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1. Resumen

En la actualidad, el rapido incremento del numero de alimentos que
presentan microorganismos con resistencia y multirresistencia a antibiéticos
acarrea problemas en el area de salud publica ya que estos
microorganismos podrian causar enfermedades o actuar como reservorios
de genes de resistencia, razén por la cual podria estarse generando un
problema que atafie tanto a las autoridades del sector salud como a los que
trabajan con alimentos. En virtud de este problema potencial es que se
decidi6 estudiar dos frutos de amplio consumo en México: manzana (Malus
domestica) y mango (Manguifera indica). En la primera parte se realizd un
muestreo de la zona epicuticular de las frutas, lavadas y sin lavar. Se
encontraron bacilos y cocos como parte de la microbiota de ambas frutas.
Curiosamente, se observd que el porcentaje de bacterias aisladas de
manzana fue cinco veces mayor que las encontradas en mango. Como
segunda parte del trabajo, se realizdé un perfil de resistencia a antibiéticos
por medio del método microbiolégico Bauer-Kirby, determinando también
asi a cuales antibidticos lo son. A las cepas a las que se les comprob6 su
multirresistencia se les identificaron por género y especie. Cabe resaltar
gue las bacterias aisladas de manzana no fueron resistentes, mientras que
el 66.67% de las aisladas del mango si, presentando una resistencia
simultanea a 12 antibiéticos. Dichas cepas fueron identificadas como
Pasteurella testudinis y Pasteurella bettyae.

En funcién de estos hallazgos, se decidid, como ultima parte, estudiar si la
manzana presentaba alguna actividad antimicrobiana sobre las bacterias
multirresistentes, realizando extractos acuosos y etandlicos de este fruto y

probandolos con las cepas multirresistentes aisladas a partir del mango.



2. Introduccién

Desde hace tiempo las enfermedades causadas por los alimentos han sido
un tema central de investigacion en el ambito de la salud, ya que al verse
relacionadas con la carencia de higiene llevaron a plantear sistemas y
modelos para el aseguramiento y mejora de la calidad de los mismos. Pero
el dia de hoy surge una nueva problematica, la de que los alimentos que
consumimos en la actualidad también son el posible origen de la presencia
de microorganismos multirresistentes a antibioticos, lo cual es un tema que
ha causado interés ya que implica hablar de si estos microorganismos tiene
la capacidad de causar enfermedades en los consumidores o de actuar

como reservorios de genes de resistencia a antibioticos.

Pero es muy interesante preguntarse qué es lo que esta sucediendo con
los alimentos, en qué alimentos si encontramos  microorganismos
multirresistentes y cuéles estan exentos, ya que al estar destinados para
su consumo principalmente en fresco, nosotros pensariamos que todos

son inocuos y aptos para dicho fin.

Por ello se decidid realizar el presente trabajo enfocdndose en frutas,
especificamente dos, tanto manzana (M. domestica) como mango (M.
indica) e intentar aislar bacterias multirresistentes a antibiéticos de dichas

frutas.



3. Marco teorico

l. Historia de los antibi6ticos

La era de los antibioéticos comienza con dos eventos importantes. El primero
fue en 1935 con el descubrimiento de los efectos curativos del colorante
rojo de Prontosil frente a las infecciones por Streptococcus, siendo este

colorante el precursor de las sulfonamidas.

El segundo evento ocurrié6 unos afios antes, en 1929, cuando Fleming
descubre la penicilina dando lugar a un cambio de paradigma en la
medicina y una nueva forma de combatir las enfermedades por medio de

los antibidticos.

Los antibiéticos se definen como compuestos naturales o sintéticos que

sirven para combatir las infecciones producidas por bacterias.

Il. Principales familias de antibidticos

Los antibidticos intervienen en las moléculas de los procesos biolégicos
esenciales en las bacterias. Dichas moléculas pueden ser la ADN girasa en
la replicacion del ADN, la ARN polimerasa en la sintesis del ARN, los
ribosomas en la sintesis de proteinas y las transpeptidasas en la sintesis
del peptidoglucano que conforma la pared celular (Garza R., U., 2009).

Los antibiéticos actian en diferentes niveles, las quinolonas inhiben la
replicacion del ADN, la rifampicina suprime la sintesis de ARN y los
aminoglucésidos, macrolidos, tetraciclinas y cloranfenicol anulan la sintesis

de las proteinas. El grupo de los antibidticos B-lactdmicos (penicilinas,



cefalosporinas, monobactam y carbapenémicos) inhibe la sintesis de la

pared celular.

a) Betalactamicos
Son un grupo de antibidticos de origen natural o semisintético que se
caracterizan por poseer en su estructura un anillo betalactamico. Actuan
inhibiendo la dltima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana.
Constituyen la familia de antibiéticos mas numerosa y la mas utilizada. Se
pueden clasificar en cuatro grupos diferentes: penicilinas, cefalosporinas,

monobactamicos y carbapenemes.

b) Betalactdmicos asociados ainhibidores de las Betalactamasas
Son moléculas que contienen en su estructura un anillo betalactamico. No
tienen casi ninguna accion antibidtica, con la excepcién de sulbactam frente
a Acinetobacter baumannii, pero presentan una gran afinidad por las beta-
lactamasas, estas son enzimas producidas por las bacterias que destruyen
la actividad de determinados betalactdmicos. Los inhibidores son conocidos
como inhibidores suicidas, debido a que una vez que se unen a la enzima la
destruyen pero también son destruidos por ésta. Hay tres en uso clinico:
acido clavulanico, sulbactam y tazobactam. Estos inhibidores unidos a
penicilinas o cefalosporinas recuperan la actividad perdida por estas como
consecuencia de la produccion de betalactamasas. Estas betalactamasas

deben ser susceptibles al inhibidor para que la combinacion sea efectiva.

c) Glicopéptidos
Se trata de antibiéticos que actlan sobre la pared bacteriana. Actualmente hay
dos drogas en uso clinico: vancomicina y teicoplanina. La vancomicina es un
antibiotico bactericida de espectro reducido (solo actia sobre bacterias Gram
positivas); la teicoplanina tiene una estructura similar a la vancomicina y un

perfil de actividad también similar. Los glicopéptidos inhiben la sintesis y el



ensamblado de la segunda etapa del peptidoglicano de la pared celular
mediante la formacion de un complejo con la porcion D-alanina-D-alanina del
pentapéptido precursor. Ademas, dafia los protoplastos alterando la

permeabilidad de la membrana citoplasmatica y altera la sintesis de ARN.

d) Aminoglucosidos
Estan definidos por la presencia de dos o mas aminoazlcares unidos por
enlaces glucosidicos a un anillo aminociclitol. Segun los aminoazucares se
clasifican en familias. Los aminoglucésidos mas usados son: gentamicina,
amikacina y estreptomicina. Los aminoglucésidos se unen de forma
irreversible a la subunidad 30S del ribosoma, interfiriendo la lectura correcta
del cédigo genético con el consiguiente bloqueo de la sintesis proteica de la

bacteria.

e) Macrélidos
Los macrdlidos son antibidticos semisintéticos derivados de la eritromicina
producida por Streptomyces eritreus. Se clasifican de acuerdo al nimero de
carbonos: 14 carbonos (eritromicina y claritromicina), 15 carbonos
(azitromicina) y 16 carbonos (espiramicina). Su mecanismo de accion consiste
en que se unen a la subunidad 50S del ARN ribosdmico en forma reversible.La
union se realiza mediante la formaciébn de puentes de hidrogeno entre
diferentes radicales hidroxilo del macrélido y determinadas bases del ARNr.

Esto provoca un bloqueo en las reacciones de transpeptidacion y traslocacion.

f) Quinolonas
Se trata de un grupo de antimicrobianos que derivan de una molécula
basica formada por una doble estructura de anillo que contiene un residuo
N en la posicion 1. Diferentes sustituciones, incluyendo la inclusion de
residuos de fluor, han derivado desde el &cido nalidixico hasta las
quinolonas fluoradas. Las quinolonas son antibioticos bactericidas y actuan

inhibiendo la ADN girasa, enzima que cataliza el super enrollamiento del



ADN cromosomico, que asegura una adecuada division celular. Se

clasifican en generaciones que van de la primera a la cuarta generacion.

Mecanismos de resistencia a antibidticos

La resistencia bacteriana es la capacidad que tiene la bacteria de sobrevivir
en presencia de un antibiético y representa una ventaja para expandir su
nicho ecoldgico y posibilitar su proliferacion, ya sea en nosocomios o el
ambiente. El uso excesivo de los antibidticos favorece la seleccion de

bacterias que poseen dicha capacidad (Vignoli R, 2008).

La resistencia adquirida aparece por cambios puntuales en el DNA
(mutacion), o por adquisicibn mediante plasmidos, transposones, e

integrones (Sussmann P.O., 2001).

Los plasmidos y transposones son elementos genéticos moviles donde se
transportan los genes de resistencia gracias a un sistema de recombinacion
propio. Esto, sumado a la capacidad de los plasmidos de trasladarse de
una célula a otra durante la conjugacion, permite la adquisicion de genes de
resistencia entre bacterias de la misma especie o especies distintas lo que
facilita la expansion epidémica de la resistencia.

Algunos plasmidos y transposones poseen elementos denominados
integrones que les permite capturar varios genes exégenos dando lugar a la
aparicion de la resistencia a maltiples antibioticos (Sussmann P.O., 2001).

Desde una perspectiva molecular y bioguimica existen cuatro mecanismos
a través de los cuales las bacterias pueden hacerse resistentes a los
antibioticos (Sussmann P.O., 2001), dichos mecanismos pueden ocurrir

simultdneamente:



a) Inactivacion del antibiético.
Causado por la produccién de enzimas que ocasionan cambios en la

estructura del antibiético provocando que pierda su funcionalidad. Por
ejemplo, la enzima B-lactamasa, es una proteina capaz de hidrolizar el

anillo B-lactdmico que poseen los antibioticos de esta familia.

b) Alteracion del sitio blanco del antibiético.
La propia bacteria puede alterar el sitio de unién especifico para el

antibiotico, para evitar que interrumpa una funcion vital de dicha bacteria

(mecanismo mas comun en bacterias Gram positivas).

c) Barreras de permeabilidad.
Las bacterias generan cambios en la bicapa lipidica, afectando Ila

permeabilidad por cambios en las porinas, de modo que se evita la entrada

de los antibioticos al espacio periplasmico.

d) Bombas de expulsion.
El mecanismo opera tomando al antibiético del espacio periplasmico y

expulsandolo al exterior, con lo cual se evita que llegue a su sitio de accién,

mecanismo utilizado mas frecuentemente por bacterias Gram negativas.

V. Definicién de multirresistencia antibiética

Se definen como la capacidad de aquellos microorganismos que son
resistentes a una o mas familias de antibiéticos simultdneamente. No existe
una definicion universal aceptada de bacteria multirresistente que sea
aplicable a todos estos microorganismos; el concepto puede ser diferente

en funcion de el enfoque que se de, ya sea clinico, microbiolégico o



epidemioldgico. Pero de manera general, se deben incluir al menos dos
condiciones: que exista resistencia a mas de una familia o grupo de
antimicrobianos, y que esa resistencia pueda suponer una dificultad para el
tratamiento y la posibilidad de transmision del mecanismo de resistencia
(L6pez Pueyo, M.J., 2011).

El término “microorganismo multirresistente” se ha utilizado sobre todo para
bacterias hospitalarias que han desarrollado resistencia a diferentes
antibioticos, y que son capaces de ocasionar brotes, como Staphylococcus
aureus resistente a meticilina, Enterococcus spp., resistente a vancomicina,
enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido y
bacilos gramnegativos no fermentadores como Acinetobacter baumannii o
Pseudomonas aeruginosa resistentes a distintos grupos de antibioticos
(Lopez Pueyo, M.J., 2011).

De forma mas especifica, hablamos de bacterias multirresistentes cuando
son resistentes a tres o mas familias de antibidticos, a los que
habitualmente son sensibles, incluyendo betalactAmicos (penicilinas y

cefalosporinas), aminoglucésidos y quinolonas (L6pez Pueyo, M.J., 2011).

Antecedentes bibliograficos

El problema generado por los microorganismos multirresistentes a
antibioticos es un tema de importancia en salud publica mundial, por lo que
se han realizado y publicado diversos estudios y articulos acerca de éste

suceso, a los cuales nos referiremos como antecedentes para este trabajo.



De los primeros articulos en los que se estudiaron muestras de origen
alimenticio con microorganismos resistentes, estd uno publicado en
Estados Unidos que trata sobre Salmonella resistente a antibioticos aislada
de carne molida, el cual muestra que bacterias transmitidas por los
alimentos como Salmonella no tifoidea representan un importante problema
de salud publica en todo el mundo considerando que la mayoria de las
infecciones por esta bacteria se adquieren al comer alimentos
contaminados y que cuando la infeccidn se propaga mas alla del tracto
intestinal lo mas recomendado es el tratamiento con antibioticos; sin
embargo, el uso de los mismos en cualquier entorno crea presiones
selectivas que favorecen la supervivencia de patdgenos resistentes a
dichos farmacos (White David G., 2001).

En cuanto a los resultados de este articulo, también se describe que las
salmonellas aisladas presentaron integrones clase 1, caracteristicos de la
resistencia a sulfas como el sulfametoxazol; y la presencia genética de B-

lactamasas de amplio espectro, como la cefalosporinasa plasmidicacmy-2.

Las bacterias son campeonas de la evolucién y relativamente unos pocos
microbios se han adaptado a un punto en el que plantean graves problemas
clinicos para los seres humanos (Arias y Murray, 2009). Otro articulo
expone el caso de un hombre de 70 afios de edad, residente en San
Francisco, que padecié endocarditis por Enterococcus faecium resistente a
la vancomicina y que, a pesar de la administracion por muchos dias de los
mejores antibiodticos disponibles para combatir la infeccion, no fue posible
salvar al paciente, quién murié de una bacteremia generalizada. El articulo
hace mencidon de mas bacterias y a que antibidticos se han vuelto
resistentes, como Staphylococcus aureus resistente a la meticilina que se
hizo rapidamente resistente tanto a glucopéptidos como a B-lactamicos de

amplio espectro y ahora es a menudo resistente a multiples medicamentos,



incluyendo clindamicina, aminoglucésidos, rifampicina, trimetoprim-

sulfametoxazol y fluoroquinolonas.

Se ha llegado a un punto tal que de seguir asi para los pacientes infectados
con bacterias multirresistentes no se encontraran antibiéticos que los

puedan salvar.

Como ya se mencion0, la resistencia a los antibioticos puede ser natural o
adquirida. La resistencia adquirida es a través de alteraciones genéticas,
gue ocurren en el genoma de los microorganismos o0 por la transferencia
de genes de resistencia que se encuentran en varios tipos de elementos
moviles del ADN. La resistencia por lo general tiene un costo biol6gico alto
para los microorganismos, pero las mutaciones compensatorias se
acumulan rdpidamente para suprimir este gasto; esto explica por qué
muchos tipos de resistencias no desaparecen en una poblacion bacteriana
(Herrigues Normark, 2002).

Por otro lado, en Espafia se realizé un trabajo sobre piensos para animales
destinados al consumo humano. Describe que en la préactica de la crianza 'y
engorda de estos animales, se acostumbra el uso de antibiéticos en los
piensos con dos propdsitos, uno como promotores de crecimiento y el otro
con fines terapéuticos. El articulo menciona que esta antigua practica
deberia ser controlada por medio de limites maximos residuales, ya que
muchos de los medicamentos utilizados se pueden presentar como formas
activas del antibiético en los tejidos de los animales destinados al consumo
humano (Cancho Grande B., 2000). Esto podria ser otro mecanismo que
explicara el origen de la aparicion de bacterias resistentes en alimentos de

origen animal.

Como se puede notar, esto es muy serio ya que no solo son los alimentos

de origen animal en los que se han encontrado bacterias multirresistentes
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(a cinco 0 mas antibidticos); sino que también las encontramos presentes
en otros grupos de alimentos y a esto no escapan los de origen vegetal. Por
ello se hace particular énfasis en este trabajo al estudio de frutos como lo

son el mango y la manzana.

VI. Importancia del consumo de frutas y el impacto que conlleva la
posible presencia de bacterias multirresistentes a antibiéticos.

La manzana y el mango son de las frutas con mayor aceptacién por la
poblacién mexicana y ambas frutas con una alta preferencia por consumirse
en fresco (INIFAP, 2011).

Las variedades tanto de la manzana (M. domestica) (Royal gala, Golden

delicious y Granny smith), como del mango (M. indica) (manila, que es una
variedad del grupo mulgova), son de las frutas mas comunes en nuestro
pais y a nivel mundial (SAGARPA, 2008). Ademas de tener mas

variedades, también poseen un valor nutritivo alto.

En México se estima que se producen 500 000 toneladas de manzana y se
tiene una demanda del doble de esta cifra a nivel nacional. El consumo per
capita de manzana a nivel mundial es de 8.5 kg, y en México es de 5 kg,

principalmente del fruto en fresco (INIFAP, 2011).

Las Normas sobre manzana incluyen entre sus criterios de especificaciones
que las variedades de manzana roja tengan un valor de 11°Brix y las
variedades amarilla y verde un valor de 12 °Brix (NMX-FF-061-SCFI-2003).
Y como criterios de dafio severo, defectos de cicatrizacion que cubran mas
del 2% del area total del fruto, quemaduras causadas por productos

quimicos, desprendimiento del pedunculo que cause la exposicion de la

11



pulpa y presencia de enfermedades (como la Sarna del manzano causada
por el hongo Venturiaina equalis) y plagas de insectos. Pero los organismos
reguladores de la ley no consideran limites permisibles de flora bacteriana
propia de la manzana, ni que géneros y especies de microorganismos
constituyan dicha flora, un requerimiento necesario, ya que el mayor

consumo de esta fruta es en fresco.

Por otro parte, México también cuenta con 150,000 hectareas de mango
aproximadamente, y el consumo per cépita de mango a nivel nacional es de
14 Kg al afio (SAGARPA, 2004). En esta fruto ocurre algo muy similar
como lo ya descrito antes sobre la manzana, los organismo reguladores no
consideran limites permisibles de flora bacteriana propia de la fruta, solo se
toman en cuenta criterios como °Brix (6 °Brix para variedades de manila) y
firmeza entre otros (NMX-FF-058-SCFI-2006). En cuanto a defectos criticos
se mencionan dafios fisicos, no cumplir con las especificaciones
fitosanitarias (NOM-075-FITO-2003) y presencia de sintomas por
enfermedades (como la antracnosis provocada por el hongo Colletotrichum
gloeosporioides). Esto es de importancia mundial, ya que México abastece
al mercado de Estados Unidos, quien es el primer importador de mango en

el mundo.
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4. Hipotesis

e Ya que se ha comprobado la presencia de bacterias multirresistentes en la
mayoria de los alimentos, incluyendo diversas variedades de frutas; existen
bacterias multirresistentes a antibiéticos sobre las cascaras de manzana
(Malus domestiocus) y mango (Manguifera indica). De no ser asi, existe

algun compuesto con efecto antimicrobiano en las frutas.

5. Objetivo general

En alimentos considerados inocuos a priori poner en evidencia el alto niumero de
microorganismos multirresistentes a antibioticos.

6. Objetivos particulares

1. Aislar y caracterizar bacterias multirresistentes (a cinco o mas antibiéticos),
provenientes de mango (M. indica) y manzana (M. domestica).

2. Determinar si hay diferencias entre muestrear la fruta lavada y sin lavar
para hallar la presencia de bacterias multirresistentes.

3. Realizar extractos acuosos y etandlicos de diferentes variedades de
manzana, y determinar si los extractos presentan actividad antimicrobiana sobre
bacterias multirresistentes.

4. Determinar si hay diferencia de actividad antimicrobiana entre el tipo de
extracto que se esta probando.

13
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I. Disefio Experimental

Seleccion de las frutas:
Se decidid trabajar con dos frutas de alto consumo en fresco por la poblacion
mundial, adem&s que una se consumiera con exocarpo como la manzana y otra

gue se consumiera sin el exocarpo como el mango.

A) Aislamiento de bacterias multirresistentes

1. Preparacion de soluciones y toma de muestras
Se prepararon las siguientes soluciones para el muestreo:
a) Solucion salina isotdnica
b) Caldo BHI

c) Caldo Luria

Una vez seleccionadas las frutas con base a si eran frutas con un alto
consumo en fresco, se procedio a la toma de muestras. Para fines practicos
nombraremos a las muestras de manzanas mediante su color (ver Figura 2
como referencia), es decir, la Royal gala se nombré con la R de manzana
roja, la Golden delicious con la A de manzana amarilla y la Granny smith
con una V de manzana verde. Y a la muestra de mango manila con las

letras Mg.

Las muestras se compraron en cadenas comerciales como tiendas de
autoservicio, en mercados publicos y en tianguis (todos los puntos de
compra dentro de la delegacién Xochimilco); dichas frutas desde el
momento de seleccionarse se colocaron en bolsas para que no hubiera
contaminacion cruzada proveniente del medio ambiente exterior. Se
dividieron las frutas en lavadas (en el laboratorio) y no lavadas, se tomaron
muestras de tres zonas diferentes (Figura 3) de cada fruta con un hisopo
estéril impregnado con solucion salina, e incubado en 3mL de caldo BHI a

37°C durante 24 horas.
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Frutas muestra

Manzana Royal gala: Mango manila:

R (roja) Mg (mango)

Manzana Golden delicious: Manzana Granny smith:
A (amarilla) V (verde)

Figura 2. Se muestran las especies y las diferentes variedades de frutas

utilizadas para el estudio.
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Figura 3. Ejemplos de las zonas de muestreo en la fruta. Zona 1: la parte
donde se une el pedunculo con el fruto, Zona 2: en el exocarpo de una de
las caras laterales de la fruta y Zona 3: la parte posterior del fruto (parte

opuesta al pedunculo).

. Estudio morfologico y resiembra de muestras

Se revisaron los tubos para observar el crecimiento bacteriano y se hizo
tincién de Gram para tener una vista muy general de la microbiota presente,
se resembré 100 pL de in6culo en 3mL de caldo Luria, y se incub6 a 37°C

durante 24 horas.

. Prueba de resistencia a antibidticos de amplio espectro (preparacién de
soluciones stock)

Posterior mente se prepararon dos soluciones, una con cefotaxima y otra
con ceftriaxona en caldo Luria, con concentracion para ambos antibioticos
de 64ug/mL. Esta concentracién se tomé de la CMI (concentracion minima
inhibitoria). De cada una de las muestras se tomé un indculo (de acuerdo al
0.5 de la escala de McFarland), se inocularon por duplicado y se incubaron.
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4. Resiembra en caldo de cepas resistentes y preparacion de medios
selectivos
Las muestras que fueron resistentes a la cefotaxima y a la ceftriaxona se
utilizaron como cepas con las que se continué trabajando. Se resembraron
en caldo Luria e incubaron. Para cada cepa se prepararon por duplicado

medios selectivos de Agar Mc Conkey y Agar Sal Manitol (MSA).

5. Confirmar pureza de cepas y siembra en medios selectivos
Al realizar la correspondiente tincion de Gram, se procedié a sembrar por

agotamiento en los medios ya mencionados.

6. Resiembra en caldo de colonias aisladas y confirmar pureza de las mismas.
Las colonias que se aislaron en los respectivos medios se resembraron en
caldo Luria, se incubaron para aumentar la cantidad de bacterias del
indculo, y asi poder tomar la suficiente muestra para la tincion de Gram,

con lo que se confirmo la pureza de estas.

7. Antibiograma por el método de Bauer-Kirby. Prueba de resistencia con
multidiscos
Una vez puras se sembraron por extension en placa 100uL de inocul6 en
agar Luria, utilizando multidiscos BIO-RAD (Agente Diagnostico para el
estudio in vitro de la sensibilidad bacteriana a 12 antimicrobianos) y se

incubaron a las condiciones de trabajo ya mencionadas.

8. Se hizo la resiembra de las cepas multirresistentes del mismo modo que se

vino realizando con anterioridad.

9. Para cada una de las cepas se realizaron pruebas bioquimicas

convencionales (se incubd de acuerdo a cada prueba).

10. Lectura e interpretacion de resultados y resiembra en caldo Luria de las

cepas (37°C, por 24 horas).
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B) Evaluacion del efecto antimicrobiano de los extractos

Se elaboraron dos extractos acuosos y uno etandlico de cada una de las
tres diferentes variedades de manzana (por triplicado) de la siguiente

manera:

X/

% Acuoso 1. La fruta (en promedio 200g) se lavo, partio, se quitaron las
semillas y se proceso para extraer el jugo con un extractor, este se filtro
doble vez en papel filtro, luego en membrana Millipore de 0.22um, y se
almacend a 5°C.

% Acuoso 2. Se lavo, partio, se quitaron las semillas y pel6 la fruta (en
promedio 200g). Posteriormente, fue procesada con un extractor para
extraer el jugo, el cual se filtr6 doble vez en papel filtro, luego en
membrana Millipore de 0.22um, y se almacend a 5°C.

« Etandlico 1. La fruta (en promedio 200g) se lavo, se cortd en trozos

pequefios, se afiadieron 150 mL de etanol y se dejé reposar durante

24h, posteriormente se filtré en papel filtro y luego en membrana

Millipore de 0.22um y se almacené a 5°C. Este extracto se probo

utilizando un control de etanol preparado.

Hacer un antibiograma, probando los extractos por triplicado con dos
cepas de bacterias multirresistentes para ver si alguno presenta actividad
antimicrobiana y entonces concentrar el extracto ya sea con rotavapor si se
trata del extracto etandlico o por medio de un liofilizador (Figura 4) para
cualquiera de los extractos acuosos. Volver a probar el extracto una vez

concentrado.

Nota: Si alguno de los extractos no presenta efecto significativo en las

cepas no es necesario concentrarlo.
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3. Después de liofilizar el extracto, se debe pesar y medir cantidades
conocidas de extracto y agua, haciendo soluciones para una curva a

diferentes concentraciones y asi comparar con el extracto original.

En las pruebas de inhibicion bacteriana se evaluaron 1, 2, 3, 8, 16 y 30
mg/mL de extracto por duplicado con cada cepa, de este modo se hablara

de una concentracion minima inhibitoria de extracto.

Figura 4. Equipo Liofilizador LABCONCO de la Facultad de Quimica, anexo

del Laboratorio 4-A.
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8. Resultados y Discusién

Al realizar el muestreo se encontraron bacterias tanto en las frutas lavadas, como
en las no lavadas (Cuadro 1), encontrandose en la observacién al microscopico
solo cocos en las manzanas y en el caso de los mangos cocos y bacilos. Al
encontrarse aparentemente las mismas bacterias en las tres zonas de muestreo,
podemos afirmar que no parece haber distincion entre lavar y no lavar la fruta en

lo que a este aspecto se refiere (ver Cuadro 2).

Zona de Muestreo

A | B C
Gram + Gram + Gram +
cocos y cocos y cocos y

diplococos diplococos diplococos
Gram + Gram + Gram +
cocos y cocos y cocos y
diplococos diplococos diplococos
Gram + Gram + Gram +
cocos y cocos y cocos y
diplococos diplococos diplococos
Gram + Gram + Gram +
cocos y cocos y cocos y
diplococos diplococos diplococos
Gram + Gram + Gram +
cocos y cocos 'y cocos y
diplococos diplococos diplococos
Gram + Gram + Gram +
cocos 'y cocos 'y cocos y
diplococos diplococos diplococos
Gram + Gram +
cocos y Gram - cocos y
diplococos | bacilos cortos | diplococos
Gram + Gram +
cocos y cocos y Gram -
diplococos diplococos | bacilos cortos

Cuadro de la observacién microscopica del muestreo de la
microbiota, 1 fruta sin lavar, 2 fruta lavada, MR manzana roja, MA manzana
amarilla, MV manzana verde, Mg mango, A, B y C las diferentes zonas de
muestreo de la fruta.
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Muestra Lavada No Lavada
MR 4.8x10"4 4.95x10™M
MV 4.88x10™M 4.93x10™
MA 4.75x10™M 4.78x10™M
Mg 5.50x10"4 5.68x10"4

Cuadro 2. Resultados de la cuenta en placa del muestreo de la microbiota
expresados en UFC/cm? de exocarpo de fruta, MR manzana roja, MA

manzana amarilla, MV manzana verde y Mg mango.

De las pruebas de resistencia con antibiéticos de amplio espectro, se
encontré que en ninguna de las manzanas (Cuadro 3) habia bacterias
resistentes a estos antibidticos. Esto se determiné en experimentos
realizados en 3 ocasiones diferentes con manzanas diferentes, haciendo

notar que todas las manzanas fueron compradas en lugares diferentes.

Esto podria explicarse a que posiblemente la manzana posea alguna
sustancia o compuesto quimico que le de ciertas caracteristicas
microbicidas. Esto es de relevante importancia ya que le permitiria, de
algin modo que no conocemos, afectar a las bacterias multirresistentes ya
gue no se hallan presentes en las manzanas. Esto da la oportunidad de
poder realizar en el futuro un estudio sobre el porqué en las manzanas no
parece haber bacterias multirresistentes. Sin embargo, en el caso del

mango si se encontraron bacterias resistentes.
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CFX (64pg/mL) CTX (64pg/mL)

Resistente Resistente

Resistente Resistente

Cuadro 3. Resultados de la prueba de resistencia, Cepas procedentes de
Manzana Roja (MR), Manzana Amarilla (MA), Manzana Verde (MV),

Mango (Mg), 1 fruta sin lavar, 2 fruta lavada.

Al sembrar las cepas de mango en medios selectivos (Cuadro 4), no se
presento crecimiento en ninguna caja de MSA, mientras que en Mc Conkey
se consiguieron aislar colonias Gram negativas de todas las cajas, es decir
tanto de las muestras de CFX como las de CTX. La tincion de Gram mostro

que eran bacilos cortos Gram negativos de colonias ya puras.

Agar Mc Conkey Agar MSA

Con crecimiento Sin crecimiento

Con crecimiento Sin crecimiento

Cuadro 4. Resultados de siembra en medios selectivos.
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Una vez realizado el antibiograma con sensidiscos, se encontré que si hay
bacterias multirresistentes provenientes de las cepas de mango como se
muestra en el Cuadro 5, donde se puede apreciar que las cepas nombradas
como Mgla, Mg1B8 y Mg2B3 fueron resistentes a todos los agentes
antimicrobianos del multidisco. En tanto que la cepa Mg2a aunque presento
halos de inhibicion para AK, Cl y PEF, aun asi fue resistente a los otros

nueve antibidticos por lo que si se considera multirresistente (Figura 5), ya

que el criterio es =5 antibiéticos simultaneamente.

Agente
Antimicrobiano

Am 10mcg

CF 30mcg

CPF 30mcg

GE 10mcg

NF 300mcg
SXT 25mcg

Cuadro 5. Resultados del antibiograma por Bauer-Kirby, se muestran
los resultados los halos de inhibicién. Cepa inoculada en solucion de

cefotaxima (a), inoculada en solucion de ceftriaxona
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Resultados de multirresistencia

Total de agentes antimicrobianos

Mglo Mglp
Cepas

Figura 5. Se muestran los datos resumidos generados por la prueba de

Bauer-Kirby.

Figura 6. Tubos de ensayo con la prueba de carbohidratos fermentables,
para Galactosa de las cepas a, de izquierda a derecha se muestra tubo
control, tubo con prueba positiva deMg7a y tubo con prueba negativa de

Mg2a.
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Prueba
Bioguimica
ls: I N R

Movilidad

Ornitina

Manitol Rojo de Fenol

-———
Rojo de Metilo

Acetoina

S 1 0 s s

OX|dasa

B I...

Cuadro 6. Resultados de las pruebas bioquimicas.
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Perfil de Carbohidratos
Mg1a Mg1pB Mg2a Mg23

- - + +

Interpretacion | P. testudinis, | P. testudinis, | P. bettyae. | P. bettyae.

Cuadro 7. Resultados del Perfil de Carbohidratos fermentables.

Al hacer pruebas bioquimicas convencionales se encontraron los resultados
mostrados en los Cuadros 6 y 7, obteniendo finalmente que las cuatro
cepas sometidas a las pruebas, eran cuatro bacterias del género
Pasteurella.

Al observar sus perfiles de carbohidratos, encontramos que las dos cepas
de Mgl son iguales en sus perfiles, al igual que las dos Mg2 por lo que al
interpretar y comparar, las caracteristicas morfolégicas observadas en la
tincion de Gram, las pruebas bioquimicas y el perfil de carbohidratos,
mediante las tablas de pruebas bioquimicas para la identificacion bacteriana
(MacFaddin, 2003, péaginas 628 y 629), se determind que las cepas
multirresistentes Mg1a y Mg1B corresponden a la bacteria Pasteurella
testudinis, y las cepas multirresistentes Mg2a y Mg2@3 corresponden a
Pasteurella bettyae.
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Para fines practicos nos referiremos a las cepas solo como Mgl y Mg2. Una
vez elaborados los extractos de manzana y probados en las cepas Mgl y

Mg2, los resultados generados inicialmente se exponen en el Cuadro 8.

Variedad de Cepa Mgl
Manzana
\[o} de Extracto Acuoso 1 Extracto Acuoso 2
repeticiones

No Si
13
mm
Roja

no

=2
o

No No

@,
@
@
@

=
N
=
(o))

159 16

3
3

Y Y I Y A1 A B ™

Cuadro 8. Resultados de todos los extractos de las manzanas al

probarlos para la cepa Mgl, donde se muestra la presencia de halos

inhibitorios.
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Variedad de Cepa Mg2
Manzana
Extracto Acuoso 1 Extracto Acuoso 2 Extracto Etandlico
rep et1c10nes

No si no
13
mm
Roja

=2
o

No no

=2
o

=2
o

=2
o

=2
o

No no

=2
o

No no

m-s—m-a—-a-a—

Cuadro 9. Resultados de los extractos de las manzanas donde se

muestra la presencia de halos inhibitorios para la cepa Mg2.

Se observa (Cuadro 8 y 9) que para las cepas Mgly Mg2 los resultados

fueron similares:
-Hubo discrepancia entre utilizar un extracto de tipo acuoso y uno etandlico.

- Que hay también diferencia entre los extractos acuosos 1y 2, por lo que la

forma de preparar el extracto es un punto importante.
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-Hay diferencia entre el tipo de variedad utilizada siendo la amanzana roja

(R), la que presentd mejores resultados para ambas cepas (Figura 7).

-Que el extracto etandlico presentd siempre la formacion de halos, pero

estos halos eran similares a los que presento la referencia de etanol.

Diferencias entre los tipos de manzanas
120

Mgl Mg2 MgliMg2 MgiMg2

_— -—
Mgl Mg2 Mgl Mg2
I I Mgl Mg2

ext.acuoso 1 ext. acuoso 2 ext. etandlico
¥ Roja M Roja2 M Verde M Verde2 M Amarilla W Amarilla2

m
i
©
=)
=

[ =4

m
.-

1]
n-.
>

-

[®]

m

-1}
.-
=R

Figura 7. Se muestra en este gréafico la diferencia entre las variedades de
manzanas utilizadas frente a cada uno de los extractos mostrando asi una

determinada actividad.

Como se aprecia en la grafica anterior, el extracto etandlico si presento
halos de inhibicién sin discrepancia entre las diferentes variedades de

manzana, pero a pesar de esto no se considera que este extracto posea
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actividad antimicrobiana debido a que el diametro de dichos halos fueron

similares a los obtenidos por el control de etanol.

Para el extracto acuoso 2 no se lograron obtener halos de inhibicion para la
variedad de manzana amarilla y tampoco de manera significativa para las
otras variedades, por lo que se descarta también la posibilidad de exista
dicha actividad.

Para el extracto acuoso 1 si se ve una clara diferencia entre variedades,
siendo asi la manzana roja la Unica que podria presentar una actividad

antimicrobiana, por lo que se continué trabajando solo con este extracto.

Figura 8. Muestra el proceso de liofilizacion del extracto acuoso de
manzana Royal gala, 1 muestra liquida, 2 muestra congelada, 3 muestra

liofilizada.
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Se hizo un concentrado del extracto acuoso 1 de manzana roja como se
indicé en la metodologia. Los resultados obtenidos se muestran en el
Cuadro 10.

Concentracion mg/mL

Si

Si Si

14 mm 14 mm 13 mm 14 mm
Si Si Si
15 mm 14 mm 14 mm 14 mm

Cuadro 10. Resultados del antibiograma con el extracto de manzana

roja concentrado por duplicado.

Como se observa en el cuadro anterior, si hubo formacién de halos de
inhibicidn, con el concentrado de la manzana roja. Los halos de inhibicion

aumentaron su tamafno de diametro comparados con el extracto original.
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9. Conclusiones

Se demostro la presencia de bacterias multirresentes a antibidticos (a cinco
0 mas antibioticos), aunque solo se lograron obtener del mango. Dichas

bacterias son Pasteurella testudinis, y Pasteurella bettyae,

En este estudio se observd que no hay diferencia entre muestrear las frutas
lavadas y sin lavar ya que se encontr6 la presencia de bacterias

multirresistentes a antibiéticos en ambas muestras respectivamente.

Al evaluar la capacidad de agente antimicrobiano de los extractos de las
diferentes variedades de manzana se encontr6 que el extracto que
funciondé mejor para este experimento fue el de tipo acuoso (que incluia el

exocarpo) ya que si formo halos de inhibicién.

El extracto etandlico no es de interés para este estudio, ya que hay cierta
interferencia por parte del etanol, y no se puede evaluar con claridad el
efecto antibacteriano por lo que se tendria que preparar este extracto con

otra metodologia.

Por criterio de variedad de manzana, el extracto acuoso de la manzana roja
Royal gala (que incluye el exocarpo) presenté mayor tamafio de halos de
inhibiciébn (en promedio 13 mm de diametro), hay mayor efecto
antimicrobiano sobre las bacterias multirresistentes (a cinco o mas

antibiéticos) Pasteurella testudinis y Pasteurella bettyae.

Con respecto a la eficacia del extracto acuoso de la manzana Royal gala,
dicha eficacia aumento al concentrarse el extracto, ya que los diametros de
los halos de inhibicibn aumentaron 1mm comparado con los valores de los

halos sin concentrar el extracto.
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Se puede concluir que se podrian tener resultados diferentes y mas

favorables si se hacen varias modificaciones en la metodologia.

Recomendaciones para mejora de la metodologia:

1.

Hacer cambios en el modo de preparar los extractos ya que se podria

también desengrasar la muestra.

Hacer un extracto metanolico, como se sugiere en otros estudios
similares que se realizaron con extractos de frutas o plantas (Camacho
Hernandez, I.L.; 2011)

Hacer pruebas con otros géneros de bacterias multirresistentes a
antibioticos para poder comparar si la actividad antimicrobiana es mayor

o0 menor en dichas bacterias.

También se puede hacer un estudio de la composicibn quimica o
estudio analitico como una cromatografia de componentes de la
manzana enfocado a encontrar la causa o la sustancia que da origina

dicha actividad antimicrobiana.
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Anexo A

Glosario

Plasmidos. Algunas bacteriasposeen elementos geneéticos
extracromosomales, llamados plasmidos. Son pequefios fragmentos
circulares de doble cadena de DNA que se mantienen en un ndmero
estable y contienen los genes necesarios para replicarse y para su
transferencia a otras células, asi como para sintetizar toxinas, algunas
estructuras de superficie (adhesinas) y para la resistencia a antibiéticos

(plasmidos R).

Transposones, Los transposones son segmentos de DNA de gran
movilidad, simples o compuestos; dan lugar a mutaciones, ya sea por
insercion o pérdida de genes o diseminacion de los mismos entre células.
Cabe sefialar que en los transposones se encuentran habitualmente los
genes que determinan la sintesis de toxinas, factores de adhesion,

virulencia o resistencia a algunos antibidticos.

Integrones, Los integrones son elementos genéticos capaces de captar y
expresar genes en casetes de resistencia a antibidticos. Tanto los
transposones como los integrones pueden estar integrados en plasmidos

y/o en el cromosoma bacteriano.
Porinas, proteinas que forman conductos llenos de agua embebidos en la

membrana externa que regulan la entrada de algunas sustancias entre ellos

los antibi6ticos.
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Anexo B

Medios de cultivo y soluciones

Solucidn isoténica

Solucion a una concentracion de 0.85%, sirve como vehiculo para la adecuada
recoleccion de microorganismos al muestrear.

Formula en gramos por litro
Cloruro de sodio 185¢g

Caldo BHI

El medio de Infusion Cerebro Corazén es utilizado para el cultivo de
microorganismos con altos requerimientos nutricionales, como estreptococos,
neumococos y meningococos. ElI medio de Infusion Cerebro Corazon esta
especificado en varios procedimientos estandares para la industria alimenticia y el
analisis de aguas. También es recomendado para preparar el indculo para las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.

Fundamento

En este medio la infusién de carne de corazén y de cerebro de ternera asi como la
peptona proveen la fuente de carbono, nitrégeno sulfuro y vitaminas. La dextrosa
actua como fuente de energia. El cloruro de sodio mantiene el balance osmatico
del medio. El fosfato disédico actia como buffer.

Componentes
Infusion de cerebro de ternera 200 g
Infusion de corazén de res 250 g
Peptona de gelatina 10 g
Cloruro de sodio 50
Fosofato disodico 259
Dextrosa 29
pH7.4+0.2
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Luria Bertani

Es un medio nutricionalmente rico, se utiliza principalmente para el crecimiento de
bacterias. Se desarroll6 en un principio para optimizar el crecimiento de Shigella y
la formacion de placas. Este medio se ha utilizado ampliamente en aplicaciones de
la microbiologia molecular para la preparacion del plasmido de ADN y proteinas
recombinantes. Sigue siendo uno de los medios mas utilizados para el
mantenimiento y cultivo de cepas de laboratorio recombinante de Escherichia coli
para estudios fisiolégicos.

Fundamento

Péptidos y peptonas son proporcionados por triptona. Vitaminas y determinados
oligoelementos son proporcionados por el extracto de levadura. Los iones de sodio
para el transporte y el equilibrio osmético se proporcionan por el cloruro de sodio.

Foérmula en gramos por | Medio Medio
litro liquido sélido
Triptona de caseina 10 g 10 g
Extracto de Levadura 59 549
Cloruro de sodio 10g 10g
Agar bacteriolégico 0g 159
pH7.0+0.2

Mueller Hinton

Este medio de cultivo ha sido recomendado universalmente para la prueba de
sensibilidad a los antimicrobianos. Ademas es util con el agregado de sangre para

el cultivo y aislamiento de microorganismos nutricionalmente exigentes.
Fundamento

El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), ex National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS), recomendd su uso en forma rutinaria para

la realizacion del antibiograma en medio solido, debido a una serie de factores que
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se detallan a continuacion: presenta buena reproducibilidad lote a lote en las
pruebas de sensibilidad, su contenido en inhibidores de sulfonamidas,
trimetoprima y tetraciclina es bajo, la mayoria de los patdgenos crece
satisfactoriamente y una gran cantidad de datos han sido evaluados y avalados

usando este medio de cultivo.

Cuando se suplementa con sangre de carnero al 5%, es Util para realizar las

pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos en especies de estreptococos.

Componentes
Infusion de carne 300 g
Peptona acida de caseina 1759
Almidon 15¢
Agar bacteriolégico 15¢g
pH7.3+0.1

Mac Conkey Agar.

Este medio se utiliza para el aislamiento de bacilos Gram negativos de facil
desarrollo, aerobios y anaerobios facultativos. Permite diferenciar bacterias que
utilizan o no, lactosa en muestras clinicas, de agua y alimentos. Todas las

especies de la familia Enterobacteriaceae se desarrollan en el mismo.

Fundamento
En el medio de cultivo, las peptonas, aportan los nutrientes necesarios para el
desarrollo bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono fermentable, y la mezcla

de sales biliares y el cristal violeta son los agentes selectivos que inhiben el
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desarrollo de gran parte de la flora Gram positiva.
La diferenciacion de organismos entéricos se lleva a cabo por la fermentacion de
la lactosa, ya que se disminuye el pH alrededor de la colonia y hay un viraje del
color del indicador que da como resultado colonias rosas o rojas.

Componentes
Peptona 1749
Pluripeptona 39
Lactosa 109
Mezcla de sales biliares 15¢g
Agar bacteriologico 13.5¢
Rojo neutro 0.03 g
Cristal violeta 0.001 g

pH7.1+0.2

Agar Sal Manitol MSA (Chapman).

Medio de -cultivo selectivo y diferencial, utilizado para el aislamiento y
diferenciacion de estafilococos. Es recomendado para el aislamiento de

estafilococos patogénicos a partir de muestras clinicas y de alimentos.

Fundamento

Se trata de un medio altamente selectivo debido a su alta concentracion salina.
Los estafilococos coagulasa positivos hidrolizan el manitol acidificando el medio;
las colonias aparecen rodeadas de una zona amarilla brillante. Los estafilococos

coagulasa negativos, presentan colonias rodeadas de una zona roja o purpura.
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En el medio de cultivo, el extracto de carne y la pluripeptona, constituyen la fuente

de carbono, nitrdgeno, vitaminas y minerales, el manitol es el hidrato de carbono

fermentable, el cloruro de sodio (que se encuentra en alta concentracion) es el

agente selectivo que inhibe el desarrollo de la flora acompafiante, y el rojo fenol es

el indicador de pH.

Componentes
Proteosa peptona 10 g
Extracto de carne 1g
D-Manitol 10 g
Cloruro de sodio 75 ¢
Agar bacteriologico 15¢
Rojo de fenol 0.025¢g

pH 7.4+ 0.2
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Anexo C

Principales antibi6ticos utilizados

CEFTRIAXONA

Es un antibi6tico bactericida, de accion prolongada para uso parenteral, y que
posee un amplio espectro de actividad contra organismos gram positivos y gram
negativos como: S. pneumoniae, S. beta haemolyticus, E. coli, P. mirabilis, K.
pneumoniae, Enterobacter, Serratia, Pseudomonas, Borreliacrocidurae, H.
influenzae, S. aureus, S. pyogenes, H. parainfluenzae, H. aphrophilus,
Actinobacillusactinomicetemcomitans, Cardiobacteriumhominis,
Eikenellacorrodens, Kingellakingae, S. viridans, S. bovis, N. gonorrhoeae, B.
fragilis, Clostridium, Peptostreptococcus y N. meningitidis. Su CMI es de 64ug/mL.

CEFOTAXIMA

Es un antibidtico semisintético de amplio espectro, pertenece al grupo de las
cefalosporinas de tercera generacion. Es resistente a la mayoria de las
betalactamasas, tanto penicilinasas como cefalosporinasas. Su CMI es de
64ug/mL. Es activa in vitro, asi como en infecciones clinicas contra los siguientes
microorganismos:

Aerobios gram positivos: Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus
productores y no productores de penicilinasas, Streptococcus epider-midis y

Streptococcus pyogens, Streptococcus agalactiae y Enterococcus sp.

Son susceptibles los aerobios gram negativos como: Citrobacter sp, Enterobacter
sp, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,
Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae, Morganella morganii,
Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Serratia sp, Providencia rettgeri.
Algunas cepas de Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp y Shigella sp.y a
bacterias anaerobias: Clostridium sp, Peptococcus, Peptostreptococcus,

Fusobacterium.
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