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RESUMEN

En la industria de los alimentos se emplean bacterias &cido lacticas como
cultivos iniciadores para la elaboracién de productos fermentados tales como
yogurt, leches, mantequillas, quesos madurados, col agria, embutidos (salchichén
y chorizo) y bebidas alcohdlicas como cerveza, sidra, entre otros; donde producen
cambios especificos en el aroma, sabor, textura, cuerpo, acidez, humedad,

digestibilidad y aspecto de los mismos.

La actividad de microorganismos y enzimas modifica las materias originales
y las convierten en nuevos productos nutritivos y sensorialmente muy aceptables,
a la vez que origina sustancias conservadoras, tales como bacteriocinas o los

acidos lacticos y aceético.

Las bacterias acido lacticas (BAL) constituyen un vasto conjunto de
microorganismos benignos, dotados de propiedades similares, que fabrican acido

lactico como producto final del proceso de fermentacion.

La aparicion de resistencia a antibidticos es un fendmeno natural que
puede ser debido a la diseminacion de los sistemas de defensa que presentan las
cepas productoras, o a cambios en genes cuyas proteinas codificadas modifican
su actividad hasta ser capaces de proteger o modificar el blanco de accién o de

modificar los antibioticos.

La resistencia a antibiéticos también presenta un peligro potencial cuando
se encuentra en los microorganismos comensales o beneficiosos, ya que estos
pudieran convertirse en reservorios desde donde los determinantes podrian

transferirse a los microorganismos oportunistas y a los patdgenos.



En base a esto se realiz6 un trabajo experimental para analizar la
susceptibilidad a distintos antibiéticos, que presentan diferentes cepas de
bacterias acido lacticas aisladas de productos céarnicos fermentados (salchichon y

chorizo), obteniéndose los siguientes resultados:

Se aislé un total de 9 cepas de BAL; 6 pertenecientes a la especie
Pediococcus pentosaceus, 2 a la especie Lactobacillus brevis y 1 cepa

perteneciente a la especie Leuconostoc mesenteroides/dextranicum.

Estas 9 cepas se ensayaron ante 12 antibioticos, presentando un 100% de
susceptibilidad a los antibioticos amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina,
amikacina, gentamicina, cloranfenicol y azitromicina. Para el antibiético penicilina
presentaron un 90% de susceptibilidad, y para la ceftazidima presentaron un 30%
de susceptibilidad. Sin embargo, las cepas fueron resistentes en un 100% a la

oxacilina, tetraciclina y metronidazol.

El estudio de la susceptibilidad permitié identificar al 100% de las cepas
como multirresistentes, presentando un indice de multirresistencia (MAR) superior

a0,2.

En cuanto a la concentracién minima inhibitoria (CMI), se calculé por el
método de difusion en pozo descrito por Paik y col. (1997), siendo 10 pug/mL la
menor concentracion a la cual fueron inhibidas las cepas y 1000 pg/mL la mayor

concentracion de inhibicion.

Al realizar los andlisis estadisticos se encontré que el 92% de los halos de
inhibicion de las cepas, comparadas con la cepa control por antibi6tico
presentaron una probabilidad menor a 0,05 (p<0,05) indicando que existe

diferencias significativas entre los datos.



Para el andlisis de comparacion entre cepas y entre especies, se obtuvo
una probabilidad mayor a 0,05 (p=0,05), indicando que no existe diferencias

significativas en los halos de inhibicion de las cepas entre si.

Este estudio nos permitio evaluar la susceptibilidad de las BAL frente
diferentes antibidticos, permitiendo obtener la multirresistencia y el tipo de
resistencia presentada por las cepas, de manera de saber si dicha resistencia
puede ser transmitida a otros microorganismos, en el caso de que la resistencia

sea adquirida.
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1. INTRODUCCION

En la industria de los alimentos se emplean bacterias como cultivos
iniciadores para la elaboracion de productos fermentados tales como yogurt,
leches, mantequillas, quesos madurados, col agria, embutidos (salchichén y
chorizo) y bebidas alcohdlicas como cerveza, sidra, entre otros; donde producen
cambios especificos en el aroma, sabor, textura, cuerpo, acidez, humedad,

digestibilidad y aspecto de los mismos (Mora y Garcia, 2007).

Entre las bacterias que se utilizan como cultivos iniciadores se encuentran
las bacterias acido lacticas. Estas bacterias son organismos inmoviles, de forma
bacilar o esférica, unidos por un conjunto de propiedades metabdlicas y
nutricionales poco corrientes. Su nombre deriva del hecho de que sintetizan ATP
a través de fermentaciones de carbohidratos que dan acido lactico como principal

producto final (Stanier y col., 1992).

La aplicacion de bacterias acido lacticas (BAL) tiene dos objetivos en los
alimentos fermentados. Primero, desarrollar sabores y olores caracteristicos
durante la fermentacion y segundo, inhibir la microflora competitiva mediante la
reduccion del pH del medio. De este modo, las BAL tienen un papel muy
importante en la conservacion de alimentos fermentados provocando cambios en
olores, sabores y textura, ademas de su mencionada accion preservativa (Leén y

col., 2006).

Es conocido que las bacterias acido lacticas no sélo son interesantes en la
industria alimentaria por inducir caracteristicas organolépticas y estructurales
deseables, sino también por inhibir el desarrollo de microorganismos no

deseables, alterantes y patdégenos, lo que sugiere la posibilidad de utilizarlas para
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extender la vida util e incrementar la calidad higiénica de los alimentos
(Hernandez y col., 1993).

Todas las bacterias del acido lactico fermentan diversos azlcares,
produciendo é&cido lactico en cantidades suficientemente elevadas como para
inhibir o matar a la mayoria de los otros microorganismos. Pero, con unas pocas
excepciones, que incluyen algunos estreptococos, las bacterias acido lacticas son
inocuas para la especie humana y, ademas, sus productos metabdlicos tienen un
sabor agradable. Estas propiedades permite utilizar las bacterias acido lacticas
para preparar y conservar alimentos (Ingraham, 1998).

Las bacterias pueden presentar una resistencia intrinseca o natural a
determinados antibidticos o pueden adquirir dicha resistencia por medio de
mutaciones o mediante la adquisicion de material genético que aporte nuevas
funcionalidades bioquimicas (Flérez, 2007).

La resistencia a antibidticos también presenta un peligro potencial cuando
se encuentra en los microorganismos comensales o beneficiosos, ya que estos
pudieran convertirse en reservorios desde donde los determinantes podrian
transferirse a los microorganismos oportunistas y a los patdégenos (Florez, 2007).

Por esta razon el trabajo experimental consistio en analizar la
susceptibilidad de las bacterias acido lacticas ante diversos antibidticos, aisladas

de productos carnicos fermentados como el salchichon y el chorizo.
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2. ANTECEDENTES

2.1Uso de los microorganismos en los alimentos.

Al desarrollarse la ciencia de la Microbiologia se conocieron las actividades
de los microorganismos en diferentes productos, por ejemplo la fermentacion
bacteriana es una forma util en la preservacion de alimentos, asi como un medio
para crear nuevos sabores y olores agradables en los alimentos (Olivas y Alarcén,

2001).

La actividad de microorganismos y enzimas modifica las materias originales
y las convierten en nuevos productos nutritivos y sensorialmente muy aceptables,
a la vez que origina sustancias conservadoras, tales como bacteriocinas o los
acidos lacticos y acético. De este modo, desempefian un importante papel en las
dietas propias de los diversos habitos alimenticios mundiales, al proporcionarles la

posibilidad de ofrecer cierta variedad (Bello, 2005).

La primera aplicacion de los microorganismos por el ser humano fue
probablemente su utilizacion para la obtencion y conservacion de alimentos y
bebidas. En este sentido las bacterias del acido lactico han desempefiado papeles

fundamentales (Ingraham, 1998).

Las bacterias lacticas se han utilizado en la obtencion y produccién de la
mayor parte de los alimentos fermentados que actualmente se consumen, entre
los que se incluyen yogurt, quesos, embutidos crudos curados, encurtidos y otros
(Hernandez y col., 1993).

El desarrollo de las bacterias acido lacticas en los alimentos propicia un
acentuado ambiente hostil para el crecimiento y sobrevivencia de otras bacterias,

principalmente las patdgenas. Los efectos inhibitorios y destructivos no sélo son el
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resultado de una acidificacion del medio, si no que intervienen otros mecanismos,
entre ellos la produccion de peréxido de hidrogeno (H,0,), antibidticos, acido
grasos, bacteriocinas y agotamiento de nutrientes, lo que provoca un aumento en
la vida de anaquel de los productos (Ortiz, 2006).

2.2 Bacterias Acido Lacticas (BAL).

Las bacterias del acido lactico (BAL) son un grupo taxonOmicamente
diverso de bacterias Gram-positivas, anaerobias estrictas 0 aerotolerantes,
generalmente inmoviles, no esporuladas ni pigmentadas, con la facultad de
convertir los carbohidratos en &cido lactico, provocando la acidificacion del medio.
Ademas, tienen una limitada capacidad biosintética, por lo que son muy exigentes
nutricionalmente y requieren numerosos factores de crecimiento, incluyendo
aminoacidos, vitaminas y precursores de los acidos nucleicos (Florez, 2007).

Aun creciendo en medios muy ricos, las colonias de las BAL siempre son
relativamente pequefias. Casi nhunca estan pigmentadas; como resultado de la
ausencia de citocromo la colonia tiene un aspecto blanco muy caracteristico. El
pequefio tamafio de las colonias de estas bacterias es atribuible, en primer lugar,
a los bajos rendimientos del crecimiento, consecuencia de su metabolismo
exclusivamente fermentativo (Staniery col., 1992).

La mayoria de las BAL son mesofilicas, aunque algunas son capaces de
crecer a temperaturas de 5°C y otras a 45°C. Toleran bien concentraciones
relativamente altas de acidos y valores de pH mas bajo que el resto de las
bacterias (algunas pueden crecer a pH 3, otras entre 6 y 9, pero la mayoria crece
a un pH entre 4 y 4,5) por lo que pueden desplazarlas de los habitats que

colonizan (Jay, 2002).
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La capacidad fermentativa varia de acuerdo con las especies. La mayor
parte de las bacterias acido lacticas forman entre un 0,5 y un 1,5% de &cido
lactico, pero hay especies que pueden formar hasta una 3% (Geosta y Lopez,
2001).

Estas forman parte de la microbiota natural de muchos alimentos y no
existe ninguna indicacibn de que representen un riesgo para la salud del
consumidor, por lo tanto las BAL como algunos de sus metabolitos son
considerados como GRAS (Generalmente Reconocidas como Seguras) por la
FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos) de EEUU (Mora y Garcia,
2007).

El empleo de las BAL tiene como proposito el que realicen las siguientes
funciones en proporciones variables (Hernandez, 1988):

a) Diseminacion del pH a determinada velocidad dentro de ciertos limites.

b) Accion sustitutoria frente a patégenos nativos y patdgenos que

reinfectan los alimentos.

c) Efecto generador de aroma como consecuencia del metabolismo

bacteriano en el producto.

d) Produccion de enzimas que causan fendmenos cataliticos y/o

hidroliticos en la materia prima.
2.2.1 Metabolismo de los carbohidratos.

Las bacterias acido lacticas obtienen energia metabdlica esencialmente
mediante la fosforilacion a nivel de sustrato, durante la oxidacion de
carbohidratos, formando acido lactico como principal metabolito. Ademas, poseen

actividad proteolitica, lo que les permite la obtencion de aminoacidos a partir de
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proteinas, en medios ricos constituyentes; aunque ésta es reconocidamente
inferior a otros grupos microbianos (Collado, 2004).

Las BAL pueden ser consideradas como homo o heterofermentativas,
dependiendo de como fermenten los azucares (hexosas y pentosas) en
condiciones de crecimiento no limitadas (Mora y Garcia, 2007).

Las BAL homofermentativas usan la glucdlisis via Embden-Meyerhof-
Parnas (EMP), resultando el acido lactico como el producto final (Figura 1). Estas
bacterias poseen las enzimas aldosas y hexosas, pero carecen de la
fosfocetolasa (A.A.P.P.A., 2004).

Dentro de este grupo se tiene: Lactobacillus de bastones largos, aisladas o
en cadenas cortas, termdfilos, acidificantes muy energéticos y de actividad
caseolitica notable. Streptococcus, de forma esférica en cadenas, acidificacion
rapida y poca actividad caseolitica (Parra, 2010).

Las BAL heterofermentativas usan la via 6-fosfogluconato/fosfocetolasa (6-
PG/PK) o de las pentosas fosfato produciendo cantidades equimolares de acido
lactico, diéxido de carbono (CO,) y etanol (o acido acético) como productos
principales (Figura 2) (Mora y Garcia, 2007).

Las especies heterofermentativas son incapaces de poseer la fructuosa
difosfato, por consiguiente la fructosa-difosfato-aldosa est4 ausente o reprimida

(Ortiz, 2006).
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Glucosa
ATP
ADP
Glucosa G6-fosfato

Fructosa 6-fosfato
ATP
ADP

Fructosa 1,6-difosfato

2P * 2MNAD™
2MADH

2 Acido 1,3-difosfoglicérico
2A0P
2ATP

2Acido 3-fosfoglicérico

2HO
Acido 2-fosfoenolpiruvato

2 ADP
2 ATP

2 Acido piravico
2 NADH
2 NAD™

2 Acido lactico

Gliceraldehido 3- fosfato ——— Dihidroxiacetona fosfato

Figura 1. Via homofermentativa de la glucosa por bacterias acido lacticas

(Adaptada de Stanier y col., 1992).

Glucosa
ATP
ADP
Glucosa 6-fosfato
NAD™
NADH
Acido 6-fosfoglucdnico

NAD™T

NADH
{F’i MNADH
NAD™

ADP

ATP
Acido 3-fosfoglicérico

2H=0
Acido fosfoenolpirtvico
ADP
ATP
Acido piravico
MNADH
MAD™
Acido lactico

COs Ribulosa S-fosfato
FJ
Gliceraldehido 3- fosfato Acetil fosfato

Acido 1,3-difosfoglicérico Acetaldehido

Figura 2: Via heterofermentativa de la glucosa por bacterias acido lacticas

(Adaptada de Stanier y col., 1992).
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Una de las principales diferencias entre las dos rutas estd en sus
rendimientos netos de ATP; dos moles por molécula de glucosa fermentada en la
ruta homofermentativa y s6lo un mol a través de la ruta heterofermentativa
(Stanier y col., 1992).

Segun Jay, 2002, en base a estas dos vias de fermentacion, las BAL se
dividen en:

* Homofermentativas estrictas: sélo pueden fermentar hexosas por glucalisis.
* Heterofermentativas estrictas: usan solamente la via 6-PG/PK.
* Heterofermentativas facultativas: tienen la capacidad de utilizar ambas
vias, siendo homofermentativo su metabolismo principal.
2.2.2 Tipos y géneros principales.

Las BAL poseen caracteristicas ecolégicas y metabdlicas de importancia
economica y tecnoldgica en los alimentos. Su clasificacibn se basa en la
morfologia, la forma de fermentar la glucosa, su desarrollo a diferentes
temperaturas, la configuracion del acido lactico producido, la habilidad de crecer a
altas concentraciones de sal, tolerancia a la alcalinidad y acidez (Mora y Garcia,
2007).

En la actualidad, el grupo de las BAL estd conformadas por cocos,
cocobacilos o bacilos Gram positivos, generalmente inméviles y no esporulados,
catalasa y oxidasa negativas, obtienen energia exclusivamente por fermentacion
de azucares produciendo acido lactico como producto principal o Unico de su
metabolismo, carecen de sistema de transporte de electrones funcionales ligados
al heme o de citocromos y obtienen su energia por fosforilacion a nivel de sustrato
a la vez que oxidan carbohidratos; no tienen un ciclo de krebs funcional (Staniery

col., 1992).
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En la naturaleza existen los siguientes géneros: Aerococcus, Alloinococcus,
Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus,
Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus thermophilus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weisella (Ramirez y
col.,, 2011).

Sin embargo, las BAL mas representativas se encuadran en los géneros
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y la especie Streptococcus
thermophilus. Y por encontrarse en los mismos hébitats y tener una aplicacion
industrial similar, dentro de este grupo se han incluido tradicionalmente los
géneros Propionibacterium y Bifidobacterium (Florez, 2007).

Lactococcus: Son cocos no esporulados, inmoviles, crecen a 10°C pero

no a 45°C, se encuentran en parejas 0 cadenas cortas, catalasa negativos,
anaerobios facultativos, homofermentadores y con necesidades nutricionales
complejas. La longitud de la cadena depende principalmente de la cepa y en
ocasiones por el medio de crecimiento (Jay, 2002).

Son bacterias que producen &cido lactico de tipo L(+). El género
Lactococcus incluye las especies: Lactococcus lactis (con tres subespecies lactis,
cremoris y hordniae), Lc. garviae, Lc. piscium, Lc. plantarum y Lc. raffinolactis
(Flérez, 2007).

Lactobacillus: Son bacilos largos con morfologia cocobacilar y

corineforme. Es frecuente la formacion de cadenas. Son Gram-positivos,
inmoviles, aunque existen unas pocas especies moviles por flagelos peritricos. No
son esporulados. Son sacaroliticos obligados. Su caracteristica principal es la de
fermentar azlcares con produccion de &cido lactico, pudiendo ser

homofermentadores u heterofermentadores (Flérez, 2007).
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Los Lactobacillus se encuentran ampliamente distribuidos en los vegetales,
carnes y pescados. Forman parte de la flora normal de la boca, tracto intestinal y
aparato reproductor femenino humano y de muchos animales. No son
considerados patdgenos (excepto algunas especies que parecen intervenir en las
caries dentales). Tienen una gran importancia industrial, pues se utilizan en
diversos procesos de fermentacion lactica (yogurt y queso). Intervienen también
en la fabricacion de productos derivados de los vegetales (pepinillos, aceituna)
(Collado, 2004).

Leuconostoc: Los leuconostoc son bacterias lacticas heterofermentadoras

obligadas que producen acido lactico de tipo D(-) y cantidades equimoleculares de
CO,, etanol y acido acético. Se agrupan en cadenas como los lactococos, aunque
se diferencian de éstos por la produccion de gas y la incapacidad de hidrolizar la
arginina (Florez, 2007).

Pueden aislarse de plantas, ensilados y leche. Muy utilizados en la
industria lactea (en la manufactura del suero de la leche, mantequilla y queso)
como cultivos iniciadores, ya que producen compuestos responsables del sabor
como diacetilo o acetoina (productos de la ruptura metabdlica del citrato), en la
fermentacion de verduras como los coles (chucrut) y pepinillos en vinagre (Mora y
Garcia, 2007).

Pediococcus: Los pediococos son bacterias Gram-positivas, anaerobias o

aerotolerantes que se agrupan en tétradas y que poseen un metabolismo
homofermentativo por el que transforman los carbohidratos en DL-lactato. El
género esta constituido por ocho especies de las que s6lo dos, Pediococcus

acidilactici y P. pentosaceus, se aislan de quesos y productos carnicos
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fermentados, en los que también se utilizan como cultivos iniciadores (Florez,
2007).

Se emplean como cultivo iniciador de salchichas semisecas, pueden ser
deterioradores de sidra y cerveza realizando una infeccién que la enturbia y
acidifica con un olor peculiar denominado “enfermedad de la cerveza por
sarcinas”. Algunas cepas son productoras de bacteriocinas (Mora y Garcia 2007).

Streptococcus thermophilus: Su nombre procede del término griego

“therme” que significa calor y del término “philus” que significa afinidad. Son
células esféricas u ovoides de 0,7-0,9 um de didmetro, distribuidas en parejas o
formando cadenas. Son anaerobios facultativos, quimioorganotrofos con
metabolismo fermentativo. Son catalasa negativos. Crece con un 2,5% de cloruro
sodico pero no con un 4% (Collado, 2004).

Esta especie homofermentadora esta emparentada con la bacteria
comensal de la boca Streptococcus salivarus. Se utiliza junto con Lb. delbrueckii
en la fermentacion del yogurt y es un componente habitual de los fermentos de los
guesos de pasta cocida junto a otras especies de Lactobacillus (Florez, 2007).

Propionibacterium: Son bacterias Gram-positivas, inmoviles, no

formadoras de esporas y quimioorganotrofas. Los productos de la fermentacion
de las propionibacterias incluyen grandes cantidades de acido propiénico y
acético y cantidades menores de acido iso-valérico, formico, succinico y lactico.
Producen también una pequefia cantidad de CO,, responsable de la formacién de
ojos en el queso (Florez, 2007).

Bifidobacterium: La morfologia de la familia consiste en bacilos

pleomérficos que se presentan individualmente, en cadenas o0 en grupos. Las

células no tienen cépsula y no forman esporas, no son mdviles ni presentan
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filamentos. Todas las especies son Gram positivas a excepcion de G. vaginalis
que presenta un Gram variable. Son anaerobios, algunas especies de
Bifidobacterium pueden tolerar el oxigeno Unicamente en presencia de CO,, y
Gardnerella es anaerobia facultativa. No utilizan el indol, no hidrolizan la gelatina,
catalasa y oxidasa negativas (Collado, 2004).

Su nombre hace referencia a las formas con dos ramas en Y o V que
muestran en ocasiones. El género estd compuesto por 29 especies, de las que
unas 12 se aislan del tracto gastrointestinal humano y el resto proceden de
ambientes tan diversos como alimentos, cavidad oral, tracto gastrointestinal
animal, intestino de insectos y aguas residuales (Florez, 2007).
2.2.3Habitat de las BAL.

Las BAL son muy exigentes en su nutricion al requerir una gran cantidad de
factores nutritivos (aminoacidos, bases nitrogenadas, algunas vitaminas
principales del grupo B y fuentes de carbono). La mayor parte de las BAL
obtienen energia soOlo del metabolismo de los azlcares y compuestos
relacionados fermentables, por lo cual su desarrollo esta restringido a ambientes
ricos en azucares (Mora y Garcia, 2007).

Las BAL tienen numerosos habitats. A parte de los productos lacteos, se le
encuentra abundantemente en los productos vegetales: ensilados, chucrut,
granos, jugos y mosto en fermentaciones. También estan presentes en los tubos
digestivos del hombre y de los animales y en las cavidades naturales (boca,
vagina). Sin embargo, muchas especies individuales estdn adaptadas a un
ambiente especifico y no se encuentra habitualmente, fuera de él. La factibilidad
con gue estas bacterias pueden aislarse en materiales de las misma naturaleza

demuestra que se trata de su habitat natural (Alais, 2003).
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2.2.4 Cultivos iniciadores.

La aplicacion de los cultivos bacterianos iniciadores tiene aproximadamente
un siglo. La industria lactea empez6 con el uso de éstos y aln se mantiene a la
vanguardia en la tecnologia de cultivos iniciadores (A.A.P.P.A. 2004).

Los cultivos iniciadores son preparaciones que contienen microorganismos
vivos y se aplica con la atencién de aprovechar sus metabolismos (A.A.P.P.A.
2004).

Las preparaciones usadas como cultivos iniciadores se pueden clasificar
atendiendo a multiples aspectos tecnolégicos como velocidad de acidificacion,
protedlisis, composicion y temperatura Optima de crecimiento (Mora y Garcia,
2007).

Entre los microorganismos que se utilizan como cultivos iniciadores se
encuentran las bacterias acido lacticas, las cuales imparten caracteristicas
sensoriales deseables y una buena capacidad de conservacion en los alimentos
fermentados (Flores, 2007).

2.2.5 Las bacterias acido lacticas y los productos carnicos.

La flora espontanea predominante de la fermentacion de los productos
carnicos esta constituida por lactobacilos. En 1940, Lb. Plantarum, Lb. Brevis y
Lb. Fermentum fueron propuestos en los Estados Unidos para la fabricacion de
salchichones, pero las dificultades para liofilizar de estas especies hizo que se a
cambiara a favor de los Pediococcus, primer cultivo iniciador comercial disponible

para los productos carnicos (Ortiz, 2006).

En 1974 se desarrollé un cultivo iniciador concentrado congelado formado
por Lb. Plantarum sélo o en cultivo mixto en asociacion con otras BAL como

Pediococcus acidilactis (Bacus y Brown, 1985).
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Segun Gibbs (1987) los Pediococcus y Lactobacillus utilizados inhiben a las
salmonelas, los estafilococos o a Clostridium botulinum durante la fabricacion de
salchichas y tocino. La adicion de diversas bacterias lacticas a la carne fresca

permite una mejor conservacion.

2.3Productos fermentados.

Desde el punto de vista industrial un proceso de fermentaciéon es un
conjunto de reacciones quimicas realizadas por microorganismos vivos bajo
condiciones fisicoquimicas determinadas en un entorno fisico denominado reactor
o fermentador, para obtener productos de interés socioecondmico (Moya, 1995).

La fermentacion comienza con la adicion de sal a la materia prima, variando
la concentracion de ésta en funcion del producto que se trate, aunque suele ser
del 6% o mayor. En el proceso de fermentacion intervienen diversas especies
microbianas, que pueden haber sido inoculadas o formar parte de la flora
autéctona. Como resultado de la produccion del acido lactico el pH desciende, la
flora se reduce a algunas especies acidotolerantes y el producto adquiere su
textura y sabor acido caracteristico (Rodriguez, 2008).

A diferencia de la elaboracion de los productos lacteos, en el caso de los
productos carnicos no se puede eliminar la flora asociada a la carne por métodos
tradicionales (por ejemplo, tratamiento térmico) sin alterar sus caracteristicas
organolépticas. Por lo tanto, si se desea fabricar un embutido fermentado, es
necesario llevar a cabo las operaciones de matanza y corte del animal con un
estricto control de higiene. De esta manera, se evita al maximo una alta carga
inicial de microorganismos. Los embutidos fermentados pueden generarse con la
ayuda de cultivos iniciadores o bien con los microorganismos presente en la flora

asociada (Hernandez, 2003).
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La elaboracion de los productos carnicos fermentados no es un proceso
anico, pues depende del tipo de producto que se quiera fabricar. En el caso de los
embutidos como el salchichén y el chorizo, una vez mezclados todos los
ingredientes, la pasta se amasa bien para eliminar el aire que pueda estar incluido
y se coloca en una maquina embutidora y se procede a embutir en tripas
naturales o artificiales (Hernandez, 2003).

Una vez obtenido el embutido se procede a realizar la fermentacion,
colgando los productos en soportes especiales y se colocan en camaras que
tienen la temperatura y la humedad controlada. En estos cuartos se llevan a cabo
la fermentacion y en muchos casos, también el ahumado, lo que facilita el proceso
tanto desde el punto de vista tecnologico como econdmico (Hernandez, 2003).

Los productos carnicos fermentados que se utilizaron en este trabajo fueron
salchichdén y chorizo.

2.3.1 Salchichén.

Segun norma COVENIN 1410-2000 el salchichon es el producto elaborado
a base de carne de porcino, bovino o la mezcla de ambas, molida y/o picada,
adicionado de tocino, sales de curado, especias, condimentos y otros ingredientes
aprobados por la autoridad sanitaria competente, con la adicion o no de cultivos
iniciadores, embutido en tripas naturales o artificiales, el cual se somete a un
proceso de maduracion y desecacion con o sin ahumado.

2.3.2 Chorizo.

Segun norma COVENIN 2700-2001 el chorizo seco es el producto
elaborado a base de carne de porcino, bovino o la mezcla de ambas, molido y/o
picada, adicionado de tocino y/o grasa de cerdo, sales de curado, pimentén y

otras especias, condimentos e ingredientes aprobados por la autoridad sanitaria
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competente, con la adicibn o no de cultivos iniciadores, embutidos en tripas
naturales o artificiales, el cual se somete a un proceso de maduracion y
desecacion con o sin ahumado.

2.4Los antibidticos.

El término antibidticos cuyo origen viene del griego anti “contra” y bios
“vida” fue propuesto para definir sustancias dotadas de actividad antimicrobiana y
extraidas de estructuras organicas vivientes, ya fueren bacterias, hongos o algas,
con capacidad para anular la vida de diversos microorganismos (Mora y Garcia,
2007).

La era de los antibidticos comienza en realidad en los afios 30 con la
introduccion de las sulfonamidas y se continda con la aplicacion de la penicilina
en los afos 40. Al éxito clinico e industrial de este ultimo antibidtico siguido una
busqueda intensiva de nuevos compuestos. Asi pues, durante los afios 40 y hasta
comienzos de los 70, el desarrollo y la producciéon de nuevos antibidticos se
incrementé de forma exponencial (Florez, 2007).

La mayoria de los antibidticos alteran la sintesis de la pared bacteriana e
interfieren en la sintesis proteica; otros producen alteraciones en la permeabilidad
de la membrana bacteriana. Hay farmaco antibacterianos que causan difusién de
la pared celular por inhibicién de la sintesis de peptidoglucanos o por alteracion
de la barrera osmatica a los antibiéticos, mientras que otros farmacos provocan la
inhibicién de la sintesis de acido nucleico (Garg y col., 2007).

2.4.1 Clasificacion de los antibioticos.

Los antibidticos se pueden clasificar atendiendo a diferentes criterios, pero

uno de los mas utilizados es su mecanismo de accién, segun el cual se pueden

clasificar en los siguientes grupos (De Ahumada y col., 2002):
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a) Inhibidores de la sintesis de la pared celular: Los antibioticos de este

grupo actuan interfiriendo con diversos pasos de la biosintesis del peptidoglicano
de la pared celular, bien intracelularmente como la fosfomicina y la D-cicloserina,
o bien extracelularmente como ocurre con los B-lactdmicos que interaccionan con
las proteinas encargadas del ensamblaje del polimero. En ultimo término siempre
se provoca la lisis celular.

b) Inhibidores de la sintesis proteica: El blanco molecular de accion de

estos antibidticos son los ribosomas. La unién al ribosoma ocasiona una parada
en la traduccion, inhibiéndose, en consecuencia, la sintesis proteica. La
interferencia puede producirse con la subunidad ribosémica 30S (aminoglicosidos
y tetraciclinas) o con la subunidad 50S (cloranfenicol, macrélidos, lincosamidas y
oxazolidinonas).

¢) Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos: Los antibioticos de esta

clase inhiben alguno de los componentes esenciales que participan en la sintesis
de los acidos nucleicos. Asi, las quinolonas actuan inhibiendo la accion de las
topoisomerasas Il y IV, encargadas de controlar el superenrollamiento y
desenrollamiento del ADN. La rifampina, por su parte, inhibe a la ARN polimerasa,
impidiendo la formacion de nuevo ARN.

d) Antibidticos que afectan a la membrana: Los antibiéticos de este grupo

afectan a la organizacion estructural de la membrana, desorganizandola o
aumentando su permeabilidad. Como antibiético caracteristico de este grupo se
puede citar a la polimixina E o colistina.
2.4.2 Resistencia a los antibioticos.

Durante las ultimas décadas, el uso excesivo e inapropiado de antibioticos

ha propiciado la aparicion y diseminacion de bacterias resistentes. La presion
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selectiva que los antibioticos ejercen en determinados habitats favorece la
adquisicion de sistemas de resistencia como respuesta adaptativa de los
microorganismos. La resistencia es, pues, un proceso evolutivo inevitable y
predecible. En estas condiciones, son frecuentes las mutaciones espontaneas;
primer paso en el desarrollo de altos niveles de resistencia (Mora y Garcia, 2007).

La aparicion de resistencia a antibioticos es un fenébmeno natural que
puede ser debido a la diseminacion de los sistemas de defensa que presentan las
cepas productoras, o a cambios en genes cuyas proteinas codificadas modifican
su actividad hasta ser capaces de proteger o modificar el blanco de accién o de
modificar los antibi6ticos (Florez, 2007).

La resistencia a antibiéticos puede ser intrinseca o adquirida. La resistencia
intrinseca o natural a un antibidtico particular o a un grupo de antibioticos esta
muy generalizada entre las bacterias, esto refleja la adaptacion evolutiva de las
bacterias a toxinas naturales en su ambiente (Cabrera y col., 2007).

La resistencia intrinseca (natural) es la que presentan, por ejemplo, los
microorganismos productores de antibiéticos como autodefensa frente a su efecto
inhibidor. Se incluye, ademas, la resistencia de los microorganismos insensibles a
los que no afectan determinados antibidticos, sin que ello conlleve ningan tipo de
alteracion (De Ahumada y col., 2002).

La resistencia adquirida, como su nombre indica, se adquiere en un
determinado momento del ciclo vital del organismo, transmitiéndose con
posterioridad a la descendencia. La resistencia puede adquirirse por mutacion, o
estar mediada por fendmenos de transferencia y adquisicion génica (De Ahumada

y col., 2002).

32



La adquisicion de resistencia puede ocurrir por varios procesos (Cabrera y
col., 2007):
* Conjugacion: transferencia de material genético contenido en plasmidos de
una bacteria a otra.

* Transposicion: movimiento de transposones de un lugar del ADN a otro.

* Transduccién: Introduccion de genes resistentes por un bacteriéfago.

* Transformaciéon: Transferencia de genes desde un ADN desnudo de una

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

genoma.

Los mecanismos de resistencia bacteriana a antibidticos son
fundamentalmente de tres tipos: Inactivacion por destruccion o modificacion,
inaccesibilidad al lugar de accion, bien por disminucién de la permeabilidad o por
expulsion activa y alteracion en el lugar de accion (Medina, 2002).

Una cepa bacteriana puede desarrollar varios mecanismos de resistencia
frente a uno o varios antibioticos y del mismo modo un antibiotico puede ser
inactivado por distintos mecanismos por diversas especies bacterianas (Stanier y
col., 1992).

2.4.3 Resistencia a los antibioticos en bacterias acido lacticas.

A continuacion se muestran algunos trabajos cientificos realizados por
diferentes autores sobre la resistencia a los antibiéticos que presentan las
bacterias &cido lacticas en diferentes alimentos haciendo referencia sélo a los
antibidticos utilizados en este trabajo:

* Mathur y col. reportaron en el 2005 la resistencia a los antibidticos

tetraciclina (42,5%), ampicilina (47,5%), penicilina (77,5%), gentamicina
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(79%) y cloranfenicol (11%) de las bacterias acido lacticas aisladas en
productos carnicos y quesos fermentados.

Herreros y col. reportaron en el 2005 resistencia a los antibidticos
ampicilina (55,5%), oxacilina (94,4%), cloranfenicol (66,6%), tetraciclina
(50%) y ciprofloxacina (77,7%), en bacterias acido lacticas aisladas en
queso.

Belén y col. reportaron en el 2005 la susceptibilidad de las bacterias acido
lacticas a los antibidticos cloranfenicol y tetraciclina. Reportaron también
resistencia al metronidazol (100%). Estas bacterias fueron aisladas de
gueso de cabra y del tracto gastrointestinal en humanos.

Egervarn y col. reportaron en el 2006 el efecto del tamafio del inoculo y
tiempo de incubacion en la susceptibilidad a los antibidticos de las
bacterias acido lacticas. Encontrando resistencia para la gentamicina y la
ampicilina.

Masco y col. reportaron en el 2006 la resistencia de los antibioticos
gentamicina, ciprofloxacina y tetraciclina, y la susceptibilidad para la
amoxicilina/acido clavulanico y cloran fenicol en cepas de bifidobacterias
aisladas en humanos, animales y productos probidticos.

Hummel y col. reportaron en el 2007 la resistencia a los antibiéticos
gentamicina (70%), ciprofloxacina (70%), cloranfenicol (7%) y tetraciclina
(7%) en cepas de bacterias acido lacticas aisladas de cultivos iniciadores
utilizados para la fermentacién de alimentos.

Salim y col. reportaron en el 2007 la resistencia a los antibiéticos

gentamicina (25%), tetraciclina (25%), ampicilina (0%) y cloranfenicol (0%)
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en cepas de bacterias &cido lacticas y bifidobacterias en productos
fermentados.

Klare y col. reportaron en el 2007 la susceptibilidad para los antibidticos
penicilina, ampicilina y cloranfenicol en un 100% en bacterias acido lacticas
destinadas a productos probioticos.

Kushiro y col. reportaron en el 2009 pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana de las bacterias acido lacticas utilizando el método de
microdilucién y E-test, encontrando resistencia para los antibiéticos
gentamicina (47%) y ciprofloxacina (35%). Para los antibiéticos tetraciclina,
cloranfenicol y ampicilina se obtuvo un 100% de susceptibilidad.

Liu y col. reportaron en el 2009 la resistencia a los antibi6ticos
ciprofloxacina (34%), amikacina (46%) y gentamicina (39%). Para los
antibidticos cloranfenicol, ampicilina, tetraciclina y amoxicilina/acido
clavulanico obtuvieron 0% de resistencia. Estos resultados fueron
obtenidos de cepas probiodticas de bacterias acido lacticas aisladas de los
alimentos comercializados y drogas.

Mayrhofer y col. reportaron en el 2010 la susceptibilidad antimicrobiana de
Lactobacillus utilizando el método de microdilucién, encontrando
resistencia para la tetraciclina y susceptibilidad para los antibiticos
ampicilina, cloranfenicol y gentamicina.

Toomey y col. reportaron en el 2010 la caracterizaciéon y la transferencia de
genes de resistencia a los antibioticos en bacterias acido lacticas aisladas
de carne de cerdo y de res. Encontraron resistencia para la tetraciclina en

un 6%, y para el cloranfenicol y la ampicilina 0% de resistencia.
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* Pan y col. reportaron en el 2011 la resistencia a los antibioticos
ciprofloxacina (86%), ampicilina (78,5%), tetraciclina (64%) y cloranfenicol
(64%) en bacterias &cido lacticas aisladas de alimentos fermentados.

* Karapetkov y col. reportaron en el 2011 la susceptibilidad de los
antibidticos penicilina, cloranfenicol y tetraciclina en diferentes cepas de

bacterias &cido lacticas aisladas de productos lacteos y frutas.
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3. OBJETIVOS

3.1 General.

* Evaluar la susceptibilidad de diferentes antibioticos en bacterias &cido

lacticas aisladas de productos carnicos fermentados.
3.2 Especificos.

* Aislar cepas de Bacteria Acido Léacticas en productos carnicos fermentados

(salchichén y chorizo).

* |dentificar las cepas presuntivas de Bacterias Acido Lacticas aisladas a

través de pruebas bioquimicas y las pruebas APl 50-CHL.

% Evaluar la resistencia a antibidticos en bacterias acido lacticas a través del

método de disco difusion.

% Evaluar la multirresistencia a los antibidticos en las bacterias acido lacticas

a través del factor de multirresistencia.

% Detectar la concentracion minima inhibitoria de cada antibiético a través del

método de difusion en pozo.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1Lugar de trabajo.

El trabajo experimental se realiz6 en el Laboratorio de Microorganismos
Patégenos de la Seccion 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 suministr6 los materiales, equipos, reactivos
y medios de cultivo necesarios para la elaboracion de este trabajo.

4.2 Materiales y Equipos.
Materiales:
* Muestra de salchichon y chorizo
* Agua peptonada al 0,1%
* Agar MRS
* Agar blando
* Agar Mueller Hinton
* Agar MRS suave (8%)
* Agar agar
* Caldo MRS
* Caldo tripticasa soya
* Galerias API 50-CHL
* API 50 CHL medium
* Mechero
* Gradillas
* Asa de platino

* Placas de Petri
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* Tubos de ensayo

* Pipetas

* Bolsas plasticas herméticas Ziploc

* Hisopo

* Jarra de anaerobiosis

* Aceite de inmersion

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

Equipos:

* Autoclave

* Balanza analitica

* Estufa a 30°C

* Bafo a 50°C

* Microscopio

* Stomacher

Antibidticos:

*  Amikacina

*  Amoxicilina/Acido clavulanico
*  Ampicilina

* Azitromicina

* Ceftazidima

* Ciprofloxacina

* Cloranfenicol

* Gentamicina

* Metronidazol
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*  Oxacilina

* Penicilina

* Tetraciclina
4.3Muestreo.

Se analiz6 5 muestras por semana, durante un periodo de 8 semanas,
para un total de 40 muestras (20 de salchichon y 20 de chorizo). Estas muestras
fueron adquiridas en expendios comerciales de la ciudad de caracas y
transportadas al Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos asépticamente y
en un tiempo no mayor a 24 horas para su evaluacion.

4.4 Método.
4.4.1 Aislamiento de los microorganismos:

Segun la Norma Venezolana COVENIN (3006: 1993) el método consiste
en sembrar un volumen dado de una muestra representativa y homogénea del
alimento a analizar y/o diluciones de la misma en placas de Petri, utilizando
medios de cultivo selectivos apropiados para cada microorganismo (agar MRS en
doble capa). Después del periodo de incubacion, se cuentan las colonias
caracteristicas y se confirma mediante examen microscopico.

A continuacion se muestra el esquema realizado para el aislamiento de las

bacterias acido lacticas en muestras de salchichon y chorizo:
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10 gr de salchichén

o chorizo 90 ml de agua peptonada

@ S

Homogeneizar por 2

10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml | min en el Stomacher
! ¥
Q Q Q Q J 90 ml de agua peptonada
101 1072 103 104 10 10
Sembrar 1 ml del l
inoculo en doble = &
capa en agar MRS Se incuban por 48 horas a 30°C en jarra de

anaerobiosis.

Figura 3: Aislamiento de bacterias acido lacticas mediante siembra en doble capa
con agar MRS.
4.4.2 Identificacién de los microorganismos:

Una vez obtenida las colonias tipicas para bacterias acido lacticas en el
medio MRS se procedid a realizar una tincion de Gram para verificar que eran
microorganismos Gram positivos, de forma bacilar y/o coco de la siguiente
manera:

* Se depositd sobre un portaobjeto limpio una parte de una colonia de la
muestra a analizar con la ayuda de un asa de siembra y se fij6 a la flama.

Se cubrié con cristal violeta durante 1 min, se lavé con agua destilada y

posteriormente se aplicé lugol (yodo) durante 1 min, se descoloré con una

solucion de alcohol-acetona (30seg) y se lavé con agua. Por ultimo se

cubrié con safranina durante 10 seg, se lavé con agua y se procedié a

observar al microscopio (Macfaddin, 2000).
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Luego se procedié a realizar las pruebas de la catalasa y oxidasa las
cuales son negativas para estos microorganismos de la siguiente manera:

* Catalasa: se tomd con un asa para siembra parte de una colonia de la
muestra a analizar y se colocd en un portaobjeto, se agregd una gota de
peréxido de hidrégeno sobre el cultivo y se observo la formacién inmediata
0 no de burbujas (liberacién de gas), tomando la formaciéon de gas como
prueba positiva (Macfaddin, 2000).

* Oxidasa: se tom6 con un asa para siembra parte de una colonia de la
muestra a analizar y se coloco en papel de filtro, se agregd unas gotas de
reactivo para oxidasa (clorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina) y se
observo si habia cambio de coloracion (rosa-rojo-negro). El cambio de
color sefala a esta prueba como positiva (Macfaddin, 2000).

A continuacion se muestra el esquema para la identificacion de las BAL:

Se tomé una colonia de
BAL y se inoculo en
agar blando a 30°C por
48h.

: @/Se tomé una asaday se

procedid a la identificacion
dala BAL.
Tinciéon Gram Prueba catalasa Prueba oxidasa
)
o

F|gura 4: Esquema de pruebas bloqwmlcas para la identificacion de bacterias

acido lacticas.
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Finalmente se realizaron las pruebas rapidas de confirmacion APl 50-CHL,
con las cepas que dieron positivas para bacterias acido lacticas en las pruebas
bioquimicas. Esta prueba consiste de 50 carbohidratos que son fermentados por
las bacterias &cido lacticas. Se realizO una suspension del microorganismo
aislado en el medio 50 CHL médium y se inoculé en diferentes pocillos de la
galeria por 48 horas a 30°C, siguiendo las indicaciones del fabricante (bioMerieux,
2002).

Transcurrido este tiempo, los datos fueron colocados en la ficha técnica de
interpretacion de datos y luego este resultado se introdujo en el programa

informatico de identificacion. A continuacion se muestra el esquema realizado:

Se inoculé en

los pocillos de
la galeria API

50 CHL

D

Se suspendieron
dos colonias de
BAL en el medio
50 CHL

Los resultados se
colocaron en la hoja de
interpretacion de datos <
y se revelaron a través
de un programa

Se incubaron a 30°C
por 48 h, observando
los resultados a las
24hy alas 48 h.

computarizado
2| rer. : Fio_a
_ C€ “rlﬂ rigine /7 Source /7 Herkunft / —a—r o —hit=t— g’
' Origen / Origerm sofAsuon / :

gﬁpl 50 CH \Jrﬂnnn:qn/ gpnn/dzl‘aa /A'-'cg;?\ou/,mnc: R L A i
[ ‘71 i I ?‘73 I Bl 7!;7' 6 ] 7 IZ [ ;7 ‘0':”1’?”"{ 1415 |L| 17 |8I|;‘|20]E1‘2? 2:"2" 2‘3‘71513/;}1‘3-23 JLi:s";};‘l;n;!fﬁvfiiz‘ﬁi!38 39 ‘,‘0, ,’,‘ -f% 4137-11 -1,’1;1?:1‘/[«'14"&] %
CENNEEENEENE T NEENENEEN s

I lzlsl=la]= [=lalz [ Sl yle 2]z 2 |
' [}‘ E|5 QI‘: i HEE #(3 AEE EIEEEE I-—\

ANNEG EEETGUEIG / Andiia tester /
—|| Andre tests / Inne testy :

i\ncub./Inkub.«’@l;pycxpaolﬂ ETHLAONG ‘

Figura 5: Aplicacién de la prueba APl 50-CHL.
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4.4.3 Susceptibilidad de bacterias acido lacticas a antibidticos:

Para el analisis de susceptibilidad se aplic6 el método de disco difusién
descrito por Bauer y col., en 1996. Este método se realizé con las cepas
aisladas de las muestras de salchichdén y chorizo y con la muestra control de
Staphylococcus aureus (25923).

Estandar de McFarland.

Se utilizé el estdndar comercial (estandar de turbidez 0,5 de McFarland),
disponible en el kit de galeria APl 50-CHL.

Preparacion del cultivo.

Se inocul6 2 o 3 colonias de bacterias acido lacticas previamente aisladas
e identificadas en 4 mL de caldo tripticasa soya hasta alcanzar el estandar de
turbidez 0,5 de McFarland, el cual corresponde a una poblacion de
aproximadamente 10® 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 12 antibidticos. Para
ello, se extendio sobre placas de agar Mueller Hinton la suspension de la cepa
mediante un hisopo estéril. Se colocaron discos de papel secante impregnados
con los antibiéticos en las placas con una pinza estéril (se colocaron 4 antibiéticos
por placa) y se incubaron invertidas a 30°C durante 48h. Este procedimiento se
realizo por duplicado para cada antibiético. El antibiético se difundié radialmente a
través del espesor del agar formandose un gradiente de concentracion. Luego de
48 horas de incubacion, se midié la longitud de la zona de inhibicion y
dependiendo de esta longitud se clasifico a las cepas como sensibles, intermedias

o resistentes de acuerdo con los criterios de interpretacién del manual de la CLSI,
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2007 (Instituto de estandares clinicos y de laboratorio) (CLSI, por sus siglas en
ingles).

En la siguiente figura se muestra el esquema realizado:

Se realizé un
' / l—{ hisopado .
e
. —
dSe suslpepdleron | Se alcanzé la turbidez
os colonias en € 0,5 de Mc Farland

medio tripticasa de Se colocaron
soya los disco

Se incubaron invertidas «— a e o

por 48 horas a 30°C. L= /,/

Luego se midieron los
halos de inhibicién

Figura 6: Esquema para evaluar la susceptibilidad a los antibiéticos.
4.4.4 Analisis de la multirresistencia:

La multirresistencia a antibiéticos se calculé para cada cepa a través del
indice de resistencia multiple a antibiéticos, el cual se encuentra expresado a

continuacion:

MAR: N° de antibidticos para los cuales la cepa presenta resistencia

N° de antibioticos al cual se expone la cepa

4.4.5 Deteccion de la concentracion minima inhibitoria de cada antibi6tico

(CMI):
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La concentracion minima inhibitoria (CMI) se realiz6 a través del método de
difusion en pozo descrito por Paik y col. (1997), y se determind en los antibiéticos
gue causaron en las cepas la clasificacion de sensibles e intermedias mediante el
meétodo de disco difusion.

Preparacion de los antibidticos.

Los antibiéticos fueron adquiridos en forma de suspension o de ampolla y
se realizaron distintas diluciones a partir de la concentracion madre de cada uno
de ellos, para alcanzar concentraciones de 10.000, 1.000, 100, 10y 1 pg/mL).

Preparacion del cultivo.

Se inoculé 2 o 3 colonias de bacterias acido lacticas previamente aisladas
e identificadas en 4 mL de caldo MRS y se incub6 a 30°C por 24h. Una vez
transcurrido este tiempo se tomo un volimen de 0,1 mL, inoculandose en 10 ml
de agar MRS suave (8%). Se homogenizo y se vertio en placas de petri que
contenian agar MRS. Se esper0 a que solidificara el medio y se prepararon 9
pozos (8 para ensayar 2 diferentes antibidticos a 4 concentraciones y 1 como
control al cual se le agregé agua destilada) de 5 mm de didmetro con un
sacabocado, colocando 30 pL de cada antibidtico en sus diferentes
concentraciones. Se dejo que difundiera por completo incubando a 30°C por 48
horas.

El agar MRS suave (8%) fue preparado utilizando caldo MRS siguiendo las
instrucciones de la etiqueta, y agar agar (8 gr por cada 1000 ml de agua
destilada).

A continuacion se muestra el esquema realizado para hallar la

concentraciéon minima inhibitoria:
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Se vertio en placa
0,1mL ]j con agar MRS
L L

Indculo Agar MRS suave

Se abrid 9 pozos
con un
sacabocados

e —

Se colocaron 4
concentraciones
diferentes de dos
antibidticos

Se incubaron por 48 horas a
30°C. Luego se midio los halos
de inhibicion

Figura 7: Esquema para detectar la concentracion minima inhibitoria.

4.4.6 Analisis de los resultados.

Comparacion de los resultados obtenidos en la longitud de los halos

de inhibicién de las diferentes cepas con respecto a la cepa control de

Staphylococcus aureus (25923).

Se compararon los resultados obtenidos en la longitud de los halos de
inhibicién de las cepas aisladas con los resultados obtenidos en la cepa control.
Se aplico en el programa Statgraphics (version 6.0) un analisis de varianza de una
via con un 95% de confianza para determinar si habia diferencia significativa entre
estos resultados.

La hipétesis nula planteada fue: no hay diferencia significativa entre los
resultados obtenidos de las diferentes cepas y la cepa control de Staphylococcus
aureus (25923).

Comparacion de los resultados obtenidos en la longitud de los halos

de inhibicion de las diferentes cepas de Pediococcus pentosaceus entre si.
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Se compararon los resultados obtenidos en la longitud de los halos de
inhibicion de las diferentes cepas de Pediococcus pentosaceus entre si. Se aplicé
en el programa Statgraphics (version 6.0) un analisis de varianza de una via con
un 95% de confianza para determinar si hay diferencia significativa entre estos
resultados.

La hipétesis nula planteada fue: no hay diferencia significativa entre los

resultados obtenidos de las diferentes cepas entre si.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1Aislamiento e identificacion de las cepas de bacterias acido lacticas.

Para el aislamiento de estas bacterias se utiliz6 el medio MRS por ser un
medio selectivo. La presencia de la peptona, glucosa, manganeso y magnesio
aportan los componentes nutritivos y energéticos para el crecimiento de los
Lactobacilos. ElI di-Amonio Hidrégeno Citrato inhibe el crecimiento de la mayor
parte de gérmenes contaminantes. El di-Potasio Hidrégeno Fosfato se emplea
para estabilizar el pH del medio, mientras que el Tween 80 constituye su fuente
de acidos grasos. De esta manera este medio es ideal para el crecimiento masivo
de todas las cepas de Lactobacilos, incluso aquellas de crecimiento lento y dificil
(CULTIMED, 2003).

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se determinaron los titulos de
las bacterias acido lacticas en las muestras de salchichon y chorizo analizadas,
obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 1: Titulos obtenidos en las 20 de muestras de salchichon.

Muestra Titulo Muestra | Titulo

(UFClgr) (UCF/gr)
5,9x10’ 11 1,03 x10’
6,4 x10’ 12 1,17 x10’
6,1 x10’ 13 3,1 x10’
5,5 x10’ 14 1,2 x10’
3,9 x10’ 15 1,2 x10’
3,1 x10’ 16 1,8 x10’
4,9 x10’ 17 8,1 x10’
3,4 x10’ 18 1,8 x10’
3,8 x10’ 19 1,4 x10’
4,3 x10’ 20 1,4 x10’

Blo|o|~N|jo|o|sw|N(k

Se puede observar que para la muestra de salchichon se obtuvo un titulo

con exponencial de 10’ para las 20 muestras.
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A continuacién se muestra los titulos obtenidos para las 20 muestras de

chorizo:

Tabla 2: Titulos obtenidos en las 20 de muestras de chorizo.

Muestra Titulo Muestra | Titulo

(UFC/gr) (UCF/gr)
1 5,0x10° 11 6,4x10°
2 4,7x10° 12 5,8x10°
3 5,1x10° 13 9,3x10°
4 3,9x10° 14 4,05x10°
5 8,3x10° 15 8,4x10°
6 7,9x10° 16 9,0x10°
7 3,2x10° 17 7,8x10°
8 3,5x10° 18 9,8x10°
9 5,6x10° 19 4,8x10°
10 4,1x10° 20 6,4x10°

Los titulos obtenidos para esta muestra son de un exponencial de 10°

siendo la carga de bacterias acido lacticas en chorizo menor que para la muestra

de salchichon.

Estas concentraciones de BAL corresponden a la concentracion que se

encuentran en los productos fermentados. Segun Martin, 2005 las BAL se

desarrollan rapidamente durante el proceso fermentativo y evolucionan desde

10%-10* ufc/gr hasta 10%-10° ucf/gr al final de la fermentacion.

A partir del crecimiento obtenido en el medio MRS se seleccionaron 200

colonias (5 colonias por cada muestra) tipicas para las bacterias acido lacticas, es

decir, colonias pequefia, de color blanco cremoso, de forma redonda y de

superficie convexa, lo que corresponde a sus caracteristicas ya reportadas (Ortiz,

2006).

En la siguiente figura se muestra las colonias aisladas del medio MRS:
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Figura 8: Colonias caracteristicas de bacterias &cido lacticas.

A estas 200 colonias se les realizo tincion Gram obteniéndose 165 colonias
Gram positivas y 35 Gram negativas. De estas 165 colonias Gram positivas 101
colonias presentaron morfologia de coco y 64 presentaron morfologia de bacilos.

Luego se realizo la prueba de la catalasa y la oxidasa, obteniéndose un
resultado negativo para las 165 colonias. De esta manera se identificaron
presuntivamente a las BAL como cocos o bacilos Gram positivos, catalasa y
oxidasa negativos.

Para confirmar que estas 165 colonias pertenecian a los géneros de
bacterias acido lacticas, se procedié a realizar la prueba APl 50 CHL. Los
resultados obtenidos constituyeron el perfil biogquimico y permitieron la
identificacion del microorganismo con la ayuda de un programa informatico Apilab
plus (Biomerieux), con el cual se obtuvo que un 90% pertenecia a cepas de
bacterias acido lactica y el otro 10% no pertenecia a este género.

Del 90% confirmado el 66,6% pertenecia a la especie de Pediococcus
pentosaceus con un 99,9% de confianza. El 22,2% pertenecia a la especie
Lactobacillus brevis con un 85,6% de confianza. Y el 11,1% pertenecia a la

especie Leuconostoc mesenteroides/dextranicum con un 92% de confianza.
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11%

B Pediococcus
pentosaceus

B (b brevis

Leu. mes. dex

Figura 9: Porcentaje de identificacion de las BAL.

Segun Martin (2005) las BAL que mas frecuentemente se encuentran en
productos carnicos fermentados pertenecen a los géneros Lactobacillus,
Pediococcus, Enterococcus y Leuconostoc; siendo Lactobacillus el género que
predomina en estos productos.

Una vez identificados las cepas de BAL, se tomaron 9 cepas y una cepa
control para el posterior estudio de la siguiente manera:

Tabla 3: Cepas utilizadas para el estudio de este trabajo.

Muestra Cepa Especie
Control | Staphylococcus aureus (25923).
Pediococcus pentosaceus
Pediococcus pentosaceus
Pediococcus pentosaceus
Pediococcus pentosaceus
Pediococcus pentosaceus
Pediococcus pentosaceus
Lactobacillus brevis
Leuconostoc mes/dex.
Lactobacillus brevis

Salchichoén

Chorizo

OO N O WIN|F

La realizacion de estos procedimientos requiere la utilizacién de cepas de
control de calidad con resultados conocidos, de manera de saber si nuestra

metodologia se realizé en forma correcta (Taroco y col., 2006).
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Para las bacterias acido lacticas la cepa control es Staphylococcus aureus
(25923) segun el manual CLSI (2007).

5.2 Evaluacion de la susceptibilidad de las BAL.

Para la evaluacion de la susceptibilidad se utilizo el agar Mueller Hinton,
debido a que es un medio apropiado para la realizacién de estas pruebas por su
buena reproducibilidad entre los diferentes lotes comerciales, son econémicos,
contienen bajo nivel de inhibidores de sulfonamidas, trimetoprim y tetraciclinas,
son adecuados para la mayoria de las bacterias en lo que a requerimientos
nutricionales se refiere y existen suficientes datos recopilados que avalan su uso
en las pruebas de sensibilidad (Taroco y col., 2006).

Una vez medidos los diametros de los halos de inhibicion se clasificaron a
las cepas como sensible, intermedias y resistentes segun el manual CLSI (2007).
Estas se definen como (Ruiz y col., 2001; Uzcategui, 2012):

* Cepas sensibles: Estas cepas pueden ser apropiadamente tratadas con
dosis de antibioticos 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 mas 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.

A continuacién se muestra los porcentajes de susceptibilidad de las cepas

a los 12 antibi6ticos utilizados:
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Tabla 4: Porcentaje de susceptibilidad antibiotica.

Antibiético Porcentaje de susceptibilidad (%)
Cepa Cepa Cepa
sensible intermedia | resistente
Amox/ac. Cla 100 0 0
Ampicilina 100 0 0
Penicilina 90 0 10
Oxacilina 0 0 100
Ceftazidima 30 0 70
Amikacina 100 0 0
Gentamicina 100 0 0
Tetraciclina 0 0 100
Ciprofloxacina 10 20 70
Cloranfenicol 100 0 0
Azitromicina 100 0 0
Metronidazol 0 0 100

Amox/ac. Cla: amoxicilina/acido clavuléanico.

Se puede observar en la tabla 2 que 6 antibioticos presentan el 100% de
susceptibilidad en las cepas (Amoxicilina/ac. Clavulanico, amikacina, gentamicina,
ampicilina, cloranfenicol y tetraciclina). A continuacién sigue la penicilina con un
90% de susceptibilidad, ceftazidima con un 30% vy ciprofloxacina con un 10%.
Para los antibioticos tetraciclina, oxacilina y metronidazol se obtuvo 0%, es decir
gue las cepas fueron resistentes a estos antibidticos.

Estos resultados coinciden con los reportados por Cueto y col. en el 2010
en donde las cepas presentaron sensibilidad en un 90 al 100% para los
antibidticos Amoxicilina/acido Clavulanico, amikacina, gentamicina, ampicilina,
cloranfenicol, tetraciclina y penicilina.

A continuacion se muestra las tablas con la longitud de los halos de
inhibicién y su clasificacion en sensible, intermedia o resistentes segun el manual
CLSI por antibiotico:

* Amoxicilina/acido clavulanico.

En la tabla 5 se muestra los halos de inhibicibn para el antibi6tico

amoxicilina/acido clavulanico y su clasificacion de sensibilidad:
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Tabla 5: Longitud de los halos de inhibicién para la amoxicilina/acido clavulanico.

Longitud de los halos en mm

Cepas Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa
control | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
35 33 29 28 33 30 32 33 32 35
34 34 26 27 32 30 32 32 32 31
Promedio 34,5 335 | 275 |275 | 325 |30 32 325 |32 33
Clasificacion | S S S S S S S S S S
S: sensible

Todas las cepas presentaron en promedio halos de inhibicién superiores a

27 mm, dandoles a éstas una clasificacion de sensibles, lo que coloca al

antibidtico amoxicilina/acido clavulanico con un 0% de resistencia.

Estos resultados coinciden con los reportados por Liu y col. en el 2009,

donde obtuvieron un 100% de susceptibilidad para este antibiotico.

También Masco y col. en el 2006 obtuvieron un 100% de susceptibilidad a

la amoxicilina/acido clavulanico en

probidticos.

cepas aisladas en humanos y productos

Mora y Garcia (2007) hacen mencion que Bifidobacterium spp. vy

Lactobacillus spp. son considerados por regla general, susceptibles a la

amoxicilina/ acido clavuronico.

* Ampicilina.

A continuacion se muestra la tabla 6 con la longitud de los halos de

inhibicién para la ampicilina y su clasificacion de sensibilidad:

Tabla 6: Longitud de los halos de inhibicion para la ampicilina.

Longitud de los halos en mm

Cepas Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa
control | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
30 20 20 19 18 19 25 30 39 23
30 19 19 19 23 20 23 31 38 26
Promedio 30 195 | 19,5 |19 20,5 | 195 |24 30,5 | 385 |245
Clasificacion S S S S S S S S S S
S: sensible
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Este antibiotico causo el 100% de susceptibilidad en todas las cepas, con
halos de inhibicion mayores a 19 mm. Estos datos coinciden con los reportados
por Liu y col. (2009), los cuales también obtuvieron el 100% de susceptibilidad
para este antibidtico en las 41 cepas estudiadas.

A diferencia de estos autores, los datos reportados por Pan y col. (2011),
muestran un 78% de resistencia para la ampicilina. Herreros y col. (2005), sin
embargo obtuvieron un 55,5% de resistencia para 18 cepas estudiadas.

Por otro lado, un cien por ciento (100%) de susceptibilidad en las cepas
estudiadas ha sido reportado en otros trabajos (Toomey y col. 2010; Kushiro y
col., 2009; Mayrhofer y col.2010 y Salim y col. 2007).

* Penicilina.

Los halos de inhibicion para la penicilina y su clasificacion de sensibilidad

se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 7: Longitud de los halos de inhibicion para la penicilina.

Longitud de los halos en mm
Cepas Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa
control | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
28 25 21 21 21 21 24 30 33 31
27 21 24 23 24 20 23 32 30 29
Promedio 27,5 23 225 |22 225 | 205 | 235 |31 31,5 | 30
Clasificacion R S S S S S S S S S
S: sensible

R: resistente

Todas la cepas de bacterias acido lacticas fueron susceptibles a la
penicilina, sblo la cepa control presentd resistencia a este antibiético con un
didmetro de inhibicién de 27,5 mm.

Segun Stephen (2005) en el afio 1944, dos afos después de la
introduccién de la penicilina, se reportd el primer S. aureus resistente a la

penicilina. Se encontré6 que éste produjo una enzima penicilinasa (un tipo de
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betalactamasa) que hidrolizé el anillo beta-lactimico de la penicilina. En la
actualidad, en muchas regiones geograficas la resistencia a la penicilina debida a
la produccion de beta-lactamasa excede el 90%.

La susceptibilidad de las BAL a la penicilina coincide con los datos de Klare
y col. en el 2007 en donde reportan un 100% de susceptibilidad para la penicilina
en bacterias acido lacticas destinadas a productos probiéticos. Sin embargo
Mathur y col. En el 2005 si reportaron resistencia para la penicilina en un 77,5%.

Estos tres antibiéticos (amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina y
penicilina) pertenecen al grupo betalactdmico, los cuales presentan interferencia
con la sintesis de la pared celular (De Ahumada y col., 2002).

Puesto que las bacterias Gram positivas no poseen una membrana
externa, los antibioticos betalactamicos se difunden a través de la pared celular.
En las células susceptibles, las moléculas betalactamicas se unen a las proteinas
de union de penicilina (PBPs), lo que resulta en paredes celulares debilitadas y
lisis celular (Stephen, 2005).

Debido a que las bacterias acido lacticas son Gram positivas estos
antibidticos difunde mas facilmente a través de la pared celular por no presentar
membrana externa, ocasionando la lisis celular y por consiguiente la
susceptibilidad en un 100% en las cepas.

* Oxacilina.
A continuacion se muestra la tabla 8 con los halos de inhibicién para la

oxacilina y su clasificacién de sensibilidad:
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Tabla 8: Longitud de los halos de inhibicion para la oxacilina.

Longitud de los halos en mm

Cepas Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa

control | 1 2 3 4 5 6 7 8 9

14 11 0 0 9 12 11 0 0 0

14 10 0 0 7 9 9 0 0 0
Promedio 14 105 |0 0 8 10,5 | 10 0 0 0
Clasificacion R R R R R R R R R R

R: resistente

Los halos de inhibicién para todas las cepas fueron inferiores a 14 mm de

diametro, lo que les da una clasificacion de resistentes en un 100% para este

antibioético.

Estos resultados coinciden con los reportados por Herreros y col. en el

2005, cuyos resultados arrojaron un 94,4% de resistencia para la oxacilina en

BAL aisladas en queso.

* Ceftazidima.

En la tabla 9 se muestra los halos de inhibicion para en antibidtico

ceftazidima y su clasificacion de sensibilidad:

Tabla 9: Longitud de los halos de inhibicion para la ceftazidima.

Longitud de los halos en mm

Cepas Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa

control | 1 2 3 4 5 6 7 8 9

25 8 10 8 11 10 6 9 21 21

27 8 10 8 9 10 6 8 23 22
Promedio 26 8 10 8 10 10 6 8,5 22 21,5
Clasificacion | S R R R R R R R S S

S: sensible
R: resistente

ceftazidima, el resto de las cepas (70%) fueron resistentes a este antibiético.

Solo dos cepas de BAL y la cepa control presentaron susceptibilidad a la
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Estos dos ultimos antibiéticos (oxacilina y ceftazidima) también pertenecen
al grupo de los betalactdmico, que inhiben la pared celular, sin embargo las cepas
presentaron resistencia a estos antibiéticos.

Esto puede ser debido a una resistencia adquirida por las bacterias acido
lacticas, desarrollando enzimas beta-lactamasas las cuales son secretadas
extracelularmente en el medio circundante y destruyen las moléculas
betalactdmicas antes que estas tengan oportunidad de entrar en la célula
(Stephen, 2005).

* Amikacina.

A continuacion se muestra la tabla 10 con los halos de inhibicidon para la

amikacina y su clasificacion de sensibilidad:

Tabla 10: Longitud de los halos de inhibicion para la amikacina.

Longitud de los halos en mm
Cepas Cepa Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa
control |1 2 3 4 5 6 7 8 9
34 23 28 27 29 29 36 31 24 25
34 28 25 26 29 30 33 30 28 27
Promedio 34 255 | 265 (265 |29 295 | 345 | 305 |26 26
Clasificacion | S S S S S S S S S S
S: sensible

El antibiotico amikacina causé un 100% de susceptibilidad en todas las
cepas con halos de inhibicibn mayores a 26 mm, datos que difieren con Liu y
col. en el 2009, los cuales reportaron un 46% de resistencia para este antibiotico
en 41 cepas estudiadas.

* Gentamicina.
Los halos de inhibicibn para la gentamicina y su clasificacion de

sensibilidad se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 11: Longitud de los halos de inhibicion para la gentamicina.

Longitud de los halos en mm
Cepas Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa
control | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
35 28 28 28 30 24 34 29 28 22
33 31 26 32 30 30 32 27 27 26
Promedio 34 29,5 | 27 30 30 27 33 28 275 |24
Clasificacion | S S S S S S S S S S
S: sensible

Todas las cepas presentaron halos de inhibicion mayores a 24 mm de
didmetro, dandoles para este antibidtico, la clasificacion de sensibles.

Estos datos coinciden con lo reportado por Mayrhofer y col. en el 2005,
los cuales encontraron un 100% de susceptibilidad en las 101 cepas estudiadas.
Sin embargo otros autores como Liu y col. en el 2009 encontraron resistencia a
la gentamicina en un 39%.

También Mathur y col. (2005), Kushiro y col. (2009), Salimy col. (2007), y
Hummel y col. (2007), encontraron resistencia en un 79%, 47%, 25%, y 70%
respectivamente.

Estos dos antibidticos (amikacina y gentamicina) pertenecen al grupo
aminoglucésidos, los cuales inhiben la sintesis proteica mediante el enlace a la
subunidad ribosémica 30S (De Ahumada y col., 2002).

Estos antibioticos se unen a la subunidad 30S del ribosoma y pueden
bloquear la sintesis de proteinas de dos maneras diferentes. En primer lugar
estos se pueden adherir a la subunidad 30S del ribosoma y prevenir que la
subunidad 30S se adhiera al ARN mensajero (ARNm). Segundo, la presencia del
aminoglucosido en el ribosoma podria provocar la lectura errada del ARNm. Esto

resulta en la insercibn de aminoacidos erroneos en la proteina o en la
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interferencia con la capacidad de los aminoacidos para conectarse unos con otros
(Stephen, 2005).
Estas actividades por lo general ocurren de manera simultanea y el efecto
total es bactericida otorgando a las cepas la susceptibilidad a estos antibiéticos.
* Tetraciclina.
A continuacion se muestra la tabla 12 con los halos de inhibicion para la
tetraciclina y su clasificacion de sensibilidad:

Tabla 12: Longitud de los halos de inhibicion para la tetraciclina.

Longitud de los halos en mm
Cepas Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa
control | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
13 16 11 12 9 10 10 10 12 14
12 11 9 11 9 9 11 9 13 14
Promedio 12,5 14 10 115 |9 9,5 10,5 | 9,5 125 | 14
Clasificacion R R R R R R R R R R

R: resistente

Este antibidtico causd el 100% de resistencia en todas las cepas, con
diametros de inhibicibn menores a 14 mm. Estos datos difieren con los
reportados por Herreros y col. en el 2005, los cuales reportaron para este
antibiético un 50% de resistencia en 18 cepas estudiadas. Sin embargo Pan y
col. en el 2011 reportan 64% de resistencia para este antibiético en 14 cepas
estudiadas.

Por el contrario, en otros trabajos se han reportado el 100% de
susceptibilidad para el antibiotico tetraciclina (Liu y col. 2009, Belén y col. 2005,
Toomey y col. 2010 y Kushiro y col. 2009).

Este antibidtico pertenece al grupo de las tetraciclinas la cual inhibe la
sintesis proteica mediante el enlace a la subunidad ribosémica 30S y bloquea la

adherencia del ARN de transferencia (ARNt). Dado que no se pueden agregar
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mas aminoacidos a la cadena de proteinas que estd en crecimiento, la sintesis de
proteinas es inhibida (Stephen, 2005).
Segun Flérez (2007) la resistencia presentada por las cepas a la
tetraciclina es adquirida por mutacién, presentando genes de resistencia tet(M).
* Ciprofloxacina.
En la tabla 13 se muestran los halos de inhibicion para la ciprofloxacina y
su clasificacion de sensibilidad:

Tabla 13: Longitud de los halos de inhibicion para la ciprofloxacina.

Longitud de los halos en mm
Cepas Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa
control | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
35 5 0 14 10 8 13 12 17 15
33 9 0 12 10 6 11 11 16 16
Promedio 34 7 0 13 10 7 12 115 | 16,5 | 155
Clasificacion S R R R R R R R [ [
S: sensible
R: resistente
I: intermedio

Este antibidtico causo tres clasificaciones para las diferentes cepas. Para
la cepa control se obtuvo un didmetro de inhibicién de 34 mm, lo que le confiere
la clasificacion de sensible. Para las siguientes 7 cepas de bacterias acido
lacticas se obtuvo la clasificacion de resistentes con diametros menores a 15
mm. Las dos ultimas presentaron diametros de 15-16 mm y fueron clasificadas
como intermedia.

Estos datos coinciden con lo reportado por Herreros y col. en el 2005, los
cuales evidencian un 77,7% de resistencias en las 18 cepas estudiadas. Pan y
col. en el 2011, también reportan un alto porcentaje de resistencia (86%) para
este antibiotico. Sin embargo, Kushiro y col. (2009) reportaron un bajo
porcentaje de resistencia (35%) en las 17 cepas evaluadas.
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Este antibidtico pertenece al grupo de las quinolonas, que inhiben la
sintesis de los acidos nucleicos (De Ahumada y col., 2002). Este antibiotico
interfiere con la sintesis de ADN bloqueando la enzima ADN girasa. La ADN
girasa ayuda a enrollar y desenrollar el ADN durante la replicacion de ADN. La
enzima se adhiere al ADN e introduce rupturas dobles en las cadenas que
permiten al ADN desenrollarse. Las quinolonas se unen al complejo ADN girasa-
ADN y permiten a las cadenas de ADN rotas liberarse dentro de la célula lo que
conduce a la muerte celular (Stephen, 2005).

La resistencia del 70% en las cepas puede ser debida a mutaciones en los
genes cromosomicos de la ADN girasa (resistencia adquirida) (Stephen, 2005).

* Cloranfenicol.

A continuacion se muestra la tabla 14 con los halos de inhibicion para el

cloranfenicol y su clasificacion de sensibilidad:

Tabla 14: Longitud de los halos de inhibicion para el cloranfenicol.

Longitud de los halos en mm
Cepas Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa
control | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
36 26 26 26 30 26 30 31 22 23
34 26 32 28 27 26 31 29 26 22
Promedio 35 26 29 27 28,5 | 26 30,5 | 30 24 22,5
Clasificacion | S S S S S S S S S S
S: sensible

Todas las cepas presentaron halos de inhibicién superiores a los 24 mm
de diametro, otorgandoles la clasificacion de sensibles. Estos datos coinciden
con lo reportado por otros autores (Belén y col. 2005, Toomey y col. 2010,
Kushiro y col. 2009 y Klare y col. 2007), los cuales obtuvieron el 100% de

susceptibilidad en las cepas estudiadas.
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Al contrario Herreros y col. en el 2005, obtuvieron 66,6% de resistencia en
las cepas de BAL, mientras que Pan y col. en el 2011, obtuvieron un 64% de
resistencia.

Este antibiético pertenece al grupo de los anfenicoles cuyo modo de
accion implica la inhibicion de la sintesis proteica mediante la union a la
subunidad ribosémica 50S e interfiere con la union de aminoécidos a la proteina
en crecimiento (Stephen, 2005), por lo cual causa el 100% de susceptibilidad en
las cepas estudiadas.

* Azitromicina.

Los halos de inhibicion para la azitromicina y su clasificacion de

sensibilidad se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 15: Longitud de los halos de inhibicion para la azitromicina.

Longitud de los halos en mm
Cepas Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa
control | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
32 39 43 41 44 43 44 43 38 36
32 37 43 40 43 44 42 44 37 36
Promedio 32 38 43 40,5 | 435 | 435 |43 435 | 37,5 | 36
Clasificacion | S S S S S S S S S S
S: sensible

Este antibidtico causo el 100% de susceptibilidad en todas las cepas
estudiadas con halos de inhibicion superiores a los 32 mm de diametro. La
azitromicina fue el antibiético que presentd los mayores didmetros de los halos

de inhibicion.

Para este antibiético no se hallaron estudios, con cepas lacticas,
realizados por otros autores que permitieran la comparacién con los resultados

obtenidos en este trabajo.
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La azitromicina pertenece al grupo de los macrdlidos, los cuales se
caracterizan por inhibir la sintesis proteica mediante la union a la subunidad
ribosébmica 50S. Este antibidtico se adhiere a la subunidad ribosomica 50S
provocando la terminacion del crecimiento de la cadena proteica y la inhibicién de
la sintesis de proteinas (Stephen, 2005). En torno a esto, es posible dilucidar que
esta inhibicién es responsable del 100% de susceptibilidad hallado en todas las
cepas.

* Metronidazol.

A continuacion se muestra la tabla 16 con los halos de inhibicion para el

metronidazol y su clasificacion de sensibilidad:

Tabla 16: Longitud de los halos de inhibicion para el metronidazol.

Longitud de los halos en mm
Cepas Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa | Cepa
control | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
12 12 8 7 8 6 16 0 0 0
14 12 8 11 8 8 14 0 0 0
Promedio 13 12 8 9 8 7 15 0 0 0
Clasificacion R R R R R R R R R R

R: resistente

Este antibiético causoO, el 100% de resistencia en todas las cepas
estudiadas, con halos de inhibicion menores a 15 mm de diametro. Datos que
coinciden con lo reportado por Belén y col. en el 2005, los cuales obtuviron el

100% de resistencia en todas las cepas de BAL.

Este antibiotico pertenece al grupo de los nitroimidazoles que inhiben la
sintesis del ADN, ocasionando pérdida de la estructura helicoidal, inhibicién de la

sintesis de acidos nucleicos y muerte celular, siendo activado por un proceso de
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reduccidon en aquellas células que poseen un sistema enzimético adecuado (De
Ahumada y col., 2002).

La resistencia de las cepas se debe a una resistencia intrinseca al
metronidazol, 1o que parece deberse a la ausencia en estos microorganismos de
la cadena de citocromos (Florez, 2007).

Segun Mora y Garcia (2007) esta resistencia intrinseca se debe a que las
BAL no poseen actividad hidrogenasa, la cual estd implicada en el efecto
intracelular del metronidazol y que es necesaria para la produccion de sus
metabolitos activos.

5.3 Andlisis de multirresistencia.
En la siguiente tabla se muestra los indices de multirresistencia calculados

para las 9 cepas y la cepa control:

Tabla 17: indice de multirresistencia para cada cepa.

Cepa Patron de resistencia Indice de MAR
Control Tetra —Oxa-Pen-Met 0,33
1 Tetra -Oxa-Cip-Cef-Met 0,416
2 Tetra -Oxa-Cip-Cef-Met 0,416
3 Tetra -Oxa-Cip-Cef-Met 0,416
4 Tetra -Oxa-Cip-Cef-Met 0,416
5 Tetra -Oxa-Cip-Cef-Met 0,416
6 Tetra -Oxa-Cip-Cef-Met 0,416
7 Tetra -Oxa-Cip-Cef-Met 0,416
8 Tetra —Oxa-Met 0,25
9 Tetra —Oxa-Met 0,25

Tetra: tetraciclina, Oxa: oxacilina, Pen: penicilina, Met: metrinidazol, Cip:
ciprofloxacina, Cef: ceftazidima.
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Una cepa es multirresistente si el indice de multirresistencia es mayor a

0,2 (Vanegas y col., 2009).

En la tabla 17 se puede observar que las 9 cepas y la cepa control
presentaron indices de multirresistencia superiores a 0,2 indicandonos que el
100% de las cepas son multirresistentes con tres patrones diferentes: Tetra —

Oxi-Pen-Met, Tetra -Oxi-Cip-Cef-Met y Tetra —Oxi-Met.

Esto difiere con lo reportado con Belén y col. en el 2005, los cuales no
hallaron multirresistencia en las cepas de BAL estudiadas, aisladas de queso y
del tracto gastrointestinal. Sin embargo, Temmerman y col.,, en el 2002,
encontraron un 68,4% de multirresistencia en las cepas de bacterias acido

lacticas aisladas de productos probidticos.

La multirresistencia en los microorganismos comensales es de suma
importancia debido a que estos se pueden convertir en reservorio y transferir la

resistencia a los microorganismos patdégenos.

Dado que las materias primas no pueden esterilizarse porque se alteran de
forma irreversible sus caracteristicas organolépticas, las BAL entran en contacto
con bacterias patdégenas y oportunistas durante las fermentaciones alimentarias vy,
por supuesto, durante el transito gastrointestinal de los productos fermentados. En
este contexto, cobra todo su sentido la hipétesis del reservorio, y mas aun cuando
varios autores sostienen que la cadena alimentaria es una de las principales vias
de transmision de las resistencias a antibioticos (Flérez, 2007).

Cuando los antibidticos causan en las cepas resistencia intrinseca, esta no
puede ser transmitida a otras bacterias debido a que es propia del

microorganismo y se debe a su estructura o metabolismo. En este sentido la
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resistencia ocasionada por el metronidazol no puede ser transmitida a otros
microorganismos, ya que se debe a la ausencia de citocromo.

5.4 Deteccion de la concentracion minima inhibitoria (CMI).

La CMI se define como la minima concentracién de antibiético que en un
periodo de tiempo predeterminado, es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de
un indculo bacteriano previamente estandarizado (Taroco y col., 2006).

Segun el método de Paik y col. (1997), la ultima concentracion del
antibiético a la cual no hubo crecimiento de las BAL después de su tiempo de
incubacion a 30°C/48 h, se defini6 como la concentracion minima inhibitoria

(CMI).

A continuacion se muestra el promedio de los diametros de inhibicion de
todas las cepas por antibidticos que causaron la clasificacion de las mismas en

sensible e intermedio, segun el método de disco difusion:

* Amoxicilina /acido clavulanico.

Amoxicilina/ac. clavulanico
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Figura 10: Diametros de inhibicion de las cepas a 4 concentraciones diferentes

del antibiético amoxicilina/acido clavulanico.
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La cepa control y las cepas 6, 7, 8 y 9 fueron inhibidas a una
concentracion de 10 pg/mL (50%). El resto de las cepas necesitaron una mayor

concentracion de este antibidtico (100 pg/mL).

La cepa 8 es la que presenta mayor susceptibilidad con diametro de
inhibicién de 13,5 mm y una CMI de 10 pg/mL, mientras que la cepa 4 fue la
mas resistente (este término de resistente se utiliza para referirnos a una menor
sensibilidad al antibi6tico), al presentar una CMI de 100 pg/mL para este mismo

antibiético, mostrando un halo de inhibicién de 13 mm.

Estos datos coinciden con los reportados por Mora y Garcia en el 2007,
los cuales obtuvieron una CMI de 10 pg/mL en el 50% de las cepas, y el otro
50% presentaron CMI de 100 pg/mL. Sin embargo, Ivette y col. en el 2007,

obtuvieron CMI bajas para este antibiético de 2-16 pg/mL.

Florez en el 2005 realizé un estudio con 23 cepas de BAL aisladas a partir
de queso azul, obteniendo una CMI en una rango de 0,25 a 32 pg/mL. Las
cepas ensayadas por este autor mostraron mayor susceptibilidad a este

antibidtico ya que 16 de sus cepas fueron inhibidas en un rango de 2-4 pg/mL.

* Ampicilina.

En la siguiente figura se muestran la CMI de la ampicilina para cada cepa:
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Ampicilina

Yo

__ 40 -
€ 35 -

Ezp-

S 25 -

._%’ 20 - | 1000 pg/mL
=15 -

E 10 4 m 100 pg/mL
S 5 - 10 pg/mL
° o0 -

© X 6 6 A b O "1ug/ml

E & & & Y

\ SHIAIEARI S\ S\ SR\ P\ S SR

s ST

Q

&

Figura 11: Diametros de inhibicion de las cepas a 4 concentraciones diferentes

del antibiético ampicilina.

En esta figura se puede observar que la cepa control y las 5 cepas
siguientes presentaron una CMI de 100 pg/mL, mientras que las Ultimas 4
presentaron una CMI de 10 pg/mL. En este sentido se puede apreciar que la
cepa 8 es la mas susceptible a la ampicilina con una CMI de 10 pg/mL y un
diametro de inhibicion de 9,5 mm. La cepa que presentd mayor resistencia fue la

cepa 3, con una CMI de 100 pg/mL y un diametro de 13 mm.

Pan y col. en el 2011, reportaron una CMI de 8-32 pg/mL para este

antibiético, coincidiendo con la CMI para las cepas 6, 7, 8y 9.

En un estudio realizado por Mora y Garcia en el 2007 reportaron una CMI
de 10 pg/mL para el 10% de sus cepas. El otro 75% de las cepas presentaron

una CMI de 100 pg/mL.

Estos resultados coinciden con las CMI obtenidas para este antibiético ya
que se obtuvo una CMI de 10 pug/mL en el 40% de las cepas y 100 pug/mL en el

60% de las cepas restantes.
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* Penicilina.

A continuacion se muestra la figura 12 con la CMI de la penicilina para

cada cepa:
Penicilina
__ 40
E 35 -
S 30 -
S 75
° W 1000 pg/mL
< 20 -
£ m 100 pg/mL
D15 -
'g 10 pg/mL
‘q:.) 10 1 H1pug/mL
E g
\©
a g
CEPA CEPA CEPA CEPA CEPA CEPA CEPA CEPA CEPA
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 12: Diametros de inhibicion de las cepas a 4 concentraciones diferentes

del antibidtico penicilina.

Todas las cepas presentaron una CMI de 100 pg/mL. Solo la cepa 2
necesito de una CMI mayor (1000 pg/mL) para ser inhibida. La cepa 6 fue la

mas susceptible con una CMI de 100 pg/mL y un diametro de 34,5 mm.

Estos datos difieren con lo reportado por lvette y col. (2007), los cuales
obtuvieron cepas muy susceptibles con CMI de 2-64 ug/mL. Por su parte, Mora y
Garcia en el 2007, obtuvieron una CMI de 10 pg/mL en un 50% de sus cepas

estudiadas y 100 pg/mL en el 50% de las cepas restantes.

* Ceftazidima.

En la figura 13 se muestran la CMI de la ceftazidima para cada cepa:
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Figura 13: Diametros de inhibicion de las cepas a 4 concentraciones diferentes

del antibidtico ceftazidima.

Solo la cepa control presentd inhibicion a 1000 pg/mL del antibidtico
ceftazidima, con un didmetro de 9 mm. Las otras dos cepas necesitaron de

concentraciones superiores a los 1000 pg/mL para ser inhibidas.

* Amikacina.

A continuacion se muestra la figura 14 con la CMI de la amikacina para

cada cepa:
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Figura 14: Diametros de inhibicion de las cepas a 4 concentraciones diferentes

del antibiético amikacina.

La cepa control y las cepas 4, 6 y 9 presentaron una CMI de 1000 pg/mL,
siendo la mas susceptible la cepa 6 con diametro de inhibicion de 14 mm. El
resto de las cepas necesitan una concentracion mayor de 1000 pg/mL para ser

inhibidas.

Estos datos difieren con lo obtenido por Liu y col. en el 2009 los cuales

reportaron una CMI para la amikacina de 32- 250 pug/mL.

* Gentamicina.

La figura 15 muestra las CMI de la gentamicina para cada cepa:
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Figura 15: Diametros de inhibicion de las cepas a 4 concentraciones diferentes

del antibidtico gentamicina.

Todas las cepas necesitaron de concentraciones de 100 pg/mL o mayores
para poder ser inhibidas. La cepa que presentd mayor susceptibilidad fue la
cepa 8 con un diametro de inhibicion de 10,5 mm. La mas resistente fue la cepa

4 con un didametro de inhibicién de 10 mm y una CMI de 1000 pg/mL.

Estos datos difieren con lo reportado con Liu y col. en el 2009, los cuales
obtuvieron CMI inferiores a 24 ug/mL para el 80% de las cepas. El 20% restante

si coinciden ya que obtuvieron CMI de 250 pg/mL.

* Ciprofloxacina.

La CMI de la ciprofloxacina se presenta en la siguiente figura para cada

cepa:
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Figura 16: Diametros de inhibicion de las cepas a 4 concentraciones diferentes

del antibidtico ciprofloxacina.

Unicamente tres cepas fueron susceptibles a este antibiotico con el
método de disco difusion. De estas tres cepas, la 9 presenta la mayor
resistencia con una CMI de 1000 pg/mL y un didmetro de inhibicién de 24,5 mm.
La cepa 8 fue la que presento mayor susceptibilidad con un diametro de

inhibicion de 13 mm y una CMI de 100 pg/mL.

Estos datos difieren con lo reportado con Liu y col. en el 2009, los cuales

obtuvieron una CMI de 32 pg/mL para este antibiotico.

También Pan y col. en el 2011, reportaron una CMI baja de 8-64 pug/mL
para la ciprofloxacina, lo que indica una susceptibilidad mayor a la obtenida en

este estudio.
* Cloranfenicol.

A continuacion se muestra la figura 17 con la CMI del cloranfenicol para

cada cepa:
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Figura 17: Diametros de inhibicion de las cepas a 4 concentraciones diferentes

del antibiético cloranfenicol.

Las cepas 2, 6 y 9 fueron las Unicas que presentaron inhibicion a 10
pHg/mL, siendo la mas susceptible la cepa 6 con un diametro de inhibicion de
10,5 mm. La mas resistente fue la cepa 1 con una CMI de 100 pg/mL y un

diametro de inhibicién de 10 mm.

A diferencia de estos resultados, Mora y Garcia reportaron una CMI de
100 pg/mL en el 100% de las cepas estudiadas. Asi mismo Belén y col. en el

2005, reportaron una CMI baja de 4 pg/mL para las 38 cepas ensayadas.

* Azitromicina.

En la siguiente figura se muestran las CMI de la azitromicina para cada

cepa:
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Figura 18: Diametros de inhibicion de las cepas a 4 concentraciones diferentes

del antibiético azitromicina.

La cepa control y las cepas 8 y 9 fueron las que presentaron mayor
resistencia con una CMI de 100 pg/mL (30%). El resto de las cepas (60%)
obtuvieron una CMI de 10 pg/mL, siendo la mas susceptible la cepa 6 con un

diametro de inhibicién de 10,5 mm.

Estos datos coinciden con lo reportado por Mora y Garcia (2007), los
cuales obtuvieron una CMI de 10 pg/mL para un 65% de las cepas. El otro 35%

obtuvo una CMI de 100 pg/mL.

Ninguno de los antibidticos evaluados causo en las cepas inhibicién a una
concentracion de 1 pg/mL. Todas las cepas necesitan de una concentracion de

10 pg/mL o mas de estos antibidticos para ser inhibidas.

En el anexo 9.3 se muestran todos los didmetros de los halos de
inhibicion para cada una de las cepas a las cuatros diferentes concentraciones

ensayadas para los 9 antibioticos.
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A continuacion se muestra la tabla 18 con las CMI de cada antibi6tico

para las 9 cepas evaluadas y para la cepa control:

Tabla 18: CMI de cada antibiotico en las 9 cepas.

Cepa CMI de cada antibiético (pg/mL)
Amox | Amik | Gen |Cip |Amp |Pen |Clo | Cef Azi
Control | 10 1000 | 100 |100 |100 |100 |1000 |1000 |10
1 100 >1000 | 1000 |/ 100 |[100 |[100 |/ 10
2 100 >1000 | 1000 |/ 100 | 1000 |10 / 10
3 100 >1000 | 1000 |/ 100 |100 |100 |/ 10
4 100 1000 | 1000 |/ 100 |100 |100 |/ 100
5 100 >1000 | 1000 |/ 100 |100 |100 |/ 10
6 10 1000 | 100 |/ 10 100 |10 / 10
7 10 >1000 | 100 |/ 10 100 | 100 |/ 10
8 10 >1000 | 100 100 |10 100 | 100 |>1000 | 100
9 10 1000 | 100 1000 | 10 100 | 10 >1000 | 100

(/): no se evalud la CMI; Amox: amoxicilina/acido clavulanico; Amik: amikacina;
Gen: gentamicina; Cip: ciprofloxacina; Amp: ampicilina; Pen: penicilina; Clo:
cloranfenicol; Cef: ceftazidima; Azi: azitromicina.

El 50% de las cepas presentaron una CMI de 10 pg/mL para la
amoxicilina/acido clavulanico, el otro 50% presentaron CMI de 100 pg/mL. Para

la amikacina se obtuvo una CMI del 10 pug/mL para el 40% de las cepas, el 60%

restante presento una CMI de >1000 pg/mL

La gentamicina por su parte, obtuvo una CMI de 1000 pg/mL en el 50%
de las cepas, y 100 pg/mL en el 50% restante. La ciprofloxacina sélo se evalu6
en la cepa control y en las cepas 8 y 9, ya que las otras cepas presentaron

resistencia por el método de disco difusidon. Este antibiético causé una CMI de
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100 pg/mL en la cepa control y en la cepas 8. La cepa 9 obtuvo una CMI de

1000 pg/mL.

La ampicilina caus6 una CMI de 10 pg/mL en el 40% de las cepas, y 100
Hg/mL en el 60% de las cepas restantes, mientras que la penicilina obtuvo una
CMI de 100 pg/mL en el 90% de las cepas. Solo la cepa 2 obtuvo una CMI de

1000 pg/mL.

Por su parte el cloranfenicol causé en el 30% de las cepas una CMI de 10
pHg/mL, el otro 60% obtuvo una CMI de 100 pug/mL y el 10% restante obtuvo una

CMI de 1000 pg/mL.

La ceftazidima se evaluo so6lo en 3 cepas obteniéndose una CMI de 1000
pHg/mL y mayor a 1000 pg/mL, y por ultimo la azitromicina causé una CMI de 10

png/mL en el 70% de las cepas y 100 pg/mL en el 30% de las cepas restantes.

5.5 Analisis de resultados.

Comparacion de los resultados obtenidos en la longitud de los halos

de inhibicién de las diferentes cepas con respecto a la cepa control de

Staphylococcus aureus (25923).

A continuacidon se muestra la tabla 19 con los halos de inhibicion de cada

cepay la cepa control con sus respectivas probabilidades:
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Tabla 19: Probabilidad obtenida por antibidtico de las cepas con respecto

a la cepa control.

Halos de inhibicién de las diferentes cepas

Ant. |Cepa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 P

Aislada |33,5] 27,5|127,5(32,5| 30| 32|32,5| 32| 33 0,0005
Amox | Control | 34,5 34,5(34,5|34,5|34,5|34,5|34,5|34,5(34,5

Aislada [ 19,5 195 19|20,5|19,5( 24|30,5(38,5|24,5 0,0144
Amp | Control 30 301 30( 30( 30| 30( 30| 30| 30

Aislada 23| 22,5 22|2251205(23,5| 31(31,5| 30 0.1267
Pen |Control | 27.5| 27,5|27,5|27,5|27,5(27,5|27,5|27,5|27,5

Aislada | 10,5 0 0 8110,5( 10 0 0 0 0,0000
Oxa | Control 14 14| 14| 14| 14| 14| 14( 14| 14

Aislada 8 10 8| 10| 10 6| 85| 22|215 0,0000
Cef | cControl 26 26| 26| 26| 26| 26| 26| 26| 26

Aislada | 25,5] 26,5126,5| 29|29,5|34,5/30,5| 26| 26 0,0000
Amk | Control 34 34 34| 34| 34| 34| 34| 34| 34

Aislada | 29,5 271 30| 30| 27| 33| 28|275| 24 0,0000
Gen | control 34 34 34| 34| 34| 34| 34| 34| 34

Aislada 14 10]11,5 9| 9,5(10,5| 9,5(125( 14 0,0555
Tet |control |12,5| 12,5112,5]12,5|12,5|12,5(12,5|12,5|12,5

Aislada 7 0| 13| 10 71 12(11,5]16,5| 16 0,0000
Cip |Control 34 34| 34| 34| 34| 34| 34| 34| 34

Aislada 26 29| 271285 26|30,5| 30| 24| 23 0,0000
Clo |cControl 35 35| 35 35 35| 35| 35| 35| 35

Aislada 38 43(40,5(43,5(43,5| 43(43,5|/37,5| 36 0,0000
Azi Control 32 32| 32| 32 32| 32| 32| 32| 32

Aislada 12 8 9 8 7| 15 0 0 0 0,0028
Met | Control 13 13| 13| 13| 13| 13| 13| 13| 13

Ant.: anitibiético; Amox: amoxicilina/acido clavulanico; Amp: ampicilina;
Pen: penicilina; Oxa: oxacilina; Cef: ceftazidima; Amik: amikacina; Gen:
gentamicina; Tet: tetraciclina; Cip: ciprofloxacina; Clo: cloranfenicol; Azi:
azitromicina; Met: metronidazol.

Para el antibiotico tetraciclina se obtuvo una p=0,05, lo que indica que no
hay diferencia significativa entre las cepas y la cepa control para este antibiético.

Para el resto de los antibioticos se obtuvieron probabilidades menores a

0,05, lo que sefiala que si hay diferencias significativas de las cepas aisladas y la

cepa control en todos estos antibiéticos.
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La cepa control es soOlo una medida de comparacion con valores
estandares ya establecidos, por esto los halos de inhibicion en comparacién con
esta cepa son significativamente diferentes.

Comparacion de los resultados obtenidos en la longitud de los halos

de inhibicién de las diferentes cepas de Pediococcus pentosaceus entre si.

A continuacion se muestra la tabla 20 con los halos de inhibicion de las 6
cepas de Pediococcus pentosaceus para cada antibidtico y la probabilidad
obtenida:

Tabla 20: Diametro de inhibicién de las 6 cepas de Pediococcus pentosaceus con

Su respectiva probabilidad.

Halos de inhibicién de las diferentes
cepas (mm)

P
o 1 2 3 4 5 6
Antibiodticos
Amox./ac.Cla. | 335 | 275 | 27,5 | 32,5 30 32
Ampicilina 195|195 19 | 205 | 19,5 24
Penicilina 23 | 225 22 225|205 | 235
Oxacilina 10,5 0 0 8 10,5 10 0,9681

Ceftazidima 8 10 8 10 10 6

Amikacina 255 | 26,5 | 26,5 29 295 | 345
Gentamicina 295 | 27 30 30 27 33
Tetraciclina 14 10 11,5 9 9,5 10,5
Ciprofloxacina 7 0 13 10 7 12
Cloranfenicol 26 29 27 28,5 26 30,5
Azitromicina 38 43 | 405 | 435 | 435 43
Metronidazol 12 8 9 8 7 15
Amox./ac. Cla.: amoxicilina/acido clavulanico.

La probabilidad obtenida fue de 0,9681 (p=0,05), con lo que se acepta la
hipétesis nula planteada, es decir, que no hay diferencias significativas entre los
halos de inhibicién de las 6 cepas de Pediococcus pentosaceus aislados.

Esto probablemente se debe al hecho de que todas las cepas de esta
especie pertenecen al mismo grupo de bacterias acido lacticas, y por ello parecen

presentar un comportamiento similar frente a los antibiéticos.
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6. CONCLUSIONES

* Se hall6 un titulo para las BAL de 10" UFC/gr para la muestra de
salchichén, y de 10° UCF/gr para la muestra de chorizo; lo cual concuerda
con el valor esperado para los productos céarnicos fermentados, cuyas

poblaciones oscilan entre 10*-10° UFC/gr.

* Se logré6 identificar 9 cepas de bacterias acido lacticas, encontrandose la
prevalencia de las siguientes especies: Pediococcus pentosaceus (66,6%),
Lactobacillus brevis (22,2%) y Leuconostoc mesenteroides/dextranicum

(11,1%). los cuales son comunes en este tipo de producto.

* Se obtuvo un 100% de susceptibilidad en los antibiéticos amoxicilina/acido
clavulanico, ampicilina, amikacina, gentamicina, cloranfenicol vy
azitromicina. Para la penicilina se obtuvo un 90% de susceptibilidad y para
la ceftazidima se obtuvo un 30% de susceptibilidad. Para los antibidticos
oxacilina, tetraciclina y metronidazol se obtuvo un 100% de resistencia.
Dado que de estos antibioticos la ceftazidima, oxacilina y tetraciclina
causan una resistencia adquirida, resulta preocupante la posible
transferencia a la flora patdégena que se encuentran en los alimentos y en

la flora intestinal.

* El 100% de las cepas de BAL y la cepa control fueron multirresistentes, es

decir, que presentaron resistencia a mas de un antibiotico. Esta situacion
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complicaria aun mas el riesgo de transmision de los genes de resistencia a

los microorganismos patégenos y/o oportunistas.

Se obtuvo concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de 10 pg/mL, 100

pHg/mL y 1000 pug/mL en las diferentes cepas evaluadas.

No se encontré diferencias significativas (p=0,05) todas las especies de

Pediococcus pentosaceus; posiblemente porque el grupo comparten

caracteristicas similares.
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7. RECOMENDACIONES

* Se recomienda realizar la identificacién de un niamero mayor de cepas de
bacterias é&cido lacticas, a través de las galerias APl o de técnicas

moleculares, para proceder a la evaluacién de la susceptibilidad antibiética.

* Por otro lado seria importante ampliar el rango de concentraciones de los

antibiodticos para determinar la CMI en cepas con elevada resistencia.

* Asimismo, seria importante caracterizar e identificar los genes de
resistencia u otros factores que confiera la resistencia adquirida por estas

bacterias acido lacticas.

* Por dltimo se recomienda seguir realizando trabajos de investigacion
relacionados con el comportamiento de las BAL frente a diversos
antibidticos, debido a la posible transferencia de genes de resistencia a los

microorganismos patdgenos y oportunistas.
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9. Anexos

9.1Diluciones realizadas para obtener concentraciones de 1000, 100, 10 y
lpg/mL. de cada antibidtico para realizar la prueba de concentracién

minima inhibitoria.

* Amoxicilina/acido clavulanico.

ImL 1 mL 1ml 1 mL 1 mL

ry . Oy 0N 0N 0N

Louobu

7 mL 9mL 9mL 9mL 9mL
(400 + 57)mg/5mL: (10000 +1425) (1000 + 142,5) (100 +14,25) (10 +1,425) (1+ 0,1425)
(80 + 11,4)mg/mL pg/mL pg/mL pug/mL png/mL pg/mL

Figura 19: Esquema de las diluciones realizadas para el antibiotico amoxicilina/

acido clavulanico con una concentracion inicial de (400 + 57) mg/5mL.
* Ampicilina.

ImL 1mL 1 ml 1mL 1mL

‘@U@@@@

o

4 mL 9mL 9mL 9mL 9mL
250 mg/5mL: 10000 1000 100 10 1
50 mg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Figura 20: Esquema de las diluciones realizadas para el antibiético ampicilina con

una concentracion inicial de 250 mg/5mL.
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* Penicilina.

lmL 1mL ﬁ 1mL 1mL 1mL
4mL 4 mL 9 mL 9mL 9mL 9mL
500 mg/2mL: 10000 1000 100
250 mg/mL mg/mL pg/mL pg/mL pg/mL ug/mL ug/mL

Figura 21: Esquema de las diluciones realizadas para el antibi6tico penicilina con

una concentracion inicial de 500 mg/2 mL.

* Ceftazidima.

ImL 1 ml 1mL 1mL 1mL

T, 07, 7Y

T T

4mL 3 mL 9mL 9mL 9mL 9mL
1000 mg/5mL: 10000 1000 100
200 mg/mL mg/mL pg/mL pg/mL pHg/mL ug/mL ug/mL

Figura 22: Esquema de las diluciones realizadas para el antibiotico ceftazidima

con una concentracion inicial de 1000 mg/5 mL.
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* Amikacina.

lmL 1mL 1m| lmL 1mL 1mL
4mL 4 mL 9mL 9 mL 9mL 9mL
500 mg/2mL: 10000 1000 100
250 mg/mL mg/mL pg/mL pg/mL pg/mL ug/mL ug/mL

Figura 23: Esquema de las diluciones realizadas para el antibiético amikacina con

una concentracion inicial de 500 mg/2 mL.

* Gentamicina.

9mL 9mL 9mL 9 mL
20 mg/2mL: 1000 100 10 1
10000 pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Figura 24: Esquema de las diluciones realizadas para el antibiético gentamicina

con una concentracion inicial de 20 mg/2 mL.
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* Ciprofloxacina.

I

5mL 9mL 9mL 9mL
200 mg/100mL: 1000 100 10 1
2 mg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Figura 25: Esquema de las diluciones realizadas para el antibidtico ciprofloxacina

con una concentracion inicial de 200 mg/100 mL.

% Cloranfenicol.

s Uyl

3 mL 9mL 9mL 9mL
2,5 mg/mL: 1000 100 10 1
2500 pg/mL pg/mL pg/mL png/mL png/mL

Figura 26: Esquema de las diluciones realizadas para el antibiotico cloranfenicol

con una concentracioén inicial de 2500 pg/ mL.
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* Azitromicina.

ImL 1 mL 1ml 1 mL 1 mL

ry Oy 0y 0y 0w

Loy

3 mL 9 mL 9mL 9 mL 9 mL
200 mg/5mL: 10000 1000 100
40 mg/mL pg/mL pg/mL pg/mL ug/mL ug/mL

Figura 27: Esquema de las diluciones realizadas para el antibiético azitromicina

con una concentracion inicial de 200 mg/5mL.
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9.2CMl de cada cepa para los antibiéticos que causaron la clasificacion
de sensible e intermedio.
* Amoxicilina/acido clavurénico.

CEPA1(C CEPA 2 (CMI 100ug/mL)

MI 100pg/mL)

Figura 28: CMI de todas las cepas para el antibiético amoxicilina/acido
clavuronico.

97



* Ampicilina.

CEPA 1 (CMI 100pg/mL)

CEPA 3 (CMI 100ug/mL)

CEPA 5 (CMI 100ug/mL)

CEPA 7 (CMI 10pg/mL)

CEPA 2 (CMI 100ug/mL)

CEPA 4 (CMI 100pg/mL)

CEPA 6 (CMI 10pg/mL)

CEPA 8 (CMI 10pg/mL)

CEPA CONTROL (CMI 100pg/mL)

Figura 29: CMI de todas las cepas para el antibiético ampicilina.



* Penicilina.

CEPA 1 (CMI 100pg/mL)

.

CEPA 3 (CMI 100ug/mL)

CEPA 5 (CMI 100pug/mL)

CEPA 9 (CMI 100pg/mL)

CEPA 2 (CMI 1000pg/mL)

CEPA 4 (CMI 100pg/mL)

CEPA 6 (CMI 100ug/mL)

CEPA 8 (CMI 1000ug/mL)
00U

CEPA CONTROL (CMI 100pug/mL)

Figura 30: CMI de todas las cepas para el antibi6tico penicilina.
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* Ceftazidima.

CEPA 8 (CMI >1000ug/mL) CEPA 9 (CMI >1000pg/mL)

CEPA CONTROL (CMI 1000pg/mL)

Figura 31: CMI de todas las cepas para el antibiotico ceftazidima.
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* Amikacina.

CEPA 1 (CMI >1000pg/mL)

CEPA 3 (CMI >1000pg/mL)

CEPA 5 (CMI >1000ug/mL)

CEPA 7 (CMI >1000ug/mL)

CEPA 9 (CMI 1000ug/mL)

CEPA 2 (CMI >1000pg/mL)

CEPA 6 (CMI 1000pg/mL)

CEPA 8 (CMI >1000pg/mL)

Figura 32: CMI de todas las cepas para el antibiético amikacina.
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* Gentamicina.

g/mL) CEPA 2 (CMI 1000pg/mL)

CEPA 1 (CMI 1000y

CEPA 9 (CMI 100pg/mL)

Figura 33: CMI de todas las cepas para el antibiético gentamicina.
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* Ciprofloxacina.

CEPA 8 (CMI 100pg/mL) CEPA 9 (CMI 1000ug/mL)

CEPA CONTROL (CMI 100ug/mL)

Figura 34: CMI de todas las cepas para el antibiético ciprofloxacina.
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* Cloranfenicol.

CEPA 1 (CMI 100ug/mL)

CEPA 2 (CMI 10pg/mL)

Figura 35: CMI de todas las cepas para el antibiético cloranfenicol.
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* Azitromicina.

CEPA 1 (CMI 10pg/mL) CEPA 2 (CMI 10pg/mL)

CEPA 4 (CMI 100pg/mL)

.\. :

CEPA 6 (CMI 10ug/mL)

CEPA 7 (CMI 10pg/mL)

CEPA 8 (CMI 100pg/mL)

CEPA 9 (CMI 100pg/mL) CEPA CONTROL (CMI 100ug/mL)

Figura 36: CMI de todas las cepas para el antibiético azitromicina.
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9.3 Diédmetro de los halos de inhibicion por cada concentracion para la
deteccion de la CMI por cepa.

Tabla 21: Diametro de inhibicion para cada concentracion de la cepa control.

Halo de inhibicién por antibidtico (mm)

Concentracion
del antibiotico fAmox[Amik|[Gen|[Cip[Amp[Clo[Cef[Azi

(ng/mL)

1000 27| 9,5| 14| 25| 30| 29| 9| 22
100 16,5 0| 85| 12(17,5| 12 Of 17
10 9 0 of O 0| 0| 0| O
1 0 0 of O 0l 0| 0| O

Amox: amoxicilina/acido clavulanico; Amik: amikacina; Gen: getamicina,
Cip: ciprofloxacina; Amp: ampicilina; Clo: cloranfenicol; Cef: ceftazaidima;
Azi: azitromicina.

Tabla 22: Diametro de inhibicion para cada concentracion de la cepa 1.

Concentracion Diametro de inhibicion por
del antibiotico antibiotico (mm)
(ng/mL)
Amox | Amik | Gen | Amp | Pen | Clo| Azi
1000 24,5 0(12,5| 23| 21| 21| 22
100 15,5 0 0| 15| 9,5| 10| 12
10 0 0 0 0Of O 0(8,5
1 0 0 0 of Of of O

Amox: amoxicilina/acido clavulanico; Amik: amikacina; Gen: getamicina;
Amp: ampicilina; Pen: penicilina; Clo: cloranfenicol; Azi: azitromicina.

Tabla 23: Diametro de inhibicién para cada concentracion de la cepa 2.

Concentracion| Halo de inhibicion por antibiético
del antibiotico (mm)

(Mg/mL) Amox [ Amik | Gen [ Amp [ Pen | Clo | Azi
1000 21,5 O 13| 21| 18| 26| 21
100 15 0 0| 15| 0] 12|13
10 0 0 0 0| 0]/85(8,5
1 0 0 0 0Of Ol o O

Amox: amoxicilina/acido clavulanico; Amik: amikacina; Gen: getamicina,
Amp: ampicilina; Pen: penicilina; Clo: cloranfenicol; Azi: azitromicina.
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Tabla 24: Diametro de inhibicion para cada concentracion de la cepa 3.

Concentracion| Halo de inhibicion por antibiotico
del antibiotico (mm)
(Hg/mL) Amox | Amik [ Gen | Amp | Pen [Clo | Azi
1000 23 Ol 12| 24|19,5| 24| 21
100 15,5 0 0| 13| 11| 11| 12
10 0 0 0 0 0| 0| 8
1 0 0 0 0 0ol 0| O

Amox: amoxicilina/acido clavulanico; Amik: amikacina; Gen: getamicina;
Amp: ampicilina; Pen: penicilina; Clo: cloranfenicol; Azi: azitromicina.

Tabla 25: Diametro de inhibicion para cada concentracion de la cepa 4.

Concentracion| Halo de inhibicion por antibidtico

del antibiotico (mm)
(ng/mL)
Amox [ Amik [ Gen|Amp | Pen | Clo | Azi
1000 21 91 10| 25| 18| 26| 21
100 13 0 0| 14| 10| 12|12
10 0 0 0 of Ol O O
1 0 0 0 of Ol Ol O

Amox: amoxicilina/acido clavulanico; Amik: amikacina; Gen: getamicina;
Amp: ampicilina; Pen: penicilina; Clo: cloranfenicol; Azi: azitromicina.

Tabla 26: Diametro de inhibicién para cada concentracion de la cepa 5.

Concentracion| Halo de inhibicidén por antibiético
del antibiotico (mm)

(Hg/mL) Amox | Amik | Gen | Amp [ Pen | Clo| Azi

1000 21 0(11,5| 24|14,8| 19| 19

100 13,5 0 Of 15| 12| 11|13

10 0 0 0 0 0O Of 10

1 0 0 0 0 of of O

Amox: amoxicilina/acido clavulanico; Amik: amikacina; Gen: getamicina,
Amp: ampicilina; Pen: penicilina; Clo: cloranfenicol; Azi: azitromicina.
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Tabla 27: Diametro de inhibicion para cada concentracion de la cepa 6.

Concentracién| Halo de inhibicion por antibidtico
del antibiotico (mm)

(Hg/mL) Amox | Amik [ Gen | Amp | Pen [Clo | Azi
1000 37,5 14| 16| 36|34,5| 35| 30
100 27,5 0 8| 24|23,55| 22| 19
10 14 0 0 9 0| 10| 11

1 0 0 0 0 0| 0| O

Amox: amoxicilina/acido clavulanico; Amik: amikacina; Gen: getamicina;
Amp: ampicilina; Pen: penicilina; Clo: cloranfenicol; Azi: azitromicina.

Tabla 28: Diametro de inhibicion para cada concentracion de la cepa 7.

Concentracion| Halo de inhibicion por antibiotico
del antibiotico (mm)

(Hg/mL) Amox | Amik [ Gen | Amp | Pen [Clo | Azi

1000 30,5 0| 15| 31| 22| 31| 22

100 22,5 0| 11| 24(10,5| 16| 15

10 11,5 0 0| 9,5 0| 08,5

1 0 0 0 0 of Of O

Amox: amoxicilina/acido clavulanico; Amik: amikacina; Gen: getamicina;
Amp: ampicilina; Pen: penicilina; Clo: cloranfenicol; Azi: azitromicina.

Tabla 29: Diametro de inhibicién para cada concentracion de la cepa 8.

Concentracion Halo de inhibicién por antibiético (mm)
del antibiotico

(Hg/mL) Amox [ Amik | Gen | Cip |Amp |Pen | Clo | Cef | Azi
1000 37,5 O 16| 27 30| 32| 24 0 22
100 25 O 11| 13 21| 20| 12 0 14,5
10 13,5 0 0 o 95 of O 0 0
1 0 0 0 0 0 of O 0 0

Amox: amoxicilina/acido clavulanico; Amik: amikacina; Gen: getamicina; Cip:
ciprofloxacina; Amp: ampicilina; Pen:penicilina; Clo: cloranfenicol; Cef:
ceftazaidima; Azi: azitromicina.
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Tabla 30: Diametro de inhibicion para cada concentracion de la cepa 9.

Concentracién Halo de inhibicion por antibidtico (mm)
del antibi6tico

(Hg/mL) Amox [ Amik | Gen [Cip [Amp |Pen |Clo |Cef | Azi
1000 31,5 9,5(16,5| 25 31| 27| 32 0 21
100 23,5 ol 7,5 0 22| 21| 13 0 17
10 13 0 0 0 9 0] 8,5 0 0
1 0 0 0 0 0 0] O 0 0

Amox: amoxicilina/acido clavulanico; Amik: amikacina; Gen: getamicina;
Cip: ciprofloxacina; Amp: ampicilina; Pen: penicilina; Clo: cloranfenicol; Cef:
ceftazaidima; Azi: azitromicina.
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