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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Antibidticos

1.1.1. Generalidades

Los antibidticos son sustancias quimicas producidas por varias especies de
microorganismos (bacterias y hongos) 6 sintetizados por métodos de laboratorio,
cuya funcién es inhibir el crecimiento o destruir a otros microorganismos.

Estos compuestos difieren marcadamente en sus propiedades fisicas, quimicas y
farmacoldgicas, asi como en su mecanismo de accion y espectro antimicrobiano.
Los términos antimicrobiano y quimioterapéutico han sido utilizados de manera
indistinta, para designar sustancias quimicas definidas, con actividad contra

microorganismos especificos (Patifio, D., 2003).

El término antibidtico fue propuesto para definir sustancias dotadas de actividad
antimicrobiana y extraidas de estructuras organicas vivientes. El término significé,
durante algun tiempo, sustancia extraida de seres vivos, ya fueren bacterias,
hongos o algas, con capacidad para anular la vida de diversos microorganismos.
Su origen viene del griego anti (“‘contra”) y bios (‘vida”). Los agentes
quimioterapéuticos son sustancias con actividad antimicrobiana (microbicida o
microbiostatica) con toxicidad suficientemente baja como para poder ser
administrados a un organismo por la via adecuada, hasta alcanzar y mantener
concentraciones eficaces en los tejidos. Los antibidticos constituyen una clase

especial de agentes quimioterapéuticos (Lanosa, R., 1997).

La accion de un antibidético se mide en términos de espectro bacteriano. Se
observa que algunos antibidticos actuan en un sector restringido (en grupos
selectos de microorganismos), por esta razéon se les denomina “de espectro
limitado”. Otros antibidticos lo hacen en muchos grupos de microorganismos por

eso se les denomina “de amplio espectro”. Algunos antibidticos actuan en un



sector muy limitado (en un solo grupo de microorganismos) a estos se les llama

“de espectro selectivo” (Norby, S., 1991).

Segun el efecto de los antibidticos sobre la bacteria, se han clasificado en
bacteriostaticos, a aquellos que inhiben la multiplicaciéon bacteriana, la cual se
reanuda una vez que se suspende el tratamiento; y bactericidas, a los que poseen
la propiedad de destruir a la bacteria, su accion es irreversible (Madigan, M.,
2000).

1.1.2. Historia

Es un poco dificil definir cudndo comienza la historia de los antibidticos. Sin
embargo, es posible citar que en los primeros afos del siglo XX, cuando Paul
Ehrlich anuncio la eficacia del salvarsan para el tratamiento de la sifilis, muchos
pensaron que la lucha contra las enfermedades infecciosas habia sido ganada. Lo
promisorio de este hallazgo, sin embargo, no sirvid6 como estimulante de la
investigacion y el descubrimiento, ya que, en el afio 1914 estalla la primera guerra
mundial y, durante seis largos afios, las urgencias impiden que se piense en
desarrollos futuros.

Después de 1920, nuevamente se inicia el proceso creador y surgen novedades
en el terreno de los protozoodicidas como la atebrina para el tratamiento del
paludismo, o de la triparsamida para el combate de la enfermedad del suefio
(Damaso, D., 1990).

En 1936, los diarios estadounidenses atraian al lector con una noticia: Franklin
Delano Roosvelt Jr., (hijo del 32° presidente estadounidense, Franklin Roosvelt),
estaba muy enfermo, infectado. Pero habia muchas esperanzas, dado que se
disponia de un medicamento capaz de matar microorganismos dentro de la
corriente sanguinea. Finalmente, el joven se salvd. Asi el publico conocio el
Prontosyl, la primera sulfamida. En 1935 Domagk ya habia presentado su primera

monografia sobre eficacia del Prontosyl (Errecalde, J., 2004).



Se pensd que probablemente, el siglo XX iba a ser conocido como el siglo de las
sulfamidas. Ocurre que se ignoraba lo que desde hacia tiempo estaba ocurriendo
en el Hospital St. Mary de Londres. Ahi, Alexander Fleming trabajaba
intensamente, multiplicando diversas variedades de gérmenes causantes de
infecciones supuradas. En el curso de su investigacién, una fortuita observacion,
analizada con espiritu critico y enorme base cientifica, produjo el inicio de un

proceso que culmind con la obtencidn de la penicilina (Young, L., 1994).

En el afo 1939 se produce un nuevo descubrimiento, René Dubos de la
Fundacion Rockefeller, investigando los gérmenes del suelo, descubre la
tirotricina. Era un producto del metabolismo del Bacillus brevis. Esta droga era
extremadamente eficaz, pero muy téxica. Solamente se la podia utilizar en
tratamientos locales. Se trata de un hallazgo al que la historia no le dedica la

enorme importancia que realmente tiene (Errecalde, J., 2004).

Howard Florey, un investigador australiano que trabajaba en Oxford, retomoé el
trabajo de desarrollo de la penicilina. Demostrar nuevamente la eficacia, y ademas
la inocuidad de la penicilina fue la primera tarea, que fue muy compleja,
especialmente por las pequefas cantidades de antimicrobiano de que se disponia
y la poca pureza en que se encontraba. Los primeros éxitos clinicos fueron
asombrosos, pese a algun fracaso inicial por falta de medicamento para completar
el tratamiento.

Dada la gran limitante de las bajas cantidades de penicilina, se debidé pasar a la
etapa de elaboracion del farmaco a escala industrial. En los primeros afos de la
década del 40, los investigadores descubrieron una nueva variedad del hongo que
se podia cultivar en profundidad y eso permitié la utilizacion de grandes tanques
de fermentacién. La revolucion de los antibiéticos habia comenzado (Appleton, A.,
2001).



Tabla 1. Historia de los antibiéticos (Patifio, D., 2003).

Ao Descubrimiento

Ehrlich utiliza compuestos quimicos como “balas magicas” selectivas hacia
1900-1915 microorganismos, pero inofensivas para las personas o animales superiores. En

1909 descubre que el “salvarsan” es efectivo contra la sifilis.

Fleming descubre la penicilina, el primer antibiético natural, pero fracasa en su

1929
intento de purificarlo.
Dogmagk sigue con los estudios de Ehrich, descubre la accion del rojo de
1932-1935 ) i .
prontosilo (primera sulfamida).
1940 Woods descubre el mecanismo de accién de las sulfamidas.
1944 Waksman en estudios con microorganismos del suelo descubre la estreptomicina.

Comienza la época dorada de los antibidticos (quimioterapéuticos naturales).

En los anos siguientes, comenzaron a descubrirse nuevos antimicrobianos. Se
transcriben algunos de los hallazgos mas trascendentes: En la década del 40,
estreptomicina, cloranfenicol y clortetraciclina. En la década del 50 eritromicina y
vancomicina. En la del 60, gentamicina, ampicilina, cefalotina y amikacina. En la
del 70, cefalexina, carbenicilina, cefoxitina y cefaclor. En la del 80, cefotaxima,
moxalactam, combinacion acido clavulénico-amoxicilina, combinacién imipenem-
cilastatina, aztreonam. En los 90 aparecen las fluoroquinolonas, nuevos
macrolidos, y nuevas cefalosporinas y agentes antivirales mas efectivos. Luego
del 2000 se registra la aparicion de quinolonas de amplio espectro (Errecalde, J.,
2004).

Las enormes diferencias que existen entre las células bacterianas y las células de
los mamiferos, hacen que, en muchas oportunidades los blancos de los
antimicrobianos en una bacteria, no existan en las células del hospedero o, en
todo caso, que esos blancos sean suficientemente distintos como para que las
diferencias en afinidad sean tan marcadas que expliquen la accion selectiva sobre
la bacteria. La célula bacteriana es procariota (carece de nucleo desarrollado), a
diferencia de los protozoarios, hongos o las células de animales superiores. La
penicilina es, quizas, el mas claro ejemplo de accién quimioterapica, dado que

actua sobre una estructura de la bacteria que no se encuentra en las células
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animales: la pared celular. Otros antimicrobianos, por su parte, no son tan
perfectos en su actividad quimioterapica, dado que actuan sobre estructuras
presentes en bacterias y animales superiores, aunque con mayor afinidad sobre
los receptores bacterianos. Esto ocasiona que, en estos casos, dosis elevadas del
agente quimioterapico, generen algun tipo de toxicidad en el hospedero (Madigan,
M., 2000).

1.1.3. Mecanismos de accion.

Para que un antibiético ejerza su accion frente a un determinado microorganismo,
tiene que penetrar en la barrera superficial de la bacteria para luego ir a localizarse
en el punto diana de accion del mismo. En este contexto, los mecanismos
moleculares que permiten la accion directa de un antibidtico sobre la estructura
bacteriana son muy complejos y se resumen fundamentalmente a cinco (Nuiez,
B.):

1. Inhibicién de la sintesis de la pared celular.

2. Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos.

3. Inhibidores de la sintesis proteica.

4. Inactivacion funcional de la membrana citoplasmatica.

5. Inhibicién de las enzimas inactivadoras de antimicrobianos.

1.- 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:
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a. 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).

b. 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 antibiéticos que actuan en esta fase
(Cordiés, L., et al., 1998).

c. Inhibiciéon de la organizacion estructural del péptidoglicano. Mediante este

mecanismo se bloquea selectivamente la transferencia del polimero lineal a la
pared celular existente, interfiriendo la organizacién estructural definitiva del
péptidoglicano, evitando su polimerizacion al ligarse a las Proteinas Fijadoras de
Penicilina (PBP), como lo hacen todos los beta-lactamicos. En tanto que los
glucopéptidos evitan la polimerizacion del péptidoglicano en la proximidad de la

membrana citoplasmatica bacteriana (Allen, N.E., Nicas. T.l., 2003).
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Figura 1. Inhibicion de la sintesis de pared celular (Nufiez, B.).

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
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penicilina (PBPs) que son enzimas necesarias para la sintesis de la pared celular.
La unién 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).

2.- 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., Martinez-Martinez, L., 2009). De esta

manera tenemos:

a. Inhibidores de la sintesis de precursores. Lo hacen interfiriendo con la sintesis

del acido félico con la consecuente inhibicidn de la sintesis de las bases puricas y
pirimidinicas. 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 félico 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 folico y
tienen un efecto sinérgico. Tanto el trimetoprim como las sulfonamidas son
bacteriostaticas (Masters, P.A., et al., 2003).

13
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Figura 2. Inhibicién de la sintesis de precursores de acidos nucleicos (Nufiez, B.).

b. Inhibidores de la replicacion del ADN bacteriano. Mediante este mecanismo de

accién, las quinolonas se fijan con mayor afinidad a la subunidad A de la ADN
girasa o topoisomerasa Il.

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 vy
permiten a las cadenas de ADN rotas liberarse dentro de la célula lo que conduce

a la muerte celular (Cavallieri, S., 2005).

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

crecimiento bacteriano al bloquear la sintesis del RNA mensajero y ribosémico
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 accién mediante este mecanismo (Villain-Guillot, P., et al.,
2007).

d. 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
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estructura nativa del ADN provocando escisiones, puentes covalentes

intercatenarios, o rupturas intracatenarias (Calvo, J., Martinez-Martinez, L., 2009).

3. INHIBIDORES DE LA SINTESIS PROTEICA

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

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

a. Inhibidores de la activacién. Solo actuan en bacterias Gram-positivas. La

mupirocina es un bacteriostatico que inhibe la isoleucil-ARNt sintetasa (Calvo, J.,
Martinez-Martinez, L., 2009).

b. 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 aminoglucésido en el ribosoma podria
provocar la lectura errada del ARNm. Esto resulta en la insercion 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).

c. 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.M., 2006).

d. Inhibidores de la transpeptidacion. Mediante este mecanismo el cloranfenicol se

fija en la subunidad ribosémica 50S e interfiere con la unién de aminoacidos a la

proteina en crecimiento.
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Los agentes antimicrobianos que inhiben la sintesis de proteinas de esta forma

son bacteriostaticos (Calvo, J., Martinez-Martinez, L., 2009).

e. 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 inhibicion de la sintesis de proteinas.

Estos son primordialmente bacteriostaticos (Retsema, J., Fu, W., 2001).

Peptidilransferasa

LY | ORANFENICOL Rl

LUNCOSAMIDAS TETRACICLINAS
I
5' 3
m RNA
AMINOGLUCOSIDOS
P: peptidil I A: aminoacidil
305

Figura 3. Inhibidores de la sintesis proteica (Nufiez, B.).

4. 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:

a. londéforos. Son antibidticos polipeptidicos ciclicos como la valinomicina o las
tirocidinas A y B. Estos compuestos tienen una estructura circular peculiar, es
hidrofébica en el exterior e hidrofilica en el interior. Los iondforos incorporan

cationes monovalentes en su interior, permitiéndoles cruzar la bicapa lipidica. La
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penetracién elevada de iones potasio altera el potencial eléctrico y el gradiente
quimico existente en la membrana, alterando su funcion (Calvo, J., Martinez-
Martinez, L., 2009).

b. Formadores de Poros. Los antibiéticos 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).

c. Desestructuraciéon 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.A., Corey, G.R., 2007).

| FLJACION A LA MEMBRANA |

e A

TRANSPORTE FORMACION  DESESTRUCTURACION
DE IONES DE POROS DE LA MEMBRANA

R \

PERDIDA Y ENTRADA, DE ICONES
Na y K
PERDIDA DE METABOLITOS
(Azicares, Fosfatos, NAD, ATP, Péptidos)

v y

ALTERACION DEL CONSUMO
POTEMCIAL DE MEMBRANA DE ENERGIA

Figura 4. Inactivadores funcionales de la membrana celular bacteriana (Nuriez, B.).

5. 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 clavulénico

y el tazobactam. Estas sustancias actuan como moléculas suicidas que se fijan a
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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 accion ligandose a las proteinas fijadoras de penicilina (PBP) y de
esta manera inhibiendo la formacion de la pared celular (Georgopapadakou, N.H.,
2004).

AR

Beta-tackimices Inhibider de

Beta-lackamicas
Q Q Unign dc Inhizidor de
Beta-lactamasas +
Q t Beta-lactamasas
Bt lu\.lul minw +
Inhibidor de
Beto-loctomasas ﬁ '

dr QO 0C .QQ

Citoplosmétic
I Beta-lactamasas I l

Figura 5. Inhibidores de beta-lactamasas (Nuriez, B.).

1.2. Uso de antibidticos en animales destinados al consumo humano.

La utilizacién de antimicrobianos y anti-infecciosos en medicina veterinaria tiene
tanta antigiedad como su uso en medicina humana.

En medicina veterinaria, en la década del 50, los antibiéticos comenzaron a ser
utilizados para tratamiento de animales enfermos, y cuando eso era considerado
necesario, tratar animales asintomaticos que convivian con los enfermos, esto es,

tratamientos grupales profilacticos (Errecalde, J., 2004).

En esa época, alimentando cerdos con desechos de fermentacion de tetraciclinas,
se descubrid que esos cerdos crecian mas que los que recibian otros alimentos. Al
asociarse la respuesta lograda con el origen del alimento, se estaba descubriendo
la capacidad de los antibioticos de contribuir al crecimiento de los animales,

mejorando los indices de conversidn, esto es, crecer mas con la misma cantidad
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de alimento. Este es el inicio historico del uso de antibiéticos como promotores del
crecimiento cuando son adicionados en cantidades subterapéuticas a los
alimentos (Errecalde, J., 2004). Los grupos de antibidticos que, en general se

utilizaban para este fin eran penicilinas y tetraciclinas.
El uso de antimicrobianos en relacion con los animales tiene tres formas: como
agentes terapéuticos, como agentes profilacticos y como promotores del

crecimiento.

Agentes terapéuticos

Son medicamentos que se utilizan para controlar las enfermedades infecciosas
(microorganismos patdgenos, ecto y endo-parasitos y hongos) en la granja y
animales domésticos. Las dosis terapéuticas utilizadas tienen el objetivo de librar
al animal del agente que causa la enfermedad sin atentar contra su salud a largo
plazo. Los medicamentos suelen administrarse a los animales por inyeccion o,
alternativamente, cuando grandes grupos de animales se ven afectados pueden
ser administradas por via oral como un aditivo para piensos (agua de beber, o la
alimentacion animal) o agua potable. Sin embargo, esta ultima via no ofrece
ningun tipo de control sobre las dosis administradas y sin duda es menos efectiva
(Watson, D.H., 2001).

Agentes profilacticos

Como la intensificacion de la produccion animal sigue en aumento, también ha
aumentado la seleccién genética de los animales mas adecuados para estos
sistemas de produccién junto con el uso profilactico de farmacos como medida de

precaucion contra la infeccion.

Los medicamentos se administran con el fin de prevenir brotes de enfermedades y
control de infecciones parasitarias, por ejemplo, en un momento determinado del
ano. Aunque los productores son a menudo acusados de utilizar el tratamiento

profilactico de farmacos como sustituto para una buena cria, incluida la salud y
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bienestar animal, cabe senalar que el desarrollo de los sistemas de produccion
animal intensivos no habria sido posible sin el uso profilactico de estos farmacos.
Los medios mas eficaces de administracion son en los piensos o por inmersién de
los animales. Sin embargo, el principal inconveniente de estos métodos de
administracién es la dificultad en el control de la cantidad de farmaco recibida por
cada animal.

Como resultado de esto, se tiene un mayor potencial de creacion de problemas
con residuos de medicamentos en los tejidos comestibles de los animales
(Watson, D.H., 2001).

Promotores de crecimiento

Se dividen en dos clases: los antibidticos y agentes anabolizantes. Los
compuestos antimicrobianos se mezclan con los piensos en concentraciones sub-
terapéuticas que estan destinadas a alterar la flora microbiana en el intestino de
los animales al suprimir la actividad de algunas de las bacterias de origen natural
presentes en el tracto intestinal del animal. La intencion es aumentar los nutrientes
disponibles para la alimentaciéon animal y no para las bacterias intestinales. Esto
conduce a un aumento en las tasas de conversion alimenticia en los animales que
resulta en una ganancia de peso mas rapidamente.

Sin embargo, existe una creciente preocupacién por el desarrollo de bacterias
resistentes a los antibioticos utilizados de esta manera y las consecuencias para la
salud humana en caso de que la resistencia a los medicamentos utilizados en la
produccion animal pueda ser transferida a los medicamentos utilizados en
medicina humana (Watson, D.H., 2001).

En respuesta a la evidencia cientifica de apoyo a estas preocupaciones, la Unién
Europea ha prohibido recientemente el uso de varios antibidticos aditivos para la
alimentacion animal (bacitracina, espiramicina, fosfato de tilocina, virginamicina) y

hara la revisidn de la utilizacion de otros compuestos similares (OMS, 2003).
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El uso de antibiéticos como promotores del crecimiento en la produccién agricola
animal se ha practicado durante unos 50 afos en los Estados Unidos y otros
paises (Dibner, J.J., Richards, J.D., 2005).

Existen pruebas de que la resistencia a los antibiéticos y los genes involucrados
pueden ser transmitidos de la microbiota del animal al humano. El seguimiento y la
identificacion de mecanismos de resistencia y su difusion en la cadena alimentaria
han sido recientemente revisados por Roe y Pillai (2003). Desde la década de
1980 han surgido en todo el mundo bacterias patdgenas resistentes a una serie de
agentes antimicrobianos. Tan pronto estas fueron detectadas se publicaron varios
informes recomendando la prohibicion de empleo de antimicrobianos en los

alimentos animales como medida de precaucién (Aarestrup, 2003).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicé un informe sobre el impacto
médico del uso de antimicrobianos en los alimentos animales que sugieren un
vinculo entre los dos con una base epidemioldgica. Este informe (OMS, 2000)
recomienda, por motivos cautelares, que los gobiernos nacionales adopten una
actitud proactiva enfocada a reducir la necesidad de empleo de antimicrobianos en

animales y establecer vigilancia en el uso y resistencia a los antimicrobianos.

Con respecto a la utilizaciéon de promotores de crecimiento antimicrobianos que
pertenecen a clases que también se utilizan en seres humanos, la OMS sugiere
que su uso sea concluido o rapidamente eliminado, por la legislacion si es
necesario, a menos que y hasta que las evaluaciones del riesgo se lleven a cabo.
La organizacion también sugiere que la gestion de la salud animal debe ser
practicada de manera rutinaria para evitar el uso de antimicrobianos como
profilaxis en medida de lo posible, y la disponibilidad de antimicrobianos debe
limitarse a su uso terapéutico por prescripcion. Las recomendaciones se toman
como medida de precaucion, basadas en el potencial para crear un reservorio de
una poblacion bacteriana resistente a antibidticos en los animales, que podria

transferirse a los seres humanos.
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La primera prohibicion de un antimicrobiano usado como promotor del crecimiento
fue en Dinamarca en el afo de 1995. La prohibicion de avoparcina fue en
respuesta a las preocupaciones de que su uso pudiera haber creado una reserva
de enterococos resistentes a glicopéptidos en los animales y esto representaba un
riesgo potencial para la salud publica (OMS, 2003).

Dinamarca ha limitado el uso de antimicrobianos para uso terapéutico, por

prescripcion, desde enero de 2000 (Cervantes, H., 2004).

1.2.1. Efectos de los antibioticos en la eficiencia del crecimiento animal.

La ingestion de antibidticos por via oral, promueve el crecimiento y la eficiencia de
aves de corral y otros animales. El mecanismo de accion debe centrarse en el
intestino ya que algunos de estos antibioticos no se absorben.

Existen demostraciones que indican que los antibidticos orales no tienen efectos
de promocion de crecimiento en animales libres de gérmenes, los estudios del
mecanismo para la promocion del crecimiento se han centrado en las
interacciones entre los antibidticos y la microbiota intestinal (Coates, M.E., et al.,
1963).

Por lo tanto, los efectos directos de los antibidticos promotores del crecimiento
(APC) en la microflora se pueden utilizar para explicar el decremento en la
competencia por los nutrientes y la reduccién de metabolitos microbianos que
deprimen el crecimiento. Efectos adicionales de los agentes APC que también se
producen en los animales libres de gérmenes incluyen la reduccién tamafno
intestinal, ademas de un adelgazamiento en las vellosidades intestinales y la
pared intestinal total. Esto puede deberse, en parte, a la pérdida de la proliferaciéon
de células de la mucosa en la ausencia de acidos grasos luminales de cadena
corta derivados de la fermentacion microbiana. Las reducciones de la pared
intestinal y vellosidades en la lamina propia de la mucosa se han utilizado para
explicar el aumento de digestibilidad de nutrientes observado con APC (Visek,
W.J., 1978).
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El uso de APC también ha sido vinculado a la reduccion de los patdégenos

oportunistas e infecciones sub-clinicas (Dibner, J.J., Richards, J.D., 2005).

Beneficios y Costos Asociados con la microflora.

Esta claro que la microflora proporciona beneficios a los animales. Por ejemplo, la
microflora proporciona nutricion y proteccion a los animales, mediante formacién
de productos de fermentacion y prevencion de la colonizacion por agentes
patdgenos, respectivamente. Sin embargo, estos beneficios tienen un costo. La
microflora gastrointestinal compite con el hospedero por otros nutrientes, estimula
el recambio rapido de las células epiteliales de absorcion, exige un aumento de la
tasa de secrecion de moco intestinal por células calciformes, y estimula el
desarrollo del sistema inmunoldgico y las respuestas inflamatorias (Dibner, J.J.,
Richards, J.D., 2005).

Todos estos efectos vienen a expensas del rendimiento en el crecimiento del
animal. Por ejemplo, los tejidos gastrointestinales en cerdos representan solo
alrededor del 5% del peso corporal, pero requieren de 15 a 35% de todo el
oxigeno que consume el organismo y recambio de proteinas debido a tasas
relativamente altas de recambio de células epiteliales y metabolismo celular.
Ademas, el 90% del contenido total de proteinas sintetizadas por el tracto
gastrointestinal se pierde debido a la secrecién de moco y desprendimiento de

células epiteliales (Gaskins, H.R., 2001).

Las bacterias de la flora intestinal compiten con el hospedero por la captacion de
aminoacidos, de este modo, reducen la utilizacion de nitrégeno por parte del
animal. Los aminoacidos pueden ser incorporados en proteinas bacterianas, de
manera alternativa, algunas bacterias fermentan los aminoacidos produciendo
catabolitos toxicos que tienen impacto en el recambio de células intestinales y en
el rendimiento del crecimiento animal. Algunos ejemplos de dichos catabolitos son:
amonio, variedades de aminas, fenoles e indoles. Con relacién a lo anterior, existe

evidencia cientifica que indica que grandes concentraciones de amonio deprimen
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el crecimiento animal; por otra parte, el incremento en la produccién de aminas
esta relacionado con diarrea en algunos cerdos; y de igual manera, altas
concentraciones de fenoles e indoles tienen un impacto negativo en el crecimiento,
asi como en las caracteristicas sensoriales de la carne (Dibner, J.J., Richards,
J.D., 2005).

La microflora también decrementa la digestibilidad de las grasas. Los acidos
biliares y sus sales son requeridos para la adecuada digestion y absorcién de las
grasas. Una vez que estos son secretados al intestino, pueden ser catabolizados
por gran variedad de especies bacterianas residentes, dando como resultado
productos de degradacidon que son toxicos y que impiden el buen crecimiento del
animal (Eyssen, H., 1973).

Tabla 2. Beneficios y costos asociados a la microflora intestinal.

Beneficios Costos
Resistencia a la colonizacioén por Competencia con el hospedero por los
microorganismos patogenos (“Exclusion nutrientes disponibles (Produccién de
competitiva”). catabolitos de aminoacidos toxicos).

Estimulacion del desarrollo del sistema inmune L ) o
) ) Disminucion de la digestibilidad de las grasas
intestinal del hospedero (Combate de . N )
) o (Muchos acidos y sales biliares necesarios son
patoégenos y control del sobrecrecimiento de ) )
. catabolizados por la micro-flora).
micro-flora normal).

) L i Requiere grandes aumentos en la secrecion de
Disposicion para el hospedero de nutrientes ) ] ) ]
] moco intestinal y gran recambio de células
secretados (Productos del metabolismo o ]
] ) epiteliales (Pérdida de proteina y alto gasto de
microbiano).

energia metabdlica).

Se ha propuesto que la reduccién de los catabolitos de aminoacidos y la
prevencion del catabolismo de la bilis se encuentran entre los principales
mecanismos por los cuales los antibiéticos mejoran el desempefo en el

crecimiento animal (Visek, W.J., 1978).
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Manipulacién de la microflora.

Con respecto a la produccién animal, un objetivo importante es determinar su
microflora éptima (beneficios maximos con costos minimos) y, a continuacion ser
capaces de manipular la microflora a través de la dieta, suplementos, etc., para

obtener la microflora deseada.

En donde la ley no lo ha restringido, el uso de antibidticos es la intervencion
dietética mas comun para modular la microflora intestinal. El rendimiento de
beneficios de los antibiéticos ha sido demostrado en todas las principales especies
de ganado (Dibner, J.J., Richards, J.D., 2005).

1.3. Resistencia a los antibioticos.

La resistencia antibidtica es la capacidad de un microorganismo para resistir,
inhibir o revertir los efectos de un antibidtico. La resistencia se produce
naturalmente por seleccion natural a través de mutaciones producidas al azar,
pero también puede inducirse artificialmente mediante la aplicacién de una presion
selectiva a una poblacién microbiana. Una vez que se genera la informacion
genética, las bacterias pueden transmitirse los nuevos genes a través de
trasferencia horizontal (entre individuos) por diversos procesos de intercambio de

material genético (Cordiés, L., et al., 1998).

La historia de la resistencia a los antibidticos es de origen reciente, se identificd
tempranamente luego de la introduccion de antibidticos para el tratamiento de
enfermedades infecciosas en humanos, asi como de sus aplicaciones no-
humanas (agricultura, cria de animales y acuicultura) durante la segunda mitad del
ultimo siglo.

Las formas por las que los microorganismos se han vuelto resistentes son
esencialmente debidas a la extraordinaria flexibilidad genética presente en las
bacterias (Mazel, D., Davies, J, 1999).

25



1.3.1. Desarrollo de resistencia.
Las poblaciones microbianas desarrollan resistencia a los antibidticos
principalmente a través de dos mecanismos genéticos: la mutacion y la

adquisicion de genes.

La velocidad con la que un gen individual muta para expresar un fenotipo de
resistencia es un fendbmeno complejo en el que, la fisiologia, el entorno celular, la
genética bacteriana y la dinamica de la poblacién juegan papeles importantes.
Ademas, para que se produzca una resistencia total, las mutaciones deben ocurrir
en varios genes, debido a la redundancia genética en los blancos de los
antimicrobianos (Roe, M.T., Pillai, S.D., 2003). No es de sorprenderse que el
principal proceso por el cual una bacteria se haga resistente a un determinado

antibidtico sea la adquisicion de genes (Mazel, D., Davies, J, 1999).

Las células bacterianas pueden adquirir secuencias genéticas de otros

organismos a través de diversos procesos:

I.  Transformacion.

Se refiere a un cambio genético estable que se produce al incorporar ADN
desnudo directamente del entorno inmediato. La frecuencia con la que las
bacterias adquieren ADN del medio ambiente depende de varios factores, entre
ellos, la estructura de la pared celular. Las células bacterianas tienen que ser
“‘competentes” para la adquisicion de ADN extrafio por medio de la transformacion.
Cuando una bacteria es capaz de tomar una molécula de ADN y ser transformada
se dice que es “competente”. Sélo algunas cepas son transformables, sugiriendo
que puede ser una caracteristica heredable. La transformacion natural ocurre en

bacterias Gram negativas y Gram positivas.

La transformacion natural de alta eficiencia se encuentra en pocos géneros, es por

ello que se desarrolld la transformacién artificial en la que se induce competencia
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en bacterias a partir de un tratamiento con calcio y baja temperatura. Esta técnica

es muy utilizada en biologia molecular (Elkins, C., et al., 1991).

& transformacion
0

Figura 6. Transformacion bacteriana.

Il.  Transduccién

Es la introduccion de material genético a una bacteria a través de un bacteriofago.
En este método, el virus se sujeta e inyecta sus propios acidos nucléicos a la
célula bacteriana, y, en algunos casos, facilitando la introducciéon de nuevos genes
al genoma bacteriano.

La transduccidn puede ser generalizada o especializada. En la transduccién
generalizada, un ADN bacteriano, tanto cromosdmico como plasmidico, pasa a
formar parte del ADN de la particula viral madura en lugar del genoma del virus.
En la transduccion especializada, el ADN de una region especifica del cromosoma
bacteriano se integra directamente en el genoma del virus. La particula viral
transductora es defectuosa como virus, ya que genes virales necesarios fueron
reemplazados por genes bacterianos.

Este concepto fue utilizado durante algun tiempo en clonacién molecular con la
introduccion de vectores de ADN que incluian la resistencia a antimicrobianos a

través del bacteriéfago A (Sambrook et al., 1989).

Figura 7. Transduccion bacteriana.
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lll.  Conjugacion

Es el proceso de transferencia de informacion genética desde una célula donadora
a otra receptora, promovido por determinados tipos de plasmidos, que portan un
conjunto de genes cuyos productos participan en el proceso. En este proceso se
requiere contacto directo entre ambas células, con intervencion de estructuras
superficiales especializadas y de funciones especificas (pilis sexuales en los Gram
negativos, y contacto intimo en los Gram positivos).

Los genes que regulan la transferencia estan situados en una region del plasmido
llamada tra. Algunos genes de la region tra estan relacionados con la sintesis del
pili. Los pili permiten el apareamiento especifico entre ambas bacterias dando
lugar a la formacién de un puente de conjugacion a través del cual pasa el ADN de
una bacteria a otra. EI ADN a transferir es el plasmido conjugativo, pero a veces
también pueden ser movilizados ADN de otros plasmidos no conjugativos e

inclusive el cromosoma bacteriano (Roe, M.T., Pillai, S.D., 2003).
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Figura 8. Conjugacion bacteriana.

Por otra parte, se pueden identificar tres mecanismos basicos mediante los cuales
las bacterias ejercen la resistencia a los antibidticos: a) por inactivacion del
antibidtico; b) por alteracion del sitio blanco del antibidtico; y, c¢) por disminucién

del transporte del antibiético al interior de la célula (Fuchs, L.Y., et al., 1994).
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Estos mecanismos pueden ocurrir simultdneamente en un microorganismo.

Asimismo, puede manifestarse un solo mecanismo para conferir resistencia a

diferentes clases de antibioticos.
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Figura 9. Antibidticos y los principales mecanismos de resistencia bacteriana
(Fuchs, L.Y., et al., 1994).
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1.3.2. Origen de los genes de resistencia a antibioéticos.

En afos recientes se ha discutido mucho acerca del rol de las llamadas islas de
patogenicidad (PAls) en el incremento de la virulencia de las bacterias.

Las islas de patogenicidad son grupos de genes que proveen los componentes
necesarios para el establecimiento y sobrevivencia de un patégeno dentro del
ambiente de su hospedero. De manera similar, los genes de resistencia a
antibiodticos se encuentran en grupos que engloban diferentes determinantes de
diferentes origenes en pequefios sitios del cromosoma bacteriano. Dicho
agrupamiento ha sido identificado desde hace mucho tiempo y probablemente
refleja el rol de los transposones, integrones y plasmidos como vehiculos de

transporte para los genes de resistencia (Lee, C., 1996).

La realidad es que muchos de los genes de resistencia son de origen externo a
sus portadores actuales bacterianos y la pregunta obvia al respecto es ;de dénde

provienen?

Se han propuesto varias posibles fuentes de estos determinantes de resistencia,
entre ellas:
1) Genes que se han mantenido (p. ej. para degradar sustratos alternativos,
mutacion para reconocimiento de nuevos sustratos).
2) Microorganismos productores de antibioticos (tienen mecanismos para su
propia proteccion).

3) Genes de resistencia “naturales” en comunidades microbianas del suelo.

Sin embargo, en lo que se ha coincidido es que definitivamente estos genes no
tienen un origen unico. Solamente en algunos pocos casos ha sido posible
establecer una relacion directa entre los genes de resistencia identificados de
aislamientos en clinica y sus supuestos organismos de origen (Mazel, D., Davies,
J., 1999).
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1.3.3. Elementos genéticos moviles.
La mayoria de los genes de resistencia son portados por plasmidos, transposones
y otros elementos genéticos con capacidad de movilidad inter-genérica e inter-

especifica (Mazel, D., Davies, J., 1999).

v' Plasmidos

Los plasmidos son moléculas de ADN extracromosdmico circular que se replican y
transcriben independientes del ADN cromosomico. Estan presentes normalmente
en bacterias, y en algunas ocasiones en organismos eucariotas como las
levaduras. Su tamano varia desde 1 a 250 kb. ElI nUmero de plasmidos puede
variar, dependiendo de su tipo, desde una sola copia hasta algunos cientos por
célula (Thomas, C., 2000).

Las moléculas de ADN plasmidico, adoptan una conformacion tipo doble hélice al
igual que el ADN de los cromosomas, aunque, por definicién, se encuentran fuera
de los mismos. Se han encontrado plasmidos en casi todas las bacterias. A
diferencia del ADN cromosomal, los plasmidos no tienen proteinas asociadas
(Orman, B., 2006).

Muchos de ellos poseen informacion genética importante para las bacterias. Por
ejemplo, los genes que codifican para las proteinas que las hacen resistentes a los

antibidticos estan frecuentemente en plasmidos.

— Bacterial

chromasome

Plasmid
DA

Figura 10. Plasmidos dentro de una célula bacteriana.

Hay algunos plasmidos integrativos, es decir, que tienen la capacidad de
insertarse en el cromosoma bacteriano. Estos rompen momentaneamente el

cromosoma y se situan en su interior, con lo cual, automaticamente la maquinaria
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celular también reproduce el plasmido. Cuando ese plasmido se ha insertado se le
da el nombre de episoma. Dentro de este grupo de plasmidos se encuentran los
factores de fertilidad o plasmidos F, que regulan el proceso de conjugacion
bacteriana (S@rensen, S., et al., 2005).

Los plasmidos R confieren, a las células que lo poseen, resistencia a los
antibidticos. Un plasmido R puede llegar a tener hasta 10 genes que confieren
resistencia y pueden transferirse a otra bacteria de la misma especie, a virus e
inclusive, a bacterias de diferentes especies. Actuan proporcionando la
informacion necesaria para destruir el antibiético o para circunvalar el bloqueo que

produce el antibidtico en la via metabdlica bacteriana (Orman, B., 2006).
Las caracteristicas de independencia de replicacion y potencial insercion en el
genoma celular convierte a los plasmidos en herramientas de ingenieria genética

muy versatiles para producir ADN recombinante (Thomas, C., 2000).

v" Transposones

Son segmentos de ADN con la capacidad de moverse a lo largo del genoma. Son
unicos en cuanto a que tienen la capacidad de escindir por si mismos desde un
locus genético a otro, ya sea en la misma bacteria, o incluso entre bacterias de
diferente género.

Cuando cambian de posicion y abandonan el lugar en el que estaban, en ese sitio,
se produce una delecién o pérdida de bases. Si el elemento transponible estaba
insertado en el interior de un gen, puede que se recupere la funcién de dicho gen.
De igual forma, si el elemento genético movil al cambiar de posicidon se inserta
dentro de un gen se produce una adicion de una gran cantidad de nucleétidos que
tendra como consecuencia la pérdida de la funcion de dicho gen. Por
consiguiente, los transposones producen mutaciones (Bryan, L.E., 1982).

En el fendbmeno de la transposicion no se ha encontrado una relacion clara entre la
secuencia de la sede donadora (lugar en el que esta el transposon) y la sede

aceptora (lugar al que se incorpora el transposon). Algunos transposones
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muestran preferencia por una determinada regién (zona de 2000 a 3000 pares de

bases), pero dentro de ella parecen insertarse al azar (Galun, E., 2003).

Tipos de transposones

Transposén Simple, Secuencia de Insercion o Elemento de Insercién (IS): los
transposones simples contienen una secuencia central con informacion para la
transposasa y en los extremos una secuencia repetida en orden inverso. Esta
secuencia repetida en orden inverso no es necesariamente idéntica, aunque muy
parecida. Cuando un transposon simple se integra en un determinado punto del
ADN aparece una repeticion directa de la secuencia diana (5-12 pb) (Galun, E.,
2003).

Transposon Compuesto (Tn): contienen un elemento de insercién (IS) en cada
extremo en orden directo o0 inverso y una regién central que ademas suele
contener informacién de otro tipo. Por ejemplo, los Factores de transferencia de
resistencia (RTF), poseen informacion en la zona central para resistencia a
antibidticos (Galun, E., 2003).

IS Genes de resistencia a antibidticos 15
s

- = IF— N H— 1
IR Gen Transposasa IR
l IR IR Regién central IR IR
L 1 ATGCA L 1
; ) TACGT ]
ADN blanco
| . ‘J’ IS Genes de resistencia a antibioticos IS
Transposicién
= f\'r(;(u\= = ATGCA == . — . l — .
== TaceGT TACGT =—
A IR Gen Transposasa IR B IR IR Region central IR IR

Figura 11. Tipos de transposones. A) Transposon simple, B) Transposén compuesto.
(Orman, B., 2006)

Los transposones desempefan un papel importante en el desarrollo de la
resistencia a los antimicrobianos porque a menudo contienen secuencias de
genes llamadas integrones que median la resistencia a los antibiéticos (Pinilla, G.,
et al., 2006).
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v Integrones.
Un integron se puede definir como un elemento genético dinamico, en el que por

un mecanismo de recombinacion sitio-especifica se acumula una combinacion de
genes estructurales organizados como un operon. Los genes estructurales
presentes en los integrones conocidos son mayoritariamente, genes de resistencia
a antibidticos. El dinamismo de los integrones se refiere a la capacidad de los
genes estructurales presentes en el integron para escindirse en forma de circulos
de ADN auténomos (llamados cassettes de genes) y a la capacidad de estos

circulos autbnomos para integrarse en un integron diferente (Garcia, J.M, 1999).

Todos los integrones conocidos estan compuestos por tres elementos clave,
necesarios para la obtencién de genes exdgenos: primero, un gen que codifica
para una integrasa (intl), sequndo, un sitio primario de recombinacion (attl), y

tercero, un fuerte promotor (P) (Rowe-Magnus, D.A., Mazel, D., 1999).

Estructuralmente se suele hablar de tres regiones en un integron: Una region
constante $' que contiene basicamente el gen de la integrasa que se transcribe de
derecha a izquierda. En el extremo &' del gen de la integrasa se encuentra una
region con dos promotores divergentes que controlan respectivamente la
transcripcion del gen de la integrasa y la de los genes estructurales situados a la
derecha. A continuacién nos encontramos una region central variable en la que se
localizan los genes estructurales del integron (casi siempre genes de resistencia a
antibiéticos) en numero variable. Las regiones constante 5' y central variable estan
separadas por la secuencia afttl, uno de los sitios de reconocimiento de la
integrasa. A continuacién de la region central encontramos otra region constante 3'
en la que encuentra un gen de resistencia a sulfamidas y otros dos marcos
abiertos de lectura (Garcia, J.M, 1999).
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Figura 12. Estructura y diferenciacion de las regiones del integron de clase 1.

La integrasa es una recombinasa sitio-especifica cuya funcién es recombinar
unidades discretas de ADN conocidas como cassettes de genes rio abajo del
promotor, en el sitio primario de recombinacién (attl), permitiendo la expresion de
las proteinas codificadas en el cassette. Los cassettes de genes de resistencia
normalmente contienen un solo gen asociado con una secuencia de
recombinacidn especifica conocida como elemento de 59 pares de bases (59-bp)
0 attC (Partridge, S.R., 2000).

GEN an(’

G TTRRRY RYYYAC [ ] TTRRRY

t I

CASSETTE

Figura 13. Estructura de un gen en forma de cassette. El cassette esta formado por el gen y el sitio
de recombinacion attC. Las flechas sefalan el inicio y el final del cassette, denotando los sitios por
donde se realiza la recombiancion sitio-especifico para la movilizacion del mismo
(Orman, B., 2006).

La integracion de un cassette en un integrén involucra una recombinacion sitio-
especifica mediada por la integrasa entre el sitio attl ubicado en el integron y el
sitio attC en un cassette circular libre en el citoplasma. La escision de los

cassettes es la inversa de la integracién (Hall, R.M., Collis, C.M., 1995).
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Cassettes circulares simples o compuestos se regeneran por medio de la escision,
siendo importantes intermediarios en el proceso de movilizacion de genes. La
recombinacidn entre un sitio aftl y el sitio attC, y entre dos sitios attC es la reaccion
biolégica mas importante para la integracion y escisibn de cassettes. En
experimentos de integracion in vivo, la recombinacion attl x attC ocurre a una
frecuencia mas alta que la recombinacién attC x attC. Asi, un cassette se
integraria, en un integron que posee cassettes inmediatamente adyacente al sitio

attl, asegurando una maxima expresion a partir del promotor (Orman, B., 2006).

e
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frtl1 att! Rgene aftC  gacEA sull

Figura 14. Integracién de un cassete de genes en el integrén de clase 1.

La estructura basica del integron no es capaz de auto-transposicién, pero este
defecto se complementa mediante su asociacion con secuencias de insercion (I1S),
transposones y/o plasmidos que sirven como vehiculos para la transmision de este

material genético intra e inter-especies (Rowe-Magnus, D.A., Mazel, D., 1999).

Hasta la fecha han sido descritos 4 clases de integrones que difieren

primordialmente en la secuencia del gen de la integrasa.
El integrén de clase 1 es comunmente asociado al transposon Tn21 y contiene
una secuencia 3’conservada que se compone de los genes de resistencia

qacEA1, y sul1, con un marco abierto de lectura desconocido denominado orf5
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que se encuentra localizado en una zona lejana rio abajo del gen de la integrasa
(Roe, M.T., Pillai, S.D., 2003). Figuras 12y 14.

Los integrones de clase 2 son comunmente asociados con el transposon Tn7 y
sus derivados, todos ellos tienen un segmento 3" conservado compuesto por el
modulo de genes tns, el cual contiene 5 genes que codifican productos

involucrados en el movimiento del transposon (Roe, M.T., Pillai, S.D., 2003).

Inii2 ara1 sal aadA T nsE ] tnsC fhsB fnsd

Figura 15. Esquema de un integréon de clase 2. Este integron esta compuesto por la integrasa de
tipo 2 y los genes dffA1, sat y aadA1 que codifican para la resistencia, a trimetoprima,
estreptotricina y estreptomicina-espectinomicina. En el extremo 3’ conservado se encuentran los

genestns E, D, C, By A, necesarios para la transposicién (Orman, B., 2006).

El integron de clase 3 solamente se ha identificado en Serratia marcescens y no

se asocia comunmente con transposones (Roe, M.T., Pillai, S.D., 2003).

La secuencia de genes del integron de clase 4 ha sido clasificada unicamente en
el genoma de Vibrio cholerae y es asociado con lo que se conoce como
secuencias repetidas de Vibrio cholerae (VCRs) y no con alguna secuencia

relacionada con transposones (Roe, M.T., Pillai, S.D., 2003).

Los integrones, y de manera mas frecuente el integron de clase 1, han sido
asociados a cepas aisladas de alimento para animales que presentan
multiresistencia a antimicrobianos. En un estudio realizado (Bass et al., 1999)
también se asocioé a los integrones con la multiresistencia encontrada en cepas

aisladas en granjas de aves de corral.
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Origen de los integrones

Estudios de la relacion entre los integrones de resistencia a antibidticos y las
secuencias repetidas de Vibrio cholerae (VCRs) han demostrado estrechas
similitudes estructurales.

Ambos poseen integrasas especificas y relacionadas que son responsables de la
insercion de secuencias codificantes (ORFs o cassettes de genes) en un unico
sitio de fijacion, conduciendo a la formacion de arreglos en tandem de los genes.
En el caso de Vibrio cholerae, en el grupo de genes asociado a las VCRs, los
ORFs representan entre 60-100 genes no identificados que ocupan alrededor del
4% de su genoma. Estos ultimos, también llamados super-integrones, se han
encontrado en varias especies de Vibrio; comparten las mismas caracteristicas
generales y claramente preceden a la era de los antibioticos, ya que se
encuentran presentes en aislamientos realizados en los afios 1800s (Mazel, D.,
Davies, J., 1999).

Los ORFs identificados hasta la fecha en los super-integrones parecen estar mas
estrechamente relacionados con funciones de virulencia, sin embargo, también se
encuentran genes de resistencia a antibidticos aunque no han sido bien
identificados en su totalidad. Cabe destacar el hallazgo de que los elementos de
59 pares de bases (aftC) de los cassettes de genes blaP4 y dfrVI de los integrones
de multiresistencia (que codifican para B-lactamasa, confiriendo resistencia a los
antibiéticos B-lactamicos y dihidrofolato reductasa, confiriendo resistencia a
trimetoprim, respectivamente) son practicamente idénticos a los que se
encuentran en los VCRs.

Esto sugiere que los integrones de multiresistencia pudieran haber evolucionado
de los super-integrones, a través del atrapamiento de los genes intly su sitio afin
attl dentro de estructuras de alta movilidad como son los transposones (Rowe-
Magnus, D.A., Mazel, D., 1999).

La combinacion de la movilidad y la presion selectiva ejercida por el uso de

antibiéticos habrian llevado a la captura especifica de cassettes de resistencia por
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diversas maneras, tomando como fuente los cassettes presentes en los super-

integrones.
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Figura 16. Comparacién de un integrén de resistencia con un “super-integrén” 6 VCR de Vibrio
(Mazel, D., Davies, J., 1999).
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1.3.4. Alternativas para el desarrollo de resistencia.

Como se menciond anteriormente, las bacterias utilizan distintos mecanismos
ingeniosos para desarrollar resistencia a los agentes antimicrobianos (inactivacion
del antibiotico, alteracion del sitio blanco del antibiético y disminucion del
transporte del antibidtico al interior de la célula). Estos mecanismos son bastante
especificos para un antibiético o alguna familia de antibiéticos, sin embargo, hay
otros mecanismos mas generales de resistencia, en donde el acceso del
antimicrobiano inalterado hasta su sitio de accion es prevenido por barreras de
baja permeabilidad a fin de disminuir la entrada del antimicrobiano a la célula, o
también mediante el bombeo del antimicrobiano fuera de la célula en un proceso

dependiente de energia (Nikaido, 1994).

La industria farmacéutica ha tenido éxito en la produccion de muchos agentes
sintéticos y semisintéticos que son capaces de resistir la accidon de la mayoria de
las enzimas que degradan o modifican los antibiéticos naturales. Debido a este
éxito, los mecanismos menos especificos antes descritos pueden adquirir mayor

importancia en el contexto clinico (Nikaido, 1994).

La primera bomba de expulsion descrita fue la glicoproteina P de origen mamifero,
una bomba acoplada a la hidrélisis de ATP que confiere resistencia a un amplio
espectro de compuestos, incluyendo agentes quimioterapéuticos contra el cancer
(Paulsen, 1., 2003).

Las bombas de expulsion de multiresistencia a farmacos (bombas de expulsion-
MRF) son muy abundantes y ubicuas en la naturaleza, constituyen en promedio
mas del 10% de los transportadores en un organismo. La mayoria de los sistemas
de expulsion descritos se encuentran generalmente en organismos asociados al

suelo o plantas (Paulsen, I., 2003).

Es bien sabido que las bombas de expulsion-MRF codificadas por las bacterias

pueden conferir resistencia clinicamente relevante a los antibiéticos. Ahora se
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entiende que estas bombas de expulsion también tienen un papel fisioldgico.
Estas pueden conferir resistencia a las sustancias naturales producidas por el
hospedero, incluyendo hormonas, bilis y moléculas de autodefensa, lo que indica
que estos sistemas podrian tener un papel importante al permitir a las bacterias
sobrevivir en su nicho ecoldgico.

Es posible que la resistencia a los antibioticos que se utilizan en medicina humana
y veterinaria sea un proceso mediado por bombas de expulsién, como
subproducto de la funcion fisiolégica de estas bombas que, dado el medio de

estrés, resultan benéficas para la bacteria (Piddock, L., 2006).

Los genes y las proteinas de las bombas de expulsion se encuentran presentes en
todos los organismos. En las bacterias, estos genes se encuentran en el

cromosoma o en elementos genéticos transmisibles (Piddock, L., 2006).

Las bombas de expulsién pueden ser especificas para un sustrato, o pueden
transportar una amplia gama de estructuras y compuestos diferentes (incluidos los

antibidticos de diversas categorias quimicas) (Piddock, L., 2006).

En los eucariotas, todas las bombas de expulsion-MRF bien caracterizadas se
dividen en dos familias de proteinas de transporte: la familia ABC (ATP binding
cassete) y la superfamilia MFS (Major Facilitator Superfamily). Estas dos familias
son amplias y muy antiguas.

En las células procariotas, las bombas de expulsion-MRF son miembros no solo
de estas dos familias de permeasas, sino también de otras familias descubiertas
recientemente: la familia SMR (Small Multidrug Resistance), la familia RND
(Resistance-Nodulation-Cell divisién), y la familia MATE (Multidrug and Toxic
compound Extrusion) (Saier, M., 1998).

Cada familia de permeasas en donde se han encontrado miembros que confieren
resistencia a antibidticos, posee, por lo menos, una subfamilia con miembros

reconocidos que catalizan la expulsion de estos farmacos. Otras subfamilias
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tienen otras funciones de transporte, generalmente llevando nutrientes al interior
de la célula 6 exportando macromoléculas que han sido sintetizadas (Saier, M.,
1998).

Estudios recientes han demostrado que las bombas de expulsion-MRF
desempenan un papel importante en la resistencia “intrinseca” de bacterias Gram-

negativas. (Nikaido, H., 1996)

Resistencia intrinseca a los antibioticos.

Histéricamente, se pensé que la membrana externa de las bacterias Gram-
negativas afectaba a la susceptibilidad antibiotica, en gran medida, restringiendo la
penetracidén del antibidtico. Sin embargo, muchos estudios han demostrado que la
mayoria de los agentes antibacterianos efectivamente penetran a los organismos
Gram-negativos, pero fallan en alcanzar sus blancos intracelulares debido a que
son expulsados de la célula. En bacterias Gram-negativas, incluyendo Escherichia
coli y otros microorganismo no fermentadores la “resistencia intrinseca” es
atribuida a la expresion de la bomba de expulsion RND. Este mecanismo, es una
manera muy eficiente para tratar con diferentes clases de antibiéticos utilizando un
determinante de resistencia muy simple. Se piensa que la funcién natural del
sistema de expulsion AcrAB (de la familia RND) en Escherichia coli esta
relacionado con la proteccion de la célula de la actividad inhibitoria de algunas

sustancias como las sales biliares (Alekshun, M., 2007).

En 1994, se reporté que la resistencia intrinseca de Pseudomonas aeruginosa a
varios antibiéticos era debida a la expulsion del antibiético. Un afo anterior, se
habia descrito un operdon que codifica un sistema de expulsion, MexAB-OprM, de
tipo silvestre.

Se demostrd que la supresion de los genes que codifican los componentes de este
sistema en Pseudomonas aeruginosa provocaba hiper-susceptibilidad a una gran

variedad de agentes antimicrobianos. Posteriormente, se demostré que muchas
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clases de agentes antimicrobianos tienen actividad pobre contra bacterias Gram-

negativas en general, como consecuencia de su expulsion (Piddock, L., 2006).

La barrera de la membrana externa en las bacterias Gram-negativas contribuye a
la resistencia, asi como lo hacen los estrechos canales de porinas al frenar la
penetracion de, incluso, pequefios solutos hidrofilicos, ademas, la baja fluidez de
la capa de lipopolisacarido disminuye la velocidad de difusion transmembranal de
solutos lipofilicos. Sin embargo, la barrera de la membrana externa no puede ser
la unica explicacion, incluso en especies tales como Pseudomonas aeruginosa,
que produce una membrana externa con permeabilidad excepcionalmente baja.

Lo descrito anteriormente sugiere que la barrera de la membrana externa y los
multiples componentes de los sistemas de expulsion deben actuar sinérgicamente
para disminuir las concentraciones de agentes nocivos en el citoplasma e incluso

en el espacio periplasmico. (Nikaido, H., 1996)

Origen.
La gran diversidad de permeasas de resistencia que ha evolucionado de cada uno

de los sistemas de expulsion primordiales ha sido resultado 1) de los extensos
eventos de duplicacion de genes dentro de un uUnico organismo, 2) como
consecuencia de la transferencia horizontal de material genético entre organismos

y, 3) durante la especiacién. (Saier, M., 1998)

Tipos de bombas de expulsion.

La mayoria de las bombas de expulsion que confieren resistencia a antibidticos
pertenecen a 5 distintas familias de proteinas: la familia RND (Resistance-
Nodulation-Cell  Division), MFS (Major Facilitator Superfamily), SMR
(Staphylococcal/small multidrug resistance), ABC (ATP-Binding Cassette) y MATE
(Multidrug and Toxic compound Extrusion). La expulsion por las proteinas de las
familias RND, SMR y MF es impulsada por una fuerza protén motriz; la expulsion
por las proteinas de la familia MATE es impulsada por un sistema antiport de

sodio. Al transporte por medio de las proteinas de las familias mencionadas, se le
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conoce como transporte secundario. La hidrélisis acoplada de ATP provoca la

expulsion en los transportadores primarios de la familia ABC. (Alekshun, M., 2007)

Tabla 3. Familias de bombas de expulsion y ejemplos.

Familias de bombas Ejemplos de
de expulsion transportadores
TetA(B), TetA(K),
MF
Sistemas antiport QacA
impulsados por protones. RND Acr AB, Mex AB
SMR EmrE
Sistema antiport impulsado por
) MATE NorM, YdhE
sodio.
Sistemas acoplados a hidrdlisis
ABC LmrA, Mac AB
de ATP
e Familia MFS

Los transportadores MFS forman una superfamilia que comprende un gran
numero de subfamilias; de estas subfamilias, los transportadores de azucares y de
farmacos son, por mucho, los mas numerosos. Los transportadores MFS estan
compuestos tipicamente por aproximadamente 400 residuos de aminoacidos que
se suponen arreglados en 12 hélices alfa intermembranales con un largo bucle
citoplasmatico entre las hélices 6 y 7. Lo mas probable es que esta estructura
haya surgido por duplicacion genética, ya que las dos mitades del transportador,
en general, poseen secuencias afines. Un pequefio numero de estos
transportadores tiene una supuesta topologia de 14 hélices alfa; no obstante, los
transportadores MFS de este tipo tienden a formar un bucle citoplasmatico de

menor tamano (Borges-Walmsley, M.I., 2003).

e Familia RND
Los transportadores RND son mucho mas grandes que los transportadores MFS,
estan compuestos tipicamente por aproximadamente 1000 residuos de

aminoacidos.
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Incluso con esta diferencia de tamano, estos adoptan una estructura similar de 12
hélices alfa intermembranales. Sin embargo, a diferencia de los transportadores
MFS estos poseen dos largos dominios extracitoplasmicos entre las hélices 1y 2y
entre las hélices 7 y 8. Se ha demostrado que estos dominios tienen un papel
importante en el reconocimiento de farmacos. De forma similar a los
transportadores MFS, la primera mitad de los transportadores RND generalmente
asemeja a la segunda mitad, nuevamente sugiriendo que estos transportadores

fueron originados por duplicacion genética (Borges-Walmsley, M.I., 2003).

e Familia SMR

Los transportadores SMR son mucho mas pequefos que aquellos pertenecientes
a las familias MFS y RND. Las bombas SMR normalmente estan compuestas por
100 residuos de aminoacidos que supuestamente se encuentran ordenados en 4
hélices alfa transmembranales. La bomba SMR mejor caracterizada es la EmrE de
Escherichia coli, un transportador multifarmacos que confiere resistencia al
bromuro de etidio y al metil viologen (una sustancia herbicida). Otra bomba SMR
multifarmacos de Pseudomonas aeruginosa muy cercana a la bomba EmrE ha
sido recientemente caracterizada y se comprobo que tiene un papel importante en
la resistencia intrinseca de Pseudomonas aeruginosa al bromuro de etidio,
acriflavina y a antibiéticos de la familia de los aminoglucésidos (Borges-Walmsley,
M.l., 2003).

e Familia MATE

Los transportadores MATE son similares en tamafo a los transportadores MFS,

estan compuestos tipicamente por 450 residuos de aminoacidos, los cuales se
encuentran arreglados en 12 hélices alfa transmembranales; sin embargo, ellos no
tienen secuencias similares a las de los miembros de la familia MFS. Esta nueva
familia ha sido identificada recientemente, con la caracterizacion de NorM, un
sistema antiport multifarmacos impulsado por iones sodio de Vibrio
parahaemolyticus, que confiere resistencia a colorantes, fluoroquinolonas y

aminoglucdsidos.
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Otro transportador de la familia MATE, YdhE, ha sido caracterizado en Escherichia
coli, y se demostrd que confiere resistencia a antimicrobianos catiénicos.

Los transportadores MATE son una familia relativamente nueva de los
transportadores de farmacos bacterianos y por tanto, de todas las familias de
bombas de expulsion actualmente conocidas, estos transportadores son los
menos caracterizados. Se sabe poco sobre su estructura, regulacion o mecanismo

de accion (Borges-Walmsley, M.1., 2003).

e Familia ABC

En contraste con los organismos procariotes, el principal mecanismo de expulsion
en eucariotes es dependiente de proteinas que consiguen la energia para el
transporte por medio de hidrélisis de ATP. Los miembros de esta familia incluyen a
la bomba de resistencia multifarmacos, P-gp (glicoproteina P) y MRP (proteina de
resistencia  multifarmacos), ambas confieren resistencia a farmacos
anticancerigenos. Dichos transportadores también se encuentran en numerosos
hongos patogénicos y protozoarios, en donde confieren resistencia a
antimicrobianos; por ejemplo, P-gpA, un homdlogo de MRP, es una bomba de
arsénico/antimonio que es responsable de la resistencia del farmaco Pentosam en
Leishmania. Adicionalmente, se han encontrado homodlogos bacterianos; estos
incluyen al transportador multifarmacos de Lactococcus lactis, LmrA, y mas
recientemente, el transportador Mac AB de Escherichia coli que esta relacionado
con la expulsion de antibidticos de la familia de los macrélidos (Borges-Walmsley,
M.l., 2003).
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Figura 17. Representacion esquematica de la estructura y localizacién en la membrana de las
diferentes familias de bombas de expulsion. Se indican los ejemplos mas comunes de las proteinas
individuales de cada familia. Se muestran algunos ejemplos de antibiéticos que son sustrato para
cada bomba en particular (Piddock, L., 2006).

Las proteinas de expulsidn también se presentan en dos tipos generales. Algunas,
como los transportadores de tetraciclina y macrélidos (Tet y Mef, respectivamente)
son sistemas de expulsién de un componente sencillo que tienen un perfil de
sustratos restringido, actuando en muy pocos agentes, o en multiples agentes
pertenecientes a una misma clase de farmacos. Otros, como las proteinas
miembros de la familia RND, requieren dos proteinas adicionales para desarrollar
resistencia a farmacos, pero son capaces de unir multiples compuestos con
estructuras quimicas no relacionadas, por lo tanto confieren extensos fenotipos de
resistencia (Alekshun, M., 2007).

Para las bacterias Gram-negativas, las bombas de expulsiéon que estan asociadas
con resistencia clinicamente significativa a los antibiéticos son de la familia RND,
mientras que para las bacterias Gram-positivas, las bombas de expulsion

clinicamente importantes son miembros de la familia MFS (Piddock, L., 2006).
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El perfil de sustratos de la bomba de Escherichia coli AcrAB-TolC (que es de la
familia RND) incluye el antibidtico cloranfenicol, las fluoroquinolonas, acido
fusidico, B-lactamicos, el acido nalidixico, novobiocina, rifampicina y tetraciclina,
asi como acriflavina, el bromuro de etidio, las sales biliares, acidos grasos de
cadena corta, SDS, Triton X-100 y triclosan.

Se ha sugerido que algunas bombas de expulsidon son pobremente expresadas in
vitro y que un inductor de expresion esta presente cuando la bacteria esta
creciendo en su entorno natural o en un hospedero. Sin embargo, sélo unos pocos
de estos inductores naturales han sido identificados: las sales biliares y los acidos
grasos de bacterias entéricas (como se comentd anteriormente) y Triton X-100
(Piddock, L., 2006).

Un dato relevante es que las familias SMR y RND en la actualidad, sélo incluyen
bombas de expulsiéon del tipo multifarmacos. Las permeasas que son especificas a
algun determinado farmaco aparentemente estan ausentes en estas dos familias.
Tal vez la naturaleza de la construccion de sus canales difiere de la naturaleza de
los canales de las permeasas de las familias MFS o ABC, y se impide el

reconocimiento intramembranal estereoespecifico de farmacos (Saier, M., 1998).

Regulacion.
La carente especificidad de los componentes de las bombas de expulsidon

multifarmacos, sugiere que su expresion debe ser controlada cuidadosamente, ya
que su sobreexpresion descontrolada podria dar como resultado la salida de
metabolitos esenciales. En términos de regulacion fisiologica, el sistema de AcrAB
ha sido el mas estudiado. En primer lugar, los sistemas globales de regulacion,
tales como marAB y soxRS influyen en la resistencia a los antibiéticos de
Escherichia coli. Los reguladores positivos Mar a'y Sox S se producen en niveles
mas altos, en respuesta a la presencia de antibioticos y de radicales superoxido,
respectivamente, y estos reguladores son conocidos por aumentar la expulsion de
varios farmacos, mediada por la bomba AcrAB. Ademas del aumento de la

transcripcion del operdon acrAB, Mar a y Sox S regulan negativamente la sintesis
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de la porina OmpF principalmente, a través del aumento de la produccién de un
ARN antisentido, micF. Como consecuencia, la disminucion en la permeabilidad
de la membrana externa, tiene un efecto sinérgico que intensifica el efecto de la
maquinaria de expulsién que ha sido incrementada. En segundo lugar, otras
condiciones de estrés global, tales como la adicion de NaCl 0,5 M, de etanol al
4%, o la entrada a la fase estacionaria también aumenta la transcripcion del
operon acrAB. Este efecto no esta mediado por marAB o soxRS. Bajo estas
condiciones, la transcripcion del gen represor también es mayor, un mecanismo
que puede impedir la sobreexpresién de la bomba AcrAB sin control (Nikaido, H.,
1996).

Curiosamente, se sabe que la tensidn de oxigeno a la que las bacterias patogenas
son expuestas en los tejidos del hospedero, produce represién de la sintesis de la
porina OmpF aumentando la resistencia a varios agentes, posiblemente como
resultado del aumento en la expulsion. Del mismo modo, se sabe que el salicilato
que se produce en los tejidos vegetales en respuesta a la invasion de
microorganismos, reprime la sintesis de la porina OmpF y hace a Escherichia coli
transitoriamente mas resistente a cloranfenicol, tetraciclina, quinolonas, y
ampicilina. Esta gama de agentes nuevamente sugiere la participacién de un

sistema o sistemas de expulsion (Nikaido, H., 1994).

Poco se sabe acerca de la regulacion fisiologica de la expresion de las bombas

de expulsion multifarmacos en otras especies.

Los transportadores “multifarmacos” al parecer se encuentran abundantemente en
la naturaleza, y en muchos casos se encuentran bajo una regulacion global
compleja, en algunos otros casos responden a diferentes tipos de estrés, y en
otros casos son co-regulados por genes que no estan relacionados con la

resistencia a antibidticos (Paulsen, I., 2003).

Con excepcion de las bombas de expulsion-MRF, un mecanismo de resistencia

comun, solo permite proteccion contra un antibiotico, o, a lo sumo, antibidticos de
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la misma clase. Por ejemplo, los factores determinantes de la resistencia que
especifican la eritromicina-metil-transferasa (Erm) en una variedad de patdgenos,
son proteinas individuales que dan lugar a resistencia a macrdlidos, lincosamidas
y estreptograminas de tipo B: agentes estructuralmente unicos que comparten un

blanco y mecanismo de accion comun (Alekshun, M., 2007).

Debido a que se pensaba que los mecanismos especificos de resistencia a los
antibidticos eran los mas importantes, los esfuerzos para producir antibiéticos mas
eficaces por lo general han implicado la modificacion de grupos especificos de
moléculas de antibidticos con el fin de hacerlos inertes como sustrato potencial de
las enzimas inactivadoras de antibidéticos comunes. La presencia de los
mecanismos mas generales de resistencia descritos nos obliga a reevaluar estas
estrategias, ya que dichos mecanismos producen resistencia clinicamente
significativa (Nikaido, H., 1994).

1.4. Propiedades y uso de Allium sativum.

Allium sativum, llamado tradicionalmente ajo, es una hortaliza cuyo bulbo se
emplea comunmente en la cocina mediterranea. Es de sabor fuerte,
especialmente en crudo y ligeramente picante. Tradicionalmente se agrupaba
dentro de la familia de las liliaceas pero actualmente se le ubica dentro de la

subfamilia de las alidideas de las amarilidaceas (Garcia, C., 1998).

Las hojas son planas y delgadas, de hasta 30 cm de longitud. Las raices alcanzan
facilmente profundidades de 50 cm o mas. El bulbo, de piel blanca, forma una
cabeza dividida en gajos comunmente llamados dientes. Cada cabeza puede
contener de 6 a 12 dientes, cada uno de los cuales se encuentra envuelto en una
delgada pelicula de color blanco o rojizo. Cada uno de los dientes puede dar
origen a una nueva planta de ajo, ya que poseen en su base una yema terminal

que es capaz de germinar incluso sin necesidad de plantarse previamente. Este
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brote comienza a aparecer luego de los tres meses de cosechado, dependiendo
de la variedad y condiciones de conservacion. Las flores son blancas, y en
algunas especies el tallo también produce pequefos bulbos o hijuelos (Garcia, C.,
1998).

Figura 18. Allium sativum.

1.4.1. Historia

A lo largo de la historia se encuentran referencias al uso del ajo. El escrito mas
antiguo encontrado en donde se menciona su uso data entre 2600-2100 A.C. En
este escrito de los sumerios se menciona que el ajo era ampliamente cultivado,
por lo tanto, su uso debid de preceder esa época.

El ajo fue parte de la dieta de los constructores de las piramides egipcias; varios
dientes de ajo fueron encontrados en la tumba de Tutankamon; también ha sido
asociado a los israelitas, ya que su uso es mencionado en la biblia, en el Exodo. El
Codex Ebers, un papiro medico egipcio traducido en 1937, contenia alrededor de
800 formulaciones medicas, 22 de las cuales se realizaban con ajo. Los romanos
también explotaron las virtudes del ajo, en el escrito Historia Naturalis de un
naturalista romano de nombre Plinio, se describe como el ajo podria ser usado
para el tratamiento de desordenes gastrointestinales, mordeduras de serpientes,
picaduras de escorpion, asma, convulsiones, demencia, tuberculosis, entre otras
(Rivlin, R., 2001).

También las civilizaciones babilénica y griega utilizaban el ajo. Su uso como
laxante, diurético, y para el tratamiento de tumores uterinos fue documentado por

Hipocrates, Aristofanes y Galeno.
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Los primeros indicios de la actividad antimicrobiana del ajo se establecieron en
Francia, durante una plaga en Marsella en 1721. Cuatro hombres que se
dedicaban a levantar los cuerpos de los muertos por la plaga sorprendentemente
nunca cayeron enfermos, el secreto fue que tomaban un macerado de ajo con vino
tinto llamado “viniagre des quatre voleurs”. Esta preparacion sigue vigente hasta la
fecha (Rivlin, R., 2001).

Los primeros estudios quimicos sobre el ajo fueron realizados en 1884 por el
quimico aleman Wertheim. Mediante un proceso de destilacién de vapor obtuvo un
aceite de olor picante de los dientes de ajo. El propuso el nombre de “alilo” para el
compuesto hidrocarbonado presente en el aceite, y este término es usado hasta la
fecha para describir al grupo CH,=CHCH,, (Harris, J.C., et al., 2001).

Un destilado similar con propiedades antimicrobianas fue obtenido por Semmler
en 1892.

En 1944 Cavallito y Bailey realizaron el primer estudio definitivo sobre la quimica
del ajo (Ankri, S., Mirelman, D., 1999). Empleando diferentes métodos de
extraccion, aislaron 3 componentes del aceite de ajo: un dialil-disulfuro obtenido
por destilacion de vapor a 100°C; alicina, el componente aislado anteriormente por
Semmler, obtenido por extraccion con etanol a 25°C ; y un precursor sin olor

obtenido por extraccién con etanol a 0°C al que posteriormente se le dio el nombre

de aliina.
Sream distillavion DIALLYL DISULPHIDE
100°C N INgNF
ALLICIN
L8
Ethanol and water A
CARLIC e > ;/M \“'SM
ALLIIN
0 NH,
o X
> N COOH

=0T

Figura 19. Compuestos del ajo extraidos bajo diferentes condiciones (Harris, J.C., et al., 2001).
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Después de algunos estudios, establecieron que el componente identificado en el
extracto etandlico obtenido a 25°C (alicina) era el que presentaba las principales

propiedades antimicrobianas.

1.4.2. Propiedades antimicrobianas

Varios estudios han mostrado que el extracto de ajo es efectivo contra parasitos
como: Opalina ranarum, O. dimidicita, Balantidium entozoon, Entamoeba
histolytica, Trypanosomas, Leishmania, Leptomonas y Crithidia. La alicina y otros
compuestos organo-azufrados del ajo también son efectivos contra protozoarios
(Reuter, H.D., Koch, H.P., Lawson, L.D., 1996). Se ha sugerido que las células
microbianas son mas afectadas que las células humanas debido a que no tienen
un contenido intracelular de grupos tiol adecuado para contra-balancear la

oxidacion de tioles provocada por la alicina y sus productos derivados.

Por otra parte, se ha probado que el extracto de ajo es efectivo contra una amplia
gama de bacterias gram-positivas, gram-negativas y acido-resistentes. Algunos
ejemplos de estas son: Pseudomonas, Proteus, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella, Klebsiella, Micrococcus, Bacillus subtilis, Clostridium,
Mycobacterium y Helicobacter . Cabe mencionar que se tiene documentado el
hecho de que el extracto de ajo ejerce una inhibicion diferencial entre la microflora
benéfica intestinal y las enterobacterias potencialmente nocivas; no se sabe
exactamente a qué se debe esta inhibicion diferencial, pero se piensa que algunas
diferencias en la composicién de las membranas celulares y la permeabilidad de

estas a la alicina podrian ser un factor clave (Harris, J.C., et al., 2001).

El extracto de ajo ha demostrado tener propiedades antifungicas. El primer reporte
al respecto lo realizaron Schmidt y Marquardt en 1936 mientras trabajaban con
cultivos de Epidermophyton. Posteriormente se reporté la susceptibilidad de
diversos hongos ante el extracto de ajo, incluyendo: Candida, Torulopsis,
Trichophyton, Cryptococcus, Aspergillus, Trlchosporum y Rhodotorula. El extracto

de ajo demostré disminuir la captacidon de oxigeno en estos microorganismos,
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inhibiendo la sintesis de lipidos, proteinas y acidos nucléicos (Harris, J.C., et al.,
2001).

Se tienen muy pocos reportes de la actividad antiviral del extracto de ajo en
comparaciéon con los que se tienen sobre sus actividades antiparasitarias,
antibacterianas y antifungicas, sin embargo, en los pocos estudios realizados, se
ha reportado que el extracto de ajo ejerce actividad in vitro en contra de virus
como: influenza A y B (Fenwick, G.R., Hanley, A.B., 1985), citomegalovirus (Nai-
Lan, G., et al., 1993), rinovirus, VIH, herpes simple 1y 2 (Tsai, Y., et al., 1985),

rotavirus y neumonia viral.

1.4.3. Quimica y mecanismo de accion

El debate entre la presencia de alicina en los dientes de ajo triturados, y su
ausencia en los dientes de ajo intactos y carentes de olor fue resuelta después de
que Stoll y Seebeck aislaron, identificaron y sintetizaron un aminoacido azufrado
oxigenado que esta presente en grandes cantidades en los dientes de ajo, al cual
dieron el nombre de aliina. Se encontré que la aliina era el precursor estable que
se convertia en alicina por la accion de la enzima aliinasa que también se
encuentra presente en los dientes de ajo (Ankri, S., Mirelman, D., 1999).

f i ;
2 H, C=CH-CH, 5-CH yGH.CO0 -A*f'?"&;'i-h- H CoCH CHy-§6-CH 7CHeCH, + 2 CHy 000 + 2N,
Allin M3 Allicin Pyruvate

Figura 20. Formacion de alicina por accién de la enzima aliinasa (Miron, T., et al., 2002).

Los dientes de ajo no tienen olor hasta que estos son triturados. Estudios de corte
transversal han indicado que el sustrato alina y la enzima aliinasa estan
localizados en diferentes compartimentos. Esta organizacién unica sugiere que se
tiene un disefio de mecanismo de defensa contra posibles microorganismos
patdgenos del suelo. La invasién a los dientes de ajo por los hongos y otros
microorganismos comienza por la destruccion de la membrana que envuelve los

compartimentos que contienen la enzima y el sustrato. Esto provoca la interaccion
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entre la aliina y la aliinasa que rapidamente producen alicina, que a su vez,
inactiva al posible invasor.

Las moléculas reactivas de alicina producidas tienen una vida media muy corta
porque habran de reaccionar con muchas de las proteinas aledaias, incluyendo la
enzima aliinasa. Esta eficiente organizacion asegura que el mecanismo de
defensa del diente de ajo solamente se active en una localizacion reducida y por
un corto periodo de tiempo, mientras que el resto de la aliina y aliinasa se
preservan en sus respectivos compartimentos y se encuentran disponibles en

caso de ataques microbianos subsecuentes (Ankri, S., Mirelman, D., 1999).

La alicina es el compuesto activo mas conocido del ajo, representa alrededor del
70% de la concentracion total de tiosulfinatos presentes o formados después de
triturar los dientes de ajo.

Se piensa que el principal mecanismo por el que la alicina ejerce su efecto
antimicrobiano es la inhibicion de ciertas enzimas microbianas que contienen el
grupo tiol, dada la reaccion inmediata que se da entre dicho grupo y los
tiosulfinatos. La alicina reacciona rapidamente con los grupos tiol libres mediante

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

SH S-S-CHy-CH=CH

0 2
2 + CHy=CH-CHy~S-S-CH,-CH=CH, ——» 2 @ + HoO

4-mercaptopyridine Allicin 4-allylmercapto-thiopyridine

Figura 21. Ejemplo de reaccion de la alicina por intercambio tiol-disulfuro (Miron, T., et al., 2002).

Por citar algunos ejemplos, en las amibas se ha encontrado que la alicina inhibe
fuertemente las cistein-proteasas, alcohol deshidrogenasas vy tioredoxin
reductasas, que son enzimas fundamentales para mantener el equilibrio redox en
el parasito (Ankri, S., Mirelman, D., 1999).
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También se ha encontrado que inhibe la enzima papaina y la alcohol
deshidrogenasa dependiente de NADP* de Thermoanaerobium brockii; la alcohol
deshidrogenasa dependiente de NAD" del higado equino también es inhibida por
la alicina. De manera interesante, se ha observado que estas enzimas pueden ser
reactivadas con compuestos que contienen grupos tiol, como DTT, mercaptoetanol
y glutation (Rabinkov, A., et al., 1998).

La alicina ademas, inhibe especificamente otras enzimas bacterianas como las
que se encuentran en el sistema de formacion de la acetil-CoA: acetato cinasa y
fosfotransacetil-CoA (Focke, M., Feld, A., Lichtenthaler, H., 1991). Se ha
encontrado que en Salmonella typhimurium inhibe parcialmente la sintesis proteica
y de ADN, sin embargo, se observan efectos inmediatos en la sintesis de ARN,
sugiriendo que este podria ser uno de sus principales sitios de accion (Feldberg,
R.S., etal., 1988).

La alicina exhibe una interesante selectividad y sensibilidad diferencial entre
células animales y células microbianas, dafiando en mucho mayor medida a estas
ultimas. Por lo que se ha mencionado anteriormente, se cree que dichas
diferencias podrian ser explicadas por la gran cantidad de glutation que contienen
las células animales, lo cual les permite revertir la mayoria de los dafos

provocados en enzimas que presentan grupos tiol (Ankri, S., Mirelman, D., 1999).
Todas las descripciones anteriores sobre la amplia gama de actividades biolégicas

que se han encontrado en la alicina deberian impulsar a esta molécula a

convertirse en un buen candidato para uso terapéutico.
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CAPITULO 2.

2.1. OBJETIVO GENERAL

Aislar, purificar y tipificar cepas de microorganismos multiresistentes a antibiéticos

a partir de alimentos de origen animal para consumo humano, evaluando su

comportamiento frente a extracto acuoso de ajo (Allium sativum).

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Estudiar la situacion que guarda la aparicion de cepas multiresistentes a

antibioticos aisladas de alimentos de origen animal en México.

Examinar los perfiles de resistencia de las cepas aisladas.

Identificar la presencia de plasmido como posible elemento genético

responsable de la multiresistencia a antibioticos.

Identificar la presencia del integréon 1 como posible elemento genético

responsable de la multiresistencia a antibioticos.

Evaluar el comportamiento de las cepas multiresistentes frente a diferentes

concentraciones (%P/V) de extracto acuoso de ajo.

Estimar la CMI del extracto acuoso de ajo frente a cada cepa en estudio.

Estimar la CMB del extracto acuoso de ajo frente a cada cepa en estudio.
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2.3. HIPOTESIS

Algunos alimentos de origen animal como son: productos carnicos, embutidos y
lacteos suelen estar contaminados por microorganismos multiresistentes a
antibioticos, y éstos pueden ser sensibles al efecto biocida demostrado en el ajo

(Allium sativum).

2.4. JUSTIFICACION

En la literatura cientifica se encuentran muchos estudios en donde se documenta
la aparicién de cepas de bacterias multiresistentes aisladas de productos cérnicos.
La multiresistencia se ha asociado tanto a factores ambientales como al uso de
antibioticos como promotores de crecimiento dentro de las industrias ganadera y

avicola.

Actualmente, esto se considera un problema a nivel mundial que exige tomar

medidas preventivas y correctivas.

En afios recientes, la Union Europea ha dado los primeros pasos en el combate de
esta probleméatica, implementando la vigilancia y seguimiento del uso de

antibioticos en animales destinados al consumo humano.

La existencia de cepas multiresistentes en la carne para consumo humano de esta
region se ha considerado un riesgo potencial para la salud publica, ya que dichos
microorganismos podrian actuar como reservorio de genes de resistencia y

favorecer su diseminacién en el medio ambiente.

En México, se cuenta con algunos estudios que documentan la presencia de
cepas de bacterias multiresistentes a antibidticos aisladas de alimentos para
consumo humano, sin embargo, son escasos los estudios del comportamiento de
este tipo de cepas frente a agentes naturales con actividad biocida como el ajo, los

cuales podrian representar una alternativa favorable para el tratamiento o
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prevencion de enfermedades causadas por microorganismos multiresistentes en

donde la variedad en la eleccion del antibiético se encuentra reducida.

Por las razones antes expuestas, se justifica la elaboracion de trabajos como el

presente y de otros que busquen explorar nuevas alternativas terapéuticas.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Aislamiento

El aislamiento se realiz6 a partir de muestras de carne de pollo y carne de res de
venta al menudeo en supermercados al sur de la Ciudad: Superama (sucursal
Copilco) y Wal-Mart (sucursal Copilco). Se siguid el método descrito en la NOM-
110-SSA1-1994 referente a la preparacion y dilucion de muestras de alimentos

para su analisis microbioldgico.

Las muestras se trasladaron en refrigeracién en una hielera hasta el laboratorio.
La carne se utilizé el mismo dia que fue comprada y se mantuvo en refrigeracion
hasta antes de su uso. Las muestras (muslo de pollo y falda de res) se tomaron
con pinzas estériles y se cortaron con ayuda de un bisturi, tomando 10g de cada
muestra cortada en trozos pequefos y se colocaron en un matraz con 90mL de
agua peptonada estéril. Las muestras se dejaron en agitacion durante 3 horas.
Posteriormente, se homogeneizaron durante 2 minutos a velocidad media en un

homogeneizador peristaltico (stomacher).

Del homogeneizado se hicieron diluciones seriadas de la siguiente manera: Se
tomdé 1mL del homogeneizado y se agregaron 9mL de medio de cultivo (Infusion
cerebro-corazén, BHI), considerando a ésta como la dilucién 102 ya que el
homogeneizado de la muestra representaba la dilucién 10™. De esta manera se
prepararon las diluciones 102, 103, 10* 10° y 10®° Las diluciones fueron
incubadas durante 24h a 37°C.

Los cultivos de las diluciones 102, 10*y 10™° que fueron los que presentaron mejor
crecimiento, fueron sembrados en Agar BHI adicionado con un antibiético para
descartar de manera inicial a los microorganismos sensibles, limitando el
crecimiento bacteriano y quedandonos con los posibles resistentes a otros
antibiéticos. En este caso se eligié ampicilina como antibiético a adicionar en el

medio tomando en cuenta que es uno de los antimicrobianos mas ampliamente
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utilizados y de facil acceso para la poblacidon. Las cajas de Agar BHI fueron
incubadas durante 24h a 37°C.

3.2. Purificacion

Se observé la morfologia macroscopica y se tomaron 10 colonias aisladas de la
caja con la dilucién en la que se presentd el mejor crecimiento, en cada caso.
Cada colonia se resembré en caldo BHI y se le realizé tincion de Gram para

observar su morfologia microscopica.

Se utilizaron medios selectivos para la purificacion de algunas cepas
contaminadas, como: Agar Mac Conkey, Agar ENDO, Agar EMB, Agar RVBA y
Caldo BRILA.

Tratamiento en
stomacher {2min)

NN
: 3 3 -
Diluciones seriadas
conagua peptonada
e
.
10g me muestra + .
30 mL de agua peptonada 10

(207

Agar BHI +
Ampicilina

Agar BHI +
Ampicilina
(207}

Ampicilina

110% o’

CEPAS CONTAMINADAS ;A: B|

==

Siembra de cepas en medios
selectivos para purificar.

|

Resiembra de las colonias puras en
medio enriquecido [Caldo BHI).

Siembra de cada cepa en medio liquido
con diferentes antibicticos

M MH H Siembra de cada cepa en medic liguido

con diferentes antibicticos

— -j \“J ‘ - Seleccionar las cepas multiresistentes para prueba con
multidiscos de antibidticos y pruebas bioguimicas.

Figura 22. Esquema del aislamiento, purificacién y seleccién de las cepas de trabajo.
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3.3. Pruebas de sensibilidad a antibiéticos

Las cepas obtenidas fueron sembradas en diferentes tubos de caldo BHI
adicionado con antibidticos: Ampicilina (32ug/mL), Ceftriaxona (64ug/mL),
Gentamicina (8ug/mL), Trimetoprim (16ug/mL) y Vancomicina (32ug/mL). Se
seleccionaron las cepas resistentes simultdneamente a mas de 3 antibidticos. Se
inocularon 100uL de cada cepa en cajas de Agar Mueller-Hinton y se sembré por
extension, posteriormente se colocaron multidiscos de antibiético (Bio-Rad) para
probar la sensibilidad de cada cepa de acuerdo al método de Bauer-Kirby. Las

cajas de Agar Mueller-Hinton fueron incubadas durante 24h a 37°C.

Cepas seleccionadas simultaneamente
resistentes a mas de 3 antibidticos

Resiembra de cada cepa en medio

Resiembra de cada cepa FiEa 2 i
liquido enriquecido (caldo BHI)

en medio sdlido

UL

=1 [ | | -

PRUEBAS EIDqUi'MII:ﬁ 5 PRUEBAS CON MULTIDISCOS DE ANTIBIGTICO
|Bio-Rad])

Cocos G{+) —: Bioguimicas convencionales

Bacilos G{-] —> Galerias APl 20E

Figura 23. Esquema de las pruebas de sensibilidad a antibidticos y pruebas bioquimicas.
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3.4. Identificacién bioquimica

Las cepas multiresistentes fueron caracterizadas mediante pruebas bioquimicas.
En el caso de los bacilos Gram-negativos se utilizaron galerias APl 20E
bioMérieux® S.A. por contar con este material en el laboratorio. En el caso de los
cocos Gram-positivos se realizaron pruebas bioquimicas convencionales: Rojo de
metilo, Voges-Proskauer, Acido sulfhidrico, Indol, Movilidad, Fermentacién de
carbohidratos (Glucosa, Lactosa, Sorbitol, Arabinosa, Manitol, Maltosa, Sacarosa),
Ureasa, Nitrato, Catalasa, Ornitina, Coagulasa, Hemodlisis de sangre, Bilis y

esculina.

Las pruebas bioquimicas utilizadas en los bacilos Gram-negativos se llevaron a
cabo de acuerdo a los procedimientos descritos en el manual de instrucciones

para tiras api 20E bioMérieux® S.A.

Las pruebas bioquimicas utilizadas en los cocos Gram-positivos se realizaron de

la siguiente manera:
Prueba de rojo de metilo (MacFaddin, 2004)

Se inocul6 el medio RM/VP con las cepas de trabajo y fueron incubadas a 37°C
durante 48h. Transcurrido el tiempo de incubacion, se tomo una alicuota de 2.5mL
del medio y se agregaron 5 gotas del indicador de rojo de metilo. Se considero
como resultado positivo el desarrollo de un color distintivo rojo brillante en la
superficie del medio, indicando la producciéon de grandes cantidades de acidos

durante el periodo de incubacion.
Voges-Proskauer (MacFaddin, 2004)

Se inocul6 el medio RM/VP con las cepas de trabajo y fueron incubadas a 37°C
durante 24h. Transcurrido el tiempo de incubacion, se agregd a cada tubo 3 gotas
de a-naftol al 5% y 1 gota de hidroxido de potasio al 40%, se agitaron los tubos
suavemente durante 30 segundos para exponer el medio al oxigeno, y se dejaron

reposar durante 10 minutos. Se consideré como resultado positivo el desarrollo de
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un color rosado-rojo en la superficie del medio, indicando la presencia de acetoina

producida por los microorganismos a partir de la fermentacion de la glucosa.
Prueba de oxidasa (MacFaddin, 2004)

Se colocaron discos comerciales de oxidasa sobre algunas colonias de los
microorganismos de prueba incubados previamente en cajas de agar chocolate a
37°C, durante 24h. Se dejé incubar el disco durante 20 min a temperatura
ambiente. Un cambio en la coloracién de la colonia y/o del disco de oxidasa en
una gama de purpura a negro indican la presencia de enzimas oxidasas,

tomandose este resultado como prueba positiva.
Prueba de catalasa (MacFaddin, 2004)

Se inocularon las cepas de trabajo en cajas de agar BHI por cuadrante radial para
obtener colonias aisladas. Las cajas fueron incubadas a 37°C durante 24h. Se
agrego una gota de peroxido de hidrégeno al 30% sobre una colonia aislada. Un
resultado positivo se observd como un burbujeo inmediato sobre la colonia

indicando la formacion de oxigeno por accion de la enzima catalasa.
Prueba de Acido sulfhidrico, indol y movilidad (MacFaddin, 2004)

Se inocularon las cepas de trabajo en el medio de cultivo comercial SIM. El medio

se sembro por picadura y se incubd a 37°C durante 24h.

La prueba de acido sulfhidrico se considerd positiva al presentarse cualquier

ennegrecimiento en el medio, a lo largo de la linea de siembra o en el fondo.

La prueba de movilidad se considero positiva al observarse turbidez desde la linea
de siembra y difundida hacia el medio, indicando que el microorganismo posee

algun tipo de flagelos.

La prueba del indol se considerd positiva al observarse un anillo rojo en la
interfase del medio inmediatamente después de agregar 5 gotas de reactivo de
Ehrlich, indicando la capacidad del microorganismo de separar el indol a partir del

triptéfano.
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Prueba de fermentacion de carbohidratos (MacFaddin, 2004)

Se inocularon las cepas de prueba en caldo rojo de fenol adicionado con cada uno
de los carbohidratos a evaluar (Glucosa, Lactosa, Sorbitol, Arabinosa, Manitol,
Maltosa, Sacarosa), asi como de tubos Durham en su interior. Los medios fueron
incubados a 37°C durante 24h. La prueba se consider6 positiva al observarse un
vire del indicador a color amarillo indicando la utilizacion del carbohidrato. La
presencia de una burbuja de gas dentro del tubo Durham indicé la produccién de

gas a partir del carbohidrato utilizado.
Prueba de ureasa (MacFaddin, 2004)

Se inocularon las cepas de prueba en caldo urea y se incubaron a 37°C durante
24 horas. Se consideraron resultados positivos al observarse un cambio en la
coloraciéon del medio a rosa-rojo intenso debido al aumento en la alcalinidad,
indicando que el microorganismo en ese caso tiene la capacidad de hidrolizar la

urea en dos moléculas de amoniaco por accion de la enzima ureasa.
Prueba de nitrato (MacFaddin, 2004)

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 registr6é 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
consideré como resultado positivo para la produccién de nitrito, el desarrollo de
una coloracién rosa a rojo en el medio de cultivo. En caso de haber obtenido un
resultado negativo, se continué con la prueba para comprobar la produccién de
gas N, agregando una pequena cantidad de zinc al medio, el desarroll6 de color

en este caso fue considerado como resultado positivo.
Prueba de descarboxilasa: ornitina (MacFaddin, 2004)

Se inocularon las cepas de prueba en medio base para descarboxilasa de MQller

adicionado de ornitina. Se incubaron a 37°C durante 24h. Se consider6 como
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resultado positivo para ambos casos la turbidez y cambio de coloracion en el
medio a purpura, indicando la produccion de cadaverina por accidén de la enzima

ornitina descarboxilasa.
Prueba de bilis y esculina (MacFaddin, 2004)

Se inocularon las cepas de prueba en medio comercial de bilis y esculina,
sembrando por estria en el pico de flauta del medio. Se incubaron los tubos a
37°C durante 48h. El ennegrecimiento en la zona del pico de flauta y/o de mas de
la mitad del medio indicaron que la esculina fue hidrolizada por el microorganismo,

tomandose este resultado como prueba positiva.
Prueba de coagulasa (MacFaddin, 2004)

Se inocularon las cepas de prueba en un tubo de ensaye estéril que contenia
plasma humano, se rotd6 suavemente el tubo para favorecer la suspension
bacteriana. Se incubaron los tubos a 37°C durante 2 horas, revisando cada 30min

si se presentaba coagulacién.
Prueba de hemdlisis (Facklam, 1991)

Se inocularon cajas de petri de agar sangre, con cultivos de 24 horas de las cepas
de trabajo. Se incubaron a 37°C durante 24 horas. Fue considerada como prueba
positiva la presencia de un halo transparente alrededor del area de crecimiento
indicando hemodlisis; se distinguen tres clases de hemdlisis; la beta (hemdlisis total
de los globulos rojos alrededor de la zona de crecimiento), alfa hemodlisis
(hemdlisis parcial de los gldébulos rojos alrededor del crecimiento) y gamma

hemodlisis (ausencia de hemodlisis).
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3.5 Preparacion del extracto acuoso de ajo (Allium sativum).

Se tomaron varias cabezas de ajo, se separaron y pelaron los dientes. Se pesaron
1509 de dientes de ajo y se homogeneizaron en una licuadora con 150mL de agua
destilada estéril. EI homogenizado fue pasado por un filtro de gasa para retirar los
restos celulares mas gruesos; al filtrado obtenido se le agregd acido clorhidrico
para disminuir el pH del extracto a un valor de 4. Dicho filtrado fue pasado por
filtros Whatman No. 1, No.2 y No.5 respectivamente. El nuevo filtrado obtenido fue
centrifugado a 2000 r.pm. , se recuperd el sobrenadante y finalmente éste fue

pasado a través de filtros millipore de 0.45um y 0.22um. (Fani, M. et al., 2007;
Iwalokun, B.A., 2004).

Los residuos fueron contabilizados en cada paso y el volumen final del extracto fue

medido para poder calcular el %P/V del extracto estéril obtenido.
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Figura 24. Esquema de preparacion del extracto acuoso de ajo.
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3.6. Pruebas de sensibilidad a extracto acuoso de ajo (Allium sativum).
v" Prueba de difusién en Agar.

Esta prueba fue realizada para observar la actividad antibacteriana del extracto
acuoso de ajo. Se crecieron las cepas de prueba durante 24h en infusién cerebro-
corazon, las cepas fueron ajustadas a 10° células/mL y se inocularon 100puL de
esta suspensidon bacteriana en cajas de petri con 20mL de agar Mueller-Hinton.
Posteriormente se realizaron pocillos de aproximadamente 5mm en las cajas de
agar y fueron colocados 50uL de extracto de ajo a diferentes concentraciones en
cada uno de ellos. En cada caja se coloco un pocillo con 50ul de agua destilada
estéril como control negativo. Las cajas de agar fueron incubadas durante 24h a

37°C y finalmente se midieron los halos de inhibicion observados.

Medio inoculado

O Control
(ogua esteril)
O Extrocto gruoso de gjo

o diferentgs concentraciones

O

Figura 25. Esquema de prueba de difusién en agar.

v" Prueba de diluciones en caldo

Esta prueba fue realizada para calcular la concentracion minima inhibitoria (C.M.l.)
del extracto acuoso de ajo. Se realizaron diluciones del extracto crudo obtenido de
20, 15, 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2, 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2 y 0.1% respectivamente, con
infusidn cerebro-corazon. Los tubos fueron inoculados con 25ul de cepas a 24h de
crecimiento ajustados a 10* células/mL. Se colocaron tubos no inoculados

conteniendo unicamente el medio de cultivo adicionado del extracto acuoso de ajo
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como controles negativos, también se inocularon tubos con medio de cultivo puro
como controles positivos. Todos los tubos fueron incubados a 37°C y se reviso el
crecimiento a las 24 y 48h. La C.M.I. fue definida como la menor concentracion de
extracto de ajo en la que se observdé completamente inhibido el crecimiento

microbiano.
v" Prueba de crecimiento en Agar

Esta prueba fue realizada para determinar si el extracto acuoso de ajo producia un
efecto bacteriostatico o bactericida, y, en este Ultimo caso, calcular la
concentracion minima bactericida (C.M.B.). Se inocularon cajas de agar BHI a
partir de los tubos utilizados en la prueba de diluciones en caldo. Las cajas de
agar fueron incubadas durante 24h a 37°C. La C.M.B. fue definida como la menor
concentracion de extracto de ajo en la que no hubo crecimiento bacteriano en un

medio de cultivo sdlido.

CoM. L
Medio BHI + CEPA + Extracto a diferentes concentraciones CONTROL
BHI + CEPAS
e e T ey L S
CONTROL CONTROL
BHI + Extractos BHI

C. M. B.
AGAR BHI

Figura 26. Esquema de pruebas de crecimiento en caldo (C.M.l.) y crecimiento en agar (C.M.B.).
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3.7. Extraccion de ADN total y ADN plasmidico.

v' Extraccion de ADN total (Palumbi et al., 1991)

Se cultivaron cada una de las cepas durante 24h a 37°C en medio BHI, se
tomaron 1.5mL del cultivo, se pasaron a un tubo Eppendorf y se centrifugaron
durante 1min a 10 000 r.p.m. El procedimiento se realizé por duplicado para lograr

concentrar el pellet bacteriano.

Al término de la segunda centrifugacién el sobrenadante se decantd y el pellet
obtenido fue resuspendido en 400uL de buffer de lisis. La suspension se agitd

vigorosamente durante 1 minuto.
Buffer de lisis:

EDTA............... 100 mM TrispH7.5............... 10 mM

Posteriormente, la suspension se centrifugé (10 000 r.p.m./4°C) durante 10
minutos. Se recuperd el sobrenadante y este se resuspendidé con un volumen igual
de solucién de fenol:cloroformo (1:1), mezclando vigorosamente hasta obtener una

suspension de aspecto lechoso.

Se centrifugd nuevamente durante 10 minutos para separar las fases organica y
acuosa. Se recuper6 la fase acuosa y nuevamente se resuspendié en un volumen
igual de fenol:cloroformo (1:1) y se centrifugé bajo las mismas condiciones

anteriores.

Se recuperod la fase acuosa. A esta se le agregaron 0.1 volumenes de acetato de
sodio 3M y 0.5 volumenes de isopropanol, mezclando suavemente. La suspension

fue incubada 15 minutos a temperatura ambiente.
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Terminada la incubacién, se centrifugd durante 10 minutos y se decanté el
sobrenadante. El pellet obtenido se enjuag6é con etanol al 70%. Se centrifugd

nuevamente durante 5 minutos y se decanto el sobrenadante.

Finalmente se dejo secar el pellet por evaporacion del disolvente y fue

resuspendido en 20uL de agua desionizada estéril.
v' Extraccion de ADN plasmidico (Birnboim y Doly, 1979)

Se cultivaron 5mL de cada una de las cepas durante 24h en medio BHI, se
tomaron 1.5mL del cultivo, se pasaron a un tubo Eppendorf y se centrifugaron
durante 1min. El procedimiento se realizd por duplicado para lograr concentrar el

pellet bacteriano.

Se decantd y el pellet obtenido fue resuspendido en 100uL de solucién1 (fria).

Solucién 1:
Sacarosa...................... 15% EDTA............ 10 mM
Tris.HCI pH 8.0............ 25 mM

La suspension se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Terminado el tiempo de incubacidén se agregaron 200uL de solucion 2, se mezcld

por inversion del tubo Eppendorf y se incubd durante 10 minutos en hielo.

Solucién 2:

Transcurrida la segunda incubacién se agregaron 150uL de solucién 3 (fria), se

mezclo por inversidn y se incubd nuevamente durante 15 min en hielo.

Solucién 3:
Acetato de potasio 5 M...... 60 mL HO.......oll. 28.5 mL
Acido acético...........coevveun.... 11.5 mL
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Finalizado el tiempo de incubacion se centrifugd la suspension durante 5 minutos.
Se recuperd el sobrenadante y éste fue centrifugado nuevamente durante 5

minutos.

Se recupero el sobrenadante y se le agregd un volumen igual de fenol:cloroformo
(1:1), agitando vigorosamente hasta obtener una suspension de aspecto lechoso.

Dicha suspensién se centrifugé durante 30 seg (10 000 r.p.m./4°C).

Se recupero la fase acuosa y a ésta se le agregaron 2.5 volumenes de etanol

absoluto. La solucion fue incubada durante 5 min a -70°C.

Terminada la incubacién, se centrifugd durante 5 minutos y se decant6 el
sobrenadante. El pellet obtenido se enjuagd con etanol al 70%. Se centrifugd

nuevamente durante 5 minutos y se decanto el sobrenadante.

Finalmente se dejo secar el pellet por evaporacion del disolvente y fue

resuspendido en 20uL de agua desionizada esteéril.

El ADN extraido, tanto el total como el plasmidico, se corrié en un gel de agarosa
al 1%, se tomaron 5uL de cada muestra, posteriormente se mezclaron con 4uL de
agua desionizada estéril y 1uL de buffer de carga. Esta mezcla se colocé en cada
uno de los pocillos. El gel se corrié en una camara de electroforesis a 90 volts
durante aproximadamente 40 minutos. Posteriormente, se tinid sumergiéndolo en
una solucion de bromuro de etidio (0.5 ug/mL), durante 2 a 3 minutos y se destifié
sumergiéndolo en agua destilada durante aproximadamente 5 minutos.

Finalmente, se visualizo el gel bajo luz ultravioleta.
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3.8. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR).
La metodologia para realizar PCR fue la siguiente:
1. Se agregaron los siguientes componentes en el orden descrito.

a) 35uL de agua desionizada estéril para obtener un volumen final de reaccion de
50uL.

b) 10 yL de GoTag® Reaction buffer PROMEGA.
c) 1uL de ADN bacteriano (A una concentracion de 1ng/[]L)

d) 1uL de cada una de las soluciones de los primers: SUL 1B e INT F (la

concentracion final de cada primer fue de 200 nM).

SUL 1B 5-GCA AGG CGG AAACCCGCG CC-F
INT F 5-GGC ATC CAA GCA GCAAGC -3

e) 1uL de GoTaq® DNA Polymerase PROMEGA.

2. Se tapo y mezclo perfectamente el contenido de los tubos.
3. Se colocaron los tubos en el termociclador, con el siguiente progama:
I. Arranque 3 minutos a 94°C

II. Desnaturalizacion 30 segundos a 94°C

[ll. Hibridacion 2 minutos a 59°C

IV. Amplificacion 2 minutos a 72°C (35 ciclos)

V. Etapa final 6 minutos a 72°C

VI. Enfriamiento hasta alcanzar 4°C
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Una vez concluido el programa de PCR las muestras se mantuvieron en
refrigeracion hasta la realizacién del gel de agarosa al 1%. Se corrieron las
muestras junto con un marcador de pesos moleculares (ADN del fago A, cortado
con la enzima de restriccion HIND 1ll) para poder visualizar los productos del PCR.

Dicho gel se corrio y tifid de la misma manera que el de ADN total y plasmidico.

Los geles ya corridos con los productos del PCR fueron fotografiados para su

posterior analisis, utilizando regresion lineal.

Para el analisis se midio la distancia recorrida por los fragmentos a partir del pozo
de cada carril en donde fue colocada la muestra, y se graficé contra el peso de los
fragmentos del marcador de peso molecular, que en este caso fue ADN del fago A
cortado con la enzima de restriccion Hind Ill; los fragmentos de ADN de este
marcador presentan pesos de 23.1,9.4,6.7,4.4, 2.3, 2.0 y 0.56 Kpb.

Una vez que se obtuvo la grafica con regresion lineal (distancia recorrida contra
peso molecular), se mide la distancia recorrida por los fragmentos que se
observen en las muestras obtenidas por PCR, y se sustituye dicha distancia en la
ecuacion de regresion lineal, para obtener una estimacion del peso molecular de

cada fragmento.
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CAPITULO 4. RESULTADOS

4.1. Aislamiento y purificacion

La morfologia macroscopica de las colonias observadas en las cajas de agar
adicionado con ampicilina sugeria colonias muy parecidas y, solamente se
diferenciaban de manera evidente dos tipos de colonias: las primeras eran
colonias blanquecinas grandes, circulares, de bordes enteros, con elevacion
convexa y textura butirosa; el otro tipo de colonias observadas eran puntiformes,
de bordes enteros, de elevacidn convexa y de textura seca, ambos tipos de

colonias presentaron crecimiento abundante.

Se seleccionaron 10 colonias procedentes de carne de pollo y 10 colonias
procedentes de carne de res. Dado que en la morfologia macroscopica solo se
diferenciaron dos tipos de colonias, dentro de las colonias seleccionadas podrian
existir mas de 2 o 3 similares.

Las colonias seleccionadas se sembraron en medio liquido BHI para favorecer su
crecimiento, ya que provenian de un medio en el que se encontraban bajo
condiciones de estrés. Posteriormente se determind la morfologia microscépica de

cada una de ellas.

En la Tabla 4 se muestran las caracteristicas microscopicas observadas de
manera inicial de las 20 cepas seleccionadas en el aislamiento con el nombre que
se le dio a cada una de ellas. En general, para ambos aislamientos (de carne de
pollo y de carne de res) se observaron dos tipos de morfologia: Cocos Gram-

positivos y Bacilos Gram-negativos.

75



Tabla 4. Cepas obtenidas de los aislamientos y morfologia microscépica observada.

Procedencia Cepa Morfologia microscopica

denominada

A Bacilos cortos, anchos y delgados, Gram-negativos
B Bacilos cortos, anchos y delgados, Gram-negativos
C Bacilos cortos, anchos y delgados, Gram-negativos
D Bacilos cortos, anchos y delgados, Gram-negativos
Carne de E Bacilos cortos, anchos y delgados, Gram-negativos
pollo F Bacilos cortos, anchos y delgados, Gram-negativos
G Bacilos cortos, anchos y delgados, Gram-negativos
H Cocos en racimos, Gram-positivos

I Cocos en racimos, Gram-positivos

Cocos dispersos, Gram-positivos

Bacilos cortos, Gram-negativos

Bacilos cortos, Gram-negativos

Cocos en racimos, Gram-positivos

Cocos en racimos, Gram-positivos

Cocos en racimos, Gram-positivos
Carne deres

Cocos en racimos, Gram-positivos

Cocos dispersos, Gram-positivos

I ® M m O O W > <«

Cocos dispersos, Gram-positivos

I Cocos dispersos, Gram-positivos

J Cocos dispersos, Gram-positivos

Para lograr un mejor aislamiento y purificacion, las cepas procedentes de carne de
pollo: A, B, C, D, E, F y G fueron sembradas en los medios selectivos que se
muestran en la Tabla 5 para bacilos entéricos Gram-negativos, ya que la
morfologia microscépica sugiri6 una posible contaminaciéon por dos diferentes

tipos de bacilos.

En la Tabla 5 se muestra la morfologia microscépica y macroscopica del
crecimiento de las cepas con sospecha de contaminacion en diferentes medios de
cultivo selectivos. En todas las cepas, las descripciones macroscépicas y

microscopicas fueron similares.
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Tabla 5. Resultados del crecimiento de las cepas de bacilos Gram-negativos con sospecha de

contaminacion en diferentes medios selectivos.

Medio de cultivo Descripcion macroscépica Descripcién microscépica
Agar Mac Colonias grandes, rosadas, rodeadas de un Bacilos cortos, delgados y anchos.
Conkey halo de precipitacion blanquecino. Gram (-)

Colonias grandes, rojizas con brillo verde Bacilos cortos, delgados y anchos.
Agar ENDO .

metalico. Gram (-)

Colonias grandes, moradas con brillo verde  Bacilos cortos, delgados y anchos.
Agar EMB .

metalico. Gram (-)

Colonias grandes de coloracion rojizas- Bacilos cortos, delgados y anchos.
Agar RVBA .

purpura. Gram (-)

Turbidez en el medio y presencia de Bacilos cortos, delgados y anchos.
Caldo BRILA

burbujas dentro de la campana de Durham.  Gram (-)

En la Figura 27 se muestra la morfologia macroscopica observada en todas las

cepas, en algunos de los medios selectivos utilizados.

Figura 27. Crecimiento de las cepas de bacilos Gram-negativos con sospecha de contaminacién
en algunos medios selectivos. A) Agar Mac Conkey, B) Agar EMB, C) Caldo BRILA (A laizquierda
se muestra el control con el medio translicido y sin gas en el tubo Durham; a la derecha se

muestra el medio inoculado).

Después de observar el crecimiento de los microorganismos y analizar la
morfologia macroscépica y microscopica en cada uno de los medios anteriores, se
determind que las cepas aisladas no estaban contaminadas y se consideraron

como cepas con pleomorfismo.
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Una vez obtenidas cepas puras, estas fueron sembradas en medio selectivo
(caldo BHI adicionado de diferentes antibiéticos) para seleccionar aquellas cepas
resistentes a 3 o mas antibidticos simultaneamente. Se prepararon 5 diferentes
medios selectivos adicionados de un antibiético [Ampicilina (32ug/mL), Ceftriaxona
(64pg/mL), Gentamicina (8ug/mL), Trimetoprim (16ug/mL) y Vancomicina
(32ug/mL)], como se menciond en el capitulo referente a materiales y métodos.

Las cepas fueron consideradas resistentes si se presentaba crecimiento en el

medio de cultivo, es decir, turbidez en el medio.

En la Tabla 6 se presentan los resultados, en donde se encontré que el 35% (7
cepas) del total de las cepas aisladas (20 cepas) resultaron ser simultaneamente
resistentes a mas de 3 antibibticos. El 86% de dichas cepas multiresistentes
correspondieron a bacilos Gram-negativos. Considerando que las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas de estos ultimos fueron similares en todos los
casos, se seleccionaron 2 cepas de bacilos Gram-negativos que, a nuestro
criterio, presentaban mejores caracteristicas de crecimiento para continuar con las

pruebas de sensibilidad a antibiéticos y evitar gasto innecesario de reactivos.
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Tabla 6. Resultados del nimero de antibiéticos a los que resistio cada cepa.

Procedencia Cepa No. de antibidticos
resistente
A 4
B 4
C 4
D 3
E 4
Carne de pollo = 3
G 4
H 2
I 1
J 1
A 3
B 4
Cc 2
D 2
E 1
Carne deres
F 5
G 2
H 2
I 1
J 2

En la Tabla 7 se presentan las cepas que finalmente fueron seleccionadas para
continuar con las pruebas, tanto de sensibilidad a antibiéticos, como de
caracterizacion bioquimica. En esta tabla también se presenta el origen de su
aislamiento y la morfologia microscépica en cada caso.

Tabla 7. Cepas seleccionadas para el analisis y estudio de resistencia e identificacion bioquimica.

Cepa Origen Morfologia ‘
A Carne de pollo Bacilos cortos, delgados y anchos. Gram (-)
B Carne de pollo Bacilos cortos, delgados y anchos. Gram (-)
F Carne deres Cocos en racimos, Gram (+)
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4.2. Pruebas de sensibilidad a antibiéticos

Las cepas resistentes a mas de 3 antibidticos que fueron seleccionadas se
sembraron en agar Mueller-Hinton, colocando multidiscos de antibiético (Bio-Rad)
para determinar su posible resistencia a otros antibiéticos de acuerdo con el

método de Bauer-Kirby.

Los resultados obtenidos (Tablas 8 y 9) muestran que la cepa A proveniente de
carne de pollo fue resistente a 11 antibidticos; la cepa B también proveniente de
carne de pollo fue resistente a 12 antibiéticos y la cepa F proveniente de carne de

res fue resistente a 10 antibioticos (incluyendo las resistencias intermedias).

Tabla 8. Resultados del antibiograma de las cepas Ay B.

Discos de antibiético
CEPA NF CL | CPF | CFX | CF CB AM | STX | NOF | NET | GE AK
A S R R R MR MR MR MR MR I R R
B I R R R MR MR MR MR MR R R R

NF: Nitrofurantoina, CL: Cloranfenicol, CPF: Ciprofloxacina, CFX: Cefotaxima, CF: Cefalotina, CB:
Carbenicilina, AM: Ampicilina, STX: Sulfametoxazol/Trimetoprim, NOF: Norfloxacina, NET:

Netilmicina, GE: Gentamicina, AK: Amikacina.

Tabla 9. Resultados del antibiograma de la cepa F.

Discos de antibidtico
CEPA

AM CF | CFX | CPF | CLM | PE TE | SXT | DC E GE VA

F R MR S MR MR MR S MR MR R MR R

AM: Ampicilina, CF: Cefalotina, CFX: Cefotaxima, CPF: Ciprofloxacina, CLM: Clindamicina, PE:
Penicilina, TE: Tetraciclina, STX: Sulfametoxazol/Trimetoprim, DC: Dicloxacilina, E: Eritromicina,

GE: Gentamicina, VA: Vancomicina.

Referencias:

MR: Muy resistente. Sin halo de inhibicién.

R: Resistente. Se refiere a aquellos microorganismos que no se inhiben por las concentraciones habitualmente alcanzadas
en sangre/tejidos del correspondiente antimicrobiano (C.M.1.).

S: Sensible. Indica que la posible infeccion ocasionada por la cepa para la que se ha determinado la C.M.Il. o su
correspondiente halo de inhibicién puede tratarse de forma adecuada empleando las dosis habituales de antimicrobiano.

I: Intermedia. Indica que el halo traducido en valores de C.M.l. se aproxima a las concentraciones de antimicrobiano
alcanzables en la sangre y que puede esperarse eficacia clinica en aquellas localizaciones en que se alcanzan altas

concentraciones de antimicrobiano o cuando se emplean dosis mas elevadas de lo habitual.
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4.3. Caracterizacion e identificacion bioquimica

A continuacién se muestran los resultados de la caracterizacion bioquimica de las
cepas multiresistentes. En la Tabla 10 se presentan los resultados de las galerias
APl 20E bioMérieux® S.A. con lo cual se determind que las cepas A y B
provenientes de carne de pollo corresponden a Eschericha coli. En la Tabla 11 se
presentan los resultados de las pruebas bioquimicas empleadas para la
identificacion de la cepa F proveniente de carne de res, con las cuales se

determind que esta corresponde a Enterococcus raffinosus.

Tabla 10. Resultados de las pruebas Tabla 11. Resultados de las pruebas
bioquimicas de las cepas Ay B. bioquimicas de la cepa F.
Prueba Resultado Prueba Resultado
ONPG + HEM -
ADH - OXI -
LDC + CAT -
OoDC + URE -
CIT - RM -
H,S - VP -
URE - N, +
TDA - MOV -
IND + IND -
VP - ORN -
GEL - SH, -
GLU + OF(Ox) +
MAN + OF(Fer) +
INO - LAC +
SOR + GLU +
RHA + SOR +
SAC - ARA +
MEL + MAN +
AMY - MAL +
ARA + SAC +
OoX - BIL +
NO, + ESC +
N2 - COG -
MOB +
McC +
OF-O -
OF-F -
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Referencias de las pruebas bioquimicas para la cepa F :

HEM: Hemdlisis, OXI: Citocromo oxidasa, CAT: Catalasa, URE: Ureasa, RM: Produccion de &cidos, VP:
Produccion de acetoina, N2: Reduccion al estado N2 MOV: Movilidad, IND: Produccion de indol, ORN:
Ornitina descarboxilasa, SH2: Produccién de &ac. Sulfhidrico, OF(Ox): Oxidacion de glucosa, OF(Fer):
Fermentacion de glucosa, LAC: Fermentacion/oxidacion de lactosa, GLU: Fermentacion/oxidacion de
glucosa, SOR: Fermentacion/oxidacion de sorbitol, ARA: Fermentacion/oxidacion de arabinosa, MAN:
Fermentacion/oxidacion de manitol, MAL: Fermentacion/oxidacion de maltosa, SAC: Fermentacion/oxidacion
de sacarosa, BIL: Crecimiento en sales biliares, ESC: Hidrdlisis de esculina, COG: Coagulasa.

En la Figura 28 se muestran los resultados de las galerias API inoculadas con las
cepas Ay B, en varios casos es posible observar el vire de los indicadores.

Figura 28. Fotografia de los resultados obtenidos con galerias API 20E bioMérieux® S.A.

Referencias de las pruebas en galerias API 20E bioMérieux® S.A.:

ONPG: B-galactosidasa, ADH: Arginina-dihidrolasa, LDC: Lisina decarboxilasa, ODC: Ornitina decarboxilasa,
CIT: Utilizacion de citrato, H,S: Produccion de H,S, URE: Ureasa, TDA: Triptéfano desamilasa, IND:
Produccion de indol, VP: Producciéon de acetoina, GEL: Gelatinasa, GLU: Fermentacién/oxidacién de glucosa,
MAN: Fermentacién/oxidacion de manitol, INO: Fermentacion/oxidacion de inositol, SOR:
Fermentacion/oxidacion de sorbitol, RHA: Fermentacién/oxidacion de ramnosa, SAC: Fermentacion/oxidacion
de sacarosa, MEL: Fermentacién/oxidacién de melibiosa, AMY: Fermentacion/oxidacion de amigdalina, ARA:
Fermentacion/oxidacion de arabinosa, OX: Citocromo oxidasa, NO,: Produccion de NO;, N,: Reduccién al
estado N, MOB: Movilidad, McC: Crecimiento en agar Mac Conkey, OF-O: Oxidacion de glucosa, OF-F:

Fermentacion de glucosa.
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4.4. Pruebas para determinar la sensibilidad al extracto acuoso de ajo (Allium

sativum).

Para las pruebas de sensibilidad frente al extracto acuoso de ajo, se utilizaron las
cepas que fueron aisladas y caracterizadas bioquimicamente. Ademas se
emplearon 3 cepas mas que previamente se habian aislado de carne de res y que
se conservaban en congelacion en el cepario del Laboratorio de Microbiologia

Molecular, y a las cuales ya se les habia determinado su multiresistencia.

De esta manera, las cepas de trabajo para pruebas con el extracto acuoso de ajo

fueron las siguientes:

Tabla 12. Cepas de trabajo con extracto acuoso de ajo.

Cepa Procedencia Morfologia No. de antibiéticos a los que es resistente
A Carne de pollo Bacilos Gram (-) 11
B Carne de pollo Bacilos Gram (-) 12
C Cepario (carne de res) Cocos Gram (+) 12
D Cepario (carne de res) Cocos Gram (+) 12
E Cepario (carne de res) Cocos Gram (+) 12
F Carne de res Cocos Gram (+) 10

A continuacion se presentan los resultados de las pruebas realizadas con extracto

acuoso de ajo:

Prueba de difusién en Agar.

En la Tabla 13 se muestran los resultados de esta prueba. Los niumeros expresan
el diametro del halo de inhibicion medido en milimetros, mientras que la letra N
representa un resultado negativo indicando que no se observé halo de inhibicidon

alrededor del pocillo con extracto acuoso de ajo.

En general, el crecimiento de las cepas de bacilos (A y B) se inhibié a

concentraciones mas bajas de extracto comparadas con las concentraciones
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necesarias para inhibir el crecimiento de las cepas correspondientes a cocos
(cepas C,D,EyF).

Tabla 13. Resultados del halo de inhibicibn medido para cada cepa a diferentes

concentraciones de extracto acuoso de ajo.
PRUEBAS EN AGAR MUELLER-HINTON (Halo de inhibicion mm)

Concentracién del extracto de ajo (%P/V)

CEPA 40% 30% 20% 10% 6% 5% 4% 3% 2% 1% 0.80% 0.60% 0.40% 0.20% 0.10%
A 21 21 21 21 21 20 19 18 17 12 10 N N N N
B 20 20 20 20 20 20 19 17 16 12 10 N N N N
C 24 20 18 N N N N N N N N N N N N
D 20 N N N N N N N N N N N N N N
E 16 N N N N N N N N N N N N N N
F 17 N N N N N N N N N N N N N N

N=Resultado negativo, sin halo de inhibicién.

En la Figura 29 se muestran encerrados con un circulo azul los halos de inhibicion
que fueron observados durante las pruebas de difusién en agar, en este caso se
muestran como ejemplo los resultados para la cepa A. En los pocillos en donde no
hay circulos se observa crecimiento microbiano alrededor de ellos, indicando que
el microorganismo tiene la capacidad de crecer bajo esas condiciones de

porcentaje de extracto acuoso de ajo.

Pequeno halo de inhibicion

CONTROL

0.2%

Halos de inhibicion

Crecimiento sin halo de inhibicion

B

Figura 29. Halos de inhibicién observados en la prueba de difusion en agar Mueller-Hinton.
Ejemplo de algunos de los resultados de la Cepa A. A) Pocillos con extracto acuoso de ajo a
concentraciones de 6% a 1%. B) Pocillos con extracto acuoso de ajo a concentraciones de 0,8% a

0.1%, incluyendo un control con agua destilada estéril.
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En la Grafica 1 se presentan de manera resumida los resultados de la prueba de
difusién en agar para cada una de las cepas. Cada barra representa un porcentaje
de extracto acuoso de ajo y el diametro del halo de inhibicion medido para dicho
porcentaje en cada una de las cepas. En el caso de la cepa C, solo se observan 3
barras ya que en porcentajes de extracto acuoso de ajo menores de 20% todos los
resultados fueron negativos, es decir, no se observé halo de inhibicién. Lo mismo
sucedi6 con las cepas D, E y F, aunque en este caso los resultados negativos se

presentaron a partir de porcentajes de extracto acuoso de ajo menores al 40%.

Como se puede observar, el crecimiento de las cepas A y B (correspondientes a
bacilos) se ve inhibido en diferente medida desde la concentracion mas alta de
extracto (40%) hasta una concentracién de extracto de 0.8%. Por otra parte, el
crecimiento de las cepas C, D, E y F (correspondientes a cocos) solo resultd

inhibido a las concentraciones mas altas de extracto utilizadas.

Grafica 1. Resultados del halo de inhibicion medido para cada cepa a diferentes concentraciones
de extracto acuoso de ajo. No se presentan en este grafico los extractos de 0.6% y menores, ya

gue no se observo halo en ninguno de los casos.
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Prueba de diluciones en caldo

En la Tabla 14 se muestran los resultados de esta prueba. En este caso, las letras
N representan un resultado negativo, es decir, que no se observo turbidez en el
medio de cultivo. Las letras P representan un resultado positivo, es decir, turbidez
en el medio de cultivo después de 24 o0 48 horas de incubacion. El crecimiento de
todas las cepas, con excepcion de la cepa F, se inhibié a concentracion de 1% de

extracto acuoso de ajo.

Tabla 14. Resultados del crecimiento observado en cada cepa sembrada en medio liquido
adicionado de extracto acuoso de ajo a diferentes concentraciones.

PRUEBAS EN INFUSION CEREBRO-CORAZON (C.M.l.)

Concentracion del extracto de ajo (%P/V)
CEPA 20% 15% 10% 8% 6% 5% 4% 3% 2% 1% 0.80% 0.60% 0.40% 0.20% 0.10%
A N N N N N N N N N N P P P P P
B N N N N N N N N N N P P P P P
C N N N N N N N N N N P P P P P
D N N N N N N N N N N P P P P P
E N N N N N N N N N N P P P P P
F N N N N N N N N P P P P P P P

N=Resultado negativo, sin turbidez en el medio.
P=Resultado positivo en 24h, turbidez en el medio.

P=Resultado positivo en 48h, turbidez en el medio.

En la Figura 30 se muestra la serie de controles que fueron utilizados para esta
prueba. Se observan los controles de medio de cultivo adicionado solamente con
extracto acuoso de ajo, ademas de un control de medio de cultivo sin inocular. En
todos los casos el medio en los tubos se observa translucido después del tiempo

de incubacion.
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Figura 30. Pruebas de diluciones en caldo. Se presenta la serie de los controles del extracto de ajo
a diferentes concentraciones, asi como del control del medio BHI después de haber sido
incubados.

En las Figuras 31 y 32 se muestran los resultados de esta prueba para la cepa A
y cepa F, respectivamente, como ejemplo del procedimiento realizado en cada una
de las cepas. La cepa A presentd crecimiento (turbidez) en el medio de cultivo
adicionado de extracto desde una concentracién de 0.1% hasta una concentracién
de 0.8%, a concentraciones mayores de extracto el crecimiento fue inhibido. Por
otra parte, la cepa F presentd crecimiento en el medio de cultivo adicionado de
extracto desde una concentracién de 0.1% hasta una concentracion de 2% ya que

a mayores concentraciones de extracto el crecimiento fue inhibido.

Figura 31. Pruebas de diluciones en caldo. Se presentan los resultados de la Cepa A sembrada en
concentraciones de extracto de 0.1% a 5%, incluyendo un control positivo de crecimiento de la
cepa.
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CONTROL

Figura 32. Pruebas de diluciones en caldo. Se presentan los resultados de la Cepa F sembrada en
concentraciones de extracto de 0.1% a 5%, incluyendo un control positivo de crecimiento de la

cepa.

Prueba de crecimiento en Agar

En la Tabla 15 se muestran los resultados de esta prueba. Los numeros expresan
el numero de unidades formadoras de colonias (UFC) contadas en cada caso, la
letra P se refiere a un resultado positivo, es decir crecimiento microbiano con UFC
incontables, mientras que la letra N se refiere a un resultado negativo indicando

que no se observod crecimiento en el medio.

Los resultados de la concentracion minima bactericida (C.M.B.) fueron similares
en el caso de las cepas A y B, correspondientes a bacilos. Por otra parte, hay
grandes variaciones en la C.M.B. encontrada en las cepas correspondientes a
cocos, observandose C.M.B. que abarcan un rango desde 2% de extracto acuoso

de ajo, hasta 15% de extracto.
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Tabla 15. Resultados del nimero de colonias observado en cada cepa sembrada en medio
sélido, provenientes de un cultivo en medio liquido adicionado de extracto acuoso de ajo a
diferentes concentraciones.
CEPA 20% 15% 10% 8% 6% 5% 4% 3% 2% 1% 0.80% 0.60% 0.40% 0.20% 0.10%
A N N N N N N N N N N P P P P P

B N N N N N N N N N N 50 P P P P
C N N N N N N N N N 16 P P P P
D N N N N N N N N N 63 P P P P
E N N 5 5 10 16 13 10 16 50 57 P P P P
F N N N 3 20 7 8 16 P 75 82 P P P P

N=Resultado negativo, sin crecimiento en el medio.
P=Resultado positivo, UFC incontables.

Numero=Resultado positivo, numero de UFC contabilizadas.

En la Tabla 16 se resumen los resultados de la prueba de crecimiento en agar, en
donde se encontrd la concentracidon minima bactericida (C.M.B.) y los resultados
de la prueba de diluciones en caldo, en donde se encontré la concentracion

minima inhibitoria (C.M.1.).

Tabla 16. Resultados de la C.M.l. y C.M.B. encontradas para cada cepa en estudio.

Cepa C.M.1. C.M.B. ‘
A 1% 1%
B 1% 1%
C 1% 2%
D 1% 2%
E 1% 15%
F 3% 10%
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4.5. Extraccion de ADN total y ADN plasmidico.

A las cepas multiresistentes seleccionadas en el aislamiento (cepas A, By F) se
les extrajo el ADN total para calcular la concentracion de dicho material genético y
poder preparar las muestras para realizar el procedimiento de PCR. A estas
mismas cepas se les realizd extraccion de ADN plasmidico para comprobar si

estas eran portadoras de este material genético.

En la Figura 33 se muestran los resultados de la extraccion de ADN total de
dichas cepas. En el carril numero 1 se observa el marcador de peso molecular y
en los carriles 2, 3 y 7 es posible observar las bandas correspondientes al ADN
cromosémico en buen estado de cada una de las cepas, a la altura de la banda de
23.1 Kb del marcador de peso molecular. Los carriles restantes contienen

muestras que no corresponden a este estudio.

En la Figura 34 se muestran los resultados de la extraccion de ADN plasmidico.
En el carril numero 1 se observa el marcador de peso molecular y en los carriles 3,
4 y 5 se encuentran las muestras de las cepas multiresistentes aisladas. La region
en donde se esperaba encontrar el ADN plasmidico corresponde a aquella por
encima de la banda de 23.1 Kb del marcador de peso molecular, sin embargo, en
el gel no se observa ninguna banda en esta zona, por lo que no hay evidencia de
ADN plasmidico en estas cepas. Los carriles restantes contienen muestras que no

corresponden a este estudio.

Como se mencion6 en el capitulo de introduccion, los integrones que confieren
multiresistencia a antibiéticos se encuentran frecuentemente (aunque no
exclusivamente) en plasmidos. Estos resultados sugieren que, si las cepas son
portadoras de algun integron, este posiblemente se encuentre integrado en el

genoma bacteriano o en algun otro elemento génetico movil.
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v" Extraccion de ADN total.

2 Siguad
Cepa Cepa
A B

Marcadores de peso
molecular (fago A)

23.1Kb
9.4 Kb
6.7 Kb
4.4 Kb

2.3 Kb
2.0Kb

Figura 33.Gel de agarosa de la extraccion de ADN total.

v' Extraccion de ADN plasmidico.

Cepa Cepa Cepa
A o ol . F

Figura 34.Gel de agarosa de la extraccion de plasmido.

91



4.6. Observacion de los productos de lareaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

En la Figura 35 se presentan los productos de la reaccion de PCR que fueron
observados. En el carril numero 8 se observa el marcador de peso molecular y en
los carriles 2, 3 y 7 se encuentran las muestras de las cepas multiresistentes

aisladas.

De los fragmentos obtenidos en esta reaccion, solamente dos fragmentos
observados en el carril numero 3, correspondiente a la cepa B (2.58 Kb y 3.02 Kb)
podrian corresponder a dos integrones de tipo | cargados con diferente numero de
cassettes de genes. Las bandas restantes no coinciden por sus pesos con
estructuras de integron, por lo que pudieran corresponder a fragmentos

amplificados de manera inespecifica.

p 3 4
Cepa Cepa
A B

Marcadores de peso
molecular (fago A)

23.1 Kb
9.4 Kb
6.7 Kb

4.4 Kb

—— 3.02Kb
F— 2.58 Kb

0.96 Kb 0.96 Kb
. ‘20.82 Kb
0.80 Kb

" 0.65Kb

0.41Kh — —0.41Kb

S 0.28 Kb

2.3 Kb
2.0Kb

0.56 Kb

Figura 35.Gel de agarosa con los fragmentos amplificados en la reaccion de PCR.
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CAPITULO 5. DISCUSION

Como se puede observar en la Tabla 4, se aislaron un total de 20 cepas a partir
de dos tipos de carne para consumo humano. En ambos casos solo se observaron
bacilos Gram negativos y cocos Gram positivos, lo cual resulta consistente con lo
esperado, tomando en cuenta la facilidad con la que la contaminacion proveniente
del tracto gastro-intenstinal (ya sea humano, o animal) puede ser diseminada en
este tipo de alimentos. Por lo tanto, es posible encontrar microorganismos que
sean bacilos entéricos y/o enterococos.

Desde el sacrificio del animal y durante todo el trayecto necesario para que la
carne llegue hasta el supermercado, esta se encuentra expuesta a varios factores
que contribuyen a su contaminacion. La primera contaminacién con la que la carne
tiene contacto proviene del tracto gastro-intestinal del animal durante Ia
evisceracion. Por otro lado, su manipulacion por las personas en rastros o en el
mismo supermercado, asi como las maquinas utilizadas para su procesamiento
contribuyen como fuentes adicionales de contaminacién. De esta manera, muchos
de los microorganismos aislados en este tipo de alimentos pueden provenir de la

contaminacién cruzada durante el procesamiento del alimento.

Para obtener una buena purificaciéon de algunas cepas (bacilos Gram negativos)
fue necesario sembrarlas en medios selectivos para microorganismos Gram
negativos, como se muestra en la Tabla 5. Inicialmente, se considerd la
posibilidad de contaminacién al observar morfologias variables en las tinciones de
Gram, sin embargo, después de realizar resiembras en dichos medios, y observar
el mismo crecimiento y morfologia inicial, se descarté la posibilidad de
contaminacién y se consideré6 que las cepas en cuestion presentaban
pleomorfismo (Wainwright, M., 1997). Debe tenerse en cuenta que, dado el origen
de los aislamientos, las cepas aisladas, aun cuando sean de microorganismos
conocidos y bien caracterizados, son cepas silvestres, y debido a ello es muy
probable que presenten algunas caracteristicas que difieran de las cepas

conocidas y manejadas comunmente en los ceparios.
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Una vez asegurada la pureza de la totalidad de las cepas aisladas, se sembraron
en medio liquido adicionado (por separado) de diferentes antibidticos y
unicamente se seleccionaron las cepas simultaneamente resistentes a mas de 3
antibidticos, con la finalidad de obtener solamente cepas multiresistentes, lo cual

permitiria cumplir otra parte de los objetivos de este trabajo. (Tabla 7)

Finalmente, las cepas seleccionadas A, B y F (Tabla 7) fueron sometidas a la
prueba de sensibilidad antibiética utilizando multidiscos de antibiético (Bio-Rad)
para determinar su resistencia. Como se observa en la Tabla 8, las cepas de
bacilos (A y B) presentan patrones de resistencia similares, aunque no iguales,
siendo resistentes a mas de 10 antibidticos pertenecientes a diferentes familias,
incluyendo: penicilinas, cefalosporinas, anfenicoles, sulfonamidas, quinolonas vy

aminoglucadsidos.

En la Tabla 9 se observan los resultados del antibiograma de la cepa de cocos
Gram positivos (cepa F) en donde se muestra que es resistente a un total de 10
antibidticos, abarcando diferentes familias, como son: penicilinas, cefalosporinas,
tetraciclinas, lincosaminas, macrolidos, aminoglucdsidos, quinolonas,

sulfonamidas y glucopéptidos.

Como se puede notar, las cepas aisladas presentaron patrones de resistencia
amplios, que incluyen diferentes familias de antibiéticos. Debe hacerse notar la
relevancia del hallazgo de este tipo de cepas en productos destinados al consumo
humano, ya que el consumo de estos alimentos conlleva la ingesta de una
diversidad de microorganismos que, aun cuando no sean patdgenos, podrian
funcionar como reservorio de genes de resistencia en el tracto gastro-intestinal del

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

El consumo masivo de antibiéticos en los ultimos 50 afnos ha creado un ambiente
favorable a la seleccion de bacterias que soportan los efectos téxicos 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
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de la seleccién de las mismas, asi como de su habilidad para intercambiar material

genético horizontalmente (Beaber, J.W., Waldor, B., 2004).

En un estudio realizado dentro del programa SIREVA Il de la Organizacién
Panamericana de la Salud (Agudelo, 2009), se encontré que México es uno de los
paises de Latinoamérica que presenta los mayores porcentajes de aislamientos de
bacterias resistentes a antibidticos. Desde el afio 1999 Chile implementé un
programa nacional de control del uso de antibiéticos, y en este estudio, es posible
destacar el bajo porcentaje de aislamientos de cepas multiresistentes como
resultado de la aplicacibn de este programa, comparado con otros paises

latinoamericanos, incluyendo México.

Respecto a la utilizacién de antibiéticos en animales destinados al consumo
humano, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), publicé un reporte en 2002
donde se recomendaba no utilizar como promotores del crecimiento agentes
antimicrobianos utilizados para fines terapéuticos en humanos. En el caso de
Dinamarca, la avoparcina fue prohibida para este fin en 1995, y se observé una
reduccion del 60% a menos del 5% del numero de cepas resistentes a este
antibiético en solo 5 afios de que se comenzd a aplicar la prohibicion, mientras
que la resistencia a virginamicina disminuyé de 65% al 30% (Aarestrup, et al.,
2001).

Salyers y colaboradores, en 1997 reportaron que en un estudio realizado,
analizando los patrones de resistencia a antibioticos en heces fecales de nifios
mexicanos de ambientes rurales y urbanos se observaba que aquellas cepas
aisladas de ambientes urbanos presentaban mayor resistencia a antibioticos, y en
el caso de las cepas aisladas de ambientes rurales también se presentaba
resistencia, pero solo a aquellos medicamentos que también se utilizaban para

fines agricolas (Salyers, et al., 1997).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicé, en septiembre de 2001, su
WHO Global Strategy for Containment of Antimicrobial Resistance, como

resolucion de la Asamblea Mundial de la Salud en 1998, e invitd a los paises
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miembros a la adopcién de medidas para limitar la diseminacion de la resistencia a
los antibidticos. Se propuso entonces la inclusion de la vigilancia de la resistencia
a los antibidticos, y la obligatoriedad del reporte sobre resistencia a estos
farmacos en las revisiones de las regulaciones internacionales de salud
(Benavides-Plascencia, L., Aldama-Ojeda, A., 2005).

A pesar de que el uso de antibiéticos ha sido foco de variada investigacion en
México, es poca la informacidén publicada que resuma la situaciéon actual en el
pais, 0 bien que describa la respuesta que, desde los sistemas y politicas de

salud, se ha dado a esta situacion (Dreser, A., et al. 2008).

Es escasa la informacién que permita analizar el impacto en el pais del uso
inapropiado de antibidticos en términos de gasto de salud, resistencia bacteriana y
dafios a la salud (reacciones adversas y falla terapéutica). La creciente resistencia
bacteriana en patdégenos causantes de infecciones comunitarias e
intrahospitalarias es quizas el problema relacionado con el uso inapropiado de
antibidticos mas reportado en la literatura cientifica en México (Dreser, A., et al.
2008).

La mayor parte de las intervenciones documentadas en nuestro pais para mejorar
el uso de antibidticos se han centrado en intervenciones educativas y gerenciales
para médicos en el sector publico, asi como en estrategias para vigilar y contener
la resistencia bacteriana, generalmente circunscritas al control de las infecciones

nosocomiales.

El actual marco normativo y las politicas farmacéuticas y de salud en México no
incorporan estrategias sobre el uso apropiado de antibiéticos ni la contenciéon de la
resistencia bacteriana, como se recomienda internacionalmente (Dreser, A., et al.
2008). La normatividad respecto al uso de antibiéticos en animales de consumo es
aun mas restringida. No hay reportes o estudios (por lo menos no disponibles para
consulta) en donde se describa la cantidad o el tipo de antibidticos que las
industrias ganadera y avicola emplean como promotores de crecimiento en el

alimento de los animales destinados al consumo humano en nuestro pais.
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En México, la NOM-004-ZO0O-1994 referente al Control de residuos toxicos en
carne, grasa, higado y rindn de bovinos, equinos, porcinos y ovinos establece que:
“La aplicacion de antibidticos en concentraciones subterapéuticas para mejorar la
conversion alimenticia o como promotores de crecimiento en los animales,
conlleva el riesgo de poner en peligro la vida del consumidor de los productos de
origen animal o la salud de éste, ya sea por una reaccidon de hipersensibilidad, un
efecto especifico o por el desarrollo y transmision de organismos patogenos

resistentes a la terapia con antibidticos”.

Esta norma tiene la finalidad de asegurar el suministro de alimentos sanos e
inocuos a los ciudadanos, teniendo en cuenta que el consumo de alimentos de
origen animal contaminados implica diversos riesgos para la salud. En apoyo a
esta norma se tiene la NOM-032-ZO0O-1996 referente a la determinacion de
antibidticos en higado, musculo y riidn de bovinos, ovinos, equinos, porcinos,

aves, caprinos y cérvidos por la prueba de la torunda y por bioensayo.

La vigilancia de estas Normas corresponde a la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) y a los gobiernos
de los estados, sin embargo, es evidente que el uso de antibidticos en animales
destinados al consumo humano requiere de un control mas eficiente, ya que
continuan apareciendo cepas multiresistentes a antibioticos en alimentos de este

tipo.

Existen recomendaciones claras en el plano internacional para lograr un mejor uso
de los antibidticos. En México, es prioritario que las politicas farmacéuticas y de
salud aborden el problema, es necesario consolidar una estrategia nacional sobre
antibidticos, con el fin de mejorar la calidad de atencion de la salud y contener la

resistencia bacteriana.

Por otra parte, un objetivo de este trabajo era conocer el/los posibles mecanismos
genéticos involucrados con la multiresistencia de las cepas aisladas. Para ello se
realizé extraccion de ADN plasmidico en busqueda de algun plasmido R. El gel de

agarosa en donde se colocé el material genético extraido se presenta en la Figura

97



34. En este gel se observan unas pequefias bandas en los carriles de las cepas A
y B de aproximadamente 23 Kb, las cuales corresponden a fragmentos de ADN
cromosomico, sin embargo, no se encontro evidencia de ADN plasmidico en

ningun caso.

Los plasmidos R son comunmente relacionados con la multiresistencia a
antibidticos de muchas cepas. Por otra parte, otro elemento genético relacionado
con la multiresistencia a antibidticos es el integron de tipo |, el cual,

frecuentemente (pero no exclusivamente) se encuentra dentro de plasmidos.

Al no encontrar ADN plasmidico, se realizé extraccion de ADN total (Figura 33)
para buscar al integrén de tipo | en el cromosoma bacteriano mediante la técnica
de PCR. En la Figura 35 se pueden observar los fragmentos amplificados
obtenidos por PCR.

La estructura basica del integrén de tipo | (sin cassettes de genes en su zona
central variable) tiene una longitud aproximada de entre 1.6 y 1.8 Kb (Hall, R.M., et
al., 1994; Partridge, S.R., et al., 2001) por lo tanto, un integrén de tipo | portador

de cassettes de genes debera tener una longitud superior a esta.

Analizando los fragmentos obtenidos en la reaccion de PCR, solamente dos
fragmentos (2.58 Kb y 3.02 Kb) observados en el carril 3, correspondiente a la
cepa B podrian corresponder a dos integrones de tipo | cargados con diferente
numero de cassettes de genes. Esto quiere decir que la cepa B posiblemente
porta en su cromosoma dos integrones de tipo | y este podria ser un factor clave

en el fenotipo de multiresistencia desarrollado por esta cepa.

En lo que respecta a las cepas restantes A y F, probablemente la multiresistencia
desarrollada se deba a la sobre-expresion de bombas de expulsion como
consecuencia de la presion selectiva a la que han sido sometidas. Se debe tomar
en cuenta que posiblemente la carne de donde fueron aisladas tuvo, de alguna
manera, contacto con antimicrobianos, esto aunado a las condiciones de estrés en
el laboratorio durante su aislamiento, las pruebas con diferentes antibiéticos, las

resiembras de mantenimiento adicionadas de antibidtico y las pruebas con
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extracto de ajo suponen un ambiente de tension al que el microorganismo debe

adecuarse de alguna manera para lograr sobrevivir.

Es bien sabido que las bombas de expulsion se encuentran en todos los
organismos y estas pueden sobre-expresarse en respuesta a factores de estrés en
el medio como mecanismo de defensa. Incluso, se ha sugerido que la resistencia
a antibidticos utilizados en medicina humana y veterinaria frecuentemente es un
proceso mediado por bombas de expulsidon, nuevamente en respuesta a las

condiciones de estrés.

Los elementos genéticos méviles portadores de genes de resistencia (plasmidos,
transposones e integrones) presentes en alguna cepa bacteriana pueden actuar
de manera sinérgica con los mecanismos propios de defensa de la célula (p. ej.
bombas de expulsién) dando como resultado cepas con armas muy potentes para

resistir la accion de una amplia gama de agentes antimicrobianos.

La gran diseminacion de cepas multiresistentes a antibiéticos ha sido
consecuencia, en parte, al aumento en las alternativas de reservorios de genes de
resistencia (incluyendo los animales destinados al consumo humano). La
diseminacion de estos genes en el medio ambiente representa un peligro latente,
ya que su adquisicion por microorganismos patdégenos puede desencadenar
infecciones en donde las opciones disponibles para el tratamiento antimicrobiano
se encontraran limitadas. En respuesta a ello, surge la necesidad de explorar otros
campos terapéuticos y por esto se han realizado estudios (como el presente) con
agentes naturales, evaluando su potencial bactericida frente a este tipo de
microorganismos con la finalidad de ser utilizados como una alternativa plausible

en el tratamiento de posibles infecciones por patégenos multiresistentes.

Alternativas para el tratamiento de este tipo de cepas podrian desarrollarse
explorando la capacidad antimicrobiana de diferentes compuestos naturales, por
ejemplo, las especias y condimentos (p. e€j. ajo, cebolla, comino, clavo, jengibre,

pimienta, etc.).
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Existen varios trabajos en donde se ha probado la eficacia del extracto de ajo
frente a diversas cepas de microorganismos, sin embargo, pocos son los que
relacionan la efectividad de este extracto contra microorganismos que tienen la
caracteristica de ser multiresistentes a antibioticos. Por ello, del aislamiento se

seleccionaron y caracterizaron unicamente cepas de este tipo.

La Tabla 12 muestra las cepas que se utilizaron para las pruebas con extracto
acuoso de ajo, en donde se incluyen 3 de las cepas aisladas durante el desarrollo
de este trabajo, ademas de 3 cepas tomadas del cepario del Laboratorio de
Microbiologia Molecular. Estas ultimas cepas fueron aisladas previamente en este
mismo laboratorio, procedentes también de carne de res destinada al consumo

humano y con patrones de resistencia amplios.

Los resultados de las pruebas preliminares con extracto acuoso de ajo se
muestran en la Tabla 13. Con esta prueba se pretendia evaluar la capacidad del
extracto de ajo a diferentes concentraciones para inhibir el crecimiento de las
cepas multiresistentes a antibidticos en un medio sélido. Se puede observar que,
en el caso de las cepas de bacilos (A y B) el extracto de ajo tiene efecto de
inhibicién desde concentraciones bajas (0.8%) y se sigue una tendencia creciente
de inhibicion directamente proporcional al aumento en la concentracion del
extracto de ajo, hasta llegar a valores continuos en la mayor concentracion
probada de extracto (40%) (Grafica 1).

Para las cepas de cocos (C, D, E y F) se tiene una tendencia diferente. En estos
casos las cepas mostraron inhibicion del crecimiento frente a mayores
concentraciones de extracto de ajo, en comparacion con las cepas A y B. El

extracto comenzo a tener efecto de inhibicion a concentraciones entre 20 y 40%.

Las diferencias en la sensibilidad al extracto acuoso de ajo observadas entre
bacilos Gram negativos y cocos Gram positivos, podrian estar relacionadas al
factor limitante de la velocidad de crecimiento, que es diferente en cada caso. Los
bacilos Gram negativos mostraron ser mas rapidos en cuanto a su crecimiento

comparados con los cocos Gram positivos. Dado lo anterior y tomando en cuenta
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que los principales compuestos del ajo a los que se les atribuye sus propiedades
antimicrobianas son compuestos volatiles, es probable que varios de estos
compuestos se volatilizaran durante el tiempo de incubacion, necesitandose
concentraciones mas altas de extracto para poder ejercer un efecto antimicrobiano

frente a estas cepas de crecimiento lento.

Una vez comprobado que el extracto de ajo tiene efecto inhibitorio sobre bacterias
multiresistentes, se siguid a la determinacion de su concentracion minima

inhibitoria (C.M.1.) y de su concentracion minima bactericida (C.M.B.).

Los resultados de la prueba realizada para obtener el valor de la C.M.l. se
muestran en la Tabla 14. De manera interesante y, s6lo con excepcion de la cepa
F, todas las cepas se comportaron del mismo modo, inhibiéndose su crecimiento
en medio liquido a partir de bajas concentraciones de extracto de ajo (0.8%). Por
lo tanto, las concentraciones minimas inhibitorias encontradas fueron bajas y

relativamente similares en todas las cepas (Tabla 16).

El caso particular de la cepa F, que presentd inhibicidon a una concentracién mas
alta de extracto, pudiera deberse a que comienzan a ser sobre-expresados
algunos mecanismos de defensa de la célula en respuesta al estrés o a agentes

nocivos (en este caso, los compuestos azufrados del extracto de ajo).

La cepa F fue la que presentd resistencia al menor numero de antibidticos,
comparada con las otras cinco cepas de trabajo, sin embargo, es una de las que
presento resistencia a un mayor numero de familias diferentes de antibioticos.
Tomando en cuenta lo anterior, y las condiciones de estrés a las que fue sometida
durante las pruebas con ajo, podria pensarse que la sobreexpresion de alguno de
los mecanismos de expulsion de agentes nocivos esté jugando un papel

importante de defensa en esta cepa en particular.

En la Tabla 15 se muestran los resultados de la prueba realizada para obtener el
valor de la C.M.B. En este caso se observaron diferencias entre las cepas. El
extracto de ajo tuvo efecto bactericida a bajas concentraciones sobre las cepas de

bacilos A y B, asi como en las cepas de cocos Cy D (1% y 2%, respectivamente)
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resultando consistente con los resultados obtenidos anteriormente en las pruebas
de C.M.I.

Por otra parte, el extracto de ajo tuvo efecto bactericida a concentraciones
notablemente mayores en las cepas E y F (15% y 10%, respectivamente). Este
efecto podria estar relacionado a la activacion de mecanismos de expulsion de los
agentes nocivos de la célula, como se mencioné anteriormente, asi como al factor
limitante de la velocidad de crecimiento de estas cepas de cocos Gram-positivos

en particular.

Relacionando los resultados obtenidos en estas pruebas con los resultados de la
busqueda de elementos genéticos moviles portadores de genes de resistencia v,
no encontrar evidencia en ningun caso de ADN plasmidico, se puede pensar que
existe una alta posibilidad de que el principal mecanismo de resistencia en las
cepas en estudio, tanto a diferentes antibiéticos, como al extracto acuoso de ajo,
esté relacionado con bombas de expulsion. Tomando en cuenta que este tipo de
mecanismo de defensa se encuentra en todas las células y su sobreexpresion es
estimulada en muchos casos bajo condiciones de estrés, resulta una alternativa

viable para explicar el comportamiento de las cepas multiresistentes aisladas.

Solo en un caso se encontrd evidencia de integrones, sin embargo, esta cepa en
particular (cepa B) no presenté patrones de resistencia diferentes a las cepas
restantes, por lo que la presencia de este elemento genético, al parecer, no le
confiere una ventaja significativa sobre otras cepas, por lo menos frente a las
distintas familias de antibiéticos con las que fueron probadas en este estudio, asi

como frente a extracto acuoso de ajo.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES.

Méas de medio siglo ha pasado desde que los primeros antibioticos se
introdujeron comercialmente. No pasé mucho tiempo para que los
microorganismos desarrollaran "fortaleza antibiotica” frente a las originales
"balas magicas". El uso generalizado de muchos farmacos antibacterianos
ofrecid condiciones ideales para la propagacion de los microorganismos

multiresistentes.

Muchos de los primeros investigadores fueron expertos muy habilidosos en la
identificacién de los mecanismos utilizados para evadir los efectos inhibitorios
de estos farmacos. Desde los investigadores como Esther y Joshua Lederberg,
que caracterizaron la naturaleza aleatoria de los eventos de mutacion que
confiere resistencia a la estreptomicina; hasta otros como Tsutomu Watanabe,
gue supuso que la mutacién por si sola no podria ser suficiente para explicar el
fenotipo de multiresistencia. Los factores de transferencia de la resistencia,
mas tarde llamados factores de resistencia y plasmidos, proporcionaron las
bases para la resistencia a mdltiples farmacos causada por la "herencia

infecciosa" de los microorganismos.

Actualmente, se sabe que hay muchas mas alternativas para el desarrollo de la
resistencia a antibioticos. Otros elementos genéticos moviles como los
transposones y los integrones han sido frecuentemente relacionados con la
resistencia antibiética, asi como mecanismos menos especificos propios de las
células como las bombas de expulsion, que son armas muy utilizadas para

defenderse de agentes nocivos y sobrevivir en condiciones de estrés.

Durante este estudio se aislaron cepas simultaneamente resistentes a mas de
10 antibidticos a partir de carne para consumo humano, las cuales no fueron
portadoras de plasmidos R o de integron del tipo | (a excepcion de un caso).
Estos resultados sugieren que la adquisicion de genes de resistencia
especificos y las mutaciones son procesos que se han hecho menos
importantes en la célula bacteriana y que la flexibilidad de sistemas menos

especificos de expulsion, propios de la célula, como mecanismos
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aparentemente mas sencillos para el desarrollo de resistencia ha adquirido una

relevancia notable.

Se ha demostrado que el uso de antibiéticos en la cria de animales fomenta la
colonizacion en humanos por cepas resistentes (Levy, S.B., et al., 1976). Esto
podria ser consecuencia directa o indirecta del uso de antibiéticos como

promotores de crecimiento, y de la falta de regulacion en este ambito.

Es importante crear conciencia de la magnitud del problema para evitar que se
sigan ampliando los sitios reservorio de genes de resistencia, y no solo de
dichos genes, puesto que, como lo muestran los resultados, la presion selectiva
y las condiciones de estrés también favorecen el desarrollo de resistencia por

medio de otros mecanismos.

La multirresistencia es un problema mundial que no reconoce limites
territoriales y puede afectar indiscriminadamente a los miembros de todas las

clases socioecondmicas.

El problema de la escasa regulacion sobre el uso de antibioticos en México
también tiene implicaciones para las naciones vecinas. La frontera de México
con los Estados Unidos de América (E.U.A.) es particularmente importante,
dada su flexibilidad para el movimiento de personas y medicamentos. Ambos
paises podrian beneficiarse con el trabajo conjunto sobre estrategias para

mejorar el uso de antibiéticos.

Las bacterias adoptan estrategias complejas para evitar los efectos letales de
los antibioticos. Al enfrentar este problema critico, debemos de ser conscientes
de la fluidez del genoma microbiano y la relativa facilidad con la que la
resistencia puede surgir por diversos mecanismos. El conocimiento de estos

mecanismos de resistencia puede ayudar al disefio de nuevos farmacos.

En este estudio se demostré que agentes naturales como el extracto acuoso de
ajo tienen efecto inhibitorio sobre microorganismos multiresistentes a
antibioticos. Esto podria resultar una alternativa importante para el tratamiento
de enfermedades causadas por microorganismos patdgenos que poseen un
arsenal genético importante contra diversos antimicrobianos, ya que, al

parecer, la presencia de elementos genéticos de multiresistencia no representa
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una ventaja importante frente a los compuestos bactericidas que se encuentran

en estos agentes naturales.

Es necesario impulsar la realizacion de estudios sobre el potencial bactericida
de diversos agentes naturales, asi como desarrollar las mejores opciones

viables en cuanto a su posible uso terapéutico.
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