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RESUMEN

El descubrimiento de los
antibioticos ha permitido salvar
la vida de millones de personas,
sin embargo, su efectividad
ha ido disminuyendo a la par
que los microorganismos van
desarrollando resistencia debido
a su exposicion constante durante
su aplicaciéon en el crecimiento
de animales de abasto, por lo
que se hace necesario contar con
técnicas de deteccion oportuna
de su presencia en alimentos. Se
realiz6 un estudio preliminar, de
corte transversal, en muestras
de higado de res, cerdo y pollo
para establecer la viabilidad
de determinar la presencia de

antibidticos mediante la inhibicion
del crecimiento de una cepa de
Escherichia coli ATCC25922,
utilizando el método de Kirby-
Bauer: Se inocularon 15 cajas Petri
conteniendo agar Mueller Hinton
(cinco para cada muestra de
higado: res, cerdo y pollo), con la
cepa E. Coli sensible a antibitticos.
En cada caja de agar se colocaron
porciones de higado de 5 mm
a 10 mm de didmetro, con una
distancia de 1 cm a 5 cm entre
muestras. Las cajas se incubaron
a 35 °C por 24 h y se evalud la
formacion de halos de inhibicién.
Se encontré que so6lo una de las
15 muestras de higado analizadas,
correspondiente a higado de res,

presentd un halo de inhibicion
mayor a 30 mm. Los resultados
obtenidos indican la viabilidad de
usar esta técnica para la deteccion
de la presencia de antibi6ticos en
productos carnicos.
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ABSTRACT

The discovery of antibiotics has
enabled scientist to save millions of
lives. However, their effectiveness
has been declining at the same
time that microorganisms are
developing resistance due to
the continuous application of

coli,
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antibiotics during the rearing of
farmed animals’ production. It is
therefore necessary to develop
techniques for the early detection
of antibiotics presence in food. A
cross-sectional and preliminary
study was conducted to establish
the feasibility to determine the
presence of antibiotics in samples
of beef, pork and chicken livers
by inhibiting the Escherichia
coli ATCC25922 strain growth
employing the  Kirby-Bauer
method. Fifteen Petri plates (five
foreachliversample:beef,porkand
poultry) containing the Mueller
Hinton agar were inoculated
with an antibiotic sensitive E. coli
ATCC25922 strain. In each agar
plate a portion of liver of 5 mm of
diameter was placed 1 cm away
from each inoculum. The plates
were incubated at 35 °C for 24 h
and the presence of inhibition
halos were evaluated. It was found
that only one of the fiftheen liver
samples analyzed, corresponding
to a beef liver; showed an inhibition
halo higher than 30 mm. The
obtained results indicate that the
use of this technique adequate to
detect the presence of antibiotics
in meat products.
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INTRODUCCION

Desde su introducciéon comercial,
en la década de 1940, los
antibioticos se han vuelto
esenciales enlamedicinamoderna
para tratar enfermedades
infecciosas con prontitud y
eficacia, disminuyendo los indices
de morbimortalidad, salvando
millones de vidas. Sin embargo,
su uso indiscriminado y sin
control adecuado, ha propiciado
que algunas cepas bacterianas
causantes de infeccion en el
ser humano y los animales

coli,

desarrollen resistencia a los
antibiodticos, poniendo en
riesgo la salud de las personas
(McManus, 1999; Witte, 1999).
Se estima que anualmente, en
los Estados Unidos, por lo menos
2 millones de personas se
infectan conbacteriasresistentes
a los antibioticos, y que mueren
mas de 23 000 personas como
resultado directo de esas
infecciones, lo que significa una
alta tasa de mortalidad (Medina
y col,, 2008; Centers for Disease,
Control and Prevention, 2013).
Las infecciones resistentes a
los antibioticos pueden ocurrir
en cualquier lugar con una alta
prevalencia para poblaciéon
general.Sinembargo,lasmuertes
relacionadas con la resistencia
a los antibidticos ocurren
principalmente en hospitales,
clinicas y casas hogar para
adultos mayores (Gorbach,2001;
D’Costa, 2011; Balkhair, 2014).

La producciéon animal
constituye la segunda causa en
el uso intensivo de antibioticos
y con ello la promociéon de su
resistencia, después de los
hospitales (Martinez, 2010).
Los antibidticos se emplean
como agentes antimicrobianos
y promotores de crecimiento,
especialmente en cerdos y aves
de corral. Se utilizan para el
tratamiento de infecciones de
forma individual o colectiva,
como tratamientos profilacticos
y metafilacticos para prevenir la
propagacion de infecciones de
animales enfermos a sanos en una
misma unidad de produccidn,
ya que la produccion industrial
de ganado mantiene a un gran
numero de animales en espacios
comparativamente pequenos y
los brotes de infecciones pueden
propagarse con facilidad (JECFA,
2000). También se emplean para
promover el crecimiento en
dosis mas bajas que para tratar

enfermedades. Se considera
que esta exposicion prolongada
a bajas dosis de antibidticos
genera mayor resistencia que
su uso en el tratamiento o
la prevencion de infecciones
(McManus, 1999; Gorbach,
2001). Se estima que existen dos
factores principales que generan
la resistencia a los antibidticos:
los genes transferibles de
resistencia 'y la  presion
selectiva sobre su uso. Entre los
antibioticos mas comunmente
utilizados y agregados en el

alimento de los animales,
destacan: las penicilinas,
tetraciclinas, cefalosporinas,

fluoroquinolonas, avoparcina y
virginiamicina (JECFA, 2000).
Existen estudios que
demuestran que el empleo de
oxitetraciclinaenlaalimentaciéon
de pollos favorece el desarrollo
de microorganismos resistentes
a tetraciclina. También se
demostr6 la  transferencia
de cepas de Escherichia coli
resistente a la tetraciclina de
los pollos al personal de la
granja. Otras cepas aisladas que
han desarrollado resistencia a
antibidticos incluyen a Shigella
y Campylobacter sp. (Witte,
1999; Martinez, 2010). Se ha
reportado que un 20 % de las
muestras de carne obtenida
de  supermercados  estaba
contaminada con salmonella,
y 84 % de estos aislamientos
fueron resistentes al menos a un
antimicrobiano (Witte, 1999).
Engeneral, laincidencia de cepas
resistentes a fluoroquinolonas
se ha incrementado con la
introduccién del uso terapéutico
de estos antibioticos en la
alimentacién animal (Witte,
1999). Si bien, la resistencia de
los microorganismos patégenos
a los antibioticos va en aumento
por el uso en la alimentaciéon
de los animales de abasto,



también se ve influenciada por
las malas practicas clinicas en
su uso por parte del ser humano,
principalmente por la falta de
apego al tratamiento, debido
al abandono de la terapia al
manifestarse efectos adversos,
el costo del medicamento, o el
olvido al usarlos, entre otras,
que llevan a la creacién de cepas
resistentes y la transmisiéon de
genes de resistencia (JECFA,
2000).

El estudio de la sensibilidad
bacteriana en humanos a los
antibioticos es una de las fun-
ciones mas importantes de los
laboratorios de microbiologia
clinica. El proposito es dirigir
la terapéutica una vez que el
germen es conocido para su
correcto tratamiento, vigilar la
aparicion de nuevos mecanis-
mos de resistencia y detectar la
diseminacion epidémica de una
cepa, tanto a nivel hospitalario
como comunitario (Cantény col.,
2000). Estos métodos pueden
clasificarse en métodos cuantita-
tivos y cualitativos. Los métodos
cuantitativos son aquellos pro-
cedimientos que  permiten
determinar la concentracion
inhibitoria minima y la concen-
tracion bactericida minima. Los
meétodos cualitativos, permiten
establecer si un microorganismo
patdgeno presenta resistencia
a diferentes antibioticos, usual-
mente sin buscar establecer dosis
inhibitorias minimas; el mas
frecuentemente usado es el
meétodo de Kirby-Bauer, también
denominado antibiograma, y
que consiste en la difusion en
placa de una cepa aislada de un
paciente colocando discos que
contienen diferentes antibidticos
en la superficie, y observando si
se presentan halos de inhibicién.
Esta técnica ha sido aprobada
por el National Committee for
Clinical Laboratory Standards
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(NCCLS) y se desarroll6 como un
estandar para datos clinicos y de
laboratorio (Cantén y col., 2000;
Ferraro, 2000).

En México existen dos normas
oficiales para la deteccion
de antibidticos, la NOM-004-
7Z00-1994 y la NOM-032-
Z00-1996. La norma oficial
mexicana NOM-004-Z00-1994,
establece las bases para la
deteccion y el control de
residuos tdxicos, incluyendo
los antibioticos, en tejidos
alimenticios  primarios de
origen animal y es aplicable a
la carne, grasa, higado y rifién
de bovinos, equinos, porcinos
y ovinos, provenientes de
establecimientos de sacrificio
ubicados en el pais o de
una planta aprobada por la
Secretaria de Agricultura y
Recursos Hidraulicos, cuando
éstos sean de importacion.
Los métodos de deteccion
descritos en esta norma son
cromatograficos. Por otra parte,
la norma NOM-032-Z00-1996,
para la determinaciéon de
antibidticos en higado, musculo
y rifion de bovinos, ovinos,
equinos, porcinos, aves, caprinos
y cérvidos por la prueba de
torunda y el bioensayo, se basa
en el principio del antibiograma
y describe un método para hacer
estimaciones cuantitativas de
resistencia a antibidticos. Esta
prueba se encuentra en desuso
por ser costosa, debido a la
cantidad de material requerido
en los bioensayos y el tiempo
necesario para la deteccion.
Actualmente se mantiene como
referenciala NOM-004-Z00-1994,
que también sefiala la posibilidad
de usar la prueba de torunda y
el bioensayo para deteccion de
antibidticos.

Elhigado esel 6rgano encargado
del metabolismo de la mayoria
de las sustancias toxicas, en este

organo se concentran altos niveles
de antibidticos y de sus residuos.
En México, es frecuente el
consumo de higado por parte de
la poblacién, por ser econémico
y accesible. Ademas de que
en México se tienen habitos
alimenticios que permiten
aprovechar todos los tejidos
de los animales, incluyendo la
masa muscular, las visceras, la
sangre y parte del téjido 6seo
(Medina, 2008). El objetivo del
presente trabajo fue desarrollar
una técnica que permita detectar
la presencia de antibioticos in
vitro, en muestras de higado
de res, cerdo y pollo, mediante
la modificacion del método
convencional de sensibilidad
por difusion en placa Kirby-
Bauer, al reemplazar el uso de
sensidiscos por muestras de
tejido de higado y evaluando la
presencia de un halo inhibitorio
en el crecimiento de la cepa
Escherichia coli ATCC25922,
caracterizada por su sensibilidad
a antibioticos.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de la muestra

Se obtuvieron 5 muestras de
higado de res, 5 muestras de
higado de cerdo y 5 muestras de
higado de pollo provenientes de
diferentes carnicerias ubicadas
enlaciudad de Ledn, Guanajuato,
México, seleccionadas al azar por
simple disponibilidad y acceso a
ellas. Las muestras adquiridas
se introdujeron en hieleras
cerradas, las cuales contenian

bolsas con gel refrigerante,
que fueron previamente
congeladas, lo que permitio

mantener las muestras a menos
de 4 °C durante el transporte al
laboratorio de Microbiologia de
la Facultad de Medicina de la
Universidad de Guanajuato, en
Leon, Guanajuato, México, en
un periodo no mayor de 3 h, en
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horario matutino. Las muestras
se refrigeraron hasta su analisis
en un plazo no mayor a 24 h.

Presencia de antibidticos en
muestras de higado

Se utilizé una modificacion del
meétodo de sensibilidad por
difusion en placa Kirby-Bauer.
Siguiendolosprocedimientosdel
National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS),
y el procedimiento descrito por
Ferraro (2000), se prepar6é un
indculo con la cepa control de
Escherichia coli ATCC25922,
caracterizada por su alta
susceptibilidad antimicrobiana,
tomando una asada de 5 pg, la
cual se suspendié en 5 mL de
solucion salina estéril, ajustando
visualmente a una turbidez de
0.5 de Mc Farlan; se procedio
a inocular la cepa con hisopo
estéril en una caja de Petri,
conteniendo medio de Mueller
Hinton, ajustado a pH de 7.2 a
7.4 (de acuerdo a instrucciones
del fabricante). Utilizando un
sacabocado, se tomaron 5 mm
de diametro de los diferentes
higados de res, pollo y cerdo, y
se colocaron en cajas con agar
Mueller Hinton de 150 mm de

Tabla 1

diametro; se incubaron a 35 °C por
24 h para su posterior medicion
de los halos de inhibicion.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron con
medidas de tendencia central y
porcentajes.

RESULTAPDOS Y
DISCUSION
La cepa de Escherichia coli
ATCC25922 creci6 en todas las
cajas Petri inoculadas, excepto
en una muestra de higado de
res, en la que se presentd un
halo de inhibicibn mayor a
30 mm (Tabla1), que puede ser
un marcador de una probable
presencia de algin tipo de
antibiotico en la muestra. Esto
representa el 20 % de prevalencia
de antibidticos en las muestras de
higadoderesyel 6.7 % parael total
de muestras analizadas. Adicional
a esta prueba confirmatoria, se
observé la presencia de espacios
vacios, separados de los halos,
sin crecimiento, como se muestra
en la Figura 1. El resto de las
muestras no presentaron halos
de inhibicion (Figura 1 y 2).
En México, como en cualquier
otro pais, el empleo indiscrimi-

Resultados de la prueba de sensibilidad a antibidticos por el método difusion en placa (Kirby-
Bauer) en muestras de higado de res, cerdo y pollo.
Table 1. Results of the antibiotic sensitivity test using the Kirby-Bauer disc diffusion method in

the beef, pork and polutry liver samples.

e | hibicion | mhibicin | Total | Muestrascon
muestra antibiéticos
N N
Higado de res 1 4 5 20 %
Higado de cerdo 0 5 5 0%
Higado de pollo 0 5 5 0%
Total 1 14 15 6.7 %

nado de antibidticos para apoyar
el crecimiento de los animales de
abasto y con ello la rentabilidad
productiva, conlleva riesgos para
la salud, al favorecer el crecimiento
de organismos resistentes a anti-
bidticos. El principal mecanismo
de transferencia de la resistencia a
los antibidticos es por uso no tera-
péutico, que representa una com-
pleja via de transmision, ya que los
consumidores estaran expuestos
a bacterias resistentes a través del
consumo de productos de origen
animal (Bonnie, 2011; Changy col,,
2015). Estas sustancias pueden
concentrarse  principalmente
en 6rganos como son el higado
y el rifién. En este estudio pi-
loto, sélo se observé la presen-
cia de un halo de inhibicién en
una de las 15 muestras analiza-
das, lo cual podria ser sefial de
poca presencia de antibidticos.
Aunque también podria ser re-
sultado de una limitacién en la
metodologia desarrollada, ya
que las muestras de higado se co-
locaron en crudo, enjuagadas en
solucidn salina, de forma directa
en el medio nutritivo, y no se es-
tableci6 si existia la presencia
de otros microorganismos resis-
tentes a antibiodticos, sin embar-
go, las caracteristicas visuales de
las colonias que crecieron en los
medios no sugieren la presencia
de otro tipo de microrganismos,
diferentes a la cepa de estudio
Escherichia coli ATCC25922. El
halo de inhibicién encontrado
en una muestra de higado de
res podria estar siendo causado
por la presencia de antibiéticos
u otros residuos con efecto bac-
tericida (Gorbach, 2001; Lopez-
Mezay col., 2015).

La concentracion de un
antibidtico, expresada en una
zona de inhibicion mediante
el método de cultivo en
placa, no puede ser calculada
con precisién, por lo que
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Muestra de higado de res con halo de inhibicidn.

Figure 1. Sample of liver beef with inhibition halo. requiere ser confirmada 'y
cuantificada con un posterior

analisis quimico (Medina y col,
2008); por lo que sera necesario
mejorar y adaptar este método
de analisis propuesto, de
manera que se pueda observar
inhibicion  bacteriana  adn
en muestras contaminadas.
Esto pudiera requerir algin
meétodo de esterilizacion de los
productos por técnicas que no
utilicen autoclave, para evitar la
destruccion del antibioético.

La presencia de antibioti-
cos, en productos de origen
animal, incrementa el riesgo de
desarrollar ~ microorganismos
resistentes a antibidticos, par-
ticularmente en México, porque
no existen suficientes estudios
dirigidos hacia la detecciéon de
antibioticos en alimentos. Sin
embargo, la determinacion de
la sensibilidad a antimicrobia-
nos no implica so6lo realizar un
conjunto de técnicas y medir los
resultados. Es necesario saber
interpretar los mismos y darles el
significado que realmente tienen
(Cantony col., 2000).

Los resultados preliminares
obtenidos en el presente
estudio sefialan la importancia
de formular estrategias para
evaluar sistemdaticamente la
presencia de antibidticos en
alimentos, como uno de los
factores  determinantes de
prevenciéon en el desarrollo
de cepas microbianas con
resistencia a antibioticos, asi
como para mantener y actualizar
la regulacion para el uso de estas
sustancias en animales (CAC/
RCP, 2005). Por ello, es relevante
contar con herramientas que
permitan establecer la presencia
de antibioticos en alimentos, lo
cual en el presente estudio se
realiza a través de un modelo in

Ejemplo de muestra de pollo en placa sin halos de inhibicidn.
Figure 2. Example of polutry livers sample without inhibition halos.
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vitro, del cual ya se cuenta con
estudios piloto.

CONCLUSIONES

La técnica desarrollada en el
presente estudio demostré ser
adecuada para detectar la presen-
cia de antibidtico en muestras de
higado, mediante la inhibicién in

vitro del crecimiento de la cepa de
Escherichia coli ATCC25922, sen-
sible a antibioticos. Es necesario
mejorar la técnica desarrollada
para establecer su nivel de sensi-
bilidad y descartar la presencia de
falsos positivos debido a la con-
taminacion de las muestras por
cepas resistentes a antibidticos.!
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