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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Las bacterias multirresistentes son microorganismos que presentan de forma
natural resistencia a multiples antimicrobianos de wuso clinico habitual.
Desde hace algunos afios la resistencia de bacterias a los antibiéticos disponibles
viene aumentando. Debido al uso indiscriminado de los antibidticos en la
actualidad, se ha generado una resistencia de los microorganismos a dichos
agentes. Esto ha despertado el interés y la necesidad de buscar nuevas
alternativas de tratamientos de la medicina natural, que sean mas eficaces contra
bacterias y hongos, que son los principales agentes que desencadenan
infecciones en humanos. Las plantas medicinales de acuerdo a la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS, 1979), se define como cualquier especie vegetal que
contiene sustancias que pueden ser empleadas para propositos terapéuticos o
cuyo principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos
farmacos (Oliveira, M., Velazquez, D. y Bermudez, A., 2005). Su desarrollo
depende de factores como el suelo, el agua, el clima, la altitud, latitud, humedad y
temperatura.

Los extractos naturales provenientes de algunas plantas medicinales ejercen una
accion antimicrobiana, por lo que se han hecho investigaciones probando la
efectividad de los aceites de varias plantas y especias, y han demostrado una
actividad antimicrobiana. En este trabajo, se comprobara el efecto inhibitorio de
algunos de estos extractos en bacterias multirresistentes a antibidticos.
El efecto inhibitorio de extractos naturales sobre bacterias multirresistentes, podria
permitir la elaboracion de compuestos para el tratamiento clinico de enfermedades
ocasionadas por este tipo de bacterias frecuentemente presentes en alimentos de

alto consumo.



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1 Mecanismos de accion de los antibioticos.

Un antibiético tiene que penetrar en la barrera superficial de la bacteria para luego
ir a localizarse en el punto diana de accion del mismo para ser efectivo. En este
contexto, los mecanismos moleculares que permiten la accién directa de un
antibiotico sobre la estructura bacteriana son muy complejos y podemos

resumirlos en los siguientes puntos (Nunez, B., 2007):

l. INHIBIDORES DE LA SINTESIS PROTEICA.

Il. INACTIVACION FUNCIONAL DE LA MEMBRANA
CITOPLASMATICA.

[l INHIBICION DE LAS ENZIMAS INACTIVADORAS DE
ANTIMICROBIANOS.

IV.  INHIBICION DE LA SINTESIS DE LA PARED CELULAR.

V. INHIBICION DE LA SINTESIS DE ACIDOS NUCLEICOS.

|. INHIBIDORES DE LA SINTESIS PROTEICA

Los antibidticos actuan en cualquiera de las cuatro fases secuenciales de la

sintesis proteica bacteriana (Kaczanowska, M. y Rydén-Aulin, M., 2007):

» Inhibidores de la activacién. Solo actuan en bacterias Gram-positivas. La
mupirocina es un bacteriostatico que inhibe la isoleucil-ARNt sintetasa
(Calvo, J. y Martinez, L., 2009).

» Inhibidores de la activacion y formacion del complejo inicial. Los
aminoglucosidos (gentamicina, tobramicina, amikacina, y estreptomicina) se
unen a la subunidad 30S del ribosoma y pueden bloquear la sintesis de
proteinas de dos maneras diferentes. En primer lugar, estos se pueden
adherir a la subunidad 30S del ribosoma y prevenir que la subunidad 30S
se adhiera al ARN mensajero (ARNm). Segundo, la presencia del
aminoglucdsido en el ribosoma podria provocar la lectura errada del ARNm.

Esto resulta en la insercidn de aminoacidos erroneos en la proteina o en la



interferencia con la capacidad de los aminoacidos para conectarse unos
con otros. Estas actividades por lo general ocurren de manera simultanea y
el efecto total es bactericida (Cavallieri, S., 2005).

» Inhibidores de la fijacion del complejo amionoacil-ARN-t al ribosoma. Por
medio de este mecanismo, las tetraciclinas intervienen con la fijacion del
complejo aminoacil-ARN-t sobre el sitio aceptor A en el ribosoma. Puesto
que no se pueden agregar mas aminoacidos a la cadena de proteinas que
esta en crecimiento, la sintesis de proteinas es inhibida. La accion de las
tetraciclinas es bacteriostatica (Shlaes, D., 2006).

» Inhibidores de Ila transpeptidacion. Mediante este mecanismo el
cloranfenicol se fija en la subunidad ribosomica 50S e interfiere con la unién
de aminoacidos a la proteina en crecimiento. Los agentes antimicrobianos
que inhiben la sintesis de proteinas de esta forma son bacteriostaticos
(Calvo, J. y Martinez, L., 2009).

» Inhibidores de la Translocacién. Por este mecanismo, los macrolidos
(eritromicina, azitromicina y claritromicina) y las lincosamidas (clindamicina)
se adhieren a la subunidad ribosémica 50S en el sitio P, provocando la
terminacion del crecimiento de la cadena proteica y la inhibicién de la
sintesis de proteinas. Estos son primordialmente bacteriostaticos (Retsema,
J.y Fu, W., 2001).

Il. INACTIVACION FUNCIONAL DE LA MEMBRANA CITOPLASMATICA

Los antibidticos de este grupo tienen efecto bactericida, pero no debe olvidarse
que también tienen gran toxicidad sobre las células eucariotas. Actuan con

diversos mecanismos sobre la membrana citoplasmatica bacteriana:

» lonoforos. Son antibidticos polipeptidicos ciclicos como la valinomicina o las
tirocidinas A y B. Estos compuestos tienen una estructura circular peculiar,
es hidrofobica en el exterior e hidrofilica en el interior. Los iondforos
incorporan cationes monovalentes en su interior, permitiéndoles cruzar la

bicapa lipidica. La penetracidon elevada de iones potasio altera el potencial



eléctrico y el gradiente quimico existente en la membrana, alterando su
funcion (Calvo, J. y Martinez, L., 2009).

» Formadores de Poros. Los antibidticos de este grupo, como la gramicidina y
polimixina, provocan el paso selectivo de moléculas a través del canal
abierto por ellos. Se difunden a través de la membrana externa y pared
celular de células susceptibles hacia la membrana citoplasmica. Estas se
unen a la membrana citoplasmica, la alteran y desestabilizan. Esto causa el
derrame del citoplasma hacia el exterior de la célula lo que resulta en
muerte celular (Cavallieri, S., 2005).

» Desestructuracion de la membrana citoplasmatica. Mediante este
mecanismo los antifungicos poliénicos se fijan a los esteroles de los
hongos; por ejemplo, la daptomicina ejerce un efecto sobre la membrana
que determina una pérdida del K+ intracelular (Kanafani, Z. y Corey, G.,
2007).

l1l. INHIBICION DE ENZIMAS INACTIVADORAS DE ANTIMICROBIANOS

Existe un grupo de farmacos que en si mismo no tiene un efecto antibiético, estos
son los inhibidores de las beta-lactamasas como el sulbactam, el acido clavulonico
y el tazobactam. Estas sustancias actuan como moléculas suicidas que se fijan a
las beta-lactamasas formadas por las bacterias, actuando de forma competitiva
con los beta-lactamicos por su analogia estructural, permitiendo a éstos ejercer su
mecanismo de accidn ligandose a las proteinas fijadoras de penicilina (PBP) y de
esta manera inhibiendo la formacion de la pared celular (Georgopapadakou, N.,
2004).

IV. INHIBICION DE LA SINTESIS DE LA PARED CELULAR.

Los agentes antimicrobianos que interfieren con la sintesis de la pared celular
bloquean la sintesis del péptidoglicano y por tanto son activos contra bacterias en
crecimiento. Estos agentes son considerados bactericidas (Cavallieri, S., 2005).
Actuan inhibiendo cualquiera de los tres mecanismos de la biosintesis de la pared

celular:



» Inhibicion de la fase citoplasmatica. Actuan en el citoplasma bacteriano
inhibiendo la sintesis de los precursores del pentapéptido N-acetil-
muramico. En este proceso actua la fosfomicina, la daptomicina, y la
cicloserina (Cordiés, L., et al., 1998).

» Inhibicion de la fase de transporte de precursores. Este mecanismo actua
dentro de la membrana citoplasmastica impidiendo la d-fosforilacion de sus
precursores. La bacitracina es uno de los antibidticos que actuan en esta
fase (Cordiés, L., et al., 1998).

» Inhibicion de la organizacidon estructural del péptidoglicano. Mediante este
mecanismo se bloquea selectivamente la transferencia del polimero lineal a
la pared celular existente, interfiiendo con la organizacion estructural
definitiva del peptidoglicano y evitando su polimerizacion al ligarse a las
Proteinas Fijadoras de Penicilina (PBP), como lo hacen todos los beta-
lactdmicos. Por otra parte, los glucopéptidos evitan la polimerizacién del
péptidoglicano en la proximidad de la membrana citoplasmatica bacteriana
(Allen, N. y Nicas. T., 2003). En las bacterias Gram negativas, los
antimicrobianos beta-lactamicos entran a la célula a través de los canales
porinicos de la membrana externa. En las células susceptibles, las
moléculas beta-lactamicas se unen a las proteinas de unién de penicilina
(PBPs) que son enzimas necesarias para la sintesis de la pared celular. La
union de las moléculas beta-lactamicas a las PBPs, ubicadas en la
superficie de la membrana citoplasmica, bloquea su funcién. Esto produce
paredes celulares debilitadas o defectuosas y conduce a lisis celular y
muerte.

» Puesto que las bacterias Gram positivas no poseen una membrana externa,
los antimicrobianos beta-lactamicos se difunden a través de la pared
celular. Los siguientes pasos son similares a aquellos para las bacterias
Gram negativas. En las células susceptibles, las moléculas beta-lactamicas
se unen a las PBPs, lo que resulta en paredes celulares debilitadas vy lisis
celular (Cavallieri, S., 2005).



V. INHIBICION DE LA SINTESIS DE ACIDOS NUCLEICOS

Los antibidticos que actuan en la transcripcion y replicacion del ADN, ejecutan su
accién en varias fases de los complejos procesos en los que intervienen enzimas,
sustratos activados y un molde de ADN sobre el que se originan cadenas
complementarias de ARN o ADN (Calvo, J. y Martinez, L., 2009). De esta manera

tenemos:

» Inhibidores de la sintesis de precursores. Lo hacen interfiriendo con la
sintesis del 4cido folico con la consecuente inhibicion de la sintesis de las
bases puricas y pirimidicas. Con este mecanismo actuan las sulfonamidas y
el trimetoprim. Para muchos organismos el acido para-amino benzoico
(PABA) es un metabolito esencial y esta involucrado en la sintesis de acido
félico, un importante precursor para la sintesis de acidos nucleicos. Las
sulfonamidas son estructuras analogas del PABA y compiten con el PABA
por la enzima dihidropteroato-sintetasa. El trimetoprim actua en la ruta de
sintesis del acido folico en un punto posterior al de las sulfonamidas. Este
inhibe a la enzima dihidrofolato reductasa. El trimetoprim y las sulfonamidas
se pueden usar por separado o en conjunto. Cuando se usan en conjunto
producen un bloqueo secuencial de la ruta de sintesis del acido félico y
tienen un efecto sinérgico. Tanto el trimetoprim como las sulfonamidas son
bacteriostaticas (Masters, P., et al., 2003).

» Inhibidores de la replicacion del ADN bacteriano. Mediante este mecanismo
de accion, las quinolonas se fijan con mayor afinidad a la subunidad A de la
ADN girasa o topoisomerasa I|l. La ADN girasa ayuda a enrollar y
desenrollar al ADN durante su replicacion. La enzima se adhiere al ADN e
introduce rupturas dobles en las cadenas que le permiten desenrollarse.
Las quinolonas se unen al complejo ADN girasa-ADN y permiten a las
cadenas de ADN rotas liberarse dentro de la célula lo que conduce a la
muerte celular (Cavallieri, S., 2005).

» Inhibidores de la transcripcion del ADN bacteriano. Actuan inhibiendo el

crecimiento bacteriano al bloquear la sintesis del RNA mensajero vy



ribosdmico mediante la union a la ARN polimerasa ADN dependiente, lo
que bloquea la sintesis de ARN vy resulta en la muerte de la célula. Las
Rifamicinas como la rifampicina ejercen su accion mediante este
mecanismo (Villain-Guillot, P., et al., 2007).

» Inhibidores de la polimerizacion de los acidos nucléicos. Mediante este
mecanismo, antibiéticos como la actinomicina D se fijan al ADN
impidiéndole ejercer su funcibn como molde; y otros como los
nitroimidazoles, alteran la estructura nativa del ADN provocando escisiones,
puentes covalentes intercatenarios, o rupturas intracatenarias (Calvo, J. y
Martinez L., 2009).

2.2 Técnica de susceptibilidad antimicrobiana

La actividad antibidtica de sustancias quimicas se evalua en la actualidad por
diversos métodos. Uno de los mas utilizados es la técnica de susceptibilidad
antimicrobiana de difusion de disco en agar de Bauer-Kirby (Bauer, A., et al.,
1966), método de difusion en disco que se basa fundamentalmente en incorporar
al medio de cultivo, el antibidtico o el microorganismo en concentracion conocida
para que luego de solidificado el medio se adicione la contraparte y se pueda
observar la inhibicion del crecimiento o los halos de inhibicion segun la técnica
utilizada. Este método también abarca la técnica llamada de discos de papel, en la
cual el antibiético a ensayar viene incorporado a discos de papel absorbente en
concentracion conocida, los cuales se colocan sobre la superficie de una caja de
agar sembrado masivamente con el microorganismo en estudio; luego de incubar
a la temperatura y el tiempo adecuados se pueden observar halos de inhibicion

de crecimiento (Arévalo, A., y Enciso, R., 1996).

2.3 Resistencia a antibioticos

La resistencia a los antimicrobianos es la resistencia de un microorganismo a un
medicamento antimicrobiano al que originalmente era vulnerable (OMS, 2013).
Los organismos resistentes (bacterias, hongos, virus y algunos parasitos) pueden

resistir ataques de medicamentos antimicrobianos tales como antibidticos,



fungicidas, antivirales y antipaludicos, de tal forma que los tratamientos
convencionales se vuelven ineficaces y las infecciones persisten, lo que
incrementa el riesgo de propagacion. La evolucion de las cepas resistentes es un
fendbmeno natural que ocurre cuando los microorganismos se ven expuestos a
farmacos antimicrobianos, y es posible un intercambio de caracteristicas de
resistencia entre ciertos tipos de bacterias. El uso inapropiado de medicamentos
antimicrobianos acelera ese fendmeno natural. Las practicas inapropiadas para el
control de las infecciones propician la propagacion de la resistencia a los
antimicrobianos (OMS, 2001).

Con frecuencia, las infecciones causadas por microorganismos resistentes no
responden al tratamiento ordinario, lo que da lugar a una enfermedad prolongada
y a mayor riesgo de defuncion. La tasa de mortalidad de pacientes con infecciones
graves tratados en hospitales duplica, aproximadamente, |la tasa de pacientes con

infecciones provocadas por bacterias no resistentes (OMS, 2013).

La resistencia a los antimicrobianos reduce la eficacia del tratamiento, por lo que
los pacientes permanecen infectados por un periodo mas largo, y esto incrementa

el riesgo de propagaciéon de microorganismos resistentes a otras personas.

Existe el riesgo de que muchas enfermedades infecciosas se vuelvan intratables e
incontrolables, lo que podria afectar los progresos realizados hacia la consecucién
de las metas fijadas por las Naciones Unidas para 2015 en el contexto de sus
Objetivos de Desarrollo del Milenio (OMS, 2013).

Cuando las infecciones se vuelven resistentes a los medicamentos de primera
linea es preciso utilizar terapias mas costosas. La mayor duracion de la
enfermedad y su tratamiento, frecuentemente en hospitales, eleva los costos de
atencion sanitaria y la carga econdémica para las familias y las sociedades.
La resistencia a los antimicrobianos supone un riesgo para los logros de la
medicina moderna. Sin antimicrobianos eficaces para tratar y prevenir infecciones,
se pondrian en peligro los éxitos de intervenciones tales como los trasplantes de

organos, la quimioterapia contra el cancer y las operaciones de cirugia mayor.



El aumento del comercio mundial y los viajes internacionales permite que los
microorganismos resistentes se propaguen rapidamente a paises y continentes

lejanos por medio de las personas y los alimentos.

2.4 Mecanismos de resistencia

Desde el punto de vista molecular y bioquimico existen basicamente tres
mecanismos por medio de los cuales una bacteria puede hacerse resistente al

efecto del antibidtico, a saber (Sussmann, O., et al., 2001):

e DESTRUCCION E INACTIVACION DEL ANTIBIOTICO.
e ALTERACION DEL SITIO BLANCO DEL ANTIBIOTICO.
e BARRERAS DE PERMEABILIDAD.

Cabe resaltar que los tres mecanismos pueden ocurrir simultaneamente.
DESTRUCCION E INACTIVACION DEL ANTIBIOTICO

Se realiza mediante la producciéon de enzimas que hidrolizan el antibidtico. Son
ejemplos de esta la produccion de B-lactamasa, B-lactamasa de amplio espectro,
eritromicina estereasa y enzimas modificadoras de aminoglucésidos,

cloramfenicol, lincosamidas y estreptograminas (Sussmann, O., et al., 2001).

Sabemos que los antibidticos, B-lactamicos como penicilina, oxacilina,
cefalosporinas, actuan inhibiendo la enzima D-alanil D-alanin carboxipeptidasa
(PBPS) encargada de la sintesis de la pared. La B-lactamasa hidroliza el enlace
amida del anillo penicilanico o cefalosporinico resultando un derivado acido
inactivo. Se trata de un sistema enzimatico amplio, comun y eficiente de
resistencia frecuentemente producida por bacterias Gram negativas. Pueden
clasificarse de acuerdo con su forma de produccion en cuatro grupos (Sussmann,
0., etal., 2001):

e Por localizacién genética (cromosomas o plasmidos).
e Por exposicidon genética (constitutiva o inducida).

e Por produccién primaria (dependiente de microorganismo).



e Por sustrato mayor (depende de la clase de antibiotico).

Igualmente por su amplia difusion se deben reconocer algunas codificadas por

plasmidos:

e Enzimas de amplio espectro que hidrolizan las bencilpenicilinas vy
cefaloridina.

e Oxacilinasas que degradan oxacilinas y similares (OXA-1, OXA-2) la tipo A
producida por Staphylococus aureus, enterobacterias (TEM-1, SMV-1)
éstas ultimas (Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae respectivamente)
de alta importancia pues codifican la B-lactamasa de amplio espectro capaz
de hidrolizar cefalosporinas de tercera generacion y monobactamicos.

e Carbecilinasas que hidrolizan penicilina.

o Betalactamasas de espectro extendido.

e Oximino B-lactamasa diferentes a las Betalactamasas de espectro
extendido.

e Enzimas que hidrolizan cefamicinas y oximinobetalactamicos y son
resistentes a la inhibicion del clavulanato.

e Carbapenemasas.

Otra via para inactivacion del antibiético es la “modificacion enzimatica” del mismo.
Este es el caso de las enzimas modificadoras de aminoglucdésidos codificadas en

plasmidos.

Entre las principales enzimas responsables de catalizar la modificacion, estan la
acetil transferasa (AAC), fosfatidil transferasa (APH) y adenil transferasa (ANT o
AAD). Cuando un aminoglucésido es inactivado ya no puede unirse a la
subunidad 30s ribosomal y por lo tanto no pueden interferir en la sintesis de
proteinas. El mecanismo de resistencia a eritromicina es comun a lincosamidas y
estreptograminas (grupo MLS). La produccion de eritromicina esterasas, cataliza
la hidrdlisis del anillo de lactona del antibiético. Se han descrito Estearasa | y |l
confinadas a Gram negativos. La modificaciéon del cloranfenicol la realiza una

enzima intracelular, cloranfenicol acetil transferasa (CAT), existente tanto en
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Gram positivos como en Gram negativos. Esta enzima acetila los dos grupos

hidroxilo y previene la unién del cloranfenicol al ribosoma 50S.
e BARRERAS DE PERMEABILIDAD
Incluye tres componentes basicos (Sussmann, O., et al., 2001):

e La estructura de la membrana externa de la bacteria.

e Las porinas. Canales inespecificos que excluyen el antibidtico por tamano
molecular.

e Caracteristicas fisicoquimicas del antimicrobiano. En el caso de los
medicamentos hidrofilicos (imipenem) requieren presencia de porinas para

su transporte al interior de la célula.
Existen fundamentalmente dos mecanismos de resistencia:
1. Entrada disminuida:

1.1. Permeabilidad de la membrana externa: claramente definida en los
microorganismos Gram negativos que poseen una membrana lipidica externa que

constituye una barrera intrinseca para la penetracion de antibiotico.

1.2. Permeabilidad de la membrana interna: otra forma de resistencia de la
bacteria consiste en una modificacion energética que compromete el transportador
anionico que lleva el antibiotico hacia el interior de la célula. La presencia de la
capa lipidica en la membrana actia como un mecanismo de resistencia para

medicamentos hidrofilicos.

1.3. Porinas: son canales de difusidén presentes en la membrana externa de la
bacteria. De la modificacion por mutacién de estas proteinas se genera una
disminuciéon del paso del antibidtico. Este es el mecanismo empleado por
Salmonella typhimurium (OmpC) contra cefalosporinas de primera generacion,
Serratia marcescens, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa contra

aminoglucdsidos y carbapenem.
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2. Expulsién activa: es debido a la presencia de proteinas especializadas de

membrana.

Se disminuye no solamente la entrada del antibidtico sino que a su vez las
bacterias reducen la concentracion del antibiético y se promueve la extraccion
activa del mismo. Confiere resistencia a tetraciclinas, fluoroquinolonas,
cloranfenicol y B-lactamicos, antisépticos y desinfectantes de tipo amonio

cuaternario.
e ALTERACION DEL SITIO BLANCO

En este mecanismo de resistencia bacteriana se modifican algunos sitios
especificos de la anatomia celular, como pared celular, subunidad 50s, 30S

ribosomales, etc. (Sussmann, O., et al., 2001).

De esta manera, la modificacion de enzimas catalizadoras en la produccion de
proteoglicanos celulares, conferiran resistencia a los B-lactamicos, dado que es
esta enzima su sitio de accion. La resistencia a las quinolonas de gérmenes
como Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus obedece a la modificacidn por mutacion de los genes
GyrA y GyrB que codifican para las topoisomerasas |l y IV. Caracteristicamente,
las mutaciones mencionadas se presentan como cromosomicas y no como
plasmidicas. Un mecanismo similar se presenta para sulfonamidas y trimetoprim
donde ocurren modificaciones de la sintetasa de hidropteorato y dihidrofolato
reductasa. La rifampicina actua sobre la subunidad 13 de la RNA polimerasa,
inhibiendo la extension del RNA durante su sintesis. La resistencia a rifampicina
se presenta cuando cambios en un aminoacido de esta subunidad alteran la unién
del antibidtico a la RNA polimerasa. Esta resistencia es comun en enterobacterias
y puede desarrollarse en Staphylococcus aureus, Neisseria meningitidis y

Haemophilus influenzae.

Respecto a las demas estructuras ribosomales encontramos modificaciones a
nivel de subunidades como 30s y 50s que son sitios de accion de

aminoglucdsidos, lincosamidas, macrélidos y tetraciclinas. Por ejemplo: la
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metilacion del ARN ribosomal de la subunidad 50S es el mecanismo de
resistencia de Staphylococcus aureus, Bacteroides fragilis y Clostridium
perfringens a tetraciclinas, cloranfenicol y macrélidos. El mecanismo de resistencia
(ribosomal) a gentamicina, tobramicina y amikacina es poco frecuente y consiste
en la mutacion del péptido S12 de la subunidad 30S (Sussmann, O., et al., 2001).
Cabe destacar en este punto los mecanismos de meticilino resistencia por
produccion de una proteina ligadora de penicilina (PBP) y que es la base de la
resistencia a penicilina por Streptococcus pneumoniae y de la resistencia a

glicopéptidos por Staphylococcus aureus.

2.5 Resistencia a vancomicina

En 1955, cientificos en Eli Lilly and company, descubrieron un nuevo actinomiceto,
Streptomyces orientalis (actualmente Amycolapsis orientalis), que se aislé en
muestras de suelo de Indonesia y la India, este compuesto fue llamado
Vancomicina, derivado de la palabra “Vaquish” (vencedor). La aprobaciéon de la

Federacion de Drogas y Alimentos (FDA) se obtuvo en 1958 (Levine, J., 1988).

La vancomicina se desarroll6 como un antimicrobiano activo frente a Gram
positivos y, sobre todo, frente a los estafilococos productores de pB-—lactamasa,
pero el desarrollo de los nuevos antibiéticos con menos efectos indeseables limitd
su uso a los casos de alergia a los B—lactamicos. La aparicion, en los afios 80, de
las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina y el aumento en el
numero de pacientes susceptibles de presentar infecciones por microorganismos
Gram positivos, favorecié de nuevo el uso de la vancomicina, en estos momentos
con menor desarrollo de reacciones alérgicas, toxicidad ética y renal. (Chavers, L.,
et al., 2003; Leclerc, R., et al. 1988).

No es hasta 1986, treinta afos después de la introduccion clinica de la
vancomicina, cuando se aislan las primeras cepas de Enterococcus resistentes a
los glucopéptidos (Klare, I., et al.,, 2003) y desde esta fecha el numero de
resistencias reportadas han ido en aumento tanto en bacterias como en paises,

llegando a representar un problema hospitalario para algunos de ellos,
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principalmente en Europa y los Estados Unidos. En el caso de las cepas de
Staphylococcus aureus la resistencia fue reportada por primera vez en 1996 en el
Japon (Bartley, J., 2002) y se ha venido incrementando al igual que para los
Enterococcus. Los posibles factores asociados a la aparicion de resistencia a
vancomicina son el uso de antibidticos en veterinaria y la adicién de los mismos a
los piensos animales como promotores de crecimiento y el aumento significativo
en el uso de la vancomicina a causa de una mayor incidencia de infecciones
causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) en la mayoria

de los hospitales.

En la actualidad, el tipo de resistencia de la vancomicina en Enterococcus se
asocia a tres fenotipos bien definidos: VanA, VanB y VanC, atendiendo al grado de
resistencia, induccién y transferencia de resistencia. El fenotipo VanA confiere
elevada resistencia a vancomicina y teicoplanina. La resistencia es inducible y
puede localizarse en plasmidos y ser transferible, in vitro, a otros Gram positivos
como estreptococos del grupo viridans y Staphylococcus aureus, implicando ello

un riesgo de diseminacion de este tipo de resistencia (Klare, I., et al., 2003).

En Estados Unidos, se detectd un paciente afectado de bacteriemia por SARM
originada en un catéter, cuyo microorganismo era resistente a vancomicina y
teicoplanina (concentracion inhibitoria minima [CIM] >128 mg/L). El paciente tenia
una ulcera cronica infectada por SARM y Enterococcus faecalis el cual era
resistente a la vancomicina (gen VanA); posteriormente se confirmé que el SARM
aislado contenia el gen VanA de resistencia de enterococo, lo cual sugiere una
transferencia del mecanismo de resistencia entre ambos microorganismos (Nunez,
A., etal., 2006).

El fenotipo VanB confiere moderada resistencia a vancomicina (CIM, 32-64 mg/L),
pero permanece la sensibilidad a teicoplanina. La resistencia es inducible,
mediada por cromosomas Yy en algunas cepas puede ser transmitida por
conjugacion.

El fenotipo VanC, descrito fundamentalmente en Enterococcus gallinarum y en

otras especies, presenta unos niveles bajos de resistencia a vancomicina
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(CIM, 8-32 mg/L) pero mantiene la sensibilidad a teicoplanina. El gen VanC es

cromosomico, constitutivo y no transmisible (Klare, I., et al., 2003).

Se han descrito otros fenotipos de resistencia (VanD, VanE, VanG) caracterizados
por conferir bajos niveles de resistencia a vancomicina y sensibilidad a la

teicoplanina. (Klare, 1., et al., 2003).

En el caso de Staphylococcus aureus con resistencia intermedia a vancomicina
(CIM, 8-16 mg/L), reportado en Japdn inicialmente se denominaron VISA
(Vancomicyn intermediate Staphylococcus aureus). Posteriormente este fendmeno
se extendid a otros paises y ademas disminuyendo la sensibilidad a otros
glicopéptidos como la teicoplanina por lo que se introdujo el término GYSA
(Glycopeptide intermediate Staphylococcus aureus). EI mecanismo de resistencia
es mal conocido y no esta relacionada con el gen vanA de los enterococos, en
estas cepas resistentes se produce una alteracion en la estructura del
peptidoglucano que determina un secuestro de glucopéptido, impidiendo su union
sobre restos de D-alanina-D-alanina, diana de este tipo de antimicrobianos
(Chang, S., et al., 2003).

2.6 Factores que aceleran la aparicién y propagacién de la resistencia a los

antimicrobianos

El desarrollo de la resistencia a los antimicrobianos es un fendmeno natural. No
obstante, algunas actividades humanas ciertamente aceleran su aparicion y
propagacion. La resistencia a los antimicrobianos es un problema complejo
propiciado por muchos factores interrelacionados; por ello, las intervenciones
separadas y aisladas tienen escaso efecto y, consecuentemente, se requieren
medidas coordinadas (OMS, 2013).

Varios son los factores que han contribuido a su aparicion (Sussmann, O., et al.,
2001):

e Sistemas deficientes o inexistentes para la vigilancia y el seguimiento de la

resistencia a los antimicrobianos.

15



e Sistemas inadecuados para asegurar la calidad y el suministro ininterrumpido
de medicamentos.

e Uso inapropiado de medicamentos antimicrobianos, incluso en la cria de
animales.

e Practicas ineficientes para la prevencion y el control de la infeccion.

e Falta de instrumentos de diagnostico, prevencion y tratamiento.

e La presion selectiva ejercida al prescribir formal o libremente medicamentos
para uso terapéutico en humanos o en animales.

e La utilizacion  generalizada de  antimicrobianos en  pacientes
inmunocomprometidos y en la unidad de cuidados intensivos.

e El uso de dosis o duracién inadecuada de la terapia antimicrobiana.

e EIl desconocimiento de los perfiles de sensibilidad de los diferentes gérmenes

teniendo en cuenta la flora local de cada institucién o comunidad.

2.7 Uso de antibi6ticos en la alimentacién animal

Los antibidticos son sustancias quimicas producidas por diferentes especies de
microorganismos que suprimen el crecimiento de otros microorganismos vy
pueden, eventualmente, destruirlos. El anuncio del primer antibiético sulfamidico
en 1935 inicié la era moderna de la terapéutica antimicrobiana, caracterizada por
una enorme disminucion de la morbilidad y de la mortalidad para muchas
enfermedades infecciosas (Cancho, B., et al., 2000). El impacto de este tipo de
sustancias sobre factores médicos, veterinarios, de sanidad publica, y econémicos
relacionados con los estados patoldgicos, no tiene paralelo en la historia de la
terapéutica medicamentosa. Sin embargo, los antibiéticos constituyen uno de los
agentes farmacolégicos peor usados, tanto a nivel médico como veterinario,
siendo administrados en muchas ocasiones de forma irracional y en dosis
inadecuadas. El empleo indiscriminado de estos productos puede acompafarse
de complicaciones tales como reacciones alérgicas, superinfecciones, retrasos en
la identificacién del microorganismo causal; quiza, una de las complicaciones mas

importantes es la aparicion de microorganismos resistentes a antibiéticos que a su
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vez, crea la necesidad cada vez mayor de nuevos medicamentos (Cancho, B., et
al., 2000).

La expansidon e internalizacion de los microorganismos y las resistencias que
provocan los agentes antimicrobianos es un problema global que esta causando
muertes y aumentando el gasto hospitalario pero que sin embargo, esta todavia

sin cuantificar.

Los antibidticos se incluyen dentro del amplio grupo de compuestos que forman
parte de la composicién del pienso animal, pudiendo actuar con dos fines

claramente diferenciados (Cancho, B., et al., 2000):

e Como terapéuticos y/o profilacticos, ya que los piensos constituyen una de
las vias de administraciéon mas usadas para suministrar los farmacos en el
sector veterinario. Los antibiéticos se incorporan a los piensos en forma de
premezclas medicamentosas (soélidas o liquidas) a concentraciones
relativamente elevadas.

e Como promotores de crecimiento, favoreciéndose de esta forma el control
de la flora bacteriana del animal, lo que se traduce en un mayor
aprovechamiento de los nutrientes y un aumento considerable de peso. En
este caso, se incorpora al pienso en forma de aditivo y a concentraciones

subterapéuticas.

En los ultimos anos, el uso veterinario de antibidticos, especialmente los
empleados como promotores de crecimiento animal, esta siendo objeto de duras
criticas y presiones legales. La razén se debe a que, al parecer, estos agentes
podrian ser los causantes directos del incremento de casos de resistencia a los
medicamentos antimicrobianos administrados en la medicina humana. Por un
lado, los alimentos procedentes de animales tratados terapéuticamente con
agentes antimicrobianos pueden contener trazas de éstos que se incorporan al
organismo humano a través de la cadena alimentaria, fomentando igualmente la
aparicion de microorganismos resistentes en el hombre. Por otro lado, el consumo

continuado de antibidticos promotores de crecimiento, aun a concentraciones
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subterapéuticas, fomenta la aparicibn en los animales de cepas de
microorganismos resistentes que por diferentes vias de transmision,
especialmente a través de la cadena alimenticia, pueden llegar al ser humano
(Cancho, B., et al., 2000).

2.8 Especias

Especia es un término culinario, no una categoria botanica ya que no se refiere a
un tipo especifico de planta o parte de planta (Farrell, K., 1990). De hecho, las
especias provienen de diversos arbustos lefosos, vides, arboles, liquenes
aromaticos, raices, flores, semillas y frutos de las plantas herbaceas. Sin embargo,
las hierbas, que se definen botanicamente como plantas que no se desarrollan en
arbustos lefiosos con tejido persistente, se encuentran en su estado fresco,
mientras que las especias en general, se secan. La sal es a veces considerada

COMO una especia, pero es un mineral.

Las especias son productos vegetales aromatizantes utilizados en alimentos y
bebidas. Durante miles de afos, los materiales de plantas aromaticas se han
utilizado en la preparacion y conservacion de alimentos, asi como para
embalsamar, en las zonas donde las plantas en cuestion son nativas, como
Indostan (Govindarajan, V., 1985). Durante y después de la edad media, la gente
de mar, tales como Marco Polo, Fernando de Magallanes y Cristéobal Colén
emprendieron travesias peligrosas para establecer rutas hacia los puertos

comerciales en las regiones productoras de especias (Parry, J., 1953).

El comercio de especias era tan crucial para las economias nacionales que los
gobernantes promovieron varias expediciones costosas para atacar a paises
productores de especias y las luchas por el control de estos paises precipitaron
varias guerras. Cuando Alarich, un lider de los godos, puso sitio a Roma en el ano
408, exigi6 como rescate varios metales preciosos y 3000 libras de pimienta
(Scheiper, P., 1993).

Hoy en dia, el uso de especias es omnipresente, pero las especias son mucho

mas importantes en algunas cocinas que en otras. La mayoria de las personas
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han experimentado esta variabilidad de primera mano, al viajar en el extranjero,
cenar en restaurantes de comida internacional, o la preparacién de recetas

exoticas en casa.

Cada especia tiene un aroma y sabor unicos, que se derivan de compuestos
conocidos como fitoquimicos o "compuestos secundarios" (porque ellos son
secundarios al metabolismo basico de la planta). Estos productos quimicos
evolucionaron en las plantas para protegerlas contra los insectos herbivoros y
vertebrados, hongos, patogenos y parasitos (Fraenkel, G., 1959; Walker, J., 1994).

La mayoria de las especias contienen docenas de compuestos secundarios.
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2.9 Propiedades antimicrobianas de especias

A lo largo de la historia, las bacterias transmitidas por los alimentos,
(especialmente especies de Clostridium, Escherichia, Listeria, Salmonella, Shigella
y Vibrio) o sus toxinas han sido problemas serios de salud, y que todavia siguen
siendo (Hui et al., 1994; OMS, 1996).

Los fitoquimicos que se encuentran en ciertas especias atacan a los
microorganismos que causan enfermedades. El ajo, el orégano, el comino y la
canela estan en la primera fila de defensa contra las bacterias, de acuerdo con un

estudio realizado por Jennifer Biling y Paul W. Sherman en 1998.

75% bacterial

/ inhibition

50% bacterial
inhibition

Proportion of Bacteria Inhibited

Figura 1. Propiedades antimicrobianas de 30 especias (Billing, J. y Sherman, P.,
1988).

Las especias contienen un gran numero de sustancias con propiedades
inhibitorias para las bacterias, hongos filamentosos y levaduriformes.
Estamos particularmente interesados en la capacidad de las especias para inhibir
a las bacterias porque éstas estan involucradas con mayor frecuencia en los
brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos que las levaduras u
hongos (Varnam, A. y Evans, M., 1991; Todd, E., 1994).
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2.10 Extractos de especias

Los extractos botanicos muestran propiedades de inhibicidon microbiana de distinta

magnitud a distintas especies y variedades de microorganismos.

Los extractos de especias son concentrados obtenidos con solventes apropiados
como agua, etanol o éter, de compuestos solubles, constituidos por una mezcla
de principios activos y de sustancias inertes que se producen de la totalidad o de
partes de una planta fresca o seca (Ruiz, G. y Susunaga, C., 2000). Los métodos
de extraccidon se basan en las diferentes solubilidades de los compuestos
encontrados en el material vegetal; por ejemplo, para sustancias de baja
polaridad (lipidos) se utilizan solventes como éter de petréleo y cloroformo y para
sustancias de mediana y alta polaridad acetato de etilo, etanol y acetona (Arévalo
et al 1996).

Las sustancias antimicrobianas provenientes de especias son compuestos

volatiles, por lo que poseen algunas caracteristicas en general (Nychas, G., 1995):

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

de sus sustituyentes, incrementaran su caracter hidrofilico.

*Punto de ebullicién: 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 presién 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 y, en consecuencia, la capacidad antimicrobiana disminuya o se
pierda. Por la misma razon de la naturaleza de las moléculas, los extractos

elaborados a partir de especias tendran diferentes concentraciones de los
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principios activos debido a la solubilidad en los diferentes disolventes de cada

compuesto (Nychas, G., 1995).

2.11 Pimienta gorda (Pimenta dioica)

La pimienta gorda (Pimenta dioica) es una especie perteneciente a la familia
Myrtaceae, originaria del hemisferio occidental en el continente americano. En
inglés se llama «allspice» ('todas las especias') desde el siglo XVII, porque se
creia que combinaba los aromas de varias especias, y ahora se suele describir
como una combinacién de clavo, canela y nuez moscada. Al igual que el clavo, es
rico en alilbenceno, eugenol y otros compuestos fendlicos volatiles, con notas
frescas, dulces y de madera, pero no tiene las sustancias volatiles de la canela.
Forma parte de la composicion de la selva tropical. Su fruta seca ha sido utilizada
desde hace mucho tiempo por distintas comunidades indigenas. Actualmente se
explota como recurso forestal no maderable y aporta un importante ingreso
economico a los productores del centro y sureste de México. El arbol llega a medir
hasta 25 metros de altura y tiene un diametro de 40 centimetros; la corteza es lisa
y muy olorosa, y se desprende en placas muy delgadas y alargadas de color café

verdoso o amarillento (Rutilio, C., 2011).

En la republica mexicana se encuentra en la vertiente del Golfo de México, desde
el norte de Puebla y Veracruz, hasta el sur de la Peninsula de Yucatan y la
planicie costera del sureste; también en los estados de San Luis Potosi, Hidalgo,

Michoacan, Oaxaca, Chiapas, Tabasco, Campeche y Quintana Roo.

La superficie nacional estimada de este cultivo es de 2,000 hectareas. Su
rendimiento medio es de 700 kilogramos por hectarea. Los estados con mayor
produccion son Veracruz, Tabasco y Chiapas y, en menor escala, se produce en
Campeche, Quintana Roo, Puebla e Hidalgo (Rutilio, C., 2011).

El uso principal del fruto es como preservador de carne, aunque también se
destaca como condimento en el arte culinario. Por sus aceites volatiles se le utiliza
también en la industria para perfumes y jabones, asi como en la obtencién de

eugenol y vainillina.
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Diversos estudios han demostrado la capacidad de los aceites esenciales de
especias como la pimienta gorda (Pimenta dioica), de inhibir el crecimiento de

bacterias, hongos y levaduras. (Burt, S., 2004).

Algunos compuestos identificados como antimicrobianos en la pimienta gorda son:

piperina, pineno, limoneno, linalol y eugenol (Figura 3).
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Figura 3. Estructuras moleculares de los compuestos antimicrobianos de la

pimienta gorda.

Figura 4. Pimienta gorda (Pimenta dioica) seca molida y fruto con arbol de
pimienta.
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2.12 Albahaca (Ocimum basilicum)

Ocimum basilicum denominada vulgarmente como albahaca o alhabega, es una
hierba aromatica anual de la familia de las lamiaceas nativa de Iran, India y otras

regiones tropicales de Asia, que lleva siendo cultivada varios milenios.

La albahaca es una hierba anual, cultivada como perenne en climas tropicales, de
crecimiento bajo (entre 30 y 130 cm), con hojas opuestas de un verde lustroso,
ovales u ovadas, dentadas y de textura sedosa, que miden de 3 a 11 cm de
longitud por 1 a 6 cm de anchura. Emite espigas florales terminales, con flores
tubulares de color blanco o violaceo las cuales, a diferencia de las del resto de la
familia, tienen los cuatro estambres y el pistilo apoyados sobre el labio inferior de

la corola.

Esta planta es muy sensible a las heladas. Se cultiva Unicamente por semillas, que
se pueden sembrar en semilleros 0 macetas en un invernadero a principios o
mediados de la primavera. Requiere una posicidon soleada, aunque en climas de
veranos muy calurosos agradece algo de sombra y suelos fértiles, permeables y

himedos.

Es una planta aromatica que contiene aceites esenciales ricos en diferentes
constituyentes, tales como linalol, geraniol, citral, alcanfor, eugenol y timol, entre
otros y representan un inmenso valor para la industria de perfumeria, cosméticos,

alimentaria y la farmacéutica (Sanchez, E., et al., 2000).

Su accién farmacologica se define como antiinflamatoria, antiséptica,
antiespasmaodica y analgésica. Es utilizado en medicina tradicional para tratar
afecciones respiratorias, gastrointestinales y reumatismo. Tépicamente es usado
en bafos para tratar afecciones de la piel y se ha comprobado actividad

antimicética in vitro (Chalala, M. et al., 2002).

Estudios han demostrado que esta hierba tanto fresca como seca presenta
actividad antimicrobiana inclusive sobre especies como Staphylococcus aureus
(Colivet, J., et al., 2011).
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Algunos compuestos identificados como antimicrobianos en la albahaca son el

linalol y eugenol (estructuras moleculares en la figura 3).

Figura 5. Albahaca (Ocimum basilicum) seca y fresca.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Aislar, purificar e identificar cepas de bacterias multirresistentes a antibioticos, a
partir de muestras de quesos frescos, evaluando su comportamiento frente a
extractos etanolicos de pimienta gorda (Pimenta dioica) y albahaca (Ocimum

basilicum).

3.2 Objetivos Particulares

Aislar bacterias cultivables a partir de quesos frescos de diferente tipo: cotija,

panela, manchego, de morral, botanero con y sin chile.

Identificar a los microorganismos aislados y estudiar su fenotipo de resistencia a

diferentes antibiéticos.

Comparar la respuesta de los microorganismos multirresistentes a antibidticos

seleccionados frente a agentes antimicrobianos sintéticos y naturales.

Observar la diferencia en capacidad antimicrobiana de las especias de pimienta

gorda y albahaca.

3.3 Hipotesis

Alimentos de origen animal como quesos frescos preparados de manera artesanal
pueden estar contaminados por microorganismos multiresistentes a antibioticos.
Estas bacterias pueden ser sensibles al efecto antibacteriano de los extractos
etandlicos y acuosos de pimienta gorda (Pimineta dioca) y albahaca (Ocimum

basilicum).

3.4 Justificacion

Revisando la literatura cientifica se encuentran muchos estudios que reportan que
en los Ultimos afos, el uso veterinario de antibidticos, especialmente los
empleados como promotores de crecimiento animal, podrian ser los causantes

directos del incremento de casos de resistencia a los medicamentos
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antimicrobianos administrados en la medicina humana. Por un lado, los alimentos
procedentes de animales tratados terapéuticamente con agentes antimicrobianos
pueden contener trazas de éstos que se incorporan al organismo humano a través
de la cadena alimentaria, fomentando igualmente la aparicion de microorganismos
resistentes en el hombre. Por otro lado, el consumo continuado de antibiéticos
promotores de crecimiento, sobre todo a concentraciones subterapéuticas,
fomenta la aparicién en los animales de cepas de microorganismos resistentes
que por diferentes vias de transmision, especialmente a través de la cadena
alimenticia, pueden llegar al ser humano. También las practicas ineficientes para
la prevencion y el control de la infeccidn en los humanos han provocado la
aparicion de bacterias multirresistentes (OMS, 2001). Paralelamente, estudios de
extractos de pimienta gorda y albahaca reportan actividad antimicrobiana sobre
bacterias multirresistentes y podrian ser una alternativa favorable para el
tratamiento o prevencion de enfermedades causadas por este tipo de

microorganismos.
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CAPITULO 4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Aislamiento de bacterias multirresistentes

Se pesaron 10 gramos de queso fresco en un recipiente o bolsa plastica estéril de
tamafio adecuado en condiciones de asepsia y se homogeneizaron con 90 mL de
solucion diluyente de agua peptonada estéril en un homogeneizador peristaltico
(Stomacher) durante dos minutos. A continuacion se tomaron 10 mL de
homogeneizado y se depositaron en un matraz con 90 mL de medio de cultivo
(Infusidn cerebro-corazén con azida de sodio) y se incubd a 37°C durante 24

horas.

Una vez terminado el tiempo de incubacion se realizé una tincion 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 22 x 165 cm con 18 mL de
caldo BHI con azida de sodio y 35.55 ug/mL de vancomicina (Vancocin® (Fraccién
VI del articulo 226 de la Ley General de Salud, 2014)), 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 esta
registrada en el gobierno y actualmente se encuentra en la lista de medicamentos

de venta con receta.

A término del tiempo de incubacion se tomaron 100 pyL de caldo y se depositaron
en cajas Petri estériles y se adicionaron de 15 a 20 mL de medio fundido (Agar
BHI + azida de sodio) y 32 ug/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. Solo se
utilizaron las cepas que presentaron crecimiento en medio solido o en medio

liquido en presencia de vancomicina.

Se suspendio 1 colonia en un tubo con 10 mL de caldo BHI con azida de sodio y
32 pg/mL de vancomicina e incubé durante 24 horas a 37°C. Después del periodo

de incubacion se realizo tincion de Gram para observar la pureza y morfologia de
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las bacterias. Al no presentar contaminacién, se tomd6 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 agregd 1 mL mas, se
homogeneiz6 y se centrifugd nuevamente a las mismas condiciones. Este
procedimiento se repitié 3 veces mas. Una vez obtenido el centrifugado de células,
se agregd 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 homogeneiz6. 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.

4.2 Prueba de sensibilidad a antibidticos

Una vez que se aislaron varias cepas, se descongelaron las que se mantenian
almacenadas. Se tomdé una alicuota de 50 pL del caldo descongelado y se
depositdé en un tubo con 3 mL de caldo BHI con azida de sodio y 32 ug/mL de
vancomicina y se incubaron durante 24 horas a 37°C. Los tubos Eppendorf se
conservaron nuevamente 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.

Para determinar la multirresistencia a antibidticos se inocularon cajas con agar
Mueller-Hinton con alicuotas de 100 pyL de las cepas aisladas y se extendieron
sobre la superficie del medio con una varilla en “L” y se trabajé con multidiscos de
la marca Biorad® para gram positivos en cajas Petri de acuerdo con el método
Bauer-Kirby (Bauer, A., et al., 1966). Posteriormente las cajas fueron incubadas
durante 24 horas a 37°C. Al término del periodo de incubacion se observé la
presencia o ausencia del halo de inhibicion alrededor de las muestras de

antibidtico de los multidiscos y, en caso de presentarlo, se registrd su tamafo.
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4.3 ldentificacion bioguimica

Se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas a cada una de las cepas aisladas

y probadas:
e Pruebade bilis-esculina

Se inocularon las cepas en 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, indica que el microorganismo puede hidrolizar la

esculina, por lo que se toma 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 (H203) al 30%. Se consideré6 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 agitd
suavemente para suspender las células bacterianas. Se incubaron a 37°C durante

2 horas, revisando cada 30 minutos para observar si se presentaba coagulacion.
e Prueba de oxidacion de carbohidratos

Se inocularon las cepas en tubos con caldo rojo de fenol, con diferentes
carbohidratos (Glucosa, Lactosa, Arabinosa, Manitol, Maltosa, Sacarosa, Inulina,
Sorbitol, 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 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.
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e Prueba de hemdlisis 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; pueden presentar tres tipos; B (hemdlisis total), y (no hemoliticas) y a

(hemolisis parcial).

e Prueba de Nitrato

Se inocularon las cepas de prueba en caldo nitrato, y se incubaron a 37°C durante
24h. Las pruebas fueron reveladas de la siguiente manera: Se registré la
produccion de burbujas de gas dentro del tubo Durham, se agregaron 5 gotas de
reactivo A (a-Naftilamina) y 5 gotas de reactivo B (acido sulfanilico) para prueba
de nitratos, se agitd el tubo con suavidad y se dejé reposar durante 2 minutos. Se
consideré6 como resultado positivo para la produccion de nitrito, el desarrollo de
una coloracion rosa a rojo en el medio de cultivo. En caso de haber obtenido un
resultado negativo, se continudé con la prueba, agregando una pequefa cantidad
de zinc al medio, la aparicion de una coloracion rosada o roja confirma la
negatividad de la reaccion; en caso de que esto no suceda, significa que los

nitratos han sido reducidos a N, gaseoso.

e Prueba de Ornitina

Se inocularon las cepas en medio comercial MIO, por picadura y se incubaron a
37°C durante 24 horas. Se considerdé como positiva la prueba con una coloracién
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 incubacién se tomo una alicuota de 2.5 mL de

medio y se agregaron 5 gotas del indicador de rojo de metilo. Se consideré como
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positiva la 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 incubacion 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 consideré como positiva la prueba
el desarrollo de un color rosa-rojo en la superficie del medio, lo cual indica la

presencia de acetoina.

4.4 Preparacion de extractos etandlicos y acuosos de las especias

En un matraz Erlenmeyer se adicionaron 100 mL de etanol al 95% 6 agua
destilada estéril y 20 g de pimienta gorda o albahaca seca previamente molida en
una licuadora y se mantuvo en agitacion constante durante cuatro dias.
La solucion se filtr6 al vacio hasta observar la menor cantidad de sodlidos
insolubles en etanol, empleando papel filtro, embudo Blchner y matraz Kitasato.

La solucion se esteriliza con ayuda de un equipo Millipore.

4.5 Prueba de los extractos etan6licos y acuosos

Se inocularon en zona aséptica por difusion en placa con varilla de vidrio en cajas
Petri con agar luria, a una concentracién de cepa de 0.5 de Mc Farland.
Una vez que el medio absorbié a la cepa, se hacen orificios de 5 mm de diametro

con ayuda de pipetas Pasteur estériles. Se agregaron 50 uL de extracto etandlico
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0 acuoso en su respectivo orificio. EI mismo volumen se agregd a un orificio
adicional empleando etanol al 95% o agua destilada estérii como control.
Posteriormente las cajas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C. Al término del
periodo de incubacion se observo la presencia o ausencia del halo de inhibicidon
alrededor de las muestras de los orificios con extractos y, en caso de presentarlo,

se registro su tamano.
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CAPITULO 5. RESULTADOS

5.1 Aislamiento de bacterias multirresistentes

Cepa Tipo de Procedencia Morfologia microscépica
queso
A Cotija Establo San Miguel Cocos Gram + _agrupados
en forma de racimos.
B Cotija Establo San Miguel Cocos Gram + _agrupados
en forma de racimos.
Mercado “Villa de las flores” Cocos Gram + agrupados
C Panela
(Coacalco) en forma de cadena.
D Manchego Establo San Miguel Cocos Gram + agrupados
en forma de cadena.
Mercado “Villa de las flores” Cocos Gram + agrupados
E De Morral
(Coacalco) en forma de cadena.
F Botangro Casa lactea “Teya” (Tultitlan) Cocos Gram + f'agrupados
con chile en forma de racimos.
Artesanal comercializado en Cocos Gram + aarupados
G Oaxaca Mega Comercial Mexicana grup
en forma de cadena
Coacalco
H Manchego Establo San Miguel Cocos Gram + agrupados
en forma de cadena.
I Oaxaca Frankly Cocos Gram + agrupados
en forma de cadena.
J Botangro Casa lactea “Teya” (Tultitlan) Cocos Gram + ggrupados
con chile en forma de racimos.
Mercado “Villa de las flores” Cocos Gram + agrupados
K De Morral
(Coacalco) en forma de cadena.
L Botanero Casa San Juan (Tultitlan) Cocos Gram +agrupados en
forma de cadena.
M Oaxaca Cafeteria Coacalco Cocos Gram + agrupados
en forma de cadena.
N Oaxaca Frankly Cocos Gram + agrupados
en forma de cadena.
O Oaxaca Casa San Juan (Tultitlan) Cocos Gram + a grupados
en forma de racimos.
Mercado “Villa de las flores” Cocos Gram + agrupados
P Panela

(Coacalco)

en forma de racimos.

Tabla I. Caracteristicas de las cepas

Nota: De 22 cepas aisladas solo se seleccionaron 16 cepas ya que eran las que

presentaron resistencia a mayor numero de antibiéticos.

34



IS

Numero de cepas
N w

Panela Oaxaca Cotija Botanero De morral Manchego

Grafico 1. Numero de cepas aisladas en los diferentes tipos de quesos frescos.
Panela: C y P; Oaxaca: G, I, M, Ny O; Cotija: Ay B; Botanero: F, J y L; De morral:
E y K; Manchego: D y H.
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Grafico 2. Morfologia microscopica de los microorganismos aislados en los
diferentes tipos de quesos. Bacterias Gram positivas agrupadas en forma de
cadenas o racimos.
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5.2 Prueba de sensibilidad a antibiéticos

Cepa

A|B|C|DIE|F|IG/H|I|J|K|LIM|N|O|P

Antibiotico
Penicilina R|IR|R|IRIR|RIR|R|R|R|R|R|R|R|R R
Pefloxacina R|IR|R|IRIR|IR|R|R|R|R|R|R|R|R|R R
Ciprofloxacina RIR|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|R|S
Cefotaxima R|{R|R[S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|R|S
Sulfametoxazol/Trimetoprima| R | R |[R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|S|R|R |R
Ampicilina RIR|S|IS|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|R|S
Eritromicina S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S
Cloranfenicol S|S|R|S|S|IS|R|S|S|S|S|R|R|S|S|S
Dicloxacilina R|IR|R|IRIR|IR|IR|R|R|R|R|R|R|R|R R
Gentamicina RIR|S|IRIRIRIR|R|R|R|R|S|R|R|R|R
Tetraciclina RIR|S|IR|S|S|R|R|S|S|S|S|S|S|R|S
Ceftazidima R|IR|S|IRIR|IRIR|R|R|R|R|R|R|R|R|R
Vancomicina R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R[R
Total 11|11\ 7 8|7 |7|\9|8|7|7|7|7|7|7|11|7
Tabla Il. Antibiograma de las cepas aisladas. R=Resistencia, S= Sensibilidad.

12

10

Numero de antibidticos
()]

H I J
Cepas

M Resistencia

B Sensibilidad

Grafico 3. Total de antibioticos resistidos y sensibles para los microorganismos

aislados.
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5.3 Identificacion biogquimica

Prucbas Cepas 1 lglc|D|E|F|G|H|I o
Esculina e S [ (N S e _
Catalasa + |+ + +
Coagulasa + |+ - +
Arabinosa - - - -
Fructosa - |- - -
Galactosa + |+ + +
Glucosa 4|+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ +
Inulina +|- |- + - 1-

Lactosa |+ ||+ ||+ |+ |+ +
Maltosa + |+ + +
Manitol F |- +|=]-+]|+]- +
Manosa + |+ + +
Rafinosa I s _
Sacarosa + |+ + n
Sorbitol -+ - + |+ -

Trehalosa F |-+ - -|+]+]- +
Hemoglobina v|Bly Bly

NO2 + |+ + +
Ornitina | X ]
descarboxilasa

Rojo de Metilo S (R [ [ sy g -
Ureasa + |+ + +
Voges-Proskauer A EAEAEIE AR BE AL +

Tabla Ill. Resultados de las pruebas bioquimicas.
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Cepa | ldentidad del microorganismo | Total de antibidticos resistidos

Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Streptococcus salivarius
Streptococcus porcinus
Streptococcus thermophilus
Staphylococcus epidermis
Streptococcus mutans
Streptococcus porcinus
Streptococcus thermophilus
Staphylococcus epidermis
Streptococcus thermophilus
Streptococcus salivarius
Streptococcus porcinus
Streptococcus thermophilus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermis
Tabla IV. Género y especie de las cepas aisladas y numero de antibiéticos a los

que son resistentes.

VO ZIZr|X|~|—|T|®MMO0O|wm| >
] iy ENIENIENIENIENIENIT I I ENTENTT I ENT i e

m Staphylococcus aureus

B Streptococcus salivarius

| Streptococcus porcinus
| Streptococcus thermophilus

m Staphylococcus epidermis

Numero de cepas

= Streptococcus mutans

Microorganismos aislados

Grafico 4. Identidad de los microorganismos aislados que presentaron
multirresistencia.
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5.4 Preparacion de extractos etanolicos y acuosos de las especias

Extracto

Descripcidn

Pimienta gorda (etandlico)

Liquido translucido de color café obscuro

Pimienta gorda (acuoso)

Liquido turbio de color café

Albahaca (etandlico)

Liquido transparente de color verde brillante

Albahaca (acuoso)

Liquido transparente de color verde

Tabla V. Descripcion fisica de los extractos acuosos y etandlicos de pimienta

gorda y albahaca.

5.5 Prueba de los extractos etan6licos y acuosos

Cepa Pimienta gorda | Pimienta gorda Albahaca Albahaca

Etandlico (cm) Acuoso (cm) Acuoso (cm) Etandlico (cm)
A 2.3 0 0.7 1.0
B 2.3 0 0.7 1.0
C 2.5 0 0.8 1.2
D 2.4 0 0.9 1.3
E 2.2 0 1.0 1.6
F 2.4 0 0.8 1.2
G 2.5 0 1.0 1.0
H 2.3 0 1.0 1.6
I 2.0 0 1.1 1.5
J 2.2 0 1.0 1.4
K 2.0 0 0.8 1.1
L 2.5 0 1.0 1.4
M 2.4 0 0.7 1.1
N 2.0 0 1.0 1.4
O 2.3 0 1.0 1.4
P 2.2 0 1.0 1.

Tabla VI. Actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de especias sobre
bacterias multirresistentes. Los resultados se expresan como halos de inhibicion
de crecimiento en centimetros. Se realiz6 un control etandlico (etanol 95%) y uno
acuoso (agua destilada esteril) con valores de inhibicion de 0 cm (Todas las
pruebas se realizaron por duplicado y se registraron los valores promedio).
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H Pimienta gorda
etandlico (2.3 cm)

B Pimienta gorda
acuoso (0 cm)

B Albahaca acuoso
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Albahaca etandlico
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Grafico 5. Actividad antibacteriana de los extractos etandlicos y acuosos de
especias sobre las bacterias multirresistentes aisladas. El promedio de la actividad
antimicrobiana se reporta en paréntesis para cada extracto.

Cepa Pimien_ta gorda | Pimienta gorda Alba}haca Albahaca
Etandlico (cm) Acuoso (cm) Etandlico (cm) | Acuoso (cm)
A Fuerte Nula Ligera Nula
B Fuerte Nula Ligera Nula
C Fuerte Nula Ligera Nula
D Fuerte Nula Ligera Nula
E Fuerte Nula Moderada Ligera
F Fuerte Nula Ligera Nula
G Fuerte Nula Ligera Ligera
H Fuerte Nula Moderada Ligera
I Fuerte Nula Ligera Ligera
J Fuerte Nula Ligera Ligera
K Fuerte Nula Ligera Nula
L Fuerte Nula Ligera Ligera
M Fuerte Nula Ligera Nula
N Fuerte Nula Ligera Ligera
@) Fuerte Nula Ligera Ligera
P Fuerte Nula Moderada Ligera

Tabla VII. Tipo de actividad antibacteriana de los extractos etandlicos y acuosos
para cada cepa. 0-0.9 cm: actividad antibacteriana nula.1.0-1.5 cm: actividad
antibacteriana ligera; 1.6-2.0 cm actividad antimicrobiana moderada; >2.0 cm:
actividad antimicrobiana fuerte (Saodic, O., et al., 2005).
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Grafico 6. Comportamiento de los extractos acuosos y etandlicos en
microorganismos aislados. El promedio de la actividad antimicrobiana se reporta
en paréntesis para cada extracto.

Pimienta Gorda (etandlico)

Pimienta Gorda (acuoso)

Albahaca (etandlico)

Albahaca (acuoso)
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Grafico 7. Proporcion de inhibicion bacteriana de los extractos etandlicos y
acuosos para los microorganismos multirresistentes aislados. El célculo de
proporcién de inhibicion bacteriana se realizé tomando como 1.0 (100%) el valor
de 2.0 cm de diametro del tamafo del halo de inhibicién de cada extracto (Saodic,
0., etal., 2005).
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CAPITULO 6. DISCUSION
Como se observa en la tabla |, se obtuvieron cocos Gram positivos agrupados en
forma de cadenas y racimos a partir de quesos frescos de diferentes
establecimientos del Estado de México. La mayor cantidad de aislamientos fue a

partir de queso Oaxaca (Grafico 1).

La morfologia microscopica que predomina en las bacterias en este estudio son

cocos Gram positivos agrupados en racimos (Grafico 2).

En la tabla Il observamos que todas las bacterias aisladas presentaron resistencia
en comun a los antibidticos: Penicilina, Pefloxacina, Dicloxacilina y Vancomicina,
ademas de que fueron resistentes a un minimo de 7 antibidticos de los 13
estudiados (Grafico 3) en las pruebas de sensibilidad a antibiéticos. Con estos
resultados confirmamos la presencia de bacterias multirresistentes a antibiéticos

en alimentos para consumo humano, especificamente en quesos frescos.

Las cepas que tuvieron resistencia a mayor numero de antibiéticos son las cepas
A, By O con 11 antibidticos resistidos, seguidos de las cepa G con 9 de los 13

antibioticos probados.

De acuerdo a las caracteristicas microscopicas de las cepas y con la ayuda de la
literatura consultada (Mc Faddin, J., 1990) se realizaron las pruebas bioquimicas

(Tabla Ill) para la identificacion de los microorganismos en estudio.

El resultado de las pruebas bioquimicas demuestra que se aislaron cepas de
Staphylococcus aureus, Streptococcus salivarius, Streptococcus porcinus,
Streptococcus thermophilus, Staphylococcus epidermis y Streptococcus mutans
(Tabla IV) pero en su mayoria se aislaron cepas de Streptococcus thermophilus
(Grafico 4).

A pesar de que se identificaron varias cepas de la misma especie, es posible
afirmar que no son las mismas bacterias, ya que se aislaron de diferentes
muestras y establecimientos (Tabla I), ademas de que presentan resistencia a

diferentes antibioticos (Tabla II).
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Las posibles causas de la contaminacién de los alimentos por estas bacterias
podrian haber sido el manejo rudimentario en la crianza, engorda o mantenimiento
del animal productor, en la colecta y manejo de la materia prima, la produccién del
queso, su manejo posterior, almacenamiento, condiciones e instalaciones

inapropiadas y uso de antibiéticos en los animales o en la materia prima (leche).

El consumo de estos alimentos implica la ingesta de una diversidad de
microorganismos que, aunque varios de ellos no sean patogenos, podrian
funcionar como reservorio de genes de resistencia en el tracto gastro-intestinal del

ser humano, contribuyendo ademas a su diseminacion en el medio ambiente.

El alto uso de antibidticos en los ultimos 50 afios ha creado un ambiente favorable
a la seleccion de bacterias que soportan los efectos toxicos de los
antimicrobianos. La gran capacidad adaptativa de las bacterias es el resultado del
efecto combinado de rapidos indices de crecimiento, de mutaciones genéticas y
de la seleccién de las mismas, asi como de su habilidad para intercambiar material

genético horizontalmente (Beaber, J., et al., 2004).

El aumento de la resistencia a antibidticos de bacterias patdégenas causantes de
infeccion o intoxicaciones comunitarias e intrahospitalarias es el problema mas
reportado en México relacionado con el uso inapropiado de los farmacos (Dreser,
A. et al, 2008).

Como un método alternativo para la destruccion de las cepas multiresistentes a
antibidticos, se probaron dos especias que se utilizan en la condimentacion de
alimentos. La descripcion fisica de los extractos de especias (Tabla V) nos
proporciona informacién de la solubilidad de los compuestos en la albahaca y
pimienta gorda, ya que la descripcion fisica del extracto acuoso de pimienta gorda
muestra que es un liquido turbio a diferencia de los demas extractos. De ello
podemos deducir que los compuestos presentes en esta especia no son solubles
en agua, sin embargo, lo son en etanol. Los extractos acuosos y etandlicos de

albahaca contienen compuestos solubles en ambos disolventes.
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El resultado de las pruebas de la actividad antibacteriana de los extractos
etandlicos y acuosos (Tabla VI) demuestra que la pimienta gorda en medio
etanolico presenta mayor actividad antimicrobiana que en medio acuoso, con lo
cual confirmamos que los componentes antimicrobianos en esta especia son mas
solubles en etanol, ya que en medio acuoso no tuvo ningun efecto inhibitorio sobre
estos microorganismos (Grafico 5). Para el caso de los extractos de albahaca,
también hubo mayor actividad antimicrobiana en medio etandlico que en medio

acuoso (Grafico 5).

La actividad antimicrobiana que presento el extracto etandlico de pimienta gorda
se considero fuerte para la mayoria de bacterias aisladas (Tabla VII) mientras que
en medio acuoso se considerod nula, de acuerdo con la bibliografia consultada
(Saodic, O., et al., 2005).

En el extracto acuoso de albahaca la actividad antimicrobiana fue nula y ligera,

pero en medio etandlico fue ligera y moderada.

El comportamiento general o promedio de los extractos sobre todas las bacterias
aisladas (Grafico 6), nos muestra que la pimienta gorda en medio etandlico tuvo
un valor promedio de inhibicion de crecimiento de 2.3 cm por lo que se puede
considerar de actividad antimicrobiana fuerte pero en medio acuoso nula (Saodic,
0., et al., 2005). El extracto de albahaca en medio acuoso tuvo un valor promedio
de 0.9 cm y en etanol de 1.3 cm (Grafico 6). En estos casos la actividad
antimicrobiana se consideraria nula en medio acuoso y ligera en medio etandlico
para los microorganismos en estudio (Saodic, O., et al., 2005). La proporcion de
inhibicion bacteriana es mayor con el extracto de pimienta gorda en medio
etandlico en comparacion con los extractos de albahaca en ambos medios y
pimenta gorda en medio acuoso (Grafico 7). Estos resultados nos confirman que
los compuestos antimicrobianos presentes en estas especias son mas solubles en
etanol. De acuerdo a las estructuras de los posibles compuestos antimicrobianos
presentes en este tipo de especias (Figura 3) observamos que el resultado es
congruente ya que son compuestos que son mas solubles en etanol que en agua,

observamos que los compuestos presentes en ambas especies son similares; sin
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embargo, la concentracién de estos compuestos en cada especia es diferente y
esto se comprueba con el resultado de la mayor actividad antimicrobiana de la
pimienta gorda (etanolico). Posiblemente para la extraccion de otros compuestos
antimicrobianos en otras especias, se podria elegir el etanol como mejor

disolvente para obtener este tipo de compuestos.

Los resultados demuestran el fuerte efecto inhibitorio del extracto etandlico de
pimienta gorda  sobre bacterias multirresistentes; esto podria permitir la
elaboracion de productos a partir de este extracto para el tratamiento clinico de
enfermedades ocasionadas por este tipo de bacterias presentes en alimentos de
alto consumo. Sin embargo, los extractos de albahaca en medio etandlico también

podrian ser una alternativa de tratamiento para otro tipo de bacterias.

CAPITULO 7. CONCLUSIONES

o Existe presencia de bacterias multirresistentes a antibidticos en los quesos
frescos elaborados artesanalmente y procedentes de distintos lugares del
Estado de México.

e Se comprueba que existe evidencia del uso indiscriminado de antibioticos en la
actualidad por la multirresistencia que presentan los microorganismos aislados.

e La actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos de pimienta gorda fue
fuerte y la de albahaca fue ligera y moderada.

e El comportamiento promedio de los extractos acuosos de pimienta gorda y
albahaca tuvieron actividad antimicrobiana nula.

e EIl alcohol es el mejor disolvente para la extraccidn de los compuestos
antimicrobianos en las especias de pimienta gorda y albahaca.

e Este trabajo corrobora la multirresistencia a antibidticos de bacterias en
alimentos pero también el efecto inhibitorio del extracto de pimienta gorda
sobre estos microorganismos por lo que este estudio tendria como beneficio a
la sociedad permitir la elaboracién de compuestos a base de este extracto para
el tratamiento clinico de enfermedades ocasionadas por este tipo de bacterias,

presentes en alimentos de alto consumo.
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