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RESUMEN

—ueron recolectadas 200 muestras de leche cruda de cantaras
ubicadas en las receptorias de El Laberinto, en Machiques,
istrito Perija y en la Costa Oriental del Lago de Maracaibo,
ado Zulia. Venezuela. Se les aplicd la prueba del cloruro

io (CTT) y la prueba dcl dssco cnsayo de la
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spp., estos se identificaron hasta el nivel de especie y se les
d=t=rmind el patron de resistencia ante 15 antimicrobianos.
iotal de 9 Bacillus fueron aislados: 4 B. circulans, 3 B.
us 1 B. firmus y 1 B. alvei. Todos los aislados resulta-

i ntes al menos a 2 antimicrobianos Frente a ios

cilina/acido clavulamco cuyas cepas presentaron un
27- de resistencia. Ante las cefalosporinas de primera y ter-
=r= generacion, B. cereus demostré 33% de resistencia y
10%: de sensibilidad, respectivamente. Todos los aislados
= 2 firmus fueron resistentes a la cefalosporina de primera

=racion, mientras que B. alvei se mostro sensible a to-

2s cefalosporinas probadas. Solo el aislado de B. fir-
us fue sensible a la eritromicina. El grupo de antimicrobia-
nos mas efectivo fue el de los aminoglicosidos, observando-
un 25% de resistencia solo de B. circulans ante la amika-
Los aislados de B. cereus y el de B. firmus presentaron
tencia a la triple sulfa. Se concluye que las especies de
lus aisladas de leche cruda con residuos de antimicro-

os. presentaron variaciones en su patrén de resistencia.
= resaltarse la relevancia de la transmision al hombre, a
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través de la cadena alimentaria, de bacterias resistentes a di-
versos antimicrobianos.

Palabras clave: Bacillus, leche cruda, antimicrobianos, resis-
tencia bacteriana.

ABSTRACT

Two haudred of raw milk were collected from milk cans in milk
receiving plants located at El Laberinto, Machiques, District
Perija and eastern coast of the Maracaibo Lake, Zulia State,
Venezuela. Both CTT and test of the trial Disk of AOAC were
applied to detect the presence of antimicrobials. Out of positive
samples, Bacillus spp. were isolated, and identified for the spe-
cies level; also pattern of resistance was determined for 15 an-
timicrobials. A total of 9 Bacillus was isolated: 4 B. circulans, 3
B. cereus, 1 B. firmus and 1 B. alvei. All the isolates were re-
sistant to at least 2 antimicrobials. Resistance against the beta-
lactamics: penicillin G, oxacillin and the mixture amoxicilin/cla-
vulanic acid, was found in all the species, with exception of the
strains of B. cereus which showed 33% resistance against
amoxicilin/clavulanic acid. Against cefalosporins of first and
third generation, B. cereus showed 33% resistance and 100%
sensitivity, respectively, B. circulans was 50% and 25% re-
sistant to cefalosporines of first and second generation, re-
spectively. All the B. firmus isolates were resistant to the first
generation cafalosporins, where as B. alvei indicated sensi-
tivity to all the cefalosporins tested. Only the B. firmus iso-
late was sensitive to erythromycin. The most effective group
of antimicrobials was the aminoglicosides with some strains
of B. circulans showing resistance to amikacin. B. cereus
and B. firmus isolates indicated resistance to triple sulfa. The
species of Bacillus isolated from raw milk with antimicrobials
residues showed variation in their pattern of resistance. It is
relevant to point out the importance of transmission to hu-
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mans, through the food chain, of bacteria resistant to certain
number of antimicrobials.

Key words: Bacillus, raw milk, antimicrobials, bacterial resis-
tance.

INTRODUCCION

La resistencia bacteriana a los agentes antimicrobianos
se ha extendido en todo el mundo debido a su uso incontrola-
do [23], pudiendo producirse por seleccion de mutaciones es-
pontaneas, herencia extracromosomal o por transmision de
plasmidos de resistencia de una bacteria a otra, siendo favore-
cida por la presién selectiva de los antibiGticos utilizados en te-
rapia, profilaxia o promocion del crecimiento animal [13].

La cadena alimentaria ha sido reconocida como una via
para la transmision al hombre de bacterias resistentes a los
antimicrobiancs, enfocandose recientemente la atencion hacia
la importancia que tiene, desde el punto de vista de salud pu-
blica, la presencia de estas bacterias en la leche cruda [8, 13,
22]. Algunos autores han intentado establecer una relacion en-
tre los patrones de resistencia de microorganismos aislados de
vacas con mastitis y la presencia de antimicrobianos, reportan-
dose un incremento en la resistencia de cepas obtenidas de
vacas con mastitis [1, 5, 17].

La mayoria de las especies del género Bacillus son sa-
profitos distribuidos en la naturaleza, particularmente en suelo,
agua y en materiales de origen animal o vegetal; también se
encuentran en una amplia variedad de alimentos, incluyendo
vegetales, carnes y cereales [25]. Asimismo, constituyen un
importante porcentaje de la flora microbiana de |a leche cruda,
y pueden producir deterioro de ésta y sus productos, debido a
su actividad proteolitica, lipolitica y sacarolitica [14, 24]; espe-
cies como B. ficheniformis, B. cereus y B. cereus var. mycoi-
des, han sido asociadas con alteraciones del sabor y la fer-
mentacion en leche fluida y agriado de crema [6, 21].

Las esporas de B. cereus sobreviven a la pasteurizacion
de la leche, causando intoxicaciones alimentarias que pueden
ser producidas por una o varias enterotoxinas [4, 11]. El Cen-
tro de Control de Enfermedades de Atlanta reportd 24 brotes
de gastroenteritis causadas por B. cereus, durante los afos
1982 y 1987 [15]. Cepas de Bacillus cereus pueden producir
mastitis aguda, comoe indican estudios realizados en Venezue-
la sefalando a especies de este género como agentes causa-
les esporadicos de la mastitis bovina [7].

Aunque existe variacion en los patrones de resistencia
frente a los antimicrobianas entre las diferentes especies del
género Bacillus, se consideran generalmente resistentes a las
penicilinas y cefalosporinas, incluyendo las cefalosporinas de
tercera generacion. Por otro lado, la mayoria de las especies
son susceptibles a los aminoglicdsidos, a la clindamicina, la
vancomicina, el cloranfenicol, y la eritromicina [25]. En Vene-
zuela no se han realizado estudios sobre el patron de resisten-
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cia de microorganismos en leches crudas contaminadas con
antibioticos. El objetive de la presente investigacion fue deter-
minar el patron de resistencia de especies de Bacillus spp ais-
lados de leche cruda, positiva a la presencia de antibidticos,
frente a un grupo de antimicrobianos: betalactamicos, amino-
glicésidos, fluoroquinolonas, macrélidos, lincosamidas y qui-
mioterapicos.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo y deteccion de antimicrobianos

Se recolectaron 200 muestras de leche cruda a nivel de
cantaras en receptorias ubicadas en El Laberinto, Machigues
Distrito Perija y en la Costa Oriental del Lago de Maracaibo
(COL), estado Zulia. Se tomaron 25 mL en forma aséptica, en
envases de vidrio estériles, con doble tapa y trasladaron bajo re-
frigeracion (4°C) hasta el Laboratorio de Ciencia y Tecnologia de
la Leche de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad del
Zulia, procesandose en un tiempo no mayor de dos horas.

Para verificar en las muestras de leche la presencia de
residuos de antimicrobianos se utilizé el método del cloruro de
trifeniltetrazolio (Nutritional Biochemical Corporation, Cleve-
land, Ohio) [2] la prueba del Disco Ensayo (Difco Laboratories,
Detroit, Michigan) de la Asociacion Oficial de Analistas Quimi-
cos [2] utilizando Bacillus stearothermophilus var. calidolactis.

Aislamiento e ldentificacién de cepas bacterianas

Las muestras de leche cruda positivas a la prueba de
deteccidon de antibidticos, fueron sembradas en caldo tripticasa
soya (CTS) y posteriormente en agar sangre (ASH), incuban-
dose en ambos casos a 37°C por 24 horas. De las muestras
donde se obtuvo crecimiento fueron aisladas colonias con
morfologia compatible al género Bacillus (tamafio variable,
margenes irregulares, elevadas, ondulados). A dichas colonias
se les realizé un frotis coloreado por la tincion de Gram, para
confirmar la presencia de bacilos Gram positivos caracteristi-
cos del género. Posteriormente para la identificacion de las es-
pecies, se realizaron pruebas complementarias, tales como
catalasa, OF glucosa, motilidad, hemdlisis en ASH, indol, cifra-
to, Vages-Proskauer e hidrélisis de la urea [18].

Antibiogramas

Las especies de Bacillus identificadas, se sembraron en
CTS e incubaron a 37°C durante 24 horas; el cultivo obtenido
fue diluido con solucién salina fisiologica estéril, hasta obtener
una densidad equivalente al estandar N° 0,5 de la escala del
nefelometro de Mc Farland. Luego, se aplicé el método de di-
fusién a partir del disco de Bauer y col. [3], utilizando discos
comerciales (BBL, DIFCO, OXOID) con las concentraciones
sefaladas en la TABLA |. Las placas fueron incubadas a 37°C
por 24 horas y el criterio de sensibilidad o resistencia fue de-
terminado segun las especificaciones de cada fabricante.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De las 45 muestras positivas a la presencia de antibiéti-
cos, en 35 de estas se obtuvo desarrollo de bacterias Gram
positivas. Se aislaron 9 cepas del género Bacillus, las espe-
cies identificadas fueron: 4 de B. circulans, 3 de B. cereus, 1
de B. firmus y 1 de B. alvei. Existen grandes variaciones en las
especies de Bacillus que pueden ser aisladas de leche cruda;
algunas de caracter regional y estacional y otras estan asocia-
das a las condiciones higiénico-sanitarias en los procesos de
obtencion y manejo de la leche [20, 24]. También es posible
que la presencia de residuos de antimicrobianos en la leche
esté incidiendo en las especies de Baciflus que pueden ser en-
contradas en ellas. Matta y Punj [19] obtuvieron de 100 mues-
tras de leche cruda, 59 aislados lipoliticos de Bacillus: 19 de B.
cereus, 12 de B. polimixa, 10 de B. licheniformis, 7 de B. circu-
lans, 5 de B. subtilis, 4 de B. laterosporus y 2 de B. coagulans.

Analizando los patrones de resistencia (presentados en
la FIG. 1), de las especies de Bacillus aisladas de leche cruda
con antimicrobianos, se observé que todas las cepas aisladas
mostraron resistencia mditiple, al ser resistentes a mas de un
zntimicrobiano. El aislado de las especies B. firmus y B. alvei
presentd resistencia total frente a 6 y 5 de los 15 antimicrobia-
mos en estudio, respectivamente. Por otro lado, B. cereus mos-
7o 100% de resistencia frente a 3 antimicrobianos, mientras
2u= B. circulans fue 100% resistente a 4 antimicrobianos, 50%
=s==fente a un compuesto y 25% resistente a otros 4 antimi-
DEanos.

|

En todas las especies fue observada resistencia a los
=ntbidticos betalactamicos penicilina G, oxacilina y amoxicili-
na/acido clavulanico, ante éste Ultimo la resistencia fue de
% v 25% para las especies B. cereus y B. circulans, respec-
ment=. En relacion con las cefalosporinas B. circulans pre-
nio una resistencia del 50% y 25% frente a las de primera y
unda generacion, respectivamente, B. cereus del 33% a
os de primera y tercera generacién; por su parte B. firmus re-
suito resistente solo frente a las de primera generacién, mien-
T=s que B. alvei fue sensible a todas las cefalosporinas consi-
Z=radas. Aunque suele encontrarse variacion en los patrones
== r=sistencia de las diferentes especies del género Bacillus,
== —ismas se consideran generalmente resistentes a las peni-
- v cefalosporinas, incluyendo las cefalosporinas de ter-

(AR

)
0

N =
L8]

¥
[{ L

w
wa

Ll

z= ‘zciamasas, que hidrolizan el anillo B lactamico presente
= ‘odas las penicilinas y cefalosporinas [15, 16]. Estas enzi-
s inactivadoras estan codificadas por genes extracromoso-

El aislado de B. firmus fue sensible a la eritromicina, B.
c=rsus presentd resistencia del 67%, mientras que las cepas
3= B. alvei y B. circulans fueron resistentes a este antimicro-
o:ano. Algunos estudios han reportado que el género Bacillus
u=le ser sensible a la eritromicina [9]. Estudios genéticos en

coli y B. subtilis han demostrado que el cambio mutacional

m @

TABLA |

CONCENTRACION DE LOS ANTIMICROBIANOS USADOS

EN LA PRUEBA DE DIFUSION A PARTIR DEL DISCO DE
BAUER Y COL. (1966)

Antimicrobiano Contenido del

Disco
Betalactamicos
Penicilinas naturales 10 Unidades
Penicilina G (P)
Penicilinas resistentes a la penicilinasa
Oxacilina (OX) 1 g
Carbapenemos 10 pg
Imipenem (Imp)
Betalactamicos e inhibidores de B lactamasa  20/10 pg
Amoxicilina/Ac. Clavulanico (Am/Ac)
Cefalosporina 12 generacion 30 pg
Cefazolin (Cz)
Cefalosporina 2% generacion 30 ug
Cefoxitin (Cf)
Cefalosporina 32 generacion 75 ug
Cefoperazona (Cfp)
Aminoglicésidos
Amikacina (An) 30 g
Netromicina (N) 30 pg
Tobramicina (T) 10 ug
Fluoroquinolonas
Ciprofloxacina (Cip) 5pg
Macrolidos
Eritromicina (E) 15 pg
Lincosamidas
Lincomicina (L) 1 ug
Quimioterapicos
Triple Sulfa (SSS) 1 ug
Fosfomicina (Ff) 50 pg

en un péptido de la subunidad ribosomal 50S. es resoonsabie
de la resistencia a la eritromicina [10].

Para la lincomicina se enconird u
en las especies estudiadas. con excepcion o2 S C=rEUs U
presento una resistencia del 67%

Las especies mosiraron una sevala s8n
aminoglicosidos amikac
circufans qu

L
A1)

m o O

Domow

los aislados reporiado elevada sensibil-
dad de esie a los aminoglicosidos [25]. Por
otra parte. fueron se a la fluoro-
quinolona ¢ n lans ya que
el 25% de esisie resuliados
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coinciden con los patrones de sensibilidad reportados por
otros autores [16].

Con relacion a los quimioterapicos, se encontro que to-
das las especies fueron sensibles a fosfomicina, con excep-
cion de B. cereus donde hubo resistencia en el 33% de las ce-
pas. Por otra parte, B. cereus y B. firmus presentaron un 100%
de resistencia a la triple sulfa, a diferencia de B. circulans y B.
alvei, gquienes fueron sensibles a ésta.

CONCLUSIONES

La leche, un alimento esencial en el crecimiento infantil,
presenta bacterias Gram positivas multiresistentes a diversos
antimicrobianos. *

Las especies del género Bacillus: B. circulans, B. ce-
reus, B. firmus y B. alvei aisladas de la leche cruda producida
en el estado Zulia, que contiene residuos de antimicrobianos,
presentaron un patrén de resistencia comun frente a los beta-
lactamicos penicilina G, oxacilina y amoxicilina/ acido clavulé-
nico, mientras que la resistencia a las cefalosporinas, macroli-
dos y lincosamidas, diverge del patron comin que se reporta.
Los aminoglicdsidos fue el grupo de antimicrobianos mas efec-
tivo contra las especies de Bacillus aislados.

La presencia en la leche cruda de aislados del género
Bacillus resistentes a diversos antimicrobianos, representa un
problema para la salud publica, por la posible transmision al
hombre de cepas bacterianas resistentes.
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