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RESUMEN

Antecedentes: El uso de farmacos en la produccion animal ha sido una practica no
regularizada por lo que carece de control y supervision, como consecuencia, favorece
el uso inadecuado de medicamentos causando el desarrollo de cepas resistentes a
los antimicrobianos. La utilizacion clinica de las penicilinas en veterinaria,
especialmente penicilina G, supera los 30 afios siendo esta la mas usada.

Objetivo: Utilizacion de bioensayos para la identificacion de penicilina G en higado de
pollo de venta a granel en establecimientos no fijos en la ciudad de Tijuana.
Metodologia: Se tomaron muestras de higado de pollo por triplicado de las 9
Delegaciones de la Ciudad de Tijuana con un total de 3 muestras de higado de pollo
por delegacién. Las muestras se sometieron a un analisis para la busqueda de
coliformes totales, coliformes fecales, Salmonella spp. y Staphylococcus aureus. El
aislamiento de microorganismos fue de acuerdo a Normas Oficiales Mexicanas. Los
microorganismos aislados se sometieron a pruebas de susceptibilidad, antimicrobiana
mediante el uso de multidiscos (BIO-RAD). Para la identificacion y cuantificacion de
residuos de penicilina G, se utilizaron bioensayos mediante el Método de Difusion de
las 4 Placas, con la preparaciéon de un estandar de penicilina G que se utilizé a
diferentes concentraciones para fortificar las muestras control. Se preparé una
suspensiéon de esporas de Bacillus subtilis a una concentraciéon de 10” esporas/ml.
para la deteccion de residuos. Se colocaron de 3 a 6 discos de muestra problema, y
un sensidisco control con antibidtico a concentracion conocida, se incubaron a

temperatura Optima y con la observacion de halos de inhibicion.



Resultados: Se detectd la presencia de Staphylococcus aureus en 33 % de las
muestras siendo el de mayor porcentaje encontrado, Escherichia coli en un 27%,
Salmonella spp. 18%, Brucella spp. 12% y Pseudomonas aeruginosa 10%. Las cepas
mostraron resistencia a diferentes antibiéticos, el 79% de los microorganismos Gram
negativos presentaron mayor resistencia a ampicilina y a estreptomicina el 73% de los
microorganimos Gram positivos siendo los de mayor porcentaje de resistencia. Se
analizaron 27 muestras de las cuales 6 fueron positivas que representa un 22%,
tomando como referencia que la FSIS (Food Safety and Inspection Service) y el
USDA (United States Department of Agriculture) de los Estados Unidos considera una
frecuencia del 4% de residuos como inaceptable.

Conclusiones: Se encontr6 que existe un problema de multirresistencia ya que las
cepas encontradas demostraron ser resistentes a mas de un antibiotico. Ademas las
muestras positivas que se encontraron asi como los obtenidos en otros estudios
realizados en México hacen suponer que en nuestro medio, el envio al matadero de
animales con residuos antimicrobianos es frecuente y constituye un problema que
requiere atencion.

Palabras clave: Residuos de antibidticos, residuos de penicilina G en animales,

resistencia bacteriana, multirresistente.



ABSTRACT

Background: The use of drugs in animal production has been a not regular practice
for what lacks of control and supervision, as a result, it promotes the inappropriate use
of drugs causing the development of antimicrobial-resistant strains. The clinical use of
penicillin in veterinary medicine, especially penicillin G, exceeds 30 years being the
most used.

Objective: Use of bioassays for the identification of penicillin G in chicken liver bulk
sale in non-stationary in the city of Tijuana.

Methodology: Chicken liver samples were taken in triplicate of the 9 delegations in
the city of Tijuana with a total of 3 samples of chicken liver by delegation. Samples
were subjected to an analysis for the search for total coliforms, fecal coliforms,
Salmonella spp. and Staphylococcus aureus. The isolation of microorganisms was
according to official Mexican standards. The microorganisms isolated were subjected
to testing, antimicrobial susceptibility using multi-disc (BIO-RAD). Bioassays using 4
plates diffusion method were used for the identification and quantification of penicillin
G residues, with the preparation of a standard of penicilin G which was used at
different concentrations to fortify control samples.

We prepared a suspension of spores of Bacillus subtilis to a concentration of 10’
spores/ml. for the detection of residues. We placed 3 to 6 discs of sample problem,
and a known concentration sensidisc control with antibiotic, incubated at optimal

temperature and observed inhibition halos.



Results: We detected the presence of Staphylococcus aureus in 33% of the samples
being the highest percentage found, Escherichia coli in a 27%, Salmonella spp. 18%,
Brucella spp. 12% and Pseudomonas aeruginosa 10%.

The strains showed resistance to different antibiotics, the 79% Gram negative
microorganisms showed greater resistance to ampicillin and 73% to streptomycin of
the microorganisms Gram positive with the highest percentage of resistance.

We analyzed 27 samples of which 6 were positive that it represents a 22%, with
reference to the FSIS (Food Safety and Inspection Service) and USDA (United States
Department of Agriculture) of the United States considers a frequency of 4% of waste
as unacceptable.

Conclusions:

We found that there is a problem of multidrug resistance since the found strains
proved to be resistant to more than one antibiotic. In addition, positive specimens that
were found as well as those obtained in other studies carried out in Mexico make
assume that in our midst, the shipping to the slaughter of animals with Antimicrobial

residues is common and is a problem that requires attention.

Keywords: Antibiotic residues, residues of penicillin G in animals, bacterial multidrug

resistance.
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ANTECEDENTES

El pollo como Alimento

La carne de pollo es la segunda carne mas producida y consumida en el mundo,
después de la de cerdo. La evolucidon de su produccion y exportacion mundial ha
seguido un ritmo creciente en los ultimos afios (USDA, 2010). La carne de pollo es un
alimento de enorme importancia en la dieta de todos los pueblos del mundo, es rico
en propiedades nutritivas y su precio es econémico (Molero et al., 2006).

La actividad agropecuaria en México ha tenido una gran importancia durante muchos
afios, como parte elemental de la economia y de las actividades primarias en el
campo mexicano. En particular, la actividad pecuaria en las ultimas décadas se ha
mantenido de una manera adecuada con un crecimiento sostenido. Sin embargo, la
avicultura en el pais ha tenido un repunte muy importante, al grado de desplazar a la
carne de cerdo y bovino, siendo la carne de pollo la de mayor preferencia por la
poblacion consumidora de estos productos carnicos (Quezada, 2011). A la fecha la
avicultura aporta el 60% de la proteina de origen animal y una participacion muy
importante en el producto interno bruto total agricola y pecuario (Chavez, 2011).

La produccion de carne de pollo en México ha mantenido una tendencia constante de
crecimiento, situacion influida principalmente por una tendencia clara de la demanda
por carne blanca, asi como por su bajo precio lo cual resulta altamente competitivo
con respecto a otros productos carnicos. La importante produccion de pollo en México
lo ubica en el cuarto productor a nivel mundial. El consumo per-capita de pollo en el

pais en el afio 2011 tuvo un incremento del 62% respecto al afio 1994, en 2012 el



consumo per-capita fue de 25.70 kg con una tasa de incremento anual de 3.1%

(SAGARPA, 2012).

El uso de antibidticos en la industria agropecuaria

La introduccion de los agentes antimicrobianos en la medicina humana y animal ha
sido uno de los logros mas importantes del siglo 20 (Aarestrup et al., 2004). En la
industria veterinaria los antibidticos administrados en niveles sub-terapéuticos se
utilizan para la engorda de animales y para la prevencion de enfermedades
veterinarias (Doyle et al., 2006). En la década de los 50 los antimicrobianos se
utilizaban con el fin de controlar las enfermedades en animales y humanos, sin
embargo se observo que el uso de antibiéticos no solo tenia efectos terapéuticos sino
gue también actuaban como promotores de crecimiento en animales sanos (Toro,
2011). A través del tiempo se ha ido detectando resistencia a diferentes antibidticos,
en los aflos 60 fue resistencia a la penicilina y a partir de los 70 se ha observado
multirresistencia a las ampicilinas (Mattar et al., 2009).

El uso de farmacos en la produccion animal ha sido una practica no regularizada por
lo que carece de control y supervisibn, como consecuencia, favorece el uso
inadecuado de medicamentos causando el desarrollo de cepas resistentes a los
antimicrobianos, tanto de bacterias patégenas como no patdégenas. Los antibiéticos
como promotores de crecimiento se han empleado en dosis sub-terapéuticas durante
largos periodos, sin embargo se han restringido cada vez mas, ya que estos se
emplean en la medicina humana con fines terapéuticos (Vazquez et al.,, 2012;
Guerrero et al., 2009). ElI mecanismo por el cual los antibiéticos favorecen el

crecimiento no se conoce con exactitud, pero basicamente actuan modificando



cuantitativa y cualitativamente la flora microbiana intestinal, provocando una
disminucién de los microorganismos causantes de enfermedades sub-clinicas y
actian también reduciendo la flora normal que compite con el hospedero por los
nutrientes. Todo ello conduce a una mejora en la productividad y reduce la mortalidad
de los animales (Fajardo et al., 2011; Mimbrero et al., 2004).

En 1970, la Comunidad Europea elimind como promotores de crecimiento aquellos
antibidticos que también fueran utilizados en la medicina humana o animal. De este
modo, se prohibi6 en Europa el empleo de tetraciclinas o betalactdmicos como
promotores del crecimiento en el alimento de animales, sin embargo, en Estados
Unidos aun se emplean estos medicamentos (FAO/OMS, 2005). En México el uso de
estos antibidticos esta permitido, siempre y cuando se respeten los limites maximos
permitidos establecidos en el Proyecto de modificacion de la Norma Oficial Mexicana
NOM-004-Z00-1994.

Por otra parte segun la NIDDK (National Institute of Diabetes and Digestive and
Kidney Diseases) del NIH (National Institutes of Health of the U.S. Department of
Health and Human Services) anualmente en los Estados Unidos, 48 millones de
personas se enferman por consumir alimentos contaminados con microorganismos
(NIH, 2007). Entre las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), las
enfermedades diarreicas han causado la muerte a mas de 3 millones de personas al
afo, los agentes etiolégicos mas comunes en este tipo de infecciones son Shigella
dysenteriae, Campylobacter spp., Vibrio cholerae, Escherichia coli y Salmonella spp.,
las cuales han demostrado adquirir resistencia a antibiéticos y se sospecha que estas

cepas estan presentes en los animales de consumo humano (Ghering et al., 2006).



Los efectos generados por el uso inadecuado de antibiéticos, son el fenomeno de
multirresistencia microbiana, toxicidad aguda, carcinogenicidad, efectos reproductivos
y reacciones alérgicas en individuos susceptibles, esto ha creado una gran
preocupacion en los organismos regulatorios, llegando a tener un control mas riguroso
en los farmacos empleados, en las dosis y el tiempo de aplicacion. La de resistencia y
multirresistencia antimicrobiana es uno de los principales problemas de salud publica
gue preocupan en la actualidad (Barthon et al, 2000).

A continuacion se muestran una serie de revisiones sistematicas, donde se evidencia
el uso de antibidticos y la prevalencia de resistencia antimicrobiana realizados en
diferentes paises:

En Kansas en el 2004, Philips et al., realizaron una revision de estudios para conocer
el riesgo del uso de antibi6ticos en animales destinados al consumo humano. Donde
se encontr6 el efecto de resistencia a antibidticos en especies de Salmonella y
Campylobacter por el consumo de alimentos contaminados con residuos de estos. En
esta revision los autores encontraron que la tasa de enfermedades transmitidas por
alimentos era mayor en paises europeos en comparaciéon con las tasas de morbilidad
registrados en los Estados Unidos. La infeccidbn humana con Salmonella es comun, la
tasa de infeccion por esta cepa en Europa es de 54.5 casos por 100 000 habitantes
en 2001, mientras que en los Estados Unidos la incidencia de infeccion documentada
fue de 15.1/100 000 habitantes. Los principales patdogenos en estos casos fueron
Salmonella enteritidis y Salmonella typhimurium por lo que se consideré llevar a cabo

mayor vigilancia epidemiolégica del efecto de resistencia a antimicrobianos.



Sapkota et al. (2007), llevaron a cabo una revision de estudios donde se analiz6 la
produccién animal, nutriciébn, practicas biolégicas, quimicas y otros agentes
etioldgicos que se han detectado en alimentos para animales. Ademas, se evaluaron
las préacticas de alimentacion animal asociadas con riesgos para la salud humana. Los
hallazgos enfatizan que las practicas de alimentacion de animales pueden dar lugar a
la presencia de bacterias resistentes a antibioticos, priones, derivados de arsénico, y
dioxinas en la alimentacién animal. Aunque se considera un problema de salud
publica, no existen métodos de evaluacién completos que puedan asociar el riesgo
para la salud humana por la alimentacion animal. Los autores concluyen que en
Estados Unidos, el uso de ingredientes de alimentos para animales, incluidos los
productos reciclados de origen animal, residuos de antibiéticos, metales y grasas,
puede incrementar los niveles de bacterias resistentes a antibiéticos en animales
destinados a la alimentacion de consumo humano.

En Alemania llevaron a cabo una revision sistematica de estudios sobre la prevalencia
de cepas resistentes de E. coli en diferentes partes del mundo. Se analizaron todos
los estudios sobre la prevalencia de cepas de E. coli que se publicaron entre 1970 y
2006. Se encontré que son pocos los estudios epidemiolégicos que han evaluado la
prevalencia de la resistencia a antibiéticos en poblaciones asintomaticas. La mayoria
de los estudios que evaluaron la prevalencia de resistencia de E. coli a antibiéticos se
realizaron en poblaciones sintomaticas, en pacientes con infeccion en las vias
urinarias o bacteriemia causada por E. coli. La prevalencia de la resistencia a
ampicilina varié entre 3 y 60%, la prevalencia de la resistencia a trimetropim y

cotrimoxazol oscilo entre 11 y 33%, que es menor que el intervalo encontrado en los



estudios de poblaciones asintomaticas. Mientras que la prevalencia de la resistencia
entre los aislados de E. coli a partir de pacientes hospitalizados en paises de América
Latina y Espafia superé el 20%. La resistencia entre los aislados de pacientes
hospitalizados con bacteriemia en Europa fue menor, con tasas de 8 y 11%. Las
tasas de resistencia de estudios realizados entre 1995 y 2006 oscilaron entre 36 y
60%, con resistencia superior al 50% respecto a estudios realizados en paises de
América Latina y Espafia (Erb et al., 2007).

En el Sudeste de Asia se realiz6 una revision sistemética sobre la situacion actual de
la resistencia de Salmonella spp. a partir de animales destinados al consumo humano
en esta region. Las cepas de Salmonella fueron aisladas de aves de corral y cerdos
siendo resistentes a ampicilina, tetraciclina y sulfametazina y las tasas de resistencia
fueron altas en paises como Malasia, Tailandia y Vietham, donde se registran tasas
de 22-49%, 41-92% y 17-68% respectivamente. En paises como Camboya se
registraron efectos de resistencia a sulfametoxazol y ampicilina en Salmonella
enteritis aisladas de canales de aves en un 60 y 90% respectivamente. En paises
como Tailandia el 100% de los aislamientos fueron resistentes a ampicilina y
clortetracilina, por lo que esta revision da evidencia de la problemética de resistencia

antimicrobiana en el Sudeste de Asia (Hao et al., 2012).

Revision Sistematica: Estudios prospectivos sobre Resistencia antimicrobiana.
Recientemente realizamos una revision sistematica de estudios prospectivos sobre
resistencia antimicrobiana en animales de granja destinados al consumo humano,

publicados en las bases de datos de MEDLINE/PubMed, SciELO, y EBSCO, de 2000



a 2012. Se encontraron 10 articulos que cumplieron los criterios de inclusion y que a
continuacion se describen:

1. Marinou et al. (2012), realizaron un estudio en Grecia para evaluar la
resistencia de cepas de Campylobacter spp. en muestras de aves de corral y
cerdos e informar por primera vez del aislamiento, la identificacion y la
resistencia de Campylobacter spp. a los antibiéticos. Se tomaron 1080
muestras de granjas avicolas y porcinas de las cuales 980 fueron de aves y
100 muestras de cerdo. Aislandose 14 cepas de Campylobacter coli y dos
cepas de Campylobacter jejuni de las muestras de aves, las cepas aisladas de
cerdos resultaron negativas. Se les hicieron pruebas de susceptibilidad con
diferentes antibioticos, 92.8% de las cepas de C. coli fueron resistentes a
eritromicina y ampicilina, el 14.3% a &cido nalidixico y gentamicina, de las
cepas de C. jejuni solo una fue resistente a gentamicina. Es el primer estudio
hecho en Grecia donde se muestra una baja prevalencia en el aislamiento de
Campylobacter spp. En este estudio predominé la presencia de Campylobacter
coli, y mostré una alta tasa de resistencia a los antibiéticos como ampicilina y
eritromicina hecho que representa la posibilidad del suministro indebido de este
medicamento.

2. Mirzaagha et al. (2011), realizaron un estudio en Canadéa para documentar la
prevalencia de resistencia a antibiéticos de Escherichia coli en ganado en
engorda, con alimentos suplementados con antibidticos en dosis de niveles
sub-terapéuticos, en dos periodos intermitentes, a lo largo de su crecimiento y

en el periodo de engorde. Se analizaron 531 cepas de E. coli aisladas de 140



muestras de becerro. El objetivo fue describir la distribucion de la resistencia
antimicrobiana de cepas de E. coli aisladas de animales alimentados con dietas
diferentes. Los antibiéticos utilizados para el andlisis de sensibilidad fueron del
grupo de betalactdmicos y aminoglucésidos, las cepas control utilizadas fueron
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Los antibidticos utilizados para el
analisis fueron amikacina, ampicilina, ceftriaxona, cefalotina, cefoxitina,
gentamicina, cloranfenicol, acido nalidixico, estreptomicina, sulfametoxazol y
tetraciclina a diferentes concentraciones. No hubo diferencia en los patrones de
resistencia de las cepas aisladas en los grupos de bovinos con dietas
suplementadas con antibiéticos y sin antibiéticos, ademéas se obtuvo E. coli
resistente a sulfametoxazol, cloranfenicol, tetraciclina y ampicilina aisladas de

bovinos que fueron alimentados sin suplementos de antibioticos.

Camacho et al. (2010), llevaron a cabo en México un estudio para la deteccion
de Salmonella spp. aislada de visceras de pollo, asi como evaluar su perfil y
resistencia a 18 antibidticos diferentes. Se analizaron 82 muestras en las
cuales se aislaron 152 cepas de Salmonella spp. Los antibidticos frente a los
cuales se presenté mayor numero de aislamientos resistentes fueron cefalotina
(41%), amoxicilina (38%), acido clavulanico (38%), cefoxitina (36%), y
ampicilina (26%), todos ellos pertenecientes al grupo de los betalactamicos.
Ademas fueron al grupo de los aminoglucésidos vy tetraciclinas con un 15% de

los aislamientos fueron resistentes a estreptomicina y el 12% a tetraciclina.



4.

Ibar et al. (2009), realizaron un estudio prospectivo en Argentina para
determinar la prevalencia de especies de Salmonella en cerdos, encontrandose
13 serotipos en 93 cepas aisladas de 386 muestras de porcinos. Se evaluaron
los perfiles de resistencia a 15 antibiéticos diferentes, amikacina, gentamicina,
ciprofloxacina, cefalotina, cefotaxima, enrofloxacina, fosfomicina, polimixina-B,
tetraciclina, cloranfenicol, estreptomicina, trimetoprim-sulfametoxazol,
ampicilina, nitrofurantoina y acido nalidixico. La mayoria de uso veterinario y el
73% de las cepas de Salmonella fueron resistentes a todos los antibiéticos
utilizados, tetraciclina en 24 cepas (25.8%), cloranfenicol en 22 (23.7%),
estreptomicina en 22 (23,7%), trimetoprim-sulfametoxazol en 20 (21.5%),
ampicilina en 18 (19.4%), nitrofurantoina en 3 (3.2%) y acido nalidixico en 3
(3.2%) lo que demuestra el riesgo que implica el fendbmeno de resistencia
antimicrobiana.

Mejia et al. (2008), en Venezuela realizaron un estudio para determinar los
patrones de resistencia a los antibidticos de diferentes cepas de Salmonella
aisladas en granjas de cerdos. Se analizaron 126 cepas de Salmonella de 22
granjas porcinas. Todas las cepas de Salmonella aisladas se analizaron
mediante la técnica de Bauer-Kirby, para determinar sus patrones de
sensibilidad frente a 12 antibiéticos comunmente utlizados en medicina
humana y/o veterinaria, como son: ampicilina, ceftiofur, ceftriaxona, acido
nalidixico, apramicina, sulfamida, cloranfenicol, florfenicol, tetraciclina, colistina,
enrofloxacina y gentamicina. De los analisis de sensibilidad a los antibioticos se

obtuvieron los siguientes resultados de resistencia: sulfamida en un 54%,



tetraciclina 40%, &cido nalidixico 29% y ampicilina 23%. Asimismo, se detect6
una sensibilidad superior al 95% para ceftriaxona, gentamicina, apramicina y
colistina, sin embargo, ninguno de los antimicrobianos probados mostré una
sensibilidad del 100%.

Hao T et al (2007), en Vietnam realizaron un estudio para examinar los niveles
de contaminacion por Salmonella spp. en muestras de alimentos crudos y
evaluar sus caracteristicas de resistencia hacia diferentes antibidticos. Se
analizaron un total de 180 muestras, de las cuales 50 fueron de carne de res,
30 de pollo, 50 de carne de cerdo y 50 de mariscos. Se aislaron 91 cepas de
Salmonella, el 71% de las cepas fueron aisladas de carne de res y pollo y el
18% de mariscos. Todos los aislamientos se sometieron a pruebas de
susceptibilidad con varios antibioticos. El 40.7% de las cepas fueron resistentes
a tetraciclina, 22.0% a ampicilina y amoxicilina, 18.7% a acido nalidixico, 16.5%
a sulfafurazol, 14.3% a estreptomicina y los antibiéticos con menor porcentaje
de resistencia fueron la enrofloxacina, trimetoprim, cloranfenicol, kanamicina y
gentamicina con un 2.2 a 8.8% de resistencia. Alrededor de la mitad de las
cepas mostraron el fendmeno de resistencia antimicrobiana debido a que por lo
menos fueron resistentes a un antibiético, también se detectd multirresistencia
de las cepas de Salmonella spp., ya que presentaron resistencia por lo menos
a tres antibidticos. Los resultados son significativos debido a que muestran la
resistencia a antibiéticos de Salmonella aislada de alimentos crudos en

Vietnam.
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7. Novais et al. (2005), llevaron cabo un estudio de 1999 a 2001 en Portugal, se
determind la presencia de Enterococcus resistentes a diferentes antibioticos,
ademas se analiz0 su diversidad clonal y la resistencia de las cepas. Se
analizaron 99 muestras de aves de corral, 93 de pollo y 6 de pavo. Las
muestras se sembraron en medios selectivos con y sin antibidticos. La
susceptibilidad antibidtica se establecié siguiendo los criterios estandares, la
identificacion y deteccion de los genes que codifican para la resistencia se
determinaron por PCR y la relacién clonal por electroforesis en gel. Se
encontraron 409 cepas de Enterococcus de las cuales el 48% fueron
resistentes a vancomicina, el 34% altamente resistente a gentamicina, el 32% a
estreptomicina y el 30% a kanamicina. En la mayoria de las muestras se
observé resistencia a la tetraciclina, eritromicina, ciprofloxacina y quinupristina.
La alta incidencia de Enterococcus resistentes indica la falta de control en la
seleccion y administracion del antibiotico a las aves de corral en Portugal.

8. Yang et al. (2004), realizaron un estudio en China para caracterizar cepas de
Escherichia coli multirresistentes a los antibioticos. Estas cepas fueron aisladas
de cerdos y pollos enfermos, se aislaron 160 cepas de 89 muestras de carne
de cerdo y 71 muestras de pollo, se caracteriz6 por serotipos, genes de
virulencia, la susceptibilidad antimicrobiana y los mecanismos de resistencia a
las fluoroquinolonas. En las pruebas de susceptibilidad se muestra un 100% de
resistencia al 4cido nalidixico, 98% a tetraciclina, 84% a sulfametoxazol, 79% a
ampicilina, 77% a estreptomicina y el 76% a trimetoprim con sulfametoxazol.

En las fluoroquinolonas la resistencia fue de 64% a la levofloxacina, 79% a
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ciprofloxacina y 95% a la difloxacina. Estos estudios dan evidencia de que
estas cepas multirresistentes de Escherichia coli estan presentes en carne de
cerdo y pollo en China.

9. Nayak et al (2004), realizaron un estudio en Estados Unidos, en el que
evaluaron la diversidad molecular de 29 cepas de Salmonella spp. aisladas de
muestras de pavo. Se realizaron pruebas de susceptibilidad con diferentes
tipos de antibidticos y obtuvieron los siguientes resultados: el 100% de las
cepas fueron resistentes a bacitracina, eritromicina y novobiocina, el 62% a
estreptomicina, el 52% gentamicina, el 48% espectinomicina, el 31% a
tetraciclina, y el 3% a sulfametoxazol/trimetoprim y tobramicina. Mostrando
sensibilidad a la ampicilina, ofloxacino, cloranfenicol, kanamicina, &acido
nalidixico, ciprofloxacina, polimixina-B, ceftriaxona, cefalotina y cefoxitina.

10.Fallon et al. (2003), en Irlanda realizaron un estudio para determinar la
susceptibilidad a antibiéticos en Campylobacter jejuni y Campylobacter coli
aisladas de pollo para determinar el nivel de resistencia de las especies de
Campylobacter en la industria avicola. Las cepas fueron aisladas en una planta
de procesamiento de pollos durante un periodo de 10 meses y se aislaron 78
cepas de C. jejuni y 22 de C. coli. El nivel mas alto de resistencia fue para C.
jejuni, el 35.9% de las cepas aisladas presentaron resistencia a ampicilina, el
20.5 % a tetraciclina, el 20.5% a &acido nalidixico, 17.9% de las cepas a
ciprofloxacina, el 10.2 % a eritromicina, el 2.5% a estreptomicina y 1.2% a

kanamicina. Ademas C. jejuni present6 multirresistencia en el 30.7% de las
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cepas aisladas. En cuanto a la resistencia en C. coli se observo en las cepas

aisladas que el 9% fueron resistentes a ampicilina y el 18.2% a tetraciclina.

Penicilina G en la industria veterinaria

Los betalactamicos, que actuan inhibiendo la ultima etapa de la sintesis de la pared
celular bacteriana, constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos y la mas
utilizada en la préactica clinica y veterinaria (Tabla 1). Se trata de compuestos de
accion bactericida lenta, relativamente independiente de la concentracion plasmatica,
gue presentan escasa toxicidad y poseen un amplio margen terapéutico (Martin,
2003). El mecanismo de accion de los antibioticos betalactdmicos (Figura 1) es que
inhibe la sintesis de la pared celular bacteriana e inducen ademas un efecto autolitico.
La destruccion de la pared celular bacteriana se produce como consecuencia de la
inhibicion de la ultima etapa de la sintesis del peptidoglucano. En las bacterias Gram
positivas, la pared celular es gruesa y su componente principal es dicha proteina
(Martin, et al 2002; Davis et al 1982). Las bacterias Gram negativas tienen una pared
mas fina y compleja que consta de una membrana externa formada por lipidos y
proteinas y de una delgada capa interna de peptidoglucano (Vazquez et al., 2012).

La penicilina es un antibiético betalactAmico bactericida de amplio espectro, que
inhibe la formacién de la pared bacteriana y es bactericida durante la fase de
crecimiento de las mismas. La penicilina sigue siendo el antibiético mas ampliamente

utilizado con fines terapéuticos generales (Martin et al, 2003).
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Tabla No. 1. Clasificacién de los Antibioticos Betalactamicos.
Via de administraciéon

PENICILINAS

Sensibles a las Betalactamasas
Espectro reducido Bencilpenicilina Fenoxibencilpenicilina
Activas frente a enterobacterias  Ampicilina Amoxicilina, ampicilina

Activas frente a enterobacterias  Carbenicilina, ticarcilina,
y Pseudomonas

Mezlocilina, alcalina y piperacilina.

Resistentes a las Betalactamasas

Antiestafiloc6cicas Meticilina, oxacilina, nafcilina, Cloxacilina, dicloxacilina,
amoxicilina
Combinadas con inhibidores de Ticarcilina-acido clavulanico, Acido clavulanico.
las Betalactamasas ampicilina-
Sulbactam, piperacilina-
tazobactam,

Amoxicilina-/acido clavulanico.

CEFALOSPORINAS

Primera generacion Cefazolina, cefalotina, cefradina Cefalexina, cefradina, cefadroxilo
Segunda generacién
Activas frente a Haemophilus Cefamandol, cefuroxima, Cefaclor, axetil cefuroxima,
cefonicida cefprozilo
Ceforanida
Activas frente a Bacteroides Cefoxitina, cefotetan, cefmetazol
Tercera generacion
Espectro ampliado Ceftriaxona, cefotaxima, Ceftibuteno, cefdinir, cefixima,
ceftizoxima
Cefpodoxima
Espectro ampliado y anti- Ceftazidima, cefoperazona, Ninguno
Pseudomonas cefepima
CARBAPENEMICOS Imipenem-cilastatina, meropenem Ninglino
Ertapenem
MONOBACTAMICOS Aztreonam Ningino

Marin M, Francesc Gudio. Antibidticos betalactdmicos., Enfermedades Infecciosas Microbiologia Clinica 2003;
21(1):42-55.

A partir de su obtencién ha sido manipulada quimicamente y se han producido
congéneres naturales y sintéticos. La utilizacion clinica de las penicilinas en
veterinaria, supera los 30 afios, especialmente penicilina G siendo esta la mas usada.
El espectro antimicrobiano de la penicilina G abarca cocos gram positivos y gram

negativos y bacilos gram positivos, tanto facultativos como anaerobios, asi como
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espiroquetas y algunos bacilos gram negativos anaerobios (Linares et al, 1992;
Vazquez et al, 2012). Desde la década de los cincuenta, la adicion de antibi6ticos en
pequefias dosis al alimento de los animales de abasto ha sido una practica habitual
para mejorar las producciones. Las bacterias pueden desarrollar resistencia a los
betalactamicos por varios mecanismos, que en ocasiones se asocian. El control
genético de estos mecanismos puede ser cromosomico, plasmidico o por
transposones. La resistencia cromosémica aparece por mutacién, mientras que los
plasmidos y los transposones pueden ser autotransferibles entre bacterias (Medina et

al., 2008; Vazquez et al., 2012).

A B cta |actamicos,

peéptidos y
glucopéptidos,
nitrofuranos
Sulfas
lonoforos, Aminoglucé trimetoprima
Péptidos tetraciclinas
Ribosoma 30S — Quinolonas ——f-

\ Rifamicinas
Ribosoma 505 ™

mensajero

Cloranfenicol
Macrolidos

Azicares complejos /
ADN

Membrana bacteriana

Parad hactanana

Figura 1. Sitios de accién de los antibidticos a nivel celular.
FAO. 2004 Estudio sobre uso de antimicrobianos en animales de consumo humano. Universidad Nacional de la
plata, Argentina. Sitio web: http://www.fao.org/docrep/007/y5468s/y5468s05.htm
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En la Union Europea (UE) desde 1975 los betalactamicos estan prohibidos como
promotores del crecimiento. En los afios 60 se descubren unos agentes infecciosos
llamados estafilococos resistentes a penicilinas y en los aflos 90 aparecen cepas
resistentes a las ampicilinas como los enterococos. En México redes regionales de
vigilancia epidemioldgica estiman que la tasa nacional de resistencia a penicilina del
Streptococcus pneumoniae es de alrededor de 60%, cifra superior a otros paises de
Latinoamérica (Martin et al, 2003; Davis et al., 1982).

Caracteristicas de los métodos de andlisis de residuos de medicamentos
Veterinarios.

Segun el Codex Alimentarius: los métodos se pueden clasificar segun la informacion y
detalles analiticos facilitados con respecto a la cuantificacion y al caracter del analito o
analitos de interés, son de tres tipos:

Tipo I: Cuantifican el volumen de un analito especifico o una clase de analitos e
identifican positivamente el analito, por lo que ofrece el mayor grado de fiabilidad en lo
que respecta a la cuantificacion e identificacion de la estructura del analito en el tipo
de interés. Estos métodos pueden constituir un procedimiento Unico por el que se
determinan tanto la concentracion como la identidad del analito o ser una combinacion
de meétodos para cuantificar y confirmar la estructura del residuo de un medicamento
veterinario. Por ejemplo: Técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC).

Tipo II: Determinan la concentracion de un analito de interés, pero no permiten una
identificacion inequivoca de la estructura. Estos métodos pueden emplearse también

para verificar la presencia de un compuesto o clase de compuestos.
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Tipo 1ll:  Proporcionan una informacion menos definitiva pero atil. Estos
procedimientos de ensayo determinan por lo general la presencia o ausencia de un
compuesto o clase de compuestos en un tipo de interés especificado. Con frecuencia
se basan en técnicas no instrumentales. En esta categoria se incluyen muchos de los
procedimientos microbiolégicos de ensayo con placas de agar, ensayos de inhibicién
de enzimas y sistemas basados en la inmunologia. Son utiles en los programas de
control de residuos debido a su gran capacidad de muestra, su comodidad y su
posible adecuacion en los distintos laboratorios (Método microbiolégico de las cuatro

placas).

Método microbiolégico de las 4 placas para la identificacion de residuos de
antibioticos (penicilina G)

Este método fue desarrollado por el equipo de trabajo de la Comision Cientifica de
Veterinaria de la Comision de las Comunidades Europeas (CCE) en colaboracion con
expertos de nueve estados miembros de la misma comunidad, aproximadamente en
el afio 1980. El resultado de este equipo de trabajo fue un método microbiolégico
estandarizado altamente sensible. El método propuesto es un test de difusion de agar
de cuatro placas (Tabla 2), en el cual se utilizan dos microorganismos de prueba,
Bacillus subtilis ATCC 6333 o Micrococcus luteus ATCC 9341 (Manger et al, 2009).

Este método esta basado en otros ya existentes, siendo el nuevo elemento la placa
que contiene trimetoprim y Bacillus subtilis, con el fin de detectar los residuos de
sulfamidas. Basicamente, el método de residuos de antibidticos de la CCE es una
combinacion del Test aleman: AH-Test, del test Sarcina lutea modificado a pH 8.0 y

una variante del test existente para sulfonamida (Mattar et al, 2009).
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El método de las cuatro placas se basa en el cultivo en agar de un microorganismo
gue tiene sensibilidad frente a un antimicrobiano o grupos de antimicrobianos que se
encuentran como residuos en los tejidos de origen animal o en sus productos (Mattar,
et al 2009; Kiling et al, 2007). Esta técnica puede ser modificada, para conseguir un
amplio espectro de identificacion, aumentando una placa con otro grupo de
antimicrobianos para ello se realizan siembras en agares de distinta composicién y pH
diferentes, por ejemplo para quinolonas adicionando Escherichia coli como bacteria a
ser inhibida y el medio nutritivo a pH 7.2, en el presente estudio se realizard la
identificacion para penicilina G por lo que se utilizara el microorganismo Bacillus

subtilis a un pH de 6.0 (Kiling et al., 2007).

Tabla No. 2 Grupo de inhibidores detectados por el método de las 4 placas

Grupo de Inhibidores Microorganismos pH del medio (a 37° C)
Bacillus subtilis
Penicilinas y tetraciclinas BGA ATCC 6633 6.0

Bacillus subtilis
Sulfonamidas BGA ATCC 6633 7.2

Bacillus subtilis
Aminoglucosidos BGA ATCC 6633 8.0

Micrococcus luteus BGA
Macrolidos ATCC 9341 8.0

Rodriguez et al., 2010. Deteccion y cuantificacion de residuos antimicrobianos en tejido muscular de pollo en
cuatro mercados de Lima Cercado.
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JUSTIFICACION

El uso de antibidticos para tratamiento veterinario o promotor de crecimiento en pollo
ha aumentado en los ultimos afios, los residuos de estas sustancias se encuentran
presentes en los animales sacrificados que son tratados durante el periodo de
engorda, la concentracion de estos residuos farmacoldgicos, como son el uso de
antibidticos y hormonas se encuentran en las visceras, ya que en estos tejidos se
concentran mas la cantidad de estas sustancias. En Tijuana el consumo de carne de
pollo se ha incrementado con el paso del tiempo, su venta se comercializa mas en
establecimientos no fijos, como son los denominados “mercados sobre-ruedas”. Por lo
tanto, es necesario un control efectivo sobre el uso de antibidticos en animales
destinados al consumo humano ya que ponen en riesgo la salud de la poblacién
exponiéndolos a contraer enfermedades. Muchas veces el problema viene desde las
granjas avicolas, las cuales al igual que el establecimiento donde se comercializa el
alimento, no cumplen con las normas sanitarias.

En nuestro pais los trabajos al respecto de este tema estan aun en un nivel inicial, por
lo que es importante continuar este tipo de investigaciones, por ello el presente
estudio busca de evidenciar la presencia de residuos de antimicrobianos en visceras
de pollo de consumo masivo en nuestra poblacién. Es por todo esto, que se pretende
establecer una linea de investigacion aplicada en el campo de la salud en términos
microbiolégicos y analiticos, estableciendo una metodologia para la identificacién y
cuantificacion de antibiéticos en visceras de pollo de venta a granel en expendios no

fijos de Tijuana.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso de antibiéticos en el campo de la veterinaria ha contribuido al control y
erradicacion de enfermedades infecciosas de origen bacteriano en animales de
produccién y compafiia. Asi mismo, en el campo de la produccién de alimentos
proporciona innegables ventajas al promover el crecimiento y por tanto, mejorar la
produccién.

Sin embargo, dependiendo del tiempo transcurrido entre la administracion de un
antibidtico y el beneficio del animal o uso de sus subproductos, pueden quedar
residuos de estas sustancias en los distintos tejidos utilizados como alimento o
destinados a la obtencion de estos. Estos compuestos o sus metabolitos son
eliminados en las heces u orina de los animales tratados dispersandose en el
medioambiente. Ademas de estas consecuencias, la presencia de residuos de
antibidticos en los productos de origen animal puede conllevar a la aparicion de
problemas de tipo tecnolégico o econémico.

En el campo de la salud, estos residuos pueden provocar en el consumidor efectos
adversos como: reacciones toxico-alérgicas a los residuos, efectos crénicos toxicos
debido a la exposicion prolongada a niveles bajos de antibiéticos, desarrollo de
resistencia antimicrobiana en bacterias patdgenas, o interrupcién de la microbiota

normal del intestino humano.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Utilizacién de bioensayos para la identificacién de Penicilina G en higado de pollo de

venta a granel en establecimientos no fijos en la ciudad de Tijuana.

Objetivos Especificos

» Determinar el recuento total de microorganismos presentes en el higado de
pollo de venta a granel en la ciudad de Tijuana.

» Caracterizacién de microorganismos patdégenos aislados de las muestras de
higado de pollo, utilizando métodos normalizados.

 Demostrar el fenbmeno de resistencia microbiana desarrollado por los
microorganismos aislados del higado de pollo.

» Identificar residuos de penicilina G por el método microbiolégicos de las 4

placas.

21



METODOLOGIA

Disefio del estudio

Experimental y transversal.

Muestra

El disefio del muestreo se basé en datos tomados de la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), el cual considera un
aumento significativo del consumo de pollo y su consumo per capita de 58 kilos. Por
esta razon se estimd conveniente realizar un muestreo no probabilistico de la
poblacién, tomando para ello 3 muestras de cada delegacion obteniendo un total de
27 muestras.

Variables

Carga microbiana en la muestra.

pH del medio de cultivo .

Temperaturas de transporte, conservacion e incubacion de las muestras.

Procedencia de la muestra.

Sitio de Estudio

Se seleccionaron las 9 Delegaciones de la Ciudad de Tijuana: Centenario, Cerro
Colorado, La Mesa, La Presa, Mesa de Otay, Playas de Tijuana, San Antonio de Los
Buenos, Sanchez Taboada y Zona Centro, con un Total de 3 muestras por delegacion

(Figura 2).
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Figura No.2. Sitios de muestreo en la ciudad de Tijuana Baja California. En la Figura No 2 se sefialan las
9 delegaciones:

Zona 1 Playas de Tijuana . Zona 2 Centenario Zona 3 Cerro . Zona 4 La Mesa
Colorado
' Zona 5 Mesa de Otay Zona 6 San Antonio de los Zona 7 Centro Zona 8 La presa
Buenos

' Zona 9 Sanchez Taboada

Procedimiento para latoma de las muestras.

1. Latoma de muestras se realiz6 de acuerdo al manual de toma de muestras del
laboratorio de andlisis microbioldgico DC-N2-033, en la figura No. 3 se observa
uno de los establecimientos no fijos donde se comercializa pollo a granel.

2. Para la toma de muestra, no se requirieron precauciones estrictamente
asépticas.

3. Se abri6 la bolsa estéril solo en el momento de depositar la muestra

4. Se etiqueto con fecha, lugar, hora de muestreo, nombre de establecimiento y
numero de muestra.

5. Se transportaron en hieleras a una temperatura de entre 2y 8 °C.

6. Se conservo en congelacion hasta su andlisis.
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Figura No.3 Establecimiento no fijo en una de las delegaciones de la ciudad de Tijuana.

Procedimiento para el andlisis microbioldgico de las muestras

Para el andlisis microbiolégico de las muestras se trabajé con todas las medidas de
seguridad e higiene que marcan las normas de bioseguridad en el laboratorio de
andlisis microbiologico, en la figura No. 4 se observa el lugar de trabajo donde se

realizaron los aislamientos y las diferentes pruebas durante el estudio.

Figura No 4.Campana de flujo laminar del laboratorio de andlisis microbiolégico de la
Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria, UABC.
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1. Cuentatotal de microorganismos

1.1.

1.2.

Las muestras se procesaron para su analisis por diluciones como lo
marca la Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994, Bienes y
Servicios. Preparaciéon y dilucion de muestras de alimentos para su
analisis microbioldgico.

Se realizo el andlisis de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-092-
SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la cuenta de bacterias
aerobias en placa, inoculando 1 ml de cada dilucion en agar cuenta
estandar (marca DIFCO), con incubacién por 24 horas a 37°C (Figura 5).
Después de transcurrido este tiempo, se realizaba el conteo de unidades

formadoras de colonias (UFC) (Figura 6).

Figura No. 5 Incubadora del laboratorio de analisis microbiolégico de la Facultad
de Ciencias Quimicas e Ingenieria, UABC.

25



Figura No. 6 Método para la cuenta de UFC de Mesofilicos aerobios

Busqueda de microorganismos patdégenos.

2.1.

2.2.

Las muestras se sometieron a un analisis para la busqueda de
coliformes totales, coliformes fecales, Salmonella spp. y Staphylococcus
aureus.

El aislamiento de microorganismos fue de acuerdo a Normas Oficiales
Mexicanas. Para coliformes totales y fecales se analizaron bajo la
Norma Oficial mexicana NOM-113-SSA1-1994, Bienes y servicios.
Método para la cuenta de microorganismos coliformes totales en placa.
Utilizando Agar Rojo Violeta Bilis (RVBA) marca DIFCO, donde se
inoculé 1 ml de cada dilucién, con incubacién por 24 horas a 37°C.
Después de transcurrido este tiempo, se realizd el conteo de UFC
caracteristicas para coliformes y se realiz6 la confirmacion para

coliformes fecales.
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2.3.

Figura No. 7 Colonia de E. coli en medio RVBA para aislamiento

Para la determinacion de Salmonella en alimentos utiliz6 Norma Oficial
Mexicana NOM-114-SSA1-1994, Bienes y Servicios. Método para la
determinacién de Salmonella en alimentos. Con pre-enriquecimiento de
las muestras en Caldo selenito cistina (marca DIFCO) y su inoculacién
posterior en medios selectivos, las colonias sospechosas para

Salmonella, se sometieron a pruebas metabdlicas para su confirmacion.

A

Figura No. 8. Salmonella spp. aislada de una muestra de higado de pollo
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2.4,

2.5.

El analisis para la busqueda de Staphylococcus aureus se realizé bajo la
Norma Oficial Mexicana NOM-115-SSA1-1994, Bienes y Servicios. Para
la determinacion de Staphylococcus aureus en alimentos. En medio de
cultivo Baird Parker (marca DIFCO) y pruebas confirmatorias de las UFC

sospechosas, como coagulasa (Figura 9).

Figura 9 Prueba de coagulasa para Staphylococcus aureus

Para la identificacion de los microorganismos patdgenos, se realizaron

diversas pruebas bioquimicas.

Figura No. 10 Pruebas bioquimicas para la identificacién de microorganismos aislados
en muestras de higado de pollo.
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2.6.

2.7.

2.8.

Los microorganismos que no fueron identificados como Coliformes,
Salmonella o Staphylococcus aureus, pero sospechosos como
patdgenos, fueron sometidos a diversas pruebas para su identificacion.

Para la prueba presuntiva de Brucella se realizo la tincion de Gram y de
acuerdo a la morfologia de las colonias se realizaron pruebas
especificas como es el crecimiento en presencia de colorantes como
Fuscina, crecimiento en presencia de CO, produccién de SH, y ureasa.
Para Pseudomonas aeruginosa, de igual manera se realizé tincion de
Gram, y se emple6 agar cetrimida posteriormente se realizaron pruebas
de biotipo como Oxidacion de la glucosa en medio OF, catalasa +,

oxidasa +, produccién de piocianina y fluoresceina.

3. Prueba de multirresistencia antimicrobiana.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Los microorganismos aislados se sometieron a pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana mediante el uso de multidiscos (BIO-
RAD).

La capa de inéculo fue con una concentracién de 1.5 x 108 UFC/ml (25%
de Transmitancia) medido en Espectrofotometro UV GENESYS 20. Se
utilizaron cultivos de 24 horas para la capa de inoculo.

El medio de cultivo para la prueba fue Mueller Hinton, una vez
depositada la capa de inoculo, se procedié a colocar los multidiscos,
incubo6 35°C por 24 horas para luego medir los halos de inhibicién para
interpretar los resultados.

Los halos de inhibicion se midieron en milimetros (mm).
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Figura No. 11 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana.

Método de Difusion de las 4 placas para la busqueda de residuos de penicilina
G.

Se coloca en una placa petri un medio nutritivo un microorganismo sensible a los
antimicrobianos, sobre este medio se coloca un trozo de muestra y la placa se incuba
a la temperatura de desarrollo 6ptimo del microorganismo. Si la muestra contiene
residuos de antimicrobianos en cantidades detectables, éstos inhiben el desarrollo de
los microorganismos con lo cual se observa una zona de inhibicion alrededor de la
muestra. Como control, en cada placa se coloca un disco con un determinado
inhibidor en una cantidad predeterminada, dependiendo de la placa; estos discos
deben producir alrededor de los mismos una zona de inhibicién del microorganismo.
Se utilizan 4 placas con dos tipos de microorganismos (Bacillus subtilis y Micrococcus
luteus se siembra en tres placas a pH diferentes), como se indica en la tabla No. 1,
también se observa el grupo de inhibidores que detecta particularmente cada placa.
En este ensayo como solo analizé residuos de penicilina G, se trabajé con Bacillus
subtilis; en la figura 8 se observa el diagrama de flujo del procedimiento del método de

las 4 placas.
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4. Procedimiento del método microbioldgico de las 4 placas.

4.1.

4.2.

Preparacién de medios de cultivo agar antibiético No.11 marca Bioxon
(composicion descrita en Anexo 1) ajustado a pH 6.0, como se observa

en la figura No. 12

Figura. No. 12 Preparacion del medio de cultivo agar antibiético No. 11

Preparacién de estandar de penicilina G a diferentes concentraciones.
Se peso6 aproximadamente 30.0 mg + 0.1mg de penicilina G sédica con
una potencia de 1678.2 Ul/mg en un matraz volumétrico de 50 ml
Aforando a 50 ml con agua destilada (solucion madre). En el momento
de empleo se prepard una dilucion 1/1000 v/v de la solucion madre
realizando dos diluciones sucesivas, 1/50 v/iv y 1/25 v/v (soluciones
hijas). Las soluciones obtenidas a partir de la solucion madre tenian

concentraciones de 0.02 y 0.0008 Ul de penicilina por ml.
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respectivamente (Figura No. 13). La solucion madre de penicilina se

conservo en refrigeracion (entre 2 a 8 °C) por un maximo de 2 dias.

Figura No. 13. Preparacion de los estandares de penicilina G. solucién madre y soluciones

4.3.

hijas.

Fortificacion de las muestras: Se extrajo la muestra con ayuda de un
sacabocado estéril obteniéndose una muestra de 8 mm de diametro y 2
mm de espesor, como se observa en la figura No. 14, luego se
fortificaron las muestras con las solucion madre y sus respectivas
diluciones de penicilina G, se utiliz6 para ello una jeringa de 10uL con el

objetivo de tener una referencia del halo de inhibicion.
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Figura No.14. Obtencién de sensidisco con ayuda de sacabocado.

4.4. Preparacion de la muestra: En agar tripticasa de soya (TSA) con la
composicién descrita en el Anexo 2, se siembra abundantemente la
cepa de Bacillus subtilis (Figura No. 15) y se incuba por 24 horas.
Después de la incubacion se cosecha la biomasa con 3 ml de solucion

salina fisioldgica estéril.

Figura 15 Bacillus subtilis en agar TSA
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4.5. Este producto se centrifuga por 5 min. a 3,000 RPM (Figura No. 16) se
desecha el sobrenadante y se realiza un segundo lavado de la misma
manera. Esta suspension de esporas se ajusta a una concentracion de
10" esporas/ml y se guarda en refrigeracion pudiendo durar hasta dos
semanas. La comprobacion de la concentracion se realiza por recuento

bacteriano en placa empleando el mismo medio de cultivo mencionado.

Figura No. 16. Centrifugacion obtencion de suspensién de esporas Bacillus subtilis.

4.6. Deteccion de antibiéticos. Para la deteccién de residuos se prepararon
cajas petri con suspensiéon de Bacillus subtilis a concentracion conocida

en medio agar antibiético No. 11 (Figura 17).
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Figura No. 17. Preparacion de medio agar antibidtico No. 11 en cajas petri.

4.7. Teécnica de difusién. Se colocaron de 3 a 6 discos de muestra y un disco
control de un antibi6tico de referencia a concentracién conocida y se

llevé a incubar. (Figura No. 18)

Figura No. 18. Discos de muestra problema en agar antibiético No.11, con suspension de
Bacillus subtilis a concentracion conocida.

4.8. Terminada la incubacién se procede a la observacion y medicién de los
halos de inhibicion.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Cuenta total de microorganismos

En la Tabla No. 3 se muestran los resultados obtenidos en la calidad microbiana de
las visceras de pollo de las muestras analizadas de las diferentes delegaciones de la
Ciudad. No se han reportados estudios de la calidad microbiologica de las visceras de
pollo, solo en musculo. Se puede ver que las muestras de tres establecimientos
analizados tanto de la Zona 1 como de la Zona 3 se observa la presencia de la

mayoria de los microorganismos aislados en este estudio.

Tabla No. 3 Microorganismos presentes en muestras de higado de pollo.

1 99,200 Presencia Ausencia Presencia
Zonal 2 228,800 >100 - Ausencia Ausencia Ausencia
3 191,600 >100 - Presencia Ausencia Ausencia
4 2,104 - - Ausencia Ausencia Presencia
Zona 2 5 230,400 - - Ausencia Ausencia Ausencia
6 130,000 - >10 Ausencia Ausencia Ausencia
7 223,500 >100 >10 Presencia Presencia Ausencia
Zona 3 8 170,000 >100 - Presencia Ausencia Ausencia
9 2,300 >100 - Ausencia Ausencia Ausencia
10 300 - - Ausencia Ausencia Presencia
Zona 4 11 205,400 >100 >10 Presencia Ausencia Ausencia
12 250 - - Ausencia Ausencia Ausencia
13 3,200 - - Ausencia Ausencia Ausencia
Zonab 14 520 - - Ausencia Ausencia Ausencia
14 125,000 - >10 Presencia Ausencia Ausencia
15 4,100 - - Ausencia Presencia Ausencia
Zona 6 17 225 - - Ausencia Ausencia Ausencia
18 4,170 >100 >10 Ausencia Ausencia Ausencia
19 202,563 >100 >10 Presencia Presencia Presencia
Zona7 20 470 - - Ausencia Ausencia Ausencia
21 140 - - Ausencia Ausencia Ausencia
22 208,200 >100 >10 Ausencia Presencia Ausencia
Zona8 23 295,000 >100 >10 Presencia Presencia Ausencia
24 134,000 >100 >10 Presencia Ausencia Ausencia
25 520 >100 - Ausencia Ausencia Ausencia
Zona9 26 60,000 >100 >10 Ausencia Ausencia Ausencia
27 7,000 - - Ausencia Presencia Ausencia
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En las muestras de visceras de pollo analizadas se aislaron diferentes
microorganismos potencialmente patégenos, como Staphylococcus aureus que fue el
microorganismo con mayor porcentaje de hallazgos, con un 33% de las muestras
positivas y el Unico microorganismo Gram positivo, de los microorganismos Gram
negativos se obtuvo Escherichia coli en un 27% de las muestras, Salmonella spp.

18%, Brucella spp 12% y Pseudomonas aeruginosa 10%. (Gréafica No. 1).

Gréafica No.1l. Microorganismos patdogenos encontrados en las muestras de

higado de pollo.

Brucella ovis

Salmonella spp. 12%
18%

M Brucella
E.coli

27% m E.coli
P. aeruginosa

| S. aureus
S. aureus

33% = Salmonella

P. aeruginosa
10%

Resultados de Resistenciay Tolerancia antimicrobiana

En cuanto a los resultados para Staphylococcus aureus, coincide con los reportados
por Mufioz et al. (2008), Hurtado et al. (2002) y Reddi et al. (1988), ya que este
microorganismo es normalmente un indicador de contaminacion cruzada, debido a la

incorrecta manipulacién de los alimentos, cualquier alimento que requiera una
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manipulacion puede ser facilmente contaminado por este microorganismo, es por ello
gue en este caso el higado de pollo que se comercializa en establecimientos no fijos
presentan esta contaminacion. De igual manera la presencia de Escherichia coli en el
27% de la muestras se considera un grave problema de salud publica lo que indican
autores como Michanie et al. (2003) y Marzocca et al. (2006), que coinciden con la
presencia de esta bacteria en alimentos, ademas se demuestra que la carne es un
buen reservorio de este tipo de microorganismos, la Escherichia coli es considerada
un patégeno emergente asociado a enfermedades transmitidas por alimentos, que
pueden ser severas en el hombre. Otro microorganismo patégeno encontrado fue
Salmonella spp. con un 18% de la muestras positivas, estudios como el de Pérez et
al.(1990) realizado en Guerrero comprueba la presencia de esta cepa en carnes
crudas, encontrando gran positividad de muestras, al igual que en el presente estudio
representa un grave problema de salud al que se tiene que prestar atencion, debido a
gue es un patogeno del cual la normatividad nacional e internacional no permite su
presencia en los alimentos ya que se considera de gran poder patdgeno.

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana a la que fueron sometidas todas las
cepas de microorganismos patégenos encontrados en las muestras de higado de
pollo, se realizaron con sensidiscos con antibiéticos a concentraciones estandarizadas
(Anexo 1Y 2).

En la Grafica No. 2 se muestra el porcentaje de cepas de Staphylococcus aureus que
demostraron resistencia antimicrobiana, donde se observa el 73% de las cepas de S.
aureus resistente a estreptomicina (S), asi mismo se observa un 62% a clortetracilina

(A), y 58% a ampicilina (AM) siendo los antibioticos a los cuales se obtuvo el mayor
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porcentaje de resistencia. Esto representa un riesgo para la salud de la poblacién ya
que todas las cepas aisladas mostraron resistencia a méas de un antibiético.
Staphylococcus aureus mostré el mayor porcentaje de resistencia a estreptomicina,
resultado consistente con el estudio de Martin et al. (2002) donde aislaron este
microorganismo y también obtuvieron un alto porcentaje de resistencia a este
antibidtico por cepas de S. aureus aisladas de leche vacuna. Asi mismo en el estudio
de Aponte et al. (2007) muestran en sus resultados la multirresistencia de esta cepa
de S. aureus. frente a antibidticos de varios grupos como los aminoglucosidos y

betalactamicos.

Grafica No. 2. Porcentaje de resistencia antimicrobiana de cepas de
Staphylococcus aureus aislado de muestras de higado de pollo.
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En la grafica No. 3 se observa el porcentaje de cepas de Staphylococcus aureus que

mostraron tolerancia a los antibiéticos, para trimetoprim con sulfametoxazol (SXT) y
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eritromicina (E) el 73 % de las cepas mostraron tolerancia, estreptomicina (S) con
65% vy difloxacina (PEF) con 62%. La tolerancia es la capacidad de un
microorganismo de dejarse inhibir en su crecimiento, pero sin ser eliminado, algunas
especies toleran ciertos antimicrobianos, las inhiben por un periodo de tiempo, pero
no las eliminan (Cordies et al., 1998). En la actualidad existen escasos estudios sobre
tolerancia antimicrobiana, y en México se estan realizando algunos proyectos como
es el caso de esta Universidad y la Universidad Autbnoma de Nuevo Leo6n en esta
Ultima se hicieron estudios sobre la susceptibilidad antimicrobiana de S. aureus y en
su andlisis reportan un 12% de las cepas como tolerantes a antibiéticos como la
vancomicina y teicoplanina, coincidiendo con el presente estudio en el que se obtuvo
un 38% de tolerancia a vancomicina (VA), aunque se observd mayor tolerancia hacia
trimetoprim con sulfametoxazol (SXT), eritromicina (E), estreptomicina (S) vy

defloxacina (PEF)
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Gréafica No. 3 Porcentajes de tolerancia antimicrobiana que presentan cepas de

Staphylococcus aureus aislado de muestras de higado de pollo.
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En la grafica No. 4 se observa el porcentaje de cepas de Escherichia coli que
mostraron resistencia a los antibioticos, se tiene el mas alto porcentaje de resistencia
a ampiclina (AM) con 68%, cefalotina 50%, carbenicilina (CB) 45%, y lincomicina (L)
32%, resultados consistentes con el estudio de Hernandez et al. (2000) en el cual
aislaron esta cepa de aves de corral y obtuvieron resistencia antimicrobiana a estos
mismos antibiéticos. Asimismo, con el estudio de Moredo et al. (2007) en Argentina en
el cual aislaron 69 cepas de E. coli donde el 69% mostré6 multirresistencia a algunos
antibidticos entre ellos ampicilina, tetraciclina y trimetoprim con sulfametoxazol, lo que

también evidencia el problema que hay en otros paises con esta bacteria.
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Grafica No. 4 Porcentaje de resistencia antimicrobiana de cepas de Escherichia
coli aislada de muestras de higado de pollo.
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La Gréfica No.5 muestra el porcentaje de tolerancia de Escherichia coli, en la que se
observa un 68% de tolerancia a clortetraciclina (A),un 55% a tetraciclina (TE) y 50% a
trimetoprim con sulfametoxazol (SXT). No hay estudios que reporten resultados sobre
tolerancia en grupos antimicrobianos en cepas aisladas de aves de E. coli. En los
resultados obtenidos se observa que clortetraciclina fue el antibidtico al que el mayor
porcentaje de cepas presento tolerancia, este farmaco es muy utilizado en la industria
veterinaria sobre todo en aves de corral, indicada para el tratamiento de bacterias
Gram positivas y negativas, asi mismo para mantener la ganacia de peso, es evidente
que el suministro de este antibiético no fue el correcto durante el tramiento terapéutico
y profilactico a estos animales, al igual que el tiempo de retiro del mismo, otro factor
es la combinacion con otros antibidticos como penicilinas, cefalosporinas y

aminoglucdsidos, ya que puede contrarestar la eficacia antibaracteriana.
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Grafica No. 5 Porcentaje de tolerancia antimicrobiana de cepas de Escherichia
coli aislado de muestras de higado de pollo.
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El comportamiento de la resistencia antimicrobiana en las cepas aisladas de
Salmonella spp. se puede observar en la gréfica No. 6, los antibidticos a los cuales se
mostré mayor resistencia fueron ampicilina con 71%, seguido de cloranfenicol, y acido
nalidixico 64% para ambos y gentamicina 50%. En este estudio, se puede considerar
gue la resistencia encontrada fue alta, coincidiendo con los obtenidos en estudios
realizados por Margaret et al. (1997) y Paz et al. (2001). Asi mismo se observo
multirresistencia en las cepas aisladas de Salmonella spp., siendo estos resultados
similares a los encontrados por otros investigadores, como Puig et al. (2008) y
Bonachea et al. (2006), este ultimo determind diferentes niveles de resistencia a
antibidticos como ceftriaxona, tetraciclina y acido nalidixico por parte de diferentes

serovariedades de Salmonella aisladas de alimentos importados.
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Grafica No. 6 Porcentaje de resistencia antimicrobiana de cepas de Salmonella

spp. aisladas de higado de pollo.
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En la gréfica No. 7 se observa el porcentaje de cepas de Salmonella spp. con

tolerancia antimicrobiana, en donde se observa un mayor porcentaje a ampicilina

(AM) 71%, acido nalidixico (NA) 64%, clortetraciclina (A) 57% y lincomicina (L) 50%.

No se encontraron estudios que muestren resultados sobre tolerancia antimicrobiana

de cepas de Salmonella spp. En el presente estudio se muestra el mayor porcentaje a

ampicilina como se menciond anteriormente, el cual es utilizado para tratamiento de

enfermades causadas por este microorganimos patdgeno, otro antibiético utilizado

actualmente para tratamiento terapéutico es la ceftriaxona, donde se tuvo un 21% de

tolerancia.
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Grafica No. 7 Porcentaje de tolerancia antimicrobiana de cepas de Salmonella

spp. aisladas de higado de pollo.
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En la Grafica 8 se observa el porcentaje de cepas de Brucella ovis que mostraron
resistencia antimicrobiana, donde se observa que el 30 % de las cepas aisladas
fueron resistentes a lincomicina(L), amikacina (AK), y clortetraciclina (A), el 20% a
ampicilina (AM), acido nalidixico (NA), trimetoprim con sulfametoxazol (SXT),
tetraciclina (TE) respectivamente. Brucella ovis es susceptible a la mayoria de los
antibiéticos, como lo muestran los trabajos publicados por Young (1990) y Robertson
(1999), en la mayoria se realizaron ensayos in vitro empleando diferentes métodos:
las sulfonamidas, y los aminoglucésidos como la estreptomicina, gentamicina,
kanamicina, y amikacina. Los antibioticos betalactamicos son los menos efectivos
(Young, 1990) por lo que se puede observar el problema de resistencia de esta cepa
aislada en el presente estudio, debido al tratamiento equivoco de los antibi6ticos y la

falta de observancia con las normas nacionales e internacionales sobre este tema.
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Grafica No. 8 Porcentaje de resistencia antimicrobiana de cepas de Brucella
ovis aisladas de higado de pollo.
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En la grafica No. 9 se observa la tolerancia creada por Brucella ovis donde se muestra
un 50% de tolerancia a polimixina (PB), 40% a ampicilina (AM) y 30% a clortetracilina
(A). No se encontraron estudios donde se reporte tolerancia antimicrobiana de
Brucella spp. el tratamiento antibidtico es poco practicado en veterinaria ya que el
tratamiento es muy caro y a veces resulta poco efectivo, a principios de los 1950 se
utilizaba aureomicina combinada con estreptomicina, era efectiva para eliminar la
infeccion por Brucella spp, actualmente se utilizan las tetraciclinas, ya que han
demostrado ser igualmente efectivas para detener la eliminacién de B. ovis. En este
estudio se observa un alto porcentaje de tolerancia a varios grupos antimicrobianos,
entre ellos las tetraciclinas (A, TE) y se puede evidenciar el uso inadecuado de
antibidticos en el tratamiento veterinario de las aves resultando estos porcentajes de
tolerancia en nuestra region; las alternativas mas eficaces para controlar la infeccion

por Brucella spp. es la vacunacion ya que es un método mas economico y practico.
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Grafica No. 9 Porcentaje de tolerancia antimicrobiana de cepas de Brucella ovis,

aisladas de higado de pollo.
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En la gréfica No. 10 se observa el porcentaje de resistencia de Pseudomonas
aeruginosa en donde se muestra el alto porcentaje de resistencia a cefalotina (CF)
con un 75% de resistencia siendo este el de mayor porcentaje, seguido de y
cefotaxima (CXT), gentamicina (GE), clortetracilina (A), polimixina (PB) con un 63%
respectivamente, y acido nalidixico (NA) con un 50%. Se muestra un alto porcentaje
de multirresistencia de Pseudomonas aeruginosa al igual que a las demas cepas
analizadas en este trabajo. El estudio De Freitas et al. (2002) muestra resultados
similares respecto a la resistencia a cefalosporinas, donde también destaca que estos
medicamentos son empleados para tratar infecciones por esta cepa, al igual que
autores como Farias et al. (1999) donde también obtuvieron resistencia de esta cepa
a gentamicina, un antibidtico que ha venido desarrollando resistencia en los ultimos

anos.
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Grafica No. 10 Porcentaje de resistencia antimicrobiana de cepas de
Pseudomonas aeruginosa aisladas de higado de pollo.
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En la grafica No. 11 se observa el porcentaje de tolerancia de Pseudomonas
aeruginosa donde se muestra un 88% de resistencia a lincomicina (L), 75% a
ceftriaxona, y un 38 % clortetracilina (A), ampicilina (AM) y acido nalidixico (NA)
respectivamente. No se encontraron estudios que reporten tolerancia de cepas de P.
aeruginosa, como se observa esta cepa fue tolerante a varios grupos
antimicrobianos, como se mencioné anteriormente, el uso inadecuado de los
antibidticos en el tratamiento profilactico, el no respetar las dosis recomendadas, el
tiempo de retiro de estos farmacos, y la combinacién con otros antibidticos, resalta

estos problemas de tolerancia antimicrobiana.
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Gréfica No. 11 Porcentaje de Tolerancia de cepas de Pseudomonas aeruginosa
aisladas de higado de pollo.
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Resultados método microbiolégico de las 4 placas
En la tabla No. 4 podemos observar la lectura de los estandares donde se pudo
comprobar su eficacia.
Tabla 4. Solucién patrén (estandar) de penicilina G
PENICILINA G
S.M 1/1000 1/50 1/25

Concentracion  (1000Ul/mL) (AUI/mL) (0.02UI/mL) (0.0008UI/mL)

Halos de

o 15 mm 10 mm 5mm 3 mm
inhibicién

En la figura No. 19 se observa la zona de inhibicion de solucion madre y de las
diferentes disoluciones. En la tabla No. 5 se observa el resultado de las muestras que
fueron positivas, con presencia de penicilina, se colocaron de 3 a 6 sensidiscos y un

disco control con concentracion conocida, se considera positivo cuando el halo de
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inhibicion es = 2mm. Donde se observa que 6 muestras distribuidas en 3
delegaciones de la ciudad presentaron residuos de penicilina el cual fue comprobado
por el método microbioldgico de las cuatro placas, en la delegacién de Cerro colorado,
en el fraccionamiento Villa Fontana, en la delegacion Playas de Tijuana en el
fraccionamiento del mismo nombre y en la delegacion Sanchez Taboada en la colonia
llamada de la misma manera. Se obtuvieron dos muestras positivas a penicilina G en
cada delegacion representada por los halos de inhibicidn frente al disco control, en las
figuras 21 a 25 se puede apreciar que halo de inhibicibn es mas grande que el

estandar.

Figura No.19 Resultados de la medicion de los halos de inhibicion de las muestras
estandar.

En los resultados del método microbioldgico de las cuatro placas se analizaron 27
muestras de las cuales 6 fueron positivas que representa un 22% como se observa en
la Tabla No. 5 tomando como referencia que el FSIS (Food Safety and Inspection
Service) y el USDA (United States Department of Agriculture) de los Estados Unidos

considera una frecuencia del 4% de residuos como inaceptable.
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No hay estudios realizados sobre la identificacion de residuos de penicilina G, en
visceras de pollo, por el método de las 4 placas. En el 2010 en Lima Pera, Rodriguez
et al. realizaron un estudio para la deteccion de penicilina G en musculo de pollo,
donde se obtuvieron solo 2 muestras positivas de este antibiético de un total de 25
muestras. En México solo se encontr6 un estudio donde se utiliz6 este método
microbiologico para la deteccion de residuos de tetraciclinas, en muestras de hueso,
musculo e higado de cerdo, resultando con mayor porcentaje de muestras positivas el
higado (Medina, 2008). En 2006 Molero et al., detectaron la presencia de residuos de
enrofloxacina en tejido hepatico y muscular de pollo por un método analitico (HPLC),
encontrandose residuos de este farmaco a razén de 3.5 mg/kg en muslo y 3.62 mg/kg
en higado. Existen otros autores que reportan residuos de penicilina G, pero en
muestras de leche, como el estudio de Guerrero et al. (2009) donde identificaron
residuos de betalactdmicos en leche cruda entre ellos penicilina G, encontrandose
40% de las muestras positivas de un total de 40 muestras. En los resultados
obtenidos en el presente estudio podemos observar (Figura 22 y 23) que el uso de
penicilinas en la industria avicola es evidente, ya que el halo de inhibicion de la
muestra problema es mayor que la concentracion del disco control. Observandose
gue la mayor frecuencia y porcentajes mas altos de muestras positivas para residuos
de antimicrobianos, corresponden a muestras de visceras, en este caso el higado de
pollo, en el cual se metabolizan la mayoria de las sustancias toxicas, es de esperar
concentraciones altas de estos farmacos, lo que hace suponer que es frecuente el
envio de animales al matadero sin respetar los tiempos de espera para la eliminacion

de los medicamentos. El consumo de visceras representa una opcion nutricional mas
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barata que las porciones musculares, sin embargo, su consumo puede implicar una
exposicion frecuente a niveles de residuos por arriba de los limites maximos
permitidos. La concentracion de un antibiético expresada en una zona de inhibicion de
los discos de muestra, no puede ser calculada con precision. Por tanto el resultado
positivo obtenido con los métodos de inhibicion deberia ser confirmada con un

posterior método analitico.

Tabla No. 5 Residuos de Penicilina G en muestras de higado de pollo.

1 Positivo 8
Zonal 2 Negativo
3 Positivo 7
4 Negativo
Zona 2 5 Negativo
6 Negativo
7 Positivo 8
Zona 3 8 Positivo 5
9 Negativo
10 Negativo
Zona4 11 Negativo
12 Negativo
13 Negativo
Zonab5 14 Negativo
14 Negativo
15 Negativo
Zona 6 17 Negativo
18 Negativo
19 Negativo
Zona'7 20 Negativo
21 Negativo
22 Negativo
Zona8 23 Negativo
24 Negativo -
25 Positivo 4
Zona9 26 Negativo -
27 Positivo 6

Las Zonas por delegacién se describen en la Figura No. 2.
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Figura 24. Muestra 25

Figura 23. Muestra 3
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CONCLUSIONES

e Se encontré S. aureus en 33% de las muestras siendo el de mayor porcentaje,
Escherichia coli en un 27%, Salmonella spp. 18%, Brucella 12% vy
Pseudomonas aeruginosa 10%.

e Se demostro el fendbmeno de resistencia microbiana ya que todas las cepas
aisladas mostraron resistencia a mas de un antibidtico lo que se puede
considerar como una multirresistencia.

e Se puede observar que el antibiotico con mas frecuencia de porcentaje alto de
resistencia y tolerancia fue clortetracilina (A).

e Se comprobd la presencia de residuos de penicilina G en higado de pollo por
medio del método microbiolégico de difusion de las cuatro placas
encontrandose un 22% de muestras positivas (6 muestras positivas).

e Las muestras analizadas de la Zona 1 y Zona 3, fueron las muestras con
menor calidad microbiana, en la evaluacion presentaron la mayor cantidad de
microrganismos patdégenos. También estas dos zonas (Delegacion Playas de
Tijuana y Cerro Colorado) coinciden con la presencia de residuos de penicilina
G.

e Los porcentajes de positividad encontrados asi como los obtenidos en otros
estudios realizados en México hacen suponer que en nuestro medio, el envio al
matadero de animales con residuos antimicrobianos es frecuente y constituye
un problema que requiere atencion.

e El inadecuado uso de los antibidticos en la produccion pecuaria es una

problemética a nivel mundial, que trae como consecuencia una serie de
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problemas que afectan directamente la salud humana, a este problema se
debe dar una solucién pronta y bien estructurada que mitigue los problemas ya
mencionados.

Finalmente se comprueba que el tiempo de espera para la eliminacién de
antimicrobianos no se cumple en las avicolas que proveen pollo en la regién de

Tijuana.
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RECOMENDACIONES

El estudio de residuos antimicrobianos en carnes de consumo masivo debe
realizarse utilizando métodos recomendados por libros oficiales como el Codex
alimentarius, el cual cuenta con una relacion de métodos validados para este
tipo de analisis.

En analisis futuros de residuos antimicrobianos es necesario tener en cuenta
los tratamientos térmicos a los que son sometidos las carnes antes de ser
consumidas para saber si dichos residuos sufren algin cambio en su estructura
y concentracion.

Conociendo que en México las costumbres alimenticias permiten aprovechar
no solo la masa muscular del pollo, sino también las visceras como lo es
higado, seria recomendable continuar realizando estudios de deteccion de
residuos en este organo.

Es necesario que los médicos veterinarios y empresas privadas mejoren las
medidas de bioseguridad en las diferentes avicolas, prestando especial énfasis
al uso adecuado de los antimicrobianos y al cumplimiento de los tiempos de

espera.
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ANEXOS
ANEXO 1 Lista de antibi6ticos de los sensidiscos utilizados en el andlisis de

susceptibilidad a los antibidticos de los microorganismos Gram positivos.

Nombre Abreviatura

Ampicilina AM 10 pg
Cefalotina CF 30 pg
Cefotaxima CTX 30 pg
Ceptazidima CAZ 30 ug
Cefuroxima CXM 30 pg
Clortetraciclina A 30 pg
Dicloxacilina DC 30 ug
Eritromicina E 15 pg
Gentamicina GE 10 pg
Defloxacina PEF 15 pg
Penicilina PE 10 U
Tetraciclina TE 30 pg
Trimetropin con SXT 1.25 + 23.75 ug
sulfametoxazol

Cefepime FEP 30 pg
Kanamicina K 30 ug
Vancomicina VA 30 pg

Informacion disponible: Estudio de la susceptibilidad a los antibiéticos.
www.bio rad.com/webroot/web/pdf/inserts/.../66098_01_2011_ES.pdf
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ANEXO 2 Lista de los nombres y abreviatura de los sensidiscos utilizados en el

analisis de susceptibilidad a los antibiéticos de los microorganismos Gram

negativos

Nombre Abreviatura

Amikacina AK 30 pg
Ampicilina AM 10 pg
Carbenicilina CB 100 pg
Cefalotina CF 30 pg
Cefotaxina CTX 30 pg
Ceftriaxona CRO 30 ug
Cloranfenicol CL 10 pg
Gentamicina GE 30 ug
Estreptomisina S 10 pg
Netilmicina NET 30 pg
Nitrofurantoina NF 100 pg
Pefloxacina PEF 30 ug
Trimetropin con SXT 1.25 + 23.75 pg
sulfametoxasol

Tetraciclina TE 30 pg
Acido nalidixico NA 30 ug
Polimixina B PB 50 pg
Lincomicina L 15 pg
Eritromicina E 15 ug

Informacion disponible: Estudio de la susceptibilidad a los antibiéticos. www.bio

rad.com/webroot/web/pdf/inserts/.../66098 01 _2011_ES.pdf
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ANEXO 3 Tabla de antibiéticos a los que presentan sensibilidad los

microrganismos.

Staphylococcus aureus Penicilina G, eritromicina, azitromicina,
ciprofloxacino, levofloxacino, tetraciclina,
tigeciclina, trimetoprim con
sulfametoxazol, metronidazol,
vancomicina

Escherichia coli Amikacina, gentamicina, tobramicina,
ertapenem, cefazolina, cefalotina,
cefuroxima, ,cefoxitina ceftazidima,
ciprofloxacino, levofloxacino

Salmonella spp Amoxicilina, ampicilina, azitromicina,
tetraciclinas, trimetoprim con
sulfametoxazol, ertapenem, imipenem,
cefuroxima

Brucella spp. Estreptomicina, gentamicina,
netilmicina amikacina

Pseudomonas aeruginosa Amikacina, gentamicina, tobramicina,
imipenem, ceftazidima, cefalotina,
ciprofloxacino, levofloxacino,
ticarcilina.

Wilson J et al., Antibioticoterapia Mayo Clinic. Guia rapida, Manual moderno. 2008
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ANEXO 4: Formula del

medio

microbioldgico de las cuatro placas

MEDIOS PARA ANTIBIOTICOS No. 11 BD BIOXON

Medio de cultivo para realizar el ensayo de difusion en placa con B. subtilis.

Foérmula para 1000 ml

de cultivo utilizado para el

Peptona de Gelatina 6.0g
Peptona de Caseina 40¢9
Extracto de Levadura 3.0¢g
Extracto de Carne 15¢
Glucosa 1509
Agar 1509
pH final 7.9+0.2

método
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ANEXO 5: Formula del medio de cultivo utilizado para lainoculacion de B.
subtilis

TRIPTICASA SOYA AGAR (TSA)
- Formula para 1000 ml

Digerido pancreatico de 15049
caseina

Digerido papaico de harina 50¢g

de soya
Cloruro sédico 50¢9
Agar 1509

pH 7.3£0.2




