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Introduccion

La resistencia antimicrobiana es la capacidad que presentan algunos
microorganismos de evadir la presencia de ciertas sustancias que tienen el
propdsito de eliminarlos. Los antimicrobianos suelen emplearse para combatir
infecciones potencialmente mortales. Los antibi6ticos, que son sustancias
antimicrobianas, se utilizan como medicamentos poderosos para la prevencion
y el tratamiento de infecciones causadas por cierto tipo de bacterias u hongosen
personas, animales o cultivos. Los antibidticos se pueden clasificar como
aquellos conocidos como de espectro reducido los cuales tienen accidn contra
ciertos tipos de microorganismos y por otra parte se encuentran los antibiéticos
de amplio espectro, los cuales pueden actuar sobre una amplia gama de
microorganismos.

Aunque los antibiéticos son una excelente herramienta contra infecciones, estos
contribuyen al desarrollo de la resistencia antimicrobiana y a pasar de que su
uso sea apropiado, en la mayoria de los casos, las malas practicas de tomar
antibiéticos cuando no son requeridos pueden tener efectos en los organismos
(humanosy animales) que consumen dichas sustancias y que en su mayoria se
puede presentar efectos secundarios tales como: sufrir reacciones alérgicas o
que se presente unatoxicidad que afecte lafuncion delos 6rganos (CDC, 2019).

La resistencia a los antimicrobianos es un fendmeno que el humano no puede
frenar, ya que estos son fendmenos naturales que los microorganismos
obtienen, estos mecanismos se han adoptado mediante la obtencion de material
genético, el cual contiene la informacion que le confiera esta resistencia (la
transferencia vertical es la via mas adecuada, sin embargo se puede obtener
mediante transferencia horizontal) o asi mismo, pueden ser objeto de
modificaciones genéticas por la adicion de material genético al genoma (Birk
et al., 2020). La resistencia antimicrobiana se genera para la supervivencia de
los microorganismos en el medio ambiente con el objetivo de que estos puedan
proliferar. Estos microorganismos resistentes a las sustancias antimicrobianas
estan presentes en los humanos, los animales, los alimentos, el medio ambiente

(agua, suelo y aire), etc.
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Los microorganismos que presentan resistencia antimicrobiana se pueden
diseminar facilmente en el medio ambiente, en este caso, se pueden propagar
entre las personas o entre personas y animales, y esto a partir de alimentos de
origen animal (OMS, 2020). Los problemas relacionados con la resistencia de
antimicrobianos estan asociados con el uso de estos mismos metabolitos en
cualquier ambito, lo que comprende los de uso humanosy no humanos. El uso
de agentesantimicrobianosen animaleso cultivosdestinadosa la produccion de
alimentos constituye un factor potencialmente importante de riesgo de seleccion
y propagacion en los seres humanos a través del consumo de alimentos

contaminados de dichos microorganismos (Codex Alimentarius, 2011).

En la actualidad el tema de la resistencia hacialos agentes antimicrobianos por
microorganismos ha causado unagran alarma a nivel mundial, ya que significa
un problema grave en la salud de la poblaciéon. Dentro del area de los alimentos
esto ha generado una gran controversia, ya que en los alimentos que son un
medio de crecimiento y proliferacion de microorganismos, los cuales pueden
llegar a causar problemas en la salud de los consumidores (enfermedades
transmitidas por alimentos, ETA). Segun laCDC, se estima que todos los afios,
por lo menos 48 millones de personas se enferman por una ETA, de las cuales
pueden llegar a ser hospitalizadas o en su defecto se pueden llegar a ser mortal
(CDC, 2018). En la actualidad, han aparecido cepas de microorganismos
resistentes a los antimicrobianos, ya que estos han adquirido nuevos
mecanismos de resistencia contra diversos farmacos, por lo que su resistencia
limita el tratamiento de infeccionesy en consecuencia se ha observado un

aumento de la mortalidad.

Dentro de los alimentos que los humanos pueden encontrar e incluir en su
alimentacion, la carne que es uno de los alimentos esenciales en la dieta y se
define como la estructura muscular estriada esquelética, acompafiada o no de
tejido conectivo, huesoy grasa, ademas de fibras nerviosas, vasos linfaticosy
sanguineos;lacual proviene de los animales para abasto (Secretaria de Salud,
2004). En México, la carne es uno de los alimentos mas consumidos por la
poblacion, segun el Consejo Mexicano de la Carne, siendo su consumo per
capita durante 2022 de 73.9 kg (Consejo Mexicanode la Carne, 2022). La carne,
al ser un alimento con un alto contenido de agua y proteina, contiene otros
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componentesque hacen que estay susderivados sean un medioadecuado para

el crecimiento de los microorganismos.

Principalmente lamicrobiotade la carne se ve influenciada porel medio ambiente
en el que el animal se encontraba, las condiciones del proceso, asi como su
manipulacion durante el proceso. La calidad microbiologica de la carne se
encuentra determinada por unainteraccién compleja de la microbiota del animal
perse, asi como la eficiencia de la higiene durante el proceso de matanzay el
faenado. Dentro de la industria de los alimentos, la calidad es uno de los
parametros de los productos que es primordial tener en consideracion yaque los
consumidores buscan productos que no presenten defectos, los cuales en su
mayoria se buscan que no ejerzan un efecto adverso en la salud del consumidor;
es decir en este caso se buscaquelos alimentos sean inocuos (que no presenten
un riesgo) como es la presencia de microorganismos resistentes a sustancias

antimicrobianas.

En el presente proyecto de tesis se llevd a cabo el aislamiento de bacterias
resistentes a antimicrobianos a partir de productos carnicos (muestras bovinasy
avicolas) con el fin de determinar su presencia ademas de identificar la
importancia que esta teniendo la aparicibn de microorganismos
farmacorresistentes ya que esto pone en peligro los avances y todas las
investigaciones en el area de la medicina, en los sistemas de salud y, por otra
parte, el efecto que genera en el sector econOmico. La presencia de
microorganismos resistentes a antimicrobianos servira como herramientapara la
prevencion de infecciones, retrasar el desarrollo de la resistencia antimicrobiana
a través de un mejor empleo de los antibitticos en aquellos animales destinados
para el consumo humanoy el poder detener la propagaciéon de la resistencia

cuando se desarrolle.
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Objetivos

e EI objetivo general de este presente proyecto es llevar a cabo el
aislamiento de microorganismos que presenten resistencia
antimicrobiana a partir de diferentes productos carnicos (productos
bovinos y avicolas) obtenidos de rastros municipales mediante un
protocolo especifico.

e Dentrode los objetivos particulares de este proyecto esta llevara cabo la
elaboracion de un protocolo especifico para el aislamiento e identificaciéon
de bacterias resistentes siguiendo los lineamientos de la Norma Oficial
Mexicana correspondiente (NOM-210-SSA1-2014) asi como estandares
internacionales (CLSI).

e La disponibilidad de un protocolo especifico para el aislamiento de
bacterias resistentes a los antimicrobianos en muestras de carne servira
como herramienta para llevar a cabo una identificacion optima de dichos
microorganismos ademas de que contribuird a una mayor compresion de
los posibles efectos negativos que se presentan en los diferentes sectores

tanto sociales como econémicos.

Metodologia

Para este proyecto se llevd a cabo una revision bibliografica de temas
relacionados con la resistencia antimicrobiana ademas de la informacion
esencial para el aislamiento de bacterias resistentes a sustancias
antimicrobianas a partir de muestras carnicas. Dentro de la investigacion de este
proyecto algo importante a resaltar es investigar la microbiota presente en la
carne, ademas, de como esta se ve influenciada con respecto al proceso de la
obtencion de la canal (cuerpo del animal desollado, a menudo, pero no siempre,
después de desangrar y faenar) (Fernandes, 2009). El proceso de obtencion de
la carne no queda exento de contaminarse con algin microorganismo patégeno,
los cuales conllevan a que los consumidores presenten una ETA. En segundo

lugar, dentro de la investigacidn se hizo una revision de los mecanismos que
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presentan las bacterias, los cuales les permiten resistir aquellos agentes
antimicrobianos que puede afectar su viabilidad en una matriz, en este caso la

carne.

Se revisaron articulos, libros y protocolos relacionados con los métodos para
determinar la susceptibilidad de las bacterias a los agentes antimicrobianos
como son los métodos convencionales, los cuales se basan principalmente en
las caracteristicas fenotipicas en donde se determina la susceptibilidad a un
agente antimicrobianoy métodos moleculares, donde el desarrollo de nuevas
tecnologias y la innovacion en la deteccién de microorganismos resistentes a
agentes antimicrobianos se lleva a cabo de una manera més facil y eficiente.
Estos métodos son unagran herramientaya que ademas de realizar la deteccién
de la resistencia también podemos obtener informacién tal como el analisis de
las secuencias del genoma relacionadas con la resistencia a antimicrobianosy
asi mismo generar nuevas generaciones de farmacos que puedan inhibir el
crecimiento de estos microorganismos. Finalmente se llevé a cabo la busqueda
de organismos nacionales como internacionales destinados para la regulacion

de este problema.

Con respecto a la parte experimental de este proyecto se llevo a cabo en primer
lugar, la seleccion de las muestras carnicas provenientes de animales para
consumo humano, principalmente de productos bovinosy avicolas. El muestreo
se realiz6 en un rastro municipal, ya que en este tipo de establecimiento se
encuentralamuestra con la menor manipulacion sise compara con su obtencion
en centros de distribucién como lo son las carnicerias o en supermercados. Por
otra parte, es importante mencionar que los antibidticos que se emplearon para
este proyecto fueron proporcionados por el asesor debido a su disponibilidad y
dificil acceso de manera comercial (costos elevados y ausencia de prescripcion

médica para su compra).

Dentrodel protocolo se establecieron diferentes etapas, en las cuales se propuso
llevar a cabo unaetapa de pre-enriquecimiento de las muestras carnicasbovinas
y avicola, en donde se muestre6 una cantidad especifica (25 g), se incubaron en

matraces con el medio nutritivo (caldo lactosado) a condiciones especificas de
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tiempo y temperatura (37°C durante 1 hora). Acto seguido, se tomaron alicuotas
del medio nutritivo y se inocularon por extension superficial en los medios
selectivos con los antibiéticos a evaluar, para obtener el aislamiento de los
microorganismos. En este caso se emplearon medios de cultivo selectivo como
lo son agar ENDOy agar EMB, ambos suplementados con antibiéticoy medio
de cultivogeneralcomo es el caso del agar Luria-Bertani (LB) suplementado con
antibiotico.

La suplementacion del antibiético a los medios de cultivo se llevé a cabo antes
de realizar el vertido del medio en las cajas de Petri. Se esperaba a que la
temperatura del medio disminuyeradespuésde la esterilizacion con el fin de que
el antibiético no se degradara por la temperatura. Se agregaba la cantidad de
stock de cada antibiético necesario para que en las cajas de Petri se obtuviera
la concentracion final que se requeria, se agitaba y finalmente se vertia para

obtener asi los medios que se emplearian en las etapas posteriores.

Al llevar a cabo el aislamiento selectivo se realizaron tinciones de Gram para
determinar la pureza de las colonias, al observar que en este punto las colonias
obtenidas no se encontraban puras se opto por llevar a cabo unaresiembra de
aguellas colonias que mostraron caracteristicas morfologicas diferentes, ya sea
por el color, tamafio, y/o cambios fisicos en el medio de cultivo (cambio de color

por el indicador presente en los medios EMB y Endo).

Al obtener las colonias puras, se llevaron a cabo las tinciones de Gram para
confirmar la pureza del cultivo. Finalmente, en esta etapa de aislamiento se llevo
a cabo la resiembra en agar LB mas el antibiotico correspondiente con el
proposito de llevar a cabo su respectiva identificacion microbiana. Mediante el
uso del equipo analizador MALDI-TOF Biotyper (por sus siglas en inglés Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry), se llevd a cabo la
identificacion bacteriana. Para esta parte del protocolo se elabor6 en
colaboracion con el Cepario del Departamento de Biologia de la Facultad de
Quimica (el equipo analizador se encuentra dentro del Cepario, ubicado en el
laboratorio 1-C del edificio A de la Facultad de Quimica, y que fue realizado bajo
la supervisiéon del profesor responsable, QFB. Alejandro Camacho Cruz). El

proceso de su analisis hasta la identificacion se llevo a cabo de manera
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automatica. El empleo de este analizadorfue de sumaimportanciaya que acortd
el tiempo de la identificacion bacteriana si este se compara con la elaboracion
de pruebas bioquimicas y generar un perfil bioquimico para cada

microorganismo que se pudo aislar.
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Capitulo 1. Microbiologia de la carne

La carne es aquella estructura muscular estriada esquelética, acompafiada o no
de tejido conectivo, huesoy grasa, ademas de fibras nerviosas, vasos linfaticos
y sanguineos; proveniente de los animales para abasto, que no hasido sometida
a ningun proceso que modifique de modo irreversible sus caracteristicas

sensoriales y fisicoquimicas (Secretaria de Salud, 2004).

La canal, que es el cuerpo del animal después de haber sido insensibilizado,
sacrificado, sangrado, y desprovisto de cerdas, plumasy visceras (Secretaria de
Salud, 2004), generalmente es un tejido estéril en el cual presenta una carga
microbiana nula o baja, sin embargo la microbiota que puede presentar la carne
esta en funcion principalmente del propio animal, en donde la fuente principal de
los microorganismos se encuentra en las superficies externas como es la piel,
vello, pies y pezufiasy por otra parte se encuentran los microorganismos del
tracto gastrointestinal y respiratorio (siempre y cuando exista un contacto entre
la canal y las partes ya mencionadas del animal) y por otro lado, esta el contacto
directo o indirecto con la canal ya sea por una contaminacion por parte del

personal o bien de los instrumentos que se requieren durante el proceso.

Aunque lamayoria de los microorganismos que nosrodean son inofensivos, hay
algunos que pueden causar deterioro, enfermedadesy hasta la muerte. El alto
contenidode aguay proteinas de la carne y otros componentes solublesen agua
hacen quelacarney sus productos sean un medio adecuado para el crecimiento

de microorganismos (Fernandes, 2009).

En latabla 1 que a continuacion se presenta se observa que la microbiota de la
carne es unamezcla heterogénea que se obtiene de la microbiota presente en
el animal vivo asi como la higiene del proceso de matanza y faenado (Kraft,
1986). En la siguiente tabla se muestran los géneros microbianos que se han
encontrado con mas frecuencia en las carnes y aves crudas.
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Tabla 1. Géneros de bacterias que se encuentran en carne cruday su

asociacion con el desarrollo del deterioro (Fernandes, 2009).

Género Frecuentemente Requerimiento Potencial de
implicado de Oxigeno? deterioro?

Gram-positivo Aerobio
Bacillus No Facultativo Alto
Brochothrix Si Anaerobio Alto
Clostridium Si
Corynebacteria No

(1) Corynebacterium No Aerobio

(2) Kurthia No

(3) Microbacterium No
Bacteria acido-lactica

(1) Carnobacterium Si

(2) Enterococcus Si

(3) Lactobacillus Si

(4) Lactococcus Si

(5) Leuconostoc Si Aerotolerante Bajo

(6) Pediococcus Si

(7) Vagococcus Si
Listeria No Facultativo
Micrococcus No Aerobio
Staphylococcus No Facultativo
Gram-negativo
Grupo Acinetobacter Si

(1) Acinetobacter Si

(2) Moraxella Si Aerobio Bajo

(3) Psychrobacter Si
Aeromonas Si Facultativo Bajo
Alcaligenes Si Aerobio Bajo
Campylobacter No Microaerofilo
Enterobacteriacea Si

(1) Citrobacter No

(2) Enterobacter Si Facultativo Alto

(3) Escherichia No

(4) Hafnia Si

(5) Pantoea Si

(6) Serratia Si
Flavobacterium No Aerobio
Proteus No Facultativo
Pseudomonas Si Aerobio Alto
Salmonella No Facultativo
Shewanella Si Facultativo Alto
Yersenia No Facultativo

" Para algunos géneros de microorganismos presentes en la tabla no se presenta
informaciéon con respecto a los requerimientos de oxigeno y potencial de
deterioro.
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La mayoria de las bacterias presentes son microorganismo mesoéfilos (aquellos
microorganismos capaces de crecer en presencia de oxigeno y cuya
temperatura éptima de crecimiento se encuentra entre los 20 °C y 37 °C)
(Secretaria de Salud , 2015), por lo que estos microorganismos al no poder
crecer en temperaturas de refrigeracién no tendran un efecto en el deterioro de
la carne, sin embargo existe una parte de la poblacidon microbiana que sera
psicrofilos, por lo que seran capaz de proliferar a dicha temperatura vy por lo
tanto estos se asocian al deterioro microbiano de la carne. Por otra parte,
también existe la presencia de levaduras y hongos. A pesar de la diversidad de
microorganismos en la carne, se puede observar que en la microbiota inicial
predominan bacterias Gram positivas, no obstante, la carga microbiana aumenta
con el proceso posterior que se le da a la carne debido a la contaminacion
asociada a la manipulacion. Sin embargo, se puede encontrar microorganismos

patdgenos, en donde la carga microbiana es generalmente baja.

1.1 Efecto del proceso en la microbiota de la carne

El proceso de la obtencion de la carne es una serie de operaciones unitarias, las
cualesjuegan un papel importante para determinar la calidad microbiolégica de
esta. Por eso, para poder determinar los cambios que presenta la microbiota de
la carne, asi como la presencia de ciertos microorganismos en esta que pueden
representar un factor de deterioro, asi como un riesgo para su consumo, es
necesario conocer mas a fondo el impacto que presenta el proceso, asi como
aguellasoperacionesunitariasque puedan conllevarapresentar un punto critico

en el proceso.

Tipos de rastros en México

Segun la NOM-194-SSA1-2001, los rastros es el nombre que recibe todo aquel
establecimiento dedicado a la matanza y faenado de animales para abasto. En
México existen dos tipos de rastros: los primeros se denominan rastros TIF (Tipo
Inspeccién Federal)y los municipales. En el caso de los rastros TIF, son aquellas

instalaciones dedicadas a la matanza de los animales, proceso de envasado,
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empacado, refrigeracién o industrializado y que estan sujeto a regulacion por
parte de la SAGARPA (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural) y
principalmente los productos que provienen de los rastros TIF son productos de
calidad e inocuidad a nivel nacional e internacional, ya que cumplen con lo

establecido por las normas y pardmetros de ambos niveles.

Con respecto a los rastros municipales, que constituyen a un servicio publico
(propiedad del municipio), es el establecimiento en donde se presta las
instalaciones, equiposyherramientas para proporcionara la poblacion carne que
reina las condiciones higiénicas y sanitarias necesarias para su consumo
humano. Los rastros municipales se encuentran regulados por parte de la
Secretaria de Saludy en estos establecimientos se lleva a cabo la matanza, el
manejo de las canales, asi como su comercializacion directa-(Servicio Nacional
de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, 2016).

Proceso de obtencion de la carne

Con respecto al proceso de obtencién de la carne, en la figura 1 que a
continuacion se presenta, se pueden observar las operaciones unitarias que se

llevan a cabo en los rastros y a continuacion se procedera a analizar el efecto
que presenta cada operacion unitaria en la microbiota de la carne.
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Obtencion de carne
Bovino

2 Recepcion en
rastro

4 Insensibilizacién

6 Desollado

8 Refrigeracion

Obtencion de
canal

Figura 1. Proceso para la obtencion de la carne de bovino con base a los
requerimientos de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion (SAGARPA, 2017).

Dentro del proceso de la obtencién de la carne no existe alguna operacion
unitaria que disminuya o elimine por completo a los microorganismos, sin
embargo, existen muchos puntos dentro del proceso en los que se puede
minimizar la introduccion, propagacién y proliferacion de la contaminacion
microbiana. En México existen normas oficiales las cuales tienen como objetivo
garantizar productos éptimos en relacion con la calidad higiénico-sanitaria. En
primer lugar, la NOM-009-ZO0-1994, establece todas las inspecciones que se
tienen que llevar a cabo desde que el animal de abasto (todo aquel destinado al
sacrificio como bovinos, ovinos, caprinos, porcinos, aves, equinos o cualquier
otra especie destinada al consumo humano) llega al rastro hasta el transporte y
movilizacion de las canales.
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Cuando llegan los animales a los rastros es importante llevar a cabo una
inspeccién ante mortem en cada animal. En esta etapa se observara si no
presenta posibles claudicaciones, lesiones en la piel o cualquier otra
anormalidad. Asi mismo, es de sumaimportanciaque los animalesno presenten
algunaenfermedad.Despuésde esta etapa, se prosigue a llevar a cabo un bafio
ante mortem, en donde se removera toda la presencia de contaminantes
macroscopicos de la piel del animal,como es tierra, heces fecalesy otros solidos
gue puedan estar presentes. La limpieza del animal antes de su matanzareduce
significativamente la contaminacion de la canal, ya que la principal fuente de

contaminacion de la canal es el contacto directo o indirecto con la piel.

La insensibilizacion del animal tiene como objetivo evitar el dolor, estrés y la
incomodidad de la matanza de los animales. Esta etapa se puede llevar a cabo
de diferentes maneras ya se mecanico, eléctrico o por gaseado. En el caso de la
insensibilizacion mecanica consiste en golpear con unapistola en la cabeza lo
gue conlleva a dejar inconsciente al animal y este método principalmente se
utiliza en reces. La insensibilizacion eléctrica consiste en un choque eléctrico en
el cuello, en el caso del ganado porcino mueren por paro cardiaco en esta etapa
y en el ganado avicola se toman las aves de las patas y se electrocutan.
Finalmente, para el caso de la insensibilizacién por gaseado se emplea dioxido
de carbonoen dondelos animales mueren por asfixia, sin embargo, este método

no es tan recurrente debido a que suele ser caro.

El degollado y desangrado del animal presenta un riesgo de contaminacion
microbiolOgica, ya que si no se lleva a cabo la limpieza adecuada de los
instrumentos de matanza, como son las sierras, cuchillos y otros equipos puede
existir una contaminacion cruzada, ya que las bacterias pueden introducirse en
tejidos profundos mediante instrumentos contaminados y esto ocurre cuando no
existe unalimpieza periddica de los instrumentos entre cada animal degollado.
Cuando se lleva a cabo esta etapa del proceso con las buenas practicas de

manufactura, el degollado y desangrado no deberia de contribuir
significativamente a la contaminacién de la canal (Fernandes, 2009).

El desollado del animal,que es la operacién unitariaen la que se remueve la piel
de la canal, puede existir el contacto directo entre las dos partes dando como
resultadolatransferenciadelos microorganismos presentes en el pelodel animal

22



a la canal. La contaminacion de la canal tiene una mayor incidencia cuando el
desollado se realiza manualmente. Hoy en dia, en algunos rastros en donde su
proceso se encuentra automatizado el proceso de desollado lo llevan a cabo
mediante maquinas especiales como son extractores mecanicosde pieles, como
se muestra en lafigura 2, las cuales son removidos sin que exista un contacto
de la canal con la piel, por lo que este mecanismo reduce significativamente la

contaminacion de la canal.

Figura 2. Desollado hidraulico a rodillo. Imagen recuperada de: (BANSS,
s.f.).

Dentro del proceso de la obtencién de la carne la evisceracion juega un papel
importante en la contaminacion microbiana de la carne ya que en esta etapa se
lleva a cabo la extraccion de las visceras contenidas en las cavidades toracica,
abdominal, craneal y bucal. Principalmente todos estos érganos contienen una
alta carga microbiana, lo que representa un peligro con respecto a la
contaminacion con patdgenos entéricos, por lo que es importante llevar a cabo
la remocion sin ninguna perforacion de las visceras. Con base en la NOM-009-

Z00-1994, la evisceracion debe efectuarse en un lapso menor a 30 minutos, a
partir de la muerte del animal.

Finalmente, cuando se obtiene la canal, se lleva a cabo un lavado de esta, en
donde la mayoria de los casos se emplea agua potable a temperatura ambiente,

con el objetivo de eliminarla contaminacién visible de este, como son restos de
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sangre, polvo de huesos, etc. Al mejorar la estética de la canal también tendra
un posible impacto positivo en la microbiota. El lavado de la canal redistribuye la
contaminacion microbiana en la direccion del flujo de agua, sin embargo, la
reduccion microbiana no es lo suficientemente grande para extender
significativamente |la vida de anaquel de las canales refrigeradas, por lo que es
recomendable realizar una descontaminacion de la canal, en la cual, si se lleva
a cabo la eliminacion microbiana, extiende la vida de anaquel y resuelve

problemas de seguridad microbiolégica (Fernandes, 2009).

Principalmente el método fisico mas empleado para la descontaminacion
microbiana es el lavado a presion con agua fria, en donde la presion con la que
el agua es expulsada hace que reduzca la contaminacion microbiolégica, sin
embargo, pueden existir problemas en la canal, ya que si se emplean presiones
elevadas puede generar dafos fisicos en la superficie de la carne. Por otra parte,
latemperatura delagua es importante. Si se aumentala temperatura, el potencial
de reduccidon de la microbiota sera mayor, no obstante, el empleo de altas
temperaturas causa cambios irreversibles en el color de la carne, por lo que el
método fisico a comparacion de otros métodos como son los térmicos puede
traer problemas al producto, siendo principalmente sensoriales (Fernandes,
2009).

Los métodos quimicos por otra parte son métodos de descontaminacion mas
utilizados ya que estos son mas faciles de realizar. Existe unadiversa gama de
productos quimicos como son los acidos organicos, acidos inorganicos, cloro,
peroxido de hidrégeno, trifosfatos, mezclas de nisina con EDTA, etc., las cuales
por su eficacia y practicidad son muy empleadas ya que son sustancias gque
inhiben en gran medida el crecimiento microbiano en las canales. Dentro de la
industria carnica los acidos organicos, como son el acido acético y el acido
lactico, son los mas empleados; estos se rocian a unatemperatura de 55°C ya
que a esta temperatura son mas efectivos. Sin embargo, también cuentan con
sus limitaciones, ya que estas sustancias pueden tener un efecto en las
caracteristicas sensoriales de la carne como es en el sabor y olor que esta
presente (Albert et al., 2021).
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1.2 Deterioro microbiano de la carne

La carne es unaexcelente fuente de nutrientes, en donde se encuentran todos
los amino&cidos, vitaminas y minerales, ademas de que la actividad de agua
proporciona un excelente medio de cultivo para el crecimientoy la reproduccién
de los microorganismos. Sin embargo, pueden existir diversos factores que
pueden influiren el crecimiento microbiano.En primer lugar, el contenidode agua
y la actividad de agua en la carne juegan un papel importante. La carne fresca
presenta un Aw de 0.98, el cual se encuentrapor arriba de los requisitos minimos
para el crecimiento de las bacterias (Aw minimo de 0.88). Por lo tanto, la mayoria
de los productos carnicos frescos presentan un Aw que permite la proliferacion
de bacterias. Caso contrario de esto, serian productos carnicos tales como los
jamones curados, secos y la cecina, los cuales presentan un Aw bajo, lo que
previene el crecimiento microbiano en la mayoria de estos productos (Lonergan
et al., 2019).

pH

El pH es un factor importante que influye en el crecimiento microbiano en la
carne. El rango de crecimiento para la mayoria de las bacterias se encuentra
dentrode unrangode 5.0 —8.0. Enla carne fresca, el pH se encuentraen funcion
de la cantidad de glucdgeno presente en el animal durante la matanza. El pH cae
con frecuenciaen elrango de 5,7 a 6,0, pero en algunas ocasiones puede caer
en un rango mas amplio como de 5,3 a 7,2. Se hademostrado que la carne con
un pHde 6,0 tiene unamenorvida de anaquel que la carne con pH acido (como
de 5,3), ya que las bacterias exhiben un retraso y tiempo de generacion mas
prolongadoa pH bajo. Porlo tanto, la disminucion del pH en lacarne es deseable,
ya que retrasa el deterioro microbiano. Dentro de la industria carnica es comun
gue se adicione sobre la canal disoluciones acidas como acido acético, lactico y
citrico (Kraft, 1986).
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Temperatura

Dentro de la microbiota de la carne se encuentran presente microorganismos
capaces de crecer en temperaturas de refrigeracion y se clasifican como
psicrofilos. Estas bacterias pueden crecer por debajo de los 20°C y comiunmente
son los microorganismos que probablemente se encuentran creciendo en la

carne refrigerada (Lonergan et al., 2019).

Cuando la carne fresca se mantiene a temperaturas de refrigeracion (~ 0-10 ° C)
en condiciones aerdbicas, los microorganismos psicrofilos pueden crecer a tales
temperaturas en una o dos semanas, aunque sus temperaturas 6ptimas estan
mas cerca de latemperatura ambiente (15-20°C).La microbiota que se desarrolla
frecuentemente incluye principalmente los géneros Pseudomonas,
Acinetobacter, Moraxella, Alcaligenes y Enterobacteriaceae, en menor grado
bacterias Gram positivas como lo son Corynebacterium, Microbacterium,
Arthrobacter, entre otros microorganismos. LoOs microorganismos de

descomposicion predominantes en la carne fresca refrigerada son Pseudomonas
spp.(Kraft, 1986).

Requerimientos de oxigeno

Después de la matanza del animal las concentraciones de oxigeno disminuiran
de la circulacion sanguinea, por lo que en la parte mas profunda del tejido sélo
podran proliferar aquellas bacterias anaerdbicas o facultativas. La mayoria de
las bacterias anaerobias no son psicréfilas, por lo que no podran desarrollarse
facilmente en las etapas de refrigeracion. Por otra parte, en la superficie de la
carne, la cual estd expuesta al aire se encontraran microorganismos aerobios
(Kraft, 1986).

Dentro del mercado, el consumidordesea unacarne roja y para esto debe de
estar en condiciones aerobias sin embargo, esto puede causar el crecimiento de
aguellos microorganismos aerobios por lo que se recomienda envasar la carne
al vacio o emplear el uso de empaques de atmésferas modificadas, en donde se
disminuyelaconcentracion de oxigenoy se aumentala concentracion de didxido
de carbono y de esta forma se puede tener unacarne roja y ademas contribuir

a reducir el crecimiento microbiano, retardar la descomposicion delacarney en
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consecuencia extender la vida de anaquel. A continuacion, en la tabla 2 se

resumen y presentan todos los factores que pueden alterar el crecimiento

microbiano en la carne.

Tabla 2. Factores que influyen en el crecimiento microbiano de la

carne bovina (Lonergan et al., 2019).

Factor Clase de microorganismos

Requerimientos para su crecimiento

Acidofilos

Neutrofilos
pH
Alcaldfilos

Psicrofilos

Temperatura Mesdfilo

Termofilo

Aerobios

Facultativos

Oxigeno
Microaerdfilos

Anaerobios

Crecen de manera Optima a un pH< 5.5,
No pueden crecer a pH neutro y por
encima de este.

Crecen de manera 6ptima a un valor de
pH en el intervalo neutro pH >5.5y < 7.9.

Crecen de manera O6ptima a un pH
alcalino de = 8.

Temperatura Optima de crecimiento de
15°C 0 menos, una temperatura maxima
por debajo de 20°C y una temperatura
minima de 0°C o menos.

Temperaturas de crecimiento éptimas en
un intervalo de 45°C a 80°C.

Temperatura optima de crecimiento por
arriba de los 45°C. También hay
microorganismos que presentan una
temperatura éptima por arriba de los 80°C
y se les denomina hipertermofilos

Requiere tensiones normales de oxigeno
para crecer, minimo un 20% de oxigeno.

En condiciones adecuadas de nutrientes
y cultivo pueden crecer en ausencia de
oxigeno, pero crecen mejor con este.

Es necesario el oxigeno, pero a
concentraciones menor que la
atmosférica, aproximadamente un 6 %.

No necesitan el oxigeno para crecer. Hay
algunos microorganismos que lo pueden
tolerar y crecen en su presencia, aunque
no lo respiren (anaerobios aerotolerantes)
y hay otros microorganismos que la
presencia de oxigeno resulta ser dafiina o
letal (anaerobios estrictos).
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1.3 Microorganismos patégenos asociados a la carne

Los microorganismos patégenos, los cuales son definidos por la NOM-210-
SSA1-2014 como aquellos microorganismos capaces de producir una
enfermedad, se encuentran en diversas matrices, en donde la carne no es la
excepcion. Principalmente los patégenos pueden causar una ETA, se asocia al
consumo de alimentos contaminados, generando un cuadro clinico el cual va
desde nauseas, vomito, diarrea y en casos extremos puede llegar a causar la
muerte de los consumidores (CDC, 2018). La contaminacion por
microorganismos patdégenos tiene un efecto negativo en la economia, ya que se

pierden cantidades grandes de dinero al desperdiciar alimentos contaminados,
por lo que es de suma importancia elaborar alimentos inocuos.

En latabla 3 se muestran los microorganismos asociados a las ETA’s por carne,
en donde duchos microorganismos son en su mayoria bacterias mesdfilas y a

continuacion se dard una breve explicacion de algunos microorganismos
patdgenos presentes en esta matriz alimentaria.

Tabla 3. Microorganismos patégenos asociados con la carne cruda

refrigerada y congelada (Fernandes, 2009).

Microorganismo Requerimiento de Requerimiento de  Cuadro clinico
Oxigeno temperatura gue genera
Aeromonas hydrophilia Facultativo Psicrofilo Infeccién
Bacillus cereus Facultativo Mesofilo Intoxicacion
Campylobacter spp. Microaerdfilo Mesofilo Infeccion
Clostridium botulinum Anaerobio Mesofilo Intoxicacion
Clostridium perfringens Anaerobio Mesofilo Intoxicacion
Escherichia coli Facultativo Mesdfilo Infeccién
Listeria monocytogenes Facultativo Psicréfilo Infeccion
Salmonella spp. Facultativo Mesofilo Infeccion
Staphylococcus aureus Facultativo Mesofilo Intoxicacion
Yersenia enterocolitica Facultativo Psicrofilo Infeccién
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Clostridium botulinum

Clostridium botulinum es unabacteria Gram positiva anaerobiay que ademas es
un patégeno que se transmite por alimentos contaminados, se encuentraen el
suelo, el aguay en los alimentos. En los alimentos se puede desarrollar en
aquellos productos en los que se llevd a cabo el enlatado de manera incorrecta.
Es capaz de produciren los consumidores el botulismo, la cual es la intoxicacion
resultante por el consumo de alimentos contaminados en donde C. botulinum
hayacrecido y producido su toxina. La intoxicacion estaen funciéndela cantidad
de toxina ingerida, la aparicion de los sintomas empieza a presentarse en un
periodo de 18 a 36 horas después de su consumo produciendo una paralisis
flacida simétrica descendente generando una vision borrosa y/o doble, pupilas
fijas y dilatadas, disfonia (dificultad para tragar), disfagia (dificultad para hablar)
y sequedad en la boca. El botulismo puede llegar a ser mortal, por lo que el
diagndsticode botulismo debe realizarse de manera rapida, mediante examenes
en donde se debe de detectar la presencia de la toxina en el suero y/o heces del
paciente (Austin, 2014).

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es unabacteria Gram positiva presente en la carne de
gran importancia, ya que esta se encuentra en la piel, las manos y las fosas
nasalesde los animalesde abasto. Se transmite al estornudar, tosery el contacto
directo de la piel con los alimentos (como puede ser el contacto que puede existir
en el desollado de la canal), en donde los alimentos como la carne, son medios
Optimos para su crecimiento. S. aureus €S un microorganismo anaerobio
facultativo que produce una toxina resistente al calor y puede crecer a un Aw
bajo (0,87). Los sintomas de laingestion de latoxinade S. aureus son nauseas,
vomitos y diarrea pocas horas después de la ingestion de la toxina. Los
tratamientos térmicos, asi como el enfriamiento adecuado de los alimentos
evitaran la intoxicacién por estafilococos (Lonergan et al., 2019).
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Salmonella spp.

Salmonellaspp. es un bacilo Gram negativoy consideradounode los patégenos
con mayor incidencia en la carne cruda. Habita en el tracto intestinal en una
amplia gama de animales, incluidas todas las especies animales para consumo
humano.Laincidenciade quelacarne se encuentre contaminada por Salmonella
esta en funcién devariosfactores tales como es la especie, la edad, las practicas
de criado, la higiene que se lleva en el proceso de matanza y la manipulacion

posterior de la carne (Fernandes, 2009).

Principalmente los brotes por Salmonella se asocian por el consumo de carne
poco cocida o carne que se contamin6 después del proceso de coccion. Los
sintomas incluyen dolor de cabeza, diarrea, fiebre, vomitos, escalofrios y
malestar abdominaldentrode las 12 a 72 h,y pueden durarhasta4 a 7 dias. Por
lo general, el tiempo estimado de recuperacién es de cinco a siete dias. Es una
infeccion muy comuan en los Estados Unidos y afecta a mas de un millon de
personas cada afio con alrededor de 550 muertes por salmonelosis aguda. Los
alimentos crudos de origen animal como la carne de res, las aves, lalechey los

huevos son vehiculos comunes (Lonergan et al., 2019).

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es un bacilo Gram positivo, se encuentra en el tracto
intestinal y en el contenido fecal de los seres humanosy en el medio ambiente,
presenta un ampliorango de temperatura de crecimiento (1-45° C)y de pH (5.0—
9.6). La contaminacion de productos alimenticios por L. monocytogenes, ha

tenido como consecuencia el retiro de muchos productos alimentarios y asi
mismo de productos carnicos procesados listos para el consumo.

Cuando se consume L. monocytogenes, las personas son susceptibles a
contraen unainfeccion llamada listeriosis, en donde los sintomas son similares
a los de una gripe: fiebre, dolores musculares, nduseas, dolor de cabeza,
malestar estomacal y vomitos. El tiempo de aparicion puede ser de 3 dias a
semanas. Las infecciones graves por listeriosis provocan mas muertes que las
de Salmonella o Escherichia coli, y dos de los cuatro brotes de enfermedades
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transmitidas por alimentos mas mortales en los Estados Unidos fueron atribuidas
a L. monocytogenes. La poblacion susceptible son principalmente los jovenes,

las embarazadas, las victimas de céancer, los ancianos y los pacientes
inmunocomprometidos (Lonergan et al., 2019).

Escherichia coli

Escherichia coli es unabacteria Gram negativay un patégeno de gran impacto,
ya que es una de las bacterias mas comunes que se encuentra en el tracto
intestinal de los humanos y animales. Existen cientos de cepas de esta bacteria,
donde la mayoria son consideradas como inofensivas; sin embargo, existen
algunas cepas muy dafiinas, de las cuales E. coli O157: H7 es quizas la mas
conocida, en donde principalmente se asocia con una colitis hemorragica que
produce diarrea con sangre, nauseas y dolor abdominal intenso y en casos
extremos puede ocasionar la muerte. Los sintomas ocurren facilmente y la
transmisiéon se puede llevar a cabo por carne contaminada poco cocida,
productos crudos o por malas practicas de higiene.

Hoy en dia, E. coli ha pasado de su funcion tradicional en la microbiologia de los
alimentosy el agua como un indicadorinofensivo de contaminacion fecal, a estar
asociado como un microorganismo causante de enfermedades. Actualmente se
reconocen cinco tipos de cepas de E. coli patdgenas: E. coli enteropatogénica
(EPEC) la cual esta asociada principalmente a la diarrea infantil, E. coli
enterotoxigénica (ETEC) asociada con "diarrea del viajero", E. coli
enteroinvasiva (EIEC); E. coli enterohemorragica (EHEC), la cual incluye como
subgrupo las cepas de E. coli verocitotoxigénicas (VTEC) y la E. coli de
enteroadherente agregante (EA-AgEC) (Fernandes, 2009).
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Capitulo 2. Resistencia antimicrobiana

Dentro del entorno en el que un microorganismo se puede desarrollar puede
existir la presencia de alguna sustancia antimicrobiana, la cual en alguno de los
casos afecta la viabilidad de la poblacién microbiana. Desde un punto de vista
practico unabacteria es sensible a una sustancia antimicrobiana, cuando esta
es eficaz frente a ellay podemos esperar la erradicacion de la infeccién; por el
contrario, es resistente cuando su crecimiento s6lo puede ser inhibido a

concentraciones superiores a las que el farmaco puede alcanzaren el lugarde
la infeccion.

2.1 Mecanismo de accion de los antibioticos

Las sustancias antimicrobianas presentan diferentes mecanismos de accion en
contra de los microorganismos, entre los cuales, los blancos de ataque son

regiones de la célula. Las diversas regiones de ataque antibacteriano en general
son:

Pared bacteriana

La pared celularbacteriana estd compuesta de peptidoglicano (PG), la cual es
una matriz polimérica reticulada covalentemente hecha de [(-(1-4)-N-acetil
hexosamina unida a péptidos. La resistencia mecanica de esta capa de pared
celulares muy importante para la supervivencia de las bacterias en condiciones
ambientales adversas como podria ser cambios en la presion osmética (Madigan
et al., 2015). Las sustancias antimicrobianas que atacan la pared bacteriana
ejercen su efecto a través del bloqueo de su sintesis lo que provoca la lisis
bacteriana.

Los glucopéptidos y los B-lactdmicos son tipos especificos de antibidticos que
interfieren con los pasos criticos en la homeostasis de la biosintesis de la pared
celular. Estos tipos de antibiéticos presentan una similitud entre ellos al contener

un anillo de 3 carbonos y 1 nitrégeno, el cual es muy reactivo (ver figura 3)
(Upmanyu & Malviya, 2020).
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Anillo B-lactamico

Figura 3. Estructura quimica de la penicilina en donde se resalta la ubicacion
del anillo B-lactamico (Upmanyu & Malviya, 2020).

Estas sustancias al estar presentes alrededor del microorganismo hacen que se
inhibala sintesis de la pared celular bacteriana, ya que inhibenlafuncionde la
proteina esencial requerida para esta funcién y, por lo tanto, matan o inhiben el
crecimiento de bacterias. Los miembros importantes de la familia de los -
lactimicos incluyen penicilinas, cefalosporinas, monobactamas vy
carbapenémicos. Los B-lactdmicos inhiben lareaccion de formacion de enlaces
peptidicos que es catalizada por transpeptidasas y, por lo tanto, bloquean la
reticulacion de las unidades de PG. Las moléculas de dicho farmaco son
analogasdel dipéptidoterminal D-alanil-D-alanina del PG. Imitan el sustrato para
las transpeptidasas durante la etapa de reticulacién e inactivan la enzima
formando un enlace no hidrolizable con ella. Es por lo que estas enzimas se
llaman también PBP (penicillin binding protein “proteina ligada a la penicilina”)
(ver figura4). Sin la pared, la bacteria queda expuesta al medio y muere debido
a cambios en la presiébn osmotica. Para que actuen los B-lactamicos, es
necesario que la bacteria se halle en fase de multiplicacién, ya que éste es el
momento en que se sintetiza la pared celular (Suérez & Gudiol, 2009).
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Figura 4. Mecanismo de accion de los B-lactamicos (Suarez & Gudiol, 2009).

Membrana bacteriana

La membrana citoplasmica es vital para todas las células, ya que interviene
activamente en los procesos de difusion y transporte activo, y de esta forma
controla la composicién del medio interno celular. Las sustancias que alteran
esta estructura modifican lapermeabilidad,y provocan la salida de iones potasio,
elementos esenciales para la vida bacteriana, o la entrada de otros ionesque a
altas concentracionesalteran el metabolismo bacteriano normal. Las polimixinas,
son antibidticos polipeptidicos, ciclicos y poli cationicos,con unacadenade acido
graso unido al péptido y se comportan como detergentes cationicos. Posee una
parte hidrofilica (el péptido) con alta carga positiva que por atraccidon
electrostatica se une a la superficie de la membrana, cuya carga neta es
negativa. Porotro lado, el extremo lipofilico (la cadenalateral de acido graso) por
interacciones hidrofébicas se une a los fosfolipidos de la membrana. Como
resultado se desorganiza la estructura de la membrana y aumenta su
permeabilidad, con la pérdida de metabolitos esenciales. La mayor presencia de
fosfolipidos en la membrana de las bacterias Gram negativas hace que éstas

sean mas sensibles que las Gram positivas a la accion de estos agentes (Calvo
& Martinez-Martinez, 2009).
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Sintesis de proteinas

La sintesis protéica es uno de los procesos mas frecuentemente afectados por
la accién de los antimicrobianos,y su inhibicion selectivaes posible gracias a las
diferencias estructurales entre los ribosomas bacterianos y eucariotas. En esta
estructura diferentes componentes pueden ser lugares de union para los

antimicrobianos.

El mecanismo de accion de estas sustancias ocurre en diferentes etapas de la
sintesis protéica (ver figura5) como por ejemplo en lafase deiniciodela sintesis
actuan las oxazolidinonas (inhiben lasintesis protéica e impiden la formacion del
complejo de iniciacibn 70S) y los aminoglucésidos (tienen su accion
principalmente en la subunidad 30S), donde se unen a diferentes proteinas S y
al RNA 16S. Bloguean la actividad normal del complejo de iniciacién, impiden el
iniciode la sintesis, y por lo tanto unalecturaerronea del RNAm. Como resultado
se obtienen proteinas andmalas que se uniran a la membrana, deteriorando su
integridad y acelerando la difusion de mas moléculas de aminoglucosido y en
consecuencia, una gran cantidad de aminoglucosidos alcanza los ribosomas,
qgue llegan abloquearse, y se detienen irreversiblemente la sintesis de proteinas
(Calvo & Martinez-Martinez, 2009).

En el caso de los macrélidos su accion se considera como bacteriostética.
Ejercen su efecto al interactuar con el sitio P en la subunidad 50 S del ribosoma
bacteriano evitando que la peptidiltransferasa agregue nuevos péptidos durante
la traduccion y, por lo tanto, inhibe el proceso de alargamiento de proteinas
(Upmanyu & Malviya, 2020). En el caso de la tetraciclina, se difunde pasivamente
por lamembrana a través de los canalesde porinay se unen de forma reversible
alasubunidadribosomica30S, inhibiendo asila sintesis de proteinas al bloquear
launion del RNAtal complejo RNAm-ribosoma. En lafigura 5 se puede observar

el mecanismo de accion que ejercen algunosantibiéticosalinteraccionarcon los
ribosomas.
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inhiben el inicio de la inhiben la
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La tetraciclina inhibe
la unién del RNAt al
ribosoma.

Figura 5. Diferentes modos de accidn de los aminoglucdésidos, tetraciclina,
macrolidos y oxazolidinonas y su sitio de interaccidn con los ribosomas.

Sintesis de acidos nucleicos

La replicacion y la transcripcion del DNA se realizan en varias fases con la
participacién de diferentes enzimas y sustratos, ademas del DNA molde, que

constituyen las dianas para la accion de diversos antibiéticos.

Las quinolonas como se presentan dos tipos de ejemplos de este antibidtico en
la figura 6, constituyen en la actualidad, junto a los B-lactamicos, los antibioticos
de mayor uso, en donde las quinolonas ejercen su accién bloqueando las
topoisomerasas Il (DNA-girasa) y IV. Las topoisomerasas se acoplan al DNA,
provocan un pequefo corte en las hebras de DNA que posteriormente es
reparado, y quedan de nuevo libres. Las fluoroquinolonas, se unen al DNA roto
y a la topoisomerasa formando un complejo ternario quinolona-DNA-
topoisomerasa de forma irreversible, impidiendo que el proceso de transcripcion

o replicaciéon continte (Upmanyu & Malviya, 2020).
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Figura 6. Diferentes tipos de quinolonas y sus derivados (Upmanyu &
Malviya, 2020).

2.2 Mecanismos de resistencia antimicrobiana

Las sustancias antimicrobianas, como los antibiéticos, son empleados para el
tratamiento de enfermedades, tanto en los humanos como en aquellos animales
destinados al consumo. El alimento para animales a menudo contiene
antibidticos en cantidades que van desde niveles inferiores a los terapéuticos
hasta niveles totalmente por encima de estos limites, y los antibidticos utilizados
provienen en su mayoria de las clases de antimicrobianos utilizados en

humanos.

Alimentar a los animales con antibioticos puede resultar en el desarrollo de
organismosresistentes a los antimicrobianos,y que esos organismos resistentes
pueden transferirse a los humanos que consumen dichos animales. La
transmision de la resistencia a los antimicrobianos de los animales a los
humanos puede ocurrir de varias maneras, siendo la via oral directa la mas
comun (incluye comer carne mas la ingestion de heces en alimentos o agua
contaminados). Otra ruta comun es el contacto directo con los animales por parte
de los humanos (Reygaert, 2018).

La resistencia antimicrobiana que presentan los microorganismos se puede
llevar a cabo mediante los diferentes mecanismos de resistencialos cuales son:

modificacion del sitio dianadel farmaco, inactivacion del antibiético, reduccion de
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la permeabilidad y activacién de bombas de eflujo. En la figura 7 que a
continuacion se presenta se puede apreciar de manera esquematizada los
mecanismos de resistencia antimicrobiana que se pueden presentar en los

microorganismos.

Mecanismos de resistencia
antimicrobiana

Reducciénde la
permeabilidad
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Figura 7. Esquema general de los mecanismos de resistencia antimicrobiana

Mutacion del receptor o modificacion del sitio diana

En este mecanismo existen diversas estrategias para alcanzar este objetivo. En
primer lugar, se dan modificaciones a nivel genético en donde los genes
encargados de codificar el receptor blanco de las sustancias antimicrobianas
sufren un cambio estructural y en consecuencia hace que la afinidad de la
sustancia antimicrobiana a su receptor disminuya. Un ejemplo de este
mecanismo es la alteracién que sufren las PBP de Streptococcus pneumoniae.
Al existir una modificacion en el material genético que codifica para las PBP se
genera un cambio estructural a nivel proteina lo cual hace que la afinidad del
antimicrobiano disminuyay por lo tanto el crecimiento microbiano no se vera
afectado (Upmanyu & Malviya, 2020).
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Inactivacion del antibidtico

Las bacterias inactivan los antibioticos mediante uno de estos dos mecanismos:

alteracion quimica de este o destruyendo el antibidtico.

e Modificacion quimica del antibidtico

La inactivacion de antibioticos es un proceso basado en enzimas en el que la
molécula de antibiotico activa se vuelve inactiva por enzimas producidas por las
célulasbacterianasresistentes. Las estrategias para desactivar las moléculasde
antibidticos incluyen la hidrélisis, la transferencia de grupos y el proceso redox
(Pulingamet al., 2022). La transferencia de grupos fosforilo, acetilo y adenilo al
compuesto es el método mas eficaz de inactivacion de farmacos por

transferencia de grupos quimicos.

La acetilacién es el mecanismo mas empleado, considerandose ambos para su
uso aminoglucésidos, cloranfenicol, estreptograminas y fluoroquinolonas. Se
considera que los aminoglucosidos se dirigen a través de la adenilacion y la
fosforilacion. La participacion de enzimas modificadoras de aminoglucdsidos
altera covalentemente los grupos hidroxilo o amino de la molécula de

aminoglucoésido y la vuelve inactiva (Uddin et al., 2021).

o Destrucciéon del antibiético

Los antimicrobianos B-lactdmicos, como es el caso de la penicilina y las
cefalosporinas, son los agentes antimicrobianos empleados con mas frecuencia.
Asi pues, las B-lactamasas hidrolizan la formacién de anillos B-lactamico,
inhibiendo asi su unién alas PBP (Uddin et al., 2021).

Reduccion de la permeabilidad

Como la mayoria de los antibiéticos en la practica clinica tienen dianas
intracelulares, las bacterias han evolucionado para limitar la penetracién de los

antibidticos a través de la disminucion de la permeabilidad de la membrana
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celular (Reygaert, 2018). En este caso, las bacterias llevan a cabo el cierre de
sus poros, por lo que el antibiético no puede entrar y ejercer su accion.
Principalmente son cambios en el diametro y/o niumero de porinas que pueden

bloquear el ingreso de las sustancias antimicrobianas a la bacteria.

Activacion de bomba de eflujo

Algunas bacterias son capaces de rechazar los antibioticos por aspiracion fuera
de la célula. Hay microorganismos que transportan al antimicrobiano hacia el
exterior de la célula sin que este sufra alguna modificacién ya que existen
bombas de eflujo, las cuales son proteinas de transporte que se encuentran en
la membrana de la pared celular bacteriana que transportan nutrientes y
expulsan compuestostoxicos del entorno celular, las cuales son empleadas para
la expulsion del antibidtico (Pulingam et al., 2022). Las bombas de eflujo vienen
en unavariedad de formas en la mayoria de las bacterias. La familia de casetes
de uniona ATP (ABC), la familia de resistencia a multiples farmacos pequefios
(SMR), la familia de extrusion de compuestos téxicos y multiples farmacos
(MATE), la familia de division de células de nodulacién de resistencia (RND)y la
superfamilia de facilitadores grandes (MFS) son las cinco principales familias de
bombas de eflujo, las cuales se categorizan considerando su estructura y
suministro de energia. En el caso de la figura8 se muestra esquematizado las
principales familias de bombas de eflujo que pueden presentar los

microorganismos.

El caso de la resistencia a la tetraciclina es un ejemplo de resistencia mediada
por eflujo, en el que las bombas de eflujo Tet (de la familia MFS) utilizan el
intercambio de protones como fuente de energia para extruir tetraciclinas. Varias
bombas de eflujo MDR, como MexAB-OprM en P. aeruginosa y AcrAB-TolC en
enterobacterias (de la familia RND) pueden extruir tetraciclinas como parte de su

contribucidén a la resistencia a diversos farmacos (Uddin et al., 2021).
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Figura 8. Estructura general de las principales familias de bombas de eflujo
(Reygaert, 2018).

2.3 Transferencia horizontal de resistencia a los antimicrobianos

La transferencia horizontal de genes se define como el traspaso de informacion
genética entre bacterias, el cual es un proceso diferente a la replicacion
(transferencia vertical). En este tipo de transferencia del material genético, se
permite una mayor variabilidad genética y evolucion bacteriana, generando la
capacidad de adaptarse a los cambios del medio ambiente. Las bacterias utilizan
diversas vias para transferir informacion genética: la conjugacion, transduccién
y transformacién son los mecanismos por los cuales esto se lleva a cabo (ver
figura 9). Dichos mecanismos son los mayores determinantes en la evolucion
bacteriana, diseminando asidiversos genes como son los de virulencia (Madigan
et al., 2015).

La resistencia antimicrobiana en los microorganismos es una seleccion que se
da por las mutaciones en los genes codificados del cromosoma microbiano.
Estos procesos proporcionan al microorganismo un nuevo material genético que
codifica la resistencia a los antimicrobianos. En este punto, es importante que la
presencia de sustancias antimicrobianas en el medio en el que se encuentran
los microorganismos hace que influya en la resistencia, ejerciendo una presion
selectiva hacia la aparicion de resistencia antimicrobiana, induciendo la
transferencia de determinantes de resistencia entre los microorganismos
(Holmes et al., 2016).
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Transformacion

La transformacién es un proceso de transferencia genética por el cual se
incorpora DNA libre en una célulareceptora y se produce un cambio genético.
Algunos procariontes son transformables de forma natural, y entre ellos se
encuentran algunas bacterias Gram positivas y Gram negativas. Dado que en
los procariotas el DNA esté presente en la célula en forma de una sola molécula
larga, cuandolacélulaselisa poco a poco el DNAsale. Debido a su gran longitud
los cromosomas bacterianos se rompen con facilidad y una célula individual
incorporasolo unoo unospocosfragmentos de DNA, de modo que unapequefia
proporcion de los genes de la célula se puede transferir a otra mediante un acto

individual de transformacién (Madigan et al., 2015).

Enlafigura9 se puede observar la maneraenlaque se lleva a cabo este proceso
en donde se da la captacion del material genético proveniente de una célula
bacteriana muerta es incorporado por una célula bacteriana viva y estos se

integran a dicha bacteria generando asi a una célula transformada.

Transduccioén

La transduccion es el mecanismo de transferencia horizontal de una bacteria a
otra mediante el empleo de un virus que infecta a las bacterias (bacteri6fago).
Este bacteriéfago puede integrarse en el genoma bacterianoy al transferir a otra
célulapuedellevar parte del genoma de esta bacteriay asi transferirgenes, entre
elloslos genes que aportan la resistencia antimicrobiana (Madigan et al., 2015).
En la figura 9 se esquematiza la manera en que se lleva a cabo dicho

mecanismo.

Conjugacién
La conjugacion es aquel mecanismo de transferencia horizontal genética en
donde se requiere el contacto entre células. Dicho mecanismo esta codificado

por un plasmido que puede mediar la transferencia de DNA entre células no

relacionadas, incluso entre génerosdiferentes. Este proceso implicaunabacteria
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donadora, la cual contiene el pldsmido conjugativo, y unacélulareceptora que

no lo contiene (ver figura 9).

La conjugacion es el mecanismo mas comun para la transmision horizontal de
genes de resistenciaa los antimicrobianos. Por tanto, la transferencia horizontal
mediada por plasmidos puede desempefiar un papel importante en la
diseminacion de la resistencia a los antimicrobianos entre los reservorios
bacterianos animalesy humanos. Dentro de la literatura se encontré que en un
estudio demostré a partir de una electrotransformacién que los miembros de la
familia Enterobacteriaceae presentes en la carne de cerdo, particularmente
Serratia spp., pudo recibir plasmidos de una cepa donante de E. coli tanto a 10
como a 37 ° C (Birk et al., 2020). Esto sugiere que las bacterias autéctonas de
la carne pueden servir como vector intermedio para la exposicion humana a
genes de resistencia a los antimicrobianos que se originan en los animales de
granjay en dicho estudio no se excluye que otras bacterias carnicas puedan ser

receptores potenciales de genes moviles de resistencia a los antimicrobianos.
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43



Capitulo 3. Métodos para la determinacion de resistencia a
antimicrobianos

Para hacer frente alaresistenciaa las sustanciasantimicrobianas, se debe evitar
el uso indebido y no controlado de estas sustancias, por lo que es importante
llevar a cabo una investigacion previa para poder establecer un plan que sea
eficaz contra aquellos microorganismos que presenten SMR, por lo que
determinar la resistencia antimicrobiana es unatarea de suma importancia. E
este capitulo se desarrollara los diferentes tipos de métodos que existen en la

actualidad para determinar la resistenciaantimicrobianaen los microorganismos,
asi como la manera adecuada en la que se debe de llevar a cabo.

3.1 Métodos fenotipicos

Difusion en disco

El método de difusion por disco se encuentra entre unos de los métodos de
prueba de susceptibilidad mas flexibles en términos de agentes antimicrobianos
que se pueden probar. Este método consiste en colocar discos de papel
saturados con agentes antimicrobianos sobre un extendido de bacterias
sembrado en la superficie de un medio de agar, se incubala placa durante un
tiempo aproximado de 16 a 24 horas y finalmente se mide la presencia o
ausenciade unazonade inhibicion alrededor de los discos como se muestra en
la figura 10. Es importante mencionar que los estudios llevados a cabo en la
Universidad de Washington a mediados de la década de 1960 dieron como
resultado la técnica conocida como el "método Kirby-Bauer", que fue publicado
por Bauery sus colegas en 1966 (Tenover, 2019).

Para llevar a cabo este método en primer lugar se debe aislar las colonias que
han sido identificada como potencial patdgeno y posteriormente emplear los

discos de antibidtico deseados para realizar esta prueba de susceptibilidad.

44



Figura 10. Ejemplo de prueba de difusion en disco empleando
diferentes antibioticos contra Staphylococcus aureus (Tenover, 2019).

Prueba MIC (Concentraciéon minima inhibitoria)

Este método proporciona un resultado cuantitativo (generalmente en pg/mL)
junto con una interpretacion categoérica (susceptible, intermedia o resistente). La
prueba de MIC se puede realizar mediante uno de varios métodos que incluyen
dilucion en agar, microdilucion en caldo, dilucion en gradiente de agar, 0 por uno

de varios métodos automatizados o semiautomatizados (Tenover, 2019).

Para esta prueba se tiene que considerar que no siempre un valor de MIC mas
bajo indica mayor actividad de este antimicrobiano, ya que las MIC que definen
la sensibilidad o resistencia son diferentes para cada especie bacterianay cada
antimicrobiano. Como se menciond, entre los métodos fenotipicos como son
las técnicas de dilucién determinan la MIC utilizando un medio liquido (dilucion
en caldo) o un medio soélido (dilucidon en agar) para disolver las diferentes

concentraciones del antimicrobiano (Cercenado & Saavedra-Lozano, 2008).

En el caso de la técnica de difusion se emplean discos de papel impregnados
con una solucion estandarizada de antibidtico, las cuales se aplican en la
superficiede un mediode agar sdélido previamente inoculado con unasuspension
bacteriana (en figura 11 se puede observar un ejemplo de esta técnica). Tras un

periodo de incubacién de 18 h, el diametro del haloformado esta en relacion con
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el grado de sensibilidad del microorganismo. La carga del disco esta ajustada
para que los halos de inhibicion permitan diferenciar los microorganismos
sensiblesde los resistentesy pueda establecerse unacorrelacion con los valores
de MIC: halos pequefios se relacionan con valores altos de MIC (resistentes) y

halos grandes con MIC bajas (sensibles).

Otra técnica de difusion es el E-test, que ademas permite la determinacion
directa del valor de la MIC. Este método emplea tiras de plastico impregnadas
con una sustancia antimicrobiana en concentraciones decrecientes. Al contacto
de la tira con el agar, el antibidtico difunde e impide el crecimiento del
microorganismo. Despuésde laincubacién se observa unazonade inhibicionen
forma de elipse: el valorde laMIC es el punto de interseccion de la elipse con la
tira y esta indicado en la escalaimpresa sobre la superficie de latira (Cercenado
& Saavedra-Lozano, 2008). En el caso de la figura 11 se observa un ejemplo de
dichatécnica en donde se puede observar el eclipse de inhibicién que genera el

antibiético evaluado.

Figura 11. Medio de cultivo de la izquierda: Antibiograma por difusion

en disco en el que se observa la presencia de halo de inhibicion. Medio
de cultivo de la derecha es el antibiograma por E-test en donde se
muestra el valor MIC (Cercenado & Saavedra-Lozano, 2008).

Dilucién en agar

El método de dilucién en agar implica la preparacion de una serie de placas de
agar que contienen el agente antimicrobiano para ser probado en
concentraciones crecientes, generalmente en diluciones duplicadas (1, 2, 4, 8,

16, 32 ug mL1, etc.) asi como se ejemplifica en la figura 12. Se prepara una
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suspension del microorganismo que se va a analizar para igualar la turbidez de
un estandar de 0,5 de McFarland (~1x108 UFC mL1), y se colocade 1 a5 pL de
esta suspension en cada una de las series de placas con un aumento de
concentraciones del agente antimicrobiano utilizando un dispositivo replicador.
Se pueden analizar treinta aislados bacterianos diferentes (méas control de
calidad) simultdaneamente en cada placa de agar (Tenover, 2019).

Este método suele ser rentable para los laboratorios que analizan un gran

numero de aislamientos bacterianos frente a un conjunto limitados de agentes

microbianos.
Dilucion en agar
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Figura 12. Dilucionen agar. La determinaciéndel valor MIC se llevaa cabo
encontrando la concentracion mas baja que no produce
crecimiento.

Microdilucién en caldo

La microdilucion en caldo es uno de los métodos estandar mas utilizado en la
mayoria de los laboratorios de referencia. Se prepara una suspension del
microorganismo que se va a analizaren solucion salina o caldo Mueller-Hinton
hasta la turbidez de un estadndar de 0,5 McFarland (1x108 UFC mL™Y). La
suspension se diluye 1:20 en solucién salina, y de 1 a5 yL de esta suspension
se transfiere a todos los pocillos con excepcion de uno la bandeja, la cual
contiene 96 pocillos que posee dilucionesdoblesde los agentes antimicrobianos
gue se van a analizar (generalmente entre 8 y 12 agentes antimicrobianos por
bandeja) utilizando un inoculador de plastico desechable (el pocillo restante es
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un caldo de control de esterilidad). El tamafio final del in6culo es 5x10° UFC mL-
10 5x10* UFC/ pocillo (Tenover, 2019). En el caso de lafigura 13 se observa la
bandeja que contiene los 96 pocillos, en donde la primera posicion (1A se
encuentra el control previamente mencionado y ademas conforme de desplazan

los pocillos hacia abajo va en aumento la concentracidn del antibiotico a evaluar.

Sterility control
Increasing drug concentration
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Figura 13. Microdilucion en caldo en donde se determin6 el MIC para
Staphylococcus aureus (Tenover, 2019).

3.2 Métodos moleculares

Con el paso de los ultimos afios, se han desarrollado avances en las nuevas
tecnologias aplicadas en las ciencias. En el caso de la cienciay en el campo de
la biologia, bioquimica, microbiologia y genética se han desarrollado una serie
de ensayos como son los moleculares, que utilizan métodos de amplificacion de
acidos nucleicos, sondas lineales y otras técnicas que pueden ser aplicadas con
diferentes fines, como por ejemplo la deteccion de genes de resistencia a los

antimicrobianos y mutaciones asociadas con fenotipos de resistencia.

PCR
Las pruebas moleculares mas utilizadas para realizar dichas determinaciones
son los ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real

para detectar el gen de resistencia a algun antibiético como por ejemplo el gen

de resistencia contra la meticilinamecA. Es importante destacar que unaventaja
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que presentan los métodos moleculares es la rapidez con la que se obtienen los
resultados, a menudo estos se obtienen en menosde dos horasy si se comparan
con los métodos convencionales y automaticos, es un periodo de tiempo muy
corto (Tenover, 2019).

Hoy en dia existen diversos tipos de PCR, los cuales presentan una mayor
ventaja sobre la PCR tradicional, la cual lleva a cabo tres etapas (extraccion de
material genético, amplificaciéon y deteccién de los amplicones mediante
electroforesis en gel de agarosa) y presenta un periodode 12 horas para obtener
los resultados. La aparicién de la PCR en tiempo real acorta los tiempos ademas
de que paralelamente a la amplificacion tiene lugar la deteccion de los
amplicones sintetizados (March-Rosselld, 2017). En la actualidad se han
comercializado varios tipos de PCR en tiempo real que permiten obtener la
identificacion bacteriana ademas de los genes que confieren a la resistencia

antimicrobiana.

Por otro lado, existen otras versiones de PCR, como es la técnica de PCR
Multiplex, la cual es unatécnica rentable y se emplea un esfuerzo minimo. Se
utiliza para amplificar numerosos fragmentos de DNA simultaneamente y puede
emplearse para la deteccion de grandes mutacionesgenéticas. El uso de laPCR
Multiplex para la deteccion de microorganismos resistentes a sustancias
antimicrobianas es muy eficaz, ya que se lleva a cabo una identificacion mas
rapida de genes que confieren la resistencia antimicrobiana (Rehman etal.,
2019).

MALDI-TOF MS

El MALDI-TOF MS (por sus siglas en inglés Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization Mass Spectrometry), es considerado hoy en dia como una de las
mejores opciones para la identificacion microbiana en los laboratorios de
microbiologia. Dentro de sus funciones se encuentran la identificacion
bacteriana, asi como de hongosfilamentososy levaduriformes, esto mediante su
analisis en las proteinas ribosomales, en donde las proteinas ribosomales 16s

son consideradas el estandar de oro.
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Este espectrometro de masas se compone de tres unidades funcionales: una
fuente ionizante para transferir iones a las moléculas de la muestra en forma
gaseosa, un analizador de masas que separa los iones de acuerdo con su
relacion masal/carga y un dispositivo de deteccion para monitorizar los iones
separados. El método que se emplea para la identificacion se basa en emplear
células de microorganismos puros, proveniente de un medio de cultivo sdlido.
Dichas bacterias se depositan en una placa metalica conductoray en el caso de
bacterias Gram positivas, cuya lisis es mas dificil se requiere un tratamiento
previo adicional con un acido organico fuerte o lisis mecéanica. Después, se debe
agregar una solucion de acido acrilico 2-ciano-3-(4-hidroxifenil), denominada
matriz. La muestra se debe dejar secar a temperatura ambiente, generando que

la muestra del microorganismo y la matriz se cristalice.

Posterior a la cristalizacion, la placa metalica se introduce en el espectrémetro
de masas y esta es irradiada con pulsos cortos de un rayo laser. La interaccion
entre los fotones de las moléculas del laser y de la matriz, desencadena una
sublimacion de la matriz en una fase gaseosa, seguida por la ionizacion de la
muestra del microorganismo con minima fragmentacion. Al ionizarse, las
proteinas son aceleradas a través de un campo electrostatico y luego son
expulsadas en un tubo de vuelo al vacio donde se separan en funcién de su
velocidad o tiempo de vuelo, llegando finalmente al detector de masas, el cual
se encarga de generar la informacion caracteristica de la composicion del
microorganismo mediante un espectro de picos, frente a su relacion masa/carga
(m/z), el cual se le pude considerar como la huella digital del microorganismo.
Después de que se genero el perfil del microorganismo este es comparado
automaticamente mediante un programa con una base de datos de espectros
quees construidaa partir de cepas de referencia, permitiendo asi la identificacion

del microorganismo (Maldonado et al., 2018).

En la figura 14 se esquematiza el proceso de identificacion microbiana a traves
del implemento del equipo MALDI-TOF, el cual parte desde la recoleccion de la
muestra, la aplicacion en la placa, el tratamiento previo que se le realiza a la
muestra y el proceso que se lleva a cabo en el interior del equipo, hasta la

emision de los resultados.
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Figura 14. Esquema general de la identificacion bacteriana de
microorganismos mediante MALDI-TOF (Maldonado et al., 2018).

El MALDI-TOF hoy en dia es empleado para determinar la resistencia
antimicrobiana que pueden presentar algunos microorganismos. Los ensayos
para deteccion de resistencia antimicrobiana que se pueden encontrar es la
deteccion de hidrdlisis de B-lactamicos. Este ensayo se basa en la observacion
de la actividad enzimatica de las p-lactamasas, destruyendo los antibiéticos por

hidrélisis. Estas enzimas son sintetizadas y secretadas por microorganismos
resistentes.

51



El ensayo MALDI Biotyper Selective Testing of Antibiotic Resistance-3-
Lactamase (MBT STAR-BL) proporciona resultados en pocas horas. En este
caso existe un rompimiento enzimatico por hidrélisis del anillo B-lactamico del
antibidtico en un primer paso conduce a la adicion de una moléculade agua a
Su estructura quimica, lo que resulta en un aumento de la masa molecular de
aproximadamente 18 Da. Oftra reaccion de hidrolisis puede provocar con
frecuencia un cambio de masa de ~44 Da. Tales cambios de masa, aunque
diminutos para las tecnologias clasicas conocidas de la microbiologia y la
biologia molecular, pueden detectarse facilmente mediante espectrometria de

masas y por lo tanto el MALDI-TOF permite monitorear esta reacciéon (Kostrzewa
& Pranada, 2016).

Por otra parte, recientemente se esta llevando a cabo un método nuevo
relacionado con la sintesis de proteinas en las células utilizando medios que
contienen compuestos de nutrientes marcados con isotopos estables. Al estar
presente un microorganismo que sea resistente en un medio con antibiético este
generaraun aumento en su peso moleculary porlo tanto existira un aumento de

masas moleculares en el perfil proteico (Kostrzewa & Pranada, 2016).

Metagenémica

La determinacion de resistencia antimicrobiana en los microorganismos no es
unatarea sencilla, ya que hay ocasiones en los que los microorganismos que
estan presentes en unamatriz compleja no pueden ser aislados para su analisis,
por lo quela aplicacion dela metagenOmica en la determinacion de la resistencia
antimicrobiana es una herramienta molecular que hoy en dia es de gran ayuda
para los investigadores. La metagendmica se encarga del estudiode la coleccion
del material genético que se presenta en una comunidad mixta de organismos
(National Human Genome Research Institute, s.f.). Hoy en dia la metagendmica
tiene el potencial de hacer avances en la investigacion moderna, como es en la
inocuidad de los alimentos al centrarse en las comunidades microbianas,
incluyendo los patdégenos transmitidos por los alimentos, asociados con los

alimentos o los animales destinados a la alimentacion (Chen et al., 2015).
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Capitulo 4. Reglamentacién para la resistencia a los antimicrobianos

Los alimentos juegan un papel muy importante en el desarrollo y la propagacion
de la resistencia antimicrobiana, ya que sirven como una via potencial de
exposicion paratodos los consumidores. Los animales que son destinados para
el consumo humano, al igual que las personas, portan microorganismos, en los
cuales puede existir la presencia de bacterias resistentes a los antimicrobianos

y estos microorganismos pueden llegar a los alimentos de diversas maneras.

Como se puede observar en la figura 16 se esquematiza la propagacion de la
RAM, la cual puede provenir de los animales de abasto, en donde la carne se
encuentra contaminada por dichos microorganismos o bien, en los cultivo se
pueden contaminar por las heces animales presentes en el agua de riego 0 bien
de personas que hayan presentado un cuadro clinico el cual al estar en
tratamiento con antibiéticos genero resistencia antimicrobianay esta se puede

transmitir de igual manera a las personas que nos rodean.
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Figura 15. Diseminacion de la resistencia antimicrobiana. Imagen
recuperada de: (Consejo de Salubridad General , 2018).
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La seguridad alimentaria ademés de estar a cargo de la empresa responsable
de la distribucion y venta de los alimentos debe ser una prioridad para
instituciones que se encargan de inspeccionar la inocuidad de los alimentos, y
también los mismos consumidores deben realizaracciones para evitar un cuadro
de intoxicacion alimentariay por medio de acciones como el correcto lavado de
como manos antes de manipular cualquier alimento, llevar a cabo un buen
proceso de coccién (empleando la temperatura y tiempo correcto), evitando
contaminacion cruzaday refrigerando estos a unatemperatura 6ptima en donde
los microorganismos no puedan reproducirse, etc., se puede poner un alto a la
propagacion de los microorganismos resistentes. Debido a la presencia de
dichos microorganismos resistentes en los alimentos, actualmente existen
entidades internacionales que estan trabajando y realizando acciones para
prevenir infecciones causadas por aquellos microorganismos resistentes a las

sustancias antimicrobianas.

4.1 Programas de vigilancia

FAO

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO), a través del Codex Alimentarius establecié un primer grupo de accién
especial sobre resistencia a los antimicrobianos, cuyo objetivo es la elaboracion
de orientaciones de base cientifica sobre como evaluary gestionar los riesgos
para la salud humana asociados a la presencia en los alimentos y piensos de
microorganismos resistentes a los antimicrobianos, asi como su transmision por

medio de los alimentos y piensos.

En un segundo grupo de acciones se establecié recientemente en respuesta al
aumento de la incidencia de la resistencia a los antimicrobianos, elaborar
orientaciones con base cientifica para facilitar la gestion coherente de la
resistenciaa los antimicrobianosalo largo de la cadenaalimentaria. Ademas, de
gue se han desarrollado de otros textos del Codex Alimentarius referente a los
medicamentos veterinarios y sus residuos, la higiene alimentaria y la

alimentacién animal contribuyen también a combatir la resistencia a los
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antimicrobianos al prevenir el desarrollo de dicha resistencia y minimizar su

transmision a lo largo de la cadena alimentaria (Codex Alimentarius, s.f.).

CDC

El Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC), es la agencia
nacional de salud publica de los Estados Unidos. Es una agencia federal
norteamericanaque esta bajo la direccién del Departamento de Saludy Servicios
Humanos. Esta agencia especializada en el area de seguridad de la salud lleva
a cabo campafas sobre la resistencia antimicrobiana, en donde mencionaque
la saludde los consumidores esta estrechamente relacionadacon la saludde los
animales y del entorno. Principalmente la CDC lleva a cabo estrategias para
enfrentar la resistencia antimicrobiana como es la prevencion mediante
campafas en laque se divulga el uso apropiado de los antibiéticos, vigilancia de
la salud mediante colaboraciones con otras institucionescomoes la FDA, la EPA
y el USDA para establecer el monitoreo de la resistencia antimicrobiana en
bacterias entéricas entre las personas, los animales para el consumo humano,

asi como los alimentos. (CDC, 2021)

Situacion actual en México

En México son pocos los institutos que se dedican a la investigacion sobre la
resistencia antimicrobiana, sin embargo el Instituto Nacional de Salud Publica,
es unaentidad que se encarga de la vigilancia epidemiolégica y molecular de la
resistencia antimicrobiana, con el fin de apoyar la prescripcion y las politicas
sobre los antibidticos, dicho instituto lleva a cabo el trabajo con mas de 20
hospitalesen la RepublicaMexicana, alrededor de 8 laboratorios en el extranjero
y presenta colaboracionescon diversas redes de vigilancia (Instituto Nacional de
Salud Publica , 2020).

Las acciones que estan llevando a cabo otros érganos regulatorios a nivel
internacional por la FAO, la OMS, asi como la OIE, también involucran algunas
repercusiones en nuestro pais, pues estos érganos hacen un llamado para que
se implementen acciones locales, nacionales y globales, basados en un

planteamiento multidisciplinario, bajo la premisa “One health”,en donde se busca
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que los paises puedan contribuir en minimizar la aparicion y propagacion de
microorganismos resistentes a los antimicrobianos, asi como asegurar que los
agentes antimicrobianos sigan siendo efectivos y Utiles para curar
enfermedades, promover su uso de manera prudente y responsable asi como

garantizar el acceso a medicamentos de buena calidad.

Con el fin de dar cumplimiento a los compromisos hechos por México ante la
OMS, en México se cuenta con la “Estrategia Nacional de Accién contra la
Resistencia a los Antimicrobianos”, en donde México se ha comprometido a
establecer los mecanismos necesarios para poder reducir al maximo la
resistencia antimicrobiana con lo establecido a nivel tanto nacional como
internacional (COFEPRIS, 2018).

La estrategia nacional de accion contra la resistencia a los antimicrobianos tiene
como objetivo general contener las acciones necesarias que vinculen la salud
humanay la salud animal, asi como la produccion de alimentos, encaminadas a
controlar, reducir o, en su caso, eliminar el riesgo que implica la resistencia
antimicrobiana. Al mismo tiempo que el uso de los antimicrobianos
sea responsable en México, se busca garantizar a la poblacién, en la medida de
lo posible, la accesibilidad y continuidad de tratamientos exitosos para las
enfermedades infecciosas, asi como contar con medidas eficaces para su
prevencion, incluyendo atodos los involucrados en las acciones especificas, la
academia, los profesionales de la salud, tanto del sector publico como privado,
las organizacionesciviles, laindustria de los insumos para la salud, asi como las

asociaciones de profesionales afines (Consejo de Salubridad General , 2018).

4.2 Control microbiolégico y de calidad en la carne

El lavado y la desinfeccién en la industria alimentaria son las principales
operaciones que afectan la seguridad y la estabilidad de los productos finalesy
por lo tanto son puntos criticos de los procesos de produccion. En la produccion
de alimentos, la limpieza y la higiene tienen que mantenerse dentro de las
Buenas Practicas de Higiene (BPH), las cuales son la base de los principios del

sistema HACCP. Con respecto a la resistencia antimicrobiana que existe dentro
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de la industria alimentaria, el proceso de lavado, asi como de desinfeccion, son
procesos claves que tienen un efecto en el control de los microorganismos que
presentan resistencia antimicrobiana, asi como aquellos otros patégenos que
pueden generar una posible afeccién en los consumidores.

El lavado es un proceso que consiste en la completa eliminacion de la suciedad
de las superficies sometidas a este proceso, usando de forma tipica agentes
fisicos como son el cepillado, enjuagado (alta presion y baja presion), o bien el
uso de agentes quimicos como son &cidos organicos, mientras que la
desinfeccion consiste en la eliminacion selectiva de microorganismos
indeseables que causan descomposicion de los productos alimenticios o
perturban el curso apropiado del proceso tecnoldgico, siendo el principal enfoque
los patdégenos, los cuales representan un alto riesgo para la salud humanay
animal. La desinfeccion destruye los microorganismos gracias a su efecto en la
estructura o metabolismo de estos. Asi pues, la desinfeccion depende de

factores como la duracién del proceso y la concentracion del desinfectante
(Bilskah, 2015).

El lavado y la desinfeccion son dos procesos diferentes, los cuales deben
llevarse a cabo para tener limpias y sanitizadas las instalaciones, maquinara,

asi como instrumentos que son empleadas en la industria alimentaria con el
objetivo de preservar la inocuidad de los alimentos.

Etapas de lavado y desinfecciéon

El proceso de lavadoy desinfeccidn se llevan a cabo en la noche en las plantas
de procesamiento de carne (se realizan en este horario debido a que es la hora
en la que finaliza el altimo turno y debe prepararse todo para el comienzo del
nuevo turno). Las maquinas individuales (moledoras, cortadoras, etc.) asi como
aguellos equipos que tienen contacto con el producto como pueden ser bandas
transportadoras y los implementos auxiliares (navajas, contenedores) deben de
limpiarse con frecuencia. Dentro de la literatura se encontré que las etapas que
se llevan dentro de la industria carnica son las que se mencionan a continuacion
(Bilskah, 2015):
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Preparacion del enjuagado: se realiza la remocion de grandes
fragmentos del producto (tejido muscular, pedazos de hueso, sangre,
etc.). Se lleva a cabo para proporcionar las condiciones adecuadas para
el lavado, solo dura unos segundos y remueve el 30% de los residuos.
Procedimiento de lavado: se lleva a cabo la eliminacion de suciedad y
residuos que pueden permanecer después del proceso de produccion en
las superficies de las maquinasy equipos. Es importante que esta etapa
se lleve con profundidad.

Enjuagado: para remover residuos de las sustancias quimicas que se
han aplicado en el lavado, ademas que en esta etapa se “arranca” la
suciedad, dejando expuesta asi la biopelicula de microorganismo que se
encuentre.

Desinfeccion: es la penetracion de la biopelicula e inactivacion de los
microorganismos. Esta se puede realizar solo en superficies lavadas
profundamente, en donde se emplean preparaciones a base de varios
tipos de sustancias activas. Dentro del mercado se puede encontrar una
amplia gama de sustancias que pueden emplearse, de las cuales cada
unatiene sus propias limitaciones y ventajas.

Enjuagado final: se debe realizar con agua potable. La calidad
microbioldgica del agua determina la posibilidad de una contaminacion
secundaria de las superficies que se encuentren adecuadamente

desinfectadas.

Agentes de lavado y desinfeccion

Para aplicar un desinfectante primero se necesita identificar la microbiota que se

encuentraen mayor cantidad,ya quela accién que puede ejercer esta en entomo

a la membrana citoplasmatica, la desnaturalizacion de proteinas, degradacion

de &cidos nucleicos, oxidacion de grupos sulfhidrico y la formacion de enlaces

estables con otros compuestos. Las células bacterianas bajo la proteccion de la

capa de biopelicula son 1000 veces mas resistentes a la accion de los agentes

desinfectantes que las células en estado planctonico (bacterias que se

encuentran aisladas en una fase liquida).
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Para reducir las biopeliculas, los procedimientos utilizados con mayor frecuencia
son (Bilskah, 2015):

Proceso fisico: acciéon mecanica; fregado y raspado, proceso térmico;
agua caliente aire caliente, rayos laser, ultrasonido, procesamiento por
radiacion.

Procesos quimicos: agua electrolizada, ozono, EDTA, acido peracético,
oxoclorato de sodio, cloros.

Procesos biologicos: bacterias antagonistas, bacteri6fagos,

bacteriocinas, enzimas.

En la practica, son usados frecuentemente los métodos quimicos, ya que los

agentes de lavado que presentan accion bactericida y asi disminuyendo la

microbiota presente, los mas usados son (Bilskah, 2015):

1.

Compuestos clorados: oxoclorato de sodio, cloraminas, etc. En contacto
con las células microbianasliberan oxigenoionizado, el cual desnaturaliza
las proteinas y destruye estructuras de la membrana citoplasmatica y la
desactivacion de enzimas que contienen el grupo -SH. El diéxido de cloro
es efectivo contra bacterias y virus; destruyen la membrana celulary el
nucleo de las bacterias.

Compuestos de amonio cuaternario: tensoactivos catiénicos. Alteran la
permeabilidad de la pared celulary su membrana de las bacterias. Actian
en un amplio rango de pH y no causan corrosion.

Peréxidos: comprende principalmente al peroxido de hidrégeno. Actia
en bacterias, virus, bacterias y hongos. El 4cido peracético se usa a
menudo contra esporas, virusy hongos, su accién consiste en: oxidacion
de grupos -SH y oxidacién de dobles enlaces encontrados en las
membranas celulares. Con respecto a los microorganismos, consiste en
la liberacion de oxigeno activo, el cual destruye proteinas, acidos
nucleicos y grasas.

Alcoholes: propanol y etanol. Causan la desnaturalizacion de todas las
proteinas y la disolucion de lipidos.

Aldehidos: formaldehido y el glutaraldehido
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La efectividad del lavado y la desinfeccidn puede estar sujeta a varios factores,
tales como: laduracién del ciclo de lavado, la temperatura, conductividad, pH de
los agentes de lavado, velocidad del flujo, presién, etc. La limpieza se puede
asegurar mediante la aplicacion de (Bilskah, 2015):

e Evaluacién visual de la limpieza de las instalaciones y equipo: ésta
es una evaluacion cualitativa y subjetiva. Sin embargo, no es
recomendable a nivel industrial o profesional.

e Método 6ptico (turbidimétrico): consiste en la determinacion del grado
de turbidez de la solucion de lavado.

e Método eléctrico: consiste en la determinacion de la conductividad
eléctrica del liquido que fluye.

e Meétodos microbiolégicos: los cuales pueden consistir en:

> Recoleccion defrotis (el cual puede ser de las superficies, asi como
de las manos de los empleados), preparacion de cultivos y
verificacion de unidades formadoras de colonias (UFC).

» Evaluacién de la pureza del aire, en donde se puede emplear el
método de sedimentacion o impactacion.

» Determinacion de concentracion de ATP, por bioluminiscencia. La
presenciade ATP en las muestras recolectadas indicala existencia
de contaminantes organicos (residuos animales y vegetales, asi

COMO microorganismos).
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Capitulo 5. Protocolo: Aislamiento de bacterias resistentes a
antimicrobianos a partir de productos carnicos

Objetivos

o Determinar la presencia de microorganismos resistentes a sustancias
antimicrobianas a partir de muestras carnicas (de productos bovinosy
avicolas)

o Explicarel fundamentode la identificacion microbiana mediante el uso del
analizador analitico MALDI-TOF.

» Resaltar la importancia de la identificacion optima de la probable
presencia de microorganismos resistentes a sustancias antimicrobianas

en muestras procedentes de alimentos.

Fundamento de la técnica

En los alimentos, los microorganismos presentes en cada matriz alimentara
posiblemente se encuentren dafiados por el proceso de elaboracion o por los
factores intrinsecos asociados al alimentoy generalmente, estan acomparfados
por un gran numero de microorganismos competidores similares a ella
(microbiota acompafiante). Por estas caracteristicas previamente mencionadas,
es importante llevar a cabo una metodologia en la cual se pueda aislar el
microorganismo de interés; particular para el presente trabajo se desea aislar
aguellos microorganismos que presenten resistencia antimicrobiana. El
procedimiento para la determinacion y el aislamiento de dichos microorganismos
consta de cuatro etapas; en la primera etapa se lleva a cabo un pre-
enriquecimiento en un medio nutritivo no selectivo para facilitar la recuperacion
de los microorganismos hasta restaurar a unacondicion fisiolégica estable, sin
embargo para las muestras carnicas a analizar al ser parte del tracto
gastrointestinal de las especies de las que provienen (bovinoy avicola), la carga

microbianaes elevada, por lo que esta etapa se llevara por un periodo de tiempo
reducido, con el fin de que la carga microbiana no aumente.
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Enlasegundaetapa, el aislamiento selectivo de los microorganismos resistentes
presentes en las muestras carnicas se lleva a cabo empleando medios de
cultivos selectivos, como los son el medio Eosinay Azul de metileno (EMB) y
Endo, en este caso ambos medios son selectivos e ideales para el desarrollo de
microorganismos Gram negativos. Para el caso del medio EMB la selectividad
es conferida gracias a la eosinay el azul de metileno, los cuales son sustancias
gue ejercen un efecto inhibitorio sobre una amplia variedad de bacterias Gram
positivas y, por otra parte, en el medio Endo, es ligeramente menor selectivo ya
que en su formulacién presenta sulfito de sodio con fucsina béasica, evitan el

crecimiento de bacterias Gram positivas y otros bacilos Gram negativos

Con respecto al medio Luria-Bertani (LB), este se emplea como un medio no
selectivo con el propésito de obtener el crecimiento microbiano de aquellas
bacterias que tuvieron una supresion en los medios selectivos. Para todos los
medios se les suplementa con un antibiético, el cual ejercera la seleccion
selectiva de los microorganismos resistentes a dicho antibiético empleado. En la
tabla 4 se enlistan las sustancias a evaluar:

Tabla 4. Antibiéticos y concentraciones empleadas para la etapa de

aislamiento selectivo.

Antibiotico Espectro de inhibicion? Concentracion Concentracion
de stock? final en caja
mg/mL Petri? pg/mL

Se une de manera reversible a la
proteina L16 de la subunidad 50S de
los ribosomas bacterianos, donde se
evita la transferencia de aminoéacidos a
las cadenas peptidicas en crecimiento
(quizds mediante la supresion de la
Cloranfenicol actividad de la peptidil transferasa), lo 34 25
qgue inhibe la formaciéon de enlaces
peptidicos y la subsiguiente sintesis
proteica (OPS, 2019). Es un antibiotico
de amplio espectro cuyo espectro
incluye varias bacterias Gram positivas
y Gram negativas.

Las tetraciclinas inhiben la sintesis de
proteinas bacterianas al impedir la
asociacion de aminoacil-tRNA con el
Tetraciclina ribosoma bacteriano (Kumar, 2017). 5 10
Presenta actividad contra bacterias

62



Gram positivas y bacterias Gram
negativas.

Los aminoglucosidos son compuestos

gue actian sobre los ribosomas. Por
Kanamicina accion del antibitico se induce el 1 10
reordenamiento de los
lipopolisacaridos de la pared
bacteriana, produciéndose orificios
transitorios en la pared celular y, como
consecuencia, un aumento de su
permeabilidad. Una vez en el interior
de la bacteria, el antibiotico se fija alos
ribosomas bacterianos e inhibe la
sintesis proteica (OPS, 2019). Los
Estreptomicina  aminoglucoésidos son atiles 1 20

principalmente en infecciones que

involucran bacterias aerobias Gram

negativas

Gentamicina

! (Kumar, 2017) y (OPS, 2019).
2(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2021).

En la tercera etapa, también conocida como la etapa de purificacion se lleva a
cabo la siembra de aquellas colonias aisladas obtenidas de la etapa previa de
aislamiento selectivo (en este caso se seleccionan colonias que presenten
caracteristicas morfolégicas diferentes, las cualespueden ser el color, el tamafio
y en aquellos medios selectivos si son 0 no fermentadores de lactosa) con el fin
de obtener microorganismos aislados. Esta etapa de purificacion se
complementa con la elaboracion de tinciones de Gram para poder verificar la
pureza. Finalmente, en la cuarta y ultima etapa, al obtener colonias purificadas,
estas se siembran en medio no selectivo (agar LB + antibi6tico) ya que estas

seran empleadas para su posterior identificacion bacteriana.

Con respecto a la segunda parte de este protocolo, relacionada con la
identificacion bacteriana de los microorganismos resistentes, se lleva a cabo
mediante el empleo del equipo MALDI-TOF, que permite la utilizacion de la
espectrometria de masas en la identificacion de microorganismos mediante el
analisis de proteinas, principalmente ribosomales, a través de la creacion de un

espectro de masas que es especifico para cada géneroy especie (Maldonado
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et al., 2018). Con esta nueva tecnologia se obtiene de manera mas precisa la
identificacion de las bacterias en comparacion de los métodos fenotipicos, los
cuales dependen de los procesos metabdlicos que los microorganismos llevan a
cabo y donde ademas los tiempos de incubacion minimos son importantes para

resultados confiables.

Medios y diluyentes empleados

e 225 mL de caldo lactosado

e Solucion isoténica estéril

o Agar EMB + antibi6tico

o Agar Endo + antibittico

o Agar LB + antibiotico

e Soluciones Stock de antibidtico a evaluar (ver tabla 4)

Materiales y equipo

o Gradilla

« Matraz Erlenmeyer de 500 mL

o Micropipeta de 100 a 1000 uL

« Puntas estériles para micropipeta de 100 a 1000 pL

« Varillas en “L” estériles

« Asa bacterioldgica

o Palillos de maderas estériles

« Utensilios estériles (cuchillo, tenedor, pinzas) para toma de muestra
e« Mechero

e Piseta con agua

o Portaobjetos

o Balanza granataria

« Stomacher (homogeneizador peristéltico)

» Bolsas de plastico estériles para Stomacher

e Incubadoraa37°C

o Refrigerador

e Microscopio 6ptico

o Equipo analizador MALDI-TOF-MS Biotyper BRUKER
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Muestra

25 g de muestra a analizar, perteneciente al tracto gastrointestinal del animal de

abasto, como puede ser, intestino, higado, estomago, o bien molleja en caso de

muestras provenientes de aves. Se recomienda que la muestra sea proveniente

de rastros municipales y que esta permanezca a una temperatura de

refrigeracion desde su obtencidn hasta su recepcion en el laboratorio.

Es importante que todas las muestras a analizar se encuentran etiquetadas. En

este caso, como se puede ver en la tabla 5 se muestra un ejemplo de los datos

que debe de contener.

Tabla 5. Ejemplo de etiqueta empleada para muestras

Facultad de Quimica, UNAM.

Aislamiento de Dbacterias resistentes a
antimicrobianos a partir de productos carnicos.

Caodigo:

02RH050922

Nombrey descripcién del producto:

Higado de res

Fecha:

05 de septiembre de 2022

Horay lugar del muestreo: 08:45 am

Rastro de Ferreria. Av. De las Granjas s/n, Santa
Barbara, Azcapotzalco,02230, CDMX.

Temperatura de la
muestra:

14°C

Condiciones del empaque:

Bolsa de plastico

Temperatura de muestra
en el laboratorio:
18°C

Condiciones generales del producto:

Producto perecedero de color caracteristico. Sin
presencia de olores extrafios.

Muestreado por:

Lorena Garcia Romero
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Diagrama general para la etapa de determinacién y aislamiento de
microorganismos resistentes a sustancias antimicrobianas

Etapa de pre-enriquecimiento

225 mL de caldo lactosado + 25 g de muestra

¥

Incubar a 37°C /1 hora

v v v
Aislamiento selectivo m:ﬁ‘:ﬁ;'g'g?ﬁ Eiliﬁr;i:ﬁ en Aislamiento selectivo
Inocular 0.3 mL de cultivo en ) Inocular 0.15 mL de cultivo en

agar Endo + antibidtico a
evaluar

agar EMB + antibidtico a evaluar agar LB+ antibiotico a evaluar

h 4

Incubara 37°C/ 18t 2h

h 4

Purificacion
Seleccion de colonias tipicas v resiembra en medios
selectivos

v

h 4

Incubara 37°C/ 18t 2h

¥

Tinciones de Gram
Verificar la pureza de las colonias obtenidas

h i
Resiembra en medio nutritivo
Inoculacion por agotamiento en agar LB =
antibiotico

¥

Incubara 37°C/ 18+ 2h

Figura 16. Procedimiento general para la determinaciéon y aislamiento
de microorganismos resistentes a antimicrobianos.
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Diagrama general para identificacion bacteriana mediante el analizador
MALDI-TOF

Toma de muestra

Tomar una fraccion de las colonias purificadas
provenientes de agar LE + antibiotico v
depaositar en los pozos

l

Pre tratamiento de las muestras

Agregar 1 pL de 1a solucion matriz MALDI y se
deja secar a temperatura ambiente

l

Lectura de las muestras

Insertar tarjeta en el analizador MALDI-TOF,
agregar etiqueta a las muestras v correr el
equipo

l

Obtencion de los resultados

Figura 17. Procedimiento  general para Ila ftipificacion de
microorganismos resistentes a antimicrobianos mediante el uso del
analizador MALDI-TOF Biotyper Bruker Daltonik.

Procedimiento experimental

a) Aislamiento de microorganismos resistentes a antimicrobianos
|. Etapade pre-enriqguecimiento
1. Con ayuda de los cubiertos estériles muestrear 25 g de la muestra (ya sea

higado, intestino o bien molleja) en zona aséptica y poner la muestra en
bolsa de plastico
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Agregar aproximadamente la mitad del caldo de pre-enriquecimiento a la
bolsa de plastico que contiene la muestra y homogeneizar con ayuda del
Stomacher por 2 minutos a velocidad normal.

Llevar la muestra a incubar a una temperatura de 37°C durante una hora.

Etapa de aislamiento selectivo

Al terminar el periodo de incubacién, agregar a los medios selectivos en
condiciones asépticas (agar EMB + antibiéticoy agar Endo + antibi6tico)
300 uL en las placas y distribuir el inoculo con ayuda de la varilla en “L”
estéril con el fin de obtener colonias aisladas. Para el caso del agar LB +
antibidtico se agregan 150 uL del caldo de pre-enriquecimiento y se
esparce nuevamente con ayuda de la varilla en “L” estéril.

Los medios de cultivo se incuban a 37°C durante 16-20 horas.

Observar y anotar las caracteristicas morfologicas de las colonias
obtenidas.

Etapa de purificacion

De las colonias obtenidas de la etapa de aislamiento selectivo se
seleccionan 6 colonias con caracteristicas diferentes (principalmente
fisicas como puede ser coloracién, tamafio o cambio de color del medio
que senalen que sean fermentadoras) esto sera para cada medio de
cultivo con antibidtico y estas se siembran en una caja del mismo agar
selectivo del que proviene respectivamente.

Incubar a 37°C durante 16-20 horas.

Llevar a cabo tincion de Gram para identificar si se cuentan con colonias
purificadas (se debe de observar que se encuentre un solo tipo de
microorganismo y por lo tanto de morfologia).

En el caso de que se observe diferentes morfologias o bien diferentes
bacterias (Gram positivas 0 Gram negativas) se resiembra nuevamente

en los medios selectivos con antibiético, hasta obtener colonias puras.
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b)

Etapa de resiembra en medio nutritivo

. Con ayuda de palillos de madera estériles, tomar una fraccién de colonia

proveniente de los medios selectivos y sembrar en un medio no selectivo,

como es el agar LB suplementado con el antibiético del que proviene.

. Llevar a cabo la inoculacién por cuadrante con el fin de obtener colonias

aisladas.
Incubar a 37°C durante 16-20 horas.

Identificacién bacteriana de los microorganismos aislados de las

muestras

De los microrganismos aislados y purificados del punto anterior, se tomar
en zona aséptica una colonia con ayuda de un palillo estéril y esta se
deposita en un pocillo de la tarjeta de lectura del equipo analizador
MALDI-TOF Biotyper. Es importante esparcir una cantidad considerable

de la muestra en el pocillo para tener una correcta lectura.

. Se realiza un pretratamiento de la muestra, se agregara 1 uL de la

solucion de matriz MALDI (Bruker IVD HCCA (Acido acrilico 2-ciano-3-(4-
hidroxifenil) disuelto en solvente estandar (50% acetonitrilo, 47.5% agua
y 2.5% de acido trifluoroacetico) y se deja secar a temperatura ambiente.
Colocar la tarjeta en el equipoy con ayuda del software agregar una
etiqueta a cada una de las muestras a identificar.

Correr lalectura y esperar al reporte final con los resultados obtenidos de
la identificacion bacteriana.

Después de que los microorganismos problema hayan sido identificados
mediante el MALDI-TOF, se pueden obtener tres resultados; una Unica
identificacion con un nivel de confianza elevado (calificacion de 2.0 - 3.0),
resultados de identificacion con niveles de confianza préximos
(calificacion 1.70 — 1.99) o ningun resultado (calificacion de 0.00 — 1.69).
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Capitulo 6. Resultados experimentales

Para el presente proyecto se llevé a cabo el andlisis de tres diferentes muestras
carnicas, las cuales fueron higado e intestino de res y molleja de pollo, a cada

una se le aplico el protocolo establecido (ver capitulo 5). A continuacién, se
encontraran los resultados que se obtuvieron.

6.1 Resultados experimentales de la muestra de higado de res

Del aislamiento de microorganismos resistentes a sustancias antimicrobianas
provenientes de la muestra de higado de res, se llevo a cabo el analisis de 31
colonias aisladas. Se realiz6 su identificacion bacteriana, solo en el caso de una
colonia el equipo analizador MALDI-TOF no pudo expresar ningun resultado, lo

cual se le puede atribuir a la cantidad de muestra que se utilizo (Kostrzewa &
Pranada, 2016).

En la tabla 6 se puede observar los resultados condensados del crecimiento

presentado en los diferentes medios con antibiético.

Tabla 6. Resultados obtenidos de la muestra de higado de res
Microorganismos aislados de
Antibiotico muestra de higado de res Total Porcentaje de
Escherichia Hafnia alvei crecimiento
coli
Tetraciclina 8 3 11 37%
Cloranfenicol 7 0 7 23%
Kanamicina 6 0 6 20%
Estreptomicina 5 1 6 20%
Gentamicina 0 0 0 0%
Total 26 4 30 100%

Se identifico la presencia principalmente de dos tipos de género, en donde la
mayor cantidad de microorganismos aislados corresponden a Escherichia coli
(87%), y en menor cantidad Hafnia alvei (13%), en ambos casos dichos géneros

de microorganismos pertenecen a la familia de las Enterobacterias (ver figura
18).
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H. alvei - 13%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Porcentaje de aislamientos

Figura 18. Microorganismos resistentes a sustancias antimicrobianas
aislados de la muestra de higado de res.

6.2 Resultados experimentales de la muestra de visceras de res

Para esta muestra, las visceras que se analizaron fueron las abdominales, de
las cuales se selecciond una porcion del intestino del animal, por lo que la
presencia de diferentes microorganismos era algo esperado debido a que existe
una gran diversidad microbiana en esta zona. Se aislo e identific6 una mayor
cantidad de microorganismos en comparacion a muestra de higado de res, pues
en total fueron 60 aislamientos analizados. De los microorganismos que se
aislaron e identificaron, Escherichia coli, que como en el caso de la muestra de
higado, fue el microorganismo que se aisl6 en mayor proporcién (46%), en
segundo lugar, el que se aislé en mayor cantidad fue del género Aeromonas
(34%) y para este caso se obtuvieron diferentes especies, como son Aeromonas
sp., Aeromonas veronii, Aeromonas bestiarum, Aeromonas eucrenophila, y
Aeromonas salmonicida. En tercer lugar, se encontré6 Hafnia alvei (15%) y
finalmente se pudo determinar la presencia de Lelliottia amnigena, Moellerella
wisconsensis y Enterococcus faecalis (ver figura 19).

De igual manera, en la tabla 7 se puede observar los resultados condensados

del crecimiento presentado en los diferentes medios con antibiotico.
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Tabla 7. Resultados obtenidos de la muestra de visceras de res.

Microorganismos aislados de muestra de visceras de

Antibi6tico res Total  Poreontae
E. H. Aeromonas L. M. . imiento
colit alvei? amnigena®  wisconsensis® faecalis® crecimien

Tetraciclina 7 3 1 1 0 0 12 20%

Cloranfenicol 15 4 0 0 0 0 19 32%

Kanamicina 0 0 6 0 0 0 6 10%

Estreptomicina 5 2 4 0 1 0 12 20%

Gentamicina 0 0 10 0 0 1 11 18%

Total 27 9 21 1 1 1 60 100%
"Microorganismos pertenecientes al género Escherichia
2Microorganismos pertenecientes al género Hafnia
3 Microorganismos pertenecientes al género Lelliottia
4Microorganismos pertenecientes al género Moellerella
SMicroorganismos pertenecientes al género Enterococcus
E. faecalis [l 2%
M. wisconsensis [l 2%
L. amnigena W 2%
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Figura 19. Microorganismos resistentes a sustancias antimicrobianas

aislados de la muestra de visceras de res.

6.3 Resultados experimentales de la muestra de mollejas de pollo

Finalmente, con respecto a la tercera y ultima muestra analizada, la cual
corresponde a una muestra de molleja de pollo. Se aislé6 un total de 71
microorganismos de los cuales se logré llevar a cabo la identificaron de 26
microorganismos (aproximadamente el 37%, posteriormente se llevara a cabo la
identificacion bacteriana de los microorganismos faltantes). EI mayor
microorganismo aislado de los medios suplementados con antibiotico fue E. coli
(73%) y ademas se identifico al género Aeromonas (15%), de los cuales se aisl6
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A. veronii y A. medio. Con respecto al aislamiento de microorganismos Gram
positivo se determind la presencia de Macrococcus caseolyticus y Macrococcus
canis (15%) (ver figura 20).

En la tabla 8 se puede observar los resultados condensados del crecimiento

presentado en los diferentes medios con antibiotico de la muestra de molleja de

pollo.
Tabla 8. Resultados obtenidos de la muestra de molleja de pollo
Microorganismos aislados de
Antibiotico muestra de higado de res Total Porcentaje
Escherichia Hafnia  Macrococcus! de
coli alvei crecimiento
Tetraciclina 8 3 2 6 23%
Cloranfenicol 7 0 1 3 12%
Kanamicina 6 0 0 6 23%
Estreptomicina 5 1 1 5 19%
Gentamicina 0 0 0 6 23%
Total 26 4 1 26 100%

"Microorganismos pertenecientes al género Macrococcus

Macrococcuss - 15%

Aeromonas - 12%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

Porcentaje de aislamientos

Figura 20. Microorganismos resistentes a sustancias antimicrobianas

aislados de la muestra de mollejas de pollo (Representacion del 37% de
los aislamientos identificados de la muestra).
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Capitulo 7. Discusion de resultados

Conrespecto a los resultados obtenidos, se pudo llevar a cabo el aislamiento de
bacterias resistes a sustancias antimicrobianas a partir de diferentes productos
carnicos (higado y visceras de res y mollejas de pollo). provenientes de dos
diferentes especies (bovina y avicola). Se emplearon cinco diferentes
antibidticos; tetraciclina, cloranfenicol, kanamicina, estreptomicina vy
gentamicina, que pertenecen a diferentes categorias de antibioticos;
tetraciclinas, cloranfenicol y aminoglucésidos. Las concentraciones a las que se
trabajaron los antibioticos fueran aquellas establecidas por el CLSI (ver tabla 4).
Toda la metodologia realizada para obtener los resultados fue una propuesta

experimental (capitulo 5) de la cual se obtuvieron resultados experimentales
satisfactorios.

Algo a destacar es el uso del equipo MALDI-TOF biotyper, el cual fue una
herramienta de gran ayuda en la identificacion bacteriana de los aislamientos
obtenidos. Con respecto a lo encontrado en la bibliografia esta tecnologia es
altamente reproducible, segun Kostrzewa y Pranada (2016) en un estudio
internacional, ocho laboratorios analizaron 60 muestras y lograron obtener una
reproducibilidad entre laboratorios del 98.75%. Las ventajas que tiene este
equipo es que acorta el tiempo del andlisis, el equipo es capaz de analizar 96
muestras en unasola corrida. Si se compara con otros métodos convencionales
para la identificacion bacteriana, como son las pruebas bioquimicas, se ahorra
tiempo, medios de cultivo y asi mismos errores en la caracterizacién de los
microorganismos, ya que los métodos convencionales conllevan a que existan
problemas en la interpretacion de resultados, asi como la existencia de

resultados falsos en algunas de las reacciones que se pueden llevar a cabo
(Kostrzewa & Pranada, 2016).

Dentro de los resultados obtenidos de la identificacion bacteriana, solo uno que
pertenece a la muestra de higado, no se pudo identificar esto se pudo deber a

unasefial insuficiente (atribuido a la cantidad de muestra utilizada) (Kostrzewa
& Pranada, 2016).
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7.1 Discusion de resultados experimentales de muestra de higado de res

De los resultados obtenidos de la muestra de higado de res se determiné la
presencia de dos tipos de género, en donde la mayor cantidad de
microorganismos aislados corresponden a Escherichia coli (87%), y en menor
cantidad Hafnia alvei (13%), en este caso ambos géneros de microorganismos

pertenecen a la familia de las Enterobacterias.

De los aislamientos que se realizaron se obtuvo una mayor cantidad de
microorganismos resistentes a tetraciclina (37%) y para el caso de cloranfenicol,
kanamicinay estreptomicina se obtuvieron porcentajes muy similares. Solo para
el caso de la gentamicinano se pudieron obtener aislamientos. Se puede decir
gue para esta muestra existe una mayor resistencia antimicrobiana para las
tetraciclinas, sin embargo, para los aminoglucdésidos, como es el caso de la
kanamicinay estreptomicina se obtuvo un porcentaje de resistencia similar y
para el caso de la gentamicina, el cualtambién es un aminoglucésido, no se pudo
aislar ninguna colonia en la etapa de aislamiento selectivo debido a que se

obtuvo un crecimiento microbiano excesivo.

Esto contrapone los resultados obtenidos de los otros dos aminoglucdsidos
empleados, ya que al ser de la misma familia de antibiéticos se esperaria un
crecimiento similar a los otros. Dentro de la literatura se encontré que en el caso
de los aminoglucésidos la presencia de iones magnesioy calcio en el medio de
crecimiento, asi como situaciones que disminuyen el potencian transmembrana
(pH acido, ambiente anaerobio o hiperosmolaridad), pueden reducir la difusion
del aminoglucédsido al interior de la bacteria (Calvo & Martinez-Martinez, 2009).
En este caso se tendria que volver a realizar los aislamientos considerando los
puntos anteriores con el fin de disminuir aquellas interferencias que puedan
conllevar a resultados erroneos.

De los microorganismos identificados como Hafnia alvei, la mayor cantidad de
estas bacterias resistentes provienen de aquellos medios suplementados con
tetraciclinay solo un aislamiento de gentamicina. Para el caso de E. coli, el mayor
aislamiento se obtuvo de los medios suplementados por tetraciclina, seguidos

por cloranfenicol, kanamicina y estreptomicina (ver resultados en el capitulo 6).
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Hafnia alvei es unabacteria Gram negativa que de acuerdo con la literatura es
un microorganismo perteneciente a la microbiota intestinal humanay para este
caso, también en diferentes mamiferos como es el caso de lares. La peculiaridad
de este microorganismo reside en que su aislamiento en casos clinicos sigue
siendo poco frecuente. Hafnia alvei ha evidenciado un aumento de la resistencia
a los antibiéticos y ademas de que este microorganismo comparte algunos
mecanismos de virulencia con otros patégenos Gram negativos como es E. coli
(Ramos-Vivas, 2020).

Esta bacteria se ha asociado con una amplia coleccion de infecciones como son
septicemia, neumonia, sindrome urémico hemolitico, meningitis, etc. Cabe
destacar que este microorganismo presenta genes para la comunicacion
bacteriana (quorum-sensing), movilidad, quimiotaxis, formacion de apéndices
superficiales (fimbrias) y para formacion de peliculas (biofilms) (Ramos-Vivas,
2020). La presencia de este microorganismo dentro de la muestra cérnica
analizada indica un riesgo para los consumidores. Ramos-Vivas (2020)
considera que H. alvei es un patdégeno facil de tratar, sin embargo, el aumento
de la resistencia antimicrobiana hace que este microorganismo en un futuro
genere una alerta y tenga mas relevancia.

Como bien se menciona, la resistencia antimicrobiana que poseen los
microorganismos se encuentra mediada por su material genético. Dentro de la
literatura se encontré que los plasmidos IncF (50-200 pb) que se encuentran en
E. coli puede presentar determinantes de resistencia contra todas las clases
principales de antimicrobianos como pueden ser los [-lactamicos,
aminoglucésidos, tetraciclinas, cloranfenicol y quinolonas (McAuley & Fegan,

2021). La presencia de este tipo de plasmidos en cepas de E. coli genera la

presencia de microorganismos multirresistentes a sustancias antimicrobianas.
Para el caso de este proyecto no se puede establecer la multirresistencia (esta
caracteristica ocurre cuando una bacteria exhibe resistencia a tres o0 mas clases
diferentes de antibiéticos) de los aislamientos de E. coli que se obtuvieron ya
que, en el caso de la identificacion microbiana, solo el equipo analizador
proporciona el género y especie del microorganismo en cuestion. Sin embargo,
los aislamientos que se realizaron provienen de los antibiéticos evaluados, a

excepcion de la gentamicina. Para determinar si los aislamientos provienen de
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una misma cepa se debe de llevara cabo una PCR (en donde se podria llevar a
cabo la amplificacion de un gen en particular o bien llevar a cabo la
secuenciacion del DNAy compararlos con una base de datos como es el BLAST)
para conocer si los microorganismos identificados dentro de este género y

especie corresponden ala misma cepay presentan una multirresistencia.

En relacién con la muestra analizada, el higado, es el principal 6rgano que lleva
a cabo las reacciones de biotransformacion de las sustancias que entran al
organismo, como los son los antibioticos. En un estudio realizado en la
Universidad de Guanajuato se demostro la presenciade antibiéticos en muestras
de higado de res mediante el método de Kirby- Bauer, en donde placas de
Mueller-Hinton inoculadas con la cepa de E. coli ATCC 25922 se colocaban
porcionesde higado (similar a los discos de antibiéticos) y se evallola formacion
de halos de inhibicion (Monroy et al., 2015).

Con base a estos resultados se puede considerar que en la muestra analizada
proveniente del higado podria contar la presencia de antibiéticos, lo que puede
conllevar a que los microorganismos presentes puedan desarrollar una
resistencia antimicrobianay en consecuencia generar un problema ya que la
resistencia antimicrobiana se puede propagar entre los animales destinados al
consumo humanoy a su vez a los consumidores. La mejor manera de contener
la resistencia antimicrobiana y mejorar la prevencion de infecciones es mediante
el uso adecuado de los antibidticos ademas de la implementacion de
herramientas para su trazabilidad y que esté en correlacion con centros

especiales para que este problema se vea disminuido.
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7.2 Discusion de resultados experimentales de muestra de visceras de res

Para esta muestra se obtuvieron una mayor cantidad de microorganismos
resistentes a sustancias antimicrobianas, lo cual era algo esperado ya que esta
muestra pertenece a unaparte del sistema gastrointestinal del animal de abasto.
Es importante mencionar que el aislamiento de los microorganismos fue
complicado debido al excesivo crecimiento microbiano de las bacterias ademas

de que la muestra con la que se trabajé presentaba hongos filamentosos y
levaduriformes.

De los microorganismos aislados E. coli como fue en el caso de la muestra de
higado, fue el microorganismo con un mayor porcentaje de aislamiento (46%).
Los aislamientos realizados de E. coli se obtuvieron de aquellos medios de
cultivo suplementados con los antibidticos: cloranfenicol, tetraciclina y
estreptomicina. No existié un crecimiento microbiano en los antibiéticos de
kanamicinaygentamicinadebidoa quelas pocas coloniasque se pudieron aislar
pertenecian a otro tipo de microorganismos. Con ello se, se puede decir que E.

coli puede ser susceptible a estos antibioticos, sin embargo, se debe de realizar
una prueba de sensibilidad para determinar y comprobar esta hipétesis.

Con respecto a los otros aislamientos realizados, se encontr6 una amplia
presencia de bacterias pertenecientes al género Aeromonas, de los cuales se
identificaron A. bestiarum, A veronii, A. salmonicida, A. eucrenophila y
Aeromonas spp. La presencia de este microorganismo en el medio se debe a su
distribucién en el ambiente y que de acuerdo con la literatura se pueden
encontrar en diferentes ecosistemas y que generalmente son aislados de peces
y crustaceos, sin embargo, pueden colonizar ambientes terrestres y pueden ser

identificados de diferentes fuentes como son suelos, plantas, frutas, animales,
aves, entre otros (Qu et al., 2022).

La presencia de Aeromonas en los alimentos es alta. Con base en la literatura
se estipula que los aislamientos de este microorganismo en carne presentan un
porcentaje del 5 al 10% (Qu et al., 2022). Para esta muestra los microorganismos
pertenecientes a este género presentaron una incidencia de aislamientos del

34%, lo cual es mayor a lo sefialado en la literatura.
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Aeromonas tiene diversos factores de virulencia, que promueven la adhesion,
colonizaciéon e invasion en las células huésped. Estos microorganismos que
pertenecen ala familia Aeromonadaceae son capaces de causar infecciones del
sistema gastrointestinal, los cuales si no son tratados adecuadamente pueden
evolucionary generar septicemia. De las bacterias aisladas pertenecientes al
género Aeromonas, se encontrd la presenciade A. salmoniciday A. veronii las
cualestienen la capacidad de causar infeccionesy enfermedades en humanos
(Bastos et al., 2019).

Se puede cuestionar que la presencia de los microorganismos que pertenecen
al género Aeromonas se debe a que en los lugares en donde los animales de
abasto son alimentados, puedan estar diseminados en el suelo o bien que el
agua que los animales consumen no sea potable o que inclusive sean
transportados a lugares en donde haya rios o arroyos y que estos realicen
ingesta de agua en estos posibles lugares. Para esta hipétesis se debe
establecer un sistema de trazabilidad que permita conocer el lugar de donde
provienen dichos microorganismos y asi conocer la manera en que se propaga
(CDC, 2019).

Con respecto a los microorganismos aislados se encontré en la literatura que
Lelliottiaamnigenay Moellerellawisconsensis son bacterias Gram negativas que
pertenecen al género Enterobacteriaceae. L. amnigena, es una bacteria
fitopatbgena que causa enfermedades en plantas se puede encontrar en una
variedad de ambientes. Este microorganismo puede penetrar las plantas y
causar infecciones debido a su potencial para sintetizar una gama amplia de
enzimas/isoenzimas masrapidamente y en grandes cantidades quelas bacterias
saprofitas pectoliticas, un ejemplo de dafio que genera es que causa

putrefaccion blanda en algunas plantas como los tubérculos (Osei et al., 2022).

Dentro de la investigacidn realizada para este microorganismo se encontré que
esta bacteria ha tenido una reclasificacion, pues originalmente en 1960 se
incluyé dentro del género Enterobacter, hasta que en 2013 se propuso la
creacion de este género, Lelliottia spp, en donde dos especies componen este
género: Lelliottia amnigena y Lelliottia nimipressuralis. Dentro de una fuente
consultada se menciona la patogenicidad de Lelliottia amnigena, la cual fue
causante de pionefrosis (dilatacion de la pelvis renal y de los calices) en un
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paciente de 63 afios y tratada con artapenem, sin embargo, debido a la
desactualizacion y limitada evidencia de los patrones de sensibilidad de L.
amnigena, no es posible establecer recomendaciones especificas para el
tratamiento de esta infeccién. A pesar de su papel patbgeno conocido, sus

sensibilidades o resistencias naturales han sido dificiles de establecer (Martin
et al., 2018).

Una hipédtesis que se establecio gracias a su presencia en la muestra analizada
es queel animal de abasto pudo estar en contacto en campos en donde el follaje
destinado para su alimentacion se encentraba contaminado por este
microorganismo, sin embargo, se deberia de llevar a cabo la trazabilidad de
dicha bacteria para determinar su origen y conocer la manera en que este se

propaga entre los animales y como finalmente puede llegar a los consumidores.

Referente a M. wisconsensis, se encontr6 que es una bacteria que puede
aislarse de diferentes muestras ambientales, alimentos, aparato digestivo y
respiratorio humano e inclusive hemocultivos y heridas, por otra parte, lo
particular de este microorganismo es gue en ocasiones puede existir una
identificacion microbiana errbnea con E. coli o K. pneumoniae subespecie
ozaenae debido a la gran similitud en términos de crecimiento segun los medios
y las caracteristicas bioquimicas (Leroy et al., 2016). En una de las fuentes
bibliograficas consultadas se mencionaron el aislamiento de M. wisconsensis a
partir de un hemocultivo de un paciente con colecistitis aguda, sin embargo, los
investigadores mencionan que se requieren mas aislamientos clinicos de este
microorganismo para dilucidar el posible papel de M. wisconsensis en la
colecistitis aguda. Sin embargo, no se ha establecido su patogenicidad en los
humanos, aunque se ha aislado de muestras clinicas distintas de las heces,

como el tejido de la vesicula biliar o la bilis (Aller et al., 2009).

Finalmente, también se aislaron cocos Gram positivos en esta muestra.
Enterococcus faecalis, es una bacteria intestinal comun que se encuentra en
humanosy animales, incluidos mamiferos y aves, que se asocia con diversas
enfermedades bacterianas zoonéticas clinicas. La mayor parte de los
microorganismos aislados fueron bacterias Gram negativas ya que provienen de
los medios Endo y EMB y con respecto al inico microorganismo Gram positivo,
este provenia de los medios de agar LB mas antibiotico.
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Enterococcus faecalis es un microorganismo que con base en la literatura causa
infecciones del tracto urinario, bacteriemia, infeccion de protesis articulares,
infecciones abdominopélvicas y endocarditis, ademas de que una de sus
caracteristicas mas importantes es su alta adaptabilidad en condiciones
ambientales adversas y su potencial desarrollo de resistencia a los antibiéticos
(Alietal., 2017).

Como se mencion® anteriormente, al analizar la parte del tracto gastrointestinal
donde se encuentra la mayor diversidad y cantidad de microorganismos se
esperaba aislar una mayor cantidad de estos y los resultados obtenidos asi lo
demostraron. Para los antibiéticos analizados, existié6 para esta muestra una
mayor resistencia al cloranfenicol,yaque en los medios suplementados con este
antibiético se obtuvo un mayor crecimiento microbiano (32%). Para el caso de la
tetraciclina, estreptomicina y gentamicina, se obtuvieron resultados similares
(20%) y finalmente, para la kanamicina se obtuvo un menor crecimiento de

microorganismos resistentes (10%).

De los resultados obtenidos, se observo que en el caso de los microorganismos
que pertenecen al género Aeromonas tuvieron el mayor crecimiento en aquellos
medios que fueron suplementados con gentamicina, después kanamicinay
finalmente en estreptomicina. Solo un aislamiento de este género, Aeromonas
veronii, provino de medios que fueron suplementados con tetraciclina. Con estos
resultados se observé que Aeromonas presenta unaresistencia antimicrobiana
para los aminoglucosidos. Para el caso de Enterococcus faecalis, la presencia
de dicho microorganismo en los medios adicionados con gentamicina indico su
resistenciaante este aminoglucoésido. Dentrode la literatura se encontréunaalta
incidenciade resistencia antimicrobiana para este grupo de antibioticos por parte
de E. faecalis, en donde se probaron estreptomicina y gentamicina, la tasa de
farmacorresistencia fue de 72.13% y 67.21% para estos antibibticos

respectivamente (Yu et al., 2022).
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7.3 Discusion de resultados experimentales de muestra de molleja de
pollo

La muestra analizada de mollejas de pollo corresponde a una muestra de
diferente animal de abasto a las dos muestras anteriores. De los
microorganismos que se pudieron identificar de esta muestra fue E. coli (73%),
el género de Aeromonas (15%), de los cuales se aislo las especies A. veronii y
A. medio y con respecto al aislamiento de microorganismos Gram positivo se
determiné la presencia de Macrococcus caseolyticus y Macrococcus canis
(15%).

Los aislamientos realizados de E. coli se obtuvieron de los medios
suplementados con todos los antibiéticos evaluados. Para determinar que los
aislamientos de E. coli realizados provienen de una misma cepa se debera de
realizar una PCR y por lo tanto si estos presentan multirresistencia a los
antibidticos. Con respecto a los microorganismos aislados pertenecientes al
género Aeromonas, A. veronii es un patégeno aligual que A. media. Ambas son

de importancia clinica, porque pueden causar gastroenteritis, infecciones de
heridas y tejidos blando y septicemia (Persson et al., 2015).

Con respecto a Macrococcus spp. dentro de la literatura se encontré que son
cocos Gram positivos que pertenecen a la familia Staphylococcaceae; estan
estrechamente relacionados con los estafilococos, pero, a diferencia de los
estafilococos, no se consideran patdgenos humanos. Macrococcus spp. son
reconocidos como patdgenos veterinarios relevantes, y su presencia ha sido
reportada en productos alimenticios de origen animal. Macrococcus caseolyticus
es la especie mas estudiada del género Macrococcus, estd asociada con el

desarrollo de aroma y sabor en alimentos fermentadosy, por lo tanto, se utiliza
como cultivo iniciador en fermentaciones (Ramos et al., 2021).

Sin embargo, se deben tener en cuenta ciertos aspectos importantes
relacionados con la seguridad alimentaria cuando se emplean estos
microorganismos en las fermentaciones. Estudios recientes han reportado la
presencia de genes asociados con resistencia a la meticilinay otros antibiéticos
en M. caseolyticus. Esto puede ser perjudicial para la salud de los consumidores

ya gque los genes de la resistencia antimicrobiana pueden transferirse a otras
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bacterias presentes en los alimentos, principalmente especies de estafilococos
(Ramos et al., 2021).

En el caso de Macrococcus canis es un microorganismo patdégeno el cual puede
causar otitis, rinitis, mastitis y dermatitis en perros, sin embargo, dentro de la
literatura se encontré un caso reportado este microorganismo el cual generé una
infeccion grave en la piel humanalacual puede ser proveniente de un perro (Jost
et al., 2021).

Dentro de la literatura se encontr0 que este microorganismo presenta una
resistencia antimicrobiana a la penicilina y la cefoxitina y por otra parte puede
ser susceptible a otros antibioticos como el cloranfenicol, eritromicina,
kanamicina, tetraciclina, gentamicina, vancomicina, sulfametoxazol entre otros.
El aislamiento de M. canis proviene del medio Endo suplementado con
cloranfenicol, lo cual se contrasta con lo investigado, ya que la susceptibilidad
reportada es de <4 ug/mL (Jost et al., 2021)y en este proyecto se trabajo a una
concentracion de 20 pg/mL. Para confirmaresta discrepancia se requeriria llevar

a cabo una prueba de susceptibilidad a este antibiético.

Para esta muestra no se puede dar larelevancia a qué sustancia antimicrobiana
fuela que existié6 una mayor resistencia antimicrobiana debido aque en la etapa
de identificacion bacteriana solo se logré identificar el 37% de los

microorganismos aislados, pero se llevara a cabo la identificacion de las
bacterias restantes.
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7.4 Discusion referente alos antibiéticos evaluados

Se recolectaron todos los datos obtenidos de las tres muestras carnicas
evaluadas y se agruparon aquellas bacterias que presentaron resistencia
antimicrobiana a cada uno de los antibidticos evaluados, tal como se observa en
la figura 21. Es importante destacar que el namero total de microorganismos
aislados e identificados fue de 116, de los cuales, E. coli representd un
porcentaje de 62%, los microorganismos pertenecientesal género Aeromonas el
21%, Hafnia alvei tuvo una incidencia de 11%, los microorganismos
pertenecientes al género Macrococcus el 3% y L. amnigena, M. wisconsensis y
E. faecalis el 1%.

Macrococcus
E. faecalis

M. wisconsensis
L. amnigena
Aeromonas

H. alvei

Tipo de microorganismos

E.coli

Cantidad de microorganismos

B Cloranfenicol M Tetraciclina Gentamicina M Estreptomicina M Kanamicina

Figura 21. Distribucion de los microorganismos resistentes a los
antibidticos evaluados en las tres muestras analizadas.

En la figura21, se puede observar que E. coli es el microorganismo que mayor
numero de aislamientos e incidencia tuvo en las tres muestras analizadas
ademas de ser el microorganismo que presento una mayor resistencia a las
sustancias antimicrobianas. La presencia de este microorganismo es
sumamente amplia, por lo que es un patégeno que debe vigilarse y tomarse en
cuenta en este tipo de matrices alimentarias. Aunque la resistencia

antimicrobianaque desarrollaron esde importanciaen el sector salud se requiere
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conocer si este microorganismo no corresponde a patdogeno de importancia
clinica como pueden ser: E. coli productora de toxina Shiga (STEC), E. coli
Enterotoxigénica (ETEC), E. coli Enteroinvasiva (EIEC), E. coli Enteropatogenica
(EPEC), E. coli Enterohemorragica (EHEC), E. coli Enteroagregativa (EAEC).
Para la determinacién de la patogenicidad que pudiera presentar los
aislamientos que se realizaron de E. coli se tendria que llevar a cabo diferentes

técnicas como son las pruebas serologicas o bien reacciones de PCR.

Por otro lado, con los datos experimentales se agruparon aquellos
microorganismos que presentaron resistencia antimicrobiana para cada unade
las sustancias evaluadas. Como se puede apreciar en la figura 22, con respecto
a la tetraciclina y al cloranfenicol se obtuvo la misma cantidad de
microorganismos resistentes y para el caso de los aminoglucésidos empleados
(kanamicina, gentamicina y estreptomicina), la cantidad de microorganismos

resistentes fue menor que a los dos primeros antibioticos.

Gentamicina [ NG 17

Estreptomicina |
Kanamicina [ N SRR ¢

Cloranfenicol | 2o
Tetraciciina | o

0 5 10 15 20 25 30 35

Aislamientos experimentales obtenidos

Figura 22. Distribucién de los microorganismos aislados resistentes a
los antibidticos evaluados.

Sin embargo, se optd por llevar a cabo un analisis estadistico para determinar si
existe una diferencia entre los antibidticos kanamicina, gentamicina vy
estreptomicina o bien, no existe una diferencia significativa y por lo tanto la
resistencia antimicrobiana para estos tres aminoglucosidos es la misma. Tal y
como se presenta en la tabla 9, se calcul6 el valor de la chi cuadrada con un

nivel de significancia del 5%, en este caso la hipétesis nula que se establecio es
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que no existe una diferencia de resistencia antimicrobiana entre los tres
antibidticos que pertenecen al grupo de los aminoglucoésidosy la hipotesis alterna

fue que si existia una diferencia de resistencia antimicrobiana entre estos tres
antibidticos.

Tabla 9. Tabla de contingencia para los resultados experimentales

obtenidos de los antibidticos aminoglucésidos.

Microorganismo Kanamicina  Gentamicina Estreptomicina  Total

E. coli 11 12 6 29
H. alvie 0 3 0 3
Aeromonas 7 6 10 23
L. amnigena 0 0 0 0
M. wisconsensis 0 1 0 1
E.faecalis 0 0 1 1
Macrococcus 0 1 0 1
Total 18 23 17 58
Grados de libertad 12 X2 cwada 13.9
xtgnhln 183

Con estos resultados obtenidos, se tiene que 1a x2,;10da < X2ap1q Y POT l0 tanto
se acepta la hipotesis nula, por lo que no existe una diferencia entre estos tres
antibidticos y se puede concluir que no existe una mayor o menor resistencia

antimicrobiana que presentan los microorganismos aisladosen las tres muestras

carnicas hacia los aminoglucésidos.
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Capitulo 8. Conclusiones

En este proyecto se llevd a cabo el aislamiento de bacterias resistentes a
sustanciasantimicrobianasapartir de unapropuestaexperimental constituidode
cuatro etapas, el cual se basa en normas y estdndares internacionales. Es
importante destacar que durante el proceso se llevaron modificaciones a este
para finalmente obtener los resultados deseados. Al llevar a cabo el andlisis de
3 diferentes productos carnicos (higado de res, visceras de res y mollejas de
pollo) se pudo aislar bacterias resistentes a sustancias antimicrobianas, en este
caso a los antibidticos evaluados: tetraciclina, cloranfenicol, kanamicina,
gentamicinay estreptomicina. La implementacion del equipo analizador MALDI-
TOF biotyper resulto ser una herramienta clave para la identificacion microbiana
de los aislamientos obtenidos, ya que la identificacion microbiana se llevd
rapidamente en comparacion con los métodos convencionales como es el caso

de las pruebas bioquimicas.

En relacion con los resultados experimentales obtenidos se aisl6 en mayor
proporcion a Escherichia coli con un porcentaje de 62%, al género Aeromonas
con un 21% (de las cuales se aislaron las especies A. bestiarum, A veronii, A.
salmonicida, A. eucrenophila y Aeromonas sp.), Hafnia alvei el 11%,
Macrococcus (M. caseolyticusy M. canis) el 3% y Lelliottiaamnigena, Moellerella
wisconsensis y Enterococcus faecalis el 1%. Es importante destacar que la
muestra de visceras de res fue lamuestra en la que se aislé una mayor cantidad
de microorganismos debido a que en la parte muestreada (el intestino) se

encuentra la mayor diversidad y cantidad de microorganismos.

Del andlisis de resultados se destacd que la mayoria de los microorganismos
aislados presentan unapatogenicidad hacialoshumanos, porlo que la presencia
de estos en las tres muestras carnicas genera una controversia sobre la
diseminacion de resistencia antimicrobiana. En este proyecto no se determiné la
patogenicidad de los microrganismos aislados e identificados, sin embargo,
como propuesta experimental se recomienda llevar a cabo la determinacion de

la patogenicidad de estos microorganismos.

Como bien se mencioné en el presente trabajo, la microbiota de la carne esta en

funcién de diferentes factores como son los intrinsecos, los que provienen del
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mismo animal y los extrinsecos, que estdn mediados por el proceso de
obtencion, asi como las instalaciones (el ambiente) en las que se lleva a cabo la

matanzay el faenado.

Unade las repercusiones que puede tener un alimento carnico contaminado de
microorganismosresistentes a sustanciasantimicrobianas esque podria generar
infecciones en los consumidores, las cuales pueden ser dificiles de eliminar,
ademas de que son un vehiculo para la diseminacion de la RAM. Ademas, es
importante mencionar que el uso de antibiéticos como herramienta en la
eliminacion de aquellos microorganismos causantes de enfermedades, en una

dosis inadecuada puede contribuir al desarrollo de la resistencia antimicrobiana.

La presencia de microorganismos que tienen la capacidad de generar un dafo
en los hospederos ademas de que estos presenten resistencia antimicrobiana
es untema a considerary de prioridad alta, ya que hoy en dia la accién de las
sustancias antimicrobianas, tales como los antibiéticos, ponen en juicio su
efectividad contra las infecciones y ademas genera una preocupacion en el

sector salud ya que los métodos para su eliminacidon son cada vez menores.

El aumento de enfermedades transmitidas por alimentos causadas por estos
microorganismos y las pocas sustancias antimicrobianas que son capaces de
eliminarlos hace que hoy en dia en el sector de la medicina y otros como son la
farmacéutica, quimica, entre otras, sinteticen nuevasgeneracionesde farmacos
gue sean capaz de eliminarlos, sin embargo las mejores accionesque se pueden
tomar en relacion a los alimentos es realizando campafias dentro de aquellas
fabricas en donde se elaboran productos carnicos para poder detener su
propagacion, como lo son el uso adecuado de los antibiéticos en los animales
destinados para el consumo humano, la sanidad en los establos, zonas de
desarrollo de estos animales y de los centros donde se lleva a cabo el proceso
de obtencion de la carne, y claramente una correcta implementacién de

regulacionesy normas con el objetivo de que los consumidores dispongan de
alimentos inocuos.
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Laimportancia de llevar a cabo este proyecto es conocerel gran problema actual
gue se tiene con respecto a la resistencia antimicrobiana en relacion con los
alimentos carnicos. La evolucion de los microorganismos y su adaptacion al
medio ambiente genera una gran preocupacion cuando estos generan una
resistencia antimicrobiana. No solo el sector salud se ve comprometido en esta
situacion, sino que el sector alimentario se puede ver afectado por la presencia
de alimentos contaminados por microorganismos resistentes a sustancias
antimicrobianas y esto puede generar problemas no solo en la salud de los
consumidores como bien se menciond, sino que también puede generar
problemas econdmicos al tener que interveniren retirar productos del anaquel,
la generacion de nuevos farmacos, el material y equipo que se requiere para su

deteccion.

En relacion con la seguridad alimentaria de la carne se debe de disponer de
productos inocuos, con condiciones higiénicas, asi como su distribucién sea
equitativa, por lo que se debe tomar accion por parte de organizaciones
gubernamentales e internacionales para que se cuente con alimentos de calidad
y que ademas estos no generen un dafio en la salud de los
consumidores. Finalmente se invita a realizar mas investigaciones relacionadas
a este tema para contribuircon nuevainformacion y con esto puedagenerar mas
acciones para detener la propagacién de los microorganismos resistentes a

sustancias antimicrobianas.
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