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RESUMEN

La alimentacion en la actualidad constituye uno de los principales problemas
al que se enfrenta el pais, particularmente las zonas rurales son las mas
afectadas, entre ellas, la poblacion ejidal que se encuentra establecida en las
cercanias del embalse de San Felipe Tiacaque, en el municipio de Ixtlahuaca,
Estado de Meéxico. Por lo que la utilizacion del "charal" Chirostoma
humboldtianum como recurso alimenticio podria ser una alternativa, sin
embargo, también podria ocasionar problemas de salud, toda vez, que se ha
reportado que especies de Aeromonas sp, se encuentran de manera normal en
el tracto digestivo de algunas especies de peces. El objetivo de este trabajo
fue aislar e identificar las bacterias comensales del tracto digestivo de
Chirostoma humboldtianum y determinar la CMI a 7 antibioticos -
lactamicos por el método de dilucion en placa. El 65.5% de las bacterias
identificadas del tracto digestivo de C. humboldtianum correspondio a
Aeromonas hydrophila, 17.2 % a Hafnia alvei, 6.8% a Enterobacter cloacae,
3.5% a Enterobacter amnigenus, 3.5% a Citrobacter freundii y 3.5% al
género Klebsiella sp. El 100% de las cepas fue productora de f-lactamasas.
Las cepas analizadas de Aeromonas hydrophila  mostraron una alta
resistencia a la penicilina, ampicilina, dicloxacilina y cefalotina, mientras que
la cefuroxima y la combinacion del inhibidor de [3-lactamasas sulbactam mas
ampicilina fueron los antimicrobianos mas eficaces. L.a combinacion del
inhibidor sulbactam mas ampicilina fue el antibiotico mas eficaz contra las
cepas pertenecientes a la especie de Hafnia alvei, asi como las pertenecientes
al grupo de las Enterobacterias. A partir de los resultados encontrados en
este estudio podemos concluir que esta ocurriendo un incremento en la
seleccion de bacterias resistentes a los nuevos antibidticos, debido
principalmente a la produccion de B-lactamasas, por lo que resulta importante
analizar e identificar en estudios posteriores las diferentes clases de estas
enzimas.



INTRODUCCION

Contaminacion de los mantos acuiferos en Meéxico

En un estudio realizado por la Semarnat (1999) sobre 393 estaciones
superficiales (225 rios, 81 lagos y presas, 13 sitios costeros ¢ santuarios v 13
sitios de descarga residual se encontro que el 93% de las aguas esta
contaminada ( 17.6% levemente contaminada”, 58.4% “contaminada”™, 6.6%
“fuertemente contaminada” y 10.3% “excesivamente contaminada™).

En este estudio la Comision Nacional de Agua reporto que la mayoria
de los cuerpos de agua superficial reciben descargas de tipo doméstico.
industrial, agricola ¢ pecuario, sin recibir algin tipo de  tratamiento

(SEMARNAT, 1999) .

LLa Secretaria del Medio Ambiente v Recursos Naturales (1999)
describio en su programa "Cruzada por los Bosques y Agua” que el 78% de
las aguas residuales municipales y que el 85 % de las industriales se vierten

en el medio ambiente sin recibir tratamiento alguno.



Se ha reportado que el agua apta para ¢l consumo humano es la que
oscila entre las calidades de "contaminado" con previo tratamiento, v
"excelente", que no requiere tratamiento, mientras que la industria y el riego
pueden utilizar agua hasta "fuertemente contaminada" con previo tratamiento,
e incluso la "excesivamente contaminada”, aunque solo de forma muy
restringida (SEMARNAT, 1999).

Se ha descrito que de las 13 cuencas hidrolégicas en el pais, el "Indice
de Calidad del Agua" (ICA) de 12 es de "contaminada", v en una mas, la del
Valle de México, es " excesivamente contaminada" ( SENARNAT, 1999).

Ademas de la del Valle de México, las cuencas mas contaminadas son
las de Lerma, Alto Balsas, Pénuco y porciones del Bajo Bravo
(SEMARNAT, 1999). De esta manera el agua "excesivamente contaminada”
no sirve para el abastecimiento, para la pesca, ni para la recreacion
(SEMARNAT, 1999 ).

Se ha descrito que los principales contaminantes presentes en las aguas
de los cuerpos receptores son en orden decreciente: coliformes fecales, grasas
y aceites, ortofosfatos, solidos disueltos y detergentes (SENTARNAT, 1999).

En un estudio realizado sobre mantos acuaticos se encontro que el 34
% de los cuerpos de agua monitoreados resulto contaminado, si bien, en caso

de utilizarse como fuente de abastecimiento, requeriria un tratamiento
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avanzado: en caso de uso recreativo. seria apta cuando no se tiene contacto
directo, pero no es recomendable para contacto directo: para la Acuacultura ¢s
apta en general, pero ciertos organismos acuaticos sensibles, como algunas
especies de trucha, bagre y charal, no tendrian un adecuado desarrollo; por
ultimo, se considerd apta para la mavoria de los usos industriales asi como
para riego de casi cualquier cultivo (excepto hortalizas)  (SENMARNAT.
1999).

Se ha descrito que México cuenta con una superficie de 120,000 Km”
de aguas interiores, de las cuales el 70% se encuentra en condiciones de ser
explotadas desde el punto de vista alimenticio, mas aun. si consideramos qué
nuestro pais cuenta con un clima bondadoso para la practica de la
Acuacultura (Baca, 1986). De esta manera todo deposito natural. presa o lago,
canal, acequia o corriente de agua resulta ser un desperdicio mientras no se
encuentre poblado por peces comestibles, por lo que es inadmisible que se
desaproveche su potencial como centro productor de alimentos de gran valor
proteinico para el hombre. Debido a esto las comunidades rurales cercanas a
algun deposito de agua podrian incorporar a su dieta un producto altamente
nutritivo como el pescado, sin representar ningin agobio al combinarlo a sus
labores agricolas y ganaderas (Rubin. 1985). Un claro ejemplo de esto lo

constituye el embalse de San Felipe Tiacaque localizado en el Edo. de México



en ¢l cual habitan  peces como la carpa y el charal (Chirostoma
humboldtianum) vy que representa un excelente medio alimenticio para los

lugarenos de bajos recursos economicos.

Descripcion el embalse San Felipe Tiacaque

El embalse San Felipe Tiacaque pertenece al municipio de Ixtlahuaca,
ubicado geograficamente entre los 99° 42 15” de longitud Oeste y a los 19°
41" 16" latitud Norte, a una altitud de 1534 metros sobre el nivel del mar
(msnm). Pertenece a la region hidrologica Lerma-Chapala- Santiago, incluida
en la provincia del eje Neovolcanico y a la subprovincia de lagos y volcanes
de Anahuac. El clima segin Koppen, modificado por Garcia (1964)
corresponde al mas seco de entre los templados (i (wi) (w)b(i)g), con
lluvias en Verano.

De acuerdo a las temperaturas, los meses mas calidos se presentan
durante la primera parte del ano antes de los meses de lluvia que se inicia a
mediados de ano y se contintian hasta Octubre.

La temperatura media mensual maxima es 17.4 °C en los meses de
Abril, Mayo y Junio. La temperatura media mensual es superior a 14.2°C y la

temperatura maxima promedio es de 28.7 °C (Garcia, 1964).
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L.a precipitacion total anual es de 760 mm, presentandose ¢l maximo en
Julio con 175.8 mm. La parte correspondiente a la zona forestal en la region
corresponde a la provincia templada. en la cual se encuentra encino, palo

blanco, madrono entre otros (Cetenal. 1970).

Descripcion de Chirostoma humboldtianum

LLa caracterizacion taxonomica de Chirostoma ha sido descrita por Barbour

(1973) v Alvarez (1970, tabla 1).

Phylum Chordata
Subphylum . Vertchrata
I
Superclase - Gnatostomata
Clase Osteichthyves
Subclase , Actinopterigii
|
Orden Mugiliformes
Suborden Atherinoidei
Familia : Atherinidae
|
Especie Chirostoma humboldtianum

Tabla 1. Descripcion taxonomica de Chirostoma humboldrianiom
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Se ha reportado que Chirostoma humboldtianum tiene una longitud
aproximada de 200 a 250 mm, cuerpo moderadamente delgado con una ligera
depresion; hocico romo o subtriangular, mandibulas casi iguales; dientes
pequenos, en bandas, ocasionalmente 2 a 3 en el vomer, escamas de la linea
lateral acanalada y lanceoladas en el margen; escamas predorsales
moderadamente sobrepuestas; aleta pectoral corta, ligeramente punteada. De
43 a 73 escamas medio laterales y de 24 a 50 escamas predorsales; de 19 a 50
espinas branquiales; la distancia desde el hocico hasta el origen de la aleta
pélvica, 40.9 a 51.2 por ciento con respecto a la longitud corporal; longitud
ceféalica, 25.6 a 34.2 por ciento; longitud cefélica postorbital, 12.2 a 16.8 por
ciento; longitud de los ojos, 4.6 a 7.8 por ciento; longitud del hocico, 8.4 a
13.4 por ciento (Barbour, 1966).

El género Chirostoma se encuentra constituido por 18 especies y 6
subespecies, en donde Chirostoma compressum esta extinta (Barbour, 1966).

Se ha reportado que el género Chirostoma es caracteristico de la
ictiofauna Mexicana, cuya distribucion esta restringida a la regién meridional
de la meseta Mexicana (Hocutt & Wiley, 1985). Entre ellos se encuentran
Chirostoma estor "pez blanco", Chirostoma granducole "charal blanco",
Chirostoma patzcuaro " charal pinto”, Chirostoma attenatum " charal prieto"

y Chirostoma humboldtianum " charal" (SEMARNAT, 1998).



De entre los pcACa:x- de aguas epicontinentales. T tamilia Irleriida
resulta ser de gran interés por constituir un importante renglon en las
pesquerias. no solo de México, sino de muchos otros lugares del  mundo
(Barbour. 1973). Los peces de la familia Arherinidac. entre los cuales
encontramos a Chirostoma humboldtianum, cuenta con una amplia tradicion
en Meéxico, pues desde la época prehispanica han sido consumidos en torma
de guisados con chile rojo seco, incorporados al tamal. secos, asados. fritos,

en forma de boqueron y en torta (Sierra y Sierra 1977; Ocampo 1981).

Principales infecciones causadas por la alimentacion de  pescado

dulceacuicola

Debido a que Chirostoma humboldtianum es un importante recurso
alimenticio para la poblacion de bajos recursos economicos del Municipio de
Ixtlahuaca Edo. de México, en el cual se reportan 14,107 ejidatarios y
comuneros distribuidos en 33 ejidos (INEGI, 1999). podria constituirse como
un grave problema de salud, toda vez, que se ha reportado que bacterias
patogenas para los humanos como: Aeromonas sp. Enterobacter sp, Hafnia
alvei, Citrobacter freundii, Pseudomonas, Micrococcus v Acinetobacter,  se

encuentran de manera normal en el tracto digestivo de algunas especies de



peces (Trust, 1980; Linberg, er al., 1988; Ringo e¢r al., 1999; Goodwin &
Killian, H. S. 1998 ; Ascencio er al., 1991).

Se ha reportado que animales que son portadores de especies de
Aeromonas pueden actuar como reservorios para transferirlas a los humanos

via cadena alimenticia (Palumbo et a/ 1989).

Género Aeromonas

El  género Aeromonas comprende bacilos Gramnegativos,
anaerobios facultativos, autoctonos de ambientes acuaticos, que han sido
ampliamente reconocidas como patéogenos de una variedad de animales de
sangre fria y caliente, asi como de provocar enfermedades e infecciones en el
hombre. Han sido aisladas de agua salobre, dulce, marina, clorinada, no
clorinada y de aguas residuales. Su ubicuidad en ambientes acudticos provee
de una gran oportunidad a los animales, particularmente peces y anfibios de
estar en contacto con ellas e ingerirlas. Su amplia distribucion en aguas
superficiales como rios, lagos y presas ha creado una creciente preocupacion
por parte de Centros Epidemioldgicos y Centros de Salud Publica en varios
paises del mundo, al ser recursos que se utilizan para abastecimiento de agua

para beber, asi como pesquerias y lugares para actividades recreativas y



deportivas, Pathak v cols  (1988) reportaron Lo presencia del wenero
Aeromonas en algunos rios de la India, Havelaar v cols (1990) en el rio
Severn en Inglaterra v en dos rios en los paises bajos, Hazen y cols (1978)
recuperaron Aeromonas de un gran numero de cuerpos de agua dulce en
USA, presentando los habitats loticos, poblaciones mas grandes que en los
lénticos. Urriza v cols (2000) reportaron la presencia de este género en del
rio Arga en Espana, que recibe descarga de aguas de desecho de la ciudad de
Pamplona. Se ha demostrado la presencia de Aeromonas en aguas de drenaje
asi como en aguas tratadas en cantidades equivalentes a coliformes fecales.
mostrando una estacionalidad, aumentando las poblaciones en los meses de
verano, al igual que en los ambientes de agua dulce 6 marina.
Tradicionalmente, el monitoreo bacteriologico de los abastecimientos de
agua potable se ha enfocado a la deteccion de Esclierichia coli v las bacterias
coliformes relacionadas. Recientemente se ha puesto atencion en la incidencia
de aparicion de biopeliculas y organismos asociados que se presentan en los
sistemas de distribucion, incluyendo las especies mesofilas de Aeromonas.
Las Aeromonas pueden crecer en los abastecimientos de agua potable como
resultado de un insuficiente e incompleto tratamiento de agua. Las
Aeromonas mesofilas son muy versatiles nutricionalmente, va que son

capaces de utilizar un amplio rango de compuestos de bajo peso molecular
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(minoacidos. carbohidratos v dcidos carboxilicos), péptidos v acidos grasos
de cadena larga cuando estan en concentraciones tan bajas como 0.1mg de
carbon por litro. Esta versatilidad, particularmente por biopolimeros, hacen a
estas bacterias aptas para crecer como componentes de las biopeliculas en los
sistemas de distribucion de agua potable, y asi ser responsables del
incremento en la incidencia de gastroenteritis asociadas a ellas. Ghanem vy
cols. (1993) consideraron que va que el 90% de los abastecimientos de agua
en el Cairo fueron positivos para Aeromonas y 56% de los aislamientos
produjo enterotoxinas, el abastecimiento de agua fué la principal fuente de
infecciones por  Aeromonas. En estudios hechos en depositos de agua
municipal clorinada y no clorinada en el Oeste de Australia, Burke y cols.
(1983) demostraron una relacion entre la ocurrencia de Aeromonas y la
incidencia estacional de las Aeromonas asociadas a gastroenteritis, donde los
aislamientos fecales seguian cercanamente el patron de distribucion de las
Aeromonas spp. en el agua para beber. Por muchos anos, la taxonomia de
Aeromonas spp. fue muy confusa, después de una exhaustiva revision,
PopotTy cols (1981 ) las colocaron en grupos de hibridacion de ADN. Desde
entonces, la taxonomia del género ha dependido de una mezcla compleja de
datos fenotipicos v genotipicos. Las especies con comportamiento bioquimico

distinto, son referidas como fenoespecies, mientras que distintos grupos de



hibridacion de ADN son llamados  genoespecies.  Sobre la base de
caracteristeas fenotipicas, ¢l Manual de Bacteriologia  Sistematica  Bergey
reconoce  los siguientes cuatro grupos para el género  deromonas: las
especies moviles mesolilas © A hvdrophila, A. caviae y A.sobria. y una
especie no movil psicrofila: A. salmonicida. Dentro de las infecciones en
peces se ha reportado que cepas de Aeromonas hvdrophila han sido aisladas
de septicemia hemorragica v de putrefaccion de cola y aletas de peces de agua
dulce como: la lobina, la carpa, el bagre, la perca y el salmon (Hazen, et al.,
1978). La septicemia hemorragica estd caracterizada por la presencia de
pequenas lesiones superficiales. que con frecuencia ocasiona el
desprendimiento de escamas, ano y branquias hemorragicas, tlceras,
abscesos, exoftalmia (ojos abultados), ¢ inflamacion abdominal. Internamente
puede haber la presencia de fluido ascitico en la cavidad peritoneal, anemia, e
inflamacion del rinon e higado (Hazen, er al, 1978). Las infecciones por
Aeromonas hyvdrophila en humanos se han agrupado en cuatro categorias: 1)
Celulitis o infeccion de heridas por exposicion a agua o suelo contaminados;
2) Diarrea aguda de corta duracidn, algunas veces sanguinolenta vy
coleriforme que ataca a cualquier grupo de edad. pero que prevalece
principalmente en pacientes que presentan diarrea del viajero v en menores de

5 anos; 3) Septicemia asociada a enfermedades hepatobiliares, pancreaticas o



malignas, en particular leucemia aguda; 4) Otras infecciones, por cjemplo:
infecciones postoperatorias, casos raros de infecciones del tracto urinario,
meningitis, peritonitis, endocarditis y otitis (Burke, er al, 1983). Se ha
descrito que entre los factores de virulencia de el género Aeromonas. son dos
grupos los principalmente asociados con su patogenicidad: las aerolisinas y
las enterotoxinas (Burke, er al., 1983). En Bangladesh, Albert v cols. (2000)
hicieron una caracterizacion de los genes que codifican para la produccion de
aerolisinas enterotoxicas, siendo estas: alt, citotoxica termolabil, ast,
citotonica termolabil y act, citotoxica hemolitica. Estudiaron la distribucion
de estos genes de 115 Aeromonas aisladas de 1735 nifos con diarrea , 27
Aeromonas aisladas de 830 ninos control y de 120 Aeromonas seleccionadas
al azar de diferentes cuerpos de agua superficial. Se encontré la presencia del
gen alt en Aeromonas de las tres muestras. También se encontrd que la
presencia del gen ast fue mayor en las muestras ambientales que en las
muestras de los nifios con diarrea. Es importante mencionar que los
aislamientos que fueron positivos para ambos genes alt y ast fueron
significativamente mas frecuentes en los nifos con diarrea que los
encontrados en las muestras control y ambientales. Esto indica que los
productos de ambos genes actiian sinérgicamente para inducir diarrea severa.

Es interesante mencionar, que la presencia de un flagelo lateral en las especies



mesotilas de deromonas se ha  considerado que tiene una relacion con lu
presencia de propiedades toxigénicas | Gryllos v cols. (2000) concluveron que
el flagelo polar v posiblemente el antigeno O del lipopolisacarido (LLPS) v
adhesinas presentes en las deromonas mesofilas son estructuras de superficie
que promueven la adherencia a las células epiteliales ademas de la
participacion de el pili en el proceso de adherencia y colonizacion. Se ha
descrito que la diferencia medida en la frecuencia relativa de sepsis por
Aeromonas senalada en varias regiones del mundo puede estar atribuida a un
nimero de factores incluyendo etnias, exposicion ambiental, condiciones
climaticas, habitos dietéticos (alimenticios) v el acceso a adecuados centros v
programas de salud publica. Un ejemplo de esto es el citado por Geldreich
(1978) en el que reporta que aproximadamente el 1% de adultos son
portadores sanos de Aderomonas en el tracto gastrointestinal, mientras que
esta figura se incrementa al 20% en el sudeste de Asia en donde se
acostumbra el consumo de mariscos frescos contaminados aunado a una
deficiente higiene.

Se ha descrito que existen otros géneros y especies de bacterias
comensales del tracto digestivo de peces como; Enterobacter sp, Hafnia alvei.
Klebsiella sp. vy Citrobacter freundii que podrian causar infecciones en los

humanos, ya sea por consumo de pescado o por el contacto con estos animales



(Trust, 1975 Linberg. ¢r af.. 1988: Ringo ¢ al.. 1999: Goodwin & Killian, 1L

1999: Ascencio ef af.. 1998),

Resistencia a antibioticos

El uso de los antibioticos tanto para uso humano como veterinario y
agricola, ha ocasionado la seleccion de bacterias resistentes a estos agentes
(Kuperstoch-Portnoy. 1981). Un ejemplo de esto lo constituyo el estudio
realizado en  México sobre 697 cepas clinicas de Salmonella v 195 de
Shigella (Kuperstoch-Portnoy, 1981), en donde se detecté que el 20.5% de
las primeras fue resistente a ocho o mas antibioticos, en tanto que el 17% de
las segundas fue resistente a cuatro o mas antibioticos (Kuperstoch-Portnoy,
1981).

De esta manera el uso indiscriminado de los antimicrobianos puede
seleccionar cepas multirresistentes a estos agentes, las cuales pueden tener
grandes efectos de salud sobre la poblacion, por ejemplo en México en el afio
de 1972 y 1973 ocurrio una epidemia de fiebre tifoidea, en donde se encontro
un minimo de 10,000 casos, con una mortalidad de 10 a 12%. La cepa de
Salmonella nyphi causante de la infeccion era resistente al cloranfenicol,
antibiotico de primera eleccion, asi como a la sulfonamida, tetraciclina y

estreptomicina (Kumate, 1981).



l.a alta frecuencia de cepas bagterianas resistentes i antibioticos debido
a que poseen plasmidos representa un serio problema para el tratamiento
eficaz de los pacientes infectados y, a nivel poblacional, la presencia de
plasmidos constituye una grave fuente de diseminacion de la resistencia. toda
vez, que muchos plasmidos que confieren resistencia a antibidticos son
capaces de transferirse a otras bacterias de la misma especie, de especies
distintas, e incluso, de géneros diferentes.

La resistencia a antibioticos mediada por plasmidos fue descrita por
primera vez en Japon (Watanabe, 1963) y posteriormente confirmada en las
epidemias de disenteria bacilar causadas por Shigella dvsenteriae en centro
América y el Sur de México en 1969-1970 (Mata e¢r al.. 1970). La cepa
causante de la epidemia contenia un plasmido que le conferia resistencia a
varios antibioticos, entre ellos los de eleccion.

A menor escala, en los hospitales, tambi¢n se han encontrado cepas
multirresistentes portadoras de plasmidos. Asi por ejemplo, en una unidad de
quemados de un hospital de Seattle ocurrio un brote de infeccion por
Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae, ambas cepas poseian al

mismo plasmido que les conferia la resistencia (Elwell. er al., 1978).



Mecanismos de Resistencia a los Antibioticos
Se ha descrito que los mecanismos de resistencia a antibioticos mediados
por plasmidos pueden agruparse en 4 categorias (Amibile Cuevas, C.I.

1988):

A) Inactivacion del antibiotico.
B) Alteracion del sitio blanco que actia como receptor al antibiotico.
(') Disminucion del transporte del antimicrobiano al interior de la célula.

D) Sintesis de via alterna no sensible al farmaco.

LLos mecanismos de resistencia y los mecanismos de accion de los

principales grupos de antibioticos se aprecian en la tabla 2.
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Tabla 2. Mecanismos de Accion y de Resistencia a los antibioticos por las bacterias

Resistencia a antibidticos f-lactamicos

-
subunidid =0s del
ribosoma
[ Disminucion de la | Cromosoma
| captacion por la célula |
Quinolonas v dacido | Inhibicion de la ADN girasa o Mutacion sobre ADN ' Cromosoma
nalidixico Replicacion, girasa
Transcripeion, e Disminucion de la Cromosoni
Recombinacion y permeabiindad
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o del ADN i . -
Tetracichna Inhibicion de la Proteina de la Interferencia con el | Plasmido
sintesis de proteinas | subunidad transporte de la droga |
ribosomica 30s (proteinas inducibles) |
Sulfonamidas Inhibicion de la Sintesis de via alterna no | Plasmido
Trimetoprim sintesis del acido sensible al fiarmaco
félico

Se ha descrito que el mecanismo mas importante de resistencia

bacteriana a los antibioticos B-lactamicos es la produccion de [J-lactamasas

(BL), estas enzimas hidrolizan el enlace amida del anillo (-lactamico.



originando un compuesto sin actividad antibacteriana (acido  peniciloico)

(Sykes & Mathew. 1976) (Figura 1).

RCONTH PENICIHLINASA RCCOMNE
13 HIDROLASA 2~1/ Wik
113 4’ () HN \24 3
OH
COO COO-
Anillo -lactamico acido peniciloico

Figura 1 Hidrolisis del enlace amida del anillo fi-lactamico.

Las [}-lactamasas pueden ser codificadas por plasmidos, o como en el
caso de algunas bacterias Gramnegativas por el cromosoma bacteriano (es
probable que la mavoria produzca cuando menos una [}-lactamasa vy que
éstas sean especificas para género y especie ) (Sykes, & Mathew, 1976)

Las [-lactamasas de las bacterias  Grampositivas se excretan
extracelularmente y destruyen el antibidtico antes que entre en contacto con la
superficie de la célula, en tanto que las producidas por las Gram negativas se
sitiian en el espacio periplasmico presentando una barrera para la difusion de
las cefalosporinas al interior de las células (Sykes & Mathew, 1976).

A diferencia de la mayor parte de los microorganismos Grampositivos
en los que la produccion de [(-lactamasas suele ser el tnico factor de
resistencia, en los Gramnegativos  existe un mecanismo secundario de

resistencia  (“resistencia intrinseca”), el cual consiste en parte en una
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incapacidad  de los antibioticos  para difundie ol mrerior de o eclula
microbiana. (Chopra, | &. Ball. 1982) v, en parte, a niveles bajos de |i-
lactamasa codificados por el cromosoma (Ohmori, er afl.. 1977, Curtiss, ef
al., 1981).

Se ha descrito que existen varias clases de f-lactamasas: TEM-1 (clase
A), KOXY (clase B), IMP-1 (clase B), AmpC (clase ). MOX-1 (clase C),
OXA-5 (clase D) y PSE-2 (clase D). Con excepcion de la clase D, cuya
expresion es constitutiva (Rosedahl, 1993) todas son inducibles v la mayoria
de su actividad es extracelular (Richmond. 1965).

Otro de los mecanismos de resistencia que presentan las bacterias a los
antibioticos —lactamicos es debido a mutaciones cromosomicas que alteran
la cantidad o afinidad de proteinas de membrana externa llamadas PBPs (por
penicillin binding proteins). La introduccion en 1960 de la meticilina, un
compuesto derivado de la penicilina v resistente a [-lactamasa, fue seguida
rapidamente por la aparicion de cepas resistentes. La resistencia a meticilina
se debe, probablemente, a la proteina PB2a que tiene baja afinidad por los
compuestos [3-lactamicos (Hartman &. Tomasz, 1984; Fasola, er al., 1995).

Para combatir a las cepas productoras de [-lactamasas se han
desarrollado las cefalosporinas, cuyo grado de resistencia a 3-lactamasas es
variable; éstas incluyen a las cefalosporinas de segunda generacion
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(cefoxiting, cetumandol v cefuroxima) v a las de tercera generacion
(cefotaxima, moxalactam, celoperazome v otras). También se han introducido
antimicrobianos resistentes a la penicilinasa.  éstos incluyen a las penicilinas
semisintéticas: meticilina, oxacilina, nafcilicina v otras (Richmond, 1979).
Otra de las estrategias utilizadas contra cepas productoras de [3-
lactamasas ¢s la combinacion de [3-lactamicos con inhibidores de
f-lactamasas. de los que uno de ellos es un producto natural del
Streptonyees  clavuligerus (acido clavulanico) y el otro es totalmente
sintético (sulbactam) (Comber, et al.. 1980). Estos inhibidores de [-
lactamasas poseen una estructura quimica similar a los antibioticos pero con
actividad antimicrobiana deficiente, sin embargo, cuando se combinan con
un antibiotico p-lactamico restauran su actividad sobre microorganismos
resistentes a éste. El acido clavulanico se ha combinado con amoxicilina o

ticarcilina y el sulbactam con ampicilina o cefoperazone (Comber, et al.,

o

1980).

No obstante, que la utilizacion de un f-lactamico mas el inhibidor de
B-lactamasas constituye un factor de seleccion a favor de bacterias
productoras de f-lactamasas resistentes al inhibidor, aparentemente no ha

ocurrido aun un incremento en la produccion de f-lactamasas resistentes a



inhibidores. toda vez que en una revision de 1500 articulos publicados sobre
este topieco entre 1978 v 1993 se encontro que si bien aumento la frecuencia
de cepas productoras de [3-lactamasas resistentes a ampicilina y penicilina, no
hay evidencia, publicada en este periodo de que se hava incrementado la

resistencia a la combinacion de amoxicilina + clavulanico (Rolinson, 1994).

ANTECEDENTES

Entre los estudios sobre aspectos biologicos de Chirostoma
humboldtianum se encuentran el de Téllez (1983) y Flores (1985) en el
embalse Huapango, Edo. de México, donde el primero estudié la edad v
crecimiento de machos y el segundo lo hizo para las hembras. Por su parte De
la Cruz (1985) lleva a cabo un andlisis de variabilidad en la poblacion y
Garibay y cols. ( 1988) realizaron un estudio histologico gonadal. Asi, Téllez
(1979) en el Lago de Chapultepec y Gamez (1984) en el embalse Huapango
abordan aspectos de la alimentacion de C. humboldtianum, mientras que
Navarrete y Chazaro (1992) lo hicieron en el embalse San Felipe Tiacaque,
Edo. de México. en donde, Aguilar (1993) realizé un estudio de crecimiento,
supervivencia v reproduccion. Huicochea y cols. (1987) abordaron aspectos
referentes a Ecologia y produccion de C. fuimboldrianmun en el embalse San

Felipe Tiacaque, Edo. de México, (citado por Aguilar, 1993).
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Por otra parte en lo que se refiere a lag especies bacterianas comensales
del tracto digestivo de los peces, Trust en 1975 aislo la flora bacteriana del
tracto digestivo del salmon ( Oncorhyvachus keta). las especies predominantes
fueron identiticadas como Aeromonas, siendo Aeromonas hvdrophila la mas
frecuente. Otras especies comunmente encontradas fueron  Bacillus,
Enterobacter. Pseudomonas, Microccocus v Acinetobacter.

Schubert (1975), Araujo v cols (1991) y Stecchini (1994) reportaron
que la distribucion de las especies bacterianas mesofilas en el medio acuatico
puede estar relacionado con los niveles de contaminacion en el agua,
encontrando que Aeromona caviae predomina en el agua de drenaje y en
aguas con un alto grado de materia fecal. En aguas menos contaminadas,
dulces o marinas, A. caviae y A. hydrophila presentaron una distribucion casi
igual.

Depaola & Peeler (1995) midieron el efecto del uso de alimento
medicado con oxytetraciclina en la resistencia antibiotica de bacterias Gram-
negativas del agua e intestinos del pez gato en estanques. Plesiomonas sp.,
Shigella sp., Aeromonas hydrophila y Citrobacter freundii fueron aisladas
frecuentemente en  Primavera y Otono; Escherichia coli, Klebsiella
preumoniae, Edwardsiella  tarda, v Enterobacter sp. fueron aisladas

principalmente en la Primavera. El tratamiento con oxytetraciclina no afecto



la distribucion de las especies bacterianas en el Otono pero pudo habe
acelerado un cambio hacia una mayor prevalencia de miembros de fu tumilia
Enterobacteriacea en la Primavera. El tratamiento con oxytetraciclina no

parecio estar involucrado en la resistencia maltiple antibiotica.

I:n Saudi Arabia, Ramadan y cols. (1993) reportaron que 28 cepas de
Enterobacter cloacae con susceptibilidad reducida a cefalosporinas de tercera
generacion (aztreonam y amikacina), fueron altamente sensibles a imipenem y
sparfloxacina, produciendo todas - lactamasas.

En China, Li y cols. (1995) reportaron la resistencia antibiotica de 29
cepas de Enterobacter cloacae de 32 examinadas, a 9 antibioticos de 21
probados, demostrando la presencia del plasmido 80Kb en 24 cepas, mientras
que tres cepas relativamente sensibles, no contenian plasmidos. La presencia
del plasmido 80Kb se relaciond directamente con la alta resistencia de £
cloacae.

En Suiza. Gunthardt y cols. (1996) estudiaron la susceptibilidad
antibidtica de 80 aislamientos de Hafnia alvei obtenidos de 61 pacientes, el
100% de las cepas fueron sensibles a la netilmicina, ciprotloxacina e
imipenem, 92% a piperacilina, 90% a cotrimoxazole, 88% a celtriaxona y

ceftazidime.



En Japon. Kumamoto v cols. (1996) reportaron que la concentracion
minima inhibitoria (CMI90) para Enterobacter cloacae de ciprofloxacina
(CPFX) y tosufloxacina (TFLX) fué de lug/ml, la CMI90 de amikacina
(AMK) fué 2 pg/ml, la CMI90 de cefozopran (CZOP), gentamicina (GMC) v
ofloxacina (OFLX) fué de 4 pg/ml.

En Estados Unidos, Thornsberry y cols. (1996) llevaron a cabo un
estudio comparativo de la susceptibilidad a ocho antimicrobianos (cefepime,
ceftazidime,  ceftriaxona, ciprofloxacina, gentamicina, ceftriaxona,
ciprofloxacina, gentamicina, imipenem y piperacilina) en 12,574 aislamientos
obtenidos de 83 instituciones médicas, utilizando los métodos E-test (AB
Biodisk) y de microdilucion en caldo para determinar las concentraciones
minimas inhibitorias. Los resultados obtenidos demostraron que la mayoria de
las Enterobacteriaceas fue mas susceptible a cefepime, que a la actividad de
ceftazidime, ceftriaxona y cefotaxime, principalmente por la gran actividad
del cefepime contra las especies que producen [3- lactamasas (Enterobacter
cloacae, Enterobacter aerogenes v Citrobacter freundii).

Piddock y cols. (1997) midieron la prevalencia, los mecanismos de
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion, y ocurrencia de produccion
de B-lactamasas en 3745 Enterobacterias aisladas de 96 hospitales en el Reino

Unido. En este estudio el 10.9% (409 cepas) fue resistente a cefotaxime/



cettazidime, de los cuales 338 (9%) fueron Enrerobacieriocea, 29 Lselerichi
coli, 35 Klebsiella spp v T Hafnia alved

Pitout (1997)  detecto la produccion de [i- lactamasas en 80 cepas
bacterianas  de Enterobacter cloacae, [ acrogencs. gergoviae v F
sakazakii  resistentes a antibioticos f-lactamicos. También midio la
resistencia a 16 antibioticos P-lactamicos con prucbas de susceptibilidad por
difusion en disco y microdilucion en caldo.

Son y cols (1997) probaron la resistencia antibiotica de cepas de
Aeromonas  hydrophila aisladas de 21 tilapias (Tulapia mossambica).
resultando todas resistentes a ampicilina y sensibles a gentamicina. EI 37%
fue resistente a la estreptomicina, el 48% a la tetraciclina y el 43% a la
eritronticina.

Chang y cols. (1997) han estudiado los factores de virulencia de A.
hydrophila, incluyendo las fosfolipasas v/o proteasas, como posibles
responsables de la patogénesis de la diseminacion séptica, posterior al primer
foco de infeccion en el tracto gastrointestinal de  pacientes
inmunocomprometidos.

En  Bristol, Reino Unido, Walsh v cols. (1997) examinaron la
distribucion y la expresion de los genes que se expresan para la produccion de
[3- lactamasas en 21 Aeromonas hyvdrophila, de las cuales el 100% produjo
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P-lactamasas con una actividad significativamente alta contra ampicilina,
oxacilina, cefaloradina e imipenem.

Iin Chennai, India, Komathi y cols. (1998) aislaron Acromonas sp del
6.5% de pacientes menores de 10 anos que sufrian de diarrea (200 muestras
de evacuaciones), de las cuales el 4% fue A. hvdrophila, el 2% A. sobria y el
0.5% A. caviue. Entre los aislamientos obtenidos 10 produjeron enterotoxinas
v 11 produjeron citotoxinas. L.a mayoria exhibio resistencia a los antibioticos
comunmente utilizados como trimetroprim, cloranfenicol y tetraciclina.

En Exeter, Reino Unido, Mattick v cols (1998) demostraron que las
Aeromonas sp mesofilas son cominmente aisladas de casos de infeccion
gastrointestinal y tienen marcadores indicativos de enteropatogenicidad,
incluyendo produccion de citotoxinas v hemolisinas, adherencia a células
epiteliales y resistencia a ciertos antibioticos.

in Karachi, Pakistan, Ahmed vy cols. (1998) probaron los patrones de
sensibilidad antibidtica por difusion en disco y concentracion minima
inhibitoria de 43 Aeromonas spp, resultando el 80% sensible a las
cefalosporinas y quinolonas, v el 94% resistente a la ampicilina, mismas que
fueron productoras de [-lactamasas; el 40% mostro resistencia  al

cloranfenicol. La CMI para cefotaxima fu¢ 0.06-1.0 pg/ml. la CMI90 para



cefotaxime tue 0,30 poo. para imipenem 025 ug ml v para ciprofloxacing 2.0
e/ ml.

Miranda y cols (1998) en Chile midicron la resistencia antibiotica de
172 Aeromonas moviles aisladas de 36 abastecimientos de agua natural para
beber, de aguas de irrigacion (60) y de aguas de paso que reciben drenaje
(56), utilizando los métodos de dilucion v difusion en agar. Una alta
proporcion de las bacterias aisladas mostro resistencia a la carbenicilina,
eritromicina, estreptomicina y cefradina, y sensibilidad al clorantenicol.
kanamicina, gentamicina, tetraciclina, acido nalidixico y trimetropim-
sulfametaxol. Estos resultados indican que las deromonas resistentes a
antibioticos son facilmente recuperadas de los recursos de agua en Chile,
representando un alto riesgo para la Salud Publica.

Ascencio v cols (1998) demostraron que las Aeromonas (A
hvdrophila, A.caviae y A. sobria) se adhieren a las lineas celulares que
poseen receptores mucosos,  colonizan el wacto intestinal vy estan
involucradas en enfermedades gatrointestinales humanas.

En  Espana, Capdevila y cols. (1998) probaron la susceptibildad
antibidtica de Enterobacter amnigenus, la cual mostrd un nivel de resistencia
a ampicilina del 83%, 75% a cefazoline y 33% a acido clavulanico. Todos los

aislamientos fueron susceptibles a cefalosporinas de tercera generacion.



aztrconam,  ciprofloxacing v aminoglucosidos. 0 amnigenus Causo
infecciones bien documentadas en el hombre, por lo que no debe considerarse
el microorganismo aislado como un simple contaminante ¢ como un simple

huésped del colon.

En Suecia, Lindberg v cols. (1998) aislaron Enterobacteriaceas del
31% de una muestra de 72 peces de agua dulce, siendo la mas frecuente
Rahnella aquatilis, una de cada tres fué Citrobacter freundiiyy también se
obtuvieron Hafnia alvei.

En Espana, Tejedor (1998) examino la interaccion de las 3- lactamasas
T1 de Enterobacter cloacae con compuestos [-lactamicos. La habilidad de la
penicilina vy cefoxitina para inducir la produccion de [3-lactamasas en la cepa
fue cuantificada. Enterobacter cloacae mostro una susceptibilidad limitada a
un numero de antibioticos excepto al imipenem, que seria el antibiotico de
eleccion como terapia contra la infeccion.

En Noruega, Ringo v cols. (1999) demostraron que el régimen
dietético no influia en la flora bacteriana aerdbica y anaerdbica facultativa
del tracto intestinal de la trucha artica (Salvenilus alpinus 1..). En este estudio
fueron identificados Staphvlococcus sp. Aeromonas salmonicida, Aeromonas

caviae, Aeromonas sp v Carnobacterium.



Cioodwin v cols. (1998) wislaron Hapria alver de lesiones presentes en
los ojos v en el centro de la cabeza del pez gato de canal (Joraluris
punctatus), obteniendo una excelente identificacion por ¢l método API-201.
pues este microorganismo ya ha sido reportado como patogeno en humanos y
peces.

Rice (1999) estudio los mecanismos de resistencia a antibioticos [3-
lactamicos de amplio espectro de Enterobacterias. En este wabajo se
contemplo las mutaciones puntuales dentro de los genes plasmidicos que
codifican enzimas que hidrolizan cefalosporinas, incluvendo penicilinas e
inhibidores de [}-lactamasas.

En Japon, Yamaguchi y cols. (1999) evaluaron la actividad de seis
antimicrobianos [}- lactamicos en 2000 aislamientos clinicos de 22 centros
médicos, encontraron que Citrobacter freundii v Enterobacter cloacae fueron
resistentes a ceftazidime y piperacilina, y se mantuvieron sensibles al
imipenem, al igual que Escherichia coli y Klebsiella spp.

Thompson y cols. (1999) en 141 cepas de E. coli. Klebsiella
preumoniae, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes. Citrobacter
freundii y Serratia marcescens, indujeron la produccion de [f-lactamasas de
amplio espectro, [-lactamasas AmpC. [-lactamasas K1 y otras utilizando

como inductores antibioticos [}- lactamicos solos ¢ en combinacion con
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inhibidores de [i-lactamasas. para de esta manera establecer la frecuencia de

produccion de f-lactamasas.



OBJETIVOS

General
e ldentificar las cepas bacterianas comensales del tracto digestivo de

Chirostoma humboldtianum.

Particulares

e Determinar la susceptibilidad v/o resistencia a 12 antibioticos por el
Meétodo de Kirby- Bauer.

e Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de penicilina,
ampicilina, dicloxacilina, cefalotina, cefuroxima y ceftriaxona por el
metodo de dilucion en placa.

e Detectar la produccion de -lactamasas en las cepas identificadas.

e C(Cuantificar el efecto del inhibidor de [3- lactamasas sulbactam sobre la

CMI de ampicilina.



MATERIAL Y METODOS

Para ¢l desarrollo de este trabajo se utilizo una muestra representativa
de 52 peces que fue colectada en el embalse de San Felipe Tiacaque, Edo. de
Meéxico. Para lo cual se utilizo un chinchorro playero de tipo charalero de 28
metros de longitud con una caida de 1.5 mts. v una abertura de malla de 0.8
cms. Una vez colectados, fueron colocados en bolsas de plastico estériles y se
transportaron al laboratorio de Analisis Clinicos de la CUSI-lztacala. El
manejo de los animales fue totalmente aséptico. Para la extraccion del tracto
intestinal, se limpio la superficie ventral del cuerpo con una toalla de papel
estéril para remover el exceso de moco, después se rocio etanol al 70%,
utilizando una botella con aerosol (rociador), y se secd con una toalla de
papel estéril. Posteriormente utilizando tijeras y escalpelo estériles y/o
flameados en alcohol y sosteniendo las aletas pectorales a los lados con
pinzas, se hizo una incision a través de la piel y el muasculo en la linea media
de la pared ventral del cuerpo extendiéndose de la parte posterior del istmo
hasta el ano. La incision tuvo que ser ligeramente lateral en el ano, para
poder evitar cortar el intestino posterior y permitir que el contenido intestinal
entre a la cavidad visceral (Thoesen, 1994). Se tomé con pinzas estériles el
tracto digestivo vy con tijeras se corto para extraer su contenido vy colocarlo en

el medio de cultivo BHI (infusion cerebro-corazon). Posteriormente se

e
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incubaron por 24 horas a temperatura ambiente (20-237 € por 2448 hrs.,
Fhoesen, 1994 ). Al término de esto se procedio a sembrar las muestras bajo
la téenica de estriado y quema con asas estériles en los medios de cultivo
enriquecidos v selectivos; Gelosa sangre. SS (salmonella- Shigella). VB (
verde-brillante) v EMB (eosina azul de metileno) y se¢ incubo a temperatura
ambiente (20-25°C por 24 horas). Obteniendo el crecimiento optimo se
realizaron varias resiembras de las colonias lactosa + \ lactosa — con el
proposito de puriticar las colonias. Para posteriormente determinarlas por el
sistema de identificacion API- 20E, fabricado por el laboratorio francés
bioMérieux SA. Una vez aisladas ¢ identificadas las diferentes cepas se

mantuvieron en Stocks para bacterias a temperaturas de 6-7° C.



Sistema de Identificacion para Gramnegativos APL- 201,

Fs un sistema que utilizo 23 tests bioquimicos estandarizados
miniaturizados, v una base de datos.

[Estos tests se inocularon con una suspension bacteriana la cual hidrato
el medio. Durante la incubacion, se produjeron cambios de color espontianeos
o revelados por adicion de reactivos. La lectura de las reacciones se realizo de
acuerdo con la tabla de lectura y la identificacion mediante el API-20E index

o el programa informatico para identificacion.

Preparacion de la galeria:

Se prepard una cdmara de incubacion con su tapa correspondiente y se
repartieron 3 ml de agua destilada o desmineralizada en los alvéolos para
proporcionar una atmosfera himeda. Posteriormente se anotd la referencia de
la cepa en la lengueta lateral y se coloco la galeria en la camara de
incubacion. Al mismo tiempo se realizo la prueba de la oxidasa para lo cual se
tomo una colonia de la cepa a identificar y se coloco sobre un trozo de papel
filtro sobre un portaobjetos. Se humedecié el papel con una gota de agua
estéril y se anadio una gota de reactivo OX. Si la reaccion fue positiva

aparecio en uno o dos minutos una coloracion purpura.



I:l resultado de esta reaccion se anotd. debido o que constituve ¢l e

numero 21 de la identificacion.

Preparacion del inoculo:

Se destapo una ampolleta de NaCl 0,85% (Medium 3ml). con la avuda de una
pipeta pasteur estéril se recogio una colonia de la placa de agar v se realizo
una suspension bacteriana homogeneizando cuidadosamente la ampollcta.
Posteriormente se Ilenaron los tubos y las cupulas de los Tests con la
suspension bacteriana y se incubaron de 18-24 horas a temperatura ambiente

(20-25°C).

Lectura de la galeria

Después de la incubacion se leyeron las galerias con la avuda de la Tabla de
Lectura. Se anotd en la hoja de resultados las reaccione espontaneas y si la
glucosa fue positiva y/o 3 o mas tests fueron positivos, se efectué el revelado
de los tests que necesitaban reactivos:
¢ Test TDA: se anadid una gota de reactivo TDA al test. Un color marron
obscuro indicd una reaccion positiva.
e Test IND: se adicioné una gota de reactivo James: si la reaccion tue

positiva aparecio una coloracion rosa.



o Test VP se anadio una vora de VPT v VP2 y s esperd como minimo
L0 minutos. Un color rosa o rojo indico una reaccion positiva.
e Test NOs: Se adiciond una gota de NI'T 1 v NIT 2 en el tubo GLU, Se

esperd de 2 a 3 minutos. Un color rojo indicod una reaccion positiva.

Identificacion

LLas identificaciones se realizaron mediante el sistema computarizado API-
20E, para lo cual en la hoja de resultados los tests estaban en grupos de tres y
cada uno tenia asignado un valor 1, 2 6 4. La galeria API-20E consto de 20
tests, los numeros en el interior de cada grupo correspondieron a las
reacciones positivas. El test de la oxidasa es el niimero 21 y si fue positivo se
le asigno el valor 4. Sumando los valores de los tests positivos para cada
grupo se obtuvo un codigo de 7 cifras. El programa informatico para
identificacion se utilizo introduciendo manualmente en el teclado el perfil

numérico de 7 cifras.

=

e



Resistencia a antibioticos

Una vesidentificadas las bacterias por el sistema de identificacion APIL-
20L, se utilizo la téenica de Bauer- Kirby (Baucr. ¢ al.. 1960) para probar fa
sensibilidad y/o resistencia de cada cepa encontrada, para lo cual se tomaron 3
colonias ( de cada cepa crecida en MH) con un hisopo estéril v se procedio a
inocular sobre la totalidad de la superticie del agar de Mueller-Hinton.

Por dltimo se tomo un sensidisco con los doce antimicrobianos a
determinar (Sanofi,diagnostics, Pasteur) con una pinza estéril v se colocd
sobre el agar de Mueller-Hinton. Asi el antimicrobiano se difundio formando
un gradiente de concentracion, que inhibio ¢ permitio el crecimiento de la
bacteria en un tiempo de 24 horas a temperatura ambiente. De esta manera las
cepas se clasificaron como susceptibles (S) o resistentes (R) dependiendo del
diametro del halo de inhibicion (el cual se medio con un vernier). conforme a

las recomendaciones del fabricante respecto a los puntos de corte.

Deteccion de [3- lactamasas

Para la deteccion de - lactamasas se utilizaron discos impregnados con
una cefalosporina cromogénica, nitrocefin (BBL). Este compuesto cambio de
color amarillo a rojo cuando el enlace amida del anillo [3- lactamico fue

hidrolizado por la - lactamasa, para lo cual se tomo un disco impregnado



con nitrocelin v se humedecio con una gota de agua estéril v ensceuida se
coloco con una asa estéril una colonia aislada (crecida en Mueller- Hinton por

24 horas a temperatura ambiente) de la cepa bacteriana. Se observo la

(O’Callaghan, C.H. etal., 1972).

IZ1T,

o § N o o U.N.AM CAMPUS
Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los

antibioticos f3- lactamicos

La concentracion minima inhibitoria de penicilina, ampicilina,
dicloxacilina, cefalotina, cefuroxima, ceftriaxona y sulbactam mas ampicilina
se determind por el método de dilucion en placa en agar Mueller-Hinton
(MH), utilizando un sembrador multiple, conforme a lo reportado por Vaca y
cols. (1995). Para lo cual se crecid cada una de las cepas bacterianas en caldo
nutritivo a temperatura ambiente por 24 horas. Cada cultivo se diluyo ( 1:3 )
con caldo nutritivo estéril en un pozo del sembrador, para posteriormente
hacer las réplicas en cajas de MH mas diluciones dobles seriadas del
antibiotico en el rango de concentracion de 3.9 a 2000 pug/ml (cuadro 1). La
CMI fue la minima concentracion del antibiotico que inhibio el crecimiento

visible después de incubar 24 horas a temperatura ambiente.



RESULTADOS

ldentificacion  bactertana _en el wracto  gastrointestinal de  Chivostoma
hwmboldticnmim

Con el proposito de identificar las bacterias comensales del tracto digestivo
de Chirostoma humboldtianum se utiliz6 una muestra poblacional de 52
peces. Se identificaron bacterias pertenecientes a 5 especies v a | género
(tabla 3). EI 65.5% de las bacterias del tracto digestivo de C. humboldtianum
correspondio a Aeromonas hvdrophila, 17.2 % a Hatnia alvei. 6.8% a
Enterobacter cloacae. 3.5% a Enterobacter amnigenus. 3.5% a Cirrobacter

freundii v 3.5% al género Klebsiella.

Bacteria Nuamero de cepas  Porcentaje
Aeromonas hydrophila 19 63.3 o
- Hafnia alvei s 17.2
Enterobacter cloacae 2 6.8
 Enterobacter a-fm_,'}g_emas I 33 -
 Citnobacter freundii o 35
Klebsiella, N 3.3

Tabla 3. Frecuencia de bacterias comensales del tracto digestivo de
Chirostoma humboldtianum

A0



Resistencia a los antibidticos

Acromonas hvdropila

En la figura 2 se observa que el 100% de las cepas de Aeromonas hvdrophila
fue resistente al antibidtico ampicilina, 95% a carbenicilina y 40% a

o

cefalotina.

Hafnia alvei
El 100% de las cepas de Hafnia alvei mostro resistencia para ampicilina,
ceftriaxona y cefalotina, el 80% a cefotaxima v carbenicilina y el 20% a

trimetoprim con sulfametoxazol (figura 3).

Enterobacter cloacae v Enterobacter amnigenus

El total de las cepas de Enterobacter cloacae y Enterobacter amnigenus fue
resistente a los antibioticos ampicilina, carbenicilina, cefalotina, ceftriaxona y

cefuroxima (figura 4).

Citrobacter freundii

En la figura 5§ se aprecia que la cepa de Citrobacter freundii mostro

resistencia frente a ampicilina y carbenicilina.
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Kichsiella By es
lLa cepa bacteriana del eéncro Kiehsiclla Tue resistente a los antibioticos

ampicilina, carbenicilina, celalotina y cefotaxima (figura 6).

Produccion de [3- lactamasas

Con el proposito de determinar la produccion de |3-lactamasas por las cepas
encontradas, se determind cualitativamente la capacidad de estas para
hidrolizar a la cefalosporina cromogénica nitrocefin (BBL). Como se aprecia

en la figura 7 el 100% de las cepas fue productora de [3-lactamasas

Multirresistencia a los antibioticos en las cepas identificadas

L.a tabla 4 muestra los patrones de resistencia a los antibioticos y el numero de
especies representadas en cada patrén. Se observaron un total de 7 patrones

distintos de multirresistencia, dentro de los cuales el patron de resistencia;

2

CF+CRO+AM+CTX+CB estuvo representado por 3 cepas de Hafnia alvel,

led

de Enterobacter cloacae y | de Enterobacter amnigenus. Los siguientes
patrones de resistencia (CF+CRO+AM+SXT+CB. CF+CRO+AM+CTX vy
CF+AM+CTX+CB ) se caracterizaron por estar representados por | cepa en
cada caso. A continuacion aparece el patron de resistencia CF+AM+CB, el

cual estuvo representado por 6 cepas de Aeromonas hvdrophila. Finalmente
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cncontramos al patrdon de resistencia AM + CB el cual estuvo representado

por 12 cepas de Aeromonas Indrophila.

RE :!:lll;(\)(\:: ‘;l\) III:‘ 0S Aer.«mm.f{m' | H h!.-'m:u | Enterobacter | !;'.fr!{'rffbu-:'f{'r I C 'i{mbm'f‘t'r | Klebsiellu
ANTIBIOTICOS Irydrophila | alver i cloacae amnigenns | freundii spp
CF+CRO+AM+CTX+CB - I 3 2 1 - ' -
Cckckomwesstees | - 4 o .
omeronmserx |- [ [
o T W IS S NS ', S 90N B
CF+AM+CB 6 - - - - . -
CF+AM 1 o 8 | = I = = T
AM+CB 12 - T = ] e ‘_ 1_ .|___‘— |
TOTAL DE CEPAS 19 5 2 1 I 1 l 1 |
Tabla 4. Patrones de multirresistencia a los antibidticos en el total de las c_e?pas ilcic;nliﬁ(;zaa_:: N

Resistencia a antibioticos B-lactdmicos vy al inhibidor de [—lactamasas en

las cepas encontradas.

Aeromonas hvdrophila

En la figura 8 se aprecia que la distribucion de la Concentracion Minima
Inhibitoria para penicilina fue unimodal, con el 100% de las cepas resistentes
en el intervalo de 2000-4000 pg/ml. La distribucion de la CMI para
ampicilina fue bimodal, sensible (15% de las cepas) en el rango de 125-250

pe/ml y resistente (85%) en el intervalo 1000-4000 pg/ml (figura 9).
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L 100% de las cepas fue resistente a dicloxactling (CNI = S00-1000 ge ml

figura 10) v el 100% sensible a ceftriaxona (CMI= 3.9-7.8 ug/ml, figura 11).
In la figura 12 se observa que para el antimicrobiano cetalotina se obtuvieron
3 poblaciones; sensible (153% de las cepas ) en el pico de 125 pg/ml.
moderadamente sensibles  (25%) en el pico de 300 ng/ml vy resistente (60%)
en el pico de 2000 pg/ml. EI 100% de las cepas fue sensible a cefuroxima
(CMI = 3.9-62.5 pg/ml, figura 13) y la distribucion de la CMI para el
inhibidor de p-lactamasas ampicilina + sulbactam fue bimodal, sensible
(70%) en el el pico de 31.3ug/ml y moderadamente susceptible (25%) en el
pico de 250 ug/ml (figura 14).

Hafnia alvei

El 100% de las cepas fue resistente a penicilina (CMI = 2000-4000 pg/ml,
figura 15), ampicilina (CMI = 125-1000 pg/ml, figura 16). dicloxacilina (CMI
= 250-1000 pg/ml, figura 17), ceftriaxona (CMI = 125-1000 pg/ml, figura 18)
y cefalotina (CMI = 2000-4000 pg/ml, figura 19). La distribucion de la CMI
para cefuroxima fue bimodal. moderadamente resistente (80% de las cepas )
en el rango de 250-1000 ng/ml v resistente (20%0) en el intervalo de 1001-
2000 pg/ml (figura 20). En la figura 21 podemos apreciar que el 100% de las

cepas fue sensible a la ampicilina + sulbactam (CMI = 5.9-7.8 ng/ml).
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Lnterobacterias

Se detecto una distribucion de un solo pico para penicilina (figura 22),
encontrandose al 100% de las cepas resistentes en el intervalo de 2000-4000
ng/ml. En la figura 23 se puede apreciar que la distribucion de la CMI de
ampicilina fue bimodal, moderadamente resistente (35%, CMI = 125-500
ug/ml)) y resistente (65%, CMI = 501-2000 ug/ml). Una distribucion similar
se obtuvo para dicloxacilina, moderadamente resistente (60%, CMI = 250-
1000 ng/ml) y resistente (40%, CMI = 1001-2000 pg/ml) (figura 24). En la
figura 25 se aprecian 3 poblaciones en la distribucion de la CMI de
ceftriaxona, susceptible (20%) en el intervalo de 7.8-31.3 ug/ml,
moderadamente susceptible (20%) en el rango de 31.4-125 pg/ml y resistente
(60%) en el intervalo de 126-1000 pg/ml. Para cefalotina se detectd una
distribucion bimodal, moderadamente resistente (10%, CMI =1000 ug/ml) y
resistente (90%, CMI = 4000 npg/ml) (figura 26). Para el antibiotico
cefuroxima se encontr6 que el 100% fue resistente en el intervalo de 250-
2000 pg/ml (figura 27). Finalmente en la figura 28 se aprecia que la
distribucion de la CMI del inhibidor sulbactam + ampicilina fue bimodal,

sensible (90%) en el intervalo de 3.9-7.8 ng/ml y moderadamente sensible

(10%) en el rango de 15.6-62.5 ng/ml.
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DISCUSION

Identificacion de las cepas aisladas del tracto digestivo de  Chirostoma
humboldtianum

Con el método de identificacion API-20E reportamos que el  65.5% de las
bacterias aisladas del tracto digestivo de Chirostoma humboldtianum
correspondioé a la especie Aeromonas hydrophila, 17.2% a Hafnia alvei, 6.8%
a Enterobacter cloacae, 3.5% a Enterobacter amnigenus, 3.5% a Citrobacter
freundii y 3.5% al género Klebsiella (tabla 3). Nuestros resultados reflejan que
Aeromonas  hvdrophila  predomind en el tracto digestivo de C
humboldtianum, corroborando lo propuesto por Sugita y cols. (1995). Estos
autores en un estudio realizado sobre la flora bacteriana intestinal de 20
carpas comunes (Cyprinus carpio) y 13 carpas crucianas (Carassius
carassius) capturadas en el rio urbano de agua dulce en Hikjen, Japén,
aislaron un total de 98 cepas de Aeromonas hydrophila. Es importante
mencionar que estos autores también obtuvieron 3 y 15 cepas de Aeromonas
hydrophila de 7 muestras de agua y sedimentos del rio, respectivamente. Por
otra parte Trust en 1975 identifico la flora bacteriana del tracto digestivo del
salmon (Oncorhyncus keta), el género predominante fue Aeromonas, siendo

la especie de Aeromonas hydrophila la mas frecuente. Otros géneros



comunmente encontrados en este estudio tueron  Bacillus, Entcrobacter,
Pseudomonas, Microccocus v Acinetobacter. En Suecia. Lindberg v cols.
(1998) en un trabajo realizado sobre una muestra de 72 peces de agua dulce,
aislaron  Enterobacteriaceas en un 31%, siendo la mas frecuente Ralmella
aquatilis, una de cada tres fue Citrobacter freundii. v también se obtuvo la
especie de Hafnia alvei. En Noruega, Ringo y cols. (1999) identificaron
Staphyloccocus sp, Aeromonas Sm’monfc.fda: Aeromonas caviae, Aeromonas
spp. v Carnobacterium del tracto intestinal de la trucha artica (Salvenilus
alpinus). Es importante mencionar que existen serios problemas en la
identificacion de especies en el género Aeromonas, por la pobre correlacion
que existe entre fenotipos y genotipos, por lo que la la técnica de hibridacion
de ADN diseniada por Ezaki y cols. (1989) ha demostrado ser una eficiente

herramienta para identificar a nivel de especie el género Aeromonas.

Resistencia a antibioticos

Aeromonas hvdrophila

En nuestro estudio reportamos que el  100% de las cepas de Aeromonas
hydrophila fue resistente al antibiotico ampicilina, 93% a carbenicilina y

40% a cefalotina (figura 2). Los porcentajes encontrados por nosotros son

parecidos a los reportados en un estudio realizado sobre un grupo de cepas



clinicas de Aeromonas sp. aisladas de pacientes infectados en Taiwan (Wen,
et al., 1990). En dicho estudio se encontrd que el 100 % de las cepas fue
resistente a ampicilina y ¢l 94% a cefalotina. En otro estudio realizado sobre
un grupo de cepas de Aeromonas hydrophila aisladas a partir de lesiones
epidérmicas de 21 tilapias (Telapia mossambica) se encontro que el 100% de
las cepas fue resistente a la ampicilina (Son, er al., 1997). Por otra parte
Miranda y cols (1998) determinaron la susceptibilidad a antibiéticos de 172
cepas de Aeromonas sp aisladas de 56 abastecimientos de agua para beber, de
60 canales de agua de irrigacion, y de 56 sitios de agua con descarga de
drenaje. En este estudio la mayoria de las cepas fue resistente a carbenicilina,
mientras que el 100% fue sensible a gentamicina, amikacina, cloranfenicol y
trimetroprim-sulfametoxazol. De esta manera los resultados obtenidos por
nosotros reflejan que los antibidticos de 1" eleccion como la ampicilina,
carbenicilina y cefalotina son ineficaces para el tratamiento por infecciones
causadas por esta especie, debido principalmente a la produccion de f-
lactamasas (figura 7). Si bien se ha descrito que la expresion de B-lactamasas
en Aeromonas hvdrophila puede ser codificada cromosomicamente (Walsh, et
al., 1997), no se descarta la probabilidad de que nuestras cepas sean
poseedoras de plasmidos que codifican para estas enzimas. Por ejemplo en

un estudio realizado sobre 43 cepas de Aeromonas hydrophila se encontro



que el 94% de las cepas tue productora de [I-lactamasas confiriéndole

reststencia principalmente a la ampicilina (Ahmed ef «f. . 1998).

Hatnia alvei

Nosotros reportamos que el 100% de las cepas de Hafnia alvei mostro
resistencia para ampicilina, ceftriaxona y cefalotina, mientras que el 80%
fue resistente a cefotaxima v carbenicilina, v 20% a trimetoprim con
sulfametoxazol (figura 3). Nuestros porcentajes reflejan que Hafnia alvei
presento resistencia a 5 de los 12 antibidticos probados, lo que refleja
probablemente que estas cepas sean poseedoras de plasmidos que les

confieren la resistencia a los principales antibioticos [3-lactamicos.

Enterobacter sp

Anteriormente describimos que el total de las cepas de Enterobacter cloacae
y Enterobacter amnigenus fue resistente a los antibioticos ampicilina,
carbenicilina, cefalotina, ceftriaxona v cefotaxima (figura 4). La resistencia
por estas especies a S5 de los 12 antimicrobianos probados refleja la elevada
resistencia de el género a estos agentes. Por ejemplo en un estudio realizado
en China sobre 29 cepas clinicas de Enterobacter cloacae, se encontro que

el 82% fue resistente a 9 de los 24 antibidticos probados, ademas se



comprobo que estas cepas eran poscedoras de un plasmido de S80Kb que les
conferia la resistencia a estos agentes (Li, er al., 1995). En otro estudio
realizado en  Espana en donde se probé la susceptibildad de antimicrobianos
en cepas clinicas de Enterobacter amnigenus, se encontro que el 83% fue
resistente a ampicilina, 75% a cefazoline y  33% al &cido clavulanico

(Capdevila, et al., 1998).

Citrobacter freundii

En nuestro estudio reportamos que la cepa de Citrobacter freundii fue
resistente a ampicilina y carbenicilina (figura 5). Los resultados de resistencia
a estos dos antibioticos no refleja de manera global que esta especie sea
resistente a estos agentes, toda vez, que solo se probd una cepa, sin embargo
en Japon, se probd la susceptibilidad a seis antimicrobianos f3- lactamicos en
2000 cepas aisladas de pacientes infectados, (incluian cepas de Cirrobacter
freundii). Estos autores reportaron que las cepas de Citrobacter freundii, asi
como las de las otras especies fueron resistentes a ceftazidime y piperacilina

(Yamaguchi, eral., 1999).
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Klehsiella sp.

La cepa bacteriana del género klehsiella fue resistente a los antibidticos
ampicilina, carbenicilina, cefalotina v cefotaxima (ligura 6). Nuestros
porcentajes son muy parecidos a los reportados por Ramon (2001) sobre un
grupo de cepas clinicas de Klebsiella sp aisladas de pacientes infectados. En
este estudio el 75.5% fue resistente a ampicilina, 63.6% a carbenicilina y

54.5% a cefalotina.

Produccion de [3-lactamasas

En nuestro trabajo reportamos que el 100% de las cepas identificadas fue
productora de B-lactamasas (figura 7). Nuestros datos son semejantes a los
reportados en un estudio realizado en Estados Unidos sobre 12,574 bacterias
obtenidas de pacientes atendidos en 83 instituciones médicas diferentes
(Thornsberry, et al, 1996). En este trabajo se demostrd que las
Enterobacterias, especificamente las especies de Enterobacter cloacae,
Enterobacter aerogenes y Citrobacter freundii fueron productoras de [3-
lactamasas. Por su parte Pitout (1997) trabajo con 80 cepas de Enterobacter
sp.(entre ellas £ .cloacae), y demostro que pueden producir distintas clases de
- lactamasas, responsables de la resistencia a los f-lactamicos. Lo mismo
fue reportado por Piddock y cols. (1997), los cuales midieron la incidencia de
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la produccion de P-lactamasas de amplio espectro (especificamente para
medir resistencia a cefotaxime y ceftazidime) de 3745 LEnterobacterias
aisladas de pacientes atendidos en 96 hospitales en el Reino Unido. En este
estudio se encontro que 409 cepas fueron resistentes a cefotaxime

J

/ceftazidime, de las cuales 338 fueron Enterobacteriaceas, 29 Escherichia
coli, 35 Klebsiella sp y 7 Hafnia alvei. En otro estudio realizado sobre 31
cepas clinicas de Enterobacter aerogenes en el cual se midio la resistencia a
cefalosporinas de amplio espectro, se encontré que la seleccion de la

resistencia a los antibidticos se desarrollaba durante la terapia (tratamiento)

debido a la seleccion de mutantes que producian un alto nivel de f-lactamasas

1998). lZT

Multirresistencia a los antibidticos

_ UNAM CAMPL
En nuestro estudio reportamos que se observaron un total de 7 patrones

distintos de multirresistencia (tabla 4). Al realizar un analisis mas detallado de
estos patrones podemos sugerir que quizas algunos de ellos estén conferidos
por plasmidos, de tal forma, que el patron de multirresistencia
CF+CRO+AM+CTX+CB (3 cepas de Hafnia alvei, 2 de Enterobacter
cloacae y | de Enterobacter aminigenus) podria encontrarse en un plasmido.

que a su vez, se encontraria en las 3 especies antes mencionadas, de esta
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manera la seleccion a un antibidtico en particular conduciria de manera
indirecta a seleccionar la resistencia a los otros antibioticos. Por otra parte los
patrones de resistencia CF+AM+CB (6 cepas de Aeromonas hvdrophila) y

AM+CB (12 cepas de Aeromonas hvdrophila) se encontrarian probablemente

también codificadas por el mismo plasmido.

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los

antibidticos [3- lactamicos.

Aeromonas hvdrophila

En este trabajo reportamos que la mayoria de las cepas de Aeromonas
hydrophila fue resistente a los antibidticos penicilina, ampicilina y
dicloxacilina  (figuras 8, 9 y 10). Nuestros resultados contrastan con los
obtenidos en un estudio realizado en Taiwan sobre 234 cepas de Aeromonas
(142 A. hydrophila, 59 A. Sobria, 32 A. Caviae y | A. jandaei) obtenidas a
partir de pacientes infectados atendidos en 3 centros hospitalarios (Wen, et
al., 1996). En este trabajo se determinod la concentracion minima inhibitoria
de 24 antibidticos por el método de dilucion en placa (no se determino la CMI
de penicilna y dicloxacilina). Estos autores reportaron que para ampicilina se

requirieron de mas de 254 pg/ml para inhibir al 90% de las cepas, mientras
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que en nuestro estudio se necesitaron de 1000-4000 pe/ml para inhibir al 85%
(figura 9). Para cefiriaxona nosotros reportamos que  se requirieron de 3.9-
7.8 ng/ml para inhibir al 90% de las cepas (figura 11), mientras que estos
autores reportaron que necesitaron de 128 pg/ml para inhibir al 90% de las
cepas. Para cefalotina nosotros necesitamos de 500-2000 pg/ml para inhibir
al 85% de las cepas (figura 12), sin embargo Wen y col. (1996) detectaron
que para inhibir al 90% de la poblacion se requirieron de mas de 128 pg/ml.
Finalmente en este trabajo se reportd que para cefuroxima se necesito de 3.9-

FS

62.5 pg/ml y 31.3 pg/ml de ampicilina + sulbactam para inhibir al 100% y
70% de las cepas. respectivamente (figura 13 y 14). Estos datos son
semejantes a los reportados por Wen y col. (1996) en donde mencionaron que
para inhibir al 90% de las cepas, tanto para el antibiotico cefuroxima como

del inhibidor de f3-lactamasas sulbactam + ampicilina, se necesitaron de 128

pg/ml en cada caso.

Hafnia alvei
Nosotros mencionamos que ¢l total de las cepas de Hafnia alvei fue resistente
a los antibidticos penicilina y ampicilina, debido a que los intervalos de

resistencia se encontraron entre 2000-4000 pg/ml y 125-1000 pg/ml,



respectivamente (figuras 15 v 16). Nuestros resultados se encuentran por
arriba de los criterios de susceptibilidad establecidos para Grammnegativos, en
donde se ha reportado que la CMI para estos antibioticos es de 8§ pg/ml
(Alasdair & Wase, 2001). Por otra parte tambien describimos que el 100% de
las cepas [ue resistente a la dicloxacilina en el rango de 230-1000 pg/ml
(figura 17). Se ha descrito que para la dicloxacilina la CMI es de 1.15 ng/ml,
principalmente para Grampositivos (Gonzalez & Saltigeral, 1990). En este
trabajo reportamos que la mayoria de las cepas fue resistente a ceftriaxona
(CMI = 125-1000 pg/ml, figura 18) y cefuroxima (CMI = 250-2000 pg/ml,
figura 20). Recientemente se ha descrito que la CMI de ceftriaxona y de
cefuroxima para el grupo de las enterobacterias es de 1 pg/ml v 8 pg/mi,
respectivamente (Alasdair & Wase, 2001). En este trabajo mencionamos que
el antibiotico mas eficaz para esta especie bacteriana fue la combinacion del
inhibidor de [3-lactamasas sulbactam mas ampicilina. debido a que se
necesitaron de concentraciones menores a 7.8 ug/ml para inhibir al 100% de
las cepas (figura 21). Con base a estos resultados podemos deducir que esta
combinacion contintia siendo auna alternativa para ¢l tratamiento de

infecciones ocasionadas por esta especie.



[:nterobacterias

En este estudio reportamos que para penicilina el 100% de las cepas fue
resistente (CMI= 2000-4000 pg/ml, figura 22), el 75% resistente a ampicilina
(CMI = 501-2000 pg/ml, figura 23), y el 100% resistente a dicloxacilina
(CMI = 250-2000 pg/ml, figura 24). Nuestros resultados obtenidos ponen de
manifiesto que en la actualidad los antibioticos “considerados como de 1*
eleccion™, ya no son una alternativa para el tratamiento de infecciones
causadas por este grupo, mas aun si consideramos que el origen de estas
bacterias es el tracto digestivo de Chirostoma humboldtianum, que
“aparentemente” no estan en contacto con bacterias de origen clinico, que en
muchos de los casos son poseedoras de plasmidos que les confieren este
fenotipo de resistencia.

Por otra parte mencionamos que el 60% de las cepas fue resistente a
ceftriaxona (CMI =126-1000 pg/ml, figura 25), el 90% resistente a cefalotina
(CMI =4000 ug/ml, figura 26) y el 100% resistente a cefuroxima (CMI =250-
2000 pg/ml, figura 27). Estos resultados contrastan con los reportados en un
estudio (no se estudio la efectividad de cefalotina) en el cual se describié que
la CMI de ceftriaxona y de cefuroxima para el grupo de las enterobacterias

fue de 1 pg/ml y 8 ng/ml, respectivamente (Alasdair & Wase, 2001).



Finalmente en nuestro estudio encontramos que el 90% de las cepas fue
sensible al inhibidor sulbactam + ampicilina, debido a que se necesitaron de
3.9-7.8 ng/ml para inhibir al 90% de las cepas (figura 28). De igual manera
esta combinacion refleja que hoy en dia es una de las mejores opciones no
solo para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias Gramnegativas,
sino también por bacterias Grampositivas, por ejemplo en un estudio
realizado sobre 70 cepas de Staphvlococcus aurcus aisladas a partir de
pacientes infectados que acudieron al servicio de laboratorio de Analisis
Clinicos de la CUSI-I, ubicado en la FES-Iztacala, se encontré que la CMI
para la combinacion de ampicilina + sulbactam fue de 31.2 pg/ml (Paniagua,
etal., 1998).

Los resultados obtenidos en este estudio ponen de manifiesto en la
actualidad que no existen barreras en la seleccion de bacterias resistentes a los
antibioticos, y que la vida bacteriana (sobrevivencia) se abre camino por si
sola, traspasando en muchos de los casos los obstaculos genéticos y
ambientales.

Por otro lado a partir de los resultados encontrados en este trabajo
podemos argumentar que paulatinamente esta ocurriendo un incremento en la
seleccion de bacterias resistentes, no solo de penicilina, ampicilina y

dicloxacilina, si no también de las cefalosporinas de 17 generacion



cetalosporinas de I gencracion (cefalotina), de 2* generacion (cefuroxima),
de 3' generacion (ceftriaxona) v del inhibidor de [3-lactamasas sulbactam
ampicilina, debido que para este ultimo las cepas de Aeromonas hydrophila
se distribuyeron  en dos poblaciones diferentes (figura 14), lo que
probablemente evidencie que estas bacterias han adquirido un mecanismo
nuevo para evadir la accion de las B-lactamasas, o que tal vez, hayan mutado
las PBPs, o ambos.

Finalmente con los datos recuperados podemos sugerir que
“probablemente™ para los antibioticos cefalotina (Aeromonas hydrophila.
figura 12) y cefiriaxona (Enterobacterias, figura 25) estas bacterias sean
productoras de diferentes tipos de f-lactamasas, o que quizas estas se esten
produciendo en diterentes concentraciones, debido a que se encontraron tres
poblaciones distintas, por lo que resulta importante analizar, e identificar en

estudios posteriores las clases y las concentraciones de las P-lactamasas

expresadas por estas especies bacterianas.



CONCLUSIONES

I. En este estudio se encontré que las especices de devaomonas hverophila,
Hafnia alvei, Enterobacter cloacae, Enterobacter amnicenus, Citrobacter
freundii y el género  Klebsiella sp son bacterias comensales del tracto
digestivo de Chirostoma humboldtianum.

2. Las cepas analizadas de Aeromonas hydrophila mostraron una alta
resistencia a la penicilina, ampicilina, dicloxacilina y celalotina, mientras que
la cefuroxima y la combinacion del inhibidor de f3- lactamasas sulbactam

mas ampicilina fueron los antimicrobianos mas eficaces.

3.- La combinacion del inhibidor de B-lactamasas sulbactam mas ampicilina
fue el antibiotico mas eficaz contra las cepas pertenecientes a la especie de
Hafnia alvei, asi como para  las pertenecientes al grupo de las
Enterobacterias.

4. A partir de los resultados encontrados en este estudio podemos concluir
que esta ocurriendo un incremento en la seleccion de bacterias resistentes a
los nuevos antibidticos, debido principalmente a la produccion de -
lactamasas, por lo que resulta importante en estudios posteriores analizar e

identificar las diferentes clases de estas enzimas.



APENDICE

- Com:entracio_n_c_s_d_c_fir\@i(';liﬂag‘(_nﬂ)_ - _'
! | Sulbactam + |
ug/ml Penicilina | Ampicilina | Dicloxacilina | Cefalotina Cefuroxima | Cefiriaxona Ampiciling

2000.0 0.80000 | 0.40000 _‘ 080000 0.50000 0.40000 0.40000 0.32000
10000 | 0.40000 | 0.20000 0.40000 0.25000 0.20000 0.20000 0.16000

5000 | 0.20000 | 0.10000 | 0.20000 0.12500 0.10000 0.10000 008000 |
250.0 0.10000 0.05000 l 0.10000 0.06250 0.05000 0.05000 0.04000
1250 | 0.05000 0.02500 ! 0.05000 0.03125 0.02500 0.02500 0.02000
62.5 0.02500 0.01250 0.02500 0.01563 0.01250 0.01250 0.01000

313 0.01250 0.00625 0.01250 0.00781 0.00625 0.00625 0.00500

156 | 0.00625 0.00313 0.00625 0.0039] 0.00313 0.00313 0.00250 _!

7.8 0.00313 0.00156 0.00313 0.00195 0.00156 0.00156 0.00125 |

39 0.00156 0.00078 0.00156 0.00098 0.00078 0.00078 0.00063 [

Cuadro 1. Concentraciones de antibioticos utilizadas para la determinacion de la

Concentracion Minima [nhibitoria

Presentacion Comercial de los Antibioticos

Penicilina

Ampicilina
Dicloxacilina
Cefalotina

Cefuroxima

Ceftriaxona

Sulbactam + Ampicilina

Penipot: Solucion Invectable de 400,000 unidades en 2ml

Penbritin: Ampula de 500 mg en 2 ml

Brispen: Ampula de 250 mg en 2 ml

Klefin: Ampulade 1 g en 5 ml

Zinnat: Ampula de 750 mg en 3 ml

Rocephin: Ampula de 500 mg en 2 ml

Unasyna: Ampolleta de 500 mg de Ampicilina y

250 mg de Sulbactam en 1.6 ml
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