R R S S R S S S R I S R 7
R R S R R R S S R I S R 9
R R S R R S S R R S S S 7
R R S S R S S R R S S S 6
R R S S R S S R R S S S 6
R R S S R S S S R I S R 7
R R S S R S S S R I S R 7
0] I S S S S S S S S S S S 2
I R S S R S S S R S S R 6
R S S S S S S S S S S S S 1
S S S S S S S S S S S S S 1
T R S S S S S S S S S S 2
u R R S S S S S S R S S S 4
R R S S R R S I R S I R 9
R R S S R S S S R I R R 8
R R R R R R S S R I R R 11
R R S S R S S I I R R I 9

Referencias:

Resistente (R): Sin halo de inhibicion

Intermedia (I): La CMI del antibiético no es la suficiente para inhibir por completo al microorganismo, ain es

sensible al agente, sin embargo puede desarrollar por completo la resistencia.

Sensible (S): La CMI del antibiético es suficiente para inhibir al microorganismo
Cepas en color verde: Se descartaron ya que fueron sensibles a menos de 5 antibiéticos probados

4.3 Identificacion bioguimica

La tabla 14 muestran los resultados de las pruebas bioquimicas, mientras que en la

tabla 15 se muestran el género y la especie de las bacterias caracterizadas de las

bacterias resistentes a 5 0 mas antibioticos incluyendo vancomicina
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Tabla 14. Resultados de las pruebas bioquimicas

Prueba |[E|F|{G|H|I|J|K|LIM|N|N|P|V|IW|[X]|Y
Esc S A I N B I I R R I N S B 3
Cat -+ + + + -+
Coag + | - - + -+ -

Arb - |- - - - - -

Fru + |+ + + + [+ -

Gal -+ - + - -]+

Glu S O O e I I O O I I I O B
Inu - + |+ + 4+ - |-+ +] -+ |+
Lac + -+ |+ |+ |-+ ||+ |+ |+ -+ +]|+]+
Mal + |+ + + + |+ |+

Mnl S e e e T I I I B e e R
Mno - - - + + | -

Raf T e I e R I T O S A i I S
Sac + |+ + + + |+ |+

Sal - -+ -]+ +| - |-]-]-|-]+/]+]|+
Srb + -+ -+ - + |+ |+
Tre +| - - -+ + |+ [ - - -+ + | +]+

Hemo |y Y Y Y riy|r
NO, - - - + - -]+
Orn + | - - - -+ -

RM I T T S 3 N ISR IS (R IR I R e
Ure - |+ - + + |+ |-
VP e I I R i A T T O I A I R S 3 2

Referencias:

Esc: Hidrdlisis de esculina; Cat: Catalasa; Coag: Coagulasa; Arb: Oxidacion de alabinosa; Fru: Oxidacidn de fructosa;
Gal: Oxidacién de galactosa ; Glu: Oxidacidn de glucosa ; Inu: Oxidacidon de inulina ; Lac: Oxidacion de lactosa ; Mal:
Oxidacion de maltosa ; Mnl: Oxidacién de manitol; Mno: Oxidacion de manosa ; Raf: Oxidacion de rafinosa; Sac:
Oxidacion de sacarosa; Srb: Oxidacidén de sorbato; Tre: Oxidacidén de trehalosa; Hemo: Hidrodlisis de hemoglobina;
NO,:Reduccion de nitrato; Orn: Presencia de ornitina descarboxilasa; RM: Produccidn de acidos; Ure: Presencia de
ureasa; VP: Produccién de acetoina.

Tabla 15. Género y especie de las cepas aisladas

Q)
0]
o
)

Identidad del microorganismo
Streptococcus porcinus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus salivarius
Streptococcus mitis
Staphylococcus auricularis
Streptococcus salivarius
Streptococcus mutans

m|x|e|~|T(e|mm

64



Staphylococcus aureus
Streptococcus thermophilus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
Staphylococcus haemolyticus
Streptococcus porcinus
Streptococcus mutans
Streptococcus mutans

<|x|s|<|v|z{z|z

4.4 Curva dosis-respuesta a vancomicina en el crecimiento

En la grafica 1 se muestra la curva de crecimiento de las cepas en presencia del
antibiético vancomicina, resaltando que el crecimiento de las cepas es heterogéneo,
mientras que la resistencia al antibiotico, hasta la concentracion mas alta, la presentan

practicamente todas las cepas (87.5%)

Grafica 1. Curva de crecimiento de las cepas en vancomicina
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Como se puede observar en la grafica numero 1 la cepa “V” es la menos resistente,
mientras que la cepa “N” se ve inhibida a altas concentraciones de vancomicina. Esta
tendencia se presenta nuevamente al realizar la prueba en medio sélido (Grafica 2), lo

cual confirma lo antes mencionado.

Grafica 2 Prueba de difusion en agar de vancomicina
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4.5 Preparacién de los extractos acuosos de especias

En la Tabla 16 se muestran los datos obtenidos de la humedad de las especias y las

cantidades calculadas de agua y especia de la preparacion de los extractos acuosos
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Tabla 16. Datos de la preparacion de extractos.

Especia Humedad Peso Agua agregada
Ajo fresco 59.97 % 150 g 150 mL
Ajo McCormick 4,64 % 62.96 g 237.04 mL
Albahaca fresca 78.16 % 274.93 g 25.07 mL
Albahaca 5,40 % 63.47 g 236.53 mL
McCormick

Comino fresco 48.15 % 1158 ¢ 184.2 mL
Comino 4,96 % 63.18 g 238.82 mL
McCormick

Oregano fresco 11.85 % 213.3 9 86.7 mL
Oregano 5.06 % 63.24 ¢ 236.76 mL
McCormick

Pimienta fresca 20.53 % 73.56 g 225.44 mL
Pimienta 4.88 % 63.12 g 236.88 mL
McCormick

4.6 Pruebas de sensibilidad a extractos acuosos de especias

4.6.1 Ajo fresco: Diferentes valores de pH

En las graficas 3, 4 y 5 se demuestra el comportamiento de las cepas en medio sélido
frente a los extractos de ajo a diferentes pH. Claramente se puede ver una disminucion
en la actividad antimicrobiana al aumentar la alcalinidad. También se puede observar
gue el pH no inhibe el crecimiento, debido a que la concentracion 0% no presentd

inhibicion.

Esta misma tendencia se presenta nuevamente en medio liquido, representadas en las
graficas 6, 7 y 8. El crecimiento de bacterias en medio liquido no se ve inhibido
totalmente, mientras que en medio solido se observa un halo de inhibicion igual al de

bacterias inhibidas totalmente.
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Grafica 3. Comportamiento de las cepas en medio soélido a extracto de ajo fresco pH 4
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Grafica 4. Comportamiento de las cepas en medio sélido a extracto de ajo fresco pH 7
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Grafica 5. Comportamiento de las cepas en medio sélido a extracto de ajo fresco pH 10
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Gréfica 6. Comportamiento de las cepas en medio liquido a extracto de ajo fresco pH 4
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Grafica 7. Comportamiento de las cepas en medio liquido a extracto de ajo fresco pH 7
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Gréfica 8. Comportamiento de las cepas en medio liquido a extracto de ajo fresco pH 10

Concentracion de celulas (x102 celulas/mL)

7

[e)]

0%

25% 50%

Concentracion de extracto

70




4.6.2 Otras especias frescas y procesadas

En las tablas 17,18, 19, 20 y 21 se presentan los datos en centimetros del diametro del
halo de inhibicién. En la tabla 17 se puede observar un mayor tamafio de halo en el
extracto de ajo fresco en comparacion con el realizado de ajo procesado, asi como
también si la concentracion del extracto disminuye, el diametro también, de manera no
proporcional, hasta un punto en que la inhibicibn decrece drasticamente. Estas

tendencias se presentan nuevamente en las otras especias.

Tabla 17. Tamafo del halo de inhibiciébn en cm de extracto de AJO fresco y procesado

a diferentes concentraciones para cada cepa

Cepa 0% 25% 50% 75% 100%

C FIPIF|P|F|P|F]|P
E 0 25037113815 4 |18
F 0 15/0 (28| 0 |28 0 |28| 0
G 0 210|251/ 0 | 3]0 ]|31]|1
H 0 22|10 1(32113|35(16|35]1.9
I 0 151122112 3 |[15|34 |21
J 0 210124 0 [25(09(28|09
K 0 25|10 (33|12| 4 (14| 4 |16
L 0 25(01(35(09(38(1238|15
M 0 2410 (31, 0 |36 1 |3.7]13
N 0 15/0(23, 0| 3|0 (320
N 0 0| 0(23| 0| 3 ]09|33|12
P 0 2 1025|0926 1 | 3 |12
Vv 0 2103|032, 01(34|0
w 0 2102410 (26| 0 |28| 0
X 0 210|260 (31| 0 |31|0
Y 0 23|/ 0133 0 |36 0| 4 |1

C=Control; F= Especia fresca; P= Especia procesada
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Tabla 18. Tamafio del halo de inhibiciébn en cm de extracto de ALBAHACA fresco y

procesado a diferentes concentraciones para cada cepa

Cepa | 0% | 25% | 50% | 75% | 100%
C |F[P|F[P|F[P|F]P

E 0 |09]o0|13]0[2]024]1
F 0 |13]/0 150 [18]0 2|1
G 0 |ojojo]ojofo]o]o
H 0 |o|ofo9]o0 120 22]1
| 0 |ojo|o]ojo7[o][1]0
J 0 |ojojo]o[1]0o12]0
K 0 |ojojofo]ofof11]0
L 0 |o|ofo]o[14a]1]16]1
M 0 |o]of12]o0f16/0]2]0
N 0 |o]jo|o]o12]0]15]0
N 0 |o]jo|o]of12]0]15]0
P 0 |o0]o0|12]07[13]1 |21]1
Y 0 |ojo|o]ojoolo][1]0
W 0 |ojojofo[1]0of11]0
X 0 |ojo|o]o|[o|o0oo9]0
Y 0 |o|o|1]o0|12]0]14]0

C=Control; F= Especia fresca; P= Especia procesada

Tabla 19. Tamafio del halo de inhibicidn en cm de extracto de COMINO fresco y

procesado a diferentes concentraciones para cada cepa

Cepa | 0% 25% 50% 75% 100%

C F | P F P F|IP|F|P
E 0 O[O0 |16 |17 |26|23| 4 |31
F 0 0O 0 0 |07] O 1 0
G 0 O[O0 |08 O 1 101]12| 0
H 0 0] 0 0 0 |12 0 (21] 1
I 0 0] 0 0 0 0| 0 ([08] 0
J 0 0O 0 O |109] 0 (13 O
K 0 0|l 008 0 (1.2] 0 |16 O
L 0 O[O0 |07 O 110 1]15|0




M 0 o|lo]| o o |os| o |11]| o0
N 0 o|lof| o 0 |09l o0o|1]0O
N 0 0o|l0] O 0 [16| 0 |[23]0.8
P 0 o|lof| o olo|o|]o0ofoO
V 0 o[lofo6| 0 |09] 0 f|16]|0O0
W 0 o|lof| o 0 |08 0 |12 0
X 0 oo 1 o|l1]0|11]o0
Y 0 o|lof| o 0 |07] 0 [11| 0

C=Control; F= Especia fresca; P= Especia procesada

Tabla 20. Tamafio del halo de inhibicién en cm de extracto de OREGANO fresco y

procesado a diferentes concentraciones para cada cepa

Cepa | 0% 25% 50% 75% 100%

C FIlP|F|P|F|P|F|P
E 0 oo |11|11]15|15] 2| 2
F 0 olo|lo|o0]|12]|12]14(16
G 0 oo 0 (12| 1 [16](13
H 0 1|1 [13|12]16|15[24](19
| 0 olo|o|lo]|]o0o|O0 /14|12
J 0 oo ]| 10814 1 [22]|14
K 0 oflo|lo|o0]|12]12]|16]14
L 0 oflof|1]|1]15]|16] 2 |21
M 0 1 |11f12|13[16|13[19](15
N 0 0| o0 ]o08|08[12|12]14]|14
N 0 0| 0]09|08|11[|11]|14]|1.4
P 0 09 1 (12| 1 [12]13]15]|16
V 0 oflo|lo|o0o[|11] 1 |14(23
W 0 olo|o|[o0o]| 1] 09]15(11
X 0 olo|o|lo0o]|1](12]14]13
Y 0 olo|lo|o0]|14]|11]2116

C=Control; F= Especia fresca; P= Especia procesada
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Tabla 21. Tamafo del halo de inhibiciébn en cm de extracto de PIMIENTA fresco y

procesado a diferentes concentraciones para cada cepa

Cepa 0% 25% 50% 75% 100%
C

<[X|S|<|T|ZzZ|Z||X|<|—|ZT|O[T|m
elfeolieol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol o] N ol No)
OO 0|0 O0|O0O|O0O|O0|O0|O0|lO0|Oo|Oo|lo|o|lo T
elleol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol Nl Bav)
elleolieol ol ol o]l ol ol ol ol o] ol lollo] Nol Nol Ry
elleol ol leollol ol ol ol ol ol ol o]l ol ol ol Nl Bav)
elfeolieol ol ol ol ol ol ol ol o] ol ol o] Nol Nol Bay|
elleol ol ollol ol ol ol ol ol ol ol ol ol ol Nl Bav)
OO 0|0 O0|O0O|O0O|O0|O0|O0|lO0|Oo|o|lo|lo|lo T
elfeolieol ol ol ol ol ol ol ol o] ol lollo] Nol Nol Bav)

C=Control; F= Especia fresca; P= Especia procesada

Como se observé en las graficas anteriores, los extractos realizados a partir de
especias procesadas generalmente presentan un menor efecto inhibitorio en
comparacion con los realizados de especias frescas. También se puede observar que
algunas cepas son mucho mas resistentes que otras pero en general presentan la

misma tendencia.

Por otra parte, los comportamientos en medio liquido de cada cepa se presentan de las
graficas 22 a 37. Se puede observar como reaccionaron cada una de las cepas de
trabajo, sin embargo, la tendencia de las graficas es similar, al ser inhibidas de manera

parecida por los distintos tipos de especias y tratamientos térmicos.
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Tabla 22. Comportamiento de la cepa “E” (Streptococcus porcinus) frente a extracto de

especias
2.5
=0
E == Ajo Fresco
(7]
§ 2 9= Ajo McCormick
[
eg == Albahaca fresca
-
=15 X~ Albahaca McCormick
w
§ X Comino fresco
]
M 1 O Comino McCormick
o
S = Oregano fresco
o
g 05 = 0regano McCormick
c 0.
§ === Pimienta fresca
]
© «=0==Pimienta McCormick
0
0% 25% 50% 75%

Tabla 23. Comportamiento de la cepa “F” (Staphylococcus aureus) frente a extracto de

especias
4.5 -

;'E 4 == Ajo Fresco
§ 35 1 9= Ajo McCormick
[]
y 3 == Albahaca fresca
X
825 X~ Albahaca McCormick
E
8 o2 . X Comino fresco
3
815 - O Comino McCormick
.E . == (Qregano fresco
[
§ 0.5 - = 0regano McCormick

0 =—=Pimienta fresca

0% 25% 50% 75% ==0==Pimienta McCormick

Concentracion de extracto
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Tabla 24. Comportamiento de la cepa “G” (Staphylococcus epidermis) frente a extracto

de especias

Concentracion de celulas (x108 celulas/mL)

== Ajo Fresco

P

Q\ ¥ Ajo McCormick
S,
QO == Albahaca fresca
N X Albahaca McCormick
X Comino fresco
O Comino McCormick
=== Qregano fresco
= 0regano McCormick

=—==Pimienta fresca

0%

25% 50% 75% ==0==Pimienta McCormick

Concentracion de extracto

Tabla 25. Comportamiento de la cepa “H” (Streptococcus salivarius) frente a extracto

de especias

Concentracion de celulas (x102 celulas/mL)

2.5

1.5

0.5

=— Ajo Fresco
9= Ajo McCormick

== Albahaca fresca
X Albahaca McCormick
X Comino fresco

O Comino McCormick

=== Qregano fresco
= Q0regano McCormick

=—==Pimienta fresca

0%

25% 50% 75% === Pimienta McCormick

Concentracion de extracto
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Tabla 26. Comportamiento de la cepa “I” (Streptococcus mitis) frente a extracto de

especias
7 -
:75; 6 1 == Ajo Fresco
':3 9= Ajo McCormick
85 -
=) == Albahaca fresca
:;—4 i X~ Albahaca McCormick
E 3 - X Comino fresco
S O Comino McCormick
g 2 === Qregano fresco
§ 1 - = 0regano McCormick
==—==Pimienta fresca
° 0% 25% 50% 75% | ==¢==Pimienta McCormick
Concentracion de extracto
Tabla 27. Comportamiento de la cepa “J” (Staphylococcus auricularis) frente a extracto
de especias
3
EE‘ 55 == Ajo Fresco
% 9= Ajo McCormick
°§ 2 —#— Albahaca fresca
:_:; X~ Albahaca McCormick
315 _
8 X Comino fresco
é 1 O Comino McCormick
% === Qregano fresco
§ 0.5 = 0regano McCormick
0 === Pimienta fresca

0%

25% 50% 75% == Pimienta McCormick

Concentracion de extracto
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Tabla 28.

Comportamiento de la cepa “K” (Streptococcus salivarius) frente a extracto de

especias

Concentracion de celulas (x102 celulas/mL)

2.5

1.5

0.5

0%

25% 50%
Concentracion de extracto

75%

=— Ajo Fresco
9= Ajo McCormick
== Albahaca fresca
X~ Albahaca McCormick
X Comino fresco
O Comino McCormick
=== Qregano fresco
= 0regano McCormick
==—==Pimienta fresca

=== Pimienta McCormick

Tabla 29. Comportamiento de la cepa “L” (Streptococcus mutans) frente a extracto de

especias

Concentracion de celulas (x108 celulas/mL)

1.8
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=—==Pimienta fresca

=== Pimienta McCormick
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Tabla 30. Comportamiento de la cepa “M” (Staphylococcus aureus) frente a extracto de

especias
3.5 - "

;"E 3 == Ajo Fresco
% 25 - ¥ Ajo McCormick
‘é . == Albahaca fresca
E; 2 1 X Albahaca McCormick
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Tabla 31. Comportamiento de la cepa “N” (Streptococcus thermophilus) frente a

extracto de especias

6 -
X
- > X .
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S $ X
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Tabla 32

. Comportamiento de la cepa “N” (Staphylococcus epidermis) frente a extracto

de especias
45 -
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0 . X
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Tabla 33. Comportamiento de la cepa “P” (Staphylococcus aureus) frente a extracto de
especias
6 -
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Tabla 34. Comportamiento de la cepa “V” (Staphylococcus haemolyticus) frente a

extracto de especias

5 -
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Tabla 35. Comportamiento de la cepa “W” (Streptococcus porcinus) frente a extracto de

especias

Concentracion de celulas (x108 celulas/mL)
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Tabla 36. Comportamiento de la cepa “X” (Streptococcus mutans) frente a extracto de

especias
7 -
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Tabla 37. Comportamiento de la cepa “Y” (Streptococcus mutans) frente a extracto de

especias
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Capitulo 5. DISCUSION

Como se observa en la tabla 12, se obtuvieron bacterias Gram positivas de cada una
de las 30 muestras analizadas y 22 de ellas (73.33% de las cepas totales) presentaron
resistencia a la vancomicina, lo cual es equivalente al. Asi también, 20 cepas son de
guesos de origen artesanal y solamente 2 de marcas comerciales lo cual equivale al
90.9% y 9.1% respectivamente de las bacterias resistentes aisladas. Esto indica que si
existe una diferencia sanitaria notable en la produccion y manejo de dichos quesos.

Eso probablemente se pueda extrapolar a la cantidad de bacterias Gram negativas.

En la tabla 13 se muestran los antibiogramas de las 22 cepas. Todas las cepas fueron
sensibles a eritromicina, mientras que la mayoria fueron resistentes a penicilina,
peflotaxima, y/o dicloxicilina. Solamente 16 cepas fueron resistentes a mas de 5
antibidticos, lo cual es un 72.72% de las cepas resistente a vancomicina y 53.33% de
las muestras analizadas. Este dato es muy alto y alarmante, sin embargo se esperaba
un porcentaje mayor, debido a que la vancomicina es aceptada en Meéxico como
promotor de crecimiento, ademas es muy comuin su uso en animales y por lo tanto

también su resistencia.

Una vez que se obtuvieron cepas resistentes, se procedié a la identificacién de las
mismas, ya que es necesario para poder suponer cual fue la procedencia / fuente de
contaminacién de la cepa en el producto. Se pueden resumir las fuentes de

contaminacion en 2 grandes rubros, los cuales son:

Malas practicas de manufactura: Todos los procesos hasta la obtencién del
alimento terminado que se pueden mejorar (ej. Implementando Buenas Practicas

de Manufactura) para contribuir a obtener un producto con una mejor calidad.

Contaminacion post-proceso: Manejo inadecuado del alimento que provoca que

disminuya la calidad microbioldgica, fisica y/o quimica del producto
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La tabla 22 presenta una hipotesis de la contaminacion de las bacteria en el queso,

dependiendo de su género y especie identificada.

Tabla 22. Género y especie de las bacterias aisladas y su probable fuente de

contaminacion

Cepa | Nombre Hipotesis de contaminacion

E | Streptococcus porcinus Malas précticas de manufactura

F | Staphylococcus aureus Malas préacticas de manufactura, Contaminacion
post-proceso

G | Staphylococcus epidermidis Contaminacién post-proceso

H | Streptococcus salivarius Malas practicas de manufactura, Contaminacion
post-proceso

I Streptococcus mitis Contaminacién post-proceso

J Staphylococcus auricularis Contaminacién post-proceso

K | Streptococcus salivarius Malas préacticas de manufactura, Contaminacion
post-proceso

L Streptococcus mutans Contaminacién post-proceso

M | Staphylococcus aureus Malas préacticas de manufactura, Contaminacion
post-proceso

N | Streptococcus thermophilus Malas préacticas de manufactura

N | Staphylococcus epidermidis Contaminacién post-proceso

P | Staphylococcus aureus Malas préacticas de manufactura, Contaminacion
post-proceso

V | Staphylococcus haemolyticus | Malas practicas de manufactura, Contaminacion
post-proceso

W | Streptococcus porcinus Malas préacticas de manufactura

X | Streptococcus mutans Contaminacién post-proceso

Y | Streptococcus mutans Contaminacién post-proceso

Se identificaron varias cepas de la misma especie, entonces se podria sugerir realizar
una tipificacion. Es posible afirmar que no son las mismas bacterias, ya que se aislaron
de diferentes muestras de diferentes establecimientos (Tabla 12), ademas de que

presentan resistencia a diferentes antibiéticos (Tabla 13).

Cualquiera que sea la causa, el manejo rudimentario, ya sea en la crianza, engorda y
mantenimiento del animal productor, en la colecta y manejo de la materia prima, la
produccion del queso, su manejo posterior, almacenamiento, etc, son las causas

principales de contaminaciéon de los productos, ya que no se fabrican con las
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condiciones e instalaciones apropiadas y el productor trata de disminuir los costos de

cualguier manera, aunque sea utilizando sustancias no aprobadas en México.

Esto se deberia de regular y vigilar con mayor rigor, ya que la normatividad, tanto
nacional como internacional existe, sin embargo no se cumple en dichos
establecimientos. Por ejemplo, en Dinamarca, el uso de avoparcina en el ganado fue
prohibido en 1995 y se observo una reduccién del 60% a menos del 5% de cepas
resistentes a dicho antibiotico en el 2000. Otro ejemplo en el mismo pais en la
virgamicina, ya que en el mismo periodo de tiempo, su resistencia disminuy6 del 65% al
30% (Aarestrup et al, 2001).

En México es escasa la informacion para poder analizar el impacto del uso inapropiado
de antibidticos en términos econdémicos, de salud y de riesgo sanitario. La creciente
resistencia a antibidticos en bacterias patdégenas causantes de infeccibn o
intoxicaciones comunitarias e intrahospitalarias es el problema mas reportado en

México relacionado con el uso inapropiado de los farmacos (Dreses, A. et al, 2008).

Cabe resaltar un factor de contaminacion del producto final, el manejo del
comercializador y del consumidor final, ya que los instrumentos o utensilios con los que
corta, rebana, raya, etc el alimento para su venta o consumo pueden estar mal lavados
0 provocar una contaminacioén cruzada por haber cortado algo distinto antes sin
haberlo lavado adecuadamente. Esto provoca la presencia de células de nuevas cepas
de diversos origenes en el alimento, las cuales pueden sobrevivir y reproducirse. Por el
origen del alimento del cual se aislo la cepa, se podria decir que “V” es un ejemplo de
contaminacion cruzada, ya que el queso es una marca comercial el cual fue rayado en
el establecimiento de comercializacion para su venta, siendo asi el instrumento o la

manipulacion del personal las posibles vias.

Catorce de las 16 cepas encontradas fueron resistentes a una concentracion muy alta
de vancomicina (= 1000 mg/mL) y no se observa una disminucion en la concentracion
de células ni presencia de halo de inhibicion. La cepa “N” fue afectada bruscamente a

la concentracion mas alta (88% de reduccion), mientras que la cepa “V” fue afectada
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desde la primer concentracion (70% de reduccion) y fue inhibida totalmente a 600

mg/mL.

Las cepas N y X son las mas sensibles a vancomicina, sin embargo, no dejan de
mostrar cierto grado de resistencia. Esto se puede observar claramente en la Grafica 2,
donde solamente se presentdé un halo de inhibicién en dichas cepas. En concordancia
con la Grafica 1, la cepa X fue la mas sensible, ya que presenté un halo de inhibicién
en medio sélido y disminuy6é la cantidad de células en medio liquido desde la
concentracion mas baja. La cepa N en caldo no mostré afectado su crecimiento a
600mg/mL de vancomicina, sin embargo, en medio solido si hubo un halo de inhibicion.
Esto se puede explicar a que en medio sdlido las células son inhibidas en un espacio
fisico que ocasiona que las células estén inmoviles, por lo que los lugares sin
crecimiento inicial quedara vacio, mientras que en medio liquido todas las células estan
moéviles y pueden aprovechar todos los nutrientes, por lo que crecen homogéneamente

en toda la dispersion.

Todas las cepas encontradas resistentes a vancomicina y multiresistentes a antibioticos
tienen concentraciones minimas inhibitorias (MIC) muy altas y, por este factor, son tan
peligrosas como bacterias encontradas en casos clinicos en humanos terminales o muy
probleméticos, tales como los VRSA en Michigan, USA en 2002 y 2004 donde su MIC
fue de 1024 mg/mL y 256 mg/mL respectivamente; Pensilvania, USA en 2004 donde su
MIC fue 64 mg/mL y otros de los cuales no se determiné su MIC (Appelbaum, P.,
2006).

Como un método alternativo para la destruccion de las cepas multiresistentes a
antibidticos, se probaron especias que se utilizan en alimentos. Se prepararon
extractos acuosos, debido a que la preparacion de los alimentos se desarrolla
practicamente en medio acuoso, a pesar que no es el medio mas favorable para la

extraccién y disolucion de los agentes antimicrobianos de las especias.

Como se puede observar en la tabla 16, la humedad de las especias es un factor
importante para que al momento de la preparacibn se agregue una determinada

cantidad de agua, para lograr que los extractos preparados contenga la misma cantidad
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de sdlidos iniciales y asi eliminar un error sistematico. Esto puede afectar el resultado,
aunque los compuestos antimicrobianos no son los mismos, y no se encuentren en la
misma cantidad en las diferentes especias. Se estandarizé el porcentaje de soélidos
agregados con el fin de comparacion.

El pH es un factor importante, ya que algunos de los compuestos antimicrobianos
pueden degradarse o precipitarse, esto dependera de su estructura quimica, tal como
la alicina en ajo, lo cual se puede observar claramente en las graficas 3 a la 8. En
medio solido y medio liquido se presentd la misma tendencia la cual fue una mayor
inhibicién en pH 4 respecto a pH 7 y esta a su vez mayor a pH 10. Cabe resaltar que no
presentd inhibicion alguna frente a ninguna cepa, por lo que hace pensar que las
moléculas de alicina fueron degradadas parcialmente a pH 7 y totalmente a pH 10,
siendo pH 4 la condicion fisica mas viable probada en medio liquido para la
conservacion del compuesto antimicrobiano en el experimento. De todas las especias y
Sus respectivos compuestos antimicrobianos probados, la alicina del ajo es la mas
sensible por su estructura quimica, por lo que la condicidn fisica del pH 4 fue utilizada

para todas las especias.

Como se puede observar en las tablas 17, 18, 19 y 20, el proceso de conservacion
como afecta las propiedades antimicrobianas, ya que disminuyen su capacidad
inhibitoria. Otro factor importante es el solvente con el que se realizé la extraccion de
los compuestos antimicrobianos, ya que la pimienta contiene piperina, la cual es
insoluble en disolventes muy polares como el agua (Cabello, M., 2009) y por lo tanto, la
capacidad inhibitoria del extracto acuoso de dicha especia tanto fresca como comercial

fue nula, como se observa en la tabla 21.

La cepa “P” fue la mas resistente al extracto de comino y al ajo, mientras que la cepa
“G” al extracto de albahaca, la cepa “I” a orégano y la pimienta no presento inhibicion

alguna.

La cepa “E” fue la mas sensible al extracto de ajo, albahaca y comino, mientras que la

cepa “H” al extracto de orégano.

El efecto de la dilucién de los extractos se puede resumir en 3 tipos de tendencias:
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1. Una clara disminucion en la inhibiciébn de los microorganismos al reducir la
concentracion de extracto.
Un aumento brusco de la inhibiciéon en alguna concentracion.

3. Lainhibicién es nula o muy similar en 2 0 mas concentraciones.

La primer tendencia la presentan cepas como “E” y “Y” en los extractos de ajo,
albahaca, comino y orégano frescos, asi como la cepa “P” en orégano fresco. Esto
puede significar que una concentracion minima de las sustancias presentes en las
especias es suficiente para inhibirlas, y si estos compuestos aumentan en

concentracion destruyen mas células por ser estas muy sensibles.

La tendencia numero 2 la presentan las cepas “N” en los extractos de ajo y comino
fresco y “H” en orégano fresco. Este comportamiento se debe a que las bacterias no
son sensibles a concentraciones muy bajas de los antimicrobianos presentes y al

aumentar ésta, las bacterias no son capaces de reproducirse y mueren.

El mejor ejemplo para representar a la tercera tendencia es la cepa “X” en los extractos
de albahaca fresca, y se debe a que la cepa solamente es sensible a cierta
concentracion de los antimicrobianos, fuera de los cuales la bacteria podria activar
algun tipo de enzima o adoptar algiin comportamiento el cual disminuya la actividad de

los compuestos.

La cepa “F” es un buen ejemplo para visualizar que una cepa puede presentar
tendencias diferentes en los distintos extractos, ya que las especias con las que se
prepararon son distintas; por lo tanto, no contienen los mismos compuestos que causan
la inhibicion provocando que la bacteria no se comporte de manera similar, debido a
gue puede ser sensible o resistente al conjunto de compuestos en una especia y a los

de las otras no.

En la grafica 38 se comparan los promedios de las inhibiciones de todas las cepas por
los extractos de especias. En ella se observa claramente la diferencia en el efecto
antimicrobiano de los extractos acuosos de las especias, siendo asi el ajo el que tiene
mayor efectividad, seguido del orégano, posteriormente el comino, después la albahaca

y al tltimo, con una actividad muy baja, la pimienta.
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Grafica 38. Promedio de la inhibicion de las cepas de las especias
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En la grafica anterior podemos ver que el ajo tanto en forma fresca y procesada inhibio

el 96.61% de la totalidad de las cepas, que comparado a el ajo procesado, es 37.07%

mas efectivo. En la tabla 23 se comparan las inhibiciones relativas de los extractos de

especias frescas con el ajo fresco y los extractos de especias procesadas con su

respectivo extracto fresco.

Tabla 23. Comparacién de las inhibiciones de las especias frescas y procesadas

Inhibicion Disminucion de inhibicion
Ajo fresco 100 %
Ajo procesado 37.39 %
Albahaca fresca 41.78 %
Albahaca procesada 70.52 %
Comino fresco 61.31 %
Comino procesado 71.49 %
Orégano fresco 76.87 %
Orégano procesado 14.98 %
Pimienta fresca 11.32 %
Pimienta procesada 40.04 %

89




Analizando las graficas de todas las cepas se ve claramente que las tendencias que
tienen los extractos de especias procesadas son muy similares a las de especias
frescas, la diferencia es que tiene menor capacidad de inhibicion, debido
probablemente a que los compuestos antimicrobianos son termolabiles, por lo que la
concentracion de estos en el producto es menor que en su forma fresca. Por lo tanto, al
preparar los extractos con la misma cantidad inicial de solidos totales se puede

comparar dicho dato.

Basados en los datos de multiresistencia a antibidticos (tabla 13), la resistencia a
vancomicina (gréfica 1) y la sensibilidad a las especias analizadas (graficas 22 a 37) las

bacterias aisladas podrian dividirse en 3 grupos:

e Cepas potencialmente peligrosas
e Cepas potencialmente muy peligrosas

e Cepas extremadamente peligrosas

Grafica 39. Clasificacién de las bacterias aisladas por peligrosidad

H Peligroso

B Muy Peligroso

Extremadamente
Peligroso

Las cepas dentro de la clasificacion “peligrosas” son E, L, M, N y V, las cepas “muy
peligrosas” son G, H, I, K, N, P, W y Y. Las cepas “extremadamente peligrosas” son
las que tienen una menor sensibilidad a los extractos y una mayor resistencia a

antibiodticos, estas son F, Jy X.
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Capitulo 6. CONCLUSIONES

Como cualquier ser vivo, las bacterias desarrollan resistencia contra factores que
afectan su crecimiento. Tal es el caso de los antibioticos, los cuales desde su inicio no
fueron aplicados adecuadamente, lo cual provocd una rapida aparicion de dicha

resistencia.

No fue hasta los afios 90 cuando se empezaron a tomar medidas correctivas y de
‘prevencion” aunque la resistencia bacteriana a los antibiéticos fue poco tiempo

después de su introduccion al mercado (Alekshun, M., 2007).

Los productores a microescala mexicanos, por ejemplo, ganaderos con una cantidad
pequefia de vacas, cuidan su ganado con los recursos que tienen a la mano
administrando lo mas economico y accesible para obtener leche y de la misma
producir, almacenar, transportar y vender derivados lacteos. Por desgracia no siempre
cuentan con la higiene mas adecuada lo que provoca la contaminacion de los
productos con bacterias de diferentes origenes y entre ellas bacterias resistentes a

antibidticos, las cuales sobreviven en el producto y pasen al comensal.

Esta situacion deriva en la recomendacion a las autoridades competentes de tomar las
medidas necesarias para evitar estas condiciones, ya que el 53.33% de las muestras
analizadas tuvieron la presencia de bacterias resistentes a 5 0 mas antibidticos, entre

ellos la vancomicina.

Las especias tienen compuestos antimicrobianos que afectan el crecimiento de las
bacterias, incluyendo las resistentes a los antibiéticos, siendo el ajo el mas efectivo con
el 100% de inhibicion, seguido del orégano, comino, albahaca y finalmente la pimienta
con 76.87%, 61.31%, 41.79% y 11.32% de inhibicion respectivamente. Sin embargo,
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disminuyen su efectividad después de pasar por un tratamiento térmico, la cual varia

dependiendo de la especia y de la estructura molecular del compuesto antimicrobiano.

El uso de las especias en los productos lacteos, como el queso, puede ayudar a los
productores a microescala a desarrollar nuevos productos para comercializarlos y con
eso aumentar sus ventas; lo cual, aunado con el efecto antimicrobiano, una mejor
higiene y una vigilancia por parte de las autoridades competentes se podran obtener
productos con una mejor calidad e inocuidad sin representar un mayor gasto directo al

productor.

Por dltimo, se recomienda realizar estudios posteriores a las mismas bacterias
analizadas en este trabajo experimental pero utilizando otras especias y disolventes, ya
gue el agua con el que se prepararon los extractos no es el mejor disolvente para
extraer los compuestos poco polares. Ademas, efectuar estudios moleculares para
detectar la presencia de integrones, clusters o genes que confieran la resistencia a la
vancomicina o0 a otros antibiéticos y puedan o no recombinarse con otros

microorganismos.
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