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RESUMEN
Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s) son aquellas que se originan
por la ingestion de alimentos y/o agua, que contengan agentes etiologicos en cantidades
tales que afecten la salud del consumidor en forma individual o colectiva. Estas

enfermedades constituyen uno de los problemas de salud méas extendidos en el mundo.

Entre los bacilos Gram-negativos que provocan gastroenteritis alimentarias, 1os méas
comunes son los del género Salmonella. La salmonelosis es considerada como la
enfermedad mas importante transmitida por alimentos en paises en desarrollo. El pollo y
sus productos son reconocidos como fuente importante de infecciones transmitidas por

alimentos, causadas por este patdgeno.

En la cria de pollos se utilizan los antibi6ticos con fines terapéuticos, profilacticos y
como promotores de crecimiento. Bacterias resistentes a antibidticos en animales
destinados al consumo amenazan la eficiencia de antibidticos aplicados en humanos, si los
genes de resistencia se incorporan a la microflora intestinal humana. De este modo, se ha
reportado que el uso extensivo de antibidticos ha permitido el desarrollo de cepas de

Salmonella spp. resistentes.

En torno a esto, es necesario investigar la posible resistencia a antibioticos
desarrollada por distintos patdégenos transmitidos por alimentos, entre los cuales Salmonella

representa un elevado porcentaje.

El objetivo principal de este trabajo fue aislar e identificar especies de Salmonella
resistente a antibidticos en muestras de pollo recolectadas en expendios comerciales del

area metropolitana.



Se realizé el aislamiento y la identificacion de cepas de Salmonella en muestras de
visceras de pollo. Posteriormente se evalud la resistencia y multirresistencia a antibidticos
en estas cepas aisladas, mediante el método de disco difusion, y finalmente se determind la

concentracion minima inhibitoria, de cada antibiotico, a través de microdiluciones.

Se aislaron 9 cepas de Salmonella en 32 muestras de visceras de pollo, lo cual
representa un 28.13%. Esto nos indica que los pollos adquiridos en el &rea metropolitana no

se encuentran exentos de este patégeno.

Con respecto a la resistencia, se obtuvo un 88.89% de cepas resistentes a uno 0 mas
antibidticos, lo que significa que casi la totalidad de las cepas que se aislaron de las visceras
de pollo son resistentes al menos a un antibidtico. Aunado a esto, se obtuvo un 55.56% de
cepas multirresistentes a antibioticos, lo que significa que mas de la mitad de las cepas que

se aislaron de las visceras de pollo presentaron multirresistencia.

La mayor resistencia se presentd frente a los antibioticos tetraciclina, acido
nalidixico, ampicilina, trimetoprima-sulfametoxazol y cefalotina (con porcentajes de
resistencia entre 88.89% y 44.44%). Posiblemente estos antibi6ticos son utilizados en
mayor grado en la avicultura, lo cual ha contribuido a un aumento de la resistencia hacia los
mismos. Los antibidticos amoxicilina-acido clavulanico, ciprofloxacina, ceftazidime y
acido nalidixico mostraron sensibilidad intermedia con valores entre 44.44% y 11.11%, lo
que significa que es posible que el porcentaje de resistencia obtenido en este estudio tienda

a aumentar en un futuro.

Con estos resultados se intuye que, probablemente, en la avicultura se esta haciendo

uso indebido de antibidticos, ya sea con fines profilécticos, terapéuticos o como promotores



de crecimiento, el cual estd generando el desarrollo de bacterias patdgenas resistentes, en
esta materia prima, que pueden transmitirse a los consumidores a través de la cadena
alimentaria y provocar una disminucion en la eficiencia de antibidticos aplicados en
humanos, si estos genes de resistencia se incorporan en las poblaciones bacterianas

humanas.

Por otro lado, no se obtuvo diferencia significativa entre los resultados obtenidos en
la clasificacion de la susceptibilidad entre el método de disco difusion con los obtenidos
con el método de microdilucion. Esto indica que ambos métodos pueden ser utilizados para

determinar la susceptibilidad de una cepa a un cierto antibiético.
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1. INTRODUCCION

La inocuidad microbioldgica de los alimentos es una preocupacién de salud publica
a nivel mundial (Dallal y col., 2009). Las enfermedades transmitidas por alimentos
constituyen uno de los problemas de salud mé&s extendidos en el mundo y tienen
implicaciones tanto a nivel individual como social. Hasta un tercio de la poblacion de
paises desarrollados son afectados por enfermedades transmitidas por alimentos cada afio,

mientras que en paises subdesarrollados el problema es ain mayor (Schlundt, 2002).

La infeccion alimentaria por Salmonella es consecuencia de la ingestion de
alimentos que contienen cepas de este género (Jay, 2002). Los alimentos derivados de
animales han estado directamente implicados en numerosos brotes de Salmonella a largo de
los afios (White y col., 2002). Entre estos alimentos, se encuentra el pollo y sus productos,
los cuales son reconocidos como fuente importante de infecciones transmitidas por

alimentos causadas por dicho patégeno (Camacho y col., 2010).

El uso extensivo de antibidticos en la produccion de pollo ha permitido el desarrollo
de cepas de Salmonella resistentes a los antibidticos (Camacho y col., 2010). Los
antibidticos se emplean en veterinaria con fines terapéuticos, profilacticos o como
promotores de crecimiento. Producto de su capacidad de adaptacion, las bacterias han
desarrollado mecanismos de resistencia frente a los antibioticos (Pérez, 1998). Las bacterias
farmacorresistentes son transmitidas al consumidor a través de la cadena alimentaria
(Embid, 2009). Trabajos recientes han demostrado la posibilidad de colonizacion del tubo
digestivo del hombre por bacterias de origen animal y la transferencia de genes de

resistencia a los antibioticos desde estos microorganismos hasta las bacterias comensales
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del hombre. Esto es posible ya que las bacterias patdgenas han desarrollado sistemas de
transferencia de ADN (Campos y Baquero, 2002). Asimismo, la flora normal es capaz de

suministrar estos genes de resistencia a otros patdogenos (Sgrum y L’ Abée, 2002).

El tratamiento de antibidticos para humanos contra campylobacteriosis,
salmonelosis y yersiniosis en la mayoria de los casos no esta indicado. Sin embargo, en
casos graves, como enfermedades extraintestinales o infecciones en personas
inmunocomprometidas, la terapia con antibidticos puede ser necesaria. No obstante, dicha
terapia se puede complicar cuando se presenta resistencia antibacteriana en pacientes
infectados con patdgenos resistentes (Dallal y col., 2009). Las bacterias resistentes a los
antibidticos, en animales destinados al consumo, ponen en peligro la eficacia de los
medicamentos humanos, si los genes resistentes a los antimicrobianos se incorporan a las

poblaciones de bacterias humanas (Singh y col., 2010).

En torno a esto, se hizo necesario investigar la posible resistencia a antibioticos
desarrollada por patdégenos que pudieran ser transmitidos por productos carnicos a los

consumidores.
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2. ANTECEDENTES

2.1  Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s)

Las enfermedades transmitidas por alimentos son aquellas que se originan por la
ingestion de alimentos y/o agua, que contengan agentes etioldgicos en cantidades tales que
afecten la salud del consumidor a nivel individual o grupos de poblacion. Estas
enfermedades pueden causar infeccion 0 intoxicacion alimentaria

(http://www.mpps.gob.ve).

Las infecciones alimentarias son infecciones activas resultantes de la ingestion de
un alimento contaminado con un patégeno. El alimento debe tener un nimero suficiente de
microorganismos patégenos vivos como para causar infeccion y enfermedad en el
hospedador. No obstante, la intoxicacion alimentaria es la enfermedad que resulta de la
ingestion de alimentos que contienen toxinas generadas por los microorganismos. La

enfermedad es debida a la ingestion y accion de la toxina activa (Mandigan y col., 2006).

Las bacterias asociadas con alimentos constituyen un grupo heterogéneo cuyo
habitat se extiende a todos los nichos ecoldgicos donde se producen y se manipulan
alimentos para consumo humano. Tales ambientes pueden ser suelos, plantas, ganaderia,
agua dulce y salada, peces, aves o areas donde se manipulan alimentos como restaurantes e

industrias de produccién alimentaria (Sgrum y L’ Abée., 2002).

Se registran aproximadamente 76 millones de Enfermedades transmitidas por
alimentos, 325.000 hospitalizaciones y 5000 muertes cada afio en E.E.UU. Seis patdgenos
representan el 95% de las muertes relacionadas con alimentos, entre los cuales estan
Salmonella (31%), Listeria (28%), Toxoplasma (21%), virus Norwalk (7%),
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Campylobacter (5%) y E. coli 0157:H7 (3%) (White y col., 2002). A partir del afio 1996,
Venezuela se incorpord al Sistema de Informacion Regional para la Vigilancia
Epidemioldgica de las Enfermedades transmitidas por Alimentos (SIRVE-ETA). De esta
manera, en el afio 2011, se reportaron 58 brotes asociados a ETA con un total de 1539

casos (http://www.mpps.gob.ve).

Aunque muchas de estas enfermedades causan una diarrea autolimitante, en casos
de enfermedades invasivas severas 0 enfermedades prolongadas en personas
inmunocomprometidas, en nifios y ancianos se puede necesitar terapia con antibiéticos. El
desarrollo de patdgenos resistentes a antibidticos transmitidos por alimentos puede

comprometer el tratamiento en estos pacientes (White y col., 2002).

2.2 Salmonella

2.2.1 Descripcion

Entre los bacilos Gram-negativos que provocan gastroenteritis alimentarias, los mas

importantes son los del género Salmonella (Jay, 2002).

Salmonella es un bacilo Gram-negativo y asporégeno, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, el cual se encuentra muy difundido en la naturaleza, siendo sus
principales reservorios los animales y las personas. El género incluye mas de 2400
serotipos diferentes. Salmonella puede colonizar y causar enfermedad en una variedad de

animales destinados al consumo humano (White y col., 2002).

Salmonella es capaz de crecer en un gran nimero de medios de cultivo y de
producir colonias perfectamente visibles en 24 horas a una temperatura de 35-37°C. Son
fermentadores de glucosa y otros monosacaridos con produccion de gas pero incapaces de
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fermentar la lactosa, sacarosa o la salicina. EI pH 6ptimo de crecimiento se halla en torno a

la neutralidad (Jay, 2002).

La infeccion alimentaria por Salmonella es consecuencia de la ingestion de
alimentos que contienen cepas de este género (Jay, 2002). Los alimentos derivados de
animales han estado directamente implicados en numerosos brotes de Salmonella a lo largo
de los afos. Enfermedades transmitidas por alimentos causadas por Salmonella no Typhi
representan un importante problema de salud publica a nivel mundial (Zhao y col., 2002).
Sin  embargo, los casos humanos se han atribuido, en su mayoria, a la infeccion con
Salmonella Typhimurium, uno de los serotipos mas prevalentes en los animales (White y

col., 2002).

2.2.2 Clasificacion

El género Salmonella ha tenido sucesivas modificaciones a través de los afios en su
nomenclatura y taxonomia. Estudios de DNA mediante técnicas de hibridacion mostraron
que el género Salmonella esté constituido por 2 especies (www.cdc.gov):

= Salmonella entérica: dividida en 6 subespecies que se diferencian por sus

caracteristicas bioquimicas y genéticas, las cuales son Salmonella entérica,
Salmonella salamae, Salmonella arizonae, Salmonella diarizonae,
Salmonella houtenae y Salmonella indica (Uribe y Suéarez, 2006).

=  Salmonella bongori

A su vez las subespecies de Salmonella entérica y la especie Salmonella bongori se
dividen en mas de 2400 serovariedades, que estan definidas en funcion de diferentes

asociaciones de factores antigénicos somaticos O y flagelares H. S. Enteritidis, S. Typhi y
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S. Typhimurium son en la actualidad serovariedades de Salmonella entérica subespecie
entérica (Uribe y Suarez, 2006).

La mayoria de las serovariedades aisladas del hombre y de los animales de sangre
caliente pertenecen a la subespecie entérica y llevan un nombre por lo general relacionado
con el lugar geografico donde se aislo por primera vez (wWww.cdc.gov).

Los antigenos somaticos (O) son cadenas laterales de polisacaridos del
lipopolisacérido de envoltura (LPS) que se encuentran en todos los microorganismos Gram
negativos. El flagelo es una estructura compleja que consiste en un cuerpo basal, un
segmento de union y un filamento. El cuerpo basal ancla el flagelo a la envoltura de la
célula y el segmento de union une el cuerpo basal con el filamento. En la serotipificacion
flagelar de Salmonella se usa solamente la especificidad antigénica del filamento. EIl
filamento esta constituido por flagelina, proteina de alto peso molecular. En Salmonella se
han encontrado més de 60 especificidades antigénicas flagelares. Las diferencias
antigénicas surgen debido a variaciones en la estructura primaria (contenido en
amino&cidos y orden de ubicacion) de las distintas moléculas de flagelina (www.cdc.gov).

Desde el punto de vista epidemiologico Salmonella spp. se puede clasificar en tres
grupos (www.cdc.gov):

= Las que no tienen preferencia por algun huésped en especial, por lo que infectan
tanto al hombre como a los animales. En este grupo se encuentra la mayoria de las
serovariedades responsables de la salmonelosis. Entre ellas se encuentra el serotipo
Salmonella Choleraesuis que causa enfermedad severa en su principal portador, que es el
cerdo, pero también puede causar enfermedad sistémica grave en humanos. Los serotipos
Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium los cuales producen infecciones

asintomaticas en animales, especialmente en aves domeésticas.
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= Las que infectan sdlo al hombre: Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A 'y
Salmonella Paratyphi C, las cuales se transmiten en forma directa ¢ indirecta de una
persona a otra.

= Las que estan adaptadas a un huésped en especies animales: S. Abortusovis, a
los ovinos; S. Abortusequi, a los equinos y S. Gallinarum, a las aves.

2.2.3 Reservorio

El habitat principal de Salmonella spp. es el tracto intestinal de animales tales como
las aves, los reptiles, los animales de granja y las personas. Aunque su reservorio principal
es el tracto intestinal, de vez en cuando se pueden encontrar en otros lugares tales como
bazo, higado, bilis, ganglios linfaticos y diafragma (Jay, 2002). Esto es posible ya que
algunas cepas son capaces de atravesar el epitelio y llegar a la ldmina propia intestinal,
invadir a los macro6fagos y como es resistente a la accion de éstos, dichas células le sirven

de vehiculo para invadir otros 6rganos, principalmente el higado (Gutiérrez y col., 2008).

2.2.4 Modo de transmision

La existencia frecuente de Salmonella en las poblaciones animales sensibles es
debida, en parte, a la contaminacién de los animales exentos de Salmonella por animales de
la misma poblacion que son portadores de estos organismos. Un portador es una persona o
animal que elimina repetidas veces este patdgeno, generalmente en las heces, sin presentar
signos o sintomas de la enfermedad. Durante el sacrificio e inmediatamente después, es de

esperar que ocurra la contaminacion de las canales por materia fecal (Jay, 2002).

Como formas intestinales, los organismos son excretados en las heces, desde las

cuales pueden ser transmitidos por insectos y otros seres vivos. Cuando los alimentos
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contaminados por insectos o por otros medios son consumidos por personas y por otros
animales, estos organismos son diseminados otra vez por la materia fecal, continuando de

esta forma el ciclo (Jay, 2002).

La contaminacidn secundaria es otra de las fuentes importantes de Salmonella en las
infecciones humanas. Su presencia en las carnes y huevos hace inevitable su presencia en
determinados alimentos gracias a la intervencion de los manipuladores y al contacto directo
de los alimentos no contaminados con alimentos contaminados (contaminacion cruzada).
La preparacion y manipulacion incorrecta de los alimentos en los hogares y en los
establecimientos de alimentacion siguen siendo los factores principales en los brotes (Jay,

2002).

2.2.5 Salmonelosis

Después de la malaria y las infecciones respiratorias, las enfermedades causantes de
diarrea son las principales causas de morbilidad y mortalidad especialmente en nifios en
paises en desarrollo. Entre estas enfermedades, la salmonelosis es considerada como la méas
importante enfermedad transmitida por alimentos en estos paises (Stevens y col., 2006).
Dicha enfermedad es causada por la ingestion de alimentos que contienen especies 0
serotipos del género Salmonella (Jay, 2002). La salmonelosis constituye un riesgo para la
salud publica y representa un alto costo economico a la sociedad de muchos paises, ya que
causa grandes peérdidas econdémicas en la industria avicola, especialmente en pollos jovenes

con alta morbilidad y mortalidad (Singh y col., 2010).
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Pueden distinguirse 4 tipos clinicos de salmonelosis (Koneman y col., 1999):

1) Gastroenteritis: La manifestacion més frecuente, que varia de diarrea leve a
fulminante, acompafiada por fiebre de bajo grado y variados grados de nduseas y vomitos.

2) Bacteriemia y septicemia: Sin sintomas gastrointestinales, caracterizada por

picos de fiebre alta.

3) Fiebre entérica: Se manifiesta con fiebre leve y diarrea. El sindrome de

fiebre entérica estd asociado con Salmonella Typhi (fiebre tifoidea), Salmonella Paratyphi
A, Salmonella Paratyphi C y Salmonella Paratyphi B (fiebre paratifoidea). Los tres
primeros microorganismos son patogenos exclusivos del hombre y S. Paratyphi B se puede
encontrar también en animales. Debido a que este sindrome puede causar graves
complicaciones como hemorragia y perforacion intestinal, estado tdxico, miocarditis,
complicaciones supurativas y con menor frecuencia meningitis; es importante diagnosticar
los agentes causales con certeza y rapidez.

4)  Un estado portador: Las personas con infecciones previas pueden continuar

excretando el microorganismo en sus heces hasta un afio después de la remision de los

sintomas.

A partir del momento de la ingestion del alimento contaminado, los sintomas se
suelen manifestar en 12-14 horas y suelen persistir durante 2-3 dias.

Los nifios, ancianos y personas inmunocomprometidas, son los mas propensos a
contraer la salmonelosis, al igual que personas con problemas de desnutricion. Datos
epidemiolégicos de Estados Unidos mostraron que la mayor incidencia de infecciones por
Salmonella ha sido en nifios menores de 5 afios y personas mayores de 60 afios (Rosentul,

2006).
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Cerca de 1.4 millones de casos de salmonelosis ocurren cada afio en los Estados
Unidos, de los cuales 95% son transmitidos por alimentos (Zhao y col., 2002). En México,
se presentd un incremento en el numero de salmonelosis de 1994 a 1998 de 100.342 a

215.155 casos (Camacho y col., 2010).

En Venezuela existe una carencia de datos epidemioldgicos con respecto a la
salmonelosis y a la fiebre tifoidea. Esto se debe a que la gente no acude a los centros de
salud pablica al presentar los sintomas, y en caso de ir, esos datos no son transmitidos a los

entes gubernamentales destinados a realizar registros epidemioldgicos (Rosentul, 2006).

Los serotipos mas representativos de Salmonella en el area Metropolitana de Caracas
segun un muestreo realizado en 1995, reportan que el 40.7% son provenientes de alimentos,

especificamente de leche y huevos (Rosentul, 2006).

2.2.6 Alimentos vehiculos

Una variedad de alimentos ha estado implicada como vehiculo de transmision de
salmonelosis a humanos, incluyendo aves de corral, carne vacuno, carne de cerdo,
mariscos, huevos, leche, queso, pescado, frutas frescas, jugos y vegetales. La ingesta de
carne o visceras mal cocidas y la contaminacion cruzada con utensilios, mesas y manos de
quienes preparan el alimento facilitan la transmision de la salmonelosis (Camacho vy col.,

2010).

La presencia de Salmonella en los alimentos debe ser considerada como un
problema para los servicios de salud, médicos, microbi6logos, la industria alimentaria y los

consumidores (Camacho y col., 2010). En paises en desarrollo, las pocas encuestas
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disponibles asi como la falta de vigilancia hace dificil acceder a la magnitud de esta
enfermedad (Stevens y col., 2006).

2.3  Pollo

El pollo es el ave de la familia Faisanidae, del género Gallus de la especie
domesticus (COVENIN, 1986).

El pollo para consumo corresponde al cuerpo completo del pollo después de
someterlo al proceso de faena, el cual incluye insensibilizacion, desangrado, escaldado,
desplume y evisceracion (sin visceras blancas), sin traquea, sin buche, sin es6fago, sin
pulmones, sin bazo, sin plumas y sin patas. EI mismo puede incluir ciertas visceras rojas
como higado, corazon y molleja (COVENIN, 1986).

En Venezuela, hay una disponibilidad alimentaria de la carne de pollo de 71.2
g/persona/dia lo cual aporta 130 calorias, siendo una fuente de proteinas y grasa para la

poblacién venezolana (http://www.inn.gob.ve).

Las aves representan uno de los reservorios mas importantes de Salmonella que
pueden ser transmitidas a través de la cadena alimenticia hacia el hombre causando en
éstos, diferentes cuadros clinicos de salmonelosis. El aislamiento de Salmonella, tanto de
aves como de productos avicolas se reporta con mas frecuencia que en cualquier otra
especie animal o producto alimenticio, reflejando la gran prevalencia de infecciones por
Salmonella en aves (Boscan y col., 2005). La proliferacion de Salmonella en los productos
avicolas se debe al suministro de piensos contaminados a las aves de corral, asi como a la
infraestructura de los corrales, que expone a aves sanas al contacto con animales que
pueden estar contaminados, tales como: roedores, insectos y especies de aves silvestres

(Rosentul, 2006).
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Las aves portadoras de Salmonella constituyen una fuente de contaminacion y las
operaciones de sacrificio y evisceracion contribuyen a aumentar la frecuencia en el

producto final (Morillo y col., 1996).

El grado de contaminacion de las canales de pollo debe ser reducido durante el
procesamiento y se debe lograr que lleguen a la venta libre de patdgenos para garantizar la
seguridad alimentaria. Sin embargo, el pollo y sus productos son reconocidos como fuente
importante de infecciones transmitidas por alimentos causadas por Salmonella (Camacho y

col., 2010).

Los huevos pueden estar contaminados debido a una transmisién transovérica del
agente infeccioso al interior del huevo antes de la deposicion de la cascara y también a su
penetracion a través de la cascara cuando el huevo, ya producido, entra en contacto con las
heces (Rosentul, 2006).

2.3.1 Salmonella en pollo

Estudios:

En Venezuela, se han reportado aislamientos de Salmonella en este alimento en

varios estados, a continuacion se mencionan alguno de los casos reportados:

v Infante y col. reportaron en el afio 1994 una prevalencia de 32,5% en canales de
pollo en el Estado Aragua.

v Ledn y col. reportaron en el afio 1996 una prevalencia de 58% en canales de pollo
en el Estado Aragua.

v Morillo y col. reportaron en el afio 1996 una prevalencia de 72,5% en alas y visceras

de pollo adquiridas en el Estado Aragua.
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v Pérez y col. reportaron en el afio 2004 una prevalencia de 23,08% en canales de
aves beneficiadas de plantas procesadoras ubicadas en el Estado Zulia.

v Boscéan y col. reportaron en el afio 2005 una prevalencia de 23% en visceras de
pollo adquiridas en plantas procesadoras ubicadas en el Estado Zulia.

v Molina y col. reportaron en el afio 2010 una prevalencia de 20% en pollo crudo

comercializado en el Estado Mérida.

En otros paises también se han reportado aislamientos de Salmonella en pollo, a

continuacion se mencionan algunos de los casos reportados:

v White y col. reportaron en el afio 2001 una prevalencia de 35% en muestras de pollo
adquiridas en supermercados de Washington, EE.UU.

v Antunes y col. reportaron en el afio 2003 una prevalencia de 60% en muestras de
pollo y pavo adquiridas en carnicerias en Portugal.

v Reuben y col. reportaron en el afio 2003 una prevalencia de 15% en muestras de
visceras de pollo adquiridas en el area metropolitana de Costa Rica.

v Duarte y col. reportaron en el afio 2009 una prevalencia de 9.6% en canales de pollo
de plantas procesadoras ubicadas en Brasil.

v Dallal y col. reportaron en el afio 2010 una prevalencia de 45% en muestras de pollo
y res adquiridas en mercados ubicados en Iran.

v Camacho y col. reportaron en el afio 2010 una prevalencia de 100% en muestras de
visceras de pollo adquiridas en supermercados en México.

v Shrestha y col. reportaron en el afio 2010 una prevalencia de 75% en granjas

ubicadas en Nepal.

27



v

Singh y col. reportaron en el afio 2010 una prevalencia de 4.8% en muestras de

huevos recolectados en granjas y mercados en la India.

v

Yildirim y col. reportaron en el afio 2011 una prevalencia de 34% en muestras de

canales de pollo en Turquia.

v

Schwaiger y col. reportaron en el afio 2012 una prevalencia de 17% en muestras de

pollo y carne de cerdo de mataderos y mercados ubicados en Alemania.

Brotes:

Se han presentado distintos brotes de Salmonella en pollo y productos derivados. A

continuacion se mencionan algunos de ellos:

Tabla #1: Brotes de Salmonella en pollo

NO
Afo Pais Vehiculo Serovariedad Personas
Decesos
afectadas
1976 Espafa En;alada de S. Typhimurium 702 6
uevo
1984 Francia, Paté de higado S. Goldcoast 756 0
Inglaterra
Estados S. Heidelberg
1986 Unidos Pollo S. Stanley 202 0
Republica Bebida de L 1
1987 de China huevo S. Typhimurium 1.113 NS
1988 Japon Huevos duros Salmonella spp. 10.476 NS
1996 | EStados Pollo Salmonella spp 66 0
Unidos '
2005 | Espaia Pollo Salmonellaspp. |, gaq 14
precocido Salmonella entérica
2007 | BSOS | b6 vive S. Montevideo 65 0
Unidos
2008 Canada Pollo Salmonella spp. 1.442 2

INS: No especificado
Fuente: Rosentul, 2006., www.cdc.gov
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2.4 Antibidticos

Los antibidticos son compuestos quimicos que matan a las bacterias o impiden su
reproduccion. En el siglo XX el descubrimiento de los antibidticos se convirtié en la
solucidn a las maltiples enfermedades producidas por agentes infecciosos (Cabrera y col.,
2007). Al actuar so6lo sobre los organismos procariotas tienen una escasa 0 nula accion
nociva sobre las células eucariotas, una baja toxicidad para el hombre y limitados efectos
secundarios, salvo las reacciones alérgicas (Pastor, 2006). Para conseguir destruir o inhibir
a los microorganismos, los antibiéticos deben atravesar la barrera superficial de la bacteria

y después fijarse sobre su diana (Pérez, 1998).

2.4.1 Clasificacion

e Aminoglucésidos

Se incluyen en este grupo la estreptomicina, neomicina, amikacina, gentamicina,
kanamicina y otros. Los aminoglucdsidos constituyen un importante grupo de antibioticos
que por su espectro antibacteriano y su accidon bactericida tienen gran utilidad en el
tratamiento de infecciones graves causadas por microrganismos Gram negativos. Los
aminoglucoésidos tienen en comun un anillo aminociclitol, al cual se unen diversos
aminoazUcares. La principal actividad de los aminoglucdsidos ocurre sobre las bacterias
aerobias Gram negativas, especialmente las enterobacterias, como: Escherichia coli,
Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Shigella, Serratia, etc. Estos farmacos son

inactivos contra todas las bacterias aerobias Gram positivas (Mensa y col., 1997).

La estreptomicina es utilizada para el tratamiento y prevencién de enfermedades

infecciosas en pollos de engorde (Camacho y col., 2010).
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o Betalactdmicos

Dentro de este grupo se encuentran la penicilina, el carbapenem, los
monobactamicos y las cefalosporinas. La presencia de un anillo betalactdmico define
quimicamente a este grupo de antibioticos (Marin y Gudiol, 2003). En EE.UU, los
antibidticos ampicilina, amoxicilina y algunas cefalosporinas son utilizados para el
tratamiento y prevencion de enfermedades infecciosas en pollos de engorde (Camacho y

col., 2010).

Las cefalosporinas son de amplio espectro, actian sobre algunas bacterias Gram

positivas y contra bacterias Gram negativas (Seijas, 1981).

e Tetraciclinas

Forman parte de este grupo la clortetraciclina, doxiciclina, minociclina,
oxitetraciclina y tetraciclina. El primero de estos antibidticos, la clortetraciclina se introdujo
en clinica en 1948. A partir de esta fecha, se han generado los otros compuestos del grupo.
Todos poseen una estructura molecular semejante (4 anillos de benceno) y un espectro
antimicrobiano similar (Mensa y col., 1997). Las tetraciclinas son eficaces contra una gran

variedad de microrganismos Gram positivos y Gram negativos (Seijas, 1981).

Estos antibidticos son el grupo méas ampliamente utilizado en la medicina
veterinaria, lo que ejerce una presion de seleccion hacia las resistencias de las bacterias a
este tipo de antibidticos (Ruiz y col., 2006).

e Quinolonas

Este grupo lo integran la ciprofloxacina, enoxacina, norfloxacina, cido nalidixico y
otros. Las fluoroquinolonas son analogos sintéticos del &cido nalidixico. Las
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modificaciones estructurales del &acido nalidixico fueron disefiadas para una mejor
resistencia y para incrementar su actividad antimicrobiana al maximo. EI &tomo de fluoruro
aumenta la actividad contra los microrganismos Gram positivos (Gonzélez y col., 2001).

Las fluoroquinolonas son altamente eficaces para el tratamiento de algunas
enfermedades graves producidas por bacterias multirresistentes en humanos y son
frecuentemente utilizadas para tratamientos de infecciones causadas por Salmonella. La
enrofloxacina y la sarafloxacina estan autorizadas en EE.UU para su administracion a
través del agua de bebida, en la produccion intensiva de aves (Bricefio y col., 2007).

Generalmente, las fluoroquinolonas usadas para el tratamiento de infecciones en
animales domésticos son diferentes a las fluoroquinolonas disponibles para uso clinico
humano; sin embargo, la resistencia a una fluoroquinolona generalmente produce la
resistencia a todas las fluoroquinolonas (Bricefio y col., 2007).

En México, la venta de antibio6ticos del grupo de las quinolonas para la crianza de
pollos se incrementd de 86 millones de litros en 1993 a 326 millones de litros en 1997, es
decir, en 4 afos se triplicé el consumo de este antibidtico en este pais (Camacho y col.,
2010).

La ciprofloxacina y otras fluoroguinolonas son los antibidticos de primera linea para
el tratamiento de las infecciones causadas por Salmonella no Typhi en pacientes adultos. El
surgimiento de cepas resistentes produciria disminucion de la efectividad de estos

antibidticos en los pacientes (Camacho y col., 2010).

e Anfenicoles

Se incluyen en este grupo el cloranfenicol y el tianfenicol. El cloranfenicol fue el

primer antibidtico de amplio espectro que se descubrid. Es utilizado en el tratamiento de
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infecciones causadas por Haemophilus influenzae tipo b, en fiebre tifoidea e infecciones
por anaerobios (Gonzélez y Saltigeral, 2001). Estos antibidticos no son utilizados en la
terapia de las enfermedades infecciosas de las aves (Ruiz y col., 2006). Este grupo ha sido
prohibido en animales para consumo humano; sin embargo, recientemente varios
laboratorios de control en paises desarrollados han detectado residuos de dicho antibidtico
en alimentos de origen animal procedentes de Sudameérica. En Venezuela, la prohibicion
existe desde 1988, pero recientemente se han detectado residuos de este farmaco en higado
y rifién de bovinos, y en leche de larga duracion para consumo humano, por lo que se

sospecha que se esta comercializando en forma ilegal (Bricefio y col., 2010).

Es alarmante encontrar resistencia contra el cloranfenicol, ya que es utilizado con
restricciones, debido a que puede causar aplasia medular. El cloranfenicol no es adicionado
al alimento animal y tampoco es utilizado como tratamiento terapéutico comun. El hecho
de que cepas de Salmonella muestren resistencia a antibiéticos que no han sido utilizados
en granjas podria ser indicativo de que otros factores, como la transferencia genética u otras
fuentes de contaminacion e infeccion por Salmonella que entran en contacto con las aves o
alimentos, pueden estar jugando un rol importante en la evolucion de cepas de Salmonella

hacia la resistencia y multirresistencia frente a diversos antibidticos (Bricefio y col., 2007).

e  Glucopéptidos

Este grupo incluye la teicoplanina y la vancomicina. Los glucopéptidos son
moléculas de estructura compleja que contienen un heptapéptido como estructura central

(Pigrau, 2003).
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e Macrélidos vy lincosamidas

Se incluyen en este grupo la eritromicina, clindamicina y lincomicina. Los
macrolidos estan constituidos por un anillo lactonico macrociclico en cuya cadena lateral se
agregan carbohidratos variados y complejos. Las lincosamidas resultan de la union de un
aminoacido y un carbohidrato aminado. Estos 2 antibidticos se colocan en el mismo grupo

por tener actividad antibacteriana similar (Gonzélez y col., 2001).

e Otros

Se incluye la trimetoprima-sulfametoxazol. Este antibiético es una combinacion de
trimetoprima y sulfametoxazol en una proporcién 1:5. Estos dos compuestos juntos ejercen

una accion sinérgica que es especifica para la célula bacteriana (Wolff y col., 2009).

2.4.2 Modo de accién (Mensa y col., 1997).

e Aminoglucésidos

Se unen a las subunidades 30S y 50S del ribosoma e inhiben la sintesis proteica de
la bacteria.

e Betalactidmicos

Disminuyen la sintesis de peptidoglicano y la bacteria muere, por efecto osmético o
digerida por enzimas autoliticas.

e Tetraciclinas

Se acumulan de forma activa en la bacteria y, tras unirse a la subunidad 30S del
ribosoma, interfieren con la sintesis proteica. En general se comportan como

bacterioestaticos, inhibiendo solamente aquellos microrganismos en multiplicacion.
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e Quinolonas

El mecanismo primario de accion de las quinolonas es la inhibicion de la enzima
DNA qgirasa, la cual es necesaria para mantener la conformacion helicoidal del &cido
desoxirribonucleico dentro de la célula bacteriana.

e Anfenicoles

Inhiben la sintesis proteica bacteriana al fijarse a una proteina de la subunidad
ribosomica 50S. Esta proteina es un componente esencial de la enzima que cataliza la
reaccion de transpeptidacion, y que al ser blogueada, detiene la sintesis o el alargamiento de
las cadenas polipeptidicas.

e  Glucopéptidos

Inhiben la sintesis de peptidoglicano actuando en un paso metabdlico diferente y
previo al de los betalactamicos. Alteran, ademés, la permeabilidad de la membrana
citoplasmatica e inhiben la sintesis de RNA.

e Macrélidos vy lincosamidas

Los macrolidos se unen a la porcion 50S del ribosoma e inhiben la sintesis proteica.
Pueden comportarse como bacteriostaticos o bactericidas. Las lincosamidas pueden
bloquear la produccion de toxinas bacterianas o componentes de la pared celular que
confieren virulencia a la bacteria.

e Otros

El antibiotico trimetoprima-sulfametoxazol disminuye la sintesis de &cido nucleico

por inhibicion de dos enzimas en la via de la sintesis bacteriana del &cido tetrahidrofélico.
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2.4.3 Uso en animales

Desde los afios 50, los antibidticos son utilizados como aditivos alimentarios en la
ganaderia para promover el crecimiento de los animales y tratar o prevenir ciertas
enfermedades (Embid, 2009). En la cria de pollos se utilizan los antibi6ticos con fines
terapéuticos, profilacticos y como promotores de crecimiento (Camacho y col., 2010).

Los ganaderos, las industrias farmacéuticas y de produccion de piensos,
veterinarios, médicos y cientificos, en general, tienen opiniones diferentes respecto a la
conveniencia 0 no del empleo de antibiticos como promotores de crecimiento. Los
antibioticos con fines terapéuticos y profilacticos deben ser suministrados bajo el control de
un veterinario y la normativa vigente exige la prescripcion de la receta veterinaria. El uso
de los antibioticos como promotores del crecimiento no requiere el uso de la receta
veterinaria, ya que son considerados aditivos del pienso, y existe una lista positiva de
antibidticos autorizados en funcion de la especie animal (Torres y Zarazaga, 2002).

Desde la década de los cincuenta, la adicion de antibidticos en pequefias dosis al
pienso de los animales ha venido siendo una préactica habitual para mejorar las
producciones. Los antibidticos como promotores de crecimiento se han empleado a dosis
subterapéuticas durante largos periodos de la vida del animal, produciendo una ganancia de
peso estimada alrededor del 5%. Los antibidticos actian modificando la flora microbiana
intestinal, provocando una disminucion de los microorganismos causantes de enfermedades
y reduciendo la flora normal que compite con el huésped por los nutrientes. Todo ello
conduce a una mejora en la productividad y reduce la mortalidad de los animales (Torres y

Zarazaga, 2002).
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En Estados Unidos, 40% de la produccion de antibioticos se usa en alimentos para
ganado. Por el contrario, Suecia y Dinamarca han prohibido el uso de antibi6ticos como
promotores del crecimiento (Campos y Baquero, 2002).

En Venezuela, especificamente en el Estado Zulia, se ha reportado un uso extendido
de antibidticos en las explotaciones avicolas, practica que se ha extendido durante muchos

afios con fines profilacticos o para tratamiento de enfermedades (Bricefio y col., 2007).

2.4.4 Resistencia

La sociedad se enfrenta a uno de los problemas de salud pablica mas graves: la
aparicion de bacterias patdgenas que muestran resistencia a muchos antibidticos, y en
algunos casos a la totalidad de ellos (White y col., 2002). Las bacterias resistentes
emergieron poco después que los antibidticos fueron utilizados por primera vez en

medicina veterinaria y humana en 1940 (Salisbury y col., 2002).

Las bacterias como todos los seres vivos exhiben mecanismos biol6gicos que las
facultan para adecuarse a diversas presiones ambientales (Cabrera y col., 2007). El
incremento en el uso de antibidticos en la ganaderia ha creado una enorme presion en la
seleccion de resistencia antimicrobiana entre patégenos y microflora enddgena
(Carramifiana y col., 2004).

Estas bacterias farmacorresistentes pueden ser transmitidas al consumidor a través
de la cadena alimentaria y corren el riesgo de provocar enfermedades o de transferir genes
de resistencia a microorganismos patégenos humanos o a las bacterias comensales del
hombre (Embid, 2009). Bacterias resistentes a antibidticos en animales destinados al

consumo humano amenazan la eficiencia de antibioticos aplicados en humanos, si los genes
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de resistencia se incorporan en dichas poblaciones bacterianas humanas (Singh y col.,

2010).

En un estudio realizado en Espafia en 1998, cepas de Salmonella aisladas de
personas y de alimentos presentaron patrones de resistencia similares. El nivel comparable
y el perfil de resistencia de la Salmonella proveniente de personas y de alimentos confirma
que los mismos pueden ser un importante vehiculo para la salmonelosis en humanos

(Serum y L’ Abée, 2002).

Otro reciente estudio de 7 afios en Espafia reveld un incremento de 8 a 44% de la
resistencia a la ampicilina en cepas de Salmonella, un incremento de 1 a 42% de la
resistencia a tetraciclina, un incremento de 1.7% a 26% al cloranfenicol y un incremento de
0.1% a 11% al &cido nalidixico. En EE.UU, la resistencia a tetraciclina en especies de
Salmonella incrementd de 9% en 1980 a 24% en 1990 y la resistencia a ampicilina aumentd

de 10 a 14% (White y col., 2002).

2.4.5 Adquisicion de la resistencia

La resistencia a antibidticos puede ser intrinseca o adquirida. La resistencia
intrinseca o natural a un antibidtico particular o a un grupo de antibidticos estd muy
generalizada entre las bacterias, esto refleja la adaptacion evolutiva de las bacterias a
toxinas naturales en su ambiente (Salisbury y col., 2002).

La resistencia adquirida puede surgir por mutaciones (cambios al azar en los
cromosomas de una célula bacteriana) o por la adquisicion de genes a través de plasmidos,
transposones 0 integrones. Los plasmidos son fragmentos de ADN bacteriano

extracromosomico. Los transposones son secuencias de ADN doble cadena que pueden ser
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translocados entre cromosomas. Los integrones son segmentos especializados de ADN que
contienen resistencia en determinados paquetes llamados casetes (Salisbury y col., 2002).
La adquisicion de resistencia puede ocurrir por (Cabrera y col., 2007; Salisbury y col.,

2002):

e Conjugacién: transferencia de material genético contenido en plasmidos de una

bacteria a otra.
e Transposicidn: movimiento de transposones de un lugar del ADN a otro.
e Transduccion: Introduccién de genes resistentes por un bacteriéfago.

e Transformacién: Transferencia de genes desde un ADN desnudo de una

bacteria previamente lisada a otra que lo recibe y lo incorpora a su genoma.

2.4.6 Mecanismos de resistencia

Los mecanismos de resistencia adquirida 'y transmisible  consisten
fundamentalmente en la produccién de enzimas bacterianas que inactivan los antibi6ticos o
en la aparicion de modificaciones que impiden la llegada del farmaco al punto diana o en la
alteracion del propio punto diana. Una cepa bacteriana puede desarrollar varios
mecanismos de resistencia frente a uno o varios antibidticos y del mismo modo un
antibiotico puede ser inactivado por distintos mecanismos por diversas especies bacterianas

(Pérez, 1998). A continuacién se muestran los mecanismos para cada grupo de antibi6tico:

e Aminoglucoésidos: La resistencia es causada principalmente por enzimas que

modifican quimicamente la molécula aminoglucésida (Serum y L’Abée, 2002).
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e Betalactamicos: La resistencia es causada principalmente por la produccion de

enzimas llamadas betalactamasas, las cuales hidrolizan el antibi6tico (Pérez,
1998).

e Tetraciclinas: La resistencia es causada por bombas en la membrana interna de
la célula de bacterias Gram negativas las cuales reducen el nivel de tetraciclinas
dentro del citoplasma (Serum y L’Abée, 2002).

e Quinolonas: La resistencia esta relacionada con la diana principal de accién del
antibidtico, con modificaciones enzimaticas en la topoisomerasa Il y con
mecanismos de expulsion que impiden alcanzar suficientes concentraciones
intracelulares del antibiético (Pérez, 1998).

e Anfenicoles: La modificacion del antibiético por enzimas es el mecanismo de
resistencia principal (Pérez, 1998).

e Glucopéptidos: La resistencia es causada por incapacidad del antibidtico de
atravesar la membrana externa y por lo tanto de llegar al punto diana (Pérez,
1998).

e Macrolidos y lincosamidas: Este grupo de antibidticos por ser hidrofébicos

atraviesan mal la membrana externa por lo que los bacilos Gram negativos
presentan resistencia natural (Pérez, 1998).
2.4.7 Salmonella resistente en pollo
El uso extensivo de antibidticos en la produccién de pollo ha permitido el desarrollo
de cepas de Salmonella spp. resistentes a los antibidticos, las cuales representan un
problema de salud publica mundial (Camacho y col., 2010). La Organizacién Mundial de la

Salud ha sefialado un alarmante incremento de la incidencia de cepas de Salmonella
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resistentes a los antibidticos debido a la utilizacion de los mismos en la ganaderia (Embid,
2009).

A continuacion se presentan los porcentajes de resistencia obtenidos por algunos
investigadores. SAlo se haré referencia a los antibioticos utilizados en este estudio:
v Sandoval y col. reportaron en el afio 1995 resistencia a los antibidticos acido
nalidixico (54.9%), tetraciclina (54.9%), ampicilina (46.5%), trimetoprima-sulfametoxazol
(8.5%), amikacina (7.1%) y gentamicina (2.8%) en cepas de S. Gallinarum aisladas de
pollos de engorde, ponedoras y reproductores del Estado Aragua, Vzla.
v White y col. reportaron en el afio 2001 resistencia a los antibiodticos tetraciclina
(100%), ampicilina (15%), cloranfenicol (15%), amoxicilina-acido clavulanico (10%),
cefalotina (10%), gentamicina (10%) y trimetoprima-sulfametoxazol (5%). No obtuvieron
resistencia frente a los antibi6ticos amikacina, &cido nalidixico y ciprofloxacina en cepas
aisladas de muestras de pollo adquiridas en supermercados en Washinton, EE.UU.
v Antunes y col. reportaron en el afio 2003 resistencia a los antibidticos &cido
nalidixico (50%), tetraciclina (36%), cloranfenicol (3%), trimetoprima-sulfametoxazol
(3%). No obtuvieron resistencia frente a los antibiéticos amoxicilina-acido clavulanico,
cefalotina, ceftazidime, gentamicina y ciprofloxacina en cepas aisladas de pollo y pavo
adquiridos en carnicerias en Portugal.
v Carramifiana y col. reportaron en el afio 2004 resistencia a los antibioticos
tetraciclina (21.8%), cefalotina (6%), acido nalidixico (3%), amoxicilina-acido clavulanico
(1.5%) y gentamicina (0.7%). No obtuvieron resistencia frente a los antibidticos
cloranfenicol, ampicilina, trimetoprima-sulfametoxazol, y ciprofloxacina en cepas de

Salmonella aisladas de un matadero de aves de corral en Espafia.
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v" Ruiz y col. reportaron en el afio 2006 resistencia al antibidtico tetraclicina (3.3%).
No obtuvieron resistencia frente a los antibidticos cloranfenicol, ampicilina, ceftazidime,
cefalotina, ciprofloxacina, gentamicina, amikacina y trimetoprima-sulfametoxazol en cepas
aisladas en granjas de aves ponedoras en Antioquia, Colombia.

v Bricefio y col. reportaron en el afio 2007 resistencia a los antibidticos &cido
nalidixico (73.3%), tetraciclina (56.2%), ciprofloxacina (2.7%), y cloranfenicol (2.5%) en
cepas aisladas de una planta procesadora de aves ubicada en el Estado Zulia, Vzla.

v Duarte y col. reportaron en el afio 2009 resistencia a los antibidticos tetraciclina
(31.6%), acido nalidixico (21%), ampicilina (10.5%), amoxicilina-acido clavulanico
(10.5%), cloranfenicol (5.2%), ciprofloxacina (5.2%) y trimetoprima-sulfametoxazol
(5.2%). No obtuvieron resistencia frente al antibiético gentamicina en cepas aisladas de
canales de pollo de plantas procesadoras ubicadas en Brasil.

v Camacho y col. reportaron en el afio 2010 resistencia a los antibioticos cefalotina
(41%), amoxicilina-acido clavulanico (38%), ampicilina (26%), tetraciclina (12%) y
ciprofloxacina (2%) en Salmonella no Typhi aislada de visceras de pollo en México.

v Mantilla y col. reportaron en el afio 2010 resistencia a los antibioticos tetraciclina
(90%), amikacina (30%), ciprofloxacina (30%), gentamicina (20%) y cloranfenicol (5%).
No obtuvieron resistencia frente a los antibioticos ampicilina y  trimetoprima-
sulfametoxazol en cepas aisladas de aves ponedoras comerciales en Colombia.

v Molina y col. reportaron en el afio 2010 resistencia a los antibioticos trimetoprima-
sulfametoxazol (100%), ampicilina (66.67%), ceftazidime (44.44%), ciprofloxacina
(22.22%) vy cloranfenicol (11.11%). No obtuvieron resistencia frente a los antibioticos
amikacina y gentamicina en cepas aisladas de pollo crudo comercializado en el Estado

Meérida, Vzla.
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v Shrestha y col. reportaron en el afio 2010 la mayor resistencia a los antibi6ticos
ampicilina, amoxicilina-&cido clavulanico y é&cido nalidixico (97.4%), a la cefalotina
(94.9%), tetraciclina (92.3%), cloranfenicol (15.4%), ciprofloxacina (7.7%) y trimetoprima-
sulfametoxazol (69.2%). No obtuvieron resistencia frente a gentamicina en cepas aisladas
de granjas ubicadas en Kathmandu, Nepal.

v Singh y col. reportaron en el afio 2010 resistencia a los antibioticos ampicilina
(26%), gentamicina (40.74%) y cloranfenicol (15%). No obtuvieron resistencia frente a los
antibiodticos ciprofloxacina y tetraciclina en cepas aisladas de huevos recolectados en
granjas y mercados ubicados en la India.

v Dallal y col. reportaron en el afio 2010 resistencia a los antibioticos &cido nalidixico
(82%), tetraciclina (69%), ampicilina (4%) y cloranfenicol (1.6%). No obtuvieron
resistencia frente a los antibidticos gentamicina, ceftazidime y ciprofloxacina en cepas
aisladas de pollo y res adquiridos en mercados en Iran.

v Yildirim y col. reportaron en el afio 2011 resistencia a los antibidticos ampicilina
(85.2%), tetraciclina (67.6%), cefalotina (52.9%), gentamicina (14.7%), cloranfenicol

(10.2%) y amikacina (2.9%) en cepas aisladas de canales de pollo en Turquia.

2.4.8 Multiresistencia
Una cepa aislada se define como resistente si presenta resistencia a un antibiético,
sin en cambio presenta un indice de multirresistencia mayor a 0.2 se estd en presencia de
una cepa multirresistente (Carramifiana y col., 2004).
En los Gltimos afios se han detectado cepas de Salmonella spp. multirresistentes a

los antibio6ticos (Camacho y col., 2010). La aparicion de multirresistencia en Salmonella
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aislada de alimentos, sugiere la necesidad de un uso mas prudente de los antibidticos por

parte de agricultores, veterinarios y médicos (Carramifiana y col., 2004).

A continuacion se presentan los porcentajes de cepas multirresistentes obtenidos por

algunos investigadores:

v Carramifiana y col. reportaron en el afio 2004 un 65.4% de aislamientos
multirresistentes en cepas aisladas de un matadero de aves de corral en Espafa.

v Bricefio y col. reportaron en el afio 2007 un 65% de aislamientos multirresistentes
en cepas aisladas de una planta procesadora de aves ubicada en el Estado Zulia, Vzla.

v Camacho y col. reportaron en el afio 2010 un 17,1% de aislamientos
multirresistentes a 4 antibioticos en visceras de pollo adquiridas en supermercados ubicados
en México.

v Dallal y col. reportaron en el afio 2010 un 68.5% de aislamientos multirresistentes y
un 15% fueron resistentes a todos los antibidticos en cepas aisladas de muestras de pollo y
res adquiridos en mercados ubicados en Iran.

v Shrestha y col. reportaron en el afio 2010 un 97% de cepas multirresistentes en
cepas aisladas de granjas en Nepal.

v Yildirim y col. reportaron en el afio 2011 un 97% de cepas multirresistentes en

cepas aisladas de canales de pollo en Turquia.
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3.1

3.2

3. OBJETIVOS

Objetivo general
Aislar e identificar cepas de Salmonella resistente a antibi6ticos en muestras

de pollo recolectadas en expendios comerciales del area metropolitana.

Obijetivos especificos

Aislar cepas de Salmonella en muestras de pollo recolectadas en expendios
comerciales.

Identificar las cepas presuntivas de Salmonella aisladas a través de pruebas
bioquimicas preliminares y confirmativas.

Identificar las cepas presuntivas de Salmonella aisladas a través de las

galerias API 20E.

Detectar cepas de Salmonella resistentes a antibioticos a través del método
de disco difusion.

Detectar cepas de Salmonella multirresistentes a antibiéticos.

Detectar la concentracion minima inhibitoria de cada antibiotico evaluado a
través del método de microdilucion.

Comparar los resultados obtenidos entre el método de disco difusion y el

método de microdilucién.

Evaluar la resistencia y multirresistencia a antibidticos en un cultivo puro de

Salmonella.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1  Lugar de trabajo

Se trabajo en el laboratorio de microorganismos patdgenos de la seccién de
biotecnologia y control microbiano, ubicado en el Instituto de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos (ICTA) de la Universidad Central de Venezuela (UCV), el cual se encuentra
ubicado en Colinas de Bello Monte, Caracas-Venezuela. En este lugar se suministraron los
materiales, equipos, reactivos y medios de cultivo que se utilizaron en la elaboracion de

este trabajo especial de grado.

4.2  Muestreo

Se analizaron 4 muestras de visceras de pollo por semana durante un periodo de 8
semanas, las cuales fueron adquiridas en expendios comerciales ubicados en el area
metropolitana y fueron transportadas al ICTA en forma aséptica para su posterior
evaluacion.

4.3  Materiales y equipos

Equipos:

e Autoclave

e Balanza analitica

e Estufaa 35-37°C

e Bafo con agitacion a 42°C
e Microscopio

e Stomacher

e Lector de placas Biorad modelo 3550
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e \Ortex

Materiales:

e Aceite de inmersion

e Asa de platino

e Bolsas de polietileno estériles

e Galerias API 20E

e Hisopos estériles

e Mechero

e Micropipetas

e Placas de microtitulacion de 96 pocillos

¢ Puntas para micropipetas

e Placas de Petri

e Porta-objetos

e Reactivos para la coloracion de Gram (solucion de cristal violeta, lugol,
solucién decolorante y safranina)

e Solucion salina

e Tubos de ensayo

Medios de cultivo:

Agar bismuto sulfito

Agar Hektoen-entérico

Agar Kligler

Agar lisina-hierro
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e Agar Mieller Hinton

e Agar tripticasa soya

e Agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD)
e Caldo Mueller Hinton

e Caldo Rappaport-Vassiliadis

e Caldo selenito-cistina

e Caldo tetrationato-verde brillante

e Caldo tripticasa soya

e Caldo urea

e Peptona

Tipo de muestra

e Muestras de visceras de pollo adquiridas en diferentes expendios

comerciales.

Cepas

e Cepa de Salmonella spp. suministrada por la Facultad de Farmacia.

e Cepa de Escherichia coli (ATCC 25922) adquirida en el Centro Venezolano
de Colecciones de Microorganismos ubicado en el Instituto de Biologia
Experimental (IBE).

Discos de antibidticos (BBL, adquiridos en Himelab)

e Amikacina 30 ug

e Gentamicina 10 ug
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e Ampicilina 10 pg

e Amoxicilina-4cido clavulanico 20/10 pug
e Ceftazidime 30 pg

e Cefalotina 30 pug

e Tetraciclina 30 pg

e Ciprofloxacina 5 ug

e Acido nalidixico 30 pg

e Cloranfenicol 30 pg

e Trimetoprima-sulfametoxazol 1.25/23.75 ug

Antibidticos en suspensién, pastilla o ampollas (adquiridos en farmacias)

e Amikacina: Medicamento genérico en ampolla (Genven)

e Gentamicina: Medicamento genérico en ampolla (Genven)

e Ampicilina: Medicamento genérico en suspension (Calox)

e Amoxicilina-acido clavulanico: Medicamento genérico en suspension
(Genven)

e Ceftazidime: Medicamento genérico en ampolla (Genérico de calidad)

e Cefalotina: Medicamento genérico en ampolla (Genven)

e Tetraciclina: Tetralysal en capsulas (Galderma)

e Ciprofloxacina: Ciprolet en suspension (Dr.Reddy’s)

e Cloranfenicol: Cloftal en solucion oftalmica (Oftalmi)

e Trimetoprima-sulfametoxazol: Bactrimel en suspension (Roche)
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4.4 Métodos

El aislamiento e identificacion del patogeno se realizé segun la norma COVENIN

1291:2004, la cual establece lo siguiente:

4.4.1 Aislamiento de Salmonella en muestras de pollo

> Pre-enrigquecimiento

Se pesaron 25g de muestra del alimento en una bolsa de polietileno, se agregaron

225mL del medio de pre-enriquecimiento (caldo nutritivo) y se homogenizaron en
Stomacher por unos segundos. Se dejé en reposo la muestra durante 60 minutos

temperatura ambiente y luego se incub6 la muestra pre-enriquecida a 35°C por 24h.

el

a

El

preenriquecimiento es importante para recuperar las células de Salmonella de las

condiciones extremas en las que se encontraba en el alimento, ya que se encuentra bajo

condiciones de estrés en alimentos contaminados (Rosentul, 2006).

A continuacion se muestra el esquema realizado:

25¢g 225mL

N 7\

. Reposar
4 === 60 min,

Tamb

Caldo

nutritivo i’

Incubar 24h, 35°C

Figura #1: Etapa de pre-enriquecimiento para el aislamiento de Salmonella en pollo.
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> Enriquecimiento selectivo

Luego del periodo de incubacion, se transfiri6 0,1 mL del medio de pre-
enriquecimiento a 10mL de caldo Rappaport-Vassiliadis y 1 mL a 10 mL de caldo
tetrationato-verde brillante, ambos tubos se agitaron en un vartex y se incubaron en un bafio
con agitacion a 42°C por 24h.

Los microrganismos del género Salmonella se encuentran en una pequefia
proporcion con respecto a la flora acompafante en los alimentos contaminados, lo cual
dificulta su deteccion. Por lo tanto, este enriquecimiento selectivo permite que Salmonella
crezca en mayor proporcion que las demas bacterias (Rosentul, 2006).

En el caldo Rappaport-Vassiliadis, la elevada concentracion de cloruro de magnesio
y la presencia de verde de malaquita inhiben el crecimiento de microorganismos que
forman parte de la flora intestinal, mientras que la mayoria de las cepas de Salmonella no se
ven afectadas en su desarrollo (Cultimed, 2003).

En el caldo tetrationato-verde brillante, las sales biliares y el verde brillante inhiben
el crecimiento de microorganismos Gram-positivos. El tetrationato tiene un efecto inhibidor
sobre los coliformes y la mayor parte de las bacterias intestinales. Las cepas de Proteus y
de Salmonella pueden desarrollarse correctamente. El carbonato de calcio mantiene el pH
del medio al neutralizar el acido sulfdarico producido por la reduccion del tetrationato

(Cultimed, 2003).
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A continuacion se muestra el esquema realizado:

B
il Tubo con 10mL
0.1mL ] de caldo Rappaport-

. / U Vassiliadis Incubar en
Medio de pre- ___ Bafio con
enriquecimiento \ _ Tubo con 10mL ag:taclon
de caldo tetrationato- 42°C, 24h

1mL ' verde brillante

Figura #2: Etapa de enriquecimiento selectivo para el aislamiento de Salmonella en

pollo.

» Aislamiento

Se transfirié una asada de cada uno de los dos medios de enriquecimiento selectivo,
previamente homogeneizados en un vortex, a la superficie de placas de agar bismuto
sulfito, agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD) y agar Hektoen-entérico. Las placas se
incubaron invertidas a 35°C por 24h. Al final de la incubacion se observaron las colonias
presuntivas de Salmonella cuyas caracteristicas en el agar bismuto sulfito son colonias
marrones o grises a negro, con o sin brillo metélico, en el agar XLD son colonias incoloras
o ligeramente rosadas con o sin centro negro y en el agar Hektoen-entérico son colonias
azul verdosas o azules con o sin centro negro.

En el agar bismuto sulfito, el bismuto sulfito y el verde brillante inhiben
conjuntamente a las bacterias Gram-positivas y coliformes. A su vez por la presencia de
azufre en el medio, los microorganismos capaces de producir sulfuro de hierro precipitan

sulfuro ferroso, que da lugar a tonalidades marrones mas o menos oscuras e incluso negras.
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También se puede reducir el bismuto a metal dando un brillo metalico alrededor de las
colonias correspondientes (Cultimed, 2003).

En el agar XLD, el desoxicolato de sodio inhibe el crecimiento de los Gram-
positivos. La mayoria de las enterobacterias patdgenas, a excepcion de Shigella, fermentan
la xilosa. El acido producto de la fermentacion de la xilosa, de la lactosa o de la sacarosa
produce un viraje del rojo de fenol a amarillo contenido en el medio. Los microorganismos
que descarboxilan la lisina, como Salmonella, se reconocen por presentar colonias rojo-
anaranjadas debido al aumento del pH que han provocado en el medio y el consecuente
viraje del rojo de fenol. Ademas por la presencia de tiosulfato y citrato de hierro y amonio
las bacterias productoras de sulfuro de hidrégeno dan colonias ennegrecidas (Cultimed,
2003).

En el agar Hektoen-entérico, la presencia de dos indicadores permite diferenciar las
colonias de bacterias lactosa positivas de las lactosa negativas, las primeras toman un color
amarillo anaranjado y las segundas un azul verdoso (Como es el caso de Salmonella). Los
microorganismos que fermentan la sacarosa y la salicina también toman un color amarillo
anaranjado. Con el tiosulfato de sodio y el citrato de hierro y amonio se detectan los
productores de sulfuro de hidrégeno por el precipitado negro de sulfuro de hierro que
presentan las bacterias en el centro de las colonias. La presencia de sales biliares inhibe el

crecimiento de una gran parte de la flora acompafante (Cultimed, 2003).
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A continuacion se muestra el esquema realizado:

Asada

/ n
Placas con

Agar bismuto

sulfito
Incubar

Placas con

= 35°C

Tubos con Agar XLD
caldos de 24h

enriquecimiento
Placas con
Agar Hektoen-
entérico
=

Figura #3: Etapa de aislamiento de Salmonella en pollo.

4.4.2 ldentificacidn de colonias presuntivas de Salmonella

» Pruebas bioquimicas preliminares

e Agar Kligler y agar lisina-hierro
Se transfirieron colonias presuntivas obtenidas en cada uno de los agares selectivos
al agar Kligler y luego sin flamear el asa se inoculd en agar lisina-hierro. En ambos medios
se realizo puncion en el taco y se estrid el bisel. Se incubaron los tubos a 35°C por 24h. Al
final de la incubacion se seleccionaron los tubos que presentaron en el agar Kligler un bisel
alcalino de color rojo (debido a la no fermentacion de la lactosa) y un taco acido de color
amarillo (debido a la fermentacion de la glucosa) con o sin produccion de H,S que se

manifestd por ennegrecimiento total o parcial del agar. Ademas se seleccionaron los tubos
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que presentaron en el agar lisina-hierro reaccién alcalina en el bisel de color violeta
(producto de la descarboxilacion de la lisina) con o sin produccion de H,S.

Todas las enterobacterias fermentan la glucosa y el pH del medio disminuye. Luego
si son capaces de descarboxilar la lisina, aumenta el pH del medio, por lo que el parpura de
bromocresol recupera el color purpura. Luego de la incubacién, los tubos positivos tomaron
un color parpura o violeta mientras que los tubos negativos tomaron un color amarillo.
Generalmente Salmonella es capaz de descarboxilar la lisina, por lo que da resultados
positivos para esta prueba. Sin embargo, hay cepas de Salmonella que no son capaces de
descarboxilar la lisina (Cultimed, 2003).

Se procedi6 a realizar las pruebas bioquimicas confirmativas en aquellas cepas que
dieron resultados tipicos en una de las dos pruebas preliminares.

A continuacion se muestra el esquema realizado:

=
Agar
Kliger
Incubar
== 35°C
] 24h
i Agar
lisina-
hierro
—

Agares selectivos

Figura #4: Esquema de pruebas bioquimicas preliminares en el aislamiento de

Salmonella en pollo.
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» Pruebas bioguimicas confirmativas, galerias APl 20E vy aglutinacién en latex

e Coloracion Gram

A partir del medio Kligler se realiz6 una coloracion Gram para constatar la
presencia de bacilos cortos Gram negativos (-). Las cepas con la morfologia caracteristica
se inocularon en:

» Caldo urea

A partir del medio Kligler se transfirié una asada del bisel a un tubo con caldo urea.
Se incubaron los tubos a 35°C por 24h. Dado que no hay mas fuente de carbono que la que
proviene de la urea, en este medio sélo podran crecer aquellos microorganismos capaces de
consumirla como unica fuente de energia. Una reaccion positiva a la ureasa se pondra de
manifiesto por el cambio de color del medio (de amarillo a rojo) por el viraje del indicador
de pH, rojo de Fenol y una reaccidén negativa conservara el color original del medio.
Salmonella da un resultado negativo a esta prueba.

» Caldo triptéfano

A partir del medio Kligler se transfirié una asada del bisel a un tubo con agua
peptonada. Se incubaron los tubos a 35°C por 24h. Luego de la incubacién se transfirieron
5 mL del cultivo de 24h a un tubo de ensayo estéril y se afiadieron 3 gotas del reactivo de
Kovac’s. La peptona tiene una elevada concentracion de triptéfano, el cual es degradado a
indol por un cierto nimero de microrganismos. La presencia de indol se evidencia por la
formacion de un anillo de coloracion rojo intenso que se obtiene al afadir al cultivo el
reactivo de Kovac’s, en cambio la formacion de un anillo amarillo indica un resultado

negativo. Salmonella da reaccion negativa a esta prueba (Cultimed, 2003).

55



e Pruebas bioquimicas API 20E
Finalmente a las cepas que dieron resultados tipicos de Salmonella en las pruebas
confirmativas se les aplicaron las pruebas rapidas de identificacion API 20E. Se realiz6 una
suspension de la cepa de Salmonella aislada en solucion salina a partir del crecimiento en
cufias de agar blando y se inocul6 dicha suspension en los diferentes pocillos. La galeria se
incubd a 35-37°C y se realiz0 la lectura de las pruebas bioquimicas a las 24h. A partir de los
perfiles numéricos que se obtuvieron, las cepas fueron identificadas utilizando el programa

ATB plus.

®

A continuacion se muestra el esquema realizado:

Caldo
N Tinciéon / H urea Incubar
Gram \ e 35°C
24h
Agar Caldo
Kligler

© M

H — i v uufueiy

Cepas en Solucién Galerias API
cuias salina

triptéfano
—

ol

Figura #5: Esquema de pruebas bioquimicas confirmativas y aplicacion de galerias

API en la identificacion de Salmonella en pollo.
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e Identificacion con aglutinacion en latex
Algunas de las cepas identificadas con las galerias API fueron confirmadas con
aglutinacion en latex.

4.4.3 Expresion de los resultados

Se indicd la presencia o ausencia de Salmonella en 25g de cada muestra
analizada.

4.4.4 Deteccion de cepas de Salmonella resistente a antibidticos

Para la deteccion de cepas resistentes a antibioticos se aplicd el método de disco
difusion descrito por Bauer y col., en 1966. Esta parte se realizo con la cepa de Salmonella
aislada de la muestra de pollo, con la cepa pura de Salmonella spp. y con la cepa control de
Escherichia coli (ATCC 25922). A continuacion se muestran los pasos realizados:

» Preparacién del estandar de McFarland

El estdndar de turbidez 0.5 de McFarland se prepar6 adicionando 0.5mL de BaCl,
(1%) a 99.5mL de H,SO,4 (0.36N) (Bauer y col., 1966).

» Preparacién del cultivo

Se inocularon 2 o 3 colonias de Salmonella previamente aislada e identificada en
4mL de caldo tripticasa soya hasta alcanzar el estandar de turbidez 0.5 de McFarland, el
cual corresponde a una poblacién de 108 UFC/mL (Bauer y col., 1966).

> Aplicacion de las pruebas de susceptibilidad a los antibidticos

Se analizo la susceptibilidad de las cepas a un total de 11 antibioticos. Para ello, se
extendio sobre placas de agar Mueller Hinton la suspension de la cepa mediante un hisopo
estéril. Los discos de papel secante impregnados con los antibioticos se depositaron sobre
las placas con una pinza estéril (se colocaron 4 antibidticos por placa) y se incubaron

invertidas a 35-37°C durante 18-24h. Esto se realiz6 por duplicado para cada antibiotico. El
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antibidtico se difundid radialmente a través del espesor del agar formandose un gradiente
de concentracion. Luego de 24 horas de incubacion, los discos aparecieron rodeados por
una zona de inhibicion. Dependiendo de la longitud del halo de inhibicion obtenida, las
cepas se clasificaron como sensibles, intermedias o resistentes de acuerdo con los criterios
de interpretacion del manual de la CLSI (Bauer y col., 1966). Las cuales se definen como
(Ruiz y col., 2001):

Cepas sensibles: Estas cepas pueden ser apropiadamente tratadas con dosis de antibi6ticos

recomendadas para un tipo de infeccion particular.

Cepas intermedias: Son aquellas cepas cuyas concentraciones minimas inhibitorias se

aproximan a los niveles alcanzables en tejidos y sangre, y para los que la tasa de respuesta
puede ser méas baja que la de las cepas sensibles.

Cepas resistentes: Estas cepas no son inhibidas por las concentraciones usualmente

alcanzables de un agente con régimen terapéutico normal, por lo tanto la eficacia clinica no

es confiable en estudios terapéuticos.
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A continuacion se muestra el esquema realizado:

Inocular Hacer un Colocar
colonias hisopado discos

'O YAYEA
S | © ®-F

Placas Caldo 18-24h
con cepa Tripticasa soya
(0.5 McFarland)

Figura #6: Esquema de las pruebas de susceptibilidad a los antibiéticos mediante el

método de disco difusion descrito por Bauer y col., 1966.

4.45 Anélisis de la multirresistencia

La multirresistencia a antibidticos fue calculada para cada cepa a través del indice de
resistencia maltiple a antibidticos el cual se encuentra expresado a continuacion (Singh y
col., 2010):

MAR: N° de antibidticos para los cuales la cepa presento resistencia
N° de antibioticos al cual se expuso la cepa

Un indice mayor a 0.2 indica que la bacteria presenta resistencia multiple (Vanegas
y col., 2009).

4.4.6 Deteccion de la concentraciéon minima inhibitoria de cada antibidtico

CMI
Se determino la CMI a través del método de microdilucion descrito por Andrews, J en
el aflo 2001. Se determin6d la CMI de cada antibidtico en aquellas cepas que fueron

clasificadas como sensibles e intermedias mediante el método de disco difusion y en la cepa
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control (excepto el acido nalidixico, ya que su presentacién de farmaco comercial no se
encuentra en venta en nuestro pais). La concentracion minima inhibitoria se define como la
mas baja concentracion del antibidtico que inhibe el crecimiento microbiano después de la

incubacion (Andrews, 2001). Para determinarla se realizaron los siguientes pasos:

» Preparacién de los antibioticos

Se adquirieron los antibiodticos en forma de pastilla, suspension o de ampolla y se
realizaron distintas diluciones a partir de la concentracion madre de cada uno de ellos para
alcanzar principalmente 3 concentraciones (10.000, 1.000 y 100 pg/mL) (Ver Anexos 9.1).
Posteriormente a partir de estas 3 concentraciones obtenidas se realizaron diluciones para

alcanzar concentraciones entre 128 y 0.0625 pg/mL (Ver Anexos 9.2).

» Preparacién del cultivo

Se inocularon 2 o 3 colonias de Salmonella previamente aislada e identificada en
4mL de caldo Mueller Hinton hasta alcanzar el estdndar de turbidez 0.5 de McFarland, el
cual corresponde a una poblacién de 108 UFC/mL.

» Siembra en placa de microtitulacion

Luego utilizando una placa de microtitulacién, se colocaron 75uL de cada dilucién
realizada del antibiotico en cada posillo y 75uL del microorganismo de prueba. Ademas se
inoculé una fila conteniendo sélo la cepa (controla que el caldo esté en condiciones
apropiadas para soportar el crecimiento del microorganismo), una fila conteniendo solo el
caldo Mueller Hinton (controla la esterilidad) y una fila conteniendo sélo el antibidtico.
Luego se incubaron las placas por 24h a 35-37°C. Al final de la incubacion se midié la

absorbancia con el lector de placas Biorad modelo 3550 a una longitud de onda de 595nm.
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Finalmente se determind la concentracién minima inhibitoria comparando las absorbancia

obtenidas. La concentracion en la cual la absorbancia de la cepa con antibidtico empieza a

disminuir con respecto a la absorbancia de la cepa sola es la concentraciéon minima

inhibitoria.

A continuacion se muestra el esquema realizado:
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Figura #7: Siembra en placa de microtitulacion para la determinacion de la

concentracion minima inhibitoria de cada antibi6tico mediante el método de

microdilucion descrito por Andrews, 2001.

4.4.7 Andlisis estadistico de los resultados

» Comparacion de los resultados obtenidos en la longitud de los halos de

inhibicion de las 9 cepas con respecto a la cepa pura de Salmonella spp.

Se compararon los resultados obtenidos en la longitud de los halos de inhibicion de

las cepas aisladas con los resultados obtenidos en la cepa pura de Salmonella spp. Se aplicd

en Microsoft Excel un anélisis de varianza de una via con un 95% de confianza para asi

determinar si hubo diferencia significativa entre estos resultados.
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La hipdtesis nula planteada fue: “no hay diferencia significativa entre los resultados

obtenidos en las cepas aisladas con la cepa pura de Salmonella spp.”.

» Comparacion de los resultados obtenidos en la longitud de los halos de
inhibicion de las 9 cepas entre si.

Se compararon los resultados obtenidos en la longitud de los halos de inhibicion de

las 9 cepas entre si. Se aplico en Microsoft Excel un analisis de varianza de una via con un

95% de confianza para asi determinar si hubo diferencia significativa entre estos resultados.

La hipotesis nula planteada fue: “no hay diferencia significativa entre los resultados

obtenidos entre las 9 cepas entre si”.

» Comparacion de los resultados obtenidos entre el método de disco difusion vy el
método de microdilucion.

Se compararon los resultados obtenidos entre los dos métodos utilizados. Se aplico

en Microsoft Excel un andlisis de varianza de una via con un 95% de confianza a los

porcentajes de cepas intermedias y cepas sensibles obtenidos con ambos métodos con el fin

de evaluar si hubo diferencia significativa entre los resultados obtenidos.

La hipdtesis nula planteada fue: “no hay diferencia significativa entre los resultados

obtenidos por el método de disco difusion con el método de microdilucion™.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Aislamiento e identificacion de cepas de Salmonella en muestras de pollo

A partir del crecimiento obtenido en los 3 tipos de agares selectivos se
seleccionaron un total de 216 colonias con caracteristicas propias de Salmonella. Se
seleccionaron las colonias marrones o grises a negro con o sin brillo metalico en el agar
bismuto sulfito, las colonias incoloras o ligeramente rosadas con o sin centro negro en el
agar XLD y las colonias azul verdosas o azules con o sin centro negro en el agar Hektoen-
entérico.

A continuacion se muestra en la figura #8, #9 y #10 las imagenes de las colonias

obtenidas en cada uno de los agares selectivos.

Figura #8: Colonias caracteristicas de Salmonella obtenidas en agar bismuto sulfito.

Se seleccionaron las colonias marrones o grises a negro.

63



Figura #9: Colonias caracteristicas de Salmonella obtenidas en agar XLD. Se

seleccionaron las colonias levemente rosadas, algunas con produccién de H,S.

Figura #10: Colonias caracteristicas de Salmonella obtenidas en agar Hektoen-
entérico. Se seleccionaron las colonias verdes, algunas con produccién de H,S.

Luego a las 216 colonias seleccionadas en los 3 tipos de agares selectivos se les
aplicaron las pruebas biogquimicas preliminares, obteniéndose luego del periodo de
incubacion un total de 132 cepas que presentaron en la prueba del Kligler un taco amarillo
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y un bisel rosado con produccion de H,S parcial o total y/o un bisel violeta en la prueba
lisina-hierro. A continuacion se muestra en la Figura #11 el resultado obtenido en la prueba

del Kligler y en la figura #12 el resultado obtenido en la prueba lisina-hierro.

Figura #11: Resultados caracteristicos de Salmonella en la Prueba del Kligler. Se
obtuvo un taco amarillo (con o sin formacion de H,S) producto de la fermentacion de
la glucosa y un bisel rosado debido a la no fermentacion de la lactosa.

e

:

Figura #12: Resultados caracteristicos de Salmonella en la prueba lisina-hierro. Se
obtuvo una reaccion alcalina en el bisel de color violeta (producto de la

descarboxilacion de la lisina) con o sin produccion de H,S.
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Posteriormente, a las 132 cepas seleccionadas de manera previa se les aplicaron las

pruebas bioguimicas confirmativas, es decir, tincion Gram, caldo urea y caldo triptofano.

Al realizar la tincion Gram a las 132 cepas se obtuvieron bacilos cortos Gram

negativos. A continuacion se muestra en la figura #13 los resultados obtenidos.

Figura #13: Imagen del microscopio con un aumento de 100X luego de realizar la

tincion Gram. Se obtuvieron bacilos cortos Gram -.

Luego del periodo de incubacion requerido para las respectivas pruebas, de las 132
cepas seleccionadas, a través de las pruebas bioquimicas preliminares, sélo 21 cepas dieron
un resultado negativo, tanto en caldo urea como en caldo triptéfano (resultados
caracteristicos de Salmonella). A continuacion se muestra en la figura #14 el resultado

obtenido en caldo urea y en la figura #15 el resultado obtenido en caldo triptéfano.
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Figura #14: Resultados obtenidos en caldo urea con sus respectivos controles
positivos y negativos. En los tubos inoculados con las cepas aisladas no se obtuvo
cambio de coloracién al igual que el control negativo, indicandonos que Salmonella

no es capaz de utilizar la urea como fuente de energia.

Anillo rojo

(control +) Anillo amarillo

(cepa aislada)

Figura #15: Resultados obtenidos en caldo triptéfano con sus respectivos controles
positivos y negativos. En los tubos inoculados con las cepas aisladas se obtuvo un
resultado igual al control negativo (anillo amarillo), indicAndonos que Salmonella

no es capaz de liberar indol a partir de triptofano.
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Finalmente, las 21 cepas seleccionadas luego de aplicar las pruebas confirmativas,
fueron identificadas a través de las galerias APl 20E. Luego de la lectura de los resultados
obtenidos mediante el programa ATB plus se confirmaron finalmente un total de 9 cepas de
Salmonella. De estas 9 cepas, 8 fueron identificadas como Salmonella spp. (5 de ellas con
un 89.4% de confianza, 2 de ellas con un 99,9% de confianza y 1 con un 98.9% de

confianza) y 1 fue identificada como Salmonella arizonae con un 99,7% de confianza.

Algunas de las cepas identificadas como Salmonella spp. con las galerias API,

fueron confirmadas con aglutinacion en latex, obteniéndose los mismos resultados.

Las 9 cepas de Salmonella aisladas en las 32 muestras de pollo analizadas,

representan una prevalencia de 28,13%.

Los resultados fueron expresados como presencia o ausencia de Salmonella en cada

muestra analizada. En la tabla #2 se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla #2: Presencia o ausencia de Salmonella en las 32 muestras de visceras de pollo

adquiridas en el area metropolitana de Caracas.

Muestra Presenci_a O | Muestra Presenci_a O | Muestra Presenci_a 0

ausencia ausencia ausencia
1 Ausencia/ 259 12 Presencia/ 259 23 Ausencia/ 25¢
2 Presencia/ 259 13 Ausencia/ 25¢ 24 Presencia/ 259
3 Ausencia/ 259 14 Ausencia/ 25¢ 25 Ausencia/ 25¢
4 Ausencia/ 259 15 Ausencia/ 25¢ 26 Ausencia/ 25¢
5 Ausencia/ 259 16 Ausencia/ 25¢ 27 Ausencia/ 25¢
6 Presencia/ 259 17 Presencia/ 259 28 Presencia/ 259
7 Ausencia/ 25¢g 18 Ausencia/ 25¢ 29 Ausencia/ 25¢g
8 Presencia/ 259 19 Ausencia/ 25¢ 30 Ausencia/ 25¢g
9 Ausencia/ 25¢g 20 Ausencia/ 25¢ 31 Presencia/ 259
10 Ausencia/ 25¢g 21 Ausencia/ 25¢ 32 Ausencia/ 25¢g
11 Ausencia/ 25¢g 22 Presencia/ 259 - -

El porcentaje de Salmonella obtenido en dicho estudio (28.13%) nos indica que este
tipo de alimento en el area metropolitana no esta exento de este patdgeno, a pesar que el
mismo posee tolerancia cero en las normas Covenin (Covenin, 1986). Este porcentaje de
aislamiento es relevante ya que nos indica que aproximadamente 1 de cada 4 pollos pueden
ser fuente de infeccion de Salmonella. La deteccion de este patégeno en las muestras
analizadas nos sefiala que este producto constituye un peligro para la salud de los

consumidores. Se deben aplicar medidas preventivas inmediatas, ya que existe el riesgo de
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aparicion de brotes de diarreas o salmonelosis en la poblacion debido al consumo de este

alimento.

En Venezuela, la incidencia de salmonelosis en alimentos es poco conocida. Sin
embargo, se aislan con frecuencia cepas de Salmonella causantes de diarreas, especialmente
en la poblacion infantil, las cuales pudieran tener caracteristicas microbioldgicas y
seroldgicas semejantes a las cepas de Salmonella que circulan en los alimentos,

especificamente, a las encontradas en pollo (Molina y col., 2010).

Este porcentaje (28.13%) se aproxima al obtenido por otros investigadores en varios
estados del pais, tales como Boscan y col. (2005) los cuales reportaron una prevalencia de
23% de cepas de Salmonella en visceras adquiridas en el Estado Zulia y Pérez y col. (2004)
cuyos reportes indican una prevalencia de 23,08% en canales de aves beneficiadas de
plantas procesadoras del mismo estado. En el Estado Mérida también se ha reportado un
porcentaje similar, como los resultados obtenidos por Molina y col. (2010) los cuales
obtuvieron una prevalencia de 20% de Salmonella en pollo crudo comercializado en dicho
estado. En el Estado Aragua otros investigadores han obtenido porcentajes de aislamientos
mayores, como el reportado por Infante y col. (1994) los cuales obtuvieron una prevalencia
de 32,5%, Leon y col. (1996) una prevalencia de 58%; ambos casos obtenidos en canales de
pollo y Morillo y col. (1996) una prevalencia de 72,5% en alas y visceras de pollo. Para el
area metropolitana de Caracas no se encontraron investigaciones que sustente la incidencia

de Salmonella en este tipo de alimento.

En otros paises, muchos investigadores han aislado Salmonella en pollo. En Brasil,

Costa Rica y Alemania se han reportado porcentajes menores a los obtenidos en este
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estudio, como los resultados sefialados por varios autores como Duarte y col. (2009),

Reuben y col. (2003) y Schwaiger y col. (2012) (9.6%, 15% y 17% respectivamente).

En Turquia, Estados Unidos, Iran, Portugal y Nepal se han reportado porcentajes
mayores, como los resultados obtenidos por Yildirim y col. (2011), White y col. (2001),
Dallal y col. (2010), Antunes y col. (2003) y Shrestha y col. (2010) (34%, 35%, 45%, 60%
y 75% respectivamente). Aunado a esto, otros investigadores han reportado hasta un 100%

de Salmonella en todas las muestras analizadas (Camacho y col., 2010).

Se debe controlar la introduccidn y multiplicacién de este microorganismo a lo largo
de la cadena productiva avicola. Se deben mantener las aves reproductoras libres de
Salmonella ya que una bandada infectada difundira la infeccién a una gran cantidad de
bandadas comerciales. Ademas, es necesario implementar Buenas Préacticas de Fabricacion
(BPF), Buenas Préacticas de Higiene (BPH), incluyendo el buen disefio, mantenimiento y
limpieza del equipo y la aplicacién de procedimientos basados en los principios de HACCP
en toda la cadena alimentaria. Es fundamental controlar la temperatura de almacenamiento
del pollo y el tiempo de conservacién. Por otro lado, se debe educar a los manipuladores de
alimentos sobre la importancia de una excelente higiene personal (ftp://ftp.fao.org) y
aplicar estrictamente las practicas que prevendran una posible contaminacion cruzada y

siempre alcanzar una coccion completa de todos los alimentos de origen animal.

El consumo de visceras de pollo (higado y mollejas, entre otros) forma parte de la
cultura de muchos paises latinoamericanos, debido a su bajo costo y alto contenido
proteinico. Por lo tanto, es necesario evaluar la presencia de esta bacteria en este tipo de

producto listo para la venta al consumidor (Reuben y col., 2003). Ademas la presencia de
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Salmonella en las visceras nos indica que, probablemente, todo el pollo beneficiado se
encuentra infectado por este patogeno.

5.2 Deteccion de cepas de Salmonella resistente a antibidticos

Los porcentajes obtenidos de cepas resistentes, intermedias y sensibles para cada
antibidtico seran mostrados en la tabla #3 y figura #16 de manera global y luego seran
explicados detalladamente por antibidticos.

En la tabla #3 y figura #16 se muestran los porcentajes obtenidos de cepas resistentes,
intermedias y sensibles para cada antibiotico. Los antibidticos que presentaron el mayor
nimero de aislamientos resistentes fueron tetraciclina (88.89%), seguido de &cido
nalidixico (77.78%), ampicilina y trimetoprima-sulfametoxazol (55.56%) y cefalotina
(44.44%), finalmente amoxicilina-acido clavulanico y ceftazidime obtuvieron un porcentaje
de resistencia menor (11.11%). Por el contrario, no hubo cepas resistentes para los
antibidticos amikacina, gentamicina, ciprofloxacina y cloranfenicol. Los antibidticos
amoxicilina-4cido clavulanico, ciprofloxacina, ceftazidime y &cido nalidixico mostraron
sensibilidad intermedia con valores entre 11.11% y 44.44%. Finalmente los antibidticos que
presentaron el mayor nimero de aislamientos sensibles fueron amikacina, gentamicina y
cloranfenicol (100%), seguido de ceftazidime (66.66%), ciprofloxacina y cefalotina
(55.56%), amoxicilina-acido clavulanico y ampicilina (44.44%), mientras que tetraciclina y

acido nalidixico presentaron la menor sensibilidad (11.11%).

72



Tabla #3: Numero y porcentaje obtenido de cepas resistentes, intermedias y

sensibles para los 11 antibidticos probados.

Cepas resistentes Cepas intermedias Cepas sensibles
Antibioticos N° Porcentaje NP Porcentaje NP Porcentaje
(%) (%) (%)
AN 0 0 0 0 9 100
GN 0 0 0 0 9 100
AM 5 55.56 0 0 4 44.44
AMC 1 11.11 4 44.44 4 44.44
CAF 1 11.11 2 22.22 6 66.66
CF 4 44.44 0 0 5 55.55
TE 8 88.89 0 0 1 11.11
CIP 0 0 4 44.44 5 55.56
NA 7 77.78 1 11.11 1 11.11
CL 0 0 0 0 9 100
SXT 5 55.56 0 0 4 44.44

AN: amikacina, GN: gentamicina, AM: ampicilina, AMC: amoxicilina-acido clavulanico,
CAF: ceftazidime, CF: cefalotina, TE: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, NA: &cido

nalidixico, CL.: cloranfenicol, SXT: trimetoprima-sulfametoxazol.

Antibidticos

AN
GN
AM
AMC
CAF
CF
TE
CIP
NA
CL
SXT

50

Porcentaje (%)

100

m Cepas resistentes
m Cepas intermedias
Cepas sensibles

AN: amikacina, GN: gentamicina, AM: ampicilina, AMC: amoxicilina-acido clavulanico,
CAF: ceftazidime, CF: cefalotina, TE: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, NA: acido
nalidixico, CL: cloranfenicol, SXT: trimetoprima-sulfametoxazol.

Figura #16: Porcentajes de cepas resistentes, intermedias y sensibles para cada uno

de los antibiéticos evaluados.
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A continuacion se muestran los resultados que corresponden a la evaluacion de cada
antibidtico probado en las 9 cepas aisladas, en la cepa pura de Salmonella spp. y en la cepa
control de Escherichia coli con su respectivos duplicados, promedio de las medidas de los
halos de inhibicion y clasificacion de la susceptibilidad. Los criterios para la clasificacion
de la susceptibilidad (sensible, intermedio, resistente) se establecieron siguiendo los
pardmetros descritos en el manual de la CLSI (CLSI, 2000). Los halos de inhibicion

obtenidos para cada antibiotico se encuentran en Anexos 9.3.

% Aminoglucésidos
» Amikacina
A continuacion se muestra en la tabla #4 las medidas obtenidas de los halos de
inhibicién para el antibiotico amikacina y la clasificacion de la susceptibilidad para cada

cepa.

Tabla #4: Medidas de los halos de inhibicion obtenidos para el antibidtico amikacina y
clasificacién de la susceptibilidad para la cepa pura, cepa control y las 9 cepas

aisladas.

Longitud obtenida del halo (mm)
Cepa | Cepa

1 2 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cepas pura® | control
21 20 21 | 22 |22 20| 21 | 23 22 23 | 21
20 20 22 |20 | 22|18 | 25 | 24 23 22 | 21
Promedio 20.5 20 215|121 (22|19 | 23 | 235 (225|225 | 21
Clasificacion S S S S|S|] S| S S S S S
S: Sensible
! Cepa pura: Salmonella spp.
2 Cepa control: E. coli ATCC 25922.

Todas las cepas presentaron halos de inhibicién mayores a 17 mm, por lo tanto

fueron clasificadas como sensibles. La cepa control generé halos de inhibicion que se
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encuentran entre los limites establecidos para este antibi6tico (19-26mm), indicandonos la
fiabilidad de la metodologia. Finalmente se obtuvo para el antibidtico amikacina 0% de

resistencia.

No se obtuvo resistencia al antibidtico amikacina, lo cual coincide con los
resultados obtenidos en otros estados del pais, como los reportados en el Estado Mérida por
Molina y col. (2010). Sin embargo, en el Estado Aragua, Sandoval y col. (1995) si

reportaron resistencia (7.1%).

En Colombia y Estados Unidos otros investigadores tampoco obtuvieron resistencia
a este antibidtico (Ruiz y col., 2006; White y col., 2001). Sin embargo, en Colombia y en
Alemania otros investigadores si han obtenido resistencia, como lo sefialan Mantilla y col.

(2010) y Yildirim y col. (2011) (30% y 2.9% respectivamente).

> Gentamicina
A continuacidon se muestra en la tabla #5 las medidas obtenidas de los halos de

inhibicidn para el antibidtico gentamicina.
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Tabla #5: Medidas de los halos de inhibicion obtenidos para el antibiético gentamicina

y clasificacion de la susceptibilidad para la cepa pura, cepa control y las 9 cepas

aisladas.
Longitud obtenida del halo (mm)
Cepa | Cepa | 4 | 5 | 3 | 4|5 |6 |7]|8]9
Cepas pura- | control

19 19 21 |16 | 23 |17 |17 | 23 |22 | 16 | 21
20 20 20 | 18 | 24 |15 |17 | 20 | 20 | 16 | 23
Promedio 19.5 195 | 205 |17 | 235 |16 |17 | 215|211 | 16 | 22
Clasificacion S S S S S S| S S S|S | S

S: Sensible

! Cepa pura: Salmonella spp.
2 Cepa control: E. coli ATCC 25922.

Todas las cepas probadas presentaron halos de inhibicién mayores a 15mm, por lo
tanto fueron clasificadas como sensibles. La cepa control se encontré entre los limites
establecidos para este antibiotico (19-26mm). Finalmente se obtuvo para el antibiotico

gentamicina, un 0% de resistencia.

No se obtuvo resistencia al antibidtico gentamicina, lo cual coincide con los
resultados obtenidos en otros estados del pais, como los reportados en el Estado Mérida por
Molina y col. (2010). Sin embargo, en el Estado Aragua, Sandoval y col. (1995) obtuvieron

un 2.8% de resistencia.

En Portugal, Brasil, Colombia, Nepal e Iran tampoco obtuvieron resistencia los
investigadores Antunes y col. (2003), Duarte y col. (2009), Ruiz y col. (2006), Shrestha y

col. (2010) y Dallal y col. (2010).

En la India, Colombia, Turquia y Estados Unidos se ha reportado la existencia de

cepas resistentes a dicho antibidtico, tal como lo sefialan Singh y col. (2010), Mantilla y
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col. (2010), Yildirim y col. (2011) y White y col. (2001) (40.74%, 20%, 14.7% y 10%

respectivamente).

No se obtuvo resistencia a ninguno de los antibidticos probados del grupo
aminoglucosidos. Esto nos indica que posiblemente estos antibidticos no son utilizados o
son usados en menor grado en las aves adquiridas en el &rea metropolitana. Esto es
importante ya que la principal actividad de los aminoglucoésidos ocurre sobre las bacterias

aerobias Gram negativas, entre las cuales se encuentra Salmonella.

.,

+»+ Betalactamicos

» Ampicilina
A continuacion se muestra en la tabla #6 las medidas obtenidas de los halos de
inhibicidn para el antibidtico ampicilina.
Tabla #6: Medidas de los halos de inhibicion obtenidos para el antibiotico ampicilina

y clasificacién de la susceptibilidad para la cepa pura, cepa control y las 9 cepas

aisladas.
Longitud obtenida del halo (mm)
Cepa | Cepa |\ 1 | 5 3| 4|5 |6 |7 8] 9
Cepas pura” | control

24 20 20| 0 | 0 |22 ] O 0 0 | 23 | 22
25 20 20| 0 | 8 20| O 0 0 | 21 | 22
Promedio 24.5 20 20 | 0 | 4 | 21| O 0 0 | 22 | 22
Clasificacion S S S R|R| S R R | R S S

S: Sensible, R: Resistente
! Cepa pura: Salmonella spp.
2 Cepa control: E. coli ATCC 25922.
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Las cepas #2, #3, #5, #6 y #7 presentaron halos de inhibicién menores a 13 mm, por
lo tanto fueron clasificadas como resistentes, no obstante la cepa pura y las cepas #1, #4, #8
y #9 presentaron halos de longitud mayores a 17 mm, por lo tanto se clasificaron como
sensibles. La cepa control gener6 halos de inhibicion dentro de los limites establecidos para
este antibiotico (16-22mm). Finalmente se obtuvo para el antibidtico ampicilina, un 55.56%
de resistencia.

En otros estados de Venezuela, tales como el Estado Mérida, se han reportado
porcentajes de resistencia mayores (66.67%) (Molina y col., 2010). Sin embargo, en el
Estado Aragua, Sandoval y col. (1995) obtuvieron porcentajes menores de resistencia
(46.5%).

En México, Brasil y Estados Unidos se han reportado porcentajes menores como lo
sefialan Camacho y col. (2010), Duarte y col. (2009) y White y col. (2001) (26%, 10.5% y
15% respectivamente).

En paises como Turquia y Nepal, algunos investigadores han reportado porcentajes
mayores, como los resultados obtenidos por Yildirim y col. (2011) y Shrestha y col. (2010)
(85.2% y 97.4% respectivamente). Sin embargo, en Colombia y en Espafia otros
investigadores no han encontrado resistencia a dicho antibiético (Mantilla y col., 2010;
Carramifiana y col., 2004).

» Amoxicilina-Acido clavulanico

A continuacion se muestra en la tabla #7 las medidas obtenidas de los halos de

inhibicidn para el antibi6tico amoxicilina-acido clavulanico.
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Tabla #7: Medidas de los halos de inhibicion obtenidos para el antibidtico
amoxicilina-acido clavulanico y clasificacion de la susceptibilidad para la cepa pura,

cepa control y las 9 cepas aisladas.

Longitud obtenida del halo (mm)
Cepa | Cepa

1 2| 1 2 3 4 516 7 8 9
Cepas pura | control
26 23 26 | 16 | 16| 23 |14 | 9 | 16 | 25| 24
27 20 26 | 15 | 18| 22 |14 | 10| 17 | 25| 25
Promedio 26.5 21.5 26 | 15517225 | 14 |95 |165| 25 | 245

Clasificacion S S S [ I S I R [ S S
S: Sensible, I: Intermedio, R: Resistente
! Cepa pura: Salmonella spp.
2 Cepa control: E. coli ATCC 25922.

La cepa #6 presentd halos de inhibicion menores a 13mm, por lo tanto fue clasificada
como resistente, en cambio las cepas #2, #3, #5 y #7 presentaron halos de inhibicion entre
14 y 17mm, por lo cual se clasificaron como intermedias, mientras que la cepa pura y las
cepas #1, #4, #8 y #9 los halos de inhibicién fueron mayores a 17 mm, clasificandolas
entonces como sensibles. La cepa control dio medidas de halos de inhibicion que se
encuentran entre los limites establecidos para este antibiético (18-24mm). Finalmente se

obtuvo para el antibiético Amoxicilina-acido clavulanico, un 11.11% de resistencia.

El 11.11% de resistencia obtenido en dicho estudio al antibiético amoxicilina-&cido
clavulanico se aproxima a los resultados reportados en Brasil y Estados Unidos por Duarte
y col. (2009) y por White y col. (2001) (10.5% y 10% respectivamente) y es mayor al 1.5%
de resistencia reportado en Espafia (Carramifiana y col., 2004). Sin embargo, en paises
como México y Nepal se han obtenido porcentajes mayores, como los resultados reportados

por Camacho y col. (2010) y Shrestha y col. (2010) (38% y 97.4% respectivamente).
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En Portugal, otros investigadores no han reportado la existencia de cepas resistentes,
tal como lo reflejan en su trabajo Antunes y col. (2003). A pesar de la baja resistencia
obtenida, se debe tomar en cuenta que el 44.44% de cepas presentaron sensibilidad

intermedia, lo que significa que es posible que estas cepas estén proximas a convertirse en

cepas resistentes.

> Ceftazidime

A continuacién se muestra en la tabla #8 las medidas obtenidas de los halos de

inhibicidn para el antibiotico ceftazidime.

Tabla #8: Medidas de los halos de inhibicién obtenidos para el antibidtico
ceftazidime y clasificacion de la susceptibilidad para la cepa pura, cepa control y las

9 cepas aisladas.

Longitud obtenida del halo (mm
Cepa | Cepa

1 2| 1 2 | 3|45 |6 7 8 9
Cepas pura” | control
26 32 24 |18 |18 | 23 |18 | 14| 26 | 21 25
27 32 25 | 16 |18 | 21 |16 | 14 | 25 | 21 24
Promedio 26.5 32 245 | 17 | 18 | 22 | 17 | 14 | 255 | 21 | 245

Clasificacion S S S [ S| S I R S S S
S: Sensible, I: Intermedio, R: Resistente
! Cepa pura: Salmonella spp.
2 Cepa control: E. coli ATCC 25922.

La cepa #6 presentd halos de inhibicion iguales a 14mm por lo tanto fue clasificada
como resistente. Para la cepa #2 y #5 se obtuvieron halos de inhibicion entre 15 y 17mm
por lo tanto se clasificaron como intermedias y la cepa pura junto con las cepas #1, #3, #4,
#7, #8 y #9 presentaron halos de inhibicion mayores o iguales a 18 mm, lo que llevo a

clasificarlas como sensibles. La cepa control se encuentra entre los limites establecidos para
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este antibiotico (25-32 mm). Finalmente se obtuvo para el antibidtico ceftazidime, un

11.11% de resistencia.

El 11.11% de resistencia al antibidtico ceftazidime fue menor al obtenido en otros
estados del pais, como lo reportan en Mérida, Molina y col. (2010) (44.44% de resistencia).
Sin embargo, en otros paises como Iran y Portugal, algunos investigadores no han obtenido
resistencia. (Dallal y col., 2010; Antunes y col., 2003). Se obtuvo un 22.22% de cepas con

sensibilidad intermedia, lo cual significa que es posible que el porcentaje de resistencia

obtenido en este estudio tienda al aumento.

> Cefalotina

A continuacion se muestra en la tabla #9 las medidas obtenidas de los halos de

inhibicion para el antibidtico cefalotina.

Tabla #9: Medidas de los halos de inhibicion obtenidos para el antibiotico cefalotina

y clasificacién de la susceptibilidad para la cepa pura, cepa control y las 9 cepas

aisladas.
Longitud obtenida del halo (mm)
Cepa) Cepa | 4 | 5 | 3 | 4|5 |6 |78/ 9
Cepas pura” | control
20 20 20 8 0 20| O 0 | 18 | 22 19
23 21 21 8 0 18| 0 0 | 18 | 22 19
Promedio 215 20.5 205 | 8 0 19 | 0 0 | 18 | 22 19
Clasificacion ) S S R R S R | R S S S

S: Sensible, I: Intermedio, R: Resistente
! Cepa pura: Salmonella spp.
2 Cepa control: E. coli ATCC 25922.

Las cepas #2, #3, #5 y #6 presentaron halos de inhibicion menores a 14mm por lo

tanto fueron clasificadas como resistentes. En cambio, la cepa pura junto con las cepas #1,
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#4, #7, #8 y #9 presentaron halos de inhibicion mayores a 18 mm, por lo tanto se
clasificaron como sensibles. La cepa control dio medidas de halos de inhibicién que se
encuentran entre los limites establecidos para este antibidtico (15-21 mm). Finalmente se

obtuvo para el antibiotico cefalotina un 44.44% de resistencia.

El 44.44% de resistencia obtenido al antibiotico cefalotina es similar al porcentaje
obtenido en México por Camacho y col. en el 2010 (41%). En paises como Estados Unidos
y Espafia, algunos investigadores han obtenido porcentajes menores como lo sefialado por

White y col. (2001) y Carramifiana y col. (2004) (10% Yy 6% respectivamente).

En Nepal y Turquia se han obtenido porcentajes mayores de resistencia como los
reportados por Shrestha y col. (2010) y Yildirim y col. (2011) (94.6% y 52.9%
respectivamente). En paises como Colombia y Portugal, algunos investigadores no han

reportado resistencia (Ruiz y col., 2006; Antunes y col., 2003).

Se obtuvieron cepas resistentes para todos los antibiéticos del grupo betalactamicos
(Porcentajes entre 11.11% y 55.56%). En EE.UU los antibiéticos ampicilina, amoxicilina y
algunas cefalosporinas son utilizados para el tratamiento y prevencion de enfermedades
infecciosas en pollos de engorda (Camacho y col., 2010). Posiblemente en Venezuela,
estos antibidticos también sean utilizados con ese fin y por eso surgieron cepas resistentes a

los mismos.

% Tetraciclinas

> Tetraciclina

A continuacién se muestra en la tabla #10 las medidas obtenidas de los halos de

inhibicidn para el antibiotico tetraciclina.
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Tabla #10: Medidas de los halos de inhibicion obtenidos para el antibidtico
tetraciclina y clasificacion de la susceptibilidad para la cepa pura, cepa control y las 9

cepas aisladas.

Longitud obtenida del halo (mm)
Cepa | Cepa | 4 | » | 3| 4|5 |6 |7 |8/ 09
Cepas pura” | control
21 25 18| 0 0 0 0 0 0 0 0
22 25 18| 0 8 0 0 8 0 0 0
Promedio 21.5 25 18| 0 4 0 0 4 0 0 0
Clasificacion S S S RIR|IR|R|R R R R

S: Sensible, R: Resistente
! Cepa pura: Salmonella spp.
2 Cepa control: E. coli ATCC 25922.

La cepa pura y la cepa #1 presentaron halos de inhibicion mayores a 15mm, por lo
tanto se clasificaron como sensibles, en cambio las cepas #2, #3, #4, #5, #6, #7, #8 y #9
tuvieron halos de inhibicion menores a 11mm, siendo clasificadas como resistentes. La
cepa control dio medidas de halos de inhibicion que se encuentran entre los limites
establecidos (18-25mm). Finalmente se obtuvo para el antibidtico tetraciclina, un 88.89%

de resistencia.

En otros estados del pais se han obtenido porcentajes menores como los reportados
en el Estado Zulia por Bricefio y col. (2007) y en el Estado Aragua por Sandoval y col.

(1995) (56.2% y 54.9% respectivamente).

El 88.89% de resistencia se aproxima a los porcentajes obtenidos en Colombia,
Nepal y Estados Unidos por investigadores tales como Ruiz y col. (2006), Shrestha y col.

(2010) y por White y col. (2001) (90%, 92.3% y 100% respectivamente).
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En paises como Iran, Turquia, Portugal, Brasil, Espafia, México y Colombia se han
reportado porcentajes menores, como los obtenidos por Dallal y col. (2010), Yildirim y col.
(2011), Antunes y col. (2003), Duarte y col. (2009), Carramifiana y col. (2004), Camacho y
col. (2010) y Ruiz y col. (2006) (69%, 67.6%, 36%, 31.6%, 21.8%, 12% y 3.3%
respectivamente). Sin embargo, en la India otros investigadores no han reportado la

existencia de cepas resistentes (Singh y col., 2010).

Este resultado es esperado ya que las tetraciclinas son el grupo de antibiéticos que
mas ampliamente se utiliza en la medicina veterinaria, 1o que ejerce una presion de

seleccidn hacia las resistencias de las bacterias a este tipo de antibioticos.

¢ Quinolonas

> Ciprofloxacina

A continuacion se muestra en la tabla #11 las medidas obtenidas de los halos de

inhibicidn para el antibiotico ciprofloxacina.

Tabla #11: Medidas de los halos de inhibicion obtenidos para el antibiético
ciprofloxacina y clasificacion de la susceptibilidad para la cepa pura, cepa control y

las 9 cepas aisladas.

Longitud obtenida del halo (mm)
Cepa | Cepa

1 2 1 2 | 3 4 5 6 | 7 8 9
Cepas pura” | control
32 40 32 |16| 16 | 22 | 18 | 25 |24 | 26 | 19
34 40 33 |18| 18 | 22 | 17 | 27 | 24 | 24 | 18

Promedio 33 40 325 |17 | 17 | 22 |175| 26 | 24 | 25 | 185
Clasificacion S S S I I S I S| S S [

S: Sensible, I: Intermedio
! Cepa pura: Salmonella spp.
2 Cepa control: E. coli ATCC 25922.
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Las cepas #2, #3, #5 y #9 presentaron halos de longitud entre 16 y 20mm, por lo
tanto fueron clasificadas como intermedias, en cambio la cepa pura junto a las cepas #1, #4,
#6, #7 y #8 presentaron halos de inhibicion mayores a 20 mm, siendo clasificadas como
sensibles. La cepa control present6 halos de inhibicion que se encuentran entre los limites
establecidos para este antibiotico (30-40mm). Finalmente se obtuvo para el antibiotico

ciprofloxacina, un 0% de resistencia.

En otros estados del pais, tales como Zulia y Mérida si se ha reportado resistencia a
este antibiotico como los resultados sefialados por Bricefio y col. (2007) y Molina y col.

(2010) (2.7% y 22.22% respectivamente).

En Espafia, Portugal y Estados Unidos tampoco se ha reportado resistencia, como
los resultados obtenidos por Carramifiana y col. (2004), Antunes y col. (2003) y White y

col. (2001).

A pesar de no haber obtenido resistencia a este antibiotico, se obtuvo un 44.44% de
cepas con sensibilidad intermedia, indicAndonos que es posible que comiencen a surgir

cepas resistentes en un futuro.

> Acido nalidixico

A continuacién se muestra en la tabla #12 las medidas obtenidas de los halos de

inhibicion para el antibiotico acido nalidixico.
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Tabla #12: Medidas de los halos de inhibicion obtenidos para el antibidtico acido
nalidixico y clasificacion de la susceptibilidad para la cepa pura, cepa control y las 9

cepas aisladas.

Longitud obtenida del halo (mm)

Cepa | Cepa | 1 | 5 3| 4 |5 | 6 | 7|8 |09
Cepas pura- | control
23 28 231 8 | 0] 13 |0 8 8 | 16 0
23 28 23 | 8 0 13 0 7 7 17 0
Promedio 23 28 23 | 8 0 13 0 75 | 751|165 0
Clasificacion S S S| R|R R R R R I R

S: Sensible, I: Intermedio, R: Resistente
! Cepa pura: Salmonella spp.
2 Cepa control: E. coli ATCC 25922.

Las cepas #2, #3, #4, #5, #6, #7 y #9 presentaron halos de inhibicion menores a 13
mm, por lo tanto fueron clasificadas como resistentes. La cepa #8 presentd halos entre 14 y
18mm siendo clasificada como intermedia y la cepa pura junto a la cepa #1 presentaron
halos de inhibicion mayores a 19 mm, clasificandolas como sensibles. La cepa control dio
medidas de halos de inhibicion que se encuentran entre los limites establecidos (22-28

mm). Finalmente se obtuvo para el antibidtico acido nalidixico un 77.78% de resistencia.

El 77.78% de resistencia obtenido al antibi6tico &cido nalidixico es similar al
obtenido en otros estados de pais, como los resultados sefialados en el 2007 por Bricefio y
col. en el Estado Zulia (73.3%). En el Estado Aragua, Sandoval y col. (1995) obtuvieron

porcentajes menores de resistencia (54.9%).

En otros paises tales como Portugal, Brasil y Espafia se han obtenido porcentajes
menores como los reportados por Antunes y col. (2003), Duarte y col. (2009) y
Carramifiana y col. (2010) (50%, 21% y 3% respectivamente). En paises como Irdn y
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Nepal, Dallal y col. (2010) y Shrestha y col. (2010) sefialaron en sus trabajos porcentajes
mayores (82% y 97.4% respectivamente). En Estados Unidos, White y col. en el 2001 no
obtuvieron resistencia a dicho antibiético. Se obtuvo un 11.11% de cepas con sensibilidad
intermedia, indicandonos que es posible que comiencen a surgir cepas resistentes a este

antibiotico en un futuro.

Este elevado porcentaje de resistencia obtenido en este estudio hacia el &cido
nalidixico es preocupante, ya que las fluoroguinolonas son altamente eficaces para el
tratamiento de algunas enfermedades graves, producidas por bacterias multirresistentes en
humanos, y son frecuentemente utilizadas para tratamientos de infecciones causadas por
Salmonella; por lo que el uso de estas drogas en animales, ha originado controversia

(Bricefio y col., 2007).

Generalmente, las fluoroquinolonas usadas para el tratamiento de infecciones en
animales domésticos son diferentes a las fluoroquinolonas disponibles para uso clinico
humano; sin embargo, la resistencia a una fluoroquinolona generalmente produce la
resistencia a todas las fluoroguinolonas. Esto puede indicar que los animales estan actuando
como reservorio de dicha resistencia e influyen en la flora bacteriana de los humanos y

comprometen la eficacia de las terapias antimicrobianas (Bricefio y col., 2007).

Estas cepas resistentes al acido nalidixico en algin momento pueden causar brotes
de enfermedades transmitidas por alimentos en humanos, debida al consumo de productos
avicolas contaminados con esta bacteria, en este caso, los pacientes podrian tener

problemas durante el tratamiento si son utilizadas fluoroquinolonas (Bricefio y col., 2007).
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La ciprofloxacina es una de las drogas de eleccion para problemas gastrointestinales
en humanos. A pesar de no haber obtenido resistencia a la ciprofloxacina, se obtuvo hacia
el acido nalidixico, lo cual indica que las cepas de Salmonella spp. con resistencia al acido
nalidixico pueden presentar resistencia cruzada contra otras fluoroguinolonas; por lo tanto,
es posible la ocurrencia de fracasos terapéuticos en pacientes tratados por salmonelosis con
fluoroquinolonas (Bricefio y col, 2007). Incluso en el afio 2003, la CLSI advierte que la
resistencia al acido nalidixico en cepas sensibles a la ciprofloxacina puede ser un marcador

de fallo clinico o de respuesta retardada a las fluoroquinolonas (Lepe y col., 2003).

En la produccion avicola de Venezuela, se utiliza una gran variedad de antibioticos
que incluyen las fluoroquinolonas y otros antimicrobianos; sin embargo, hay escasa
informacidn acerca del comportamiento de cepas de Salmonella spp. provenientes de pollos
de engorde a nivel de granjas y de productos avicolas, contra estos agentes antimicrobianos

(Bricefio y col., 2007).

« Anfenicoles

> Cloranfenicol

A continuacién se muestra en la tabla #13 las medidas obtenidas de los halos de

inhibicion para el antibiotico cloranfenicol.
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Tabla #13: Medidas de los halos de inhibicion obtenidos para el antibidtico
cloranfenicol y clasificacion de la susceptibilidad para la cepa pura, cepa control y las

9 cepas aisladas.

Longitud obtenida del halo (mm)
Cepa | Cepa

1 2 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cepas pura® | control
23 36 27 |18 | 22 | 21|18 | 25|21 | 20 24
23 32 26 |18 | 19 | 25|18 | 25|19 | 22 24
Promedio 23 34 265|118 |205(23 18|25 |20 | 21 24
Clasificacion S S S S S S| S|S|S S S
S: Sensible
! Cepa pura: Salmonella spp.
2 Cepa control: E. coli ATCC 25922.

Debido a que todas las cepas presentaron halos de longitud mayores o iguales a 18
mm, entonces se clasificaron como sensibles. Para la cepa control se obtuvieron halos de
inhibicién mayores a los limites establecidos para este antibidtico (21-27 mm). Esto nos
indica que, posiblemente, las medidas obtenidas en las distintas cepas estén sobreestimadas.

Finalmente se obtuvo para el antibidtico cloranfenicol un 0% de resistencia.

No se obtuvo resistencia al antibiotico cloranfenicol, esto coincide con los
resultados reportados en paises como Espafia y Colombia (Carramifiana y col., 2004; Ruiz
y col., 2006). En otros estados de Venezuela, se han obtenido porcentajes bajos como lo
sefialado en el Estado Mérida por Molina y col. (2010) y en el Estado Zulia por Bricefio y

col. (2007) (11.11% y 2.5% respectivamente).

En paises como Nepal, la India, Estados Unidos, Turquia, Brasil, Colombia,
Portugal e Iran se han obtenido porcentajes bajos tales como los sefialados por Shrestha y

col. (2010), Singh y col. (2010), White y col. (2001), Yildirim y col. (2011), Duarte y col.
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(2009), Mantilla y col. (2010), Antunes y col. (2003) y Dallal y col. (2010) (15.4%, 15%,

15%, 10,2%, 5.2%, 5%, 3% y 1.6% respectivamente).

El 0% de resistencia obtenido en este estudio es esperado ya que se ha reportado que
este antibiotico no es utilizado en la terapia de las enfermedades infecciosas de las aves ya
que ha sido prohibido en animales para consumo humano ((Ruiz y col., 2006; Bricefio y
col., 2010). Sin embargo, es preocupante que en otros estados de Venezuela si se ha
obtenido resistencia, lo que indica que posiblemente o se esté usando de manera ilegal o
este ocurriendo una transferencia genética u otras fuentes de contaminacion e infeccion por

Salmonella, que entran en contacto con las aves o alimentos (Bricefio y col., 2010).

< Oftros

> Trimetoprima-sulfametoxazol

A continuacion se muestra en la tabla #14 las medidas obtenidas de los halos de

inhibicidn para el antibiotico trimetoprima-sulfametoxazol.

Tabla #14: Medidas de los halos de inhibicion obtenidos para el antibiético
trimetoprima-sulfametoxazol y clasificacion de la susceptibilidad para la cepa pura,

cepa control y las 9 cepas aisladas.

Longitud obtenida del halo (mm)
Cepa | Cepa
Cepas pUI’g.l cont?ol2 L2314 |5]6 T8 9
20 28 200 0 | 0O | 18 | 0| 22 0 0 | 22
22 28 221 81 019 0] 21 0 0 | 21
Promedio 21 28 21| 4 | 0 |185] 0 |215] O 0 215
Clasificacion S S S| RI|R S R S R R S

S: Sensible, R: Resistente
! Cepa pura: Salmonella spp.
2 Cepa control: E. coli ATCC 25922.
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Las cepas #2, #3, #5, #7 y #8 presentaron halos de inhibicion menores a 10mm, por
lo tanto fueron clasificadas como resistentes, en cambio la cepa pura junto a las cepas #1,
#4, #6 y #9 presentaron halos de longitud mayores a 16 mm, siendo clasificadas como
sensibles. La cepa control dio medidas de halos de inhibicion que se encuentran entre los
limites establecidos para este antibidtico (23-29 mm). Finalmente se obtuvo para el

antibiotico trimetoprima-sulfametoxazol un 55.56% de resistencia.

El 55.56% de resistencia que se obtuvo al antibiético trimetroprima-sulfametoxazol
fue menor al presentado en el Estado Mérida por Molina y col. (2010) y en Nepal por
Shrestha y col. (2010) (100% y 69.2% respectivamente). En el Estado Aragua, Sandoval y

col. (1995) reportaron un porcentaje de resistencia menor (8.5%).

En otros paises como Brasil, Estados Unidos y Portugal se han reportado
porcentajes menores a los obtenidos, como lo indican los valores obtenidos por Duarte y
col. (2009), White y col. (2001) y Antunes y col. (2003) (5.2%, 5% y 3% respectivamente).
En paises como Colombia y Espafia no se ha reportado resistencia para este antibidtico

(Mantilla y col., 2010; Carramifiana y col., 2004).

En general, el porcentaje obtenido en dicho estudio de aislamientos resistentes a uno
0 mas antibioticos (88.89% de cepas aisladas) es elevado, lo cual nos indica que casi la
totalidad de las cepas que se aislaron de las visceras de pollo son resistentes al menos a un
antibiotico. Con estos resultados se intuye que en Venezuela, probablemente, existe un
amplio uso de antibidticos en la avicultura lo cual estd generando resistencia. Ademas se

obtuvieron cepas intermedias, indicandonos que es posible que el porcentaje de resistencia
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siga aumentando. Este porcentaje se aproxima al obtenido por Sandoval y col. (1995) en el

Estado Aragua (81.6%).

En paises como México, Portugal y Estados Unidos se han reportado porcentajes de
aislamientos resistentes a uno 0 méas antibidticos menores a los obtenidos en este estudio,
como los resultados sefialados por Camacho y col. (2010), Antunes y col. (2003) y White y
col. (2001) (71%, 75% y 84% respectivamente). En Espafia, Turquia, Nepal y Brasil se han
obtenido porcentajes mayores, como los reportados por Carramifiana y col. (2004),
Yildirim y col. (2011), Shrestha y col. (2010) y Duarte y col. (2009) (100%, 100%, 100% y

94.7% respectivamente).

Las diferencias y semejanzas observadas en todas las investigaciones citadas, en
cuanto a la resistencia a los diferentes antibioticos de cepas de Salmonella, probablemente
se deban a distintas regulaciones para el uso de antibidticos, asi como a diferencias en su
manejo en los distintos paises (dosis, uso profilactico o clinico, etc.), al afio en el cual se

produjo el estudio y a la serovariedad de Salmonella (Bricefio y col., 2007).

La alta frecuencia de resistencia encontrada y el riesgo que existe de que estas cepas
lleguen al hombre a través de la cadena alimentaria, subrayan la necesidad urgente de
reglamentar y vigilar el uso de los antibioticos en la industria pecuaria y dar seguimiento al
comportamiento, que bacterias como Salmonella, presentan a los diversos antibioticos

empleados en las poblaciones humana y animal.

Los alimentos son la fuente principal de exposicion a agente fisicos, quimicos o
bioldgicos, esta contaminacion conduce a riesgos para la salud de los consumidores. Un

alimento inocuo es aquel que no genera efectos adversos sobre la salud. La presencia de
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Salmonella en alimentos de origen avicola altera la inocuidad no solo por el peligro
microbioldgico que constituye, sino por el uso indiscriminado de antibidticos para tratar las

infecciones en aves.

5.3  Andlisis de la multirresistencia

La tabla #15 muestra los patrones de resistencia obtenidos para cada antibidtico. De
las 9 cepas evaluadas, 5 presentaron un indice de MAR > a 0.2, indicandonos que un
55.56% de las cepas evaluadas son multirresistentes. Se obtuvieron 3 patrones de
resistencia diferentes, los cuales fueron: AM-TE-SXT-NA-CF, AM-TE-AMC-NA-CF y
AM-TE-SXT-NA. La figura #17 muestra el numero de aislamientos multirresistentes

obtenidos para cada patrén de resistencia obtenido.

Tabla #15: Patrén de resistencia e indice de multirresistencia a antibioticos obtenido

en 5 de las 9 cepas aisladas.

Cepa Patron de indice
aislada (#) resistencia de MAR

AM-TE-SXT-NA-

2 CF 0.45
AM-TE-SXT-NA-

3 CE 0.45
AM-TE-SXT-NA-

5 CE 0.45

6 AM-TE-AMC-NA- 0.45

CF
7 AM-TE-SXT-NA 0.36

AM: ampicilina, TE: tetraciclina, SXT: trimetoprima-sulfametoxazol,
NA: acido nalidixico, CF: cefalotina, AMC: amoxicilina-acido clavulanico.
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Patrones de resistencia
AM-TE-SXT-NA

AM-TE-AMC-NA-CF

Patrén de resistencia

AM-TE-SXT-NA-CF

0 1 2 3 4
Ndmero de aislamientos

AM: ampicilina, TE: tetraciclina, SXT: trimetoprima-sulfametoxazol,
NA: acido nalidixico, CF: cefalotina, AMC: amoxicilina-acido clavulanico.

Figura #17: Numero de aislamientos multirresistentes para cada uno de los

patrones de resistencia obtenidos.

La multirresistencia obtenida en dicho estudio (55.56%) es relativamente menor a la
reportada en otros estados del pais. En el Estado Zulia, Bricefio y col. (2007) reportaron un

65% de cepas multirresistentes.

En Espafia e Iran también se han obtenido porcentajes un poco mayores, como los
reportados por Carramifiana y col. (2004) y Dallal y col. (2010) (65.4% y 68.5%
respectivamente). En Nepal y Turquia se ha obtenido casi la totalidad de las cepas
multirresistentes como los resultados reportados por Shestha y col. (2010) y Yildirim y col.

(2011) (97% en ambos casos).

El uso indiscriminado de antibioticos en la produccion de aves de corral y huevos
ha incrementado la aparicion y mantenimiento de bacterias multirresistentes. Esto junto con

la facilidad de transferencia de plasmidos entre las especies bacterianas han sido sefialados
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como probables responsables de la seleccion de cepas que presentan resistencia a uno o

varios antibidticos (Singh y col., 2010).

Los programas destinados a mejorar la higiene en la industria, el desarrollo de
mejores metodos de procesamiento de alimentos y esfuerzos en reducir el uso de
antibioticos en la produccion diaria, disminuirian la transferencia de patdégenos como
Salmonella a los consumidores y por lo tanto se reducirian los casos de salmonelosis
causados por Salmonella resistente y multirresistente a antibioticos (Serum y L’Abée,

2002).

Es importante considerar el riesgo de que cepas de Salmonella resistentes
provenientes de aves, pueden estar llegando a otras especies animales no consideradas en
este estudio, esto debido al empleo de desechos de aves para alimentacién de bovinos y de
visceras para alimentacion de cerdos, lo que pudiese agravar la situacién de
multirresistencia a nivel de especies animales de abasto (Bricefio y col., 2007). Ademas los
huevos pueden adquirir estos patdgenos multirresistentes a través de la transmision

transovarica antes de la deposicién de la cascara.

La evaluacion de la susceptibilidad a los antibioticos de bacterias aisladas de
animales y de humanos; debe realizarse periédicamente, para conocer la evolucion de estas
y de ser necesario tomar medidas correctivas en el uso de los antibioticos. Para realizar un
seguimiento a la evolucién de la resistencia de las bacterias a los antibioticos, no sélo se
deben evaluar las bacterias causantes de enfermedades; sino también, las bacterias no
patdgenas que afectan a animales y humanos. Estas bacterias no patdgenas también

adquieren la resistencia por la presion de seleccién al uso de los antibidticos y podran ser
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evaluadas en el tiempo y servir de indicadores epidemiolégicos de la evolucién de

resistencias de las bacterias a los antimicrobianos (Ruiz y col., 2006).

5.4  Deteccion de la concentracion minima inhibitoria de cada antibiético

CMI
Se determinaron las concentraciones minimas inhibitorias solo en aquellas cepas que
fueron clasificadas como sensibles e intermedias mediante el método disco difusion. En la
tabla #16 se muestran las concentraciones minimas inhibitorias obtenidas para cada

antibidtico, la clasificacion de la susceptibilidad y el porcentaje de cepas.
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Tabla #16: Concentracion minima inhibitoria obtenida para cada antibiotico y para

cada cepa, clasificacion de la susceptibilidad y el porcentaje de cepas.

Resultado Clasificacion | Porcentaje de
Antibiotico CM.I Cepas susceptibilidad cepas (%0)
(Hg/mL)
<0.0625 |1,3,4,5,8,9 SENSIBLE
AN 0.125 2 SENSIBLE 100
0.5 6y7 SENSIBLE
0.125 5 SENSIBLE
0.5 1,2,3,4,7 SENSIBLE
GN 1 6,8 SENSIBLE 100
4 9 SENSIBLE
AM 0.5 1,489 SENSIBLE 44.44
1/0.14 1,7 SENSIBLE 44.44
AMC 2/0.29 8,9 SENSIBLE
16/2.29 2,5 INTERMEDIA 22.22
64/9.14 3 RESISTENTE 11.11
0.125 9 SENSIBLE
0.25 7 SENSIBLE
CAZ 1 4 SENSIBLE 9555
8 2,5 SENSIBLE
16 1,3,8 INTERMEDIA 33.33
CF <0.065 1,4,7,8,9 SENSIBLE 55.55
TE 0.125 1 SENSIBLE 11.11
0.125 9 SENSIBLE
0.5 6,8 SENSIBLE 66.66
CIP 1 1,2,7 SENSIBLE
2 4 INTERMEDIA 11.11
4 3,5 RESISTENTE 22.22
<0.0625 1,4,8,9 SENSIBLE
CL 1 7 SENSIBLE 100
2 2,3,5,6 SENSIBLE
1.6/8 1,6 SENSIBLE
SXT 3.2/16 9 SENSIBLE 44.44
6.4/32 4 SENSIBLE

AN: amikacina, GN: gentamicina, AM: ampicilina, AMC: amoxicilina-acido clavulanico,
CAF: ceftazidime, CF: cefalotina, TE: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, CL: cloranfenicol,
SXT: trimetoprima-sulfametoxazol.
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Para el antibiotico amikacina, todas las cepas presentaron concentraciones minimas
menores a 0.0625 pg/mL y hasta 0.5 pg/mL. Segun el manual de la CLSI son clasificadas
como sensibles si la concentracién minima es menor a 16 pg/mL. Las 9 cepas probadas se
clasificaron como sensibles segin este método, lo cual coincide con los resultados
obtenidos mediante el método de disco difusion. EI 100% de las cepas presentaron los
mismos resultados en ambos métodos aplicados. Ruiz y col. (2001) obtuvieron en
Colombia concentraciones minimas mayores a las obtenidas en este estudio (Entre 2 y 4

pg/mL).

Para el antibiotico gentamicina se obtuvieron concentraciones minimas en un rango
entre 0.125 y 4 pg/mL. Segin el manual de la CLSI las cepas son clasificadas como
sensibles si la concentracion minima es menor o igual a 4 pg/mL. Las 9 cepas probadas se
clasificaron como sensibles segin este método, lo cual coincide con los resultados
obtenidos mediante el método de disco difusion. EI 100% de las cepas presentaron los
mismos resultados en ambos métodos. Ruiz y col. (2001) obtuvieron en Colombia

concentraciones minimas comprendidas en el rango obtenido en este estudio (1y 2 pg/mL).

Las concentraciones minimas inhibitorias para el antibidtico ampicilina fueron
iguales a 0.5 pg/mL. Segun el manual de la CLSI las cepas son clasificadas como sensibles
si la concentracién minima es menor o igual a 8 pg/mL. Las 4 cepas probadas (cepas #1,
#4, #8 y #9) se clasificaron como sensibles segin este método, lo cual coincide con los
resultados obtenidos mediante el método de disco difusion. EI 100% de las cepas
presentaron los mismos resultados en ambos métodos. Ruiz y col. (2001) reportaron en
Colombia concentraciones minimas cercanas a las obtenidas en este estudio (menores a

0.25y hasta 0.5 pg/mL).
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Se obtuvieron para el antibiético amoxicilina-acido clavulanico concentraciones
minimas en un rango entre 1/0.14 pg/mL y 64/9.14 pug/mL. Segun el manual de la CLSI las
cepas son clasificadas como sensibles si la concentracion minima es menor o igual a 8/4
pg/mL, como intermedia si la concentracion minima es igual a 16/8 pg/mL y como
resistentes si la concentracion minima es mayor o igual a 32/16 pg/mL. Las proporciones
entre el compuesto amoxicilina-acido clavulanico del antibidtico utilizado son distintas a
las proporciones que contenian los discos, debido a esta diferencia los resultados fueron

discutidos s6lo en base al compuesto que se encontraba en mayor proporcion (amoxicilina).

De las 7 cepas probadas, 4 de ellas (cepas #1, #7, #8 y #9) presentaron
concentraciones minimas entre 1 y 2 pg/mL, siendo clasificadas como sensibles segln este
método. Las cepas #1, #8 y #9 presentaron los mismos resultados que con el método de
disco difusion; es decir, se clasificaron como sensibles, en cambio la cepa #7 difiere ya que
ella fue clasificada como intermedia mediante el método de disco difusién y no como
sensible. La cepa #2 y la #5 presentaron concentraciones minimas iguales a 16 pg/mL
siendo clasificadas como intermedias segin este método, lo cual coincide con la
clasificacion obtenida mediante método de disco difusion y la cepa #3 presentd una
concentracion minima igual a 64 pg/mL, siendo clasificada como resistente difiriendo de
los resultados obtenidos en el método disco difusion, ya que la misma fue valorada con
dicho método como intermedia. El 71.43% de las cepas presentaron los mismos resultados

que los obtenidos con el método de disco difusion.

Posiblemente las diferencias obtenidas entre el método de microdilucién vy el
método de disco difusion con este antibidtico se deba a las distintas proporciones de estos

compuestos. El antibidtico utilizado en este método posee una menor proporcion de acido
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clavulanico que los discos de antibidticos (relacion 1/7 con respecto a 1/2 de los discos).
Posiblemente esta cantidad de &cido clavulanico no sea suficiente para inhibir a las 6 cepas
probadas y por esto surgen, mediante este método, cepas intermedias y resistentes las
cuales no se evidenciaron mediante el método de disco difusién. Se recuerda que el &cido

clavulanico aumenta el espectro y la estabilidad del antibi6tico.

Se obtuvieron concentraciones minimas para el antibidtico ceftazidime
comprendidas en un rango entre 0.125 y 16 pug/mL. Segln el manual de la CLSI las cepas
son valoradas como sensibles si la concentracion minima es menor o igual a 8 pg/mL y
como intermedias si la concentracién minima es igual a 16 pg/mL. De las 8 cepas probadas,
5 de ellas (cepa #2, #4, #5, #7 y #9) presentaron concentraciones minimas entre 0.125 y 8
pg/mL, siendo clasificadas como sensibles segin este método. Las cepas #4, #7 y #9
presentaron los mismos resultados que con el método de disco difusion; es decir, se
clasificaron como sensibles, en cambio las cepas #2 y #5 difieren ya que ellas fueron
valoradas como intermedias mediante el método de disco difusion y no como sensibles. Las
cepas #1, #3 y #8 presentaron concentraciones minimas iguales a 16 pg/mL, siendo
clasificadas como intermedias, esta clasificacién obtenida por este método para estas cepas
difiere del resultado obtenido en el método disco difusion, ya que las mismas fueron
clasificadas como sensibles y no como intermedias. El 37.5% de las cepas presentaron los
mismos resultados en ambos métodos. Ruiz y col. (2001) obtuvieron en Colombia

concentraciones minimas comprendidas en el rango obtenido en este estudio (menores a 8

pg/mL).

Para el antibidtico cefalotina se obtuvieron concentraciones minimas menores a

0.0625 pg/mL. Segun el manual de la CLSI las cepas son valoradas como sensibles si la
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concentracion minima es menor o igual a 8 pg/mL. Las 5 cepas probadas (cepas #1, #4, #7,
#8 y #9) se clasificaron como sensibles segin este método, lo cual coincide con los
resultados obtenidos mediante el método de disco difusion. EI 100% de las cepas
presentaron los mismos resultados en ambos métodos. Ruiz y col. (2001) obtuvieron en
Colombia concentraciones minimas mayores a las obtenidas en este estudio (menores o

iguales a 2 pg/mL.).

Para el antibidtico tetraciclina se obtuvo una concentracion minima igual a
0.125pg/mL. Segun el manual de la CLSI las cepas son clasificadas como sensibles si la
concentracion minima es menor o igual a 4 pg/mL. La Unica cepa probada (cepa 1) se
catalogd como sensible segun este método, lo cual coincide con los resultados obtenidos
mediante el método de disco difusién. Por lo tanto, la cepa presentd el mismo resultado en

los dos métodos utilizados.

Para el antibiotico ciprofloxacina se obtuvieron concentraciones minimas en un
rango entre 0.125 y 4 pg/mL. Segun el manual de la CLSI las cepas son clasificadas como
sensibles si la concentracién minima es menor o igual a 1 pg/mL, como intermedias sin la
concentracion minima es igual a 2 pg/mL y como resistentes si la concentracion minima es
igual o mayor a 4 pg/mL. De las 9 cepas probadas, 6 de ellas (cepa #1, #2, #6, #7, #8 y #9)
presentaron concentraciones minimas entre 0.125 y 1 pg/mL, siendo clasificadas como
sensibles segun este método. Las cepas #1, #6, #7 y #8 generaron resultados iguales a los
obtenidos con el método de disco difusion; es decir, fueron valoradas como sensibles,
mientras que las cepas #2 y #9 difieren, ya que ellas fueron clasificadas como intermedias
mediante el método de disco difusion y no como sensibles. La cepa #4 presentd una

concentracion minima igual a 2 pg/mL, siendo catalogada como intermedia, esto difiere de
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la clasificacion dada mediante el método de disco difusion, ya que la misma fue clasificada
como sensible. Las cepas #3 y #5 presentaron concentraciones minimas iguales a 4 pg/mL,
siendo catalogadas como resistentes lo cual difiere de la clasificacion obtenida mediante el
método de disco difusion, ya que las mismas fueron clasificadas como intermedias. El
44.44% de las cepas presentaron los mismos resultados que los obtenidos con el método de
disco difusion. Ruiz y col. (2001) obtuvieron en Colombia concentraciones minimas

comprendidas en el rango obtenido en este estudio (menores a 0.5 pg/mL).

Se obtuvieron concentraciones minimas para el antibiético cloranfenicol menores a
0.0625 y hasta 2 pg/mL. Segun el manual de la CLSI son catalogadas como sensibles si la
concentracion minima es menor o igual a 8 pg/mL. Las 9 cepas se clasificaron como
sensibles segun este método, lo cual coincide con los resultados obtenidos mediante el
método de disco difusion. EI 100% de las cepas presentaron los mismos resultados en

ambos métodos.

Para el antibidtico trimetoprima-sulfametoxazol se obtuvieron concentraciones
minimas en un rango entre 1.6/8 y 6.4/32 pg/mL. Segun el manual de la CLSI son
clasificadas como sensibles si la concentracion minima es menor o igual a 2/38 pg/mL. Las
proporciones entre el compuesto trimetoprima-sulfametoxazol del antibidtico utilizado son
distintas a las proporciones que contenian los discos, debido a esta diferencia los resultados
fueron discutidos en base al compuesto que se encontraba en mayor proporcion
(Sulfametoxazol). Las 4 cepas probadas (cepa #1, #4, #6 y #9) presentaron concentraciones
minimas menores a 38 pg/mL, siendo valoradas como sensibles segin este método, lo cual
coincide con los resultados obtenidos con el método disco difusién. EI 100% de las cepas

presentaron los mismos resultados que los obtenidos con el método de disco difusion.
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A pesar de la diferencia, en cuanto a proporciones de los compuestos trimetoprima-
sulfametoxazol entre el antibidtico utilizado en el método de microdilucion y la proporcion
de los discos utilizados en el método de disco difusion, los resultados obtenidos en los dos

métodos fueron los mismos.

En general, los resultados de ambos métodos fueron similares a los obtenidos
mediante el método de disco difusion. EI 100% de las cepas probadas para los antibi6ticos
amikacina, gentamicina, ampicilina, cefalotina, tetraciclina, cloranfenicol y trimetoprima-
sulfametoxazol presentaron los mismos resultados que con método de disco difusion. Para
el antibiotico amoxicilina-acido clavulanico, el 71.43% de las cepas presentaron los
mismos resultados que con el método de disco difusidn, lo cual sigue siendo un porcentaje
alto. Sin embargo, para los antibidticos ceftazidime y ciprofloxacina, s6lo el 37.5% vy
44.44% respectivamente, presentaron los mismo resultados que con el método de disco

difusion.

Posiblemente las diferencias obtenidas por ambos métodos se deban al empleo de
farmacos comerciales adquiridos en farmacia los cuales es posible que no tengan la misma
estabilidad que los antibidticos recomendados para este método.

55 Andlisis estadistico de los resultados

» Comparacion de los resultados obtenidos en la longitud de los halos de
inhibicidn de las 9 cepas aisladas con respecto a la cepa pura de Salmonella
spp.

Se muestra en la tabla #17, los halos de inhibicién para las cepas aisladas y la cepa

pura de Salmonella spp. para cada antibi6tico probado, junto con la probabilidad obtenida

para cada uno (Ver anexos 9.4).
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Tabla #17: Medidas de halos de inhibicion obtenidas para las 9 cepas aisladas y para
la cepa pura de Salmonella spp., junto con la probabilidad obtenida para cada

antibiotico.

HALOS DE INHIBICION (mm) ,
'Ant Cepas P

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cepasaisladas | 21.5 | 21 22 19 23 | 235 225|225| 21
AN . 0.01178
Cepa pura 205 1205|205 | 205|205 | 205|205 | 205 | 20.5
Cepasaisladas | 20.5 | 17 | 235 | 16 17 [ 215 ] 21 16 22
GN 0.90932
Cepa pura 195|195 (195|195 | 195|195 | 195 | 195 | 195
Cepas aisladas 20 0 4 21 0 0 0 22 22
AM T Cepapura | 245 | 245 | 245 | 245 | 245 | 245 | 245 | 245 | 245 | O0H?
Cepapura | 205 | 265 | 265 | 265 | 265 | 265 | 265 | 265 | 265
AR | Cepasaisladas | 245 | 17 | 18 | 22 | 17 | 14 | 255 | 21 | 245 | o o oo
Cepapura | 205 | 265 | 265 | 265 | 265 | 265 | 265 | 265 | 265
Cepapura | 215 | 2L5 | 215 | 215 | 215 | 215 | 215 | 215 | 2L5
TE Cepas aisladas | 18 0 4 0 0 4 0 0 0 6.24x10°
Cepapura | 215 | 215 | 215 | 215 | 215 | 215 | 215 | 215 | 215
Cepapura | 33 | 33 | 33 | 33 | 33 | 33 | 33 | 33 | 33
Cepapura | 23 | 23 | 23 | 23 | 23 | 23 | 23 | 23 | 23
Cepapura | 20 | 21 | 21 | 21 | 21 | 21 | 21 | 21 | 21

AN: amikacina, GN: gentamicina, AM: ampicilina, AMC: amoxicilina-acido clavulénico,
CAF: ceftazidime, CF: cefalotina, TE: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, NA: &cido nalidixico,
CL.: cloranfenicol, SXT: trimetoprima-sulfametoxazol.
!Ant: Antibi6ticos.
?P: Probabilidad.
3Cepa pura: Salmonella spp.

104




Para las antibioticos amikacina, ampicilina, amoxicilina-acido clavulénico,
ceftazidime, cefalotina, tetraciclina, ciprofloxacina, &cido nalidixico y trimetoprima-
sulfametoxazol se obtuvieron probabilidades menores a 0.05, rechazandose la hipotesis
planteada, es decir, hay diferencia significativa entre los halos de las cepas aisladas con la
cepa pura de Salmonella spp. Debido a que tanto las cepas aisladas como la cepa pura,
pertenecen al mismo género, podria esperarse resultados similares en las longitudes de los
halos, sin embargo, se presentan diferencias debido a la adquisicion de resistencia de estas

cepas evaluadas, en cambio la cepa pura presento sensibilidad a todos los antibidticos.

Por el contrario, para los antibidticos gentamicina y cloranfenicol se obtuvieron
probabilidades mayores a 0.05, aceptandose la hipétesis planteada, es decir, no hay
diferencia significativa entre los halos obtenidos en las cepas aisladas con la cepa pura de
Salmonella spp. Esto es esperado ya que no se presento resistencia a estos antibiéticos, por
lo cual los halos de inhibicion de las 9 cepas aisladas con respecto a la cepa pura fueron

similares.

» Comparacion de los resultados obtenidos en las longitudes de los halos de
inhibicidn entre las 9 cepas aisladas.
Se muestra en la tabla #18, los halos de inhibicion obtenidos para cada antibidtico

en las 9 cepas aisladas, junto con la probabilidad obtenida (\VVer anexos 9.5).
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Tabla #18: Medidas de halos de inhibicion obtenidas para cada antibiético en

las 9 cepas aisladas, junto con la probabilidad obtenida.

HALOS DE INHIBICION (mm)
'Ant p
1 2 3 4 5 6 7 8 9

AN |215| 21 | 22 | 19 | 23 |235|225|225| 21

GN 205 17 |235| 16 | 17 |215| 21 | 16 | 22

AM 20 0 4 21 0 0 0 22 | 22
AMC | 26 | 155 | 17 |225| 14 | 95 | 165 | 25 | 245

CAF (245 17 | 18 | 22 | 17 | 14 | 255 | 21 | 245

CF |205| 8 0 19 0 0 18 | 22 | 19 0.01136

TE 18 0 4 0 0 4 0 0 0

CIP | 325 17 17 | 22 |175] 26 | 24 | 25 | 185

NA 23 8 0 13 0 75 | 75 |165| O

CL |265| 18 |[205| 23 | 18 | 25 | 20 | 21 | 24

SXT | 21 4 0 185 0 |215] O 0 | 215

AN: amikacina, GN: gentamicina, AM: ampicilina, AMC: amoxicilina-acido clavulanico,

CAF: ceftazidime, CF: cefalotina, TE: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, NA: Acido

nalidixico, CL.: cloranfenicol, SXT: trimetoprima-sulfametoxazol.

!Ant: Antibidticos.

2P: Probabilidad.

Se obtuvo una probabilidad igual a 0.01136, la cual es menor a 0.05. Esto significa

que se rechaza la hipdtesis planteada, es decir, si hay diferencia significativa entre los
resultados obtenidos en las longitudes de halos de inhibicidn entre las 9 cepas entre si. Esto

probablemente se deba a diferencias en las serovariedades o serogrupos de las 9 cepas

aisladas o a diferencias en la presion selectiva a la cual han estado expuestas dichas cepas a
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lo largo de la cadena alimentaria lo cual genera variaciones entre ellas en la susceptibilidad

a un antibiotico determinado.

» Comparacion de resultados obtenidos entre el método de disco difusion y el
método de microdilucion.

Se muestra en la tabla #19, los porcentajes de cepas intermedias y sensibles tanto

con el método de disco difusion como con el método de microdilucion, junto con la

probabilidad obtenida (VVer anexos 9.6).

Tabla #19: Porcentajes obtenidos de cepas intermedias y cepas sensibles tanto
con el método de disco difusion como con el método de microdilucion, junto con la

probabilidad obtenida.

Porcentaje de cepas Porcentaje de cepas
Antibioticos intermedias (%) sensibles (%0)
MDD* MMD? MDD MMD
AN 0 0 100 100
GN 0 0 100 100
AM 0 0 44.44 44.44
AMC 44.44 22.22 44.44 44.44
CAF 22.22 33.33 66.66 55.55
CF 0 0 55.55 55.55
TE 0 0 11.11 11.11
CIP 44.44 11.11 55.56 66.66
CL 0 0 100 100
SXT 0 0 44.44 44.44
Probabilidad 0.537 0.999

AN: amikacina, GN: gentamicina, AM: ampicilina, AMC: amoxicilina-acido clavulanico,
CAF: ceftazidime, CF: cefalotina, TE: tetraciclina, CIP: ciprofloxacina, CL: cloranfenicol,
SXT: trimetoprima-sulfametoxazol.

'MDD: Método de disco difusion

2MMD: Método de microdilucién
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Para las cepas intermedias, se obtuvo una probabilidad igual a 0.537 y para las cepas
sensibles una probabilidad igual a 0.999, ambas probabilidades son mayores a 0.05 (Ver
anexos 9.6). Esto significa que en ambos casos, se acepta la hipotesis planteada, es decir, no
hay diferencia significativa entre los resultados obtenidos entre el método de disco difusion

con los obtenidos con el método de microdilucion.

Estos resultados indican que ambos métodos pueden ser utilizados para determinar
la susceptibilidad de una cepa a un cierto antibidtico. La diferencia es que el método de
disco difusion es un método cualitativo en el cual sdlo se puede clasificar la susceptibilidad
de la cepa. Este es el método mas utilizado en los laboratorios de microbiologia y es el que
se encuentra estandarizado y recomendado por el manual de la CLSI (Cona, 2002). En
cambio, el método de microdilucion es un método cuantitativo que determina el valor
exacto de la concentracion minima inhibitoria del antibidtico, lo cual es necesario en
algunos casos para predecir la eficacia in vivo del compuesto en el tratamiento de una
enfermedad especifica, y en caso de ser necesario, los veterinarios pueden replantear el

esquema terapéutico de acuerdo al patron de sensibilidad desarrollado (Ruiz y col., 2001).
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6. CONCLUSIONES

< Se logro el aislamiento e identificacion de 9 cepas de Salmonella en 32
muestras de visceras analizadas, lo cual representa un 28,13%. Este porcentaje nos indica
que 1 de cada 4 muestras de visceras de pollo pueden estar infectadas por este patdgeno, lo
que significa que se estd generando la introduccion y multiplicacion de este

microorganismo en alguno de los pasos de la cadena productiva avicola.

< Se obtuvo un 88.89% de cepas resistentes a uno 0 mas antibioticos, lo que
indica que casi la totalidad de las cepas aisladas en visceras de pollo, son resistentes al
menos a un antibiotico. Por lo tanto, se intuye que hay un alto uso de antibidticos en la
avicultura, ya sea con fines profilacticos, terapéuticos 0 como promotores de crecimiento,
los cuales estan induciendo el desarrollo de patdgenos resistentes, en pollos, que pueden ser
transmitidos a los consumidores a través de la cadena alimentaria y por ende puede
disminuir la eficiencia de antibioticos aplicados en humanos si estos genes de resistencia se

incorporan en las poblaciones bacterianas humanas.

% Se obtuvo un 88.89% de cepas resistentes al antibidtico tetraciclina, un
77.78% al acido nalidixico, un 55,56% para los antibidticos ampicilina y trimetoprima-
sulfametoxazol, un 44.44% para cefalotina y un 11.11% para amoxicilina-acido clavulanico
y ceftazidime. Por el contrario, no se observo resistencia para los antibidticos amikacina,
gentamicina, ciprofloxacina y cloranfenicol. Para los antibidticos amoxicilina-acido

clavulanico, ciprofloxacina y ceftazidime se encontraron cepas intermedias, con valores
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entre 11.11% vy 44.44%, esto significa que es posible que el porcentaje de resistencia

obtenido para estos antibidticos en este estudio aumente en un futuro.

% No hubo diferencias significativas (p>0.05) entre los métodos evaluados
durante este estudio, método de disco difusion y método de microdilucién, indicandonos
gue ambos métodos pueden ser utilizados para determinar la susceptibilidad de una cepa a

un antibiético determinado.

< Se obtuvo un 55.56% de cepas multirresistentes a antibidticos, lo que
significa que méas de la mitad de las cepas que se aislaron de las visceras de pollo presentan

multirresistencia.

R/

% La cepa pura de Salmonella spp. no presentd resistencia ni multirresistencia
a ninguno de los antibioticos utilizados en este estudio, lo cual nos confirma, de algln
modo, que los genes de resistencia para este tipo de droga pueden estar adquiriéndose en la

industria avicola, debido a las razones antes expuestas.
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7. RECOMENDACIONES

%+ Se hace necesario realizar la identificacion serol6gica somatica O y
polivalente flagelar H de las 9 cepas de Salmonella spp. aisladas para lograr una
identificacion méas especifica y asi poder determinar las serovariedades predominantes en

esta materia prima.

% Se recomienda realizar el aislamiento e identificacion de cepas de
Salmonella resistente a antibioticos en otras materias primas debido a su presencia en una
gran variedad de alimentos los cuales han estado implicados como vehiculos de transmision

de salmonelosis a humanos.

¢+ Sobre la base de los resultados obtenidos, es prioritario recomendar el uso
prudente de los antimicrobianos, asi como la determinacion de las dosis adecuadas, a fin de

preservar estos valiosos medicamentos para su uso en los animales y seres humanos.

¢+ Asimismo, es necesario establecer sistemas de vigilancia estandarizados, que

permitan determinar la aparicion de resistencias entre los alimentos de origen animal.
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9. ANEXOS

9.1 Diluciones realizadas a los antibidticos (presentacién en polvo, pastilla o
ampolla) para obtener concentraciones de 10.000, 1.000 y 100 pg/mL.
% Aminoglucésidos

» Amikacina

1mL 2mL ImL 1mL

@ 1/5 D 1/5 D 1/10 D 1/10 D
4mL 8mL omL

omL

500 mg/2mL.:
250.000 50.000 10.000  1.000 100
ug/mL Hg/mL  pg/mL ug/mL ng/mL

Figura #18: Esquema de las diluciones realizadas al antibi6tico amikacina a partir

de una solucion madre de 250.000 pg/mL.

> Gentamicina

2.5mL ImL ImL

¢ NN
9-8-0-0

I

7.5mL 9m
80 mg/2mL.:
40.000 10.000 1.000 100
pg/mL Hg/mL  pg/mL ng/mL

Figura #19: Esquema de las diluciones realizadas al antibiético gentamicina a partir

de una solucion madre de 40.000 pg/mL.
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«» Betalactamicos

» Ampicilina

2mL ImL ImL

@ 1/5 D 1/10 1/10
8mL

9mL 9mL
250 mg/5mL.:
50.000 10.000 1.000 100
Hg/mL Hg/mL  pg/mL ng/mL

Figura #20: Esquema de las diluciones realizadas al antibi6tico ampicilina a partir

de una solucién madre de 50.000 pg/mL.

» Amoxicilina-acido clavulanico

imL imL imL

7~ NC N Y

1/8 1/10 1/10

7mL 9ImL omL

(400 mg + 57mg)/5mL:
(80.000 + 11.400) (10.000 + 1425) (1.000 + 142.5) (100 + 14.25)

Hg/mL Hg/mL Hg/mL Hg/mL

Figura #21: Esquema de las diluciones realizadas al antibidtico amoxicilina-acido

clavulanico a partir de una solucion madre de (80.000 + 11.400) pg/mL.
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» Ceftazidime

2mL 5mL imL 1mL

1/5 1/4 1/10 1/10
smL 15mL ImL 9mL
1000mg/5mL.:
200.000 40.000 10.000 1.000 100
ng/mL ug/mL Hg/mL pg/mL pg/mL

Figura #22: Esquema de las diluciones realizadas al antibiotico ceftazidime a partir

de una solucion madre de 200.000 pg/mL.

> Cefalotina

2mL smL ImL ImL

1/5 1/4 1/10 1/10
8mL 15mL 9mL 9mL
1000mg/smL.:
200.000 40.000 10.000 1.000 100
Hg/mL Hg/mL ug/mL ug/mL ng/mL

Figura #23: Esquema de las diluciones realizadas al antibidtico cefalotina a partir

de una solucion madre de 200.000 pg/mL.
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« Tetraciclinas

>  Tetraciclina

5mL ImL ImL
@ 1/3 D 1/10 1/10 D
L omL

I

10mL 9m
300 mg/10mL:
30.000 10.000 1.000 100
ng/mL Hg/mL  pg/mL Hg/mL

Figura #24: Esquema de las diluciones realizadas al antibidtico tetraciclina a partir

de una solucion madre de 30.000 pg/mL.

¢+ Quinolonas

> Ciprofloxacina

5mL 1mL

N

@ 1/2 D 1/10
5mL

9mL
200 mg/100mL.:
2.000 1.000 100
pg/mL Hg/mL Hg/mL

Figura #25: Esquema de las diluciones realizadas al antibidtico ciprofloxacina a

partir de una solucién madre de 2.000 pg/mL.
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++ Anfenicoles

>  Cloranfenicol

2mL imL

NN
R

2.5 mg/lmL:
2 500 1.000 100

Hg/mL Hg/mL Hg/mL

Figura #26: Esquema de las diluciones realizadas al antibidtico cloranfenicol a

partir de una solucion madre de 2.500 pg/mL.

% Otros

> Trimetoprima-sulfametoxazol

5mL imL imL

YA YA

1/4 1/10 1/10

15mL 9mL omL

(200mg + 40mg)/5mL:
(40.000 + 5.000) (10.000 + 1250) (1.000 + 125) (100 + 12.5)

Hg/mL Hg/mL Hg/mL Hg/mL

Figura #27: Esquema de las diluciones realizadas al antibiético trimetoprima-

sulfametoxazol a partir de una solucion madre de (40.000 + 5.000) pg/mL.
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9.2 Diluciones realizadas a los antibioticos para obtener concentraciones en un

rango entre 0.0625 y 128 pg/mL.

» Para los antibidticos amikacina, gentamicina, ampicilina, ceftazidime,

cefalotina y tetraciclina se realizo el siguiente esquema:

128 yg —> ﬂ
/

10.000 yg/mL ——> 64 g —> ﬂ

N

16pg —> H

7 soug — 7 H

1.000 yg/mL.  —> 40pg —>

~N

20pg —>

100 pg —>

/

—2> 50 ug >

100 ug/mL —> 25 ug —>

\ 125ug —>

625y — >

Figura #28: Diluciones realizadas a los distintos antibidticos a partir de

concentraciones de 10.000 pg/mL, 1.000 pg/mL y 100 pg/mL.

CIT 1T 1 <L 1 1]

10mL
H.O

10mL
H.O

10mL
H.O

10mL
H.O

10mL
H.O

10mL
H.0

10mL
H.0

10mL
H.O

10mL
H,O

10mL
H,O

10mL
H.0

10mL

——2> 128 pg/mL

——2> 64 ug/mL

—> 32 ug/mL

—

16 pg/mL

——2> 8 ug/mL

-3 4 ug/mL

— 2 Hg/mL

b

>

1 ug/mL

0.5 pg/mL

0.25 pg/mL

0.125 pg/mL

HO —> 0.0625 pg/mL
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» Para el antibiotico amoxicilina-acido clavulanico se realiz el siguiente

esquema:
/ 128 yg —> H
(10.000 5 64 3 ﬂ
+ 1425) Ha
ua/mL \ . 3
g —>
16uyg —> H
/7 80 ug —>H
(1.000
+ 142.5) —_ 40 pg —_
Hg/mL
20 ug —>E
/ 100 ug —> H
> 50 Hg > H
(100
+ 14.25) —_ 25ug —>
Hg/mL \
125 yg—> H
6.25 1 N H

10mL

H.0

(128 + 18.24) pg/mL

10mL __5 (64 +9.12) pg/mL
H.0

10mL 5 (32 + 4.56) ugimL
H.0

1omL 5 (16 +2.28) ugimL
H,0

10mL _5 (8 +1.14) pg/mL
H,0

10mL E

H.0

10mL —>
H,0

(4 + 0.57) pg/mL

(2 + 0.285) pg/mL

10mL

H,0 =2 (1 +0.143) ug/mL

10mL — 0.5+ 0.072) pgimL
H,0

10mL —> (0.25 + 0.036) pg/mL
H,0

1011(1)L — (0.125 + 0.018) ug/mL
H2

10mL —5  (0.0625 + 0.009) pg/mL

H.0

Figura #29: Diluciones realizadas a los distintos antibidticos a partir de

concentraciones de 10.000 pg/mL, 1.000 pg/mL y 100 pg/mL. 126



» Para el antibidtico ciprofloxacina se realizé el siguiente esquema:

640 ug —>
/

2.000 ygimL. ——> 320 ug —>

N s
N\

80ug —>

7 8oug —>

1.000 yg/mL. —> 40pug —>

/

20 g —>

100 ug —>
50 yg —>
100 pg/mL
25ug —>

125 g —>

RN

6.25 ug :

C 1 | C 1T | C T

J

J

;
E

CI1T | CT 111 C1] 1]

10mL —_

H,0 128 pg/mL

10mL ——> 64 ug/mL

H.0
—_—

10mL 32 ug/mL

H.0

tomL  ~ ~ 16pgmL
H,0

10mL
H,0 ——2> 8 ug/mL

10mL —>  4pugmL
H.0

H,O

10mL
H,0 =2 0.5 pg/mL
10mL — 0.25 pg/mL
H.0

10mL —> 0,125 pg/mL
H,0

10mL —> 0.0625 pg/mL
H.0

Figura #30: Diluciones realizadas a los distintos antibidticos a partir de

concentraciones de 10.000 pg/mL, 1.000 pg/mL y 100 pg/mL.
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» Para el antibidtico cloranfenicol se realiz6 el siguiente esquema:

512pg —> H
/

2500 uyg/imL. ——> 256 ug ——> H

N

64pyg —> ﬂ

/’ 80 ug > H
1.000 ygimL. —> 40pug —> 3

20ug —>

/ 100 yg —> H

100 pg/mL

10mL

H,0 —> 128 pg/mL

10mL
H.O

10mL
H.0

10mL
H.0

10mL

H.0

10mL
H.0

10mL
H.O

10mL
H20

10mL
H.O

10mL
H.0

10mL
H.O

10mL
H.O

> 64 Hg/mL
> 32 pg/mL

——2> 16 pg/mL

——> 8 ug/mL

——2> 4 pug/mL

-3 2 ug/mL

——2> 1 ug/mL
=2 0.5 pg/mL
—>  0.25 ug/mL
—>  0.125 pg/mL

—> 0.0625 pg/mL

Figura #31: Diluciones realizadas a los distintos antibiéticos a partir de

concentraciones de 10.000 pg/mL, 1.000 pg/mL y 100 pg/mL.
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» Para el antibidtico trimetoprima-sulfametoxazol

esquema:
10mL
128 ug > H H,O —> (128 + 16) pg/mL
(10.000
+1250) —> 64pg —> E 1:“(‘)'- —> (64 +8) pg/mL
ua/mL \ 2
H,0
16pg —> 10mL —> (16 + 2) pg/mL
H,0
80ug —> 10mL 5 (8+1)ug/imL
/ H.O
(1.000 —> 40pg —> 10mL 5 (4 +0.5) pg/mL
+ 125) H.0
pgimL Sy
20pg —> 10mL ——> (2 +0.25) pg/mL
H,0
10mL
1 + 0.125) pg/mL
/7 100 yg —> 5 H0 — ( ) g
—> 5 ug —_— a 10mL =2 (0.5 + 0.0625) pg/mL
(100 H,0
+12.5) S 25ug —> tomL - (0.25 + 0.031) pg/mL
Hg/mL H.O
2
125 yg —> 0.125 + 0.016) pg/mL
E tomL —> ) ug
H,0
6.25ug 5 E 10mL ——> (0.0625 + 0.008) ug/mL
H,0

Figura #32: Diluciones realizadas a

se realizo el siguiente

los distintos antibidticos a partir de

concentraciones de 10.000 pg/mL, 1.000 pg/mL y 100 pg/mL.
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9.3 Halos de inhibicion obtenidos para cada antibidtico

Cepa pura Cepa control

Cepal Cepa 2

Cepa9

~

Pron
L 4

Figura #33: Halos de inhibicion obtenidos para el antibiético amikacina para la

cepa pura de Salmonella spp, cepa control de E.coli y las 9 cepas aisladas.
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Cepa pura Cepa control

.
Tl

Cepal

£X
-
Cepa 3
H
-
Cepa 5
Cepa7

Cepa 9

Eigura #34: Halos de inhibicion obtenidos para el antibiético gentamicina para

la cepa pura de Salmonella spp, cepa control de E.coli y las 9 cepas aisladas.
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Cepa pura Cepa control

Figura #35: Halos de inhibicion obtenidos para el antibidtico ampicilina para la

cepa pura de Salmonella spp, cepa control de E.coli y las 9 cepas aisladas.
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Cepa pura

Cepal

Cepa7

Cepa9

Cepa control

Cepa 2

Figura #36: Halos de inhibicion obtenidos para el antibiético amoxicilina-acido

clavulanico para la cepa pura de Salmonella spp, cepa control de E.coli y las 9

cepas aisladas.

133



Cepa pura Cepa control

Cepal

Cepa 4

Cepa 5 Cepa 6

Cepa 8

Cepa 9

Figura #37: Halos de inhibicidén obtenidos para el antibidtico ceftazidime para

la cepa pura de Salmonella spp, cepa control de E.coli y las 9 cepas aisladas.
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Cepa pura

-

Cepa 9

Cepa control

Figura #38: Halos de inhibicion obtenidos para el antibidtico cefalotina para la

cepa pura de Salmonella spp., cepa control de E.coli y las 9 cepas aisladas.
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Cepa pura Cepa control

Cepa b Cepa 6

Figura #39: Halos de inhibicion obtenidos para el antibiético tetraciclina para la

cepa pura de Salmonella spp, cepa control de E.coli y las 9 cepas aisladas.
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Cepa pura Cepa control

- .

Cepa 3 Cepa 4

Cepa 5 Cepa 6

Cepa7 Cepa 8

Cepa 9

Figura #40: Halos de inhibicion obtenidos para el antibiético ciprofloxacina para

la cepa pura de Salmonella spp, cepa control de E.coli y las 9 cepas aisladas.
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Cepa pura

Cepa control

Cepa 2

Cepa 4

Figura #41: Halos de inhibicién obtenidos para el antibiotico acido nalidixico

para la cepa pura de Salmonella spp, cepa control de E.coli y las 9 cepas

aisladas.
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Cepa pura Cepa control

Cepa 2

Cepa 4

Cepa 9

Figura #42: Halos de inhibicion obtenidos para el antibidtico cloranfenicol para

la cepa pura de Salmonella spp, cepa control de E.coli y las 9 cepas aisladas.
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Cepa pura Cepa control

- = |
’.

Cepa 2
Cepa 3 Cepa 4

Cepa 6

Cepa 8

Cepa 9

Figura #43: Halos de inhibicion obtenidos para el antibiético trimetoprima-

sulfametoxazol para la cepa pura de Salmonella spp, cepa control de E.coli y

i 140
las 9 cepas aisladas.



9.4 Analisis de varianza de una via con un 95% de confianza aplicado a las

longitudes de los halos de inhibicion de las 9 cepas con respecto a la cepa de

Salmonella spp. para cada uno de los 11 antibidticos evaluados.

Tabla #20: Analisis de varianza de una via con un 95% de confianza aplicado

a las longitudes de los halos de inhibicion de las 9 cepas con respecto a la cepa de

Salmonella spp. para el antibidtico amikacina.

Origen de suma de Grados | Promedio Valor
las cuadrados de de los F pt critico
variaciones libertad | cuadrados para F
Entre 7.3472 1 734722 | 80763 | 0.01178 | 4.4939984
grupos
Dentrode | ) 5os 16 0.90972
los grupos
Total 21.90277 17

!p: Probabilidad

Tabla #21: Analisis de varianza de una via con un 95% de confianza aplicado

a las longitudes de los halos de inhibicion de las 9 cepas con respecto a la cepa de

Salmonella spp. para el antibidtico gentamicina.

Origen de suma de Grados | Promedio Valor
las cuadrados de de los F p! critico
variaciones libertad | cuadrados para F
Entre 0.05555 1 0.05555 | 0.01339 | 0.90932 | 4.4939984
grupos
Dentrode | gg 309 16 | 4.149305
los grupos
Total 66.444 17

p: Probabilidad
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Tabla #22: Analisis de varianza de una via con un 95% de confianza aplicado
a las longitudes de los halos de inhibicion de las 9 cepas con respecto a la cepa de

Salmonella spp. para el antibidtico ampicilina.

Origen de Suma de Grados | Promedio Valor
las cuadrados de de los F p! critico
variaciones libertad | cuadrados para F
Entre grupos | 946.125 1 946.125 | 15.6789 | 0.00112 | 4.4939984
Dentrodelos | gq5 5 16 60.34375
grupos
Total 1911.625 17

!p: Probabilidad

Tabla #23: Analisis de varianza de una via con un 95% de confianza aplicado
a las longitudes de los halos de inhibicion de las 9 cepas con respecto a la cepa de

Salmonella spp. para el antibi6tico amoxicilina-acido clavulanico.

Origen de Suma de Grados | Promedio Valor
las cuadrados de de los F p! critico

variaciones libertad | cuadrados para F
Entre 256.888 1 256.888 | 15.4972 | 0.00118 | 4.4939984
grupos

Dentrode | 565 59 16 | 1657638

los grupos
Total 522.11 17

p: Probabilidad
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Tabla #24: Andlisis de varianza de una via con un 95% de confianza aplicado

a las longitudes de los halos de inhibicién de las 9 cepas con respecto a la cepa de

Salmonella spp. para el antibiotico ceftazidime.

Origen de Suma de Grados | Promedio Valor
las cuadrados de de los F p! critico
variaciones libertad | cuadrados para F
Entre 167.445 1 167.445 | 20.0804 | 0.00038 | 4.4939984
grupos
Dentrode |44 45 16 8.33875
los grupos
Total 300.865 17

!P: Probabilidad

Tabla #25: Andlisis de varianza de una via con un 95% de confianza aplicado

a las longitudes de los halos de inhibicién de las 9 cepas con respecto a la cepa de

Salmonella spp. para el antibidtico cefalotina.

Origen de suma de Grados | Promedio Valor
las cuadrados de de los F p! critico
variaciones libertad | cuadrados para F
Entre 4205 1 4205 | 892308 | 0.00871 | 4.4939984
grupos
Dentro de 754 16 47.125
los grupos
Total 11745 17

p: Probabilidad
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Tabla #26: Analisis de varianza de una via con un 95% de confianza aplicado

a las longitudes de los halos de inhibicion de las 9 cepas con respecto a la cepa de

Salmonella spp. para el antibiotico tetraciclina.

Origen de Suma de Grados | Promedio Valor
las cuadrados de de los F pt critico
variaciones libertad | cuadrados para F
gESgc?s 1558.6805 1 1558.6805 | 88.7856 | 6.24x10° | 4.4939984
Dentrode | g, ggg 16 17.555
los grupos
Total 1839.5694 17

!P: Probabilidad

Tabla #27: Andlisis de varianza de una via con un 95% de confianza aplicado

a las longitudes de los halos de inhibicién de las 9 cepas con respecto a la cepa de

Salmonella spp. para el antibiotico ciprofloxacina.

Origen de suma de Grados | Promedio Valor
las cuadrados de de los F p! critico
variaciones libertad | cuadrados para F
Entre 528.125 1 528.125 | 38.149 | 1.33x10° | 4.4939984
grupos
Dentrode | ), g 16 | 13.84375
los grupos
Total 749.625 17

p: Probabilidad
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Tabla #28: Andlisis de varianza de una via con un 95% de confianza aplicado

a las longitudes de los halos de inhibicién de las 9 cepas con respecto a la cepa de

Salmonella spp. para el antibiotico &cido nalidixico.

Origen de Suma de Grados | Promedio Valor
las cuadrados de de los F P! critico
variaciones libertad | cuadrados para F
gESgc?s 960.68055 1 960.68055 | 29.94 | 5.12x10° | 4.4939984
Dentrode | 53 3588 16 32.0868
los grupos
Total 1474.0694 17

!P: Probabilidad

Tabla #29: Andlisis de varianza de una via con un 95% de confianza aplicado

a las longitudes de los halos de inhibicion de las 9 cepas con respecto a la cepa de

Salmonella spp. para el antibiético cloranfenicol.

Origen de Suma de Grados | Promedio Valor
las cuadrados de de los F p! critico
variaciones libertad | cuadrados para F
Entre 6.7222 1 6.7222 | 1.47224 | 0.242601 | 4.4939984
grupos
Dentrode | 730555 | 16 | 4.56507
los grupos
Total 79.777 17

p: Probabilidad
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Tabla #30: Andlisis de varianza de una via con un 95% de confianza aplicado

a las longitudes de los halos de inhibicién de las 9 cepas con respecto a la cepa de

Salmonella spp. para el antibiotico trimetoprima-sulfametoxazol.

Origen de Suma de Grados | Promedio Valor
las cuadrados de de los F P! critico
variaciones libertad | cuadrados para F
gES:)rc?s 583.68055 1 583.68055 | 10.46504 | 0.00518 | 4.4939984
Dentrode | g9, 3588 16 | 55.774305
los grupos
Total 1476.0694 17

!P: Probabilidad

9.5 Analisis de varianza de una via con un 95% de confianza aplicado a las

longitudes de los halos de inhibicion de las 9 cepas entre si.

Tabla #31: Andlisis de varianza de una via con un 95% de confianza aplicado a

las longitudes de los halos de inhibicion de las 9 cepas entre si.

Origen de Suma de Grados | Promedio Valor
las cuadrados de de los F P! critico
variaciones libertad | cuadrados para F
gErSgOeS 15945977 | 8 | 199.32472 | 2.662838 | 0.01136 | 2.0429856
Dentrode | 7358818 | 90 | 74.854242
los grupos
Total 8331.4796 98

p: Probabilidad
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9.6 Analisis de varianza de una via con un 95% de confianza aplicado a los

porcentajes obtenidos de cepas sensibles y cepas intermedias con el método de disco

difusion con respecto al método de microdilucion.

Tabla #32: Andlisis de varianza de una via con un 95% de confianza aplicado a

los porcentajes obtenidos de cepas sensibles con el método de disco difusion con

respecto al método de microdilucion.

Origen de suma de Grados | Promedio Valor
las cuadrados de de los F pt critico
variaciones libertad | cuadrados para F
Entre 5x10°8 1 5x10° | 5.6x10° | 0.999 4.414
grupos
Dentrode | 15945 45 18 883.47
los grupos
Total 15902.45 19

!p: Probabilidad

Tabla #33: Analisis de varianza de una via con un 95% de confianza aplicado a

los porcentajes obtenidos de cepas intermedias con el método de disco difusion con

respecto al método de microdilucion.

Origen de Grados | Promedio de o
I Suma de 1 Valor critico
as cuadrados de los F P para F
variaciones libertad | cuadrados
Entre 98.746 1 98.746 0.3956 | 0.5373 4.414
grupos
Dentrode | /95 93 18 249 61
los grupos
Total 4591.676 19

p: Probabilidad
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