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INTRODUCCION

Los antibidticos son los fiarmacos que mas han aumentado la espe-
ranza de vida en la segunda mitad del siglo XX, por ello se les vincu
la con una gran cantidad de beneficios, tanto en el uso médice como -
en el no wfdico. Pero por esto se ha trajido tambien el uso irracional
de estas drogas, dejando una gran alteracidn de tipo ecoldgico y médi

co con repercusiones en la salud tanto humana como animal.

Estos problemas de salud por el use indiscriminado de los anti--
bidticos aparecen como toxicidad, reacciones alérgicas, modificacio—-
nes de la ecologia microbiana de los organismos humanos y animales, -
asi como de su ambiente donde sc desenvuelven. Otro punto es la apari
cién y transmisidn de resistencia, tema de gran interés y aun no dilu
cidado del todo. (5)

Ya que los antibidticos no solo se usan con fines terapéuticos -
en medicina humana y veterinaria es importante tomar en cuenta el uso
no wédico de dichos farmacos como promotores de crecimiento en anima-

les de granja y domésticos. (11)

Solo en E.E.U.U. en 1970 ge produjeron 3,600 toneladas de anti——
bidticos para la adicidn de alimentos (en ese afio se produjeren 4,700
tns. para usos mcdicinales). Se tiene calculado gue en México se usan
de esta forma 100 tns. anusles de antibidtico (400 millones de caipsu-—
lag de 250mg).(2) Ahora si sunamos esto a la multitud de vestigios de
drogas que entran a nucstros alimentos nos daremos cuenta del enorme
poltencial para la aparicidn y transmisidn de cepas resistentes. Resi-
duos dc antibidtices que llegsn a los slimentos por utilizarse estos
como promotorcs de Crecimiento en alimentos industrialirados para ani
males de granja y domfsticos. Se piensa gue el agregar cantidades sub
terapfuticas a la diecta de los animales estaria mas rapidamente en —-—
condiciones de scr utilizado. la eficiencia del método no es del todo
satisfartorio pero lo gue si e£s concluyente es gque el tubo digestivo
de los animales dec esta forma alimentados se convierte en un aparato
de celeccion de cepas recistentes que son depositados en el ambiente

junto con las excvetas. (29)



Los alimentos de mayor valor bioldgico lo constituyen los de ori
gen animal, leche, carne, huevo, pescado, miel, etc. y los derivados
de estos, pero ademads de ser los de mayor importancia nutricional son
al mismo tiempo los de mayor riesgo potencial en la produccibn de en-
fermedades. (35)

Desde hace varias décadas se sabe de la presencia de residuos de
antibidticos en alimentos de origen animal, pero haremos énfasis en -
la mension de residuos de antibioticos en leche y derivados por razo-

nes obvias.

La presencia de residuos de antibioticos en leche, va sea por ——
via intravenosa, intramuscular, intrauterina u oral, va acompanada de
una eliminacion parcial del medicamento por la glandula mamaria. No -
obstante dichos tratamientos representan niveles ®insignificantes® de
antibioticos comparindolos con lo que aporta la aplicacion intracis—-
ternal de estos preparados (acuoso, oleoso, unguentos) en el trata——

miento de mastitis bovina.

Los antibioticos de mayor uso en bovinos lecheros son: La Penici

lina, La Tetraciclina, Estreptomicina, Cloranfenicol entre otros.

Existe la creencia errdrea de gue tratamientos térmicos a gque se
somete la leche destruyen las sustancias inhibitorias y en forma par-
ticular los antibioticos. Sin embargo el informe de la Federacién In-
ternacional de la leche (IDF)} 1967, senala que la penicilina pierde -

solo el 8% de su actividad luego de la Pasterizacidn. (18)
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TERMOESTARILIDAD DE LOS ANTIBIOTICOS

? de Destruccién segin el Tratamiento

Antibidtico
Pasterizacidédn 90°C/30 min. 100°C/30 min.

Penicilina 8 202 503
Estreptomicina 00 o—emmee eemeee 88%
Neomicina =00 @ eeme—e e 662
Cloranfenicol = @ —e—mmee e 903
Oxitetracicling === memmee e 902
Cloranfenicol = =emeee memmmem e

El tiempo minimo de excresion de antibiotico en leche en vacas -
después de la infusibn intramamaria, son dos dias para penicilina en
solucién liquida, 4 dias para penicilina en soluridén oleosa, suspen—-—
sién; 6 dias para Clortetraciclina y 4 dias para Estreptomicina. Con
inyeccién intramuscular la Penicilina ha sido excretada Qentro de un
dia.{4) Recomienda la Organizacidn de Alimentos y Agricultura {FAQ) -
la exclucion del mercado la leche proveniente de vacas gue han recibi

do antibidtico, por un minimo de 72 horas.

El problema de contaminacidén de la leche con antibidtico esti --
presente tanto en paises del tercer mundo como en los pa?ses desarro-
llados. Prueba de cllo es inglatérra’y Hales, donde granjas lecheras
son examinadas con regularidad psra la deteccidn de vestigios de anti
biotico desde 1965. La deteccidn por £l organismo probado fué de 0.02
U.T1./mL de penicilina o equivalente hasta el cambio a 0.01 U.I./mL en
encro de 1986. 7,500.000 1ts de leche contaminada con antibidtico pro
venientes de las granjas lecheras de Inglaterra y Wales fué retenida

en €l ano entre septiembre de 1985.(9)

En la Federacion Internacional de la Leche {IDF) se han discuti-
do difrrentes proccdimientos como pruecbas de Acidificacidén, Biolumi--
noscencia, Pruecba del Inhidbidor del Yogurt para el control rutinario

de residuos de antibidticos en leche y subproductos. (8)

En otro ecstudio, de una muestra de leche cruda se asislaron bacte

rias vesistentes a siete antibidticos: Penicilina, Ampicilina, Cloran
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fenicol, Sulfato de Neomicina, Sulfato de Polimixina B, Tetraciclina,
Y Sulfato de Estreptomicina. Tres de 42 gram positivas aisladas fue--
ron capaces de transmitir resistencia a antibidticos a E. coli. La —-
Inspeccidén de las Granjas indica una relacién entre la prictica de —-
granjas y el uso de antibidticos en el forraje y/o uso terapéutico y

nimero de bacterias antibioético-resistentes en leche cruda. (23)

En particular, se cree pertinente inspeccionar de forma periddi-
ca la resistencia de cultivos seleccionados para la preparacidon del -
Yogurt, ya gque se sabe de intentos de desarrollar cultivos antibidti-
co-resistentes de lactobacilos y estreptococos para la produccién de

Yogurt.

En un estudio hecho por Tomaso Sozzi y Col. (40), 29 cepas de L.
bulgaricus y 15 cepas de S. thermophilus son probados para medir su -
resistencia ante 35 antimicrobianos usados comercialmente en la prac-
tica veterinaria. Aproximadémente el 352 de las muestras aisladas tie
nen un patrdn de resistencia como caracteristica {nica. Los resulta--
dos obtenidos en este estudio son comparados con los resultados repor
tados por Reinbold y Reddy (36) y Marth y Ellickson. {32)

Ya desde hace varios afos existen datos sobre los niveles Inhibi
torios minimos de algunos antibibdticos como la penicilina y la avromi

cina para los cultivos licticos comunes. (37)

Cultivo Penicilina Auromicina
U./mL mcg/mL

L. bulgaricus 438 ) 0.10 3.0

4 i 444 .10 5.0

’ d R 0.37 3.0

. ’ V71 0.2 2.0

4 ' V12 0.0S 0.3

Cultivo Comercial

b

lactis y bulgaricus 1.0 10.
thermophilus B 0.0S 0.3
’ 4 T 0.05 0.05

n
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Por otra parte encontraron que la presencia de .05 - 0.15 U.I. -
de Penicilina, 1 - 3 mcg de Clortetraciclina, y 5 - 7 mcg de Estrepto
micina por ml de leche inhibian el crecimiento de los cultivos del Yo
qurt. (4)

La FAO reporta la inhibicidén parcial y total de microorganismos

por antibiotico en cultivos lacticos. (18)

Cultivo Penicilina Estreptomicina Cloranfenicol
U.1./mL Gamas/mL Gamas/mL

Parc.--~~-- Tot Parc.~~~—~—- Tot Parc.-——=~--- Tot

S. thcrmoph. 0,0017 0,025 0,5-5.0 ——- 0,001 g,3

’ ' 0,017 0,08 -—- -—- 0,01 -

L. bulg. 0,3-0,6 0,1-0,3 -— -— —_— a,3-a,5

No obstante, a pesar de que se utilizan técnicas muy sensibles,
como las de la Fcderacion Internacional de la Leche (IDF) para la de-
teccién de antimicrobianos en leche, asumen que muchas formas de resi

duos putdcn ser diluidos por debajo de los limites de deteccidn. (1)

En la mayoria de los paises la legislacidn restringe la venta de
leche que contenga antibidtico. Tal como lo recomienda la OMS/FAD. En
nucstro pais tenemos el reglamcnto de la ley general en materia de --
Contrel Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y Servi
cios gue nos protege lecgalmente al respecto, mediante sus articulos -
37, 34, 35, 37, 747, 748.{15)

Fara poder entender mcjor los riesgos potenciales en salud pibli
ca quc pucde tracr consigo £l uso indiscriminado de los antimicrobia-
Nnos, €S hcCesarlo mcencionar los meccanismos de resistencia bacteriana,

las aleryias y la toxicidad.

Mecanicmoe de Resistencia a los Antibioticos:(14,27)
Lss hacterias para sobrevivir en presencia de los antimicrobia--

nos reodaceionan Jde diver<as maneras:

1. Inactivan {detoxificacidn) el antibidtico enzimaticamente dentro




de ellas mismas o en su entorno.

- Accién del Acetil-Transferasa sobre el Cloranfenicol.

- Actividad de las enzimas modificadoras e inactivacién de aminogluco
sidos (Fosfotransferasas y Nucleotidil-Transferasas).

2. Cambios metabolicos.

- Hiperproduccidn de reductasa de Hidrofolato, sensible a trimetoprim
- Produccion elevada de acido P-amincbenzoico (PABA) gque antagoniza -
la actividad antimicrobiana de las sulfas.

- Sintesis de reductasa de hidrofolato-codificada por plasmidos gque -
no es inhibido por trimetoprim.

- Activacidn de una ruta metabdlica alterna que permite a las cepas -
mutantes que requieren de tiamina, evitar la actividad del trimeto--
prim.

3. Permeabilidad Alterada.

- Cambios en las proteinas de membrana gque intervienen con la absor—-—
cién de tetraciclinas. .

4. Alteracion en el Blanco.

~ Alteracidn de la girasa ADN gue impide la unidén con novobiocina.

-~ Cambio con la proteina ribosomal S-12, con la que se evita la acti-
vidad inhibitoria de la estreptomicina.

- Dimetilacién de una adenina del ADN ribosomal, que protege contra -

la accidn de la eritromicina.

La explicacion que se did a la aparicion de variedades -

resistentes fue la de que se habian originado por mutuaciones espon—-

tianeas. En efecto en condiciones normales, aproximadamente una bacte-~
ria de cada millén (106) muta y se convierte en resistente a un anti-
bidtico. En el caso simultineo de dos antibibdticos, una bacteria de —
cada billén (1012) es resistente. Observese como decrece la posibili-
dad de resistencia a la accidén de 4 a 8 antibidticos por tanto es vir

tualmente imposible por este mecanismo. (10)

Actualmente se considera qgue en la mayoria de variedades resis--
tentes, fue adguirida dicha resistencia por imformacidén genética adi-
cional, en molécula de DNA extracromosomico denominados plasmidos. En
1959 Akiba propusc que estos plasmidos de resistencia podian transmi-

tirse de una bacteria a otra de manera no especifica, incluso dentro
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del intestino humano por eventos conjugativos. Surgen asi los plasmi-
dos R, para los que poseen genes de resistencia y un "Factor de Trans
ferencia de Resistencia® (por conjugacidén), y *r" para los gue solo -

codifican resistencia. (3,13)

Otros mecanismos en los gue el material Genético y los Plasmidos
pucden ser transf{eridos de un microorganismo a otro, son los siguien-
tes:

1. Transposicién: {licdges y Jacob, 1974). Por medio de este una se—-
cuencia especial de una molécula de DNA denominada Transposon. pueden
inscrtar una copia de si misma en otra molécula vecina, de este modo
secuencias diversas pueden transponerse de un plasmido al cromosoma Y
viceversa,

7. Transduccion: El DNA del plasmido esta guardado en un virus bacte
riano y es transferido por el virus a otra bacteria de la misma espe-
cie, '

3. Transformacidn: El DNA dcsnudo pasa de una c€lula de una especie
a otra célula alterande el genotipo de esta Gltima. Esto puede ocu--

rrir espontancamente o a través de su manipulacidén en el laboratorio.

Recsistencia Crurada

Los microorganismos resistentes a ciertos medicamentos pueden —-
tambien ser resistentes a otros medicamentos que comparten un mecanis
mo de accion o adherencia. Tales relacicnes existen principalmente en
tre agentes gue estan intimamente emparentados desde el punto'de vis-
ta gquimico, (ecjem.:. Floximina B-Colistina; Eritromicina-Oleandomicina
Neomicina~-Kanamicina), pero tambien pueden existir entre sustancias -
guimicas no relacionadas (Eritromicina-Lincomicina). En ciertas cla--
ses de medicamentos, el nicleo activo del agente quimico es tan seme-
jante entre tantos congéncros (por ejemplo: las Tetraciclinas) que se

purde esperar 1a vesistencia cruzada. (25)

Consecuernrias 8c las Resistencias.

La primfra consccuencia catastrdofica en Mcxico fué la epidemia -
de tifoidea gue ocurrié en la rona ceatral en los primeros anos de la
década de los 70s, la matbilidad fuc de gran wagnitud {un minimo de -
10,000 casos desde inicios de 1972 hasta mediados de 1973), y la mor-



talidad {de 122) se debid a que Salmonella typhi era resistente al an
tibidtico de primera eleccidn, el cloranfenicol, asi como a las sulfo

namidas, la tetraciclina y la estreptomicina.

Kuperszotoch-Pertonoy, en el Centro de Investigacién y Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional {CINVESTAV-IPN), aisld -
cepas de E. coli de nifios con diarrea, internados en el Hospital In—-
fantil. Menos de 1% resultd sensible a los 14 antimicrobianos que se
probaron, 1,5% fué monorresistente y 97% multirresistente. La resis--

tencia a siete antibidticos fué el patrdn mas frecuente (31,4%).(3)

Lopez-Alvarez, de la F. de M.V.Z. de la UNAM, informd que 94% de
las cepas de E. coli aisladas de charcos de la ciudad de México y 86%
de las cepas enteropatdgenas de lechones fueron multi resistentes. --
Ademas 822 de la E. coli de aves normales fueron resistentes a las ——
sulfunamidas, firmacos que se adicionan con fines profilacticos a los

alimentos de las aves. (29)

Alergias.
Nos concierne esta area sobre la concentracidon de penicilina y -
la po§ibi1idad de exposicidon en leche, pudiendo crear una u otra hi—-
persensibilidad o estimulacidén alérgica, siendo ésta una respuesta in

dividual. (1)

40 U.I. (0.024mg) de penicilina pueden ser suficientes para cau-

sar reacciones en una persona sensible. (Shahani, 1958).

Toxicidad.
Los agentes guimioterapéuticos usados en la clinica médica y ve-
terinaria, son primordialmente tdxicos para las bacterias, sin embar-
go en ciertos casos de ellos pueden tener reacciones peligrosas en el

animal huésped.

Estos efectos pueden ocurrir directamente sobre los tdbulos rena
les los cuales son expuestos a niveles altos considerables como nin--
gin otro en el organismo, o sobre €l VIII nervio craneal en el caso

de aminoglucosidos, o sobre la médula espinal en el caso del Cloran-
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fenicol. (7) Alternativamente la toxicidad pucde resultar de uwna forma
indirecta por destruccién de la flora simbiédtica del tracto gastroin-

testinal .

En nurstro caso, siendo las bacterias productoras de Yogurt, el
objeto de estudio, nos extenderemos a mencionar algunas de sus propie
dades.

La FAO/OMS y la Codex Alimentarios afirman gue ®cl Yogurt es una
coagulacién de la leche producto obtenido de la fermentacidén del aci-
do lLactico a traves de la accion de Lactobacillus bulgaricus y Strep
tococcus thermophilus, estos microorganismos en el produrto final son

viables y abundantes.

S. thermophilus: (38) Cflulas inmoviles, esféricas y ovoides, de
0,7-0,9 micras dc diametro, apareciendo en pares o cadenas, gram posi
tivo. La morfologia de este microorganismo se ve influenciado por el
sustrato y la temperatura de crecimiento, en leche a 45°C forma gene--
ralmente cadenas cortas, en tanto a 30°C muchas cepas aparecen como -
diplococos. A altos niveles de acidez en leche tiene tendencia a for-
mar cadenas largas. En mcdios solidos, las células ocurren en forma -~

muy irregular (turgescentes y en forma de baston).

Las coloniag en medios sdlidos se caracterizan por ser pequefas
y puntiformes como cabezas de alfiler. Tiene un amplio rango de tempe
ratura con un optimo de 40-45°C, minimo de 20°C y maxima de 50°C {no

cvece a S3°C) . Ec termodurico, llegando algunas cepas a sobrevivir --

hasta tratamientos de 80°C/15min. o incluso 85°C/20-30min. Se diferen
cia dc $. lactis en que no produce amonio a partir de arginina y no -
crece en caldo con 2% de NaCl. Es un anacrobio facultativo. Es muy --
sensible fiente a la precencia de sustancias inhibitorias, particular
mente antibidticoc. Es inhibido por 0.01 U.T. de penicilina o Smcg de
cotveptomicina/ml. @e leche. No obestante varia este aspecto en diferen
tes cepas. Ex ronsidevada una bacteria tipica de la leche, siendo es-

te wu wejor medip de crecimiento.

Ee una barteria lartica homofermentativa, produciendo dcido lac-
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tico a partir de azicares en niveles de 35-982 y pequefas cantidades
de otros productos como icido férmico, acético, propidnice, butirico,
isovalerico y caproico, acetoina y pequeflas cantidades de acetaldehi-
do, acetona, etanol y 2-butanona. En leche produce 0,7-0,8% de acido

lactico L(+). Algunas cepas hasta 1%.

Muestra una actividad proteclitica muy débil, algunas cepas son
antagdnicas a otros organismos, es una bacteria catalasa(-). Fermenta
la glucosa, fructosa, lactosa, manosa, sucrosa y debilmente la galac-
tosa. (16,24,41)

No tiene grupo especifico de sntigeno. La estructura del peptido

-glucanan es idéntica a la de S. faecalis (Scheeifer y Kandler, 1967)

Se propone recientemente que S. thermophilus se xreclasifique co-
mo S. salivarius, subespecie thermophilus (Farrow y Coilins, 1984) . -
Estas recomendaciones son basadas en estudios de hibridacién de acido
nucleico y cadenas largas de perfiles de acido graso (Garvie y Farrow
1981. Kilpper-RBalz, et-al, 1982, Farrow y Collins, 1984).

L. bulgaricus {(Orla-Jensen, 1919),(38,24) células inmoviles, en
forma de bastones, individual o en cadenas, de 0,8 a 1,0 por 4 a 6 mi
cras gram positivos. Al ser tenidas con azul de metileno, los bacilos
presentan graanulos de volutina, no apareciendo estos en estado joven.
La temperatura optima es de 40-45°C la maxima 52°C 1la minima 22°C. En
leche a 22°C crece en largos filamentos {ocasionalmente hasta 600 mi-
cras) y en forma irregular. Tambien pueden aparecer bastones irregula
res debido a un enfriamiento demasiado temprano del cultivo. la pre—-—
sencia de antibidticos e higienizantes afectan marcadamente la morio-
logia de esta bacteria. En los lactobacilos se pueden observar colo—-
nias de dos tipos:

- Tipo S (®smooth"): pequenas colonias lenticulares.

- Tipo R {"Rough'’): grandes colonias arborescentes.

A diferencia de L. acidophilus, la mayoria de las cepas no cre—-
cen en caldo con 2% de NaCl y no crece en presencis de sales biliares

Muchas cepas se desarrollan en presencia de 0,4% de fenol. Debido a -
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gue ecsta sustancia es un proBucto de procesos fermentativos en el in-
testino delgado, la resistencia a este producto puede ser usada como

indice de sobrevivencia de los cultivos en el intestino.

Su resistencia frente a antibidticos es mayor que la de S. ther
mophilus. Es inhibido por 0,3-0,6 U.I. penicilina/ml de leche, varian
Qo esto en difercntes cepas. Es una bacteria tipica de 2a leche. Es -
una bacteria anacrobia facultativa, homofermentativa, produciendo has
ta 1,73 D{-) arido laictico en leche. Pegucnas cantidades de compucs--
tos carbonilicos, etanol y acidos volatiles. Entre los componentes -—
carbonilicos e} mas importantc es acetaldehido, scguido por acetona,
? butanona, y trazas de acectoina. Entre los acidos grases es el aceti
co, propionico, butirico, isovalerico, caproico, capriliro y acido ca
pricos. Poseec una actividad proteoitica media, llevande a una relati-
vamente alta acumulacion de aminoacidos libres. Produce peroxide. de -
hidrdgeno por la accidn de la NAD oxidasa. Es un organismo catalasa -
{-). Foscc dc¢bil actividad lipolitica. Fermenta pocos carbohidratos,
el principal la lactosa, glucosa, fructosa y algunas cepas la manosa.
Muchas cecpas exhiben un efecto antagdénico contra microorganismos sa-—-

profitos y patdgecnos. (16).

Simbiosis, se caracteriza por lo siguiente: (20,31)
~ Se reduce cl tiempo dec coagulacidén de la leche de 2-3 hrs. a 45°c -
en lugar de varias horas. .
- £l crvecimiento de S. thermophilus se ve favorecido por la libera--
cién de aminodcidos, liberados de la castina por el L. bulyaricus re-
duciendosc €1 tiempo de generacidén de las células y aumentindose en -
nimero. Después de las primeras horas existe una relacién cocobacilo
de 3-4:1. ’ ,
- Es ycducido el ticwpo de crecimicnto de los estreptococes per el ~-
efccteo advers=o dedl acido l3ctico y la relacion de microorganismos cam
bia aumentando los lactebaciles. .
~ La produccion de arido en la primera parte es per la accion de e¢s--
ticptoroco despucs por el lartobacilo.
- El lactobacilo es cstimulado por el acido formico producido por el

e treptocoeco.
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Impacto del Yogurt en la Salud.
- Flora viva del Yoqurt. L. bulgaricus y S. thermophilus, ninguno for
ma parte de la flora normal del tubo digestivo humano.
- Intervienen los microorganismos del Yogurt combatiendo de diversas
maneras a las bacterias patdgenas.
- Produccidn de acidez.
-~ Inhiben la transferencia de plasmidos R y con ello la propagacidén -
de resistencia a antibidbticos.
- Proteolisis, digestién, absorcidn de proteinas.
- Digestion de grasas.
- Lipolisis y liberacion de acido grasos volatiles.




13

HIPOTESIS

Debido al constante uso de los antimicrobianos en la terapéuti--—
ca, y la adicidn en el pienso del ganado lechero y consecuentemente -
los vestigios de estos firmacos que son eliminados en la secrecidn --
lictea, st espera encontrar cepas de S. thermophilus y L. bulgaricus
antibidético - resistentes de las diferentes marcas comerciales de Yo-
gurt de consumo en Guadalajara Jal.



OBJETIVOS:

l.— Determinar la Susceptibilidad -—
de las Cepas Aisladas de las di
ferentes marcas comerciales de
Yogurt ante 15 Antimicrobianos
ComGnmente Utilizados en 1la

Practica Veterinaria.
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MATERTALES Y METODO
MATERIAL DE CRISTALERIA

MATERIAL ELECTRICO
- Microscopio Optico
~ Agitador para tubo
- Baho Maria
- Bascula Digital
- Balanza Analitica
- Estufa Incubadora
- Horno
- Refrigerador

- Autoclave

MATERITAL BIoLocrco
- Cultivos Puros de cepas de S. thermophilus y L. bulgaricus aisladas
de muestras de Yogurt Comercial.

- Leche de Vaca Pasteurizada.

MEDIOS DE CULTIVO BACTERIOLOCICOS
- Agar Lactico, de Composicidn: g/1000mlL de Agua Destilada.

Triptona (pecptona de Caseina)-——--———- 20.0 g
Extracto de Levadura-~——=———————ewe—w—_- 5.0g9g
Gelatina-=-——e oo 2.5g
Glucosa~~=~———=—m==- ————— --S5.0g
Lactos8—-——cm o 12.8 g
S3Carosa-——~——-—mmmm e e 5.0 g
Cloruro de Sodio-==—=-—ermemmm e 4.0g
Acetato de Sodio—-——-m—mmmmmem 1.5g
Acido Ascorbico-------mommmrmm e 0.5 g
AgAT m e e e e e 1S.0 g

pH Final ajustado a 6.5. Esterilizar a 121°C/1S min.
- Mcdio BJ, de Composicidn: g/1000ml de Agua Destilada.

Triptona (pcptona de Caseina)----—--—— 30.0 g

Extracto de levadura--—---——-—--omeomuo 5.0 g

Extracto de Carne--—--—~-—ccmeem—eee—o 2.0 qg



Lactosa - - 5.0 g
KH, POy —~—~-——==-~—m——emmmmmmmmmmmem = 5.0 g
Agar*-—-- - ——— 15.0 g

* Para medio Sélido.
pH Final ajustar a 6.5. Esterilizar a 121°¢/1S min.

- Agar Mueller-Hinton.

REACTIVDS, COLORANTES, INDICADORES Y OTROS
- Equipo para Tincién de Gram
- Azul de Metileno
- Alcohol al 70%
- Agua Oxigenada
- Agua Destilada
- Soporte Universal con aro metalico y tela de asbesto
- Pinzas
- Mechero Bunsen
- Mechero Fisher
- Gradilla Met3lica
- Tijeras
- Asas Bacterioldgicas
- Algoddn y Gasa
- Hisopos de Madera
- Reloj de Laboratorio
- Regla o Vernier
~ Espatula

~ Sensidiscos con los siguientes antibidticos. **

ANTIBIOTICO CONCENTRACIONY
Ampicilina---=——-=——=—--~ —m e —— 10 mcg.
Penicilina G*-~———--- - -- 10 U.I.
Cloranfenicol®————mme—mm o e e 30 mcqg.
Tetraciclina® —m——————— --—— 30 mcyg.

S Eritromicing—-eem— e e e 15 mcqg.
Estreptomicina*—-- - ~- 10 mcg.
Neomicina™® e 30 mcqg.
Bacitracina®——————m o e 5 U.T.

Polimixina BX————————m e e 300 U.T.



ANTIBIOTICO CONCENTRACIONY+
Kanamicing--——=m———momm e e 30 mcqg.
Gentamicing-———————m e e e 10 mcqg.
Lincomicing-----~——-—-—-—- ---- 2 mcy.
Trimetoprim--Sulfametoxasol———-—————=————e—m—m 25 mcy.
Novobiocinga-~-—==——m—v—m e 30 mcg.
Cefalotina----———smmommme e 30 mcqg.

* Antibidticos Utilizados en Terapia de Mastitis Bovina.

+ Se utilizardn las concentraciones de los discos de "Alto Poder®.

(21,28)
**Sensidiscos Elaborados Comercialmente.
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METODOLOGIA

Se recolectaron muestras de yogurt comercial no caducadas. las -
marcas comerciales del producto son las gue se consumen en esta re—-

gion de Cuadalajara Jal.

Teniendo ya las muestras se procede a aislar de cada una, cepas
de S. thermophilus y de L. bulgaricus mediante técnicas microbiologi-

cas ya conocidas(2,12,17)
Para el aislamiento de L. bulgaricus se utilizd el agar Lactico
(19) asi para S. thermophilus se utiliz6 el medio HJ, amhos medios ya

descritos.

Cuando se obtuvieron los cultivos puros (previamente identifica-

. dos mediante pruebas opticas y bioquimicas) (30,38) se pudo medir su

susceptibilidad a algunos antibidticos comunmente usados en medicina
veterinaria, alqunos especialmente en terapia de mastitis bovina y --

otras enfermedades infecciosas. (34,39)

Las observaciones Opticas y pruebas bioguimicas utilizadas para
la identificacion de los microorganismos aislados fueron:
- Tincidén de Gram.
- ' con azul de metileno.
- Prueba de la catalasa.

- Reduccién de nitratos.

MANEJO DEL MEDIO
Se manejdé en esta prueba de susceptibilidad el medio Mueller Hin

ton en L. bulgaricus y S. thermophilus, agregando .5% de Lactosa.

Una vez solidificado el medio de pasaron a refrigeracién a 2-8°C
Antes de usarse las cajas se incubaron a 35°C con la tapa entreabier-
ta para eliminar el exceso de humedad de la superficie durante 10-20

minutos.

Las cajas que tenian gotas de humedad en el medio o en la tapa

se deshecharon.



MANEJO DE LOS DISCOS
Los discos de papel filtro estuvieron almacenados en refrigera--—

cién a 2-83°C o en congelacidén a -14°C en distintos recipientes.

Los discos de Penicilina y Cefalosporina se congelaron para ase-
gurar su potencia. Si se utilizaban antes de una semana se podian man

tener a 2-8°C.

INOCULACION
Con una asada se tocaron de 4 a S colonias del cultivo puro v se
inocularon en 4 a 5 ml del medio de cultivo HJ o Liactico, segin el -
medio s6lido que se haya utilizado para el cultivo puro. Se incubaron

a 40-45°C hasta que aparecia la turbidez (usualmente 16-20 hrs).

La turbidez se ajustd con caldo lactico o HJ estéril usando la -
referencia del tubo de 1.0 de la escala de MAC. FARLAND. (28)

La suspensidén ajustada del inoculo no permanecia mas de 15 a 20

min. antes de sembrarla en la caja de petri.

FPara inocular el agar se utilizd un hisopo el cual se humedecia
con la suspensién, se quitaba el exceso presionando y girando el hiso
po sobre la pared interna del tubo. Se estrio el medio en tres direc-~
cioncs para obtener un inoculo uniforme. Se efectuo un dltimo barrido

dcl hisopo sobre el reborde de la caja de petri y el agar.

Se dcjaron reposar de 3 a 5 min. para que secara el inoculo, pe-~

ro no mas de 5 min. y entonces se colocaban los discos.

COLOCACION DE LOS DISCOS
Los discos se colocaron antes de 15 min. después de haber inocu-
lado la placa. Se presionaron los discos sobre el agar para asegurar
un contacto completo con la superficie. Los discos se colocaron con -

pinzas cstériles.

La distribucidn espacial de los discos fue de 4 a 5 en cajas de

100 mm
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RESULTADOS

De las 18 muestras de diferentes marcas comerciales de Yogurt, -
seleccionados para desarrollar el presente estudio la totalidad pre--
sento en smbac cepas simbibticas ya sea L. bulgaricus o S. thermophi

lus por los menos una resistencia intermedia a algun antibidtico.

las muestras se clasificaron de acuerdo a las posibles proceden-
cias de las cepas empleadas en la manufactura del producto, en base a

tres criterios:

A} Producto Elsborado en México por empresas Nacionales.
R) v v v v v 4 Transnacionacionales.

C} d de Importaciodn.

Entre las cepas gue resultaron mas sensibles en relacidn al mame

ro de antimicrobianos utilizados se encuentran:

L. bulgaricus

Cepa No. 3 ——--—- 95%
' ' b ————— 95%
' ' 8 ~——— 903
¥ ’ 9 9532
' ' 10 ~————— 953
' ' 11 - 853
g ’ 16 ~———m— 903
d ' 17 —————~ 90%

Cepas No. 3 ————— 953
¥ ' 9 - 95%
* ’ 10 ————— 953
' ’ 15 —————- 852
’ ' 17 ————— -

Las cepas gque mostraron con mayor frecuencia resistencia, en re-
lacién al nimero de antibioticos utilizados fueron:

L. bulgaricus
Cepa No. 1 ——=-——- 26%



Cepa No. 7 —————- 663
’ ’ 13 —————- 33%
' ’ 19 —————- 303

Cepa No. 2 ——-——~-— 26%
’ ’ 7 ————— 563%
’ LA | QS 303
' ’ 13 —————- 302
' ' 16 —~=——- 333
’ ' 18 ————- 403

Los antibidticos gue mostraron mayor actividad bioldgica respec-

to a las cepas estudiadas fueron:

En L. bulgaricus

CENTAMICINA =~ —-——-- 833
CEFALOTINA ———m—m 10032
TETRACICLINA  —=————— 8332
CLORANFENICOL —=——=mn 3332
ERITROMICINA  —---—- 1003

En S. thermophilus

AMPICILINA  —————- 833
GCENTAMICINA  -—-~—--- 8332
CEFALOTINA ——~-—= 100%
CLORANFENICOL —-———-—- 903
ERITROMICINA  -——~—— 903

En cuanto a los antimicrobianos gue menor actividad biolégica --

presentaron respecto a las cepas probadas fueron:

En L. bulgaricus

BACITRACINA  ~—=—-- 393
LINCOMICINA  —----- 623
FOLIMIXINA B  —————v 243
TRIM, ~ SULFAM. -——-—- 6732

En S§. thermophilus
RACITRACINA  —————- 222
LINCOMICINA @ —————- 453
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POLIMIXINA B —————- 17%
KANAMICINA Az  —————-~ 392
TRIM. - SULFAM. -————- 50%

Durante la investigacidn se presentaron algunas eventualidades -
como:
Problemas con el aislamiento de las cepas.
Manejo del medio. '

. Ajuste del inoculo.

En las muestras numeros 6, 12 y 14 no fue posible aislar la cepa

que se suponia presente de S. thermophilus.

Los resultados para cada una de las cepas aisladas, se encuen——
tran tabulados en las tablas 1 y 2 para L. bulgaricus y S. thermop]z_l_'i

lus respectivamente.
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En las siguientes graficas se muestra la susceptibilidad de las

cepas aisladas en relacidén al numero de antibidticos utilizados y por

grupo de procedencia.

1. Susceptibilidad de L. bulgaricus

100
B0 | e a
E:' Li Nal.
60 b memenes /._.i A e p
?5 Transnal.
40 | ... B 7 U .
¥+ Import.
20 B ML
o B n il
S I R
2. Susceptibilidad de S. thermophilus
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60 | . _. E
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DISCUSTION

Es bien conocida la alta sensibilidad de los microorganismos em-
pleados en la elaboracién de productos lacteos fermentados, en espe--
cial del yogurt, no obstante se aprecia en general por los resultados

obtenidos una importante frecuencia de cepas antibidtico resistentes.

Es importante considerar en primer término tanto los patrones de
resistencia natural de los tipos de microorganismos involucrados en —
este estudio, asi como el espectro de accidén de los farmacos antibac-

terianos empleados.

De acuerdo a la hipotesis planteada se observa en la tabla de re
sultados para L. bulgaricus, que de las 18 muestras probadas un total
de 10 cepas resultaron resistentes a por lo menos un antibibtico, ha-
biendo otros que fueron resistentes hasta 7 antimicrobianos. Asi mis-
mo en las cepas de S. thermophilus de 18 cepas 12 presentaron resis--
tencia a por lo menos un antimicrobiano, presentandose en la cepa 12

resistencia a 7 antibacterianos.

La variacion entre los patrones de sensibilidad, entre cepas de
una misma especie microbiana pueden cambiar significativamente, en es
pecial en relacidén a la presidn de seleccién a gue filogenéticamente
han sido sometidos por la presencia de antimicrobianos en el ambiente
de desarrollo.

Por esto son explicables diferencias de sensibilidad en diferen-
tes cepas de una misma especie de lactobacilo, por ejemplo: La cepa -
de L. bulgaricus 488 es sensible a 0.10 U.I./mL de Penicilina y la ce
pa de la misma especie V12 es sensible a 0.05 U.I./mL de Penicilina.
(37}

La elevada sensibilidad de algunos microorganismos, como: S. ——
thermophilus, B. subtilis, B. cereus, B. stearothermophilus, entre --
otros, han sido utilizados en las técnicas rutinarias para deteccidn

de residuos inhibitorios en leche. [8)
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Sabiendo ya los efectos que traen los vestigios de antibidticos
en la industria liactea se ha sugerido e intentade el desarrollar ce--
pas de lactobacilos multirresistentes, para evitar las pérdidas por -
fallas en la coagulacidn de productos lacteos fermentados (Yogurt, --
queso, etc.).(11) En este sentido y por los resultados del presente -
trabajo, poseen estas caracteristicas las cepas aisladas de las mues-
tras No. 7 y 12 en L. bulgaricus y 12 y 16 en S. thermophilus, princi

palmente.

En relacion al criterio sobre procedencia empleado para clasifi-
car las muestras, no fue posible establecer una particularidad por --

grupo de muestra.

Las variaciones mas evidentes se aprecian en relacidn a la cepa

y al antibiotico.

El objetivo del estudio fue medir y establecer comparativamente
la sensibilidad de las cepas aisladas a concentraciones dnicas y cons
tantes de sustancias antibacterianas, para comprobar con solo esta me
dida si existian diferencias importantes entre las cepas, lo gque que-
do evidenciado, con lo que se espera que la presencia de antibidticos
en leche afecte de manera diferente el proceso de coagulacidn segun ~
la cepa involucrada, aunque légicamente el tipo de medicamento presen
te y su concentracién, adem3s de inducir a la resistencia al farmaco

de diferentes especies bacterianas.

Es importante considerar en terminos generales que en teoria la
resistencia de estas cepas es susceptible de ser transmitida a otras
bacterias, incluso patdgenas, en el tubo digestivo, por diferentes me
canismos. Esto tiene particular importancia cuando la resistencia se

reficre a farmacos cmpleados en la terapfutica humana.

Por otro lado, cepas con resistencia a antibidticos en particu--
lar a 8 lactamicos y Estreptomicina, desde el punto de vista comer--—
cial serian deseables porgue concentraciones residuales de estos medi
camentos no afectarian en la fermentacidn y por tanto no producirian

pérdidas en la industria lictea per fallas en la coagulacién.
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Respecto a las eventualidades presentes en el proceso metodologi
co, se tuvieron problemas en el aislamiento de las cepas a tratar, ya
que en la mayoria de las muestras de Yogurt se presentaron una gran -

cantidad de contaminantes microbiolégicos, sobre todo de levaduras.

Referente al medio, el Mueller Hinton se ajustdo a pH 6.5 ademas
se le adiciondé 0.5% de lartosa ya que el almidén, carbohidrato propio
del medio, al parecer no era fermentado por las bacterias lacticas --—

del Yogurt.

Otro punto fue el ajuste del inoculo para la siembra en el M.H..
Se utilizd el inoculo 1.0 de la escala de Mc. Farland ya que con el -~
inoculo 0.5 de la escala presentaba un crecimiento muy pobre, al pare
cer debido a que tanto S. thermophilus como L. bulgaricus son bacte—-

rias de dificil crecimiento en medios sdlidos.

De las muestras 6, 12 y 14 donde no se pudo aislar a S. thermo-
philus a pesar de los repetidos muestreos, hipoteticamente se tienen
dos puntos por la cual no aparecen estas cepas en el Yogurt.

1. Que las marcas comerciales correspondientes no esten manejando la
cepa S. thermophilus, esto con fines econdmicos.

2. Que las marcas comerciales correspondientes esten manejando leche
con residuos de antibiéticos y por esta razén S. thermophilus por
su alta sensibilidad a los antimicrobianos se inhiba su crecimien-

to.



CONCLUSIOIN

La sensibilidad resultante, en relacién a los 15 antimicrobianos
utilizados, tanto de las cepas de L. bulgaricus y S. thermophilus de
las 18 muestras seleccionadas de Yogurt comercial, vario desde un 26

a un 95%.

La actividad bioldégica gque presentaron los 15 antibidticos usa--
dos en la prueba en relacidn a las cepas, fue desde un 100 en la Ce-
falotina hasta un 17 a 342 en la Polimixina B y un 22 a 39% en Baci--

tracina.

Los residuos de antibidticos en leche trae consecuentemente pro-
blemas miltiples de salud, entre alergias, toxicidad y resistencia --
bacteriana. Concretamente, solo en un derivado lacteo como lo es el -
Yogurt, el presente estudio demostro la presencia de cepas antibioti-
co-resictentes en diferentes muestras, cepas gque nos hacen pensar en
una posible transmisién de resistencia a otras bacterias gue podrian
ser patogenas. Otro punto de vista, que se debe considerar tambien es

su repercusion econdmica.

Las modificaciones gue se hicieron al método Kirby-Rauer fueron

de acuerdo a los reguerimientos de los microorganismos probados.

Se espera que el presente trabajo apoye otras inveétigaciones -
que se hacen referente & los vestigios de antibidticos y sus repercu-
siones, asi como tener una mejor inspeccién y vigilancia sanitaria en
nuestros productos alimenticios de consumo diario para mejorar la sa-

lud piblica dec nuecstra poblacién.
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