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RESUMEN

A 416 muestras de leche cruda recolectadas aleatoriamente a
nivel de cantaras en 5 receptorias ubicadas en la Cuenca del
Lago de Maracaibo, estado Zulia-Venezuela, se les determind
la presencia de antibiéticos mediante el Delvotest-P y el méto-
do de Disco Ensayo de la Asociacion de Quimicos Analiticos
Oficiales (AOAC). Las leches positivas fueron sembradas para
detectar crecimiento de Bacilos Gram Negativos No Fermenta-
dores de la Glucosa (BGNNFG), posteriormente se realizaron
pruebas de susceptibilidad a 13 antimicrobianos y se determi-
né la Concentracién Inhibitoria Minima(CIM) de las cepas fren-
te a 27 antimicrobianos. Se encontré que 48 muestras conte-
nian antibiéticos y de éstas se aislaron 10 BGNNFG, de los
cuales 7 fueron Pseudomonas sp. y 3 Acinetobacter sp.. Pseu-
domonas sp mostrd resistencia a 10 de los 13 antibidticos es-
tudiados, mientras Acinetobacter sp. lo hizo sélo frente a 5.
Las cepas mostraron un patron de resistencia comtn a penici-
lina, novobiocina, cloxacilin y nitrofurantoina. Las Pseudomo-
nas sp. mostraron cifras de CIMs bajas frente a mezlocilin, pi-
peracilina, cefoperazone, ceftazidime e imipenem. Los CIMS0
mas elevados para Pseudomonas sp. se observaron con cefo-
taxime, ceftriaxone, ampicilina, cefoxitin, cefazolin, cefuroxime,
cefalotin, vancomicina, ampicilina/sulbactam y amoxicilina/aci-
do clavulanico mientras que Acinetobacter sp. presenté CIM20
elevados frente a sélo 6 antimicrobianos: cefazolin, cefalotin,
vancomicina, penicilina G, oxacilina y clindamicina.

Palabras clave: Antibidticos, resistencia, bacilos Gram negati-
vos, concentracion inhibitoria minima, leche
cruda.
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ABSTRACT

Four hundred sixteen on pasteurized milk samples (row milk)
were taken at random from milk pot at 5 different gathering
plants. Gathering plants were located around Lake of Mara-
caibo basin, Zulia state, Venezuela. Samples were analyzed to
determine presence of antibiotics by using the Delvotest-P and
the assay disc method of Association of Official analytical
chemists (AOAC). Positive samples were cultured to determine
gram negative bacterial growth of glucose non-fermentative
bacillus (GNGNFB). Susceptibility test to 13 anti-microbes was
performed and the minimal inhibitory concentration (MIC) of
the stock of microbes in front of 25 anti-microbes was deter-
mined. It was found that 48 milk samples had important
amount of antibiotics. However, from these samples, there
were isolated 10 GNGNFB, from them 7 were Pseudomonas
sp and 3 were Acinetobacter sp. Pseudomonas sp showed to
be resistant to 10 of the 13 antibiotics tested whereas Acineto-
bacter sp only was resistant to 5. Microbes stock showed a
common pattern of resistance to penicillin, novocaine, cloxacy-
lin and nitrofurantoin. Pseudomonas sp had lower MICs values
when exposed to mezlocylin, piperacylin, cefoperazone, cef-
tazidimine and imipenem. The highest MICS0 for Pseudomo-
nas sp were observed with cefotaxime, ceftriaxone, ampicylim,
cefoxitin, cefazolin, cefuroxime cephalotin, vancomycin, ampi-
cylim/sulbactam and amoxicillin/ clavulanic acid. On the other
hand, Acinetobacter sp only showed high MIC80 against 8
anti-microbes: cefazolin, cefalotin, vancomycin, penicillin G,
oxacillin and clidamycin.

Key words: Antibiotics, resistance, bacillus Gram negative,
animal inhibitory concentration row milk.

11



Resistencia a los antimicrobianos y concentracion inhibitoria minima de BGNNFG aislados de leche cruda / Faria, J. y col.

INTRODUCCION

La aparicién de resistencia multiple a los antibioticos fue
observada por primera vez en Japén en 1960, donde después
de varios afos de amplia difusion terapéutica para tratar la di-
senteria bacilar, algunas cepas del género Shigella y otras en-
terobacterias mostraron resistencia a varias drogas: sulfonami-
das,estreptomicina,cloranfenicol y tetraciclina [1].

El incremento de |a resistencia de los microorganismos a
los agentes quimioterdpicos dificulta el tratamiento de infeccio-
nes en el hombre, por las limitaciones que se presentan en la
eleccion de antibidticos.

El consumo de pequefias cantidades de antibidticos a
través de algunos alimentos puede resultar en el incremento
de microorganismos resistentes. Se ha reportado que la adi-
cion de clortetraciclina y penicilina en alimentos para animales,
con el objetivo de mejorar la tasa de crecimiento y prevenir en-
fermedades del ganado, genera plasmidos de resistencia en la
flora entérica del animal y, que este material genético transmi-
te, a patdégenos humanos resistencia a los antibibticos; produ-
ciendo una pérdida significativa de la eficacia de los mismos
[2,8,12].

La cadena alimentaria se ha sefialado como una via im-
portante para la transmisién de bacterias antibidtico-resisten-
tes al hombre; enfocandose recientemente la atencion hacia la
importancia que tiene, desde el punto de vista de salud publi-
ca, la presencia de estas bacterias en leche cruda y productos
lacteos sin pasteurizar. De hecho, se han reportado brotes dia-
rréicos causados por cepas resistentes de Salmonella iyphi-
murium adquiridas a través del consumo de leche cruda [16].
Igualmente, se reporto en leche pasteurizada, durante el brote
de salmonellosis de lllinois en 1985, una cepa con un perfil
inusual de pldsmidos y una resistencia multiple a tetraciclina,
eritromicina, clindamicina, sulfasoxazol, sulfadiazina, triple sul-
fa, cefoperazona, estreptomicina, mezlocilina, piperacilina, car-
benicilina, penicilina y kanamicina [22].

Uno de los mecanismos que propicia el desarrollo de re-
sistencia es la presencia de antibidticos en leche, administra-
dos al animal para el tratamiento de la mastitis, debido a la ex-
crecién de residuos, inclusive durante un tiempo mayor al re-
comendado para el retiro del animal en ordefio [17,23]. Igual-
mente, se ha reportado que los niveles subterapéuticos de an-
tibidticos, tienen un fuerte potencial de seleccién de poblacio-
nes bacterianas resistentes. Brady y col. [6] estudiaron el efec-
to, de las conceniraciones de antibidticos considerados por la
Administracion de Alimentos y Drogas (AAD) como niveles se-
guros, sobre el desarrollo de resistencia en cepas de Staphylo-
coccus aureus, sefialando que inclusive estos niveles de anti-
microbianos tienen un fuerte potencial para la selectividad de
poblaciones resistentes.

En Venezuela, Faria y col. [9] reportaron una alta inci-
dencia (20,37%) de residuos de antimicrobianos en muestras
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de leche cruda producida en diversas zonas del estado Zulia.
Por ello, en esta investigacion se determind el patrén de resis-
tencia y la concentracién inhibitoria minima de bacilos Gram
negativos no fermentadores de la glucosa (BGNNFG) aislados
de leche cruda con antibidticos producida en el estado Zulia,
frente a antimicrobianos de uso comun.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo y deteccion de antibidticos

Fueron recolectadas en forma aleatoria 416 muestras de
leche cruda en 5 receptorias ubicadas en la Cuenca del Lago
de Maracaibo del estado Zulia-Venezuela. Aproximadamente,
30 ml de leche fueron tomados en forma aséptica de las canta-
ras, y transportados bajo refrigeracién. A su llegada al labora-
torio de Ciencia y Tecnologia de la Leche de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de La Universidad del Zulia (LUZ), las
muestras se analizaron para detectar la presencia de residuos
de antibidticos mediante las técnicas del Delvotest-P (Gist-Bro-
cades) y el método del Disco Ensayo, usando Bacillus stearo-
thermophilus var. calidolactis propuesto por la Asociacion de
Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC) [3].

Aislamiento bacteriano

Las muestras que resultaron positivas a la determinacion
de antibiéticos fueron diluidas en buffer fosfato salino de pH
7.2 (25°C) a concentraciones de 1o n” y 102 posterior-
mente fueron sembradas por profundidad en agar bilis rojo vio-
leta (ABRV) e incubadas a 37°C por 24 horas para obtener
crecimiento de bacterias Gram negativas.

Identificacion

Las colonias fueron caracterizadas morfolégicamente
segun su tamano, olor y presencia o no de pigmentos. Poste-
riormente fueron sembradas en agar triple azdcar hierro
(ATAH) y agar nutritivo (AN) en placa y, fueron incubadas a
37°C por 24 horas. Los BGNNFG se identificaron con el
ATAH, la prueba de la oxidasa en AN y la motilidad en gota
pendiente segin Lennette y col. [18].

Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos

Los microorganismos identificados fueron sembrados en
caldo soya tripticasa (CST) e incubados a 37°C por 24 horas.
El crecimiento obtenido fue diluido con solucién fisioldgica sali-
na (SFS) estéril, hasta obtener una densidad equivalente al es-
tandar N2 0,5 de la escala de McFarland. Posteriormente, fue
realizado el método de difusién en agar de Bauer-Kirby [5] con
discos comerciales (BBL, Difco, Oxoid) de los antimicrobianos
mas utilizados en el tratamiento de la mastitis, TABLA |. Las
placas fueron incubadas a 37°C por 24 horas y fue determina-
do el criterio de sensibilidad segun las especificaciones.
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TABLA I
CONCENTRACION DE LOS ANTIMICROBIANOS USADOS
EN LA PRUEBA DE DIFUSION EN AGAR

Antimicrobianos Contenido del Disco

Penicilina G 10 unidades
Cloxacilin 5ug
Ampicilina 10 ug
Cefotaxime 30 ug
Triple Sulfa 250 ug
Estreptomicina 10 ug
Gentamicina 10 ug
Neomicina 30 ug
Tetraciclina 30 ng
Nitrofurantoina 300 ug
Polimixina B 300 unidades
Acido Nalidixico 30 nug
Novobiocina 30 ug

Determinacion de la Concentracion Inhibitoria
Minima (CIM)

A partir de cultivos puros de las cepas de BGNNFG
identificadas, fueron tomadas varias colonias y se resuspen-
dieron en 5 ml de SFS estéril hasta obtener una turbidez equi-
valente al estandar N° 0,5 de McFarland. De esta suspensién
fueron tomados 250 pl y se agregaron a 24,75 ml de SFS esté-
ril para obtener una dilucién 1:100, con una concentracién final
de inéculo de aproximadamente 1 x 10° ufe/ml. Esta dilucion
fue sembrada en las placas de microtitulacién del método de
microdilucién en caldo UNISCEPT MIC Type3 (Analytab Pro-
ducts Plainview, NY), TABLA Il, segun las instrucciones del fa-
oricante, luego, fue calculado el CIM90 y comparado con los
criterios de interpretacién del Comite Nacional para esténda-
res de Laboratorios Clinicos (CNELC) [20].

Analisis estadistico

El andlisis de los antibiogramas se efectué comparando
os porcentajes de resistencia de las cepas mediante la prueba
Z. utilizando el MICROSTAT (Ecosoft Inc.1978-85) y para el
anélisis de la varianza se utilizd el STATISTIX (NH Analytical
Sofware. 1987) del paquete estadistico SAS [24], version 2.02.
Con la Prueba de Tukey se establecieron diferencias entre
medias.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 416 muestras de leche cruda analizadas, 48 re-
suftaron positivas a las pruebas de deteccion de antimicrobia-
nos, v de éstas se aislaron 10 BGNNFG, siendo 7 Pseudomo-
nas sp. y 3 Acinetobacter sp.

TABLA Il
ANTIMICROBIANOS INCLUIDOS EN EL EQUIPO
UNISCEPT/MIC TYPE 3

Antimicrobiano

Rango de Concentraciones

(ug/mi) —
Betalactamicos
ePenicilinas naturales:
Penicilina G. 0,03-8
*Penicilinas resistentes a la
penicilinasa: Oxacilin 0,50-4
sAminopenicilinas: Ampicilina 0,12-16
sUreidopenicilinas:
Mezlocilin 16-128
Piperacilina 8-128
*Carbapenemos: Imipenem 1-8
sMonobactamicos: Aztreonam 2-16
*Betalactamicos e inhibidores
de Betalactamasa:
Amoxicilina/Ac. Clavulanico 2/1-16/8
Ampicilina/Sulbactam 2/1-16/8
Ticarcilina/Ac. Clavulanico 16/2-128/2
=Cefalosporinas 12 generacién:
Cefalotin 2-16
Cefazolin 2-16
*Cefalosporinas 2% generacion:
Cefoxitin 2-16
Cefuroxime 2-16
*Cefalosporinas 3% generacion:
Cefotaxime 4-32
Ceftriaxone 4-32
sCefalosporinas 32 generacion
con aumentada actividad
antipseudomonas:
Cefoperazona 4-32
Ceftazidime 2-16
Aminoglicésidos:
Gentamicina 1-8
Amikacina 4-32
Tobramicina 1-8
Fluoroquinolonas:
Norfloxacin 4-16
Ciprofloxacina 0,5-4
Macrdlidos: Eritromicina 0,5-4
Lincomicinas: Clindamicina 0,5-4
Glucopéptidos: Vancomicina 2-16

Combinacion Sulfonamidas:
Trimetoprim/Sulfametoxazol

0,5/9,5-8/152
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TABLA il
PORCENTAJE DE RESISTENCIA A LOS
ANTIMICROBIANOS DEL GENERO Pseudomonas sp

Antimicrobiano % Resistencia

Penicilina 100,002
Novobiocina 100,002
Cloxacilina 100,002
Ampicilina 80,0080
Triple Sulfa 0,00¢
Gentamicina 16,60¢
Neomicina 60,00ab
Estreptomicina 33,30b¢
Cefotaxime 0,00¢
Polimixina B 0,00¢
Tetraciclina 60,00ab
Ac Nalidixico 60,00ab
Nitrofurantoina 100,002

ab,c Medias que posean diferentes super indice difieren
significativamente (P< 0,05).

TABLA IV
PORCENTAJE DE RESISTENCIA A LOS
ANTIMICROBIANOS DEL GENERO Acineiobacter sp

Antimicrobiano % Resistencia

Penicilina 1002
Novobiocina 1002
Cloxacilina 100a
Ampicilina ob
Triple Sulfa ob
Gentamicina ob
Neomicina ob
Estreptomicina 45ab
Cefotaxime oe
Polimixina B ob
Tetraciclina ob
Ac. Nalidixico op
Nitrofurantoina 1002

ab Medias que posean diferentes super indice difieren
significativamente (P< 0,05).

Resistencia a los antimicrobianos

El analisis de la varianza permitid establecer diferencias
significativas (P< 0,05) en la resistencia de Pseudomonas sp.
¥ Acineiobacter sp. segln el tipo de antibiético empleado.

En la TABLA lll se muestran los porcentajes de resisten-
cia a los antimicrobianos de las cepas de Pseudomonas sp.
aisladas de la leche cruda, donde se observa la elevada y mul-
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tiple resistencia que las caracteriza. Mostrando una elevada
resistencia frente a penicilina, novobiocina, cloxacilinn, nitrofu-
rantoina, ampicilina, neomicina, tetraciclina y acido nalidixico;
lo que confirma los resultados encontrados por Kapur y col.
[15], quienes reportaron altos grados de resistencia en los ais-
lamientos de Pseudomonas obtenidos en leche.

La resistencia presentada por Pseudomonas sp. a nitro-
furantoina era esperada, puesto que el espectro de accidn de
los nitrofuranos no incluye a dichas cepas.

La resistencia a los aminoglicdsidos, entre ellos estrep-
tomicina, gentamicina y neomicina puede producirse por alte-
racion de las proteinas ribosémicas, disminucién del transporte
del antibiético o inactivacion enzimética de la droga. De cual-
quier manera, la resistencia presentada por Pseudomonas sp.
a neomicina fue probablemente inducida por el constante con-
tacto con el antibidtico, el cual es regularmente utilizado para
el tratamiento de la mastitis bovina en nuestro medio. Cabe
destacar la presencia de cepas resistentes a gentamicina
(16,6%) y estreptomicina (33,3%), lo cual confirma los reportes
de otros autores [7,11].

Las cepas de Pseudomonas sp. fueron totaimente sensi-
bles al resto de los antimicrobianos usados en la experimenta-
cion,

Los aislamientos de Acinetobacter sp., TABLA IV, mos-
traron elevada resistencia a penicilina, novobiocina cloxacilin,
nitrofurantoina y estreptomicina, mientras que no se obtuvo ce-
pas resistentes a los demas antimicrobianos probados. La
sensibilidad de estas cepas a polimixina B y algunos aminogli-
cosidos ha sido reportada anteriormente [18]. Cabe destacar la
gran sensibilidad mostrada por estos microorganismos a la
ampicilina, la cual no ha sido observada en cepas de origen
hospitalario, donde existe hasta un 100% de resistencia [19].

Concentracion Inhibitoria Minima

Los aislamientos de Pseudomonas sp. fueron resisten-
tes a la mayoria de los antimicrobianos probados, como puede
verse en la TABLA V. Para los betalactamicos hubo altas CiMs
frente a nueve de ellos, entre estos cabe destacar, que la re-
sistencia a cefoxitin, cefotaxime y ceftriazone ha sido reporta-
da anteriormente [21]. Afortunadamente, presentd sensibilidad
a mezlocilin, piperacilina, cefoperazona, ceftazidime e imipe-
nem, los cuales son considerados tratamiento de primera elec-
cién contra estos microoganismos [10].

Dentro de los aminoglicésidos fue observada resistencia
a gentamicina (CIM90 = 8 pg/ml), medicamento frente al cual
estas cepas han venido desarrollando resistencia en los ulti-
mos afos [13]. Asi mismo, presento total resistencia a eritromi-
cina, clindamicina y vancomicina y altas cifras de CIMs con
amoxicilina/acido clavulénico, ampicilina/sulbactam y trimeto-
prim/sulfametoxazol. Las cepas mostraron sensibilidad a ami-
kacina (CIM90=8 ug/ml). Otros autores han reportado Pseudo-
monas aeruginosa resistente a amikacina, sefialandose que el
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TABLA V
VALORES DE CIM90 (ug/mli) DE Pseudomonas sp Y
Acinetobacter sp AISLADAS DE LECHE CRUDA

Antimicrobiano Pseudomonas sp _ Acinetobacter sp

Oxacilin
Penicilina G
Ampicilina
Mezlocilin
Pipperacilin
Cefazolin
Cefoperazona
Cefotaxime
Cefoxitin
Ceftazidime

Ceftriaxone

Cefuroxime
Cefalotin

Aztreonam
Imipenem
Gentamicina
Amikacina
Tobramicina
Eritromicina
Clindamicina
Vancomicina
Ciprofloxacina
Norfloxacina
Trimet./Sulfa
Amoxi/Ac clav.
Ampic/Sulbact.
Tic./Ac clav. 32/2 <16/2

Resistencia absoluta, porque la CIM del microorganismo
supera la alcanzable en tejidos o suero.

mecanismo de resistencia no se debe a la presencia de enzi-
mas que modifican el aminoglicésido, ni a plasmidos, sino a la
impermeabilidad de la pared celular al medicamento [14].

La resistencia a la sulfonamida y a trimetoprim se debe a
modificaciones en las enzimas sintetasa y reductasa, esencia-
les para la sintesis del folato [21] y ha sido reportada en cepas
hospitalarias. Igualmente, la resistencia a ampicilina/sulbactam
se deriva de que, la mayoria de los Gram negativos, incluyen-
do la P. aeruginosa, generalmente poseen betalactamasas
gue pertenecen a la clase | de Richmond-Sykes, sobre las que
no actlan los nuevos inhibidores de las betalactamasas, entre
ellos, el sulbactam [21].

Las cepas de Acinetobacter sp. aisladas fueron bastante
sensibles a los antimicrobianos, como puede verse en la TA-

BLA V. No presenté resistencia a imipenem, fluoroquinolonas,
amikacina y ceftazidime que son los medicamentos recomen-
dados para su tratamiento. Los mayores valores de CIM90 se
observaron con oxacilin, penicilina, cefazolin, cefoxitin, vanco-
micina y clindamicina. Es conveniente destacar que las cepas
de Acinefobacter sp. se clasificaron como intermedias frente a
eritromicina (CIM90 = 4 ng/ml). Las cepas hospitalarias de Aci-
netobacter sp. se han reportado [4] como totalmente resisten-
tes a ampicilina y cefoxitin, mientras que las cepas obtenidas
en este estudio mostraron sensibilidad a estos medicamentos.

Dentro de los BGNNFG aislados en el presente estudio,
el género predominante fue Pseudomonas y, aunque no fué
posible una identificacion concreta de todas las especies pre-
sentes, las caracteristicas coloniales, olor y produccion de bri-
llo metdlico indican que 5 de las 7 cepas se correspondieran
con P. aeruginosa, la cual es ampliamente reconocida como
un patégeno oportunista, situacion ésta que alerta de la proba-
ble transmision a través de productos lacteos no pasteurizados
de estas cepas multirresistentes al hombre.
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