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RESUMEN

El estudio de resistencia/susceptibilidad en cepas de enterobacterias aisladas de queso fresco
elaborados de manera artesanal en zonas rurales del canton Riobamba, tiene como objetivo
determinar el perfil de resistencia/susceptibilidad a los antimicrobianos en cepas de bacterias del
grupo de enterobacterias. De las 8 parroquias rurales del caton Riobamba se eligio tres, las méas
pobladas y la de mayor area geografica, San Juan, Quimiag y Pungald. Las muestras recolectadas
fueron sembradas en Agar Glucosa Bilis Rojo Violeta por siembra en profundidad, se cuantificd
las colonias obteniéndose como resultado un contaje de 8.86 x10° UFC/g a 9.88 x10* UFC/g,
encontrandose fuera de los rangos establecidos por la NTE INEN 1528:2012. Las colonias fueron
aisladas en Agar MacConkey y Eosina Azul de Metileno, obteniéndose 53 cepas de
enterobacterias: 30% de Enterobacter cloacae, 21 % E. coli y Klebsiella oxytoca, 8%
Enterobacter gergoviae, 7% Shigella sonnei, 5% Klebsiella pneumoniae y 4 % Proteus mirabilis
y Enterobacter aerogenes. Las colonias se las identifico mediante tincion Gram, pruebas
preliminares de oxidasa y catalasa, la identificacion de género y especie se realiz6 mediante las
pruebas bioquimicas: Kligler, citrato, SIM, LIA y urea. Para realizar el antibiograma se utilizo el
método de difusion de Kkirby-bauer con los siguientes antimicrobianos: ampicilina,
amoxicilina/acido clavulanico, cefotaxima, ceftriaxona, cefoxitin, imipenem y ciprofloxacina. Se
concluye que el 100% de cepas aisladas fueron sensibles a cefotaxima (CTX) y ciprofloxacina
(CIP), 96% a ceftazidima (CAZ), 92% a imipenen (IMP), 85% a cefoxitin (FOX), 83% a
ceftriaxona (CRO), 53% a amoxicilina/acido clavulanico y un 10% para ampicilina, este 10%

enterobacterias sensibles a ampicilina corresponde a cepas de E. coli.

Palabras  clave:  <RESISTENCIA/SUCEPTIBILIDAD>, ~ <QUESO  FRESCO>,
<ENTEROBACTERIAS>, <PARROQUIAS RURALES DE RIOBAMBA>, <PRUEBAS
BIOQUIMICAS>, <ANTIBIOGRAMA>.
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ABSTRACT

The study of resistance/susceptibility in strains of enterobacteriaceae isolated from fresh cheese
produced using traditional methods in rural areas of Riobamba canton, it aims to determine the
profile of resistance / susceptibility to antimicrobials in strains of bacteria Enterobacteriaceae
group. From the eight rural villages of canton Riobamba were chosen three of the most populous
and the largest geographic area, San Juan, Quimiag and Pungala. The collected samples were
seeded in violet red bile agar with glucose to deep seeding, the colonies were quantified obteinig
as a result in counting 8.86 x 10 3 CFU/g, a 9.88 x 4 CFU/qg, finding they were outside of
established ranges established by NTE INEN 1528:2012. The colonies were isolated on
MacConkey eosin methylene blue agar, obtaining 53 strains of Enterobacteriaceae: Enterobacter
cloacae 30%, 21% E. coli and Klebsiella oxytoca, Enterobacter gergoviae 8%, Shigella sonnei
7%, Klebsiella pneumoniae 5%, Proteus mirabilis and Enterobacter aerogenes 4%. The colonies
are identified by gram staining, preliminary evidence oxidase and catalase, the genus and species
identification was performed through biochemical tests, Kligler, citrate, SIM, LIA and urea. For
susceptibility testing a method of distributing Kriby-bauer with the following antimicrobials is
done: Ampicillin, amoxicillin/ clavulanate, cefotaxime, ceftriaxone, cefoxitin, imipenem, and
ciprofloxacina. It is concluded that 100% of the isolate strains were sensitive to cefotaximina
(CTX) and ciprofloxacin (CAZ), 92% to imipenem (IMP), 85% to cefoxitin (FOX), 83% to
ceftriaxone (CRO), 53% to amoxicillin/ clavulanate and 10% for ampicillin, this 10% sensitive

to ampiciline enterobacteriaceae corresponds to strains of E. coli.

Keywords

<RESISTANCE / SUSCEPTIBILITY>, <FRESH CHEESE>, <ENTEROBACTERIACEAE>,
<RURAL VILLAGES OF RIOBAMBA>, <BIOCHEMICAL TESTS>, <SUSCEPTIBILITY>.
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INTRODUCCION

Identificacion del problema

La emergencia de las enterobacterias resistentes a una amplia variedad de antimicrobianos de
importancia clinica es una realidad en nuestro medio. La resistencia bacteriana a los antibiéticos
(RBA\) se ha descrito como una amenaza creciente en la estabilidad mundial y la seguridad de los
paises (OMS, 2001, http:/Awww.who.int/mediacentre), afecta tanto en el ambito hospitalario como en el
comunitario convirtiéndose en un asunto de salud-enfermedad-atencién, con fuertes impactos en
términos de morbilidad, mortalidad y costos, (Quizhpe et al., 2011:p 4) porque aumenta el empleo de
recursos econémicos, el paciente permanecera mayor tiempo hospitalizado y requiere méas

cuidados (OMS, 2001, http://www.who.int/mediacentre).

La RBA es un problema que se deriva de varias causas entre ellas tenemos, alta prevalencia de
enfermedades infecciosas, prescripcion innecesario de antibioticos para infecciones, incremento
en la pobreza, uso inadecuado por parte de los pacientes, alto costo de los medicamentos, falta
de servicios basicos, ausencia de controles de calidad, venta libre de medicamentos, (Quizhpe et al.,
2011:p 8), 0 por la utilizacion masiva de antibi6ticos de uso terapéutico en la practica clinica y
veterinaria, y su empleo abusivo como agentes profilacticos y promotores de crecimiento en
ganaderia, acuicultura y agricultura ha favorecido la paricion y transferencia de las resistencias.
Existen compuestos que son agregados en la alimentacion para para promover el crecimiento
animal al mejorar los beneficios nutricionales, generando de esta manera la aparicion de sus

residuos en los alimentos derivados de los animales. (Faria et al., 2002: pp.29-31)

Las defunciones causadas por infecciones respiratorias agudas, padecimientos diarreicos,
sarampidn, sida, paludismo y tuberculosis constituyen mas del 85% del total de morbilidad por
infecciones en el mundo. Los patdgenos causantes de estas enfermedades presentan resistencia a
los medicamentos de primera linea de 0 -100%, los medicamentos de primera y segunda linea
también afectan de manera similar a los resultados del tratamiento. (OMS, 2001,

http://www.who.int/mediacentre)

Segun el Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca del Ecuador, alrededor del
74 % de la produccion de leche cruda es utilizada para consumo humano e industrial, de los cuales

el 49% es de consumo humano directo y 25% destinado para industrias caseras de queso fresco.

(Castillo y Hualpa, 2009: http://www.alimentosecuador.com)



En la fabricacion del queso, la carga microbioldgica inicial de la leche es muy importante, ya que
ésta determina el grado de contaminacion que tendra el queso. Una de las enfermedades méas
importantes que afecta al ganado bovino es la mastitis, por la cual se produce grandes pérdidas
econdmicas, lo méas relevante de esto es la transmision de la resistencia a antimicrobianos al
consumir alimentos que contengan antibioticos. Hay que tener en claro que el uso inapropiado de

antimicrobianos constituye un riesgo emergente en la salud publica. (Florentin, 2007: p 19)

Las infecciones nosocomiales, neumonia, septicemias, infecciones de los recién nacidos y
pacientes en cuidados intensivos son consideradas infecciones potencialmente mortales, ya que
casi la mitad de las personas infectadas con K. pneumoniae son resistentes a antibioticos

carbapenémicos. (OMS, 2014: http://www.who.int/mediacentre)

El incremento de microrganismos patégenos y oportunismos (Zurita, 2010: p. 42 ) resistentes a los
antibidticos prolonga la duracion de las enfermedades y la instancia en los hospitales, aumenta el

riesgo de muerte y el costo de la atencion sanitaria. (OMS, 2014: http://www.who.int/mediacentre)

La presencia de residuos de antibi6ticos en leche que se utilizara para la elaboracion de queso
fresco tiene repercusiones negativas debido a las reacciones de hipersensibilidad que ocasionan
en algunos consumidores, igualmente por propiciar el desarrollo de resistencia en microrganismos
presentes, produce un efecto similar al que se genera cuando un antimicrobiano es utilizado en
dosis sub- terapéuticas en el tratamiento de una infeccion. El Gltimo informe mundial sobre la
vigilancia sefiala que la resistencia esta afectando a muchos agentes infecciosos especialmente se
centra en bacterias responsables de las infecciones comunes graves, como la Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, causantes de
enfermedades como la septicemia, diarrea, neumonia y las infecciones a las urinarias o la

gonorrea. (Faria et al., 2002: pp. 34-36)

Debido a la escasa informacidn que se tiene sobre la existencia de bacterias resistente a los
antibioticos presentes en alimentos elaborados en el Ecuador, se plantea el presente proyecto de
investigacion el cual servira como orientacion sobre el perfil de resistencia/susceptibilidad a
antimicrobianos, la OMS considera como una problematica mundial, como derivacion del uso
indiscriminado de los antibi6ticos y las consecuencias de esta sobre la salud publica. (Florentin,
2007:p19)

Antecedentes de la investigacion

Flérez, et al., realizo un estudio para identificar la microbiota resistente a antibidticos en queso,

estudiando con ello los cambios que se produce a lo largo del tiempo de maduracion, quesos



elaborados con leche cruda tiene una gran variedad de microorganismos que interactian y
evoluciona a lo largo de la elaboracion y maduracién. Por este motivo consideraron que es un
buen modelo para el estudio de la resistencia a antibidticos en productos lacteos. Los
investigadores realizaron un estudio microbiol6gico convencional en medios selectivos y
diferenciales para el recuento de microorganismos resistentes y sensibles de distintos grupos
microbiano, concluyendo concluyd que las enterobacterias y Staphylococcus spp eran resistentes

a la tetraciclina. (Flérez et al, 2004, http://digital.csic.es).

Castillo G. (2013; p. 213 ), realizaron un estudio sobre la prevalencia de bacterias patégenas como
Listeria monocytogenes y Staphylococcus, en quesos frescos producidos de manera artesanal en
zonas rurales del cantdn Riobamba, el estudio se realiz6 en base a las BPM de las queseras de
tipo artesanal ubicadas en zonas rural del canton Riobamba, y concluyo que los resultados
obtenidos de Enterobacterias, comparadas con el indice méaximo permisible establecido por la
NTE INEN 1528:2012 (2,30 log UFC/qg), todas las muestras sobrepasan el limite establecido por
dicha norma. Ya que se encontraron recuentos de 3,66 log UFC/g. en este estudio indica que
puede deberse a un tratamiento inadecuado y/o contaminacion posterior al tratamiento, con mayor
frecuencia a partir de materias primas, equipos sucios 0 manojo no higiénico, esto con lleva a una
multiplicacion tanto de microorganismos patdgenos y toxigénicos perjudiciales para la salud del

consumidor.

Cortecero y Benitez (2011: p 14) realiz6 un estudio sobre la evaluacién de resistencia
antimicrobiana en especies bacterianas a antibiéticos Oxitetraciclina y Eritromicina en queso
fresco Costefio fabricado artesanalmente, las cepas fueron aisladas y e identificadas. De 8
muestras de quesos, se aislaron cepas de Enterobacter cloacae resistente a oxitetraciclina como
a la eritromicina y cepas de klebsiella pneumoniae de las cuales 25% fue resistente a la
tetraciclina y el 100% a la eritromicina. La presencia de cepas de la familia Enterobacteriaceae
resistentes en queso fresco, puede causar un riesgo para la salud pablica, ya que podria servir

como fuente de propagacion de estas resistencias.

Flérez Garcia en el afio 2007 realiz6 un estudio sobre el perfil de susceptibilidad y resistencia a
antibioticos en bacterias del acido lactico y bifidobacterias. Se aisl6 29 cepas utilizando el método
Etest, para determinar la susceptibilidad y resistencia se utilizé 12 antibi6ticos distintos. Y se
llegd a la conclusion que las bacterias &cido l&ctico procedentes de quesos presentaron poca
resistencia a los antimicrobianos utilizados para dicha determinacion. Los lactobacilos
heterofermentativos y Lactoccus lactis presenta resistencia restringida a vancomicina y
rifampicina.

Villalobos y Martinez (2006: www.scielo.org.ve/scielo) realizaron un trabajo de investigacion

donde estudiaron la susceptibilidad antimicrobiana en cepas de Listeria spp. Aisladas de
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alimentos queso blanco y atin fresco. El aislamiento de las cepas se realizé en medios selectivos
Palcam (Merck) y Oxford (Oxoid). El perfil de susceptibilidad/resistencia a agentes
antimicrobianos, se realiz6 utilizando el método de difusion en discos. Como conclusidn se tienen
que las cepas bacterianas mostraron sensibilidad al sulfametazol-trimetoprim, gentamicina,

cloranfenicol y vancomicina

Alvarado et al (2011; http://www.scielo.sa.cr), realizaron un estudio sobre la resistencia antimicrobiana
de cepas de Staphylococcus aureus, en el cual determino y comparo los perfiles de resistencia de
S. aureus aislados de queso y de un centro hospitalario. En los cuales se analizaron 35 muestras
de queso fresco a las cuales se le realizaron recuentos de coliformes totales obteniendo como
resultado 9,7X10® UFC7g, coliformes fecales 6,7X10° UFC/g y Staphylococcus aureus(2,8X10°
UFC7q)). Se determind la presencia/ausencia de Listeria monocytogenes en 25 g del producto. A
las cepas identificadas como Staphylococcus aureus se realizd la prueba de sensibilidad a los
antibiéticos mediante el sistema automatizado Vitrk. Se determiné que 23 de las cepas
provenientes de muestras clinicas y 7 de las obtenidas a partir del queso presentaban resistencia
a mas de un antibidtico. Los betalactamicos (ampicilina, oxacilina y penicilina) se observé la
existencia de una diferencia significativa, entre las cepas de ambas fuentes, presentandose mayor
resistencia en las de origen clinico. Se llegd a la conclusion que ninguna de las cepas analizadas

mostro resistencia a vancomicina, trimethoprim/sulfa ni linezolid.

Objetivos
Objetivo General

Determinar el perfil de resistencia/susceptibilidad a los antimicrobianos en cepas de bacterias del
grupo de enterobacterias aisladas en queso fresco artesanal elaborado en zonas rurales del canton

Riobamba.
Obijetivos Especificos

1. Recolectar las muestras de queso fresco de tipo artesanal en las queseras ubicadas San Juan,
Pungald y Quimiag, siguiendo la normativa de muestreo.

2. Evaluar microbiol6gicamente las muestras de queso fresco tipo artesanal de las queseras
ubicadas en San Juan, Pungald y Quimiag.

3. Aislar e identificar cepas de enterobacterias encontradas en las muestras de estudio.

4. Determinar el perfil de resistencia/susceptibilidad antibacteriana en cepas de bacterias del

grupo de enterobacterias encontradas en las muestras de estudio.



CAPITULOI

1. MARCO TEORICO

1.1 Origen del queso

Existe una leyenda que dice que el queso fue descubierto por un mercader arabe que, mientras
realizaba un largo viaje por él desierto, puso la leche en una bolsa elaborado a partir de estomagos
de rumiantes que tras un cierto tiempo y con la ayuda de la temperatura de desierto y del
movimiento némada la leche se cuajé. Cuando fue a consumirla vio que estaba coagulada y
fermentada es asi que de manera casual, se vio el efecto coagulante que tenian los jugos

estomacales en la leche (Quijano, 2010. p 6).

1.1.1 Consumo y produccién mundial

EL queso es uno de los principales productos agricolas del mundo, segun la FAO en el 2004
menciona que la produccién anual de queso alrededor del mundo fue de 18 millones de toneladas.
La cantidad de produccion de queso es superior al del café, hojas de té, granos de Cacao y tabaco

juntas.(Quesos, 2014; http://quesos.es/historia).

Queso  seee- Mantequilta - == LDP == LEP

Millones ce toneladas
25

1970 1974 1978 1982 1985 1990 1994 1998 2002 2006 2010 2014
LDP: leche descremada en polvo; LEP: leche entera en polvo

Figura 1-1: Consumo y produccion mundial de queso
Fuente: (Rodriguez y Duran, 2014)

La produccién mundial de queso se encuentra liderada por Estados Unidos con 30%, Alemania

13% y Francia 12 (Quesos, 2014; http://quesos.es/historia), Italia 6,3% y los paises bajos 4,2%. El mayor



productor sudamericano y noveno en el mundo es Argentina, con el 2,6% de la produccion

mundial. Ecuador tiene una participacién del 0,04% del total mundial (Nieto, 2002; p 54)

El principal factor de consumo de leche y productos lacteos se debe al aumento demografico e
ingresos econémicos, la demanda aumenta por la serie de productos nuevos, el auge de las
camaras frigorificas ya que aumenta tiempo de conservacion. Las zonas donde mas se produce
son también las que poseen el mayor consumo per capita. En América del Norte dentro de la cual
estd Canada y Estados Unidos el consumo alcanza los 250,9 kg/persona/afio, en Europa es de
210,4 kg/persona/afio. En América Central el consumo es 95,9 kg/persona/afio, en Asia y Africa

registran que ocupan los Gltimos lugares, con 41,0 y 36,3 kg7perso7afio (Nieto, 2002; p 69).

1.1.2 Concepto y definicién

Segun la FAO/OMS define al queso como el producto fresco o madurado, solido o semisélido
obtenido por la coagulacién y separacion del suero de la leche por medio del cuajo o por

fermentacion lactica, leche parcialmente desnatada, mazada o por una mezcla de estos productos”.
(Gonzéles, 2002; http://infolactea.)

La legislacion espafiola (orden de 29 de noviembre de 19985, BOE num 292) define al queso,
“Queso el producto fresco o maduro, sélido o semisélido, derivado de la separacion del suero
después de la coagulacion de la leche, leche desnatada total o parcialmente, de la nata del suero
de mantequilla o de una mezcla de algunos o de todos estos productos por adicion del cuajo u

otros coagulantes apropiados, con o sin hidrolisis previa la lactosa™ (Castillo y Lagarriga, 2014; p 19)

En Ecuador el real decreto 1113/2006, define el queso como el producto fresco o madurado, sélido
0 semisdlido, derivado de la leche, de la leche total o parcialmente desnatada, de la nata, del suero
de mantequilla o de una mezcla de algunos o de todos estos productos, coagulados total o
parcialmente por la accion del cuajo u otros productos coagulantes apropiados, antes del

desuerado o tras la eliminacion parcial de la parte acuosa (Gil, 2010; pp 21-22).

En Ecuador laNTE INEN 1528:2012 define al queso como un producto blando, duro y extraduro,
madurado o no madurado, teniendo en cuenta que la proporcion entre las proteinas de suero y la
caseina no sea superior a la de la leche, obtenido mediante coagulacion total o parcial de la
proteina de la leche, o utilizando de técnicas que ayuden a la coagulacion de la proteina de la
leche, siempre y cuando se obtenga un queso de las mismas caracteristicas que el anteriormente
mencionado (NTE INEN 1528, 2012, p 4).



1.1.3 Clasificacion

1.1.3.1 Segun el contenido de humedad

o Duro: Son quesos que tiene una humedad baja entre 34 — 13%
e Semiduro: Son quesos de humedad medina que esta entre 45 — 34%
e Semiblando: Presenta una humedad de 55 — 45%

¢ Blando: presenta una humedad de 80 — 55% (Vazquez et al, 2005. pp. 5-6 )

1.1.3.2 Segun el contenido de grasa

Expresado en porcentaje masa/masa sobre el extracto seco total, los quesos se denominan:

- Magro: Con menos del 10 % de materia grasa

- Semigraso: con un minimo de 20% de materia grasa
- Graso: Con un minimo de 40% de materia grasa

- Extragraso: Con un minimo de 45% de materia grasa

Doble graso: Con un minimo de 60% de materia grasa. (Vézquez et al, 2005. p 85)

1.1.3.3 Segun el tiempo de maduracion

e Queso fresco o suerado: es aquel que tiene mas de 7 dias pero menos de 25 dias.
e Queso oreado: tiene entre 21 y 90 dias
e Queso medio curado: su maduracion esta aproximadamente entre 3y 2 meses del afio.

Queso curado: el periodo de maduracidn es superior a los 6 meses del afio. (Vazquez et al, 2005.
p8s)

1.1.4  Queso fresco

Se utiliza el término fresco para definir un queso que no ha madurado después de su produccién,
suele consumirse en estado fresco, textura relativamente firme, ligeramente granular y presenta
habitualmente gran cantidad de humedad ya que el agua queda retenida por el proceso de
fabricacion utilizada, una de las causas es por la acidificacion de la leche y no por el cuajo; escaso

desuerado de la cuajada, adicion de poca sal, etc. (Gonzalez, 2010; p 18)

En Ecuador la NTE-INEN 1528: 2012. Establece la definicion de queso fresco como “Es el queso

no madurado, moldeado, de textura relativamente firme, levemente granular, preparado con leche



entera, semidescremada, coagulada con enzimas u otros coagulantes apropiados, habitualmente
sin cultivos lacticos. (NTE INEN 1528, 2012; p. 2)

Se denomina queso fresco al que no requiere curacién, tratandose, pues de los ingredientes frescos

y coagulados de la leche (Gruner et al, 2008; p. 108)

Tabla 1-1: Composicion Quimica del queso 100g

Componente Porcentaje
Agua 60.0%
Grasa 19,0%
Proteina 17,0%
Carbohidratos 2,0%

Sales minerales 2,0%

Fuente: (Viteri, et al., 2012; http://www.slideshare.net)

1.1.4.2 Valor nutricional del queso fresco

Al ser el queso un producto procedente de la leche, su composicidn es parecida, destacando su
contenido en proteinas de alto valor biol6gico, calcio, fosforo, y vitaminas, especialmente
vitamina A. Con el desuerado de la cuajada se van a perder los constituyentes hidrosolubles,
lactosa, la mayoria de las vitaminas del grupo B, sales minerales y proteinas que no hayan

floculado en el proceso de cuajado. (Vazquez et al, 2005. p 86) .

El contenido en minerales del queso es mayor que en la leche, destacando la cantidad de calcio,

gue en gquesos maduros puede alcanzar 10 veces mas que en el valor de la leche. (Gil, 2010; p 23).

De hecho son uno de los alimentos fundamentales dentro de la cadena alimenticia, por el gran
aporte en proteinas y minerales tales como el calcio. Por ejemplo 100 gramos de queso aportan

185 mg de calcio.

Tabla 2-1: Valor nutricional de quesos frescos

100 gramos de queso fresco aportan
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El queso por ser un producto derivado de la leche tiene las mismas propiedades nutricionales que
presenta la leche, con la diferencia que en el queso se encuentra mayor cantidad de grasa y
proteinas concentradas; el queso es rico en fosforo y calcio que ayudan a una buena formacion de
huesos y dientes sanos y fuertes. Los valores nutricionales pueden variar dependiendo del

contenido de grasa y proteina presentes en el queso. (La pagina de Bedri, 2015; http://www.bedri.)

RECOLECCION DE LA MATERIA PRIMA

FILTRACION
. . Mantener a 68 “C durante 15 min
La olla pasteurizadora PASTEURIZACION 02 63°C durante 30 min
es calentada
Se deja reposar 15 min TEMPERIZACION Cuando este a 40°C se afiada el
endurecedor. A 39°C se afiade el Ca
38°C Adicion el COAGULACION Reposo por 30 min
cuajo
DESUERADO
MOLDEADO
PRENSADO
Durante 3 horas INMERSION EN SALMUERA

ALMACENAMIENTO Y EMPACADO

DESPACHO AL CONSUMIDOR

Figura 2-1. Proceso de elaboracion del queso
Realizado por: Ana Barrionuevo, 2015

1.1.4.2 Requisitos microbiol6gicos de queso fresco

En ecuador la NTE INEN 1528:2012 Norma General para quesos frescos no madurados.
Establece los requisitos microbioldgicos, en la cual indica indices maximos permisibles con los
cuales un alimente se considere apto 0 no para consumo humano.

Tabla 3-1. Requisitos microbioldgicos para quesos frescos no madurados

Requisito n (M M | C | Método de ensayo
Enterobacteriaceae, UFC/g 5 | 2x10? 10° | 1 | NTE INEN 1529-13
Escherichia coli, UFC/g 5 | <10 10 |1 | AOAC991.14
Staphylococcus aureus UFC/g 5 (10 102 | 1 | NTE INEN 1529-14
Listeria monocytogenes /25 g 5 | ausencia - I1ISO 11290-1




Salmonella en 25¢g 5 | AUSENCIA - 0 | NTE INEN 1529-15
Donde:
n= ndmero de muestras a examinar

M= indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad
m=indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad

c=numero de muestras permisibles con resultados entre my M

Fuente: (NTE INEN 1528, 2012; p 4)

1.1.5 Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae es el grupo mas grande y heterogéneo de bacterias Gram negativas
de interés médico, formado por bacilos Gram negativos de 1.0 a 6.0 um, no son esporulados, son
aerobios y anaerobios facultativos. Muchos de ellos forma capsulas, la mayoria producen fimbrias
y pilis, ninguno produce esporas, fermentan la glucosa con formacion de acido y en algunos
también gas. Reduce los nitratos a nitratos y no tienen citocromooxidasa (Cortecero y Benitez, 2011;
p 35).

Son microrganismo ubicuos de distribucion mundial, ya que se encuentra en suelo, el agua, la
vegetacion y formando parte de la flora intestinal normal en casi todos los animales, incluido el
ser humano. Salmonella, Shigella, Yersinia estan asociados a enfermedades cuando se aislan en
el hombre, mientras que Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis son parte de

la microbiota saprofitica normal que causa infecciones oportunistas (Romero, 2007; p. 743)

Cuando las enterobacterias se introducen en cualquier parte del cuerpo estéril produce
enfermedades como neumonia, infecciones en las vias urinarias, septicemia, infecciones
neonatales, infecciones heridas y de cirugias. Se comportan como patdégenos oportunistas sobre

todo en pacientes inmunocomprometidos (Olivas, 2004; p 29).

En los miembros de esta familia es muy frecuente la presencia de pldsmidos, transposones y
profagos, que pueden codificar factores que comportan modificaciones estructurales, como la
expresion de nuevos antigenos, o metabdlicas, como la utilizacion de nuevos sustratos, que dan
lugar cepas antigénica o metabolicamente atipica. Algunos profagos también pueden codificar
factores (estructuras o toxinas) que interviene en la patogenicidad, como ocurre en el caso de la
Escherichia coli y Shigella. Asimismo diferentes transposones, libres o incorporados a
replicaciones mayores como plasmidos o bacteri6fagos, pueden codificar enzimas que inactivan

a los antibidticos confiriendo resistencia a los mismos. (Prieto et al., ssf; p. 224)
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Pared celular de las enterobacterias

La pared celular es una capa rigida que rodea completamente la membrana citoplasmaética,
mantiene la forma de la célulay previene la lisis celular que ocurriria como resultado de la elevada
presion osmotica intracelular comparada con la del ambiente externo. La pared celular esta
compuesta por un polimero complejo entrecruzado, peptidoglucano (mureina, mucopéptido),
consistente de polisacéaridos 'y polipéptidos (Bertram, 2002; p 850).

Cuadro 1-1: Clasificacion de la familia de enterobacterias propuesta por edwards y ewing (1986)

TRIBU GENERO ESPECIE
| Escherichieae Escherichia E. coli, E. blattae, E. vulneris, E. fergusoni.
Shigella S. flexneri, S. boydii, S. sonnei, S.dysenteriae
Il Edwardielleae E. tarda, E. hoshinae, E. ictaluri
111 Salmonelleae S. enterica subespecie entérica, salamae, arizonae,

diarizonae, bongoori

IV Citrobactereae | Citrobacter C. freundi, C. diversus, C. amalonaticus

V Klebsielleae Klebsiella k. pneumoniae, K. azonae, K. oxytoca

Enterobacter | E. cloacea, E. aerogenes, E.gergoviae

Hafnia H. alvei
Serratia S. marcescens, S. odorifera, S. ficaria
VI proteaceae Proteus P. vulgaris, P. mirabilis, P. penneri

Marganella M. morganii

Providencia P. alcalifaciens, P. stuart

VII Yersineae Yersinia Y. pseudotuberculosis, Y. pestis Y. ruckeri, Y.

enterocolitica Y. intermedia Y.aldovae

VIl Erwiniaeae Erwinia E. amylovora, E.Caratovira

FUENTE: (Garcia y Zamudio, 1998; pp. 71-72).
Epidemiologia

Los microorganismos habitan en una amplia variedad de nichos que incluyen el tubo digestivo
del ser humano y de otros animales de sangre caliente y en diversos sitios ambientales. En algunos
son agentes de zoonosis y causan infecciones en poblaciones animales. Asi como varias los
reservorios de estos microorganismos, varias sus modos de transmision a los seres humanos. Estos
microorganismos pueden transmitirse de un paciente a otro y estas infecciones dependen de estado
de debilidad de un paciente hospitalizado y lo adquiere en el hospital. Pero existe otros casos

donde por ejemplo tenemos la Escherichia coli es la causa principal de las infecciones
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nosocomiales, pero también es la causa principal de infecciones urinarias en personas no

hospitalizadas (Bailey y Scoot, 2007: p. 323).

Cuadro 2-1: Epidemiologia de los miembros de la familia Enterobacteriaceae de importancia

clinica

Microorganismos

Habitad(reservorio)

Modo de transmisién

Escherichia coli

Microbiota normal del intestino de
los seres humanos vy otros
animales, también pude habitar en
el aparato genital femenino.

Varian en el tipo de infeccion. En el caso de las
infecciones no gastrointestinales, los
microrganismos  pueden ser endbgenos 0
diseminarse de persona a persona a persona ,sobre
todo en el ambito hospitalario :en el caso de las
infecciones gastrointestinales, es el modo de
transmisién varia con el tipo de E .coli y puede
involucrar la diseminacion fecal — oral entre seres
humanos a través de alimentos o agua contaminados
0 consumo de carne mal cocida o leche de ganado
bovino colonizado

Especies de Shigelia

Solo se encuentra en los seres
humanos durante una infeccion, no
forma parte de la microbiota
intestinal normal

Diseminacion interpersonal por via fecal — oral ,
sobre todo en zonas de hacinamiento y areas con
condiciones sanitarias deficientes

Salmonella typhi 'y
paratyphi

Solo se encuentra en los seres
humanos pero no forma parte de la
flora intestinal normal

Diseminacion interpersonal por via fecal — oral por
ingestion de alimentos o agua contaminados con
heces humanas

Especies
Citrobacter,

Microbiota humana

gastrointestinal normal

Diseminacion enddgena, o interpersonal, sobre todo
en los pacientes hospitalizados.

Klebsiella,
Morganelia,
Proteus,
Serratia
FUENTE: (Bailey y Scoot, 2007: pp. 326-327).

Patogenia y espectro de enfermedades

Los miembros clinicamente importantes de la familia Enterobacteriaceae puede considerarse de
dos grupos: los patdgenos oportunistas y los patdgenos manifiestos. Los patégenos oportunistas
méas frecuentes son Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, Proteus y Serratia. Estos
microorganismos producen factores de virulencia importante, como endotoxinas, que pueden
participar en infecciones mortales. Sin embargo como por lo general no originan enfermedades
en los huéspedes humanos sanos, se consideran oportunistas. Aunque la E. coli es un habitante
normal del intestino, se considera como patégeno porque producen causas toxinas potentes y

causas infecciones gastrointestinales graves (Bailey y Scoot, 2007: p. 324).

1.1.5.1 Escherichia coli

También conocida como E. coli, es un bacilo muy pequefio Gram negativo, tienen forma de

varilla, miden alrededor de 2,5 um de largo, a media que va creciendo esta se hace mas larga 'y se
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divide por la mitad. Esta bacteria no tiene nucleo, posee organulos externos, filamentos rectos y
delgados, llamado pili, que le permite adjuntar a sustratos especificos, y mas gruesas, filamentos

helicoidales, y flagelos que les permiten nadar (FAO, ssf. http://www.fao.org/fileadmin).

E. coli se encuentra frecuentemente en los intestinos inferiores de animales de sangre caliente,
incluidos en los de los hombres, una vez expulsados pueden vivir en al agua, suelo y sedimentos.
La E. coli se la utiliza como indicador principal para detectar, medir y evaluar ya inocuidad tanto

del agua como de alimentos, la presencia de ella en estos es indicador de contaminacion fecal.
(FAO, ssf. http://www.fao.org/fileadmin).

Las personas se exponen a sufri una contaminacion con a E. coli cuando consumen alimentos
contaminados, los mas frecuentes son como carne molida cruda o mal cocida, agua contaminada,
productos frescos y productos lacteos no pasteurizados(FAQ, ssf. http://www.fao.org/fileadmin). EXisten
cepas que pueden causar dafio intestinal, extraintestinal o ambos, produciendo diferentes

sindromes entre ellos el sindrome diarreico (Castro, 2014.).

Mecanismo de resistencia

E. coli presenta una betalactamasa de clase C (tipo Amp-C), el gen que codifica esta betalactamasa
es capaz de romper distintos antibi6ticos betalactamicos, se encuentra codificada en el cromosoma

de dicha bacteria. (Vignoli, p. 646)

1.1.5.2 Enterobacter spp

Pertenece a la familia de las Enterobacteriaceae, bacilos Gram negativos aerobios moviles,
flagelados peritricamente, fermentadora de glucosa y lactosa, productora de gas. Es una especie
que se encuentra con mayor frecuencia en muestras clinicas, toman gran notoriedad como
patdgenos en 1976 después de un brote nacional de septicemia en 378 pacientes de 25 hospitales,
como resultado de soluciones intravenosas contaminadas (Ausina y Moreno, 2005: p. 388 )

Hay 14 especies y las mas importantes son: Enterobacter cloacae y Enterobacter aerogenes; se
asocian con menigitis neonatal y sepsis, y se consideran causa de superinfecciones e infecciones
oportunistas. Originan infecciones del tracto urinario, heridas y neumonias (Romero, 2007, p. 746).

Son importantes como indicadores de higiene en la planta lactea.

Patogenia

Son conocidos por actuar como patdégenos oportunistas causantes de infecciones nosocomiales,

que afectan al tracto urinario, tracto respiratorio, heridas, neumonias y quemaduras, pueden
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producir septicemias, bacteriemia y meningitis. Presentes con mayor frecuencia en pacientes que
han recibido tratamiento antimicrobiano, y no han cumplido adecuadamente como el medico lo
indica, por tal motivo los microrganismos se vuelven resistentes a dichos medicamentos, se

presenta con mayor frecuencia en personas en cuidados intensivos (Quezada, 2013, pp. 14-15).
1.1.5.3 Kilebsiella spp

Klebsiella es una bacteria Gram negativa, inmovil, anaerobias facultativas y contiene una capsula
de polisacéridos. Las bacterias del género Klebsiella producen una gran cantidad de infecciones
sobre todo la neumonia, infecciones al tracto urinario, septicemia, e infecciones de tejidos blandos
(Romero, 2007, p. 746)

De todas las especies dos son de importancia medica: Klebsiella pneumoniae y klebsiella oxytoca,
estas se localizan en el aparato respiratorio y digestivo, producen infecciones en las vias urinarias,

en las quemaduras, diarrea en neonatos y abscesos pulmonares (Romero, 2007, p. 747)

Klebsiella pneumoniae: Son bacterias Gram negativas, puede ocasionar hasta un 10% de
enfermedades infecciosas oportunistas, especialmente infecciones nosocomiales. Es el agente
causal de infecciones en las urinarias, neumonias, sepsis, infecciones en tejidos blandos,

principalmente en pacientes con obstruccién de las vias urinarias, diabético (Gali, 2010, p. 12)

Infecciones producidas por Klebsiella

El género Klebsiella esta formado por un grupo de bacterias con dos especies que
producen enfermedades en el hombre la K. pneumoniae y la K. oxytoca las cuales
colonizan el tracto gastrointestinal del hombre y son responsables de infecciones de las
vias urinarias, respiratorias y sindrome de sepsis. La mayoria de estas infecciones son
nosocomiales y generalmente se observan en pacientes debilitados por enfermedades

cronicas (Gali, 2010. pp. 11- 12)

1.1.5.4 Proteus spp

Caracteristicas microbiol6gicas

Proteus mirabilis es parte de la familia Enterobacteriaceae. Es un pequefio bacilo Gram negativo
y un anaerobio facultativo. Proteus mirabilis se caracteriza por su motilidad enjambre, su
capacidad de fermentar la maltosa, y su incapacidad para fermentar la lactosa. P. mirabilis tiene
la capacidad de alargarse en si y secretar un polisacarido cuando estd en contacto con las

superficies solidas, lo que es extremadamente moviles en articulos tales como equipos médicos.
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Enfermedad:

La infeccién mas comun que involucra Proteus mirabilis se produce cuando la bacteria se mueve
a la uretra y la vejiga urinaria. Aungque Proteus mirabilis conocido sobre todo para causar
infecciones del tracto urinario sobre todo pacientes que deben permanecer un largo periodo de

tiempo con un catéter implantado.

Proteus mirabilis puede causar infecciones en heridas, septicemia y neumonias, sobre todo en
pacientes hospitalizados. Proteus forma parte de la flora normal como la E. coli, se transmite por

contaminacion de agua o leche con contaminacién fecal por aguas negra u otras fuente. (Gomes,
2012, http://es.slideshare.net/)

1.1.5.5 Shigella spp

Infecciones por Shigella

Es una infeccidn provocada por el consumo de alimentos contaminados con células viables de
organismos del genero Shigella, aunque se sefiala que es muy frégil, desapareciendo rapidamente
en heces acidas, en heces alcalinas es capaz de resistir varios dias. Su incidencia es del 10 por 100

a nivel mundial. (Hernandez y Sastre, 1999: pp. 516-517)

La tasa de morbilidad es elevada en nifios menores de 10 afios y en adultos en mas de 50 y afecta
sobre todo al hombre y a los primates. En los alimentos puede sobrevivir varios dias, dependiendo

del tipo de alimento. 19-72 dias en queso a 4° C. 517. (Hernéndez y Sastre, 1999: pp. 516-517)
1.1.6 Medicamentos veterinarios

Son sustancias 0 composiciones de sustancias que poseen propiedades curativas o preventivas de
las enfermedades animales. Entre ellos se destacan los antibidticos, medicamentos
antiparasitarios, anabolizantes, aditivos de piensos y sustancias utilizadas para mejoras la calidad
de los alimentos animales o su conservacion. Los contaminantes llegan a los animales productores

de alimentos a través de piensos, pastos o por el agua de bebida (Hernéndez y Sastre, 1999, p. 519).
Impacto del usos de antibi6ticos en la produccién animal

Tras el éxito de los antibioticos en la medicina humana, estos fueron utilizados para el tratamiento
de enfermedades y para acelerar el crecimiento tanto de animales como de plantas. En el afio
1946, investigadores estadounidenses demostraron que la estreptomicina y la sulfasuxidina en
dosis sub-terapéuticas producian aceleracion en el crecimiento en pollos por tal razén fueron

utilizaos por décadas (Quizhpe et al., 2011: pp. 4-5)
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Esta teoria fue confirmada cuando se demostrdé que los residuos de la fermentacion de la
tetraciclina era la responsable de acelerar el crecimiento, cabe destacar que inicialmente se
pensaba que este efecto de aceleramiento se producido por la vitamina Bi. (Quizhpe et al., 2011: pp.
4-5),

1.1.7 Antibiéticos

Los antibidticos son sustancias que en pequefias cantidades/concentraciones sin peligro
significativo para el huésped, impide el crecimiento y multiplicacion de las bacterias,

microorganismos y hongos (Koolman y Klaus, 2004: p.256).

Cuando el antibiético inhibe el crecimiento de los microorganismos se conoce como accién
bacteriostatica, mientras que cuando el antibidtico mata a las células blancas se habla de una
accion bactericida. La gran mayoria de los antibioticos se obtiene de la produccion de
microorganismos, principalmente de bacterias del género Streptomyces y algunos hongos. Un

problema cada vez mayor de antibioterapia es la aparicion de microorganismos resistentes.
(Koolman y Klaus, 2004: p.256).

La notable potencia y actividad especifica de los farmacos antimicrobianos se debe a su
selectividad sobre blancos especificos que son Unicos en los microorganismos 0 mas importantes
en ellos que en los seres humanos. Entre estos blancos estan las enzimas que sintetizan la pared
celular de hongos y bacterias, los ribosomas bacterianos, las enzimas requeridas para la sintesis

de nucle6tidos y la replicacion de DNA y la maquinaria de la replicacion viral (Bertram, 2002; p 848).

Los microrganismos pueden adaptarse a las presiones ambientales en una diversidad de manera
eficaces y su respuesta a los antibidticos no es la excepcion. Una consecuencia inevitable del uso
de los antimicrobianos es la seleccion de microrganismos resistentes. El uso y el abuso
inapropiado de los antibi6ticos produjo un incremento en la prevalencia de patégenos

multirresistentes. (Bertram, 2002; p 848).

1.1.7.1 - lactamicos

Mecanismo de accion

Las penicilinas como todos los antibidticos betalactdmicos, inhiben el crecimiento bacteriano por
interferir en un paso especifico en la sintesis de la pared celular. Los antibi6ticos betalactamicos
son analogos estructurales del sustrato natural de la D-Ala-D-Ala y se une covalentemente a las
PFP en el sitio activo. Después que el antibidtico betalactamico se ha unido a la PFP, se inhibe la

reaccion de la transpeptidacion, la sintesis del peptidoglucano se bloquea y la célula muere
(Bertram, 2002; p 850).
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Resistencia

La resistencia a las penicilinas y otros betalactdmicos se deba a uno de los mecanismos generales:

- Inactivacion del antibiético por betalactamasa
- Modificacion del sitio de union de las PFP
- Acceso dificil del antimicrobiano al sitio de su unién con las PFP

- Lapresencia de una bomba de egreso

La produccion de betalactamasa es el mecanismo de resistencia mas comudn, mas de 100
betalactamasas se identificaron, algunas como las producidas por Staphylococcus aureus y
especies de Haemophilus y por E. coli, estan relativamente relacionadas con la especificidad del
sustrato y con la hidrolisis de las penicilinas, pero no con las de las cefalosporinas. Otras
betalactamasas producidas por Enterobacter, son de un espectro mas amplio e hidrolizan tanto a
las cefalosporinas como a las penicilinas (Bertram, 2002; p 850).

Los antibidticos betalactamicos atraviesan la membrana e ingresan a los Gran negativos via los
canales proteicos de su membrana externa (porinas). La ausencia de estos canales o la regulacion
a la baja de su produccion quiza impida o disminuya de manera muy importante la entrada del
antibidtico al espacie intracelular. La penetracion es impedida usualmente, aunque no es
suficiente para conferir resistencia, debido a que los antibidticos a la larga entran a la célula para

impedir el crecimiento (Bertram, 2002; p 850).

1.1.7.2 Ampicilina

La ampicilina es un antibidtico beta-lactdmico de espectro moderado, cuyos mecanismos de
accion se da en el interior en las Gltimas fases de la sintesis del peptidoglicano, componente

necesario en la formacion de la pared bacteriana. (Mosquito et al, 2011, p 649)

La ampicilina es Gtil para tratar infecciones graves producidas por microorganismos susceptibles

a la penicilina como cepas de bacilos Gram negativos como E. coli especies de Salmonella.

Mecanismo de resistencia: Uno de los principales mecanismos de resistencia hacia beta-
lactamicos en la hidrolisis enzimatica que es debida a la presencia de enzimas llamadas “beta-
lactamasa” que se caracterizan por hidrolizar el enlace amida del nucleo beta-lactdmico

inactivando de esta manera al antibidtico antes de que genere cualquier efecto. (Mosquito et al, 2011,
p 648)

17



Beta-lactamasas en enterobacterias

Dentro de las 890 beta-lactamasa que actualmente se han caracterizado, las familias mas comunes
dentro de las enterobacterias son: blaTME, blaSHV, blaOXA-1 Y blaCARB. Las dos primeras
pertenecientes al grupo 2b, es decir son penicilasas, inhibidas por el acido clavulanico y que en
algunos casos también tiene accion contra cefalosporinas de tercera generacion. (Mosquito et al,
2011, p 649)

Problemas relacionados con el uso y el abuso de las penicilinas

Varios miles de toneladas de penicilinas se han administrado a los seres humanos durante los
altimos 40 afios. Las penicilinas son las empleadas y de uso excesivo especialmente en los
hospitales, con penicilinas producen organismos resistentes a la penicilina de manera selectiva.
Las penicilinas de amplio espectro también erradican la flora normal y por eso predisponen al
paciente a la colonizacién y superinfecciones de especies oportunistas resistentes a los
antibioticos que estan presentes dentro del ambiente hospitalario (Bertram, 2002, pp. 856-857).

1.1.7.3 Inhibidor de betalactamasa

Acido clavulanico

La adicion de un inhibidor de betalactamasa incrementa la actividad de estas penicilinas,
incluyendo a las cepas productoras de betalactamasa como Staphylococcus aureus, asi como
algunas baterias Gram negativas productoras de betalactamasa. Son activos contra Shigella, E.
coli y Klebsiella pneumoniae. No son buenos inhibidores contra betalactamasa clase C,

producidas por Enterobacter (Bertram, 2002, p 856).

1.1.7.4 Cefalosporinas

Las cefalosporinas son quimicamente similares a las penicilinas, en mecanismos de accion y
toxicidad. Las cefalosporinas son méas estables que las penicilinas a muchas betalactamasas
bacterianas y por eso tienen un espectro de accion mas amplio. Como regla general de los
compuestos de primera generacion tiene mejor actividad contra Gram positivos y, los Gltimos

compuestos, tiene una actividad mejor contar los aerobios Gram negativos (Bertram, 2002, p. 858).

- Cefalosporina de primera generacion: Estos antibidticos contra cocos Gram positivos, pero
no son activos contra cepas de Staphylococcus resistentes a meticilina. Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabilis son a menudo susceptible, pero es deficiente la

actividad contra Enterobacter.
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- Cefalosporina de segunda generacion: En general, son activos contra microorganismos que
son afectados por los antibidticos de primera generacion, pero tiene una mayor cobertura
sobre Gran negativos.

- Cefalosporina de tercera generacion: incluyen cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona. Las
caracteristicas principales de estos antibioticos son la amplia cobertura de su espectro sobre
Gram negativos. Como los antibidticos de segunda generacion, los de tercera generacion se

hidrolizan por betalactamasa cromosomal constitutiva producida por Enterobacter. (Bertram,
2002, pp. 858-861).

1.1.7.5 Imipenem

Los carbapenemas estan estructuralmente relacionados con los antibiéticos betalactdmicos. El
Imipenem y el Meropenem estan disponibles siendo el primer de un amplio espectro con una
buena actividad contra muchos bacilos Gram negativos, es resistente a la mayoria de

betalactamasas, pero no a las metalo betalactamasas. (Bertram, 2002, pp. 858-863).

La resistencia a los antibio6ticos carbapenémicos, Ultimo recurso terapéutico para las infecciones
potencialmente mortales por Klebsiella pneumoniae (una bacteria intestinal comin) se ha
extendido a todas las regiones del mundo. K. pneumoniae es una causa importante de infecciones
nosocomiales, como las neumonias, las septicemias o las infecciones de los recién nacidos y los
pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos. Esa resistencia hace que en algunos
paises los antibidticos carbapenémicos ya no sean eficaces en mas de la mitad de las personas con

infecciones por K. pneumoniae. (OPS y OMS, 201; http://www.paho.org/panaftosa)
1.1.7.6 Fluoroquinolonas

Las quinolinas son un grupo de antimicrobianos sintéticos, de las cuales cabe destacar el acido
nalidixico y las quinolonas fluoradas, como ciprofloxacina cuyo centro de actividad se centra en

las bacterias Gram negativas.

La resistencia se debe a una 0 mas mutaciones en la region de unién de la quinolona con la enzima
blanco o por un cambio en la permeabilidad del microrganismo. La DNA girasa es el blanco
primario en E. coli, con un Gnico mutante producido por la sustitucién aminoacido en la subunidad

A de la girasa. (Bertram, 2002, p. 899).
1.1.8 Seleccion del antimicrobiano

Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos se han convertido en procedimientos de

rutina en la préctica clinica y la informacion generada a partir de ellas es primordial para la
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vigilancia de los diferentes perfiles de susceptibilidad y la deteccion de nuevos mecanismos de
resistencia. Las recomendaciones del Instituto de Estandares del laboratorio clinico de los Estados
Unidos (CLSI), para cada grupo de microorganismo abarcan los agentes con eficacia probada
cuyas pruebas son aceptables in vitro. Se establecen también consideraciones para agentes
antimicrobianos en pruebas especificas, eficacia clinica, prevalencia de la resistencia y
recomendacion para la seleccion de antimicrobianos de primera linea y agentes alternativos. (VER
ANEXO A) (NORMAS CLSI M100-S25, 2015, p. 48)

Grupo A: Incluye los agentes antimicrobianos apropiados para ser incluidos de manera rutinaria

en las pruebas y reportes de sensibilidad para un grupo especifico de microorganismos.

Grupo B: Incluye agentes que son clinicamente importantes, deben ser probados rutinariamente;
sin embargo, su informe debe ser selectivo. Tal es el caso de organismos resistentes a los agentes.
Grupo C: Incluye agentes antimicrobianos alternativos o suplementarios que deben ser probados
en instituciones con cepas endémicas o epidémicas resistentes a algunos de los antimicrobianos
primarios 0 en caso de pacientes alérgicos a estos medicamentos, en caso de tratamiento de
microorganismos inusuales o para efectos de informarlos al comité de infecciones como ayuda

epidemioldgica (NORMAS CLSI M100-S20, 2010, p. 10)
1.1.8.1 Resistencia Antibacteriana

La resistencia a los antimicrobianos es un fenémeno por el cual un microorganismos se hace
resistente a los efectos de los medicamentos antimicrobianos a los que originalmente era
vulnerable, por esta manera que los tratamientos tradicionales se vuelven indtiles y las infecciones

perduran, e incrementan el riesgo de propagacion. (OPS y OMS, 2015: http://www.who.int/mediacentre)

OMS sefiala que la resistencia se produce cuando las microrganismos sufren algunos cambios, se
reproducen de manera errénea o existe intercambio de caracteristicas de resistencia, que hacen

que los antibidticos dejen de funcionar de forma adecuada para tratar las infecciones (OMS, 2014:
http://www.paho.org/hg/index.)

1.1.8.2 Antecedentes historicos de la resistencia bacteriana

La explicacion mas clara acerca de como surge y se desarrolla el fendbmeno de la resistencia
bacteriana, tiene soporte basico en las leyes darwinianas sobre el fendmeno de la seleccion natural
de las especies. En el afio 1928 con el descubrimiento de Alexandre Fleming sobre la actividad
antimicrobiana de la penicilina, y su baja toxicidad sobre células animales. Alexander Fleming
también en el afio 1945 alerta al mundo sobre el potencial peligro de la resistencia bacteriana, y
advirtié que el mal uso de la penicilina podria ser causante de la propagacion de formas mutantes

de microorganismos resistentes a dichos medicamento (Pefia et al., 2011: http://revpanorama.sld.cu/inde).
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En la actualidad, el tratamiento de las enfermedades infecciosas es un verdadero reto para los
médicos alrededor del mundo. Anteriormente el medicamento era eficaz y mejoraba la calidad y
alargaba la vida del paciente, en la actualidad por la ineficacia de dichos medicamentos por la
presencia de bacterias resistentes esos pueden ocasionar la muerte y alagartar el periodo del
tratamiento del paciente. La resistencia bacteria se asocia a mutaciones cromosémicas, 0 a
elementos extracromosomales adquiridos a partir de otras bacterias o del ambiente (Pefiaet al., 2011:

http://revpanorama.sld.cu/inde).

A partir del afio 1943, los veterinarios comienzan a experimentar con la penicilina, especialmente
la bencilpenicilina o penicilina G para tratar animales enfermos, por el amplio margen de
seguridad, accion bactericida, gran potencia antimicrobiana. Tras el transcurso de algunos afios,
la industria agropecuaria observa que el uso de bajas cantidades de este farmaco puede acelerar
el crecimiento de animales saludables. En el afio de 1969 se demostré que el uso inadecuado de
este fArmaco es el responsable de transferir de genes de resistencia desde el ambiente al humano.
El uso de antimicrobianos en animales tiene un vinculo con la resistencia bacteriana en humanos

(Pefia et al., 2011: http://revpanorama.sld.cu/inde).

1.1.8.2 Propagacion de la resistencia bacteriana

La resistencia a los antibiéticos siempre han formado parte de la evolucién de las bacterias como
medio de supervivencia entre competidores productores de antibidtico, las bacterias crearon
estrategias de supervivencia debido al empleo de antimicrobianos en la practica médica. Estas
estrategias de resistencia bacteriana son codificadas por uno 0 mas genes y estos genes de
resistencia son compartidos con facilidad entre cepas de la misma especie, entre especies de

géneros diferentes.

Cuando surge un mecanismo de resistencia, sea por mutacion o por transferencia de genes, en una
determinada cepa o bacteria, es posible que este mecanismo se transfiera a otros microorganismos
mediante vias de comunicacién genética. Por lo mismo cualquier microorganismo aislado puede
adquirir numerosos genes y volver resistente a todo el espectro de agentes antimicrobianos

disponibles (Bailey y Scott, 2007; p. 192).

Factores que constituyen al surgimiento y desimanacion de resistencia a los antimicrobianos

entre las bacterias

e Aparicion de nuevos genes

e Desimanacion de genes viejos a huésped nuevos
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e Mutacion de genes viejos que producen resistencia mas potente (resistencia medida por
betalactamasa a cefalosporinas de ultima generacion en Escherichia coli y especies de
Klebsiella)

e Aparicion de bacterias oportunistas intrinsecamente resistentes (Bailey y Scott, 2007; p. 185)

1.1.9. Mecanismos de resistencia

La resistencia antibidtica puede ser natural (intrinseca) o adquirida. La resistencia natral es propia
de cada familia, especie o grupo bacteriano, esta no es variable. La resistencia adquirida es
variable y es adquirida por una cepa de especie bacteriana. Asi existen sepas de E. coli resistentes
a la ampicilina. (Vignoli, p. 550)

1. Inactivacion del antibidtico por enzimas: las bacterias producen enzimas que inactiva al
antibiotico; las mas importantes son las betalactamasa.

2. Modificaciones bacterianas que impiden la llegada del antibiético al punto diana: las
bacterias producen mutaciones en las porinas de la pared que impiden la entrada de ciertos
antibidticos (betalactamicos) o alteran los sistemas de transporte (aminoglucésidos). En otras
ocasiones pueden provocar la salida del antibiético por un mecanismo de expulsion activa,
impidiendo que se acumule en cantidad suficiente para que actué eficazmente.

Alteracion por parte de la bacteria de su punto diana: impidiendo o dificultando la accion
del antibiodtico. Aqui podemos contemplar las alteraciones a nivel del ADN girasa (resistencia
a quinolonas), del ARNr 23S (macrolidos) de las enzimas PBPSs (Proteinas fijadoras de

penicilinas) necesarias para la formacion de la pared celular (resistencia a betalactdmicos).

(Informacion Terapéutica del Sistema Nacional de Salud, 1998. http://www.msssi.gob.es
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CAPITULO 11

2 MARCO METODOLOGICO
2.1 Muestreo

El muestreo se realizé segun laNTE INEN 1529-2:2013 en la cual nos indica paso a paso la toma,
envid y preparacion de las muestras para el analisis microbiolédgico. Las muestras fueron tomadas
de las queseras provenientes de parroquias rurales del cantén Riobamba (San Juan, Pungala y
Quimiag) de mayor produccion de queso. En tres periodos de tiempo, al inicio del mes, a
mediados y a al final del mes. Las muestras una vez recolectadas fueron transportadas en un termo
con hielo en recipientes estériles. El trabajo microbioldgico y de resistencia/ susceptibilidad se
llevé a cabo en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias, escuela de Bioquimica

y Farmacia de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
2.2  Cultivoy cuantificacion

El conteo de las colonias se realizé segin la NTE INEN 1529-13:2013 control microbiolégico

de los alimentos. Enterobacterias. Recuento en placa por siembra en profundidad.

Calculo den nimero (N) de unidades formadoras de colonias (UFC) de Enterobacterias por

centimetro cubico o gramo de muestra. Utilizar la siguiente formula.

nuamero total de colonias contadas o calculadas
B cantidad total de muestras sembrada

N = 2
"~ V(n,+0.1ny)d

Donde

2'c = suma de las colonias enterobacterias contadas o calculadas en todas las placas elegidas.
n1= numero de placas contadas de la primera dilucion seleccionada

n,= namero de placas contadas de la segunda dilucion seleccionada

d = dilucion de los cuales se obtuvieron los primero recuentos

v = volumen del inoculo sembrado en cada placa
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Para una mejor observacion de las colonias se sembrd las diluciones correspondientes en Agar
MacConkey con un asa calibrada a 0.5ul y se inoculd 24 horas a 35°C, trascurrido ese tiempo se
observaron colonias de diferente forma, tamafio y color, las cuales se procedid a realizar el

correspondiente aislamiento e identificacion.

2.3 Aislamiento y Purificacion

Se utilizd el método de siembra por estria en medios de cultivo selectivos-diferenciales: agar
MacConkey, agar EMB con un asa calibrada de 0.5, se incubo a 35°C por 24 horas.

- Agar MacConkey: colonias rosadas (fermentan lactosa) y colonias trasparentes (no fermentan
lactosa)

- Agar EMB: colonias azules (fermentan lactosa) y colonias transparentes (no fermentan
lactosa)

- En Agar Eosina Azul de Metileno: Colonias de Escherichia coli, presentaron brillo metélico,
color caracteristico de E. coli

2.4 Puedas de preliminares

2.5.1 Tincién Gram

- Enun portaobjeto se emulsion6 una pequefia cantidad de colonias con solucion salina estéril,
se realiz6 un extendido con un palillo de madera, fijamos la muestra con la ayuda de un
mechero, una vez fijada la muestra se procedio a realizar la tencién Gram.

- Agregamos cristal violeta por un minuto, transcurrido este tiempo se enjuaga con agua no
directamente sobre la muestra como lo indica en el (Figura 1-2).

- Seguidamente se adiciond lugol por 1 minuto, se enjuago con agua no directamente sobre la
muestra, para evitar que esta se arrastra por el agua.

- Se coloco acetona y se dejé actuar por 30 segundos, se enjuago con agua no directamente
sobre la muestra.

- Como paso final se col6 safranina y se dejo actuar por 1 minuto, se enjuagd con agua y se
dejo secar al ambiente.

- Se procedi6 a observar en el microscopio con un lente de 100x. se pudo observar bacilos

Gram negativos.
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Figura 1-2: Tincion Gram
Fuente: (Cavallini et al., 2005: p. 69)

2.4.1 Produccion de catalasa

En un portaobjetos colocamos una gota de peréxido de hidrégeno, con la ayuda de un palillo de
madera estéril tomamos una colonia y le colocamos en el porta objetos, se pudo observar el

burbujeo que se produce y se toma como positivo. (Fernandez., et al. 2010: p. 6)

2.4.2 Produccion de oxidasa

Se tomo una colonia con un palillo de madera estéril y se colocé en la tira reactiva de oxidasa
marca Merck, se observO una coloracion rosada intensa lo que quiere decir que es oxidasa

negativa. (MacFaddin, 2003, p. 344)

2.5 Pruebas bioquimicas

Se prepararon pruebas bioquimicas como TSI, citrato, SIM. LIA y urea. Siguiendo las

especificaciones indicadas en el envase.
2.5.1 Pruebade TSI (Triple Azlcar Hierro)
- El medio de cultivo Kligler se prepar6 siguiendo las indicaciones, escritas en el envase,

(54.8g en 1L de agua destilada), dependiendo la cantidad tubos que se necesitaba, realiz6 los
calculos correspondientes para evitar desperdiciar medios de cultivo.
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- Teniendo en cuanta la cantidad de agua y los gramos necesarios de agar, colocamos una
pequefia cantidad de agua destilada en un erlenmeyer, pare evitar que el polvo del agar se
pegues en la superficie del erlenmeyer colocamos los gramos de agar y finalmente afiadimos
el agua para la cual se calculé los gramos de agar.

- Con laayuda de un reverbero se procedio a hervir el medio de cultivo para este que se disuelva
totalmente.

- Esterilizamos los medios de cultivo, 121°C durante 15 psi, en la autoclave.

- Transcurrido este tiempo esperamos que el medio de cultivo este a una temperatura de 45°C,
y distribuimos en tubos 3mL de agar, antes que este se solidifique lo cologue en una parte

inclinada para que el agar tome forma de pico de flauta.

Una vez solidificados el medio de cultivo se procedié a sembrar. Con la ayuda de la aguja de
inoculacion, esterilizada se tomé una colonia aislada por picadura y se sembro en el tubo, deje

incubar durante 24 horas a 35°C.

Interpretacion de Resultados:

Fondo amarillo: produccion de glucosa
Rompimiento del medio o burbujas: produccion gas
Pico de flauta amarillo: produccion de lactosa

Ennegrecimiento del medio: Produccion de H.S (ALVAREZ, Maria., & BOQUET, Ernesto. 1990. p. 140)

25.2 Prueba de citrato

- El'medio de cultivo citrato se prepar6 siguiendo las indicaciones, escritas en el envase, (22.5g
en 1L de agua destilada), dependiendo la cantidad tubos que se necesitaba, se realizd los
calculos correspondientes para evitar desperdiciar medios de cultivo.

- Teniendo en cuanta la cantidad de agua y los gramos necesarios de agar, colocamos una
pequefia cantidad de agua destilada en un erlenmeyer, colocamos los gramos de agar y
finalmente afiadimos el agua para la cual se calcul6 los gramos de agar.

- Con laayuda de un reverbero se procedid a hervir el medio de cultivo para este que se disuelva
por su totalidad.

- Esterilizamos los medios de cultivo, 121°C durante 15 psi, en la autoclave.

- Transcurrido este tiempo esperamos que el medio de cultivo este a una temperatura de 45°C,
y distribuimos en tubos 3mL de agar, antes que este se solidifique lo cologue en una parte

inclinada para que el agar tome forma de pico de flauta.
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- Una vez solidificados el medio de cultivo se procedié a sembrar. Con la ayuda de la aguja de
inoculacion, esterilizada se tomd una colonia aislada por picadura y se procedio a sembro en

el tubo, deje incubar 24 horas a 35°C durante.
Interpretacion de resultados:

- Positivo: crecimiento y color azul en el pico, alcalinidad.
- Negativo: el medio permanece de color verde debido a que no hay desarrollo bacteriano y no
hay cambio de color. (ALVAREZ, Maria., & BOQUET, Ernesto. 1990. p. 142)

2.5.3 Prueba SIM (Sulfuro- Indol- Movilidad)

- El medio de cultivo SIM se preparar6 siguiendo las indicaciones, escritas en el envase, (30g
de agar en 1L de agua destilada), dependiendo la cantidad tubos que se necesitaba, se realiz6
los célculos correspondientes para evitar desperdiciar medios de cultivo.

- Teniendo en cuanta la cantidad de agua y los gramos necesarios de agar, colocamos una
pequefia cantidad de agua destilada en un erlenmeyer, colocamos los gramos de agar y
finalmente afiadimos el agua para la cual se calcul6 los gramos de agar

- Conlaayuda de unreverbero se procedio a hervir el medio de cultivo para este que se disuelva
por su totalidad.

- Esterilizamos los medios de cultivo, 121°C durante 15 psi, en la autoclave.

- Transcurrido este tiempo esperamos que el medio de cultivo este a una temperatura de 45°C,

y distribuimos en tubos 3mL de agar, lo coloque en una superficie plana.

Una vez solidificados el medio de cultivo se procedi a sembrar, con la ayuda de la aguja de
inoculacion, esterilizada se tom6 una colonia aislada por picadura y se procedi a sembrarla en el

tubo, se dejé a incubar durante 24 horas a 35°C.
2.5.4 Prueba LIA (Lisina Hierro Agar)

- El medio de cultivo Lisina se prepararo siguiendo las indicaciones, escritas en el envase,
(35.56 g de agar en 1L de agua destilada), dependiendo la cantidad tubos que se necesitaba,
realizo los calculos correspondientes para evitar desperdiciar medios de cultivo.

- Teniendo en cuanta la cantidad de agua y los gramos necesarios de agar, colocamos una
pequefia cantidad de agua destilada en un erlenmeyer, colocamos los gramos de agar y
finalmente afiadimos el agua para la cual se calculd los gramos de agar.

- Con laayuda de un reverbero se procedid a hervir el medio de cultivo para este que se disuelva
por su totalidad.

- Esterilizamos los medios de cultivo, 121°C durante 15 psi, en la autoclave.
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Transcurrido este tiempo esperamos que el medio de cultivo este a una temperatura de 45°C,
y distribuimos en tubos 3mL de agar, antes que este se solidifique lo coloque en una parte
inclinada para que el agar tome forma de pico de flauta.

Una vez solidificados el medio de cultivo se procedio a sembrar. Con la ayuda de la aguja de
inoculacion, esterilizada se tomd una colonia aislada por picadura y se procedié a sembro en

el tubo, dejo incubar durante 24 horas a 35°C.

Interpretacién de Resultados:

Decarboxilacion de la lisina:
Prueba Positiva: Pico violeta/fondo violeta.

Prueba Negativa: Pico violeta/fondo amarillo.

Produccion de acido sulfhidrico:
Prueba positiva: Ennegrecimiento del medio (especialmente en el limite del pico y fondo)
(ALVAREZ, Maria., & BOQUET, Ernesto. 1990. p. 142)

2.5.5 Prueba Urea

El medio de cultivo agar base urea se prepard siguiendo las indicaciones, escritas en el
envase, (21g de agar base urea en 1L de agua destilada), dependiendo la cantidad tubos que
se necesitaba, se realizo los célculos correspondientes para evitar desperdiciar medios de
cultivo.

Teniendo en cuanta la cantidad de agua y los gramos necesarios de agar, colocamos una
pequefia cantidad de agua destilada en un erlenmeyer, colocamos los gramos de agar y
finalmente afiadimos el agua para la cual se calcul6 los gramos de agar.

Con laayuda de un reverbero se procedid a hervir el medio de cultivo para este que se disuelva
por su totalidad.

Esterilizamos los medios de cultivo, 121°C durante 15 psi, en la autoclave.

Transcurrido este tiempo esperamos que el medio de cultivo este a una temperatura de 45°C,
y afladimos la solucion de urea al 4%, distribui en tubos 3mL de agar, antes que este se
solidifique lo cologue en una parte inclinada para que el agar tome forma de pico de flauta.
Una vez solidificados el medio de cultivo se procedi6 a sembrar. Con la ayuda de la aguja de
inoculaciodn, esterilizada se tom6 una colonia aislada por picadura y se procedio a sembro en

el tubo, se dejo incubar durante 24 horas a 35°C.

Interpretacion de resultados:

La prueba se considera positiva si el medio se torna de un tono rosado, y negativa si mantiene su

color original. (ALVAREZ, Maria., & BOQUET, Ernesto. 1990. p. 142).
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Cuadro 1-2: Caracteristicas para la diferenciacion de especies de la familia Enterobacteriaceae.

KLIGLER
Fenifalanina Lisina N .
Glucosa  Gas/glucosa  Lactosa SHz Ciralo e camingsa 19! decarboxiasa  Manitel - Moviidad  Ureasa
Escherichiacoli............. + + + - - - + + + vt -
Escherichia coli inactivo ... + - ' - - + v + - -
Shigella dysenteriae ........ + - - - - - v - — _ i
Shigella flexneri. ... + - - - - - v - + - -
Shigella boydii . .. + - - - - - ' - + - -
Shigella sonnef .. + - - - - - - - + - -
Edwardsiella tarda .......... + + - + - - + + - + -
Klebsiella pneumoniae., ... .. + + + - + - - + + - +
Klebsiella ozaenae(1)....... + \ \'a - ' - - v + - 'S
Klebsiella rhinoscleromatis (1), + - - - - - - pls + - -
Kiebsiella oxytoca. .......... + + + - + - + + + - +
Enterobactler cloacae ....... + + + - + - - - + + vt
Enterobacter aerogenes. .. .. + + + - + - - + + + -
Enterobacter agglomerans. .. + ' v - v v V- - + vt '
Enterobacter gergoviae ... .. + + v = + - - + + + +
Enterobacter sakazakii...... + + + - + \ s - + + -
Serratia marcescens ........ + v - - + - - + + + V-
Serratia liquefaciens ........ + % v - + - - vt + + -
Serratia rubidaea. . .......... + \% + - + - - Vv + vt -
Morganella morganii ........ + v+ - - - + + - - + T
Proteus mirabilis............ + vt - + 2 + - - + +
Proteus vulgaris............. + v+ - + v + + - + +
Providencia alcalifaciens.... + -VT = = + + + - - +° -
Providencia retigeri ......... + - - = + + + - + + +
Providencia stuartii.......... + - < - + + + - - + V-

Fuente: ALVAREZ, Marfa., & BOQUET, Ernesto. 1990. p. 74

2.4 Resistencia/ susceptibilidad a antimicrobianos

Los antimicrobianos empleados en la determinacion de resistencia/susceptibilidad, fueron
escogidos segn nos indica la Clinica and Laboratory Standart Institute 2015, especificos para
enterobacterias, se utilizd el método de difusion en disco de Kirby Bauer. Para llevar a cabo este
método, previamente se prepard el patron de turbidez Ilamad Mac Farland. El estdndar de Mac
Farland de 0,5 tiene una turbidez comparable a una suspension bacteriana que contiene 1,5X108

UFC/mL.

Este estandar se obtuvo agregando 0,5 mL de BaCl2 0,048 M a 99,5 mL de H2SO4. Luego se
distribuyé de 4 a 6 mL de esta solucion dentro de tubos similares a los que fueron utilizados para
la preparacion del inoculo, inmediatamente se sellaron con parafilm y se guard6 a temperatura

ambiente.

Para la preparacion del inoculo se tomaron 4 a 5 colonias bien aisladas y de igual morfologia,
seguidamente se realiz6 la suspensidn en agua estéril, esta se incubo hasta que alcanz6 la turbidez
de 0.5 de la escala de Mac Farland estandar. Una vez obtenido el inoculo estandar de cada una de

las cepas identificadas, se sembrd por hisopado completo en cajas petri con agar Miller-Hilton
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Se colocé disco de antimicrobianos segun los sefialados por la Norma del Instituto Estandar
Clinica y Laboratorio 2015, especificos para Enterobacterias. (Ampicilina, amoxicilina/acido
clavulanico, cefotaxima, ceftriaxona, cefoxitin, ceftazidima, imipinem y ciprofloxacina) Se
incubo a 35°C por 24 horas, luego del periodo de incubacién se midieron los halos con una regla
de medicién comun. Los resultados se interpretaron como sensible, sensibilidad media o resistente
de acuerdo al diametro del halo de inhibicion tomado en mm y usando referencia la tabla del
NCCLS tabla (SSS). (VER ANEXO Ay B)

| ,
] ’ Recoleccién de muestras ‘
1 I Preparacién de diluciones ‘ L & [ ... 35 L

Determinacion de la
presencia de
enterobacterias

Aislamiento de cepas ‘

v "_
cvulve : Identificacién de cepas

especificas

Prueba de

resistencia/susceptibilidad } —
Medir halos de
— inhibicién

‘ Analisis de resultados

Figura 2-2: Esquema metodoldgico resistencia/ susceptibilidad en cepas de enterobacterias.

Realizado por: Barrionuevo, Ana 2015

- Analisis estadistico

Como herramienta de andlisis se utilizo el programa estadistico infostat, los datos se
sometid a un andlisis de varianzas de un factor (ANOVA) con una significancia del 5% y
observando que existe una diferencia estadistica se utiliz6 el test de comparacion de

medias o test de Tukey al 95% de confianza.
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CAPITULO I1I

3 MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 Recuento de enterobacterias presentes en queso fresco de tipo artesanal

Tabla 1-3: Cuantificacién de enterobacterias

Procedencia Cod. UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC /mL)
Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3
San Juan QA 2.20X10* 2.03X10* 2.30X10*
QB 2.13X10* 1.61X10% 1.67X10*
Quimiag QC <1.0X10° 8.86X10° 4.05X10*
QD 1.16X10* 9.86X103 9.86X10*
Pungala QF 2.93X10* 2.09X10* 2.16X10*
QE 2.89X10* 2.12X10* 2.14X10*

Realizado por: Ana Barrionuevo, 2015

En la (tabla 1-3), resultados de la cuantificacion de enterobacterias, los datos analizados estan
entre 8.86 x10° UFC/g y 9.86 x10% UFC/g, encontrandose fuera de los limites establecidos por la
Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1528 norma general para quesos frescos no madurados, en la

cual el valor permitido es 2 x102 UFC/g.

El (ANEXO H) ANOVA de un factor nos muestra al analisis de datos entre queseras, muestreo y
procedencia, dando como resultado un valor no significativo entre el andlisis de queseras y
muestreos, el analisis de ANOVA entre procedencia arrojé un valor de p < 0.001, considerandose
estadisticamente significativo, para la cual se realizo en test de tukey, que indica que la carga

bacteriana de los quesos procedentes de San Juan y Pungala son estadisticamente iguales.

Los datos obtenidos en esta investigacion concuerdan con los datos expresados Giovanna Estrella
(2013), la cual realiz6 el monitoreo de la calidad e inocuidad durante el almacenamiento de queso
fresco elaborado artesanalmente en las parroquias rurales del canton Riobamba, donde se encontrd

recuentos de enterobacterias desde 3,66 log UFC/g hasta de 8.13 log UFC/g.

Datos similares también son obtenidos de la investigacion realizada por Fuentes Lorena (2003 en
Valdivia chile), el recuento de enterobacterias en queso tipo Gouda se encuentra fueron el rango
permitid en la norma. Lo cual hace sospechar que los duefios de las queseras artesanales, no estan

implementando cambios para mejorar la calidad higiénica de los quesos.
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3.2 Cepas ldentificadas

Cuadro 1-3: Caracteristicas bioquimicas de cepas de Enterobacterias aisladas de queso fresco artesanal elaborados en zonas rurales del cantén Riobamba

MUESTREO 1
PRUEBAS PRUEBAS BIOQUIMICAS MICRORGANISMO
o PRELIMINARES IDENTIFICADO
g KLIGLER CITRATO SIM LISINA Urea
© CATALASA | OXIDASA | Glucos Gas/Glucosa Lactosa | SH2 Indol Movilidad | DECARBOXILASA
a
+ - + + + = = + + - E. coli
QA o - i 4 4 - i - = + Enterobacter cloacae
+ = + + + = + + - + + Klebsiella oxytoca
T _ ¥ r + - o + + - E. coli
QB i - £ 4 4 - 4 - S + Enterobacter cloacae
+ = + + + = + + = + + Klebsiella oxytoca
¥ _ + + I = + - + - + Enterobacter cloacae
QD + = + + + - + + - + + Klebsiella oxytoca
¥ ; ¥ - - 2 = - - - - Shigella sonnei
¥ - + + + = + - + - + Enterobacter cloacae
QE + - + + + - - + + + - E. coli
+ = + + + = + + - + + Klebsiella oxytoca
+ - + + + - + - - + + Klebsiella pneumoniae
¥ - + + + = + + - + Enterobacter cloacae
QF + - a5 + + = 5 + + + = E. coli
+ = + + \Y - + = + + + Enterobacter gergoviae
MUESTREO 2
n B + T T _ T _ - + Enterobacter cloacae
QA + = + + + = + = + + Enterobacter aerogenes
+ - + + + - + + - + + Klebsiella oxytoca
I N T T + B o - + - + Enterobacter cloacae
QB + - o + + o = + + + = E. coli
+ - + + + - + + - + + Klebsiella oxytoca
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Fuente: Ana Barrionuevo, 2015
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A partir de las 16 muestras de queso analizadas, luego de haber realizado las pruebas preliminares
como oxidasa y catalasa para determinar si se trata de bacilos Gram positivos 0 Gram negativos,
se realizaron las pruebas bioquimicas a correspondientes: Kligler, citrato, SIM, LIA y urea, de las
cuales se identificaron a: klebsiella oxytoca, Enterobacter, cloacae, Shigella sonnei, Proteus
mirabilis, klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes y Enterobacter gergoviae.

De esta manera logrando aislar 53 cepas de enterobacterias como nos indica en la (tabla 2-3),
klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae y E. coli se aislaron de las queseras A, B, C, D, Ey F,
cepas de Shigella sonnei se aislaron en los quesos provenientes de las queseras de las queseras C,
Dy E en los diferentes muestreos; cepas de klebsiella pneumoniae fueron aisladas en las queseras
C y D; cepas de Proteus mirabilis aisladas Unicamente en la quesera D; Enterobacter aerogenes
en la quesera A; Enterobacter gergoviae fueron encontradas en los quesos de las queseras F y
B, en la quesera F fueron encontradas dichas cepas en los tres muestreos, mientras que en los

guesos de la quesera B se encontrd (nicamente en el muestreo 3.

Tabla 2-3: Enterobacterias y su porcentaje en queso fresco

Enterobacterias NuUmero aisladas en | Porcentaje
los tres muestreos

Enterobacter cloacae 16 30 %

E. coli 11 21%
Klebsiella oxytoca 11 21%
Enterobacter gergoviae 4 8%
Shigella sonnei 4 8%
Klebsiella pneumoniae 3 5%
Enterobacter aerogenes 2 4%

Proteus mirabilis 2 4%

Porcentajes de enterobacterias presentes en
gueso fresco
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Figura 1-3: Porcentaje de cepas de enterobacterias aisladas en queso fresco artesanal
elaborados en zonas rurales del canton Riobamba.
Realizado por: Ana Barrionuevo, 2015
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Enterobacter cloacae se aislé en un 30%, klebsiella oxytocay E. coli en un 21%, Shigella sonnei
y Enterobacter gergoviae 8%, Klebsiella pneumoniae 5%, Proteus mirabilis y Enterobacter
aerogenes 4%.

Los datos obtenidos en nuestra investigacion concuerdan con la investigacion realizadas por Ruth
Cristobal y Dora Maurtua en el 2003, quienes realizaron la evaluacion bacterioldgica de quesos
frescos artesanales comercializados en Lima, en su investigacion menciona que el mayor
porcentaje de cepas aisladas corresponde a Enterobacter spp, Klebsiella spp, Proteus spp y en

menor cantidad se aislo cepas de Shigella spp.

Cepas de Enterobacter se suelen encontrar con mayor cantidad en muestras de queso, porque el
equipo no se limpia adecuadamente, esta relacionado también con la mala practica de ordefios,
mala higiene del lugar donde se elabora el queso, es posible también que unos de los

manipuladores se encontraba enfermo.

Guillén Leidy y Araque (2014) indica que E. coli es uno de los agentes biolégicos que con mayor
frecuencia se encuentran involucrados en la contaminacion de alimentos. Particularmente la leche
y sus productos derivados no pasteurizados son potencialmente peligroso por su alto riesgo de

contaminacion en todas las etapas de produccién.

Cortecero y Benitez en un estudio realizado en el afio 2012, evalué la resistencia bacteriana en
guesos frescos costefios en los municipios de Arjona y Villanueva, Cartagena de Indias, en el que
indica que las cepas aisladas de klebsiella pneumoniae pueden provenir de una o varias vacas con
mastitis coliforme, que se encontraban enfermas al momento del ordefio, otra causa pudo ser que

el personal manipulador de alimentos en ese momento se encontraba enfermo.

Los resultados obtenidos indican deficiencia higiénica, por lo tanto no es apto para en consumo
humano, alimentos contaminados con cepas resistente a los antibiético pueden provocar graves
dafios a la salud del consumidor, como también puede generar grandes pérdidas econémicas para
el estado y para la familia, un paciente que presenta multiresistencia antimicrobiana, prolonga la

estancia en el hospital, incrementa gasto médicos y aumenta el riego de morbilidad.

3.2 Perfil de resistencia/susceptibilidad

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad realizados en las 53 cepas de enterobacterias
seran analizadas de manera individual por género y especie, utilizando antimicrobianos indicados

por la  Clinica and Laboratory Estadndar Intitute (ANEXO A y B), especificos para
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enterobacterias, los grupos de antimicrobianos son: betalactdmicos, cefalosporinas de tercera
generacion, inhibidores de betalactamasa, carbapenemy quinolonas.

Tabla 3-3: Resultado del Antibiograma

MUESTREO 1
Cad. Cepa aislada ANTIMICROBIANO
AM | AMC | CTX | CRO | FOX | CAZ | IMP | CIP
QA E. coli S S S S S S S S
Enterobacter cloacae R R S S R S S R
Klebsiella oxytoca R S S S S S S S
QB E. coli S S S S S S S S
Enterobacter cloacae R R S S S S S S
Klebsiella oxytoca R S S S S S S S
QC no existio crecimiento - - - - - - - -
bacteriano
QD Enterobacter cloacae R R S R S S S S
Klebsiella oxytoca R S S S S S I S
Shigella sonnei R S S S S S S S
QE Enterobacter cloacae R R S S R S S S
E. coli | S S S S S S S
Klebsiella oxytoca R S S S S S S S
Klebsiella pneumoniae R S S S S S S S
QF Enterobacter cloacae R R S S S S S S
E. coli S S S S S S S S
Enterobacter gergoviae R R S S R S S S
MUESTREO 2
QA Enterobacter cloacae R R S R R S S S
Enterobacter aerogenes R R S | S S S
Klebsiella oxytoca R S S S S S | S
QB Enterobacter cloacae R R S S S S S S
E. coli | S S S S S S S
Klebsiella oxytoca R S S S S S S S
QC Shigella sonnei R R S S S S S S
Enterobacter cloacae R R S R S S S S
E. coli | S S S S S S S
QD Proteus mirabilis R S S S S S S S
Enterobacter cloacae | R S S S S S S
Klebsiella oxytoca R S S S S S | S
QE Klebsiella pneumoniae R S S S S S S S
Enterobacter cloacae R R S S S S S S
Klebsiella oxytoca R S S S S S S S
E. coli | S S S S S S S
QF Enterobacter cloacae | R S S S S S S
E. coli R S S S S S S S
Enterobacter gergoviae R R S S R S S S
MUESTREO 3
QA Enterobacter cloacae R R S R S S S
Enterobacter aerogenes R R S | S | S S
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Klebsiella oxytoca R S S S S S | S
QB Enterobacter gergoviae R R S S R S S S
E. coli | S S S S S S S
Klebsiella oxytoca R S S S S S S S
QC Shigella sonnei R R S S S S S S
Enterobacter cloacae R R S R S S S S
Klebsiella pneumoniae R S S S S S S S
QD Proteus mirabilis | S S S S S S S
Enterobacter cloacae R R S R S S S S
Klebsiella oxytoca R S S S S S S S
QE Enterobacter cloacae R R S R S S S S
Shigella sonnei R R S S S S S S
E. coli S S S S S S S S
SQF Enterobacter cloacae R R S S S S S S
E. coli S S S S S S S S
Enterobacter gergoviae R R S S R S S S

TOTAL 53 CEPAS AISLADAS S% 10 53 100 83 85 96 92 100
1% | 15 0 0 4 0 4 8 0
R% | 75 47 0 13 15 0 0

Realizado por: Ana Barrionuevo, 2015

Las 53 cepas de enterobacterias mostraron sensibilidad 100% a cefotaxima y ciprofloxacina,
96% a ceftazidima, 92% a imipenen, 85 % a cefoxitin, 83% a ceftriaxona, 53% a

amoxicilina/acido clavulanico y 10 % a ampicilina.

El 90 % de cepas aisladas son resistentes a ampicilina, datos concordantes con bibliografia de
Bertram G. en cual indica que todas las enterobacterias son resistentes a la ampicilina, porque
son productoras de enzimas betalactamasa las cuales hidrolizan el anillo betalactdmico de los

antimicrobianos evitando que este ingrese las bacterias y las elimine.

Tabla 4-3: Resistencia/susceptibilidad antimicrobiana en cepas de E. coli

E. coli (n=11) ‘

Antimicrobiano S% 1 % R %
Ampicilina 45.5 45.5 9.0
Amoxicilina/ac. Clavulanico 455 0 0
Cefotaxima 100 0 0
Ceftriaxona 100 0 0
Cefoxitin 100 0 0
Ceftazidima 100 0 0
Imipenem 100 0 0
Ciprofloxacina 100 0 0

Realizado por: Ana Barrionuevo, 2015
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Figura 2-3: Perfil de resistencia/susceptibilidad en cepas de E. coli aisladas
en queso fresco (n=11)

Realizado por: Ana Barrionuevo, 2015
Los resultados de las pruebas de susceptibilidad realizadas en las 11 cepas de E. coli se muestra
en la (tabla 4-3). El 455 % (5/11) de las cepas fueron sensibles a los antibacterianos
betalactamicos, penicilina (Ampicilina), los betalactamicos de tercera generacion (cefotaxima,
ceftriaxona, cefoxitin, ceftazidima), los carbapenem (Imipenem), las quinolonas antibacterianas
(ciprofloxacina) y la combinacién de penicilina con inhibidores de betalactamasa (Amoxicilina/

acido clavulanico) fueron los antibiéticos con mayor actividad sobre las cepas estudiadas (100%)
La resistencia a la ampicilina se observo en el 9 % de las (cepas 1/11).
La susceptibilidad intermedia solo evidencio con Ampicilina en 45.5% (5/11).

Estos resultados son similares a los descritos por Guillén Leidy y Araque (2014), quien reporta
la presencia de E. coli resistente a betalactamicos en un 24,4% en muestras de crema de leche,
cuajada y requeson, los cuales fueron adquiridos en diferentes establecimientos comerciales de la
ciudad de Mérida. Sin embargo Guillén et al, menciona que porcentajes superiores a los obtenidos
en este estudio fueron registrados en la region de Jummu (India) donde la prevalencia de cepas
de E. coli resistente a ampicilina, a cefalotina y a los aminoglucésidos mayor del 30% en

productos lacteos fermentados con procesamiento artesanal.

Los resultados obtenidos en esta investigacion concuerdan con bibliografia de Bertram G. el cual
indica que cepas de E. coli que antiguamente fueron susceptibles a ampicilina, actualmente
producen enzimas betalactamasas las cuales hidrolizan al antibiético betalactdmico impidiendo
que este actue contra la bacteria, lo que evita el uso de este antibiético para la terapéutica empirica

en infecciones del tracto urinario.
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Al respecto Guillén Leidy y Araque (2014), ha descrito que el uso de los antibidticos como
terapéuticos, profilacticos y promotores del crecimiento en animales destinados al consumo

humano han contribuido con la aparicion de cepas bacterianas resistente.

Tabla 5-3: Resistencia/susceptibilidad antimicrobiana en cepas de Enterobacter cloacae

Enterobacter cloacae (16 )

Antimicrobiano S % 1 % R %
Ampicilina 0 12.5 87,5
Amoxicilina/ac. Clavulanico 56.3 0 43,8
Cefotaxima 100 0 0
Ceftriaxona 56,25 0 43,75
Cefoxitin 81,25 0 18.75
Ceftazidima 100 0 0
Imipenem 100 0 0
Ciprofloxacina 93,75 0 6,25

Realizado por: Ana Barrionuevo, 2015
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Figura 3-3: Perfil de resistencia/susceptibilidad en cepas de Enterobacter

cloacae aisladas en queso fresco (n= 16)
Realizado por: Ana Barrionuevo, 2015

El 100% (16/16) de cepas de Enterobacter cloacae es susceptible en cefotaxima, Ceftazidimay
imipenem, 93.7 % para ciprofloxacina, 81% para cefoxitin 56.3 % para amoxicilina/ &cido
clavulanico y ceftriaxona, susceptibilidad 0% para Ampicilina.

Famiglietti et al, realizd un consenso sobres las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos, en
el cual nos indica que Enterobacter cloacae presenta mecanismo de resistencia natural para
ampicilina, coincidiendo con los datos bibliograficos por el autor Bertram G. el cual indica que
las ampicilinas no son activas contra Enterobacter cloacae. Los resultados de mi investigacién

coinciden con los datos antes mencionados.
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Enterobacter cloacae es productor de una betalactamasa tipo AmpC inducible clases 1, el cual le
confiere resistencia a amoxicilina con o sin la presencia de un inhibidor de betalactamasa, como
podemos observar en la (figura 4-3) el 48,3% de cepas son resistente a ampicilina

acido/clavulanico.

Patricio et al, (1998) las cepas de Enterobacter cloacae aisladas en chile en un hospital de alta
complejidad, no encontrd resistencia a imipenem entre las cepas de Enterobacter cloacae y la
sensibilidad de este agente antibacteriano. Pues los agentes carbapenemicos son activos contra
Enterobacter cloacae, que sean aislados en muestras clinicas como aquellos aislados en
alimentos. Valores inferiores son indicados para Cefotaxima (38%) ya que en mi investigacion
muestra una sensibilidad del 100%, esta variacidn puede deberse en el hospital se esta utilizando

en mayor cantidad Cefotaxima y las cepas se vuelven resistentes.

Tabla 6-3: Resistencia/susceptibilidad antimicrobiana en cepas de Enterobacter gergoviae

Enterobacter gergoviae (n=4)

Antimicrobiano S% 1% R%
Ampicilina 0 0 100
Amoxicilina/ac. Clavulanico 0 0 100
Cefotaxima 100 O 0
Ceftriaxona 100 O 0
Cefoxitin 0 0 100
Ceftazidima 100 O 0
Imipenem 100 O 0
Ciprofloxacina 100 O 0

Realizado por: Ana Barrionuevo, 2015
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Figura 4-3: Perfil de resistencia/susceptibilidad en cepas de

Enterobacter gergoviae en queso fresco (n= 3)
Realizado por: Ana Barrionuevo, 2015
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En la figura (5-3), Enterobacter gergoviae, presenta multiresistencia a los antimicrobianos
utilizados (més de dos farmacos resistentes en dicha cepa), el 100% de cepas fueron resistentes a

ampicilina, amoxicilina acido clavulanico y cefoxitin.

Estudios realizados por la revista Colombia Médica en el afio 2002, por Maria del Pilar, corrobora
los resultados obtenidos en esta investigacion, ya que el 100% de cepas de Enterobacter
aerogenes son resistentes a ampicilina, amoxicilina y cefoxitin, mientras que presenta
sensibilidad de 100% para cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, Imipenem y ciprofloxacina.
Enterobacter aerogenes ha cambinado dos mecanismos de resistencia,1) produccion de enzimas
inactivadoras de antibiético (betalactamasa) generando una mayor concentracién de AmpC, y 2)
cambio la permeabilidad, o mecanismo de bombeo hacia el exterior, evitando que el farmaco

ingrese a la célula bacteria para cumplir con su funcion.

Tabla 7-3: Resistencia/susceptibilidad antimicrobiana en cepas de Shigella sonnei

««+o.e.Shigella sonnei (n=4)

~Antimicrobiano S% = 1% R%
Ampicilina 0 0 100
Amoxicilina/ac. Clavulanico 25 0 75
Cefotaxima 100 0 0
Ceftriaxona 100 0 0
Cefoxitin 100 0 0
Ceftazidima 100 0 0
Imipenem 100 0 0
Ciprofloxacina 100 0 0

Realizado por: Ana Barrionuevo, 2015
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Figura 5-3: Perfil de resistencia/susceptibilidad en cepas de Shigella
sonnei aisladas en queso fresco (n=3)
Realizado por: Ana Barrionuevo, 2015
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En la (tabla 7-3) y (figura 6-3) Shigella sonnei presenta resistencia a Ampicilina en un 100%
(3/3) cepas aisladas, 75% (2/3) a amoxicilina/acido clavulanico. Resistencia al 100% (3/3) a

cefotaxima, ceftriaxona, cefoxitin, ceftazidima, Imipenem y ciprofloxacina.

Un grupo de Microbiologia, en el Instituto Nacional de salud de Colombia, realizaron un estudios
de susceptibilidad antimicrobiana de Shigella spp., en los datos obtenidos en un programa de
vigilancia desde 1998 a 2010. La resistencia a amoxicilina/acido clavulanico estad en 62%
presentando valores bajos en cuanto a esta investigacion, teniendo en cuenta que no solamente se
trata de Shigella sonnei, pues el estudio abarco todas las especies de Shigella, por tal razén los
valores puede cambiar de especia a otra. Para antimicrobianos ceftazidima, Cefotaxima y

Ciprofloxacina tienen un perfil de sensibilidad del 100%.

La investigacion realizada por Alicia et al, muestra datos de sensibilidad (17,3%) de cepas
sensibles atodos los antimicrobianos estudiados, nuestros datos revelan cepas de Shigella sonnei
sensibles al 75% de los farmacos utilizados. Esta variacion puede deberse a la cantidad de cepas
utilizadas, pues Alicia et al, utiliza 277 cepas de Shigella sonnei, en esta investigacion solo utilizé
tres cepas de Shigella sonnei, otra variante de este resultado son los antimicrobianos utilizados,
los valores de resistencia a ampicilina y amoxicilina acido clavulanico concuerda, presentando

una resistencia superior al 75% de cepas.

Tabla 8-3: Resistencia/susceptibilidad antimicrobiana en cepas de Klebsiella oxytoca

Shigella Klebsiella oxytoca (n=11)

Antimicrobiano S % 1 % R %
Ampicilina 0 0 100
Amoxicilina/ac. 100 0 0
Clavulanico

Cefotaxima 100 0 0
Ceftriaxona 100 0 0
Cefoxitin 64 0 36
Ceftazidima 100 0 0
Imipenem 100 0 0
Ciprofloxacina 100 0 0

Reanalizado por: Ana Barrionuevo, 2015

42



resistencia/susceptibilidad en cepas de Klebsiella

oxytoca
O (sz;

120

10
40
20
0
) D

Porcentaje
) 0
o O o

CHRR @

=S
|
AN 2
: Qi . . )
& '\\07’\ & & b&& Qe’& & "R
L . & QO Q 2 Q o
PRt S
& oK

Antimicrobiano

Figura 6-3: Perfil de resistencia/susceptibilidad en cepas de

Klebsiella oxytoca aisladas en queso fresco (n= 11)
Realizado por: Ana Barrionuevo

En la (tabla 8-3) y (figura 7-3), nos muestra que el 100% (11/11) de cepas de Klebsiella oxytoca,
presenta resistencia Unicamente a ampicilina, de manera satisfactoria Enterobacter oxytoca es
activa frente a antimicrobianos tales como amoxicilina/acido clavulanico, cefotaxima,

ceftriaxona, ceftazidima, Imipenem y ciprofloxacina, y una sensibilidad intermedia a cefoxitin.

Ademas presenta una sensibilidad intermedia a Cefoxitin perteneciente al grupo de cefalosporinas
de segunda generacion, algunas betalactamasas tiene la capacidad de hidrolizar a cefalosporinas
de segunda generacion. Bertram G, indica que este antibacteriano es habitualmente susceptible.
El cual corrobora a los resultados obtenidos en esta investigacion ya que presenta 36% de

sensibilidad intermedia.

Tabla 9-3: Resistencia/susceptibilidad antimicrobiana en cepas de Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae (n=3)

Antimicrobiano S % 1% R%
Ampicilina 0 100 | O
Amoxicilina/ac. clavulanico 100 0 0
Cefotaxima 100 0 0
Ceftriaxona 100 0 0
Cefoxitin 100 0 0
Ceftazidima 100 0 0
Imipenem 100 0 0
Ciprofloxacina 100 0 0

Realizado por: Ana Barrionuevo, 2015
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Figura 7-3: Perfil de resistencia/susceptibilidad en cepas de Klebsiella

pneumoniae aisladas en queso fresco (n= 3)
Realizado por: Ana Barrionuevo, 2015

En la (tabla 9-3) y (figura 8-3) se analizan resultados que concuerdan con investigaciones
realizadas por la Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia, la resistencia a ampicilina
se ha mantenido a lo largo de la década en cifras superiores al 90%, estos resultados demuestran
la ineficiencia de estos antibidticos para el tratamiento de infecciones por K. pneumoniae, y
consideran que deberian ser eliminados del antibiograma para este patdgeno. Conclusiones
similares fueron descritas en publicaciones anteriores del Grupo Venezolano de Vigilancia de la
resistencia bacteriana, cuando ya fue evidente que el 90% de los aislados de K. pneumoniae eran

resistentes a ampicilina.

La resistencia natural a ampicilina esta medida por la produccion betalactamasa, la cual hidroliza

el anillo betalactdmico de los antimicrobianos impidiendo que este actué sobre la bacteria.

Tabla 10-3: porcentaje resistencia/susceptibilidad en cepas de Proteus mirabilis

Proteus mirabilis (n=2)

Antimicrobiano S % 1% R%
Ampicilina 0 50 50
Amoxicilina/ac. Clavulanico 100 0 0
Cefotaxima 100 0 0
Ceftriaxona 100 0 0
Cefoxitin 100 0 0
Ceftazidima 100 0 0
Imipenem 100 0 0
Ciprofloxacina 100 0 0

Realizado por: Ana Barrionuevo, 2015
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Figura 8-3: Perfil de resistencia/susceptibilidad en cepas de Proteus

mirabilis aisladas en queso fresco (n=2)
Realizado por: Ana Barrionuevo, 2015

En la (tabla 10-3) y (figura 9-3) Proteus mirabilis muestra sensibilidad del 100% (2/2) en cepas
aisladas frente inhibidores de betalactamasa (amoxicilina /acido clavulanico), cefalosporinas de
segunda generacion (cefoxitin), cefalosporinas de tercera generacion (cefotaxima, ceftriaxona,
ceftazidima), carbapenemico (imipenem) y quinolonas (ciprofloxacina), y 50% de resistencia
Ampicilina.

Rodriguez et al, (2005) menciona en su investigacion que Proteus mirabilis es uno de los
miembros de la familia Enterobacteriaceae méas sensible, debido entre otras causas a la ausencia
de betalactamasas cromosomicas. La resistencia en esta especie se debe fundamentalmente a la
adquisicion de betalactamasa plasmidicas, siendo TEM-1 la mas frecuentemente detectada, por
esta es la causa de la resistencia a la ampicilina. Los resultados obtenidos por Rodriguez et al, son
totalmente diferente a los obtenidos en esta investigacion, el 54% fueron susceptibles a todos los
antibidticos betalactdmicos ensayados, 28% resistentes a aminopenicilinas y cefalosporinas de

segunda generacion, y el 18% resistentes a cefalosporinas de tercera generacion.

La gran diferencia que existe entre los resultados analizados por Rodriguez y los de esta
investigacion, puede ser porque que las cepas aisladas fueron de pacientes atendidos en un
hospital, y las de este estudio fuero obtenidas de muestras de queso proveniente de queseras
artesanales, la otra razon puede ser porque Rodriguez analiza 87 cepas mientras que en esta se
Gnicamente se utilizan 2 cepas, mientras mayor cantidad de datos se tiene los resultados

obtenidos son confiables.

Rodriguez et al, concuerdan que las cepas de Proteus son mas sensibles que todas las

enterobacterias, por la ausencia de betalactamasa cromosémica.
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CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

Las muestras de queso fueron recolectadas siguiendo los pasos indicados por la Norma
Técnica Ecuatoriana INEN 1529-2:2013, realizando de manera adecuada la toma, transportar
y preparacion de las muestras para el analisis microbiol6gicos.

Los quesos elaborados de manera artesanal en zonas rurales de Riobamba no cumplen con la
Norma Técnica Ecuatoriana 1528:2012, para el recuento de enterobacteria la cual estable un
valor aceptable de 2 x 10?2 UFC/g, los valores obtenidos en esta investigacion se encuentras
entre 8.86 x 102 UFC/g y 9.86 x 10* UFC/g, sobre pasando, los limes aceptables establecidos
por la norma, convirtiendo este producto en un riesgo para la salud del consumidor.

En los quesos elaborados en las queseras provenientes de San Juan, Quimica y Pungala se
aislo 53 cepas de enterobacterias, correspondientes a 30% Enterobacter cloacae, 21% E. coli
y Kklebsiella oxytoca, 8% Enterobacter gergoviae y Shigella sonnei, 5% klebsiella
pneumoniae, 4% Enterobacter aerogenes y Proteus mirabilis.

Todas las cepas aisladas son 100% susceptibles a cefotaxima y ciprofloxacina, 96%
ceftazidima, %92 imipenen, 85% cefoxitin, 83% ceftriaxona, 53% amoxicilina/acido
clavulanico y un 10% para ampicilina, este 10% enterobacterias sensibles a ampicilina
corresponde a cepas de E. coli.

Las cepas aisladas presentan 75% de resistencia a ampicilina, 47% a amoxicilina acido

clavulanico, 13% a ceftriaxona, 15% a cefoxitin.
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RECOMENDACIONES

Implementacion de un manual de calidad en las queseras artesanales que incluya capacitacion del
personal que est4 a cargo de la manipulacion de la materia prima y del personal encargado de

elaboracién de quesos.

Se recomienda hacer un monitores de quesos desde la obtencién de la materia primas hasta el
producto final, en cada una de sus etapas, para saber con exactitud en qué etapa de elaboracion se

esta contaminando con enterobacterias, y tomar medidas de precaucion.

Para el estudio de resistencia susceptibilidad se recomienda hacer mas muestreos como tiempo

minimo de 1 una afio, para obtener datos confiables y estadisticamente significativos.

Realizar un estudio resistencia susceptibilidad en enterobacterias presentes en alimentos y
compararlas con las enterobacterias aisladas en pacientes hospitalizados.
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ANEXOS

Anexo A: Agrupaciones sugeridos de Agentes Antimicrobianos

Table 1C. Suggested Groupings of Antimicrobial Agents With US Food and Drug Administration

Clinical Indications That Should Be Considered for Routine Testing and Reporting on Anaerobic

Organisms by Clinical Microbiology Laboratories in the United States

Bacreroides fragifis Group and
Other Gram-Negative Anaerobes

Gram-Positive Anaerobes?

Amoxicillin-clavulanate
Ampicillin-sulbactam
Piperacillin-tazobactam

Ampicillin®
Penicillin®

Amoxicillin-clavulanate
Ampicillin-sulbactam
Fiperacillin-tazobactam

E Ticarcillin-clavulanate Ticarcillin-clavulanate
=8
<2 Clindanycin Clindamycin
& m
5%
o=
e . ]
] Doripenem Coripensm
% Ertapenem Ertapensm
o Imipenem Imipenem
Meropensm Meropenem

Metronidazole

Metronidazole

Penicillin®
Ampicillin®
Cefotetan Cefotetan
Cefoxitin Cefoxitin
Ceftizoxime Ceftizoxime
o Ceftriaxone Ceftriaxone
-
= .
o £ g Chloramphenicol
ala
SEs
oL - - - -
oSy Moxifloxacin Moxifloxacin
(=]
® g
o - — - —
Piperacillin Fiperacillin
Tetracycline

Fuente: (NORMAS CLSI M100-S25, 2015, p. 48)




Anexo B: Tabla Patrones estandar del halo de inhibicidn para Enterobacterias

GRUPO Antimicrobiano :i:i:::g:{ﬁsl} Diametro del halo de inhibicién {(mm)
Resistente Intermedia Sensible
A Ampicilina *° 10 <13 14-16 =17
Cefalotina ®° 30 <14 15-17 =18
Cefazolina® ° 30 <14 15-17 =18
Gentamicina © 10 <12 13-14 >15
B Amoxicilina/acido clavulanico 2010 <13 14-17 =18
Ampicilina/sulbactam 10110 <11 12-14 =15
Piperacilina/tazobactam 100/10 <17 18-20 >21
Ticarcilina/acido clavulanico 7510 <14 15-19 =20
Mezlocilina 75 <17 18-20 =21
Ticarcilina 75 =14 15-19 =20
Piperacilina 100 <17 18-20 >21
Cefamandol 30 <14 15-17 =18
Cefonicid 30 <14 15-17 =18
Cefuroxima (oral) 30 <14 15-22 =23
Cefpodoxima 10 <17 18-20 >21
Cefixima 5 <15 16-18 =19
Cefoxitina 30 <14 1517 =18
Cefotetan 30 =12 13-15 =16
Cefmetazol 30 <12 13-15 >16
Cefoperazona® 75 <15 16-20 >21
Cefotaxima® ® 30 =14 15-22 =23
Ceftizoxima® 30 <14 15-19 =20
Ceftriaxona™ ® 30 <13 14-20 =21
Cefepima 30 <14 15-17 =18
Imipenem 10 <13 14-15 >16
Meropenem 10 <13 14-15 >16
Amikacina 30 <14 15-16 =17
Ciprofloxacino *° 5 <15 16-20 >21
Levofloxacino 5 <13 14-16 =17
Trimetoprim/sulfametoxazol * 1,25/23,75 <10 11-15 >16
c Ceftazidima® 30 <14 1517 =18
Aztreonam® 30 <15 16-21 =22
Kanamicina 30 <13 14-17 >18
Netilmicina 30 <12 13-14 >15
Tobramicina 10 <12 13-14 =15
Tetraciclina © 30 <14 15-18 =19
Cloranfenicol® 30 <12 13-17 =18
D Carbenicilina 100 <19 20-22 =23
Cinoxacino 100 <14 15-18 =19
Lomefloxacino 10 <18 19-21 =22
MNorfloxacino 10 <12 13-16 =17
Ofloxacino 5 <12 13-15 =16
Loracarbef 30 <14 15-17 >18
Nitrofurantoina 300 <14 15-16 =17
Sulfisoxazol 250 0 300 <12 13-16 =17
Trimetoprim 5 <10 11-15 =16
Fosfomicina 200 <12 13-15 >16

Fuente: Normas CLSI-NCCLE, 2015



Anexo C: Fotografias Enterobacterias en Agar glucosa Bilis Rojo Violeta
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Quesera C

Quesera A

Quesera D Quesera F Quesera E



Anexo D: Fotografias de bacilos Gram negativos observados en el lente de 100X

Muestra: C

Muestra: F

Muestra: E

Muestra: B

Muestra: E

Muestra: F

Muestra: A

Muestra: D

Muestra: A




Anexo E: Resultado de las pruebas Bioquimicas

E. coli aislada de la quesera A Enterobacter cloacae aislada en quesera A

Enterobacter gérgoviae aislada de la Klebsiella pneumoniae aislada de la quesera C

quesera F

Klebsiella oxytoca aislada de la quesera D | proteus mirabilis aislada de la quesera D

Shigella sonnei aisladas de la quesera E

Enterobacter aerogenes aislada de la quesera




Anexo F: Resistencia/susceptibilidad en cepas de Enterobacterias

Comparacién con el McFarland Hisopado en las tres direcciones.

E. coli resistente a AM

Shigella sonnei aislada de la quesera E

E. aerogenes resistente a AM E. aerogenes resistente a AMC




K. pneumoniae resistente a ampicilina

S

E. gergoviae resista AMP y FOX

Proteus mirabilis resistente a AMP

E. cloacae resistente al FOX

E. cloacae resistente al AM y CRO

K. pneumoniae sensibl al FOX, CAZ, AMC
y CTX




Anexo H: Queseras artesanales donde se tomé la muestra.

Quesera San Juan

Quesera Pungala




Anexo H: test de ANOVA

Variable N E* E* Ry CW

Enterobacterias 18 0,8 0,77 24,12

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Hodelo. 101883,21 5 20376,64 12,24 00,0002
Procedencia 941597,04 2 47098,52 28,29 <0,0001
fue=era 815,45 1 819,45 0,45 0,4963
E. Evaluacidn 6266,73 2 3433,36 2,06 0,16%39
Error 1%976,59 12 1664,7
Total 1218559,80 17

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=62,84533
Error: 1664,71585 gl:r 12
Procedencia Mediaz n E.E.

Pungala 238,88 & 16,66 L
San Juan 199,16 & 16,66 L
Quimiag §9,47 & 16,66 =

Madiss con uns letra comin no son significativamente diferentes(p<= 0,.058)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS5=41,90672
Error: 1664,71585 gl:r 12

Quezera Medias n E.E.

2,00 175,91 9 13,60 &

1,00 162,42 9 13,60 &

Medias conr una lektra comin ne son sigrifi

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=62, 684533
Error: 1664,71585 gl:r 12
E. Evaluacidn Medias n E.E.

1,00 196,07 & 16,66 L
30,00 161,13 & 16,66 L
15,00 150,30 & 16,66 I

Medias conr una lektra comin ne son sigrifi

~z i
oatl

~z i
oatl

ramente diferentes (ps= 0,05)

ramente diferentes (ps= 0,05)



