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AISLAMIENTO DE GRAM NEGATIVOS EN LECHES CRUDAS CON
ANTIBIOTICOS

Gram negative isolations from raw milk with antibiotics

RESUMEN

En virtud del uso indiscriminado de antibidticos en, el ganado,
se realizé un estudic para detectar su presencia en leche
cruda. Se recojectaron aleatoriamente 216 muestras de fincas
del area Concepcidn-La Paz y de la Costa Oriental del Lago de
Maracaibo, Estado Zulia, Venezuela. El Delvotest P y el Disco
Ensayo propuesio por Ja AOAC fueron usados para detectar
antibidticos, las leches positivas fueron sembradas en ARVE y
los crecimientos se identificaron segun las tablas de Martinez.
Un 20.37% de las muestras resultaron positivas para
antibiéticos y de éstas se aislaron 77 cepas bacterianas, de las
cuales 71 (92.2%) eran coliformes y 6 (7.8%) bacilos Gram
negativos no fermentadores de la glucosa. Dentro de los
coliformes, Enterobacter sp. representd el 39.4%; Escherichia
coli: 22.5%; Klebsiella sp.: 26.7% y.otros géneros un 11.26%.
Para los bacilos Gram negativos no fermentadores,
Pseudomonas sp. representd el 66.6% de los aislamientos y
Acinefobacter sp. el 33.3%. En vista de los numerosos
aislamientos de Gram negativos en leche con antibidticos se
destaca el posible alto grado de resistencia desarrollado por
las mismas..

Palabras claves: Gram negativos, antibiéticos, leche cruda.
ABSTRACT
Because of the indiscriminate use of antibiotics in livestock, a

study was conducted to detect its presence in raw milk. 216
sampies of milk were randomly colected from farms in the
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Concepcion - La Paz area and the Oriental Coast Maracaibo
Lake, Zulia State, Venezuela. Devoltest P and the Disc Assay
Method of the AOAC were performed to detect antibiotics; the
positives samples were cultured in ARVEB and the isolations
identified by Martinez's tables. 20.37% of the samples were
positives for antibiotics, and from this, 77 bacterial strains
isolated, 71 corresponded to coliforms (92.2%) and 6 tc Gram
negative glucose no-fermenter rods (7.8%). In coliforims
Enterobacter sp. represented the 39.4%: Escherichia coli:
22.5%; Klebsiella sp.: 26.7% and another genus: 11.26%. To
Gram negative no-fermenter rods, Pseudomonas sp.
represented the 66.6% of the isolations and Acinetobacter sp.
the 33.3%. As the numerous isoiations of Gram negatives in
milks with antibiotics, it emphasize the probable high degree of
resistance developed by them.

Key words: Gram negative, antibiotics, raw milk.

INTRODUCCION

Los antibiéticos son ampliamente usados en el trata-
miento de infecciones bovinas, particularmente la mastitis. Por
otra parte, es conocido que pueden conseguirse residuos de
ellos en la leche y sus productos.

La deteccion de estos residuos en leche es importante
por varias razones: primero, en cuanto a salud publica, en vis-
ta de que algunos antibidticos tienen propiedades alergizantes
para personas sensibles; segundo, los antibidticos causan inhi-
bicién de las bacterias iniciadoras usadas en la elaboracién de
productos lacteos fermentados; tercero, en algunos paises su
presencia es considerada ilegal y estd sujeta al pago de mul-
tas; y cuarto, la probabilidad de que se incremente la resisten-
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cia de las bacterias entéricas humanas o se dé lugar a la in-
gestion de bacterias antibidtico-resistentes [5].

La OMS™ ha establecido algunos parametros en relacion
a la presencia de antibiéticos en la leche. En 1993 la OMS y la
FAQO** estipularon que la concentracién méaxima aceptable de
residuos de antibiéticos era de <0.2 ppm; especificamente
para leche de consumo humano el limite de penicilina es de
0.01 Ul/m [4]. En nuestro pais los organismos oficiales no tie-
nen especificacion alguna al respecto.

En virtud de esta problemética, en los Ultimos afios en
los paises desarrollados, entre ellos, los Estados Unidos de
Norteamérica, y la Comunidad Econémica Europea, se han
ensayado y comparado gran cantidad de técnicas microbiolégi-
cas y no microbioldgicas que permiten detectar la presencia de
residuos de antibidticos en leche [3,7,12,13,21,22,25,28,29,
311].

Diversos trabajos usando estas técnicas, han reportado
significativos niveles de antibidticos en leches de vaca y otros
animales [1,9,19,20,24,27,30], detectandose en algunos, Ia
presencia de mas de un antibidtico. Brady y Katz [5] en un es-

"tudio de leches pasteurizadas en Estados Unidos, confirmaron
que un 63% de las muestras tenian antibiéticos, un 27% conte-
nia dos residuos y un 1% contenia tres 0 mas residuos.

Los mecanismos bacterianos de resistencia a antibiéti-
cos son bien conocidos desde hace mucho tiempo, y la pre-
sencia de residuos de antibidticos en la leche permiten el de-
sarrollo de resistencia por fa mayoria de las cepas que en ella
se encuenfran. Jones [14] encontré que 122 de 466 muestras
de leche cruda y 5 de 586 de leche pasteurizada contenian Es-
cherichia coli; de estos 127 aislamientos, 15 eran resistentes.a
uno ¢ mas antibidticos. Resuitados similares han sido reporta-
dos para otros coliformes como Enterobacter spp y Klebsiella
spp por varios autores [2,6,8,11,15,16,171.

Considerando gue en Venezuela no se han hecho estu-
dios acerca de la prevalencia de baciios Gram negativos en le-
che con antibidticos, se decide realizar el presente trabajo para
evaluar la situacion en la Regidn Zuliana.

MATERIALES Y METODOS

Muestra

216 muestras de leche cruda fueron recogidas aséptica-
mente en frascos de vidrio de 50 ml de capacidad, directamen-
te de los tangues de enfriamiento en varias fincas, 181 mues-
tras correspondian al sector Laberinto v 35 a la COL**. Estas
fueron fransportadas bajo refrigeracién al Laboratorio de Cien-

¥ Crganizacion Mundial de la Salud.
**  Food Agricultural Organization.
*** Costa Oriental dei Lago de Maracaibo, Estado Zulia, Venezueia.
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cia y Tecnologia de la Leche de la Facultad de Ciencias Veteri-
narias de la Universidad del Zulia.

Tratamiento de la muestra

A las muestras se les practicaron pruebas para detectar
antibidticos, el Delvotest P (de Gist-Brocades) y/o el método
de Disco Ensayo con Bacillus stearothermophilus var. cafido-
factis propuesto por la AOAC [23]. Las muestras de leche que
resultaron positivas para el ensayo de antibidticos se diluyeron

-en Buffer Fosfato Salino (PBS), a varias concentraciones (10'1,
102, 10'3}, las cuales fueron sembradas por profundidad en

Agar Bilis Rojo Violeta (ARVB), e incubadas a 37°C por 24 ho-
ras.

Aislamiento y Caracterizacion

Las colonias fermentadoras o no de la lactosa aisladas
en ARVB fueron sembradas en ‘Agar Triple Az(car Hierro
(TSI), y posteriormente pruebas bioquimicas como: produccién
de Indol, utilizacion de Urea, utilizacion de Citrato, motilidad en
Agar, decarboxilacién de Ornitina y Lisina fueron realizadas

.para su caracterizacién segln las tablas de identificacion de

Martinez [18]. Otras pruebas bioguimicas (Ej. KCN, MR-VP,
Gelatina, Arginina decarboxilasa), fueron realizadas cuando se
necesitaba una diferenciacion mayor de las enterobacterias.

A los cultivos que resultaron inactivos en el TSI, Taco al-
calino, Bisel alcalino, se les realizaron pruebas de Oxidasa en
agar nutritivo, motilidad y presencia o no de pigmentos, para
su diferenciacién dentro de los bacilos Gram negativos no fer-
mentadores de la glucosa.

RESULTADOS Y DISCUSION

44 muestras resultaron positivas a las pruebas de anti-
biéticos, lo que representa un total de 20.4%. Esta incidencia
de antibidticos no se considera tan alta si se compara con los
valores encontrados en otros paises de América del Sur, espe-
ciaimente los reportados por Cruz y cols. [9] en México, cuyas
cifras alcanzan hasta un 90.4%.

En la TABLA | se puede observar los resuftados por zo-
nas; se destaca que el mayor porcentaje corresponde a ia
COL en donde el 68.6% de sus leches contenian antibiéticos.
También se sefiala que el 90.9% de las leches de ambas zo-
nas que resultaron positivas a las pruebas de antibidticos, se
obtuvo crecimiento de Gram negativos. Esto podria indicar que
los residuos de antibidticos presentes, no interfirieron en el
crecimiento bacteriano, bien, porque ia concentracién en ia
cual estos se hallaban no eran suficientes para inhibir el desa-
rrollo, o que el tipo de antibiotico no era efectivo contra estas
bacterias.

En la TABLA |l se aprecia que los principaies aislamien-
tos de Gram negativos corresponden a coliformes (92.2%),
quedando los bacilos Gram negativos no fermentadores de la
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TABLA |

RESULTADO EN TERMINOS DE PORCENTAJE, DE LECHES POSITIVAS A ANTIBIOTICOS
Y CRECIMIENTOS OBTENIDOS DE ELLA SEGUN ORIGEN DE LA MUESTRA

Origen N° de muestra Con antibiético % Con crecimiento %
Maracaibo 181 20 11.0 18 90.0
COoL 35 24 68.6 22 916
Total 218 44 20.4 40 90.¢

TABLA I

RESULTADO EN TERMINOS DE PORCENTAJES,
DE LOS GENEROS OBTENIDOS A PARTIR DE LECHES
POSITIVAS A ANTIBIOTICOS

Otros Géneras
11,3%

No. de cepas

Género aisladas %
Coliformes:
Enterobacter sp. 28 36.4
Escherichia sp. 16 20.7
Klebsiella sp. 19 247 ‘
Serratia sp. 4 52 1
Citrobacter sp. 3 3.8
Proteus sp. 1 1.3
Sub-totai 71 922 FIGURA 1. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LOS
PRINCIPALES GENEROS DE COLIFORMES AISLADOS DE
BGNNEG LECHES POSITIVAS A ANTIBIOTICOS.
Pseudomonas sp. 4 5.2
Acinetobacter sp. 2 26 TABLA Il
SUR-oE 8 (& RESULTADO EN TERMINOS DE PORCENTAJES,
Total TiTh 100.0 DE LOS GENEROS DE COLIFORMES OBTENIDOS A
PARTIR DE LECHES POSITIVAS A ANTIBIOTICOS
glucesa (BGNNFG), en un menor porcentaje (7.8%). Esta mis- ) No. de cepas ’
ma relacién se encuentra normalmente entre los bacilos Gram Género aisladas %
negativos en leches crudas sin antibioticos [26]. Enterobacter sp. 28 394
En la TABLA Il se especifican los géneros encontrados Klebsiella sp. 19 2.7
dentro de los coliformes, y se destacan los altas porcentajes Escherichia sp 16 26
encontrados de Enterobacter spp (39.4%), Escherichia spp _
(22.6%) v Klebsiella spp (26.7%); quedando un pequefio por- Serratia sp. 4 5.6
centaje (11.3%) para otros géneros de menor frecuencia, Citrobacter sp. 3 4.3
Bl i Proteus sp. 1 1.4
Estos resultados se consideran razonables, en vista de Total 71 1000
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10,7%

TABLA IV

RESULTADO EN TERMINOS DE PORCENTAJES, DE LOS
GENEROS DE BGNNFG OBTENIDOS A PARTIR DE
LECHES POSITIVAS A ANTIBIOTICOS

No. de cepas

FIGURA 2. DISTRIBUCIGN PORCENTUAL DE LAS
ESPECIES IDENTIFICADAS DENTRO DEL GENERO
Enterobacter.

gue estos géneros representan a los coliformes mayormente
productores de mastitis en la Regién Zuliana. Andrade [2] en-
coniré 25 aislamientos de Escherichia coli, 7 de Klebsiella spp
y 5 de Enterobacter spp, en su estudio de prevalencia de coli-
formes en mastitis bovina en la COL; si ademas consideramos
gue estos microorganismos podrian haber desarrollados en ios
Gltimos afios una gran antibiético-resistencia, se explicaria en-
tonces su presencia en las muestras de leche.

En ta TABLA IV se observa que Pseudomonas spp, re-
presenta al BGGNFG mas cominmente aislado (66.7%), se
considera que esta prevalencia se debe a que en los Ultimos
afios este género ha desarrollado una gran resistencia a una
amplia gama de antibidtjcos.

En la TABLA V se pueden notar aigunas diferencias en
ios porcentajes de géneros aisiados, entre las leches prove-
nientes de Maracaibo y la COL. En Maracaibo prevalecieron
los aislamientos de Escherichia coli (39.3%) y Enterobacter
spp (30.3%); mientras que en la Costa Oriental del Lago pre-
valecieron los de Enterobacter spp (41.0%) y Klebsiella spp
(36.3%), estas diferencias pueden atribuirse a variaciones en
ia flora bacteriana de acuerdo al mestizaje del ganado que se
encuentra en cada una de estas regiones y/o variaciones en
las fuentes de contaminacion de la leche cruda.

Las pruebas bioguimicas que permitieron identificar los
16 aislamientos de Escherichia como Escherichia coli (100%),
los 28 crecimientos de Enterobacter como: Escherichia cloa-
cae un 53.6%; Escherichia aerogenes un 10.7% Yy Escherichia
agglomerans un 35.7%, FIG. 2; cabe destat\:ar que Escherichia
coli es considerada coliforme fecal, lo que podria indicar po-
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Género aisladas %
Pseudomonas sp. 4 66.7
Acinetobacter sp. 2 333

Total 6 100.0
TABLA V

RESULTADO EN TERMINOS DE PORCENTAJES,
EN CUANTO A GENEROS AISLADOS
DE LECHES POSITIVAS A ANTIBIOTICOS,
SEGUN ORIGEN DE LA MUESTRA

Género % Maracaibo CoL

Coliformes:

Enterobacter sp. 30.3 41.0

Klebsiella sp. 9.1 36.3

Escherichia sp. 30.3 136

Serratia sp. 92 23

Citrobacter sp. 3.0 4.5

Proteus sp. 3.0 0.0
BGNNFG

Pseudomonas sp. 121 0.0

Acinetobacter sp. 3.0 23
Total 100.0 100.0

bres condiciones higiénicas en la recoleccién y manipulacién
de la leche. Los 19 aislamientos Kiebsiella se identificaron
como:. Klebsiella oxytoca, un 63.2% y como Klebsiella pneu-
moniae, un 36.8%, FIG. 3. Todos los aislamientos del género
Citrobacter, correspondieron a Cifrobacter freundii; los de Se-
rratia a Serratia marcescens y de Proteus a Proteus myxofa-
clens.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El evidente crecimiento en las placas, a partir de leches
con antibidticos, indica la presencia de resistencia natural v/o
adquirida por las cepas aisladas en este estudio.
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FIGURA 3. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LAS
ESPECIES IDENTIFICADAS DENTRO DEL GENERO
Klebsiella.

Dichos procesos pueden ser el resultado del uso indiscri-
minado de antibidticos en el ganado, sin conocer la etiologia
dei agente causal de Ia infeccién, que permitirian establecer en
dicho caso, la t'erapia antimicrobiana especifica.

i.a maycria de las especies aisladas son consideradas
como ciinicamente significativas en bactericlogia humana;
dentro de los coliformes Escherichia coli y dentro de los
BGNNFG Pseudomonas spp. Esto debe tomarse en conside-
racién en, caso de consumo de productos lacteos elaborados
con leche sin higienizar,

Se recomienda el estudio de la presencia de antibidticos
en leches nroducidas en diversas localidades del pals; asi
como una investigacién més profunda de la posible patogenici-
dad de las cepas aisladas a partir de ellas, para tener un cono-
cimiento mayor de la situacion existente en Venezuela.
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