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Resumen

La presencia de bacterias patdgenas resistentes a antibiéticos es un problema
importante en todo el mundo. En el estado de Hidalgo, no existen estudios
disponibles sobre la presencia de bacterias patdgenas resistentes a antibidticos en
alimentos y en el medio ambiente. Se determiné la presencia de cepas de
Salmonella resistentes a antibidticos en 905 muestras de alimentos y materiales
ambientales recolectados en la ciudad de Pachuca y en el valle del mezquital. Se
emplearon procedimientos estandarizados para el muestreo, andlisis e
identificacion de Salmonella, asi como para la determinacion el perfil de resistencia
a antibidticos. Se comparé ademas el comportamiento de cepas de Salmonella
resistentes a antibidticos contra no resistentes en cilantro, zanahoria, aguas negras
y suelo. Finalmente, se determin6 la relacion filogenética de las cepas de
Salmonella aisladas mediante electroforesis en gel de campos pulsados. Se
aislaron cepas de Salmonella multiresistentes a antibidticos con una frecuencia
variada en todas las muestras analizadas; el mayor porcentaje de positividad se
registré en la carne cruda de res y pollo. No se observo diferencia significativa entre
el comportamiento de las cepas de Salmonella resistentes antibidticos y las no
resistentes en los materiales analizados. Los perfiles filogenéticos de las cepas de
Salmonella asi como de los de resistencia a antibiéticos siguieren fuertemente que
la fuente de contaminacion con Salmonella resistente a antibioticos de la mayoria
de las muestras analizadas (alimentos y suelo de cultivo) son las aguas negras del
Valle del mezquital. Finalmente, se encontré que extractos de calices de Jamaica
ejercen un efecto antimicrobiano sobre las cepas de Salmonella resistentes a

antibioticos por lo que pueden ser una alternativa para su control.
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1. Introduccién

La resistencia de las bacterias a los antibidticos es un problema mundial. En un
reporte publicado en meses recientes por la Organizacion Mundial de la Salud, se
expresa la preocupacion por el avance de la resistencia de las bacterias a los
antibiéticos, con las fatales consecuencias que estan teniendo en la humanidad, y
con las mas que se podrian presentar al llegar a generarse bacterias resistentes a
todos los antibiéticos conocidos y no contar con alternativas para su control.

El problema de la resistencia de las bacterias a los antibioticos radica no sélo en el
hecho de la adquisicion de resistencia, sino también por que con frecuencia estas
bacterias se vuelven mas virulentas y peligrosas para la poblacion, con respecto a
las bacterias no resistente. Ademas de que existen evidencias cientificas que
sugieren que estas bacterias resistentes podrian adquirir resistencia cruzada contra
factores como el pH, elevada temperatura, desecacion, entre otro, lo que les
permitiria por un lado tener una muy baja dosis infectante y por el otro, sobrevivir y
persistir por mas tiempo en el medio ambiente en comparacion con las bacterias no
resistente a antibioticos.

Las bacterias resistentes a antibiéticos pueden llegar a los alimentos a partir de
diferentes fuentes mediante distintos mecanismos de contaminacion. No obstante,
se reconoce que las principales fuentes de contaminacion son la materia fecal de
animales infectados y las aguas negras contaminadas con materia fecal.

A pesar de estar prohibido el uso de materia fecal no tratada como fertilizante de

cultivos agricolas y la irrigacién de los cultivos con aguas negras o residuales no
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tratadas, con frecuencia en México éstas malas practicas son realizadas por los
agricultores y campesinos.

El estado de Hidalgo cuenta con el sistema de riego con aguas residuales mas
grande del mundo conocido como el Valle del Mezquital, una zona agricola donde
se utilizan las aguas negras no tratadas de la ciudad de México para riego desde el
afo 1912 y el estiércol de ganado es utilizado como fertilizante organico. Estas
practicas incrementa el riesgo de contaminacion de los cultivos y de los alimentos
con bacterias patdgenas, como Salmonella, resistentes a antibiéticos.

Se reconoce el papel de los alimentos como vehiculo de microrganismo patégenos,
Salmonella por ejemplo. Diferentes serotipos de Salmonella se han aislado en
México a partir de distintos alimentos tanto céarnicos, lacteos, frutas, hortalizas y
alimentos preparados. Y de hecho, las infecciones provocadas por Salmonella spp.
y S. Typhi son endémicas en México; en el periodo de 2012 and 2014, un total of
298,162 casos de salmonelosis y 158,141 casos de fiebre tifoidea fueron reportados
en nuestro pais.

A pesar de ser México un pais endémico de salmonelosis y de que Salmonella se
aisla con frecuencia de los alimentos y el medio ambiente en nuestro pais, poco se
sabe sobre la presencia y diseminacion de cepas de Salmonella resistentes a
antibiéticos en el medio ambiente y alimentos, asi como de las fuentes de
contaminacion de las cepas resistentes a antibidticos.

El conocer la prevalencia y diseminacion de las cepas de Salmonella resistentes a
antibioticos en el ambiente y los perfiles de resistencia a los antibioticos, asi como
las fuentes y mecanismos de contaminacion de los alimentos con estas cepas

resistentes, contribuiria al disefio de medidas racionales y eficaces para prevenir los
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dafios provocados por estas cepas resistentes asi como para el control de este tipo
de patégenos tanto en el medio ambiente como en los alimentos. Podria servir
ademas como apoyo al sector salud en la eleccion de antibidticos adecuados para
el tratamiento de la salmonelosis provocada por cepas resistentes a antibidticos.
Adicionalmente, es necesario contar con alternativas de antimicrobianos que
puedan utilizarse, no solo como sustitutos o apoyo de los antibidticos para
administrarse al humano o animales de abasto, si no también, para su uso en
alimentos como desinfectantes o aditivos para el control de las cepas resistentes a
antibiéticos. Ante esto, los antimicrobianos de origen vegetal surgen como una
alternativa viable. Recientemente, se ha encontrado que los calices de jamaica
(Hibiscus sabdariffa) ejercen un efecto antimicrobiano sobre diferentes
microrganismos patdégenos, no obstante, no se ha investigado su efecto sobre cepas
de microrganismos resistentes a antibiéticos. Los antimicrobianos de los célices de
Jamaica podrian ser una alternativa de antimicrobianos para el control de
Salmonella resistente a antibioticos.

Por tal motivo, en el presente estudio se determind la prevalencia y relacion
filogenética de cepas de Salmonella resistencia antibiéticos en el medio ambiente y
alimentos de la ciudad de Pachuca y el valle del Mezquital, también el
comportamiento de cepas de Salmonella resistentes y no resistentes a antibiéticos
en alimentos y muestras ambientales, y se investigo el efecto antimicrobiano de

extractos de calices de Jamaica sobre cepas de Salmonella resistentes antibiéticos.
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2. Antecedentes

En la etiologia bacteriana, se incluye una amplia variedad de microorganismos
productores de diarrea, y como parte de la familia Enterobacteriaceae, se
encuentran diferentes géneros con dicha capacidad (Molina y col., 2010). Tal es el
caso de Salmonella agente causal de diferentes infecciones intestinales conocidas
como salmonelosis, su habitat natural es el intestino del hombre y de los animales,
ademas de encontrarse también en medios contaminados con excremento humano
y de animales (Huss, 1999). En los ultimos afios se han clasificado mas de 2,500
serovares de Salmonella que pueden ser moviles o inmoviles, solo 200 han sido
asociados con enfermedad humana y se considera que el género esta integrado por

dos especies: Salmonella bongori y Salmonella entérica.

Desde el punto de vista epidemiolégico, el comité de expertos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y muchos otros autores coinciden en que el género

Salmonella se le puede agrupar en tres grupos: ( Malbran, 2001).

a) Los que infectan solamente a personas, incluye: Salmonella typhi,
Salmonella paratyphi A, Salmonella paratyphi B y Salmonella paratyphi C.
Este grupo incluye a los agentes de la fiebre tifoidea y paratifoidea que son
las mas graves de las enfermedades producidas por Salmonella

b) Los que pueden adquirirse al consumir alimentos, incluye: S. gallinarum
(aves), S. dublin (bovinos), S. abortus-equi (equinos), S. abortus-ovis

(ovinos) y S. cholerae-suis (cerdos)
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c) Serovares inadaptados (sin preferencia de hospederos).Patégenos para
humanos y otras especies animales, e incluyen a la mayoria de los serovares

transmitidos por alimentos.

Salmonella una vez dentro del huésped inician el proceso biolégico infeccioso del
cual se conocen tres formas clinicas de salmonelosis en el ser humano: (Caballero,

2008).

- Gastroenteritis, causada por S. typhimurium y S. enteritis
- Fiebre entérica, transmitida por S. typhiy S. paratyphi

- Enfermedad invasiva sistémica, ocasionada por S. cholerasuis

2.1. Generalidades de Salmonella

El género Salmonella fue creado en 1900 por Lignieres y se le denomind asi en
honor del Dr. D.E. Salmon, bacteri6logo norteamericano codescubridor y que
describié por primera vez la Salmonella entérica (anteriormente conocida como
cholerae-suis). La Salmonella es un género bacteriano que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, integrado por gérmenes de forma bacilar, no esporulados,
habitualmente moviles mediante flagelos peritricos, aunque existen mutantes
inmoviles. Son organismos Gram negativos, aerobios-anaerobios facultativos,
fermentan la glucosa con produccion de gas, no fermentan la lactosa, reducen
nitratos a nitritos, son citocromo-oxidasa negativo, la mayoria de las especies
producen sulfuro de hidrégeno, forman colonias tipicas sobre medios de cultivo
sélidos y poseen caracteristicas bioquimicas y serologicas definidas. Pueden

desarrollarse en un amplio abanico de temperaturas que oscilan entre los 7°C y los
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48°C. Presentan un pH de crecimiento 6ptimo entre 4 y 8 y se desarrollan en

ambientes con una actividad de agua del orden de 0.93 (Pascual y Calderén, 2000).

Como bacteria Gram negativa su pared se encuentra constituida por una cubierta
externa, que recibe el nombre de membrana externa de la pared, formada por una
bicapa de fosfolipidos, proteinas, carbohidratos y lipopolisacéaridos (LPS), el que a
su vez esta formado por el antigeno O de la naturaleza polisacéarido, especifico de
especie altamente variable, presenta ademas, una porcién central o antigeno
comun y el lipido A, constituye esta Ultima porcion la parte toxica de lipopolisacérido
0 endotoxina. La segunda capa de la pared se encuentra constituida de
peptidoglicano o mureina, unida a la membrana externa a través de estructuras
conocidas como lipoproteina, encontrandose entre ambas capas el espacio
periplasmico. Sobre la superficie de la pared celular se encuentra el antigeno vi o
K, estructura capsular localizada en S. entérica ser. Typhi, S. entérica ser. Paratyphi
C y S. entérica ser. Dublin. El tercer antigeno de importancia en el género

Salmonella lo constituye el antigeno H o flagelar (Molina y col., 2010).

2.1.1. Caracteristicas ecoldgicas

Salmonella se encuentra distribuida por todo el mundo y es universalmente
conocida como agente zoondtico. La distribucion ubicua de Salmonella en el
ambiente, su prevalencia en la cadena alimentaria global, su adaptabilidad
fisiologica para cambiar segun el ambiente, su resistencia a las condiciones
adversas, su virulencia, la impredecible patogenicidad de sus cepas invasivas, la
prevalencia de los serotipos resistentes a antibiéticos, el continuo incremento global
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de los casos de salmonelosis humana y su impacto econémico en la industria
alimentaria, hacen necesaria la continua vigilancia y control a todos los niveles, de

la produccién de alimentos.

Salmonella vive en el tracto intestinal de los animales infectados, incluido el hombre
y se excreta a través de las heces, pudiendo permaneces viable en el material fecal
durante afos fuera del huésped y transmitirse a los humanos a través del contacto
de las manos con los animales o con todo aquello que haya sido contaminado por
las heces, ya sea la paja de los lechos de los animales, la comida, las patas, el suelo

e incluso la piel. La comida, los piensos y el agua son vehiculos primarios

2.1.2. Factores de sobrevivencia

La frecuencia de aislamiento y sobrevivencia de Salmonella en el medio ambiente
y otros sustratos esta determinada por factores ecolégicos como la temperatura,
actividad de agua, pH, potencial de Oxido-reduccion, exposicion a agentes
germicidas, la composicion del material en que se encuentra y la humedad
ambiental. El tiempo de sobrevivencia del microorganismo varia de dias hasta

meses, los tiempos mas prolongados se observan en polvo, pasturas y ropa.

Es importante resaltar que el grado de sobrevivencia en heces de pende de la

especie animal (Torres Vitela y col., 2013).
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Tabla 1. Sobrevivencia de Salmonella en diferentes materiales

Material Sobrevivencia
Suelo 200 dias

87 Ropa 228 dias
Fundas de plastico 93 dias

Polvo 300 dias
Materia fecal de roedores | 148 dias

Materia fecal de bovinos

Mas de 1000 dias

Cascaron de huevo

De 31 a 350 dias

Agua de la llave

87 dias

Agua de pozo

115 dias

Fuente: Fernandez Escartin, 2000.

Cuando el germen enfrenta condiciones de estrés fisioldgico por efecto del calor,

congelacion, desecacion, acidez, substancias microbianas, escases de nutrientes y

otros agentes, responden sintetizando nuevas proteinas que concentra fuera de la

membrana (Fernandez Escartin, 2000).
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2.2. Diseminacion clonal

El término de clonacion de se utiliza en dos sentidos: en uno de ellos literalmente
se refiere al acto de producir muchas copias idénticas de una molécula de DNA. Sin
embargo también se utiliza para describir la separacion de un fragmento concreto
de DNA (a menudo un gen en particular) del resto del DNA de la célula debido a
gue su aislamiento se ve facilitado por etapas en las que se generan muchas copias
idénticas del DNA de interés (Alberts y Dennis, 2006). En otras palabras, todas las
células bacterianas que presentan caracteristicas genotipicas y fenotipicas
idénticas son consideradas como clona (Forbes y col., 2009). La diseminacion en el
ambiente de estas ceélulas se debe a la replicacion del cromosoma, y se realiza

mediante mecanismos y fuentes de contaminacion, descritos mas adelante.

2.3. Casos de salmonelosis en México

En México Salmonella spp. y S. Typhi son endémicas, durante el periodo de 2009
a 2014 se presentaron 677, 317 casos de salmonelosis y 328,180 casos de fiebre
tifoidea (Secretaria de Salud 2015). A continuacién se mencionan algunos brotes
ocasionados por este microorganismo. A principios de 1972 se inicié en México una
epidemia de fiebre tifoidea en el Estado de Hidalgo y el Distrito Federal, producida
por Salmonella typhi, la cual presentaba resistencia multiple a cloranfenicol,
tetraciclinas y estreptomicinas. Para el aiio 1989 se registraron 72 754 casos de
salmonelosis y 10 939 casos de fiebre tifoidea (Parrilla y col., 1993). Durante 1998
también en México se presentd un brote de infeccidon gastrointestinal en 155

trabajadores de un hospital. Se estudio a todo el personal que presenté sintomas y
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aquellos asintomaticos que ingirieron alimentos durante el mismo periodo y en el
mismo lugar, llegando a la conclusion que este brote se presentd por consumir tortas
preparadas con huevo, papa y carne con insuficiente coccién (Chavez y col., 2001).
En el afio 2012 se presentd en Acapulco una intoxicacién de 355 personas, en su
mayoria nifios por el consumo barbacoa y pastel con motivo del festejo del dia del
nifio (CNN México 2012). Uno de los brotes reportados recientemente sucedio en el
estado de Michoacan afectando a 150 personas (Vazquez y col. 2014), debido al
consumo de caldo de camardn y agua de meldn. En el Estado de Hidalgo los brotes
de salmonelosis reportados sucedieron en el afio 2011, donde 46 personas
resultaron intoxicadas y una persona fallecié por el consumo de carne de res
ahumada contaminada (El universal, 2011), y en el 2012 se intoxicaron 193

personas por el consumo de crema pastelera (El independiente, 2012).

2.4. Inocuidad alimentaria

Cuando se habla de inocuidad de los alimentos se hace referencia a todos los
riesgos, sean cronicos o agudos, que pueden hacer que los alimentos sean nocivos
para la salud del consumidor. El concepto de calidad abarca todos los demas
atributos que influyen en el valor de un producto para el consumidor. Engloba, por
lo tanto, atributos negativos, como estado de descomposicién, contaminacion con
suciedad, decoloracion y olores desagradables, pero también atributos positivos,
como origen, color, aroma, textura y métodos de elaboracién de los alimentos. Esta
distincién entre inocuidad y calidad tiene repercusiones en las politicas publicas e

influye en la naturaleza y contenido del sistema de control de los alimentos mas
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indicado para alcanzar objetivos nacionales predeterminados (FAO 2015). La
inocuidad alimentaria es la condicion de los alimentos que garantiza que no
causaran dafio al consumidor cuando se preparen y /o consuman de acuerdo con
el uso al que se destinan, implica a los agentes fisicos, quimicos o microbiolégicos
que pudieran contaminar los productos agroalimentarios, es decir, esos
microorganismos que no se ven pero hacen dafio (IAOM, 2015). La inocuidad es
uno de los cuatro grupos béasicos de caracteristicas que junto con las nutricionales,
las organolépticas, y las comerciales componen la calidad de los alimentos. El
interés por la seguridad en los alimentos se ha incrementado en la mayoria de los

paises.

2.5. Mecanismos de contaminacién

Los alimentos estan expuestos a la contaminacion a lo largo del proceso de
elaboracion o incluso antes. Desde la obtencion de las materias primas hasta su
consumo puede darse en cualquiera de los multiples procesos de la cadena
alimentaria, siendo los momentos mas criticos su manipulacion, preparacion y

conservacion (Garcia y col., 2009).
Los factores mas frecuentes de contaminaciéon alimentaria son:

- La conservaciéon de alimentos a temperatura ambiente.

- Refrigerar de forma insuficiente.

- La coccion insuficiente.

- Locales, maquinaria y utensilios en malas condiciones higiénicas.

- La manipulacién de un producto de forma incorrecta.
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- Preparar grandes cantidades de comida a la vez, pues es mas dificil de
controlar, sobre todo el factor ambiente.
- Elaborar alimentos con mucho tiempo de antelacion.

- Romper la cadena de frio.

En la contaminacion de los alimentos intervienen los agentes transmisores de las
infecciones a los alimentos en buen estado, que reciben el nombre de “vehiculos de

transmision” o “mecanismos de transmisién”; son los siguientes.

2.5.1. Los manipuladores de alimentos (contaminacién directa)

A través de las personas que manipulan los alimentos, cuando lo hacen de manera
inadecuada o poca higiene, pueden transmitir bacterias patdégenas directamente a
éstos bien al hablar, toser o estornudar, ya que al realizar estas acciones
eliminamos saliva y otras secreciones cargadas de estas bacterias; o bien, y sobre
todo, a través de las manos, en especial de las ufias, ya que estan en contacto
constante y directo con otras partes del cuerpo y objetos contaminados. Los
portadores de gérmenes son aquellas personas que los albergan y los eliminan,
porque se encuentran enfermos y permanecen trabajando, lo cual es una
negligencia; o por estar convalecientes con alguna enfermedad, de modo que
mantienen restos de gérmenes en su cuerpo incluso aunque estén curados; o

personas sanas que son portadoras de enfermedades (Garcia y col., 2009).

2.5.2. Suelo y aire (contaminacion directa)

La llegada de los microorganismos patdgenos a los alimentos se puede producir por

diferentes vias. Por ejemplo, el suelo estd cargado de un gran numero de
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microorganismos y parasitos. Estos pueden acceder a las plantas, o ser arrastrados
por las aguas. Ademas, el aire puede levantar corrientes de polvo que transporten
a los microorganismos a los diferentes alimentos. El aire también esta implicado en
la transmisién de microorganismos y de esporas. Esta via de transmision tiene gran

importancia desde el punto de vista higiénico y econémico.

2.5.3. El agua

Las aguas naturales no solo contienen su propia microbiota, si no que pueden
transportar organismos procedentes de suelos, de aguas residuales o de animales
y vegetales (Angel Gil, 2010). Las aguas residuales domésticas son utilizadas en
muchos casos para el riego de los cultivos, llevando millones de microorganismos
patbgenos a los productos. Si el agua se encuentra contaminada, traslada la
contaminacion tanto a los alimentos como a los utensilios que entran en contacto

con ella, al ser cocinados o lavados. Se evita siempre utilizando agua potable.

2.5.4. Insectos, roedores y animales en general

Transportan con ellos en sus pelos, patas e intestinos bacterias patdégenas que
pueden pasar a los alimentos. Especialmente insectos voladores como las moscas,
gue se cargan de gérmenes al posarse sobre la basura y desperdicios, pasandolos
de un lado a otro con suma rapidez en sus desplazamientos, y contaminando

diversos alimentos en lugares diferentes
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2.5.5. Los propios alimentos (contaminacion de origen)

Muchos alimentos son susceptibles de contener pequefias cargas de gérmenes y
sustancias quimicas: frutas, verdura y hortalizas que han sido regadas con aguas
fecales, abonos organicos o cuando se hace un mal uso de los tratamientos
fitosanitarios; pescados y carnes que albergan bacterias vivas que viven en los
intestinos de los animales, y que pueden pasar facilmente a su carne durante el
sacrificio, desarrollandose rapidamente. Por ello, habra que lavar bien los vegetales
y conservar en frio lo mas rapido posible los pescados y las carnes con el fin de
evitar que esas pequefas cantidades de gérmenes se desarrollen (Garcia y col.,

2009).

2.5.6. Contaminacién cruzada

La contaminacion cruzada es la transferencia de virus, bacterias y otras sustancias
dafiinas que se produce cuando se manejan alimentos crudos y cocidos sin la
debida separacion ni diferenciacion de utensilios. Es uno de los factores mas
descuidados y dificiles de corregir en los manipuladores de alimentos, es un
problema de actitud y de concienciacion del manipulador (Armendariz, 2010). Esta
es una de las causas frecuentes de que la Salmonella pueda ser transferida al

humano.

2.6. Antibidticos

Los antibidticos son sustancias que se obtienen por sintesis o naturalmente a partir

de los cultivos de microorganismos. Mediante modificaciones de la estructura
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guimica de un agente obtenido naturalmente, es posible producir agentes
semisintéticos, estos impiden la reproduccion y matan a las bacterias, sin ser
ofensivos para el ser humano (FAO, 2004). La mayor parte de los antibiéticos son
producidos por microorganismos, sobre todo por bacterias del género Streptomyces

y ciertos hongos (Koolman y R6hm, 2004).

2.6.1. Clasificacion

Los antibi6ticos se pueden clasificar atendiendo a diferentes criterios, pero uno de
los mas utilizados es su mecanismo de accién, segun el cual podemos clasificarlos
en los siguientes grupos:

- Antibidticos que inhiben la sintesis de la pared bacteriana: la pared
bacteriana es una estructura rigida que permite a las bacterias soportar la
presion osmética que se desarrolla en su interior sin que se produzcan la lisis
de las mimas. La desaparicion de esta pared conduce al estallido de la
bacteria. Pertenecen a este grupo: penicilinas, cefalosporinas, vancomicina,
quinolonas y fosfomicina, entre otros.

- Antibiéticos que inhiben la sintesis de proteinas en las bacterias: como
consecuencia estas ni crecen ni se reproducen. Entre ellos se encuentran el
cloranfenicol, las tetraciclinas y los macrélidos.

- Antibi6ticos que dan lugar a la formacion de proteinas que no son Utiles para

el germen. A este grupo pertenecen los aminoglucésidos, quinolonas y otros.
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2.6.2. Antibioticos bactericidas y bacteriostaticos

Los antibioticos bactericidas o bacterioliticos destruyen a los gérmenes sensibles.
Los bacteriostaticos no destruyen a los gérmenes, si no que impiden su crecimiento
y multiplicacion, pero si se incrementa la concentracion pueden comportarse como

bactericidas (De Ahumada y col, 2002).

2.6.3. Por su espectro y tipo de microorganismo sobre el que actian

Amplio espectro: se refiere a un antibiético que actiia contra una amplia gama de
bacterias patdgenas, actla contra bacterias tanto Gram-positivas como Gram
negativas.

Reducido: antibiéticos solo activos sobre un grupo reducido de especies (Forrest y

col., 1998; Cancho y col., 2000; Mendoza, 2011).

2.7. Mecanismos de accién de los antibiéticos

Los agentes antimicrobianos actdan por una serie de mecanismos, muy diferentes
entre ellos y cuyos blancos se encuentran en diferentes regiones de la célula
atacada. Las diversas regiones de ataque antibacteriano en general son
consideradas:

* Pared bacteriana

* Membrana bacteriana

* Sintesis de proteinas

* Sintesis de acidos nucleicos
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Las drogas que atacan la pared bacteriana ejercen su efecto a través del bloqueo
de su sintesis. Interfieren con la sintesis de peptidoglicanos, elementos esenciales
de la constitucion de la pared. Los defectos de la pared celular llevan a la lisis
bacteriana. Los agentes activos en la membrana celular bacteriana son las
polimixinas (polimixina B y colistin). Estas drogas son péptidos catidénicos con
actividad de tipo detergente que disrumpen la porcién fosfolipidica de la membrana
de las bacterias Gram negativas. Interfiriendo con la sintesis de proteinas, a
diversos niveles del organoide encargado de su elaboracion, el ribosoma, actia un
cumulo de agentes, a saber: Aminoglucésidos y aminociclitoles, tetraciclinas,
cloranfenicol y sucedaneos, lincosamidas y macrélidos. Dada la complejidad de este
proceso, hay diversos blancos que son impactados por los diferentes agentes
antiinfecciosos. Los agentes que actian a nivel de los &cidos nucleicos son varios
y sus sitios de accién diversos. Entre ellos tenemos a las sulfamidas y trimetopin
cuya accion como antimetabolitos impidiendo la sintesis de purinas los distingue del

resto (FAO, 2004)

2.8. Resistencia a antibi6ticos

La resistencia antibiotica es la capacidad de un organismo para resistir los efectos
de un antibidtico al que originalmente era vulnerable e impacta fuertemente a la
poblacion, a los hospitales y a los servicios de salud del pais. El uso inapropiado de
medicamentos antimicrobianos acelera ese fendmeno natural. Las practicas
inapropiadas para el control de las infecciones propician la propagacion de la

resistencia a los antimicrobianos (OMS, 2013).
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El problema de la resistencia bacteriana tiene repercusiones personales, pero en
realidad es grave problema de salud publica, pues traspasa problemas locales,
regionales e internacionales a través del intenso intercambio de personas y
mercancias. La resistencia antimicrobiana en paises como México, resulta tan
apremiante como otras enfermedades prioritarias tales como la malaria, la

tuberculosis, el cancer o el SIDA (INSP, 2013).

2.8.1. Mecanismos de resistencia

Asi como el primer mecanismo de accion de un agente infeccioso conocido fue el
de las sulfamidas, el primer mecanismo de resistencia conocido también fue el de
los microorganismos a estas drogas. Por consiguiente los mecanismos de
resistencia a los antibioticos siempre han formado parte de la evolucion de las
bacterias como un medio de supervivencia entre competidores productores de
antibioticos. Sin embargo, con la introduccién de los antibiticos en la practica
meédica, las bacterias de importancia clinica tuvieron que adoptar mecanismos de
resistencia como parte de su estrategia de supervivencia (Forbes y col., 2008). Si
bien son varios los mecanismos de resistencia a las sulfas que actualmente se
conocen, podemos decir que la hiperproduccion de PABA fue el primero en
determinarse, siendo el mas conocido. Ademas de la hiperproduccion metabdlica,

otros mecanismos incluyen:
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2.8.2. Inactivacién enzimatica de los antibidticos

Las bacterias expresan enzimas capaces de crear cambios en la estructura del
antibiotico haciendo que este pierda su funcionalidad. Las enzimas beta lactamasas
son las involucradas en este mecanismo. En este caso la enzima, elaborada por la
bacteria, inactiva a la molécula de la droga volviéndola incapaz de actuar, son
capaces de hidrolizar el anillo beta-lactamico que poseen los antibiéticos de esta
familia. Hay que tener presente que este mecanismo es el Unico capaz de inactivar
a la molécula de antimicrobiano. De igual forma, las enzimas modificadoras de los
aminoglucosidos son capaces de modificar estos antibidticos mediante reacciones

de acetilacion, adenilacion y fosforilacion (Livermore, 1991).

2.8.3. Impermeabilidad de la membrana o pared celular

Las bacterias pueden generar cambios de la capa lipidica, aunque la permeabilidad
de la membrana se ve alterada, principalmente por las modificaciones en las
porinas, lo que repercutira en resistencias de bajo nivel a diversos antimicrobianos.
Las porinas son proteinas que forman canales llenos de agua embebidos en la
membrana externa que regulan la entrada de algunos elementos, entre ellos, los
antibioticos. Los cambios en su conformacion pueden llevar a que la membrana
externa no permita el paso de estos agentes al espacio periplasmico (Vila y

Sanchez, 2007).
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2.8.4. Expulsion por mecanismos activos del antibiotico

En este mecanismo las bombas de expulsion operan tomando el antibiético del
espacio periplasmico y expulsandolo al exterior, con lo cual evitan que lleguen a su
sitio de accion. Este mecanismo es frecuentemente utilizado por bacterias gram
negativas (Vila y Sanchez, 2007). Las resistencias a las tetraciclinas pueden se

debidas a este tipo de mecanismos.

2.8.5. Modificacién del sitio blanco del antibiético en la bacteria

El algunos casos hay una reduccion de la afinidad del receptor por la molécula de
antimicrobiano. Una mutacién de la girasa de ADN, por ejemplo, puede dar lugar a
una menor afinidad de las quinolonas por la citada enzima. Otro ejemplo es el
cambio de las enzimas involucradas en la sintesis de acido paraaminobenzoico, lo
qgue da lugar a resistencias a sulfas y trimetoprima, mecanismo que se suma al

mencionado en primer lugar (FAO. 2004).

2.9. Uso de antimicrobianos en animales de consumo

La utilizacién de antimicrobianos y antiinfecciosos en medicina veterinaria tiene
tanta antigledad como su uso médico. Ademas de su uso como agentes
antiinfecciosos terapéuticos, se los ha usado como promotores del crecimiento,
dado que a concentraciones subterapéuticas, por mecanismos no muy bien
esclarecidos, son capaces de aumentar la conversion de alimento (un tema
particularmente discutido actualmente, que se trata por separado en este trabajo).

Hay ademas un grupo importante de agentes que se utilizan como anticoccidiales,
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pero que tienen actividad antibacteriana, entre los que encontramos ion6foros como
la monensina, lasalocid y salinomicina, quinoxalinas, avilamicina, etc. Hay una serie
de productos antibacterianos, en general conocidos como desinfectantes vy
antisépticos, que también comparten responsabilidad en el desarrollo de
resistencias, especialmente por compartir algunos de los mecanismos de bombeo
desde el soma bacteriano, desarrollados por algunas bacterias, con otros
antibiéticos. Incluso algunos metales, como el zinc y cobre que se suelen adicionar
a alimentos animales, pueden seleccionar bacterias por su capacidad de bombeo

hacia el exterior de diversos agentes (FAO, 2004)

2.10. Bacterias resistentes a antibidticos presentes en alimentos

La resistencia bacteriana a los antibioticos es una respuesta predecible y quizas
inevitable del uso de antimicrobianos. Algunos de los antibiéticos usados como
promotores del crecimiento y como medicamentos han planteado riesgos
(indirectos) para la salud humana. La ingesta de alimentos con residuos de
antibioticos pueden conducir a un aumento de la resistencia a las bacterias; esto
principalmente puede implicar: a) transferencia al hombre de las bacterias
resistentes a antibioticos, via ingesta de alimentos, y b) transferencia de factores de
resistencia (factor-R) a partir de bacterias resistentes no patégenas a otra bacteria,
lo cual conduce a difundir la resistencia. El uso de antibiéticos en veterinaria y
agricultura puede contribuir a una presion selectiva sobre los microorganismos, a
reservorios de resistencias, y a vias de transmisién (Cameéan y Repetto, 2012). Las

victimas de una infeccion causada por un germen resistente a los antibiéticos
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probablemente requieran hospitalizacion y la aplicacion de drogas mas caras y
toxicas, con lo que se incrementan los gastos de atencién a la salud, actualmente
es un problema de salud publica. La evolucion de las cepas resistentes es un
fenémeno natural que ocurre cuando los microorganismos se ven expuestos a
farmacos antimicrobianos, y es posible un intercambio de caracteristicas de
resistencia entre ciertos tipos de bacterias. El problema creciente de las infecciones
humanas que son dificiles de tratar por la resistencia a los antimicrobianos tiene sus
raices en el uso de los antimicrobianos tanto en la medicina humana, como en la

produccion pecuaria (INFOSAN, 2005).

2.11. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

Los métodos de determinacién de susceptibilidad antimicrobiana han sido una
inquietud desde el inicio de la era antibibtica. Las pruebas de susceptibilidad estan
indicadas para todo microorganismo que sea capaz de contribuir a un proceso
infeccioso que requiera quimioterapia, probando que su susceptibilidad no puede
predecirse del conocimiento de su identidad. La mayoria de los laboratorios clinicos
de Estados Unidos utilizan una prueba de difusién en disco para determinar la
susceptibilidad antimicrobiana de patdégenos bacterianos (Murali, 2002). Dicha

prueba es la mas difundida por su simplicidad y economia.

2.11.1. Método de disco difusién

El antibiograma por disco difusibn basado en el trabajo de Bauer, Kirby y

colaboradores, es uno de los métodos que el NCCLS recomienda para la
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determinacién de la sensibilidad bacteriana a los antibiéticos. La prueba de Bauer-
Kirby, ha sido aceptada como la técnica estdndar para la realizacion de las pruebas
de sensibilidad por difusiébn con discos, y en la mayoria de los casos brinda
informacion util. Estos discos son preparados comercialmente en forma totalmente
estandarizada con las concentraciones de principio activo necesarias. Los discos
son colocados sobre la superficie de agar de una placa de Petri, que ha sido
previamente inoculada con una cantidad estandarizada del germen cuya
susceptibilidad se desea medir (es una cantidad que oscila aproximadamente en las
10 8 unidades formadoras de colonias por mililitro de inéculo). Una vez completado
este proceso, la placa se coloca en estufa de cultivo y comienza, por un lado, el
crecimiento de la bacteria y, por el otro, la difusion del antibiético desde el disco de
papel (FAO, 2004). El diametro obtenido dependera no solo de la sensibilidad del
microorganismo y la carga del disco, sino también del espesor de la capa del agar,
su pH y composicién, de la capacidad de difusion de la droga en ese medio, la
temperatura, la velocidad de duplicacién bacteriana, y el tamafio y fase de
crecimiento del indculo. Para que los resultados sean confiables los procedimientos

deberan ser controlados y estandarizados cuidadosamente. (G. Malbran, 2001)

2.12. Aplicaciones clinicas de la tipificacion microbiana

Las comparaciones genéticas de microorganismos se han usado para investigar
brotes o epidemias en hospitales, ciudades o incluso paises. Es comun que para
investigar brotes hospitalarios se empleen métodos de tipificacion genética. Se
sospecha una posibilidad de brote cuando la frecuencia de aislamiento de un

microorganismo patdégeno excede la proporcién usual de recuperacién basal. Los
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métodos de tipificacion molecular también se usan para investigar infecciones

causadas por bacterias resistentes a los antimicrobianos (Koneman, 2008).

2.12.1. Electroforesis en gel con campo pulsante

La electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE) es la técnica estandar de
referencia para tipificar la mayoria de bacterias, hongos y parasitos con importancia
clinica, debido a que posee un elevado poder de discriminacion y una excelente
reproducibilidad (Belkum, 1994). Es de las mas utlizadas para analizar y
caracterizar acidos nucleicos de distintas procedencias. Dicha técnica separa
moléculas idnicas mediante la migracion diferencial en un soporte solido de acuerdo
con el tamafo y la carga i6nica de las moléculas un campo eléctrico. Los materiales
mMAas comunes para separar moléculas de acidos nucleicos son polimeros como la
poliacrilamida o la agarosa. Las variables principales que intervienen en esta técnica
son: el voltaje del campo eléctrico, la concentracion del gel de agarosa, el tiempo
de los pulsos, la fuerza i6nica del amortiguador y la temperatura de desarrollo
(Puerta y Uruefia, 2004). En general, la PFGE es una de las técnicas de tipificacion
mas reproducibles y altamente discriminatorias en comparacion con otras técnicas
moleculares, ha sido uno de los progresos mas utiles de la epidemiologia molecular
en las décadas pasadas; emerge en los 90°s como una técnica de la huella dactilar
considerada el estandar de oro para la tipificacion molecular de microorganismos,
ya que ha demostrado que es altamente efectiva para muchas especies bacterianas

tanto gram positivas como gram negativas.
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2.13 Aspectos generales de la flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)

Desde el punto de vista morfoldgico, la jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es una planta
arbusta semilefiosa anual o bianual que pertenece a la familia Malvacea y alcanza
entre uno y tres metros de altura. Sus tallos son abundantes, muy ramificados y de
corteza roja, con hojas alternas de bordes irregularmente aserrados (Ortiz-Marquez,
2008). Se cultiva generalmente en suelos marginales de baja fertilidad y con poca
retencion de humedad. Su importancia social radica en que el cultivo lo atienden
productores de escasos recursos gue realizan la cosecha manual, lo que propicia
ocupacion pero origina incrementos en los costos de produccién (Serrano, 2008).Se
piensa que es nativa de Asia (India hasta Malasia) o Africa tropical y actualmente
se conocen 500 especies de Hibiscus en el mundo. La produccion a nivel mundial
de este cultivo la encabeza China, seguido por la India, Sudan, Uganda, Indonesia,
Malasia y en séptimo lugar México (SAGARPA-CONACYyT, 2010). En los Estados
de Guerrero y Oaxaca se cultiva 91 % de la superficie cosechada y se obtiene 85%
de la produccién nacional (SIAP, 2012). La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es una
especie vegetal que destaca por sus propiedades medicinales, ya que su consumo
reduce el colesterol (Aquino y Leon, 2001; Lin et al., 2007) y la presion arterial
disminuye (Herrera et al., 2004), ademas de tener efecto antimicrobiano contra
bacterias patdgenas (Fullerton et al. 2011). Sin embargo no hay information
disponible que revele actividad antibacteriana de extractos de jamaica contra cepas

de Salmonella resistentes a antibioticos.
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3. Objetivo general

Determinar la prevalencia, relacion filogenética y resistencia antimicrobiana de
cepas de Salmonella en muestras ambientales y alimentos de Pachuca y la region

del Valle del Mezquital, Hidalgo.

3.1. Objetivos especificos

1. Aislar e identificar cepas de Salmonella de diferentes muestras ambientales
(aguas negras, suelo de cultivo, vegetales y carnes), para determinar la
prevalencia y diseminacion de dichas cepas en la region del Valle del

Mezquital y Pachuca mediante el método convencional.

2. Establecer los perfiles de resistencia a antibidticos de las cepas de
Salmonella aisladas de las muestras ambientales para determinar la

eficiencia de los antibiéticos mediante el método de Kirby-Bauer.

3. Realizar dendrogramas de las cepas resistentes y no resistentes a los
antibioticos para realizar agrupaciones de similitud mediante el software Past

y seleccionar a las bacterias resistentes.

4. Construir cepas de Salmonella ATCC multiresistentes a 6 y 11 antibioticos,

siguiendo la metodologia descrita por Castro-Rosas et al. 1999 para ver la
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viabilidad de estas en comparacion con un grupo de cepas de Salmonella

ATCC sensibles

Determinar el comportamiento de cepas de Salmonella ATCC resistentes y
no resistentes a antibiéticos bajo diferentes condiciones ambientales in vitro
en suelo de uso agricola, aguas negras y cilantro, mediante la metodologia

descrita por Youwen y col., 2006.

Determinar las relaciones genéticas (clonas) de las bacterias resistentes
previamente seleccionadas, mediante la técnica de electroforesis en gel de
campos pulsados propuesta por PulseNet, 2013, para analizar la fuente

primaria de diseminacion.

Analizar el efecto antimicrobiano de extractos de calices de jamaica (Hibiscus
sabdariffa) sobre cepas de Salmonella resistentes a antibidticos, mediante el
método de difusibn en disco, para proponer como una alternativa de

antimicrobiano viable en humanos, animales y alimentos.
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4. Metodologia

4.1. Identificacién y aislamiento de Salmonella

4.1.1. Muestreo

Se analizaron un total de 100 muestras de zanahorias, 100 de cilantro, 65 de
nopales, 186 de carne de res, 54 de pollo en la ciudad de Pachuca y 25 de cilantro,
35 zanahorias, 70 aguas negras y 70 de suelo de uso agricola en la region del Valle

del Mezquital.

Zonas de muestreo

Hidalgo

Actopan<~
Tlahuelilpan ¢

Tula de Allende o
Tepeji del Rio ¥

Pachuca de soto ®

0 17.00034,000 68,000 102,000 136.000
—— Meters

Figura 1. Zonas de muestreo

Para el muestreo de zanahorias se compraron 500 g por cada muestra y se
seleccionaron 5 zanahorias de igual tamafo, las de cilantro, nopales, carne de res,

carne de pollo y suelo consistian de 100 g; las muestras de aguas negras consistian
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de 100 ml. Todas las muestras fueron colocadas en una bolsa ziploc estéril y fueron

llevadas inmediatamente al laboratorio para ser analizadas.

A cada muestra se le agregaron 500 ml de agua peptonada buferada y se agito
manualmente por 30 segundos, posteriormente se incub6 durante 18 hr a 37°C, se
procedié con el enriquecimiento utilizando los siguientes medios: base de caldo
tetrationato y caldo rappaport-vassiliadis, a los cuales se les inoculé 1y 0.1 ml de
muestra (agua peptonada) incubandose 24 hr a 42°C, después de esto se tomo
una asada de los caldos sospechoso y se estrié en los medios selectivos: agar XLD,
sulfito bismuto y BG sulfa, incubandose a 35°C por 24 a 48 hr. Se tomaron una o
dos colonias sospechosas de estos medios y fueron sembradas en tubos con LIA'y
TSI incubandose 24 hr a 35°C, las colonias presuntivas que resultaron de estos
tubos fueron sembradas en caldo urea para descartar cepas sospechosas falsas.
La prueba confirmativa se realizé con el antisuero somatico polivalente O y las
cepas positivas fueron tomadas del medio LIA para ser purificadas en agar cuenta

estandar.

4.2. Sensibilidad antibi6tica

Se determind el perfil de resistencia a las cepas de Salmonella aisladas de las
muestras ambientales y de alimentos, siguiendo la metodologia de difusién en disco
(Bauer y col. 1966) Se purificaron las cepas almacenadas en caldo de soya
tripticaseina y se incubaron 24 hr a 35°C. Posteriormente se tomaron 100 pul del
indculo, se sembrod y se extendid con una varilla acodada en toda la superficie del
agar Muller Hilton y se colocaron los discos con 10 pl de los siguientes antibioticos:
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Ampicilin 10 pg/ml, Amoxicillin/Clavulanic acid 20/10 pg/ml, Sulfisoxazole 250
pag/ml, Colistine 10 pg/ml, Streptomycin 10 pg/ml, Erythromycin 15 pg/ml, Nalidixic
acid 30 pg/ml, Kanamycin 30 pg/ml, Neomycin 10 pg/ml, Tetracycline 30 pg/ml,
Gentamicin 10 pg/ml, Chloranfhenicol 30 pg/ml, Amikacin 30 pg/ml, Trimethoprim-
Sulfamethoxazole 1.25/23.75 pg/ml, Ceftriaxone 30 pg/ml, Ciprofloxacin 5 pg/m., se
incubaron 24 hr a 35°C. Posteriormente se midieron los halos de inhibicion con un

vernier digital.

4.3. Realizacion de Dendrogramas

Para la construccion de los dendrogramas se utilizo el sofware Past, empleando el
indice de Jackard para realizar agrupaciones de acuerdo al porcentaje de similitud
entre las cepas aisladas. Se capturaron los siguientes codigos: 1 (resistente); 0O

(sensible), que corresponden al perfil de resistencia que presentaron las cepas.

4.4. Construccién de cepas de Salmonella multiresistentes a antibiéticos

Se activaron cepas de Salmonella entérica serovar Typhimurium ATCC 14028 en
10 ml de caldo soya tripticaseina, se incubaron 24 hr a 37°C, posteriormente se
centrifugd a 3500 rpm por 20 minutos, se decanto el sobrenadante y se realizaron
dos lavados con 3 ml de solucién salina isotonica al 0.85%, se decanto y el pellet
obtenido se resuspendido con 1 ml de peptona, posterior a esto se sembrd por
extension en superficie en agar método estandar con rifampicina (1ml rif/ 100 ml
ame), para crear resistencia a este antibiético, se incub6 24 hr a 37°C. Se volvio a
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repetir el procedimiento 11 veces mas con diferentes antibioticos para generar dos
grupos de cepas multiresistentes (11 y 6 antibidticos). Posteriormente se realizaron
diluciones para el recuento en placa y con esto conocer la concentracion inicial de

microorganismo.

4.5 Evaluacién del comportamiento en suelo, agua de irrigacién y cilantro

Se tomaron 1,600 g de suelo con una espatula estéril, el cual fue obtenido de 0-20
cm de capa superficial del suelo en la region del valle del mezquital, se deposito y
transportd en una bolsa ziploc al laboratorio para su procesamiento. Posteriormente
se tamiz6 y almacend en un recipiente plastico a temperatura ambiente hasta
necesitarlas. Posteriormente las muestras se sometieron a un peso constante en
estufa, y se esterilizaron por 15 minutos. Para la optimizaciéon de humedades de
80% y 50% se agrego6 agua destilada estéril a cada muestra dentro de una campana
de flujo laminar. Posteriormente la muestra se secciond y se pesaron 5 g de suelo,
se colocaron en bolsas plasticas estériles e inmediatamente se inocularon 50 pl de
concentracion bacteriana, las cuales fueron selladas e incubadas a temperatura
ambiente. Todo esto se realizd para los 3 grupos de cepas (sensible, resistente a 6

y 11 antibidticos).

Se tomaron 500 ml de agua negra de canales de riego de la region del Valle del
Mezquital, se transportd en bolsas ziploc al laboratorio para su procesamiento.
Dichas muestra se esterilizaron en un frasco de vidrio, después de esto la muestra

se seccion0 y se midieron 5 ml y se colocaron el bolsas plasticas estériles e
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inmediatamente se inocularon 50 ul y se siguié la misma metodologia de las

muestras de suelo.

Las muestras de cilantro se lavaron con desinfectante comercial y se secaron en
una campana de flujo laminar, se coloc6 una hoja de cilantro en una bolsa plastica
estéril, después de esto se inocularon 10 ul de concentracion bacteriana las cuales
fueron selladas e incubadas a temperatura ambiente. De igual manera se trabajo
con los 3 grupos de cepas por triplicado. EI monitoreo del comportamiento fue
llevado a cabo durante 10 dias, haciendo recuento en placas con diluciones hasta

la 1077.

4.6. Campos pulsados

4.6.1. Etapa 1 Crecimiento bacteriano

Para la realizacion de esta técnica se sigui6 la metodologia propuesta por PulseNet,
2013. Se activaron las cepas en caldo soya tripticaseina y se incubaron 24 hr a
37°C. Posteriormente las cepas fueron purificadas en agar soya tripticaseina e

incubadas a las condicionas mencionadas anteriormente.

Después de 24 hr el crecimiento bacteriano fue raspado con un hisopo estéril y
transferido a tubos rotulados con 2 ml de Buffer de Suspencion Celular (CSB). Se
ajustaron las concentraciones de las suspensiones celulares haciendo diluciones
1:10 (100 pl de concentracion celular y 900 pl de CSB) y midiendo la absorbancia
en un espectrofotometro con una longitud de onda de 610 nm. Los calculos se

hicieron a 200 pl.
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4.6.2. Etapa 2 Preparacion de bloques de agarosa (plugs) a partir de cultivos

en agar.

Se preparo6 una solucién de proteinasa K (20 mg/ml agua estéril ultrapura) y agarosa
Seakem Gold al 1% (0.25 g/25 ml TE Buffer). Se transfirieron 200 pl de suspension
celular ajustada en tubos eppendorf, a los cuales se les agregaron 10 ul de la
solucién de proteinasa K y 200 pl de agarosa, se mezcld suavemente con
micropipeta e inmediatamente se dispensaron en moldes de plugs, se dejaron
solidificar 10-15 minutos a temperatura ambiente dentro de la campana de flujo

laminar.

4.6.3. Etapa 3 Lisis celular en plugs de agarosa

Se calculé el volumen total de buffer de lisis y proteinasa K; 5 ml de buffer de lisis y
25 ul de proteinasa K por muestra. Se preparé una master mix de acuerdo al nUmero
de muestras en tubo falcom, quedando una concentracion de 0.1 mg/ml de
proteinasa K. Posteriormente se dispensaron 5 ml de disolucién en tubos falcom
con dos plug de agarosa, se incubaron en bafio de 54-550C 2 hr a 175 rpm. De
igual manera se incubaron agua ultrapura estéril y buffer TE en un bafio estacionario
a 550C para realizar los lavados. Después de las dos horas de incubacién se coloco
un tamiz a los tubos para decantar la solucion de lisis y se agregé de 10 a 15 ml de
agua ultrapura estéril a cada tubo, se incubd 15 minutos en bafio con agitacion de

54-550C. Este procedimiento se repitid dos veces mas. Después de estos lavados
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se procedid a lavar nuevamente con buffer TE cuatro veces con las misma
condiciones. Después del ultimo lavado se agregaron 5-10 ml de TE estéril y se

almacenaron a 4°C hasta necesitarlos.

4.6.4. Etapa 4 Digestion del ADN en plugs de agarosa con la enzima

Pre-restriccion: se preparé una master mix 1:10 como se indica;

Reactivo pi/plug
Agua ultrapura estéril 180 pl
10X Buffer de restriccion 20 pl
Volumen total 200 pl

La master mix se realizé en un tubo falcom, posteriormente se agregaron 200 pul de

buffer de restriccién diluido a tubos eppendorf de 1.5 ml.

Los plugs fueron removidos de los tubos con una espatula estéril y puestos en una
caja Petri estéril para ser cortados a 2 mm con navaja estéril, después fueron
colocados en los tubos eppendorf con buffer de restriccion, se incubaron a 370C en
bafio por 10 minutos. Después de la incubacién se quitd el buffer con una
micropipeta. Se continué con la preparacion de la master mix de la enzima de

restriccion de la siguiente manera,;

Reactivo pl/plug
Agua libre de endonucleasas 173
10x Buffer de restriccion 20
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Albumina Sérica Bovina BSA 2
Xbal 5
Volumen total 200 pl

Se agregaron 200 pl de esta solucion a los tubos eppendorf con los plugs, y se

incubaron en bafio estacionario 2 hr a 37°C.
4.6.5. Etapa 5 Preparacion del gel de agarosa

Se diluy6 1.5 g de agar Seakem Gold en 150 ml de TBE 0.5X, se hirvié en horno

de microonda y se llevé al bafio a 55°C hasta su uso.

4.6.6. Etapa 6 Electroforesis

Se removié la enzima de restriccion y se adicionaron 200 pl de TBE 0.5X a los tubos
con plugs, los cuales se incubaron a temperatura ambiente por cinco minutos
posterior a esto, los plugs se retiraron con una espatula estéril y fueron colocados
en la parte inferior del peine, se removio el exceso de buffer con papel absorbente,
el peine se colocé en el molde del gel y enseguida se vertié la agarosa, se dejo
solidificar 15-20 minutos a temperatura ambiente y se coloco en el centro de la
camara de electroforesis con 2.5 L de buffer TBE 0.5X, posteriormente se programé

el equipo con las siguientes condiciones;

Flujo de bomba: 1L/min Temperatura: 14°C
Voltaje: 6 V Tiempo de corrida: 19 hr
Pulso inicial: 2.2 s Pulso final: 63.8 s
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4.6.7. Etapa 7 Tincion y documentacion del gel

Se coloco el gel en un recipiente con solucién de tincion de bromuro de etidio y se
dej6 por 30-45minutos para tefiir los fragmentos de ADN. Posteriormente se colocé

el gel en el fotodocumentador para capturar la imagen.

4.7 Produccion del extracto de jamaica

Se utiliz6 una muestra (5 kg) de calices de roselle H. sabdariffa L. deshidratada
variedad "criolla de Oaxaca" del estado de Oaxaca, México. La muestra fue
manejada bajo condiciones asépticas y transportada al laboratorio el dia de la
compra, se coloco en una bolsa de plastico estéril y se almacen6 a temperatura
ambiente hasta su uso. Los extractos se obtuvieron siguiendo la metodologia
descrita por Cruz-Galvez y col., 2013; Morales-Cabrera y col 2013. Bajo condiciones
asépticas, se pesaron las muestras (100 g) de calices secos, y fueron colocadas por
separado en matraces estériles con 900 ml de metanol, acetona y acetato de etilo.
Los matraces se cerraron herméticamente y se almacenaron a temperatura
ambiente durante siete dias con agitacion manual una vez al dia. Después del
periodo de extraccion, la fase liquida se filtré a través de papel de filtro. Estos
extractos filtrados se concentraron en un rotoevaporador. Los solventes (metanol,
acetona y acetato de etilo) fueron eliminados de los concentrados, colocandolos en
una incubadora de aire de recirculacion durante 24 hr a 45 + 1 °C. Para el extracto
acuoso se pesaron 100 g de calices secos y se colocaron en un matraz estéril al

cual se le agregaron 900 ml de agua destilada, se calent6 a ebullicion durante 10
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minutos y después se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Después de este periodo

de extraccién, el agua se elimind del concentrado como se describié anteriormente.

4.7.1 Preparacion del in6culo y perfiles de resistencia de los extractos de
jamaica

Se utilizo la técnica de difusion en disco para analizar la actividad antibacteriana de
los extractos caliz de Jamaica (Cruz-Galvez et al. 2013; Morales-Cabrera et al.
2013). Se incolularon las cepas de Salmonella multiresistentes a antibioticos
aisladas de zanahorias en tubos con 3 ml de caldo de soya tripticaseina y se
incubaron a 35 °C /18 h. Los cultivos se lavaron dos veces en solucion salina
isotonica estéril (ISS; 0.85% NaCl) con centrifugacién a 3500 rpm durante 20 min,
el pellet resultante fue resuspendido en agua peptonada estéril resultando un
aproximado de 109 CFU / ml. Se realiz6 un lavado nuevamente para tener una
concentracion aproximada final de 8 log CFU / ml. Se tomd una suspension de 100
pl de la primera dilucion de cada cultivo bacteriano lavado, posteriormente se
inocularon en placas de TSA y se distribuyd sobre el agar utilizando la técnica de
extension de superficie. Se colocaron los discos de papel de filtro con 5 mm de
diametro sobre el agar con la ayuda de unas pinzas estériles, después de esto se
agregaron 10 pl de cada extracto sobre los discos, incluyendo solucion salina
isotonica como control negativo. Se realizaron cuatro replicas por extracto. Una vez
que los extractos fueron absorbidos por el agar las placas fueron incubadas por 24
h a 35°C. Los diametros (mm) de inhibicion fueron medidos y promediados para

cada extracto.
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4.8 Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey usando el programa
Statistica 8 para analizar diferencias significativas (p<0.05) en el comportamiento
de las cepas de Salmonella multiresisentes a antibidticos contra cepas sensibles de

Salmonella
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5. Resultados y discusién

5.1. Prevalencia de Salmonella en las muestras de zanahorias

Para analizar la presencia de Salmonella se tomaron colonias tipicas y atipicas en
los medios selectivos siguiendo la norma MLG 4.05 del departamento de agricultura
de los Estados Unidos (USDA 2011). De las muestras colectadas en mercados de
Pachuca se obtuvieron 32 cepas presuntivas, y se confirmé la presencia de
Salmonella en 13 cepas en base a la morfologia y serologia de las colonias. De las
35 muestras provenientes del municipio de Tlahuelilpan (perteneciente al valle del
mezquital) solo 5 resultaron contaminadas, de las cuales se aislaron 7 cepas de
Salmonella. Con esto se obtuvo una prevalencia de 11% y 16% de Salmonella en
las muestras de zanahorias correspondientes a las dos regiones, encontrandose en
un rango similar en comparacion con lo realizado por Miranda y col. 2009, quienes
detectaron Salmonella en 17 de 78 muestras de vegetales crudos (lechuga,
espinacas, zanahorias, cebollas, jitomates y chiles), teniendo mayor prevalencia en
lechuga (33.3%) y zanahoria (27.3%). Nuestra prevalencia fue méas alta en
comparacién con otros autores (Santiago Quiroz y col. 2009, Garcia-Villanova y col.
1987 y Raufu y col. 2014), quienes reportan una prevalencia de Salmonella en
vegetales frescos de 6.15%, 7.5% y 6.3% respectivamente. En 2013 Torres-vitela 'y
col. analizaron la calidad microbiolégica de los jugos de zanahoria que se venden
en restaurantes en la ciudad de Pachuca México, teniendo Salmonella una
prevalencia de 8.6% de 280 muestras. Esto demuestra la pobre calidad sanitaria de
vegetales en Hidalgo. En 2011 se aislaron bacterias resistentes a antibioticos en

zanahorias y jitomates, encontrandose un total de 2607 cepas resistentes, teniendo
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mayor prevalencia las muestras de zanahorias (Akter y col. 2011). Paises como
Nigeria, Bangladesh y México emplean malas practicas en la agricultura como:
utilizar las aguas negras para la irrigacion de cultivos y utilizar las heces de ganado
como fertilizante, lo cual se convierte en un problema ambiental, ya que esta
contaminacion entra a la cadena alimenticia y origina infecciones a la poblacion. Es
evidente que el consumo de vegetales crudos es un riesgo para quien los consume

y una importante fuente potencial de salmonelosis.

5.1.1. Sensibilidad antibi6tica

Se realizaron los perfiles de resistencia a todas las cepas aisladas, los resultados
obtenidos mostraron que todas presentaron resistencia a por lo menos dos
antibioticos. En la tabla 2. Se muestra la clasificacion y porcentaje de las cepas
segun los halos de inhibiciébn basados en las recomendaciones de Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011).

Tabla 2. Porcentaje de susceptibilidad de las cepas de Salmonella aisladas en

mercados de Pachuca y Tlahuelipan frente a 16 antibiéticos empleados.

Antibiotico Resistentes% Sensibilidad Sensibles %

Intermedia %

Ampicilina 85 15 0
Amoxicilina/ &cido clavulanico 80 20 0
Sulfisoxazol 50 50 0
Colistina 50 40 10
Estreptomicina 50 40 10
Amikacina 40 35 25
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Trimetoprim/sulfametoxazol 25 35 40

Eritromicina 30 40 30
Kanamicina 30 45 30
Acido Nalidixico 25 45 35
Neomicina 20 45 35
Tetraciclina 10 40 50
Gentamicina 5 35 60
Cloranfenicol 10 30 60
Ceftriaxona 10 35 65
Ciprofloxacina 0 0 100

En la siguiente tabla se muestra el numero total de cepas resistentes y no

resistentes a los antibiéticos empleados.

Tabla 3. Nimero de cepas resistentes, sensibilidad intermedia y sensibles.

Antibidtico Resistentes Sensibilidad Sensibles
Intermedia
Ampicilina 17 3 0
Amoxicilina/acido clavulanico 16 4 0
Sulfisoxazol 8 12 0
Colistina 10 8 2
Estreptomicina 10 8 2
Amikacina 10 7 3
Trimetoprim/sulfametoxazol 5 7 8
Eritromicina 6 8 6
Kanamicina 5 9 6
Acido Nalidixico 4 9 7
Neomicina 2 9 9
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Tetraciclina 2 8 10
Gentamicina 1 7 12
Cloranfenicol 2 6 12
Ceftriaxona 0 7 13
Ciprofloxacina 0 0 13

Respecto a ampicilina se muestra que el 85% del total de las cepas presentaron
resistencia. Aligual que otros trabajos se demuestra que este antibibtico tiene poca
efectividad sobre cepas de Salmonella no solo aisladas de vegetales, sino también
de casos clinicos, carnes, productos lacteos, animales silvestres, composta, suelos,
aguas negras y potable (Monthon y col., 2012; Nigad y col., 2011; Chien-Shuny col.,
2009; Edrington y col., 2009; Zaidi y col., 2006). La segunda resistencia mas comun
fue para amoxicillin/clavulanic acid, seguido de estreptomicina 80% y 50%
respectivamente, de igual manera otras investigaciones han reportado bacterias
resistentes estos antibidticos que fueron asiladas de alimentos como: carne de pollo,
carne molida de res y vegetales (Brahim Bouchrif y col.,, 2009; Nunes Madeiros y
col., 2011 y Aktery col., 2011). En el caso eritromicina se present0 una resistencia
menor (30%) a lo reportado en Corea: 100% en cepas aisladas de pollo y puerco
(M.-S. Kim y col., 2012; Hyeon JY y col., 2011). De igual manera se presentd un
porcentaje menor para tetraciclina (10%) en comparacion con cepas aisladas de

carnes reportado previamente por Ali Akbar y col., 2013.

En el caso de ceftriaxona y ciprofloxacina se obtuvo un 65% y 100% de efectividad,
siendo los mas recomendables para tratar una infeccion ocasionada por Salmonella,

ya que aungue cloranfenicol presento efectividad de 60%, pero su uso esta limitado
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a infecciones graves, debido a sus efectos colaterales toxicos (Voet y col., 2009).
En 2012 Shan y col. aislaron cepas de Salmonella en carne de pollo, y también no
obtuvieron resistencia a gentamicina, ciprofloxaciona y cloranfenicol, mas tarde se
aislaron cepas sensibles a gentamicina y cloranfenicol en muestras vegetales
(Monthon y col., 2012). De igual manera ciprofloxacina ha mostrado buena actividad
antimicrobiana en cepas aisladas de heces de vacas y humanos en Ethiopia y
Nigeria, esto debido a que este antibibtico no es usado ampliamente en estos paises
(Zelalem Addis y col. 2011). Sin embargo en China y USA se aislaron cepas de
Salmonella de carnes y de un caso clinico que fueron resistentes a ciprofloxacina y
ceftrixona, debido a conjugacion de plasmidos y mutaciones en bombas de eflujo
(Marcus Ho Yin Wong y col., 2013; Fey y col., 2000), lo cual representa un gran
problema de salud publica, ya que estos antibiéticos son los més recurrentes frente
a infecciones severas ocasionadas por Salmonella. También se ha demostrado la
presencia de Salmonella resistente a cloranfenicol en carnes y vegetales en México
y otros paises, (Miranda y col., 2009; Lertworapreecha y col., 2013; Bouchrif y col.,
2008). Nigad y col., 2011, aislaron y realizaron el perfil de resistencia a distintos
microorganismos entre ellos Salmonella en 8 vegetales, incluido zanahoria, sus
resultados coinciden con los nuestros, pues mostraron una alta y nula resistencia a

ampicilina y ciprofloxacina.

Las cepas aisladas en las muestras de zanahorias provenientes de mercados de
Pachuca fueron enviadas al INDRE para su tipificacion, encontrandose cuatro

serotipos diferentes (Tabla 3).

56



En México S. Typhimurium ha sido reportada como el serotipo mas comun aislada
de vegetales, también se ha encontrado S. Gallinarum y S. Typhi (Quiros y col.,
2009). En la tabla 3 se observa que también S. Typhimurium resulté ser el mas
frecuente con diferentes perfiles de resistencia, a excepcion de las cepas 10y 12
gue presentaron el mismo patrén, pues provenian de la misma muestra. S. Typhiy
S. Gallinarum presentaron la misma resistencia a amoxicilina/acido clavulanico y
ampicilina. Respecto a gentamicina se obtuvo una buena respuesta, ya que solo
una cepa multiresistente (S. Typhimurium) a 10 antibidticos presento resistencia a
este. En 2012 S. Typhimurium presentd resistencia a antibidticos como:
esteptomicina, colistina y eritromicina, mientras que la especie S. Montevideo
(ambos serotipos aislados de carne de pollo) a: colistina, acido nalidixico y
estreptomicina (M.-S. Kim y col., 2012), al igual que nuestras cepas identificadas

con el mismo serotipo.

Tabla 4. Tipificacion y combinacion de los antibiéticos empleados en las cepas

aisladas provenientes de mercados de Pachuca.

No. de cepa Especie Antibioéticos a los que fueron resistentes
1 S. Typhi (4)-AMC-COL, AMP, ERI
2 S. Typhimurium (8)-EST-NAL- AMC, COL, AMP, TSX, ERI, AMK
3 S. Typhimurium (6)-NAL, AMC, COL, AMP, ERI, AMK,
4 S. Montevideo (4)-EST, NAL, COL, AMP
5 S. Typhimurium (10)-EST, AMC, CHL, NEO TCY, SOX, GEN, K, COL, AMP
6 S. Typhimurium (5)-AMC, K, AMP, TSX, AMK
7 S. Typhimurium (3)-EST, AMC, AMP
8 S. Typhimurium (4)-EST, AMC, COL, AMP
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9 S. Typhimurium (2)-NAL, SOX

10 S. Typhimurium (3)-AMC, SOX, AMP

11 S. Gaminara (4)-NAL, AMC, SOX, AMP
12 S. Typhimurium (3)-AMC, SOX, AMP

13 S. Typhimurium (2)-AMC, AMP

AMP=Ampicilina, AMK=Amikacina, CIP= Ciprofloxacina, SOX=Sulfisoxazol, GEN
=Gentamicina, CHL=Cloranfenicol, CRO=Ceftriaxona, TCY=Tetraciclina, NAL=
Acido nalidixico, STR=Estreptomicina, K=Kanamicina, SXT=Trimetoprim-
Sulfametoxazol, AMC= Amoxicilina/ Acido clavulanico, ERY=Eritromicina,
COL=Colistina, NEO=Neomicina.

Recientemente en 2015 se aislaron S. Typhi de vegetales que igualmente
presentaron resistencia a amoxicilina/acido clavulanico y ceftriaxona resulté ser el

antibiotico mas eficiente (Abakpa y col., 2015).

5.1.2. Dendrogramas construido de acuerdo al perfil de resistencia
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Figura 2 . Dendrograma construido de acuerdo al perfil de resistencia de las
cepas aisladas de zanahorias provenientes de mercados de Pachuca.
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Es importante sefalar que los dendrogramas que se construyeron proporcionan la
relacion existente entre las cepas aisladas, mostrando porcentajes de similitud (de
acuerdo al perfil de resistencia) con el fin de seleccionar las cepas mas resistentes

que posteriormente son analizadas mediante electroforesis de campos pulsados.

El dendrograma obtenido de las 13 cepas de zanahorias (figura 2) mostro 4 grupos:

El grupo 4 presentd un 58% de similitud, sin embargo entre la cepa 2 y 3 hay dos
antibioticos de diferencia teniendo un 75 % de similitud entre ellas. Respecto al
grupo 3 se observa una menor similitud (50%), sin embargo las cepas 7 y 8 difieren

solo de un antibittico, y estan cercanamente relacionadas con el grupo 4.

La cepa 9 muestra un perfil de resistencia diferente al resto de las cepas, sin
embargo la cepa 5 result6 ser la mas resistente y muestra un 29 % de similitud (mas

cercano con el resto de las cepas).

El grupo formado por las cepas 10, 11, 12 y 13 presenta un 61% de similitud, siendo
estas las cepas mas sensibles. La cepa 12 difiere de dos antibidticos en
comparacion con 10 y 13, es por ellos que se observa mas alejada, sin embargo la
cepa 11 solo difiere de un antibiético. En este grupo se observaron dos cepas con

el mismo perfil de resistencia (100%) que fueron aisladas de la misma muestra.

También se puede observar que hay una gran distancia entre la cepa 1 y la cepa 9,
lo cual indica que no hay similitud entre ellas, puesto que no tienen ningun antibiético
en comun. Respecto a las cepas aisladas de zanahorias de Tlahuelipan, se puede
observar en la figura 3 la formacién de dos grupos, quedando la cepa 6 fuera de

ellos, con un perfil de resistencia muy diferente.
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La cepa 5y 7 arrojaron un porcentaje de similitud de 50% al igual que lacepa 1y 2.

Yo de similitud
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Figura 3. Dendrograma construido de acuerdo al perfil de resistencia de las cepas
aisladas de zanahorias provenientes de mercados de Tlahuelilpan.

Estas cepas aisladas en mercados de Tlahuelilpan mostraron perfiles de resistencia

muy parecidos al de las cepas aisladas en mercados de Pachuca.

Analizado el porcentaje de similitud se procedid seleccionar a las cepas resistentes

para el su estudio filogenético.

5.2. Prevalencia de Salmonella en muestras de cilantro y nopales

La prevalencia obtenida en cilantros colectados en Pachuca y Tlahuelilpan fue de
28%, lo cual resulta alta en comparacion con las siguientes investigaciones; Singh
y col., 2007 analizaron 304 muestras de cilantro teniendo una prevalencia de
Salmonella de 2.96%, mientras que Jean-Gilles y col., 2014 obtuvieron 6% de 365
muestras de cilantro y recientemente Pan y col., 2015 encontraron una prevalencia
de 6.6% en 242 muestras de albahaca, frijoles, calabaza y cilantro, siendo este
altimo el méas contaminado. Sin embargo en 2009 Quiroz-Santiago y col. Obtuvieron
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un 11% de prevalencia en cilantros en la Ciudad de México, lo cual indica que el
consumo de este vegetal es un riesgo para el consumidor, si no se implementan las
medidas de higiene (lavado y desinfeccion). La prevalencia en nopales resulto ser
de 20%, lo cual indica que también es necesario la desinfeccion y buena coccion de
este vegetal. En la actualidad no hay investigaciones que hablen de la calidad

sanitaria de este vegetal.

5.2.1. Sensibilidad antibi6tica

Se puede observar en la tabla 5 que estreptomicina resulto ser el antibiéticos menos
eficiente, ya que todas las cepas de cilantro presentaron resistencia, en el caso de
nopales las cepas presentaron un 87.5 % de resistencia. Se ha demostrado en otros
paises como Bangladesh que este antibiotico tiene poca efectividad, no solo frente
a Salmonella, sino también Pseudomonas spp., Vibrio spp., E. coli., Staphylococcus
spp., entre otros (Nigad y col., 2011). Dicho estudio se llev6 a cabo en vegetales
incluido cilantro, las cepas mostraron una resistencia de 96% para ampicilina sin
embargo nuestros resultados difieren en este antibidtico, ya que obtuvimos 26.66%
y 18.75 % de resistencia para cilantro y nopales respectivamente. Otra investigacion
realizada con vegetales mostré resultados semejantes a los nuestros, pues
reportaron una resistencia de 42% para amoxicilina/acido clavulanico y 18% para
ciprofloxacina (Akter y col.,, 2011), mientras que nuestros cilantros analizados
presentaron 46.41 % para amoxicilin/acido clavulanico y 13% ciprofloxaciona. Aqui
hubo discrepancia con las muestras de nopales respecto a amoxicilina/acido

clavulanico (92.3%), pero no para cloranfenicol (0%). En otra investigacion mas

61



reciente no se obtuvo resistencia a cloranfenicol en cepas de Salmonella aisladas

de vegetales (Lertworapreecha y col., 2013).

Se encontraron 16 cepas de cilantro y 9 de nopales resistentes a eritromicina,

mientras que en el afio 2012, 15 de 16 cepas de Salmonella fueron resistentes a

este antibiotico (Smith y col., 2012).

Tabla 5. Porcentaje de susceptibilidad de las cepas de Salmonella aisladas de

cilantros y nopales frente a los 16 antibi6ticos empleados.

Antibiodtico Muestras Resistentes % Sensibilidad Sensibles %
intermedia %
Estreptomicina Cilantros 100 0 0
Nopales 87.5 12.5 0
Sulfisoxazol Cilantros 86.66 13.33 0
Nopales 81.25 18.75 0
Neomicina Cilantros 53.33 46.66 0
Nopales 87.5 6.25 6.25
Kanamicina Cilantros 60 40 0
Nopales 62.5 375 0
Amoxicilina/ 4cido clavul. Cilantros 46.41 26.8 26.8
Nopales 92.3 7.6 0
Eritromicina Cilantros 53.33 46.66 0
Nopales 56.25 43.75 0
Colistina Cilantros 53.33 46.66 0
Nopales 62.5 37.5 0
Trimetoprim/Sulfametoxazol Cilantros 40 53.33 6.66
Nopales 62.5 375 0
Ampicilina Cilantros 26.66 13.33 60
Nopales 18.75 12.5 68.75
Gentamicina Cilantros 20 60 20
Nopales 43.75 37.5 18.75
Tetraciclina Cilantros 333 26.66 40
Nopales 18.75 12.5 68.75
Ciprofloxacina Cilantros 13 20 66.66
Nopales 0 31.25 68.75
Amikacina Cilantros 6.66 53.33 40
Nopales 0 68.75 31.25
Cloranfhenicol Cilantros 0 13.33 86.66
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Nopales 0 18.75 81.25
Acido nalidixico Cilantros 0 33.33 73.3

Nopales 0 25 75
Ceftriaxona Cilantros 0 6.66 93.33

Nopales 0 0 100

Los perfiles de resistencia de las cepas de Salmonella aisladas de cilantro
(provenientes de Pachuca y Tlahuelilpan) y nopales guardan cierta semejanza, lo
cual puede indicar que estos vegetales provienen de la misma regién, aunque hay
unas pequefias discrepancia solo en 2 antibioticos (amoxicilina/acido clavulanico y

kanamicina).

5.2.2. Dendrogramas construido de acuerdo al perfil de resistencia

El dendrograma construido con las cepas aisladas de nopales arroj6 5
agrupaciones, de las cuales el grupo 3 resulto ser el mas grande con un porcentaje
de similitud de 72%, en este mismo grupo se puede observar que las cepas 7y 8
mostraron el mismo perfil de resistencia. En contraste el grupo 5 resulté ser el mas
pequefio y el mas alejado al resto de las cepas. Respecto al dendrograma
construido con las 35 cepas de Salmonella aisladas de cilantro, se puede observar
en la figura 5 la formacién de 6 grupos. La cepa 33 mostré un perfil de resistencia
muy diferente al resto de las cepas, es por ello que no se agrupo con ninguna otra
cepay tiene un porcentaje de similitud de 51%. Se encontraron posibles clonas en

los grupos 2,3y 5. El grupo 1 arrojé un 50% de similitud entre las cepas 5,10y 1.
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Figura 4. Dendrograma construido con cepas de Salmonella aisladas de nopales.
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Figura 5. Dendrograma construido con cepas de Salmonella aisladas de cilantro
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5.3. Prevalencia de Salmonella en muestras de carne molida de res y pollo

Salmonella fue aislada en 130 (70%) de 186 muestras de carne molida de res y se
confirmaron 450 cepas, 27 (50%) de 54 muestras de pollo y se confirmaron 162
cepas. De igual manera autores como Boonmar y col., 2013; Cabrera-Diaz y col.,
2013., y Soltan Dallal y col., 2009 han confirmado una alta prevalencia (82%, 56.7%
y 49.6% respectivamente) de Salmonella en carne de res. En 2013 se encontrd en
Tailandia una prevalencia de (82% y 67.5%) de este patdgeno en carne cruda de
puerco y pollo (Lertworapreecha y col., 2013), en Indonesia y Vietham también se
ha encontrado una alta prevalencia en carne de pollo (52.5% y 53.3%
respectivamente) (Kusumaningrum y col., 2012; Hao Van y col., 2007). Esta alta
incidencia puede ser el resultado de la contaminacién durante la produccién de la
carne (sacrificio, cortes, almacenamiento y transporte), y también de las malas
practicas de higiene tanto en rastro como en expendios. También existen
investigaciones reportadas por M.M.S Dallal y col., 2010; Ejeta y col. 2004; Neema
Mrema y col., 2006; Lin Thong y Modarressi.,, 2011, las cuales mencionan
prevalencias de Salmonella en carne de res que van de 14% a 22%, todas muy
inferiores a la nuestra (70%). De igual modo Kim y col., 2012; Zdragas y col., 2012
también encontraron prevalencias menores 22.4% Yy 39.5% en carne de pollo. Estas
diferencias en prevalencias pueden ser debido a factores socio-econdmicos (Shah

y Korejo., 2012).
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5.3.1. Sensibilidad antibi6tica

Todas las cepas de Salmonella presentaron resistencia a por lo menos 2 antibiéticos
(Tabla 6). Las resistencias mas frecuentes fueron a: sulfisoxazol 95.75%, colistina
90.20%, estreptomicina 86.76% Yy eritromicina 76.96%. Por el contrario la mayoria
de cepas fueron sensibles a ciprofloxacina 65.52%, seguido de ceftriaxona 33.01%
y tetraciclina 31.05%. Cloranfenicol presenté mayor porcentaje (55.39%) para cepas
de sensibilidad intermedia, pero también se encontraron cepas resistentes

(16.18%).

Tabla 6. Porcentaje de susceptibilidad de las cepas de Salmonella aisladas de carne

de res y pollo a los 16 antibi6ticos empleados.

Antibioticos Resistentes %  Sensibilidad Sensibles %
intermedia %
Sulfisoxazol 95.75 3.11 1.14
Colistina 90.20 0 9.80
Estreptomicina 86.76 11.28 1.96
Eritromicina 76.96 20.43 2.61
Trimetoprim/sulfametoxazol 66.50 27.94 5.56
Ampicilina 66.18 15.36 18.46
Acido nalidixico 65.69 29.08 5.23
Kanamicina 64.22 31.53 4.25
Neomicina 63.56 32.03 4.41
Tetraciclina 62.25 6.70 31.05
Amikacina 59.31 27.45 13.24
Gentamicina 55.23 24.02 20.75
Amoxicilina/acido clavulanico 46.41 26.80 26.80
Ceftriaxona 44.28 22.71 33.01
Cloranfenicol 16.18 55.39 28.43
Ciprofloxacina 15.20 19.28 65.52

Los perfiles de resistencia difieren mucho de una cepa a otra. Las diferencias de

resistencias pueden ser debido a los habitos locales en el uso de antibioticos, o tal
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vez a que la carne que se comercializa en los mercados de Pachuca procede de
diferentes regiones o estados del pais.

La resistencia mas alta que se obtuvo fue a: sulfisoxazol (95.7%), recientemente
Yang By col., 2014 obtuvieron una resistencia de 74.1%, las cuales son semejantes.
También es importante mencionar la elevada resistencia que se presento para:
estreptomicina, trimetoprim/sulfametoxazol, y ampicilina (86.76%, 66.50% y 66.18%
respectivamente), las cuales han sido reportadas con porcentajes similares en
China, Tunez, Thailand, Malasia y México (Li YC y col., 2014; Yang B y col., 2014;
Turki Y y col., 2014; Boonmar y col., 2013; Thong Lin y Modarressi., 2011; Cabrera-
Diaz y col., 2013). En el caso de ampicilina distintas investigaciones han observado
resistencia de 100% (Soomro y col., 2012; Shah y Korejo, 2012; Zalalen Addis y
col., 2011), lo cual sugiere no prescribir ni automedicarse con este antibiotico, ya
que solo se genera gasto econémico con poco o nulo beneficio.

Salmonella mostr6é una resistencia mayor (62.25%) a tetraciclina, en comparacion
con lo realizado por Cabrera-Diaz y col., 2013 (40.7%). De igual manera Cabrera 'y
col.,, 2013; Soltan Dallal y col., 2009; Hao Van y col., 2007 observaron cepas
resistentes a tetraciclina, siendo este antibiético uno de los mas empleados para
promover el crecimiento en animales de abasto.

Ceftriaxona es uno de los antibidticos mas recomendados para tratar una infeccién
causada por Salmonella, sin embargo nuestros resultados mostraron una
resistencia de 44.28%, lo cual tiene semejanza con la resistencia que obtuvieron
Fortuna y col., 2012 (53.33%), esto es debido a la enzima CTX-M-14 que es

transferida mediante el plasmido IncN (Yin Wong y col., 2013).
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Se puede sugerir el uso de las Fluoroquinonas como ciprofloxacina en infecciones
leves y severas ocasionadas por Salmonella, ya que su eficiencia arrojo un 65.52%.
En 2010 Dallal y col. aislaron cepas de Salmonella en carne de pollo y res,
analizando su susceptibilidad a antibioticos, siendo ciprofloxacina también el mas
eficaz; Bhatia y col., 2007 aislaron Salmonella de 45 casos humanos que
presentaron fiebre entérica y obtuvieron un 88% de sensibilidad para este
antibiético; por ultimo Zalalen Addis y col.,, 2011 también mostraron que
ciprofloxacina tiene una buena actividad antimicrobiana para este patdgeno.

Nuestros resultados en conjunto con los de otros investigadores indican que la
presencia y multiresistencia de Salmonella es comun en carne cruda de res y pollo.
Es importante destacar la elevada multiresistencia de las cepas aisladas: 3 cepas
fueron sensibles a los 16 antibiéticos, mas del 50 % de las cepas fueron resistentes

a por lo menos 10 antibiéticos y el 30.2% a por lo menos 12 antibi6ticos (Tabla 7).

Tabla 7. Combinacion de los antibioticos empleados en las cepas aisladas de

carnes.

No. de cepas (Numero) y antibiéticos a los que fueron resistentes las cepas
(16)-AMP-AMK-CIP-SOX-GEN-CHL-CRO-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL-N
(15)-AMP-AMK-SOX-GEN-CHL-CRO-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL-N
(15)-AMP-AMK-CIP-SOX-GEN-CRO-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL-N
(14)-AMP-AMK-SOX-GEN-CRO-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL-N
(14)-AMP-AMK-CIP-SOX-GEN-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL-N
(14)-AMP-AMK-CIP-SOX-GEN-CRO-TCY-NAL-STR-K-TSX-ERI-COL-N
(14)-AMP-AMK-CIP-SOX-GEN-CRO-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL-N
(14)-AMP-AMK-CIP-SOX-CRO-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL-N
(13)-AMP-AMK-SOX-GEN-CRO-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL
(13)-AMP-SOX-GEN-CHL-CRO-TCY-NAL-STR-TSX-AMC-ERI-COL-N
(13)-AMP-AMK-CIP-SOX-CRO-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL
(13)-AMP-AMK-SOX-GEN-CRO-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-COL-N
(13)-AMP-AMK-SOX-GEN-CRO-TCY-NAL-STR-K-AMC-ERI-COL-N
(13)-AMP-AMK-SOX-GEN-CRO-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL-N
(13)-AMP-AMK-SOX-CRO-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL-N
(13)-AMP-AMK-SOX-GEN-CRO-TCY-NAL-STR-K-TSX-ERI-COL-N
(13)-AMP-AMK-CIP-SOX-GEN-CRO-NAL-STR-K-AMC-ERI-COL-N
(13)-AMP-AMK-SOX-GEN-CHL-TCY-NAL-STR-K-TSX-ERI-COL-N
(13)-AMP-CIP-SOX-GEN-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL-N
(12)-AMP-AMK-SOX-CRO-TCY-NAL-STR-TSX-AMC-ERI-COL-N
(12)-AMP-AMK-SOX-CHL-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL
(12)-AMP-AMK-SOX-GEN-CRO-NAL-STR-K-AMC-ERI-COL-N
(12)-AMP-AMK-SOX-GEN-CRO-NAL-STR-K-TSX-AMC-COL-N
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(12)-AMP-AMK-SOX-CRO-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL-N
(12)-AMP-AMK-SOX-GEN-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL-N
(12)-AMP-SOX-CRO-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL-N
(12)-AMP-AMK-SOX-GEN-CRO-NAL-STR-K-TSX-ERI-COL-N
(12)-AMP-SOX-GEN-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL-N
(12)-AMP-AMK-SOX-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL-N
(12)-AMK-SOX-GEN-CHL-TCY-NAL-STR-K-TSX-ERI-COL-N
(11)-AMP-SOX-CRO-TCY-NAL-STR-TSX-AMC-ERI-COL-N
(11)-AMK-SOX-GEN-TCY-NAL-STR-K-TSX-ERI-COL-N
(11)-AMK-SOX-CRO-TCY-NAL-STR-K-TSX-ERI-COL-N
(11)-AMP-AMK-SOX-GEN-TCY-STR-K-TSX-ERI-COL-N
(11)-AMP-AMK-SOX-GEN-NAL-STR-K-AMC-ERI-COL-N
(11)-AMK-CIP-SOX-GEN-CRO-NAL-STR-K-TSX-COL-N
(10)-AMP-AMK-SOX-CRO-NAL-STR-TSX-AMC-ERI-COL
(10)-AMP-SOX-GEN-TCY-NAL-STR-TSX-AMC-ERI-COL
(10)-AMP-SOX-GEN-CRO-NAL-TSX-AMC-ERI-COL-N
(10)-AMP-GEN-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL
(10)-AMP-SOX-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COL
(10)-AMP-AMK-SOX-CRO-NAL-STR-K-AMC-COL-N
(10)-AMP-AMK-SOX-GEN-TCY-STR-K-TSX-COL-N
(10)-AMP-AMK-SOX-NAL-STR-K-AMC-ERI-COL-N
(10)-AMP-AMK-SOX-CRO-STR-K-TSX-ERI-COL-N
(10)-AMK-CIP-SOX-GEN-CRO-NAL-STR-K-COL-N
(10)-AMP-AMK-SOX-GEN-TCY-STR-K-TSX-ERI-N
(10)-AMP-SOX-GEN-TCY-STR-K-TSX-AMC-ERI-N
(10)-AMK-SOX-GEN-TCY-STR-K-TSX-ERI-COL-N
(10)-AMP-SOX-GEN-CHL-TCY-STR-K-TSX-ERI-N
(9)-AMP-AMK-SOX-CRO-TCY-NAL-STR-TSX-COL
(9)-AMP-SOX-TCY-NAL-STR-TSX-AMC-ERI-COL
(9)-AMP-AMK-SOX-NAL-STR-K-AMC-ERI-COL
(9)-AMP-AMK-SOX-GEN-TCY-NAL-STR-K-ERI
(9)-AMK-SOX-GEN-STR-K-TSX-ERI-COL-N
(9)-AMK-SOX-GEN-TCY-STR-K-TSX-ERI-N
(9)-AMP-SOX-GEN-TCY-STR-K-ERI-COL-N
(9)-SOX-CRO-TCY-NAL-K-TSX-ERI-COL-N
(9)-AMP-SOX-CRO-NAL-STR-K-ERI-COL-N
(8)-AMP-AMK-SOX-NAL-STR-TSX-AMC-COL
(8)-AMP-AMK-SOX-CRO-TCY-TSX-ERI-COL
(8)-AMP-SOX-TCY-NAL-STR-TSX-AMC-ERI
(8)-SOX-CRO-TCY-NAL-STR-TSX-ERI-COL
(8)-SOX-CRO-TCY-NAL-TSX-AMC-COL-N
(8)-SOX-CHL-TCY-NAL-STR-TSX-COL-N
(8)-AMP-TCY-NAL-STR-K-TSX-AMC-COL
(8)-AMP-AMK-SOX-GEN-STR-K-TSX-ERI
(8)-AMK-SOX-GEN-STR-K-ERI-COL-N
(8)-AMK-SOX-GEN-K-TSX-ERI-COL-N
(7)-AMP-AMK-GEN-NAL-STR-AMC-ERI
(7)-SOX-CRO-TCY-NAL-TSX-ERI-COL
(7)-SOX-CHL-TCY-NAL-STR-TSX-COL
(7)-AMP-SOX-GEN-AMC-ERI-COL-N
(7)-AMP-SOX-STR-K-AMC-ERI-COL
(7)-AMK-SOX-GEN-STR-K-COL-N
(7)-AMK-SOX-GEN-K-ERI-COL-N
(6)-AMP-SOX-CRO-AMC-ERI-COL
(6)-AMP-AMK-SOX-STR-ERI-COL
(6)-SOX-TCY-STR-ERI-COL-N

(6)-SOX-GEN-K-ERI-COL-N

(6)-SOX-STR-K-ERI-COL-N

(5)-AMP-SOX-NAL-STR-AMC

(5)-SOX-TCY-NAL-TSX-COL

(5)-SOX-TCY-STR-ERI-COL

(5)-SOX-NAL-STR-ERI-COL

(4)-SOX-NAL-STR-COL

(4)-SOX-STR-ERI-COL

(3)-SOX-TCY-COL

(3)-SOX-ERI-COL

(2)-AMP-SOX

Ampicilina (AMP), Amikacina (AMK), Ciprofloxacina (CIP), Sulfisoxazol (SOX), Gentamicina
(GEN), Cloranfenicol (CHL), Ceftriaxona (CRO), Tetraciclina (TCY), Ac. Nalidixico (NAL),

wwhhhrphoooooooohoooovwooRNRoooooonoonoiRoocovoocvvwoooooncvoooonovOoO oo
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Estrfeptomicina  (STR), Kanamicina (K), Trimetoprim/Sulfametoxazol  (SXT),
Amoxicilina/Acido Clavulanico (AMC), Eritromicina (ERI), Colistina (COL), Neomicina
(NEO).

5.3.2. Dendrograma construido de acuerdo al perfil de resistencia

El dendrograma se construy6 con 89 cepas de diferentes combinaciones formando
15 agrupaciones de acuerdo a similitudes (Figura 6). El grupo 1 se puede observar
gue se conforma de 7 cepas, arriba de este grupo se encuentra la cepa 89, la cual
no forma parte de ningun grupo, puesto que solo presentd resistencia a sulfisoxazol
y ampicilina, teniendo un porcentaje de similitud de 17% con el resto de las cepas,
de igual manera se observa que la cepa 69 y 81 presentan un perfil de resistencia
distinto y una lejania al resto del grupo. EIl grupo 5 formado por las cepas C35y
C45 obtuvieron un porcentaje de similitud de 92% entre ellas y solo difieren de un
antibiotico para ser consideradas como posibles clonas. El grupo 10 resulté ser el
mas grande conformado por 15 cepas, mientras que los grupos 2, 5, 7, 11y 15 solo

se conformaron de 2 cepas siendo estos los mas pequefios.
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Figura 6. Dendrograma construido con las cepas aisladas de carnes de res y pollo

provenientes de mercados de Pachuca.
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5.4. Prevalencia de Salmonella en muestras de suelo y aguas negras

La prevalencia en las muestras de suelos y aguas negras fue de 54.5% y
64.5%. Se seleccionaron 77 cepas presuntivas en suelos y 94 en aguas negras, y
se confirmaron 71y 84 cepas de Salmonella en base a la morfologia y serologia de
las colonias. En comparacion con otra investigacion realizada en el Estado de
Guerrero, nuestra prevalencia en aguas negras fue alta, ya que ellos reportaron un
13% de Salmonella en aguas de uso agricola provenientes de un rio para la
produccion de meldn. En Nigeria Abakpa y col., 2015 obtuvieron una prevalencia de
13.9% en muestras de suelos, aguas y vegetales, la cual resulta inferior a la nuestra.
Sin embargo en Sinaloa Lopez cuevas y col., 2009 analizaron suelo y agua también
de uso agricola obteniendo una prevalencia de Salmonella de 39.29 % en aguas y
nula en suelos, explicando que esta nula prevalencia no es debido a la ausencia, ya
gue se ha reportado que las bacterias en ambientes hostiles entran en estado viable
con cultivable, lo que dificulta su aislamiento en medios selectivos. Existen
investigaciones realizadas en Marruecos que muestran una alta incidencia de este
microorganismo; AL-Jaboobi y col., 2013 obtuvieron un 100% (n=165); Melloul y
col., 2001: 80% (n=35) ambos estudios en aguas residuales. Esto indica que el uso
de aguas residuales en la agricultura constituye una fuente importante en la
diseminacién de Salmonella en el ambiente, de igual manera en suelos, el uso de
estiércol como fertilizante eleva los riesgos de infeccion por el consumo de

vegetales producidos en estas zonas agricolas.
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5.4.1. Sensibilidad antibi6tica

Las resistencias mas frecuentes en suelos fueron a: eritromicina 80.9%, amoxicilina/
acido clavulanico 80%, estreptomicina 76.19% y ampicilina 71.42% (Tabla 8). Por
el contrario la mayoria de cepas fueron sensibles a ciprofloxacina 100%, seguido de
ceftriaxona 95.23% y cloranfenicol con 71.42%. Las resistencias mas frecuentes en
las muestras de aguas negras fueron las siguientes: estreptomicina 100%,
ampicilina 84% y eritromicina 68%. Ceftriaxona 80% y cloranfenicol 80% resultaron

los méas eficientes.

Al igual que nuestros resultados, una investigacion en 2013 mostré que
ampicilina, amoxicilina, estreptomicina, tetraciclina, trimetropim y sulfasoxazol
presentaron altos porcentajes de resistencias en cepas de E.coli aisladas de
muestras de suelo, aguas de irrigacion y lechugas (Holvoet y col., 2013), lo cual
indica que la presencia de patdgenos resistentes en el ambiente es de gran
preocupacion, ya que los vegetales actian como reservorios y vectores de estos

microrganismos.

En el Estado de Sinaloa se han aislados cepas de Salmonella resistentes a
tetraciclina con un porcentaje de 60% en aguas de irrigacion, nuestras muestras de
aguas también mostraron el mismo porcentaje de cepas resistentes a este
antibiotico y se obtuvo un 40% de resistencia intermedia, sin embargo no se
observaron cepas sensibles. Para el caso de ampicilina se presentd una resistencia
de 71.42% para suelos y 84% para aguas, ambos porcentajes estan por debajo de

lo reportado por AL-Jaboobi y col., 2013 (100%).
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Tabla 8. Porcentaje de susceptibilidad de las cepas de Salmonella aisladas de

suelos y aguas negras frente a los 16 antibiéticos empleados.

Antibiodtico Muestras Resistentes % Sensibilidad Sensibles %
intermedia %
Estreptomicina Suelos 76.19 9.52 14.28
Aguas negras 100 0 0
Ampicilina Suelos 71.42 28.57 0
Aguas negras 84 16 0
Eritromicina Suelos 80.9 19.04 0
Aguas negras 68 32 0
Amoxicilina/ Acido Clavulanico Suelos 80 16 4
Aguas negras 57.14 28.57 4.28
Tetraciclina Suelos 66.66 14.28 19.04
Aguas negras 60 40 0
Kanamicina Suelos 66.66 33.33 0
Aguas negras 64 32 4
Neomicina Suelos 42.85 52.38 4.76
Aguas negras 40 60 0
Amikacina Suelos 66.66 14.28 19.04
Aguas negras 60 40 0
Trimetoprim/Sulfametoxazol Suelos 57.14 42.85 0
Aguas negras 48 52 0
Sulfisoxazol Suelos 52.38 47.61 0
Aguas negras 40 60 0
Acido Nalidixico Suelos 28.57 9.52 61.9
Aguas negras 32 24 44
Colistina Suelos 23.8 76.19 0
Aguas negras 36 64 0
Ciprofloxacina Suelos 0 0 100
Aguas negras 12 24 64
Cloranfenicol Suelos 0 28.57 71.42
Aguas negras 0 20 80
Gentamicina Suelos 0 28.57 71.42
Aguas negras 0 60 40
Ceftriaxona Suelos 0 4.76 95.23
Aguas negras 0 20 80
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La persistencia de Salmonella en el ambiente incrementa el continuo contacto con
antimicrobianos y genera una seleccion natural que evade el ataque de éstos
(Refsum y col., 2002). Es importante la implementacion de medidas preventivas y
correctivas para disminuir el impacto que estdn ocasionando la presencia de

bacterias multiresistentes en el ambiente.

5.4.2. Dendrograma construido de acuerdo al perfil de resistencia

El dendrograma construido con las cepas aisladas de aguas negras mostré 8
agrupaciones. El grupo 1 conformado por 6 cepas muestra un porcentaje de
similitud de cero, puesto que dichas cepas fueron sensibles a todos los antibidticos.
De igual manera el grupo 8 solo presentd resistencia a ciprofloxacina, es por ellos
gue se observa alejado del resto de las cepas, dicho grupo resultdé ser el mas
pequefio. El grupo 6 resultd ser el mas grande conformado por 22 cepas teniendo
un 50% de similitud con el resto de las cepas, en este grupo 9 cepas arrojaron el
mismo perfil de resistencia, de igual manera el grupo 2 conformado por 14 cepas

mostré un 50% de similitud.
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Figura 7. Dendrograma construido con cepas de Salmonella aisladas de aguas

negras.

En la figura 7 se observan 8 grupos que conforman el dendrograma generado por
las cepas aisladas de aguas negras. Dentro del grupo 1 se encuentra la cepa 66, la
cual arrojo un perfil de resistencia muy diferente a las 74 cepas. El siguiente grupo
mas alejado del resto de las cepas fue el 9, dentro de este grupo la cepa 50 mostré
un 78% de similitud con las cepas 56 y 11. Respecto al grupo 8 la cepa 32 y 1
obtuvieron un 100% de similitud, el mismo caso se presento para las cepas 4, 22 y
35. Los grupos que no presentaron cepas con el mismo perfil de resistencia fueron:
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1, 2, 3, 4y 9. En el dendrograma general (figura 9) pueden observar 24
agrupaciones. Dentro del grupo 1 se encuentran las cepas que fueron sensibles a
los 16 antibi6ticos empleados, las cuales se localizan en la parte superior e inferior.
El grupo 24 se conforma de 5 cepas, las cuales presentaron un perfil de resistencia
muy diferente al resto de la cepas con 12% de similitud con los 22 grupos formados.
El grupo 2 solo se formo con 2 cepas con 100% de similitud entre ellas. En contraste
los grupos 9 y 10 resultaron ser los extensos. De igual manera se pueden observar

anillos de colores que muestran secciones mas representativas del arbol construido.
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Figura 8. Dendrograma construido con cepas de Salmonella aisladas de suelos.
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Figura 9. Dendrograma general construido con el total de cepas aisladas.
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Todos los anillos mostraron cepas con un 100% de similitud entre ellas; en el anillo
amarillo se encuentran cepas de nopales, suelos, agua y cilantro; el verde mostro
cepas aisladas de carne y agua con el mismo perfil de resistencia, de igual manera
para el gris; los anillos rojo, rosa y naranja mostraron cepas de suelo y aguas
negras; la cepas de cilantro y aguas negras se agruparon en el anillo azul, morado

y café.

I T
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=000

Figura 10. Secciones mas representativas del dendrograma construido

Es importante sefialar que las cepas aisladas de Salmonella independientemente
de la fuente y tiempo de muestreo, mostraron la misma sensibilidad en algunos
casos. En la actualidad hay escasa informacion relacionada con dendrogramas
construidos de acuerdo a la sensibilidad a antibidticos. Fortuna y col., en 2012
construyeron un dendrograma con cepas resistentes a antibioticos, con el mismo fin
que nuestro estudio, mostrando agrupaciones de cepas aisladas de carne para

hamburguesa, independientemente que fueran de pollo o res.
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5.5. Construccion de cepas de Salmonella ATCC multiresistentes a6y 11
antibioticos.

Para la construccion de los 2 grupos de cepas resistentes, se tomaron cepas de
Salmonella ATCC, aqui los antibidticos ejercieron presion selectiva y se identificaron
aquellas cepas que presentaron mutacion inducida (al azar) en los genes que
codifican las enzimas encargadas del desenrrollamiento del ADN en el proceso de
divisién celular. Cuando se empled rifampicina, se obtuvieron colonias aisladas y
con morfologia caracteristica de Salmonella. Al emplear kanamicina, se aislaron
colonias con las mismas caracteristicas. Sin embargo, al emplear ciprofloxacina,
estreptomicina y una mezcla de tetraciclina, eritromicina y kanamicina, el
crecimiento fue masivo y no habia ninguna colonia aislada (figura 11). Por ello, se
volvid a repetir el procedimiento con estos Ultimos antibidticos pero el resultado fue

similar al anterior.

Ciprofloxacina

-~

Estreptomicina

o o n

Tetraciclina
Eritromicina
Amikacina

Figura 11. Resistencia cruzada en la mutacion inducida a Salmonella.
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Debido a estos resultados, se infiri6 que las concentraciones de los antibiéticos
empleados no eran las adecuadas, la mezcla estaba provocando una resistencia

cruzada o simplemente no habia un buen sinergismo entre ellos.

Debido a que la kanamicina fue el antibiotico probable responsable del crecimiento
masivo de microorganismos, se volvid a sembrar la cepa en el mismo agar, pero sin
este antibiotico. Los resultados mostraron que, efectivamente fue kanamicina quien
provoco esa resistencia, esto se determind ya que las colonias crecieron aisladas y
con caracteristicas tipicas (figura 12). Es importante sefialar que las bacterias que
presentan resistencia cruzada son aquellas que han desarrollado métodos de
supervivencia eficaces frente a varios tipos de antimicrobianos con uno o varios

mecanismos de accidn similares.

Amikacina

Rifampicina

Tetraciclina Estreptomicina ~ Eritromicina

Figura 12. Mutacion inducida a Salmonella
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El mecanismo de resistencia frente a kanamicina se debe a enzimas modificadoras,
las cuales pueden actuar en tres tipos de reacciones generales: N-acetilacién
(acetiltranferasas, ACC), O-adenilillacién (nucleotidiltransferasas, ANT) y O-
fosforilacion (fosfotrasferasas, APH), estas enzimas se encuentran en el espacio
periplasmico y su funcion es interferir en la sintesis de proteina (Figura 13),

especificamente en la subunidad ribosomal 30S (Fuchs y col., 2003).

wQ

NHCOH3

on + CoA-S-COCH3

-
HO

) NN,

+ CoA-SH

N- acetilkanamicina

Kanamicina

Figura 13. Mecanismo de resistencia de kanamicina.

Las mezclas se siguieron ensayando hasta lograr 2 grupos de cepas resistentes a
11 y 6 antibi6ticos. Se observé un crecimiento masivo debido a la dispersiéon que se
genera por la misma cepa resistente. Por otro lado, este efecto también se debi6 a
la dispersion de los genes, a través de elementos genéticos moviles (transposones
y plasmidos) (Guilfoile, 2007). En algunos casos se identificaron cepas con aspecto
rugoso y morfologia diferente a Salmonella, esto se debe al estrés que sufreny a la
adaptacion frente nuevo medio de cultivo. Las cepas fueron confirmadas con

pruebas bioquimicas y antisuero.
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Figura 14. Pruebas bioquimicas y serologia de Salmonella

Diversos estudios se han llevado a cabo con respecto a resistencia antibiética, como
el realizd en el aflo 2002, donde se investigd la resistencia antibiética y lineas
clonales del serogrupo B Salmonella, aisladas de pacientes con sospecha de
padecer fiebre tifoidea en Accra, Ghana, utilizando técnicas moleculares como PCR
y electroforesis en gel de agarosa (Mills-Robertson y col., 2002). En Reino Unido se
examinaron 397 cepas de Salmonella de origen humano y animal que comprenden
35 serotipos, se analizd la especificidad que tienen algunos genes resistentes a
antibiéticos y la relacion que tienen éstos con los integrones para crear el
mecanismo de resistencia (P. Randall y col., 2002).

Para el afio 2006 se estudiaron 147 cepas de Salmonella serotipificadas como
Typhimurium procedentes de tres provincias espafiolas, esto para ver la resistencia
que presentaban a antibidticos. Los distintos patrones de resistencia se
determinaron por técnicas de biologia molecular: RAPD y PFGE. Por RAPD se
diferenciaron 36 patrones de bandas, y por PFGE 38. Se encontré una proporcién
alta de clones: el 27% de las cepas fueron idénticas por ambos métodos. Ademas,

en cada area se encontraron algunos clones diferentes adicionales. Con PFGE se
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obtuvo el mayor poder discriminatorio, pero el mayor grado de diversidad genética

se observé usando ambas técnicas conjuntamente (Delgado y col., 2006).

5.6. Evaluacion del comportamiento de cepas de Salmonella en suelos con

humedades de 80%, 50% y 0%, aguas de irrigacion y cilantro

Durante el estudio del comportamiento de los grupos de cepas en suelo con
humedad de 80%, se observo que los tres grupos mostraron una disminucion en su
concentracion en el dia 2, esto pudo ser debido a la adaptacién y al estado de estrés
gue presentaban. Las cepas multiresistentes a 11 antibiéticos mostraron mayor
crecimiento en las muestras de suelos (8.22 log CFU). De otra forma, a pesar que
no se observo diferencia en el comportamiento general entre los 3 grupos de cepas,
las cepas sensibles mostraron una disminucion en su concentracion a partir del dia
10, donde los microorganismos de los otros dos grupos continuaban en la fase

estacionaria (Figura 15).
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10 - Suelo humedad 80%0o

LOG UFC

L 4 Cepa sensible
O Cepa resistente a 6 antibidticos
4 7 —w— Cepa resistente a 11 antibidticos

Dias

Figura 15. Comportamiento en suelo con humedad de 80%.

En el caso del comportamiento en suelo con 50% de humedad, se observé un
crecimiento menor que en el estudio realizado en el suelo con 80% de humedad. Lo

cual puede deberse a la materia organica presente.

Suelo humedad 50%o

LOG UFC

L 4 Cepa sensible
5 4 —O— Cepa resistente a 6 antibioticos
—w— Cepa resistente a 11 antibioticos

1 2 3 4 5 6 7 10 13 16 23 30 37 44 51

Dias
Figura 16. Comportamiento en suelo con humedad de 50%.
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En el caso de las cepas inoculadas en agua de irrigacion, el grupo resistente a 11

antibioticos mostro el mayor crecimiento durante el dia 4 (6.62 log CFU).

Agua de irrigacion

LOG UFC

@®— Cepa sensible
4 —O— Cepa resistente a 6 antibioticos
—w— Cepa resistente a 11 antibidticos

Dias

Figura 17. Comportamiento de Salmonella en agua de irrigacion.

Mas aun, se observé que durante la segunda semana este mismo grupo exhibio el
mayor crecimiento de los tres grupos. En otro sentido, el grupo sensible presento la
fase de muerte a partir del dia 10 (Figura 17). En este dia, se observé crecimiento

del grupo de cepas resistentes a 6 antibioticos.

Respecto al comportamiento de Salmonella en las muestras de cilantro, se observo
una disminucién en la concentracion de microorganismos durante los siete dias

(Figura 18).
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—w— Cepa resistente a 11 antibidticos
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Figura 18. Comportamiento de Salmonella en cilantro

Estadisticamente solo se observa diferencia significativa en el dia 2, pues hay
aproximadamente 4 ciclos logaritmicos de diferencia entre los grupos resistente a
11 y 6 antibidticos. Respecto a los otros dias se observa la misma tendencia en el
comportamiento, independientemente que sean sensibles o resistente a 11 y 6
antibioticos. De igual manera el andlisis de varianza muestra un valor de P <0.05 en

el dia 2 (Figura 19).
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Analysis of Variance (Spreadsheet)
Marked effects are significant at p < 05000
55 df WS S5 df WS F p

Variable | Effect |Effect | Effect Error | Error | Error
Diad | 063810 2 031905 25033 6 041722 0.764704 0.506024
Dia 1 427702 2 213851 57494 6 095823 2231721 0.158551
Dia2 |45.70149 212285074 14.0528 6| 2.34214| 9.756371| 0.013007
Dia 3 2.23926 2 111963 10.0603 6 1.67672 0667750 0547223
Dia 4 0.39738 2 0.19869 120.7862 6 20.13104 0.009870 0.990194
Dia 5 8.52014 2 426007 240258 6 400429 1063876 0402293
Dia 6 574151 2 287076 205430 6 3.42383 0838463 0477410
Dia 7 1.04339 2 052169 256965 6 4.28274 0121813 0.867449

Figura 19. Analisis de varianza

En la siguiente grafica se puede observar de igual manera la misma tendencia en el

comportamiento, no obstante el analisis estadistico nos arroj6 diferencias

significativas durante los dias 1,3, 5 y 6, arrojando valores de P inferiores a 0.05

(Figura 21).
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Figura 20. Comportamiento de Salmonella en suelo seco
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Analysis of Variance (Spreadsheet1)
Marked effects are significant at p < 05000
5SS df MS S5 df MS F p

Variable | Effect |Effect | Effect Error  |Error | Error
Dia0 [0.638096 0.319048  2.503305 6 0417218 0.76470 0.506024
Dia 1 5942390 2.971185| 1.000566 6| 0.166761 17.61709 0.002953
Dia 2 0.090399 0.045199 1.783546 6 0.297258 0.15205 0.862149
Dia 3 1.643517 0.821759) 0.242592 6 0.040432) 20.32449) 0.002128

B

6

6

B

Dia 4 3639627 1.819814  3.363861 0.560643 3.24594 0.110808
Dias 1.859834 0.929917| 0.800798 0.133466| 6.96743) 0.027266
Dia 6 1.036974 0.518487| 0.422267 0.070378) 7.36719) 0.024232
Dia 7 0.243730 0.124865 0.276827 0.046138 2.70634  0.145308

[N RE R N R R N R R N )

Figura 21. Analisis de varianza

De igual manera Youwen y col., 2006; realizaron un estudio de comparacion de
sobrevivencia de cepas de Salmonella multiresistentes y susceptibles en suelo, en
dicha investigacion no hubo deferencia significativa, puesto que los dos grupos
presentaron un comportamiento similar. Ahos mas tarde Hughes y col., 2010;
realizaron un estudio comparando la sobrevivencia de cepas de Salmonella
multiresistente a antibiéticos y cepas susceptibles en carne cruda, dicho estudio se
basé en analizar la reduccidén en la concentracion de los dos grupos de cepas
usando un antimicrobiano, los resultados mostraron el mismo comportamiento en
respuesta a la accion antagonista del antimicrobiano que comunmente es usado en
carne. Recientemente D’Amico y col.,, 2014; inocularon y compararon el
comportamiento de cepas multiresistentes y sensibles de Salmonella en la
produccion de queso gouda hecho con leche bronca, en general demostraron que
las cepas multiresistentes no representan una mayor amenaza para la seguridad en

este tipo de queso, pues el comportamiento resulto similar al de las cepas sensibles.
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5.7. Relacion filogenética mediante electroforesis en gel de campo pulsado

5.7.1. Estandarizacioén

Se realiz6 la estandarizacion de la técnica siguiendo el protocolo de PulseNet 2013,
con cepas de Salmonella aisladas de suelo, cilantro y nopal, asi como también
cepas de listeria como marcador negativo y el marcador de peso molecular

correspondio a Salmonella Braenderup. En la siguiente figura se observa que dicho

marcador va de 20.5 a 1135 kb.

Cepa Salmonelia cilaniro 2
J

Cepa Salmonells nopal | Cepa Ssimonella suelo

Cepa Sslmonels cilantro 1
‘

Marcador de peso molecular/ f /
\ N ) /
’ { , Blanco
.\ Ceps Listens |
Marcador de peso moleculsr. & | f 4 i / Marcador de peso molecular.

|
v

Cepa Listeria

4

e T N ; , / J
12345678910

Figura 22. PFGE con Salmonella entérica, subespecie enterica serovariedad

Braenderup ATCC BAA-664
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Se pudo observar en el carril 7 y 8 que las bandas de adn son idénticas, solo con
pequefias discrepancias entre 104.4 y 216.9 kb, puesto que se observo un ligero
barrido de banda, lo cual se pudo deber a la accion de la proteinasa K (falta de

degradacion de proteinas).

5.7.2. Andlisis de muestras

Debido a que la técnica de campos pulsados es muy costosa y requiere de varios
dias, solo se realizaron 10 corridas en la camara de electroforesis con 118 cepas
resistentes (previamente seleccionadas de acuerdo a dendrogramas construidos)
aisladas de las muestras analizadas (30 cepas aisladas de agua negra, 27 de suelo,
34 de carne, 12 de cilantro, 8 de zanahorias y 7 de nopales). Los resultados mas

relevantes se muestran en el siguiente dendrograma:

¥ de simitud Pulsotipo Perfi de resistencia
-] - = o o =) = = =
L = & w & = & L] =]
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54 I 13- AMK-CIP-S03-GEN-CRO-HAL-STR-H-AMG-ERI-COL-N
AlE I (1 - P-AMK-CIP-S0X-GEN-CRO-NAL-STR-K-TSX-AMC-ERI-COLN
ncS I (2. e AMK- SO TCY-NAL-STR-K TSX-AMC-ERI-COLN
AS N {12-AMP-AMK-SOX-TCY-NAL-STR-K-TSK-ANC-ERI-COLN
57 I S (10}-AMP-S0X-TCY-NAL-STRACTEX-AMC-ERI-COL
— <14 I R (11)-AM¢-SOX-CRO-TCY-NAL-STR--TEX-ERI-COL-N
k2 I (101-AMP-GEN-TCY-HAL-STR-K-TSA-AMC-ERI-COL
E 12 T 10-AMP-AMK-SOX-3EN-TCY-STRATSH-EREN
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Figura 23.Dendrograma construido de acuerdo a patrones de PFGE.
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La figura 23 muestra el dendrograma construido con las cepas de mayor porcentaje
de similitud de acuerdo a los pulsotipos arrojados, se observaron 19 patrones de
PFGE diferentes, es importante sefialar que se encontraron clonas en las muestras
analizadas, muestra de ello en el grupo 1 se encuentran dos clonas de Salmonella
aislada de zanahorias y suelo colectadas en el valle del mezquital (MZ1 Y S6), cabe
sefalar que el muestreo se realiz6 en diferentes tiempos, lo cual indica la
persistencia en el ambiente de esta cepa. Respecto al antibiograma ambas cepas
presentaron resistencia a 9 antibidticos, pero con diferentes combinaciones, el
mismo caso se presentd para las clonas aisladas de cilantro y suelo (C3 y S4). En
contraste las clonas MC5 y A5 (aisladas de cilantro y agua del Valle del Mezquital)
mostraron el mismo perfil de resistencia (AMP-AMK-SOX-TCY-NAL-STR-K-TSX-

AMC-ERI-COL-N).

De igual manera se observé que el grupo 4 resulté ser el de mayor porcentaje de
similitud (76%), dicho grupo se formé con las clonas aisladas de carnes, agua y
nopal (K13, K17, K22, A13 y N1) y presentaron diferente combinacion en los
antibiogramas. Nuestros grupos construidos demuestran que las cepas analizadas
pueden tener o no el mismo patrén de resistencia, sin embargo si una cepa sensible
estd en constante interaccion con otra multiresistente la transferencia de genes
resistentes se lleva mediante conjugacion, transformacién y transduccién. Es por
ello que el fin de construir los dendrogramas de acuerdo al perfil de resistencia es

para seleccionar posibles clonas que mostraron el mismo patrén de resistencia.
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De igual manera en el afio 2009 Chien-Shun y col., también demostraron que las
cepas con el mismo pulsotipo (clonas) pueden o no mostrar el mismo perfil de
resistencia, esto debido a los plasmidos involucrados en la transferencia de los
genes de resistencia.

En el grupo 6 de nuestro dendrograma se encontré6 que las cepas K28 y A50
mostraron el mismo patrén de FPGE, lo cual indica que esta carne colectada en
Pachuca proviene del Valle del Mezquital, ya que la res pudo haber ingresado este
microorganismo mediante la alimentacion y fue durante el sacrificio donde se
disemind en el canal, cabe mencionar que dichas cepas también mostraron la
misma resistencia a 8 antibioticos incluido ceftriaxona, lo cual resulta alarmante ya
que la diseminacién de estas cepas es un riesgo de salud publica. Las cepas C13,
N9 Y Al que formaron el grupo 3 también resultaron ser clonas, a pesar de tener
diferentes perfiles de resistencia y de ser de regiones diferentes. Estos resultados
indican que el origen de estas muestras fue el Valle del Mezquital, debido a la
irrigacion con aguas negras. De igual manera Zaidi B. y col., 2006 realizaron un
rastreo de cepas de Salmonella resistentes a antibiéticos en casos clinicos y
muestras de carnes crudas en Yucatan México, demostrando que algunas cepas de
Salmonella aisladas de carnes crudas eran las mismas con las cepas aisladas de
casos clinicos, puesto que mostraron el mismo pulsotipo en los geles de agarosa, y
concluyeron que la transferencia de este microorganismo multiresistente a través
de la cadena alimenticia es de gran preocupacion, ya que las infecciones atribuidas
a Salmonella han incrementado significativamente, tanto en incidencia como en
severidad en los ultimos afios (Lertworapreecha y col., 2013), es por ello que

sugieren la implementacion de organismos encargados de monitorear la prevalencia
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y resistencia a antibioticos de Salmonella en casos clinicos, carnes y alimentos para
animales de abasto.

Afios mas tarde en Taiwan en el aflo 2009 se analizé la diseminacion clonal de
Salmonella entérica serovar Braenderup del serogrupo C1 resistente a mdultiples
farmacos, las cepas fueron colectadas de 19 centros médicos y hospitales
distritales. Se compararon los resultados de la electroforesis en gel de campo
pulsante y los perfiles de resistencia antibittica de los casos clinicos mostrando las
mismas bandas de ADN amplificadas (clonas) pero no todas las cepas que formaron
los grupos clonales mostraron el mismo perfil de resistencias y se concluyd que los
serogrupos B, C1, C2y C3, D1y E1 de Salmonella fueron los responsables del
95% de casos (N=8941) de salmonelosis (Chien-Shun y col., 2009).

En el afio 2005 en Brasil fue realizado un estudio de clonalidad y resistencia
antibiotica de Salmonella entérica serovar Infantis aislados de cuatro hospitales
publicos en Rio de Janeiro. En este estudio, 35 cepas de serovar Infantis, aisladas
de niflos se caracterizaron por electroforesis en gel de campo pulsado y se
realizaron antibiogramas con fin de determinar la relacion existente con ambos
métodos y determinar el gen causante de la resistencia antibiética. Dicha
investigacion concluy6 que los genes blatem, catl, ant(3”)la, y ant(3”)lb, fueron los
responsables de la resistencia de dichas cepas, ademas la electroforesis indico que
33 de las 35 cepas analizadas provienen de un mismo linaje genético, es por ello
que Fonsecay col., 2006 mencionan que es de suma importancia la existencia de
programas de vigilancia epidemiolégica y procedimientos efectivos de desinfeccion

para la prevencion de brotes nosocomiales causados por cepas multiresistentes.

94



Por todo lo anterior nuestros resultados sugieren fuertemente que la hipotesis
planteada en un principio puede ser correcta, ya que se demostré mediante campos
pulsados la existencia de clonas presentes en agua negra, suelo, cilantro,
zanahorias y carne. Siendo las aguas negras las que estan propiciando la aparicion
de cepas de Salmonella resistentes en la cadena alimentaria mediante la irrigacion
de los campos agricolas, sin embargo no todas las cepas aisladas en alimentos
mostraron relacion con las cepas aisladas de suelo y agua negra, lo cual indica que
no todos los productos que vienen de la region del Valle del Mezquital estan
contaminados, o no todos provienen de dicha zona, es por ellos que las causas de
contaminacion de estos productos con Salmonella pueden deberse a la
contaminacion cruzada (transporte, manipulacion, empaque, etc.)

Es importante sefialar la importancia de implementar medidas correctivas, como el

uso de aguas tratadas para frenar la problematica que existe con patdégenos

mutiresistentes a antibioticos, metales pesados, antibidticos, pesticidas y todos

aguellos agentes contaminantes que deterioran la salud del ser humano. En la

actualidad se cuenta con una planta tratadora de aguas negras en la region de

Atotonilco de tula, la cual esta a punto de operar, tendra una capacidad para tratar

23 metros cubicos por segundos (mediante proceso convencional) y un modulo

adicional (mediante proceso fisico-quimico) para tratar 12 metros cubicos por

segundo en época de lluvia. Sin embargo no sabemos cual sera el impacto que

esto ocasione, ya que dicha agua tendra un costo para los agricultores, es por ello

gue no sabemos qué sucedera con esta region que por afios ha sido una zona

productiva de recursos agricolas para el estado de Hidalgo.
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5.8 Perfiles de resistencia de los extractos de Jamaica frente a las cepas de

Salmonella multiresistentes aisladas de zanahorias

Nuestros resultados mostraron que todas las cepas de Salmonella multiresistentes

aisladas de zanahorias fueron sensibles a los cuatro extractos utilizados (Tabla 9).

El mayor efecto inhibitorio fue mostrado por el extracto con metanol y el mas bajo

se observo en el extracto acuoso.

Tabla 9. Diametros de halos de inhibiciébn de extractos de céaliz de jamaica con

cuatro solventes frente a cepas de Salmonella multiresistentes a antibiéticos

Extractos
(;ég;%c; Serotipo Ciprofloxacina® Agua Aceet:;c(c)) de Metanol Acetona
Z1 . Typhimurium 20+ 0.2% 1004 10x04 12+0.2 14+0.2
Z2 . Typhimurium 20+ 0.2 10+0.6 10x0.6 12+ 04 15+04
Z3 . Typhimurium 20+£0.2 1006 12+0.6 12+0.2 13+0.2
Z4 . Typhimurium 20+ 0.2 10+0.6 10x04 12+0.2 14+04
Z5 . Typhimurium 20£0.2 10+£08 11+0.8 12+0.3 15+0.2
Z6 . Montevideo 20£0.2 10£05 10+x0.6 13+0.2 15+0.2
z7 . Gaminara 20+£0.3 10+10 12+1.0 12+ 0.2 13+0.2
Z8 . Typhi 20£0.2 10£04 10x04 13+£0.2 13+0.2
Z9 . Typhimurium 20£0.1 10+0.8 10+0.8 11+0.2 15+04
Z10 . Typhimurium 20+£0.2 10+04 10+x04 10+ 0.2 15+0.2
Z11 . Typhimurium 20+0.2 10+0.6 10x0.6 12+0.2 13+0.2
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Z12 S. Typhimurium 20+0.2 10+£0.8 11+0.8 12+0.3 14+0.4

Z13 S. Typhimurium 20+ 0.2 10+0.8 10+0.8 11+04 14+0.2

Lcontrol positivo, *Media en mm x SD de cuatro replicas

La actividad antimicrobiana de los calices de jamaica se ha atribuido a compuestos
como el &cido protocatecuico y antocianinas (Liu y col., 2005; Hatil y Moneer 2006;
Kang y col., 2007; Olaleye, 2007; Wong y col., 2010), pero ninguna investigacion
publicada tiene aun identificado los compuestos especificos responsables de esta
actividad.

Los presentes resultados coinciden con los reportados anteriormente por nuestro
grupo de investigacion en la evaluacién del efecto antimicrobiano de extractos de
diferentes genotipos de Hibisco contra cepas de S. typhimurium y S. Choleraesuis
sensibles los antibiéticos (Morales-Cabrera y col., 2013). Esto sugiere que los
compuestos con actividad antimicrobiana en los célices de jamaica constituyen una
alternativa potencial para el control de bacterias mutiresistentes a antibioticos tales

como Salmonella, la cual que esta presente en alimentos y fuentes ambientales.
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6. Conclusiones

1. Se registro una alta prevalencia (32%) de Salmonella en las muestras de
alimentos, sin embargo las muestras de suelo y aguas de irrigacion
presentaron una mayor prevalencia (54% y 64.5% respectivamente).

2. Se aislaron cepas de Salmonella multiresistentes a los antibidticos, todas
presentaron resistencia a por lo menos a dos antibidticos, dos cepas aisladas
de carnes fueron multiresistentes a 16 antibidticos. Ciprofloxacina,
ceftriaxona y cloranfenicol fueron los antibiéticos mas eficientes, en contraste
estreptomicina y ampicilina no presentaron una inhibicion eficaz sobre este
microorganismo.

3. Se encontrd un porcentaje elevado de similitud (100%) de acuerdo al perfil
de resistencia entre cepas de Salmonella aisladas de suelos, aguas de
irrigacion y alimentos.

4. Se obtuvieron cepas de Salmonella resistentes a antibiéticos por mutacion
(inducida) al azar.

5. Se presentd resistencia cruzada a 5 antibiéticos al ejercer presion selectiva
mediante kanamicina, para la construccién de Salmonella mutiresistente.

6. En general no se observo diferencia significativa en el comportamiento de los
tres grupos de cepas en suelo de cultivo, aguas negras y cilantro.

7. Se observé relacion clonal entre las cepas aisladas de suelo, aguas negras,
cilantro, carne y nopales, lo cual sugiere un mismo origen o fuente de

contaminacion.
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8. Desafortunadamente no se tuvo acceso a casos clinicos para sugerir que los
casos reportados en las institucion de salud de la ciudad de Pachuca son
originados por clonas de Salmonella presentes en las muestras de agua de
irrigacion y alimentos analizados.

9. Los extractos de célices de Jamaica con metanol ejercieron mayor poder
antimicrobiano (sobre las cepas resistentes aisladas de zanahoria en
comparacién con los extractos con acetona, acetato de etilo y agua, lo cual
sugiere que los compuestos con actividad antimicrobiana de estos calices
constituyen una alternativa para prevenir y mitigar dafios a la salud causados

por cepas multiresistentes.
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7. Recomendaciones

Es evidente que el uso de aguas negras para la irrigacion de los cultivos detona un
problema de contaminacion microbiolégica en la cadena alimentaria, ademas de
otros contaminantes como metales pesados, pesticidas y antibiéticos. Con este
trabajo demostramos la importancia que tiene las investigaciones enfocadas en
microbiologia ambiental, ya que pudimos observar la alta incidencia de Salmonella
resistente a antibioticos en las muestras analizadas, ademas confirmamos nuestra
hipotesis que es el Valle del Mezquital donde empieza esta diseminacion. Con esto
podemos sugerir medidas preventivas y correctivas para poder controlar este
problema de salud publica y ambiental, involucrando al sector social, politico y de
salud para que en conjunto se lleve a cabo una vigilancia y seguimiento de buenas
practicas de higiene durante toda la cadena de produccién de alimentos, esto para
garantizar la buena calidad sanitaria de los productos que se producen y venden en
el Estado de Hidalgo. Es importante también concientizar a la poblacion de la
severidad que implica el uso indiscriminado de antibidticos en la practica
agropecuaria y médica, esto se puede lograr mediante campafias que difundan la
informacion de manera objetiva. A continuacion se presentan algunos puntos que

se deben de abordar y ejecutar:

v' Seguimiento continuo y meticuloso de las resistencias bacterianas.

v" Implantacién de politicas sanitarias que establezcan protocolos de actuacion

v" Adaptar la prescripcion a la patologia médica
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v Integrar a la industria farmacéutica en las politicas de lucha contra la

resistencia bacteriana
v Informacién y formacion de la opinion publica
v' Formacioén de comités antibioticos
v Prohibir el uso de antibiéticos para la engorda de animales de abasto

Es de gran importancia que se actué y se haga algo al respecto, como lo hacen
paises europeos, ya que esta grave amenaza es ya una realidad que puede afectar
a cualquier persona. Actualmente la OMS considera que el mundo avanza a una
era postantibiética, en donde las enfermedades menores y comunes volveran a ser

potencialmente mortales como lo fueron hace afios, debido a la multiresistencia.

Esta investigacion también sugiere la evaluacion del efecto del extracto de jamaica
sobre otras bacterias involucradas con infecciones de origen alimentario, tales como
E. coli, L. monocytogenes, Shigella, Vibrio cholerae y Campylobacter jejuni sobre
zanahoria cruda y otros vegetales, para que se implemente su uso como agente
desinfectante en frutas y hortalizas, asi como también para tratar y prevenir

infecciones en humanos y animales.
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