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RESUMEN

La presencia de bacterias resistentes a los antibidticos genera mucha preocupacion porque podria
convertirse en un problema de salud publica. Se evaluaron bacterias patdgenas significativas en
humanos aislados de quesos frescos distribuida en puestos de mercados provenientes de Canta.
Se analizaron 50 cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus provenientes de la
elaboracion de productos lacteos artesanales (queso fresco). La susceptibilidad antimicrobiana se
determind utilizando 7 antibiéticos a traves del método de disco difusion, de las cepas de E. coli
aisladas se encontr6 que el 42% (21/50) eran resistentes a Oxacilina (1ug) y a clindamicina con
el 40% (20/50). El 34% (17/50) se encontr6 para las cepas aisladas de S. aureus con un aumento
en la resistencia a vancomicina (30 ug). De los resultados obtenidos de la resistencia bacteriana
de estas cepas se demostré que es importante el estudio de la sensibilidad antimicrobiana a lo
largo del tiempo, debido a que los datos sefialan multiresistencia y que este alimento necesita

cobrar mas relevancia en nuestro pais.

Palabras clave: Resistencia, Escherichia coli, Staphylococcus aureus



ABSTRACT

The presence of antibiotic resistant bacteria is of great concern because it could become
a public health problem. Significant pathogenic bacteria were evaluated in humans
isolated from fresh cheeses distributed in market stalls from Canta. Fifty strains of
Escherichia coli and Staphylococcus aureus from the production of artisan dairy products
(fresh cheese) were analyzed. The antimicrobial susceptibility was determined using 7
antibiotics through the diffusion disk method, of the isolated E. coli strains it was found
that 42% (21/50) were resistant to Oxacillin (1ug) and clindamycin with 40% (20/50).
34% (17/50) were found for S. aureus isolates with increased resistance to vancomycin
(30 ug). From the results obtained from the bacterial resistance of these strains, it was
shown that the study of antimicrobial sensitivity over time is important, since the data

indicates multi-resistance and that this food needs to become more relevant in our country.

Key words: Resistance, Escherichia coli, Staphylococcus aureus.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios la resistencia bacteriana a los antimicrobianos, es una de las principales
causas que afecta a la salud publica. EI evento que afecta principalmente a las bacterias esta
directamente relacionado con el uso de los antimicrobianos en los animales como el ganado y
posteriormente la propagacion de las bacterias a través de los alimentos. Es asi, que algunas
cepas de Staphylococcus aureus meticilina resistente y Escherichia coli tienen la capacidad de
encontrarse a traves del aislamiento en productos lacteos como el queso fresco (producto final)
obtenido de la materia prima (leche no pasteurizada), contaminada a lo largo de su produccion,
afectando la cadena alimentaria. Asimismo, la presencia de S. aureus puede producir
enterotoxinas estafilocdcicas, que estan asociadas a intoxicacion alimentaria enhumanos y
mastitis en animales, ocasionando serias pérdidas economicas desde la obtencidn de la materia
prima (la leche no pasteurizada). A menudo, este problema puede evitarse con el cumplimiento

y conocimiento de normas a las que se enfrenta el productor de queso artesanal.

La problematica no solo afecta la salud de las personas y animales, por tanto, es importante la
prevencion y vigilancia de las enfermedades bacterianas transmitidas por animales con el fin

de disminuir la resistencia antimicrobiana a lo largo de toda la cadena productiva del queso.

Por consiguiente, es importante cumplir los criterios microbiologicos de la ICMSF en el
establecimiento de las técnicas de analisis de riesgo para los alimentos en el Libro 2 (ICMSF,
2018), que se basan en el riesgo y difieren dependiendo de si el queso se ha elaborado con leche
cruda, para cepas de E. coli y S. aureus. Ademas, segun la Resoluciéon Ministerial Nacional N°
591-2008/MINSA; Norma sanitaria que establece los criterios microbioldgicos de calidad

sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo humano, establece que estas



especificaciones técnicas deberan ser cumplidas para alimentos elaborados y ser considerado

apto para el consumo.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es determinar la resistencia de Escherichia coli y

Staphylococcus aureus meticilina resistente aislado de quesos frescos de la localidad de Canta.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La presencia de S. aureus en el queso ocasiona serias pérdidas econdémicas, el cual impacta en
el ganado rumiante ocasionando infecciones graves intramamarias y en donde estas cepas son
capaces de causar intoxicaciones alimentarias a partir de alimentos contaminados, incluidos la
leche y los productos lacteos (Kimmel et al., 2016). Por esta razén, es muy importante vigilar
la cadena de almacenamiento y transporte de la materia prima, porque permite la multiplicacion
de los microorganismos mesoéfilos (Das et al., 2015). Asimismo, en la elaboracion de productos
lacteos locales, las granjas lecheras comunmente usan leche cruda para la produccion de queso,
dependen de pozos para el suministro de agua y tienen animales productores de leche cerca de
las instalaciones. Estos factores pueden aumentar el riesgo de contaminacion de los productos

lacteos con bacterias patdgenas (Bellio et al., 2018).

Habitualmente este problema puede ser atendido siguiendo las recomendaciones de las normas
de buenas practicas o tener informacién acerca del tema. Sin embargo la leche cruda y
productos lacteos contaminados son una fuente potencial de brotes causados por Escherichia
coli O157: H7 (Honish et al., 2005; Baylis, 2009; Ravel et al., 2009). Asimismo, la presencia
de Staphylococcus aureus en productos derivados de la leche es un problema que aqueja,
debido a su capacidad de colonizar e infectar a humanos y animales, el cual no debe ser
aceptado, ademas el uso excesivo de antibi6ticos a menudo exhibe resistencia a diferentes

clases de antimicrobianos en la ganaderia de manera preocupante.

Por estas razones, la contaminacion microbiana de los quesos tiene consecuencias muy

importantes, tanto para la industria lactea, dadas las posibles pérdidas econémicas, como para



la salud publica, por el riesgo de brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos (De

Oliveiraet al., 2017).



1.1.  JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Actualmente la leche es uno de los alimentos méas importantes en la dieta, no solamente durante
la infancia, sino también en mujeres embarazadas o lactantes, y para las personas mayores. El
consumo de derivados lacteos como el queso fresco es muy elevado en nuestro pais. Por ello,
es importante la deteccion y cuantificacion de patdgenos presentes en un producto lacteo el
cual constituye uno de los parametros mas importantes para evaluar la calidad sanitaria de este
alimento. En este sentido, la Organizacion Mundial de la Salud recomienda monitorizar la
resistencia antimicrobiana en una «bacteria indicadora» como E. coli para analizar los
mecanismos de resistencia que pudieran diseminarse a traves de alimentos de origen animal y

sus derivados, en diferentes areas geograficas (OMS, 2015).

Muy pocos estudios pueden ayudar a identificar si los aislamientos presentes en el animal vivo
terminaran en los productos lacteos o si los aislamientos que se encuentran en los productos
finales se originan a partir de contaminaciones a lo largo de la cadena alimentaria (Wendlandt
et al., 2013). Por lo tanto, estudiar y comprender la resistencia bacteriana de Escherichia coli

y Staphylococcus aureus en particular es de gran interés tanto desde el punto de vista de la
salud publica asi como también segun la OIT establece el principio sobre salud y seguridad de
los trabajadores los cuales deben estar protegidos contra enfermedades o accidentes que
resulten de su trabajo es por ello, que cada afio se producen 2,78 millones de muertes
relacionadas con el trabajo. Ademas del inmenso sufrimiento que esto causa a los trabajadores
y sus familias, los costes econdmicos que ello conlleva, las interrupciones de produccion y los
costes de la atencion sanitaria representan pérdidas econdmicas (Organizacion Internacional

del Trabajo-C187, 2006).



Por consiguiente, las enfermedades transmitidas por los alimentos relacionados con el consumo
de queso generalmente involucran productos elaborados con leche cruda (Choi et al., 2016).
Asimismo, en los ultimos afios se observa un aumento de la resistencia de estos
microorganismos a los principales antibidticos de uso clinico y veterinario principalmente
como la ampicilina, tetraciclina, cefotaxima, oxacilina, gentamicina, clindamicina y

vancomicina.



1.2. OBJETIVO GENERAL

Determinar la resistencia de Escherichia coli y Staphylococcus aureus meticilina resistente

aislado de quesos frescos de la localidad de Canta.

1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar en medios de cultivos selectivos y diferenciales e identificar mediante pruebas
bioquimicas a Escherichia coli y Staphylococcus aureus meticilina resistente en muestras de

queso fresco.

Determinar la sensibilidad por el método Kirby-bauer de Escherichia coli y Staphylococcus
aureus frente a los antibidticos ampicilina, tetraciclina, cefotaxima, oxacilina, gentamicina,

clindamicina y vancomicina.

Analizar comparativamente los perfiles de resistencia antimicrobiana de Escherichia coli y

Staphylococcus aureus meticilina resistente aislados de la muestra de queso.



2. MARCO TEORICO

Queso fresco

El queso fresco es un producto lacteo elaborado artesanalmente, el cual resulta de la
acidificacion y coagulacion de la leche fresca cruda no pasteurizada, ademas contiene enzimas

y una serie de agentes bacterianos que forman parte de la microbiota.

Las caracteristicas fisicoquimicas como pH, calidad del agua, temperatura de almacenamiento
y contenido de sal, favorecen el crecimiento de bacterias especificas en el queso (Silva et al,

2021).

La microbiota que se encuentra en el queso fresco varia debido a una serie de factores,
principalmente la calidad microbioldgica de la leche, la intensidad del tratamiento térmico, el
tipo de cultivo bacteriano empleado y las condiciones de higiene durante el procesamiento. La
leche cruda tiene una microbiota normal que es predominantemente grampositiva, pero
también se pueden encontrar mohos, levaduras y bacterias gram negativas. Asimismo, el sabor
se debe principalmente a la presencia de las bacterias acido lacticas (Lactococcus spp.,
Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., y Enterococcus spp), las cuales contribuyen también a la
inhibicion del crecimiento de microorganismos patdégenos como Escherichia coli y Listeria

monocytogenes (De Oliveira et al., 2017).

Principales microorganismos patdégenos

Las principales especies bacterianas involucradas en enfermedades transmitidas por alimentos
asociadas al consumo de queso incluyen Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli (PEC), Enterobacter, Clostridium botulinum, Mycobacterium avium



ssp. Paratuberculosis (MAP), Arcobacter skirrowii, y Salmonella entérica (Comision

Internacional sobre Especificaciones Microbioldgicas para los Alimentos, 2001).

Géneros como Serratia, Hafnia, Rahnella, Buttiauxella y Leclercia representan coliformes
ambientales y recientemente se demostré que incluyen al menos algunas cepas capaces de

crecer en la leche a temperaturas de refrigeracion (Masiello et al., 2016).

Caracteristicas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus

Escherichia coli segun la clasificacion taxondmica se describe que, es una bacteria Gram
negativa, anaerobia facultativa, catalasa positiva, oxidasa negativa, en forma de bacilo yque es
capaz de fermentar acido y gas que produce glucosa, con un crecimiento 6ptimo a 37

°C. Las cepas patdgenas generalmente sobreviven a temperaturas de refrigeracion, pero los
recuentos se reducen después de 1 a 5 semanas de almacenamiento. E. coli no es
termorresistente, muriendo a 60°C en pocos segundos. Sin embargo, es capaz de resistir por

largos periodos a temperaturas de refrigeracion (De Oliveira et al., 2017).

E. coli O157:H7 es el serotipo que presenta mayor riesgo para la salud publica, las principales
condiciones favorables para su desarrollo en productos lacteos incluyen temperatura éptima
(37°C), pH optimo (7,5), desarrollo en caldo NaCl al 6,5% y supervivencia por largos periodos
en productos acidos o fermentados E. coli. El serotipo O157:H7 se encuentra ampliamente en
la leche cruda y tiene un potencial muy amenazador de causar infecciones y muertes
relacionadas con los alimentos relacionados con el queso. A diferencia de los otros serotipos,
0157:H7 es relativamente tolerante a los acidos, hecho que ha sido confirmado durante el

proceso de produccién del queso (Reitsma y Henning, 1996).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002203021630340X#bib0250

Staphylococcus aureus es un coco grampositivo, no formador de esporas y no movil. Este
anaerobio facultativo, catalasa positivo pertenece a la microbiota comensal de humanos y
varias especies de animales, puede ser una amenaza para la salud humana y animal y puede
causar intoxicacién alimentaria estafilococica (SFP) en humanos. Ademas, crece en
temperaturas entre 7,0 y 47,8°C, siendo 37°C la temperatura éptima (Jay et al., 2005). Tolera

concentraciones de sal de 0% a 20%, conservando la capacidad de multiplicarse.

Mecanismos de resistencia a los antibiéticos

La resistencia bacteriana de ciertos microorganismos patogenos se debe a la falta de control y
prevencion en el uso de farmacos de uso veterinario e incorrecta manipulacién en donde la
transmision es por zoonosis. Staphylococcus aureus es causante de la mastitis el cual es
frecuentemente aislado de la leche bovina, es una enfermedad de presentacion endémica y es
considerada una de las mas costosas en la industria lactea (Ribeiro et al, 2019). Ciertas cepas
de S. aureus pueden desarrollar resistencia a los antibidticos betalactamicos como la penicilina,
que se utilizan de manera generalizada para tratar las infecciones. Estas cepas se conocen como
S. aureus resistente a la meticilina (SARM), cuya resistencia se debe a la produccion de
enzimas B-lactamasas. Es decir, emergen nuevas especies de Staphylococcus aureus meticilino
resistente 'y poseen diferentes mecanismos de resistencia antimicrobiana como:
alteracion/reemplazo del sitio blanco, impedimento para acceder al blanco, inactivacién
enzimatica del antibiotico, activacion de bombas de eflujo transmembrana para bloquear la

accion del antimicrobiano (Wendlant et al, 2013).

Escherichia coli contiene cepas potencialmente patogenas que producen la toxina Shiga
(STEC) 0O157: H7 y 0103: H2 que se pueden encontrar en el ambiente y productos derivados

de la leche cruda (Limoges y Donnelly. 2019).



Los animales empleados para la produccion de leche son un importante reservorio conocido de
Escherichia coli (VTEC) y suelen ser portadores asintomaticos (Caprioli et al., 2005). La leche
cruda contaminada y los productos lacteos preparados con leche cruda contaminada son una

fuente potencial de brotes causados por Escherichia coli O157: H7 (Baylis et al, 2009).

La resistencia a los antimicrobianos por parte de los microorganismos aparece y se propaga a
través de animales, personas, alimentos y el ambiente, debido al abuso y al mal uso de

antimicrobianos en la produccién agropecuaria.

Contaminacién de alimentos por malas préacticas

El ganado vacuno es uno de los reservorios mas importante de microorganismos patégenos
como Staphylococcus aureus, las posibles fuentes de contaminacion en un derivado lacteo
podrian estar relacionadas por las malas practicas de crianza, el agua, el equipo de ordefio y el
ambiente (Bergonier et al., 2003; Jorgensen et al., 2005c). Siendo un problema de salud publica
también la presencia de Escherichia coli patégeno en un producto lacteo como el queso, el cual
proviene de condiciones de produccion insalubres relacionadas con la contaminacion fecal,
practicas deficientes de higiene personal, utensilios y equipos mal desinfectados o materia

prima contaminada (CFSAN de la FDA de EE. UU., 2009).

Por otro lado, las granjas lecheras cominmente usan leche cruda para la produccion de queso,
dependen de pozos privados para el suministro de agua y tienen animales productores de leche
cerca de las instalaciones lecheras. Estos factores pueden aumentar el riesgo de contaminacion

de los productos lacteos con bacterias patogenas (Oliver et al., 2009).

Segln laNTS N°118-MINSA/DIGESA-V.01, Pert 2015, el queso “fresco” pertenece al Grupo

2 de Alimentos de Alto Riesgo (AAR), alimento de origen animal con algun tratamiento



tecnoldgico que requieren cadena de frio (refrigeracion/congelacion), que de no observarse

estas condiciones podria causar una ETA (Ministerio de Salud del Per(-2015).

La elaboracion de quesos generalmente es muy variable y se encuentra marcada principalmente
por aspectos como; las deficientes practicas de higiene, la poca o nula verificacion de la calidad
de la materia prima (leche), proceso de fabricacién no tecnificado, transporte inadecuado, asi
como deficiencias al momento de su expendio. Ademas, muchos de los quesos que se producen
a nivel artesanal pueden contener una gran diversidad de microorganismos de interés sanitario

(Gonzales et al., 2015).



3. ANTECEDENTES

En la Gltima década, es oportuno mencionar que varios de los estudios consideran que el uso
excesivo de antibidticos en la medicina y la ganaderia han contribuido a la aparicion de
resistencias a los antibioticos entre las que se encuentran Escherichia coli y Staphylococcus

aureus.

Trmcic et al. 2016. Evaluaron la presencia de coliformes en el queso y su asociacion con
caracteristicas especificas en presencia de patégenos elaborados en condiciones insalubres.
Analizaron 273 muestras de queso para detectar la presencia de Salmonella, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli productora de toxina Shiga y Listeria monocytogenes. Ademas,
consideraron que el pH, la actividad del agua, el tipo de leche y el tipo de corteza fueron
factores significativamente asociados con la deteccion de coliformes en el queso. También
detectaron que el queso elaborado de leche no pasteurizada, dio positivo para coliformes en
concentraciones (42% con >10 UFC/g), en comparacion con el queso de leche pasteurizada

(21%).

Bellio et al. 2018. Estudiaron el comportamiento de E. coli O157:H7, en la elaboracion y
maduracion del queso con Denominacion de Origen Protegida (DOP). Para ello, realizaron el
seguimiento de la produccién de queso Fontina DOP en 3 queserias, evaluaron el uso de los
bacilos de &cido lactico (LAB), el pH y la actividad del agua. Luego realizaron la produccién
de queso con leche no pasteurizada, seguido para la produccién experimental, la leche fue
inoculada con E. coli O157: H7 a una concentracion de 5 log10 ufc/mL y cultivos iniciadores

comerciales de acuerdo a la normativa Fontina DOP, el aumento del recuento de LAB y la



disminucion del pH en las primeras horas no parecieron afectar el crecimiento de E. coli 0157.

Sin embargo, encontraron que la maduracion inhibe la supervivencia del patdgeno.

Papadopoulos et al. 2018. Evaluaron la prevalencia de meticilina resistente a Staphylococcus
aureus (MRSA) en la cadena de produccién de productos lacteos. Obtuvieron los siguientes
resultados el 99,6% fueron resistentes al menos un antimicrobiano y el 13,3% fueron resistentes
a multiples farmacos (MDR), exhibiendo resistencia a tres 0 mas clases de antibioticos. El 3%
de las muestras fueron encontradas contaminadas por MRSA. Los autores concluyen que la
presencia de MDRS especialmente MRSA, en animales y productos lacteos representa una
amenaza potencial para la propagacion de este patdgeno en la comunidad, asi como la

contaminacion de los productos lacteos a lo largo de su cadena de produccién.

Limoges & Donnelly. 2019. Analizaron el impacto retrospectivo del queso de acuerdo a las
pautas del Programa de Cumplimiento de Queso y Productos de Queso de la FDA. Para ello
encontraron que el 76% (2,300) muestras de (3,007) contenian niveles de E. coli no toxigénica
que excedian 10 (MPN/g). Asi mismo de estas muestras, el 68% (2,047) excedieron las pautas
regulatorias de 2009 de 100/g. Por lo que concluyeron que los quesos maduros blandos y
semiblandos fueron los tipos de queso mas afectados por la aplicacién de los estandares de E.
coli no toxigénicos. Sin embargo, las asociaciones entre niveles de S. aureus de 10 000 UFC/g
y la presencia de Salmonella y L. monocytogenes fueron estadisticamente significativos, lo que
indica que las regulaciones de la UE en cuanto a S. aureus como el patdgeno de interés pueden

ser més apropiados para la evaluacion de la seguridad del queso.



Alghizzi & Shami. 2021. Evaluaron la prevalencia de Staphylococcus aureus y su resistencia
a la meticilina en leche y productos lacteos. Para ello, primero analizaron la susceptibilidad
antimicrobiana de Staphylococcus aureus y sus enterotoxinas estafilococicas en muestras de
leche sin pasteurizar. Como resultado el 70% de las 100 muestras de productos lacteos
recolectadas estaban contaminadas por bacterias de S. aureus y el 72,9% de ellas se definieron
como MRSA. Ademads, un gran nimero de aislamientos de MRSA se identificaron como

resistentes a maltiples farmacos.

Avilaetal. 2021. Evaluaron la prevalencia de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina
en los productos lacteos. De 141 muestras de productos lacteos recolectadas, el 26% fueron
positivas para S. aureus y el 14% de S. aureus los aislamientos fueron MRSA. Para ello,
primero, determinaron los patrones de resistencia y/o susceptibilidad mediante el método de
difusion en agar, posteriormente evaluaron la susceptibilidad antimicrobiana con los siguientes
antibidticos: penicilina, cefalotina, ampicilina, cefotaxima, sulfametoxazol mitrimetoprima,
gentamicina, eritromicina, dicloxacilina, tetraciclina, ciprofloxacino, clindamicina y

vancomicina.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Lugar de ejecucion

Este trabajo se realizo en el Laboratorio de Parasitologia (LA 79) de la Facultad de Biologia -
Universidad Ricardo Palma (Av. Benavides 5440 Urb. Las Gardenias, Santiago de Surco). Las

muestras fueron colectadas en la Localidad de Canta.

4.2.  Obtencion del material biolégico

Se recolectaron 40 muestras, las cuales corresponden a queso fresco, para las pruebas en
laboratorio, se obtuvieron de mercados ubicados en la localidad de Canta. La unidad de muestra
representativa fue de 200 g de queso. La recoleccion se llevd a cabo en las mismas condiciones
en que fue adquirido desde el punto de venta, el cual fueron colocados en bolsas de polietileno
de primer uso y transportadas al laboratorio en una caja de poliestireno con hieloa una

temperatura de 4°C para ser analizadas.

La cepa de Staphylococcus aureus meticilina ATCC 43300 resistente se obtuvo del laboratorio

de Parasitologia de la Universidad Ricardo Palma a cargo del Mg. Juan Carlos Ramos Gorbefia.

4.3.  Preparaciony dilucion de las muestras

Se peso6 25 g representativos de la muestra a analizar. En condiciones de asepsia se afiadié la
muestra a un frasco conteniendo 225 mL de agua peptonada al 0,1% y se homogenizo (dilucion

10h).



4.4. Aislamiento e Identificacion de Escherichia coli y Staphylococcus aureus

El aislamiento y la identificacion de las bacterias fueron realizadas de acuerdo al protocolo

establecido.

Método para el recuento en superficie de agar los microorganismos indicadores de
Inocuidad, Staphylococcus aureus y Coliformes Totales, segin la Commission on
Microbiological Specification for Foods (ICMSF)

a. Técnica de recuento en superficie de agar para Staphylococcus aureus

Se prepardé el medio de cultivo Agar Baird Parker en un frasco para luego autoclavar, después se
retird del equipo autoclave el frasco preparado, luego se enfrio hasta los 44°C y después se
afiadio la emulsién de yema de huevo con Telurito de potasio al 1% y se homogenizo mediante
agitacion con movimientos circulares. Luego, se plaqueo 15 mL de este medio por cada una de
las placas dejandola solidificar. Después, se prepard las muestras de queso, para luego afiadir
100 uL del homogenizado del alimento y de sus diluciones en la superficie del medio
conteniendo en placas independientes y se extendi6 cada in6culo con el asa de siembra hasta

que aparezca de nuevo la superficie seca.

Por cada dilucion se prepar6 dos placas. Luego, se incubaron las placas Petri invertidas durante
24 horas a 35-37°C y se examinaron. Después, se elegio las placas Petri que contengan entre 20
y 200 colonias y se contaron todas las colonias de color azabache rodeadas de las caracteristicas

reacciones en yema de huevo. Luego, se llevé a cabo la prueba de coagulasa con un nimero



significativo de colonias (no menos de cinco). Para finalizar, se calcul6 en nimero de S. aureus
por gramo de la muestra del alimento utilizando la proporcién de las colonias seleccionadas
productoras de DNAsa y la dilucidn correspondiente. Para la identificacion de Staphylococcus

aureus se realizaron las pruebas bioquimicas correspondientes como DNAsa.

b.  Técnica de recuento en superficie de agar para Coliformes Totales
Se preparé el medio de cultivo Agar Mac Conkey en un frasco para luego autoclavar, después se

retird del equipo autoclave el frasco preparado, para luego enfriarlo hasta los 44°C.

Luego, se plagueo 15mL de este medio por cada una de las placas Petri dejandola solidificar.
Después, se prepard las muestras de queso fresco, para luego afiadir 100 uL del homogenizado
del alimento y de sus diluciones en la superficie del medio conteniendo en placas
independientes y se extendi6 cada in6culo con el asa de siembra hasta que aparezca de nuevo

la superficie seca.

Por cada dilucion se preparé dos placas. Luego, se incubaron las placas invertidas durante 24
horas a 35-37°C y se examinaron. Después, se eligieron las placas Petri que contengan entre
20 y200 colonias y se contaron todas las colonias de color rojo a purpura, de 0,5 mm de
didmetro rodeado por un halo con precipitado. Para finalizar, se calculé el nimero de

Coliformes totales por gramo de la muestra del alimento y la dilucion correspondiente.

Para la identificacion de Escherichia coli se realizaron las pruebas bioquimicas

correspondientes como TSI, LIA, INDOL y CITRATO.



4.5.  Pruebas de la susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antibidtica se determind mediante el método de disco difusion (Kirby-

Bauer).

4.5.1.Preparacion del inéculo

Se prepar0 la suspension directa de la colonia en solucion salina al 0.9% a partir de un cultivo en
agar Muller Hinton de 18-24 h de incubacién. Ajustar a la turbidez equivalente al estandar 0,5

de la escala Mc. Farland.

4.5.2.Preparacion del estdndar (0,5 Mc. Farland).

Para estandarizar la densidad del in6culo se utilizé como estandar o patrén de comparacion una
suspension de sulfato de bario (0,5 de la escala de Mc. Farland), se prepard de la siguiente
manera: Se agregd 0,5 mL de una solucion de BaCl2 1% p/v a 99,5 mL de una solucion de

H2S04 1% v/v en constante movimiento para mantener la suspension.

4.5.3. Inoculacidén de las Placas

1. Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del inéculo, se sumergié un
hisopo estéril en la suspension, se roto el hisopo varias veces presionando firmemente
sobre la pared interior del tubo para remover el exceso del indculo.

2. Seguido se inoculo en la superficie seca de la placa de Muller Hinton, estriando con el

hisopo en tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del inéculo. Antes



de haber colocado los discos se dejo secar la placa a temperatura ambiente durante 3a

5 minutos para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido.

4.6.  Aplicacién de los discos

Los discos de sensibilidad empleados fueron: amoxicilina, tetraciclina, cefotaxima, oxacilina,

gentamicina, clindamicina y vancomicina.

1. Se colocaron los discos individuales sobre la superficie del agar con la ayuda de una
pinza estéril presionando suavemente sobre cada disco asegurandose un contacto
completo con la superficie del agar.

2. Los discos no deben ser removidos una vez que tomaron contacto con la superficie del

agar debido a que algunos antibidticos se difunden rapidamente.

4.7. Incubacién

Se incubaron las placas a 35°C dentro de los 15 minutos posteriores a la aplicacion de los
discos, por un periodo de 24 horas. Después del tiempo de incubacién se examinaron cada placa

y se midieron los diametros de los halos de inhibicion alrededor de cada disco.

4.8. Lecturade las placas e interpretacion de los resultados.

a. Se midieron los diametros de las zonas de inhibicion completa (incluyendo el diametro del
disco), usando un vernier. Se mantuvieron iluminados la parte posterior de la placa petri con

una luz reflejada localizada a unos cuantos centimetros sobre un fondo negro.



b. El punto final se tomd como el &rea que no muestra un crecimiento obvio, visible, que puede
ser detectado mediante observacién visual, no incluyendo velo de crecimiento o colonias muy

pequefias que puedan ser detectadas solo con mucha dificultad en el borde de la zona.

Los diametros de inhibicion fueron interpretados basandose en tabla N°1 en anexo N° 1. La
sensibilidad de la cepa bacteriana fue reportada como sensible (S), intermedio (1) o resistente
(R).

Tabla 1: Antibioticos y Diametros criticos para bacterias adaptados del CFA-SFM, segun el
INCCLS 2001

Antimicrobiano Contenido del Diametro en mm

seleccionado para E. coli disco R I S

CEFOTAXIMA 30 ug <14 15-22 >23
AMOXICILINA 25 ug <12 13-14 >15
VANCOMICINA 30 ug <14 15-16 >17
GENTAMICINA 10 ug <12 13-14 >15
OXACILINA 1ug <10 11-12 >13
TETRACICLINA 30 ug <14 15-18 >19
CLINDAMICINA 2 ug <15 16-18 >19




5. RESULTADOS

5.1. Identificacion y aislamiento de Escherichia coli.

Se seleccionaron 50 cepas sospechosas, confirmandose 08 cepas de E. coli positiva mediante las

pruebas biogquimicas IMVIC (ver Tabla 2).

Tabla 2. Pruebas de Identificacion de cepas de E. coli

CEPA TSI LIA CITRATO SIM PRESENCIA DE E.
(OBTENIDA coLl
DE CADA
MUESTRA)

M1-1 K/K A/A + = Enterobacteria spp.
M1-2 A/A A/A - - Enterobacteria spp.
M1-3 A/A K/K - - Enterobacteria spp.
mM2-1 A/A K/A - - Enterobacteria spp.
M2-2 A/A K/A - - Enterobacteria spp.
M2-3 A/K A/A - - Enterobacteria spp.
M2-4 A/A K/A - - Enterobacteria spp.
M2-5 A/A K/A - - Enterobacteria spp.
M2-6 A/A A/A - - Enterobacteria spp.
M3-1 A/A K/A - - Enterobacteria spp.
M3-2 K/A K/A - - Enterobacteria spp.
M3-3 A/A K/A - - Enterobacteria spp.
M3-4 A/A A/A - - Enterobacteria spp.
M4-1 A/A K/A - - Enterobacteria spp.
M4-2 A/A K/A - - Enterobacteria spp.
M5-1 A/A K/A + - Enterobacteria spp.
M5-2 A/A K/A - - Enterobacteria spp.
M5-3 A/A K/A - - Enterobacteria spp.
M6-1 A/A K/A + + Enterobacteria spp.
M7-1 A/A K/A - - Enterobacteria spp.
mMS8-1 A/A K/A - - Enterobacteria spp.
mM8-2 A/A K/A - - Enterobacteria spp.
mM8-3 A/A A/A - - Enterobacteria spp.
M8-4 A/K K/A - - Enterobacteria spp.
M9-1 A/A K/K + + Enterobacteria spp.
M9-2 A/A K/K + + Enterobacteria spp.
M10-1 A/A K/A - - Enterobacteria spp.
M11-1 A/A K/K - + Escherichia coli.

M11-2 A/K K/A - - Enterobacteria spp.
M11-3 A/A A/A - + Escherichia coli

M11-4 A/A K/K - - Enterobacteria spp.
M11-5 A/A K/K + - Enterobacteria spp.
M11-6 K/K A/A - + Escherichia coli




M11-7 K/K K/K - + Escherichia coli

M12-1 K/K K/K - + Escherichia coli.

M12-2 K/K K/K - + Escherichia coli.

M13-1 A/A K/A - - Enterobacteria spp.
M13-2 K/K K/K - + Escherichia coli.

M13-3 A/A A/A - - Enterobacteria spp.
M14-1 A/A K/K - - Enterobacteria spp.
M14-2 A/A K/A - - Enterobacteria spp.
M14-3 A/K K/K - - Enterobacteria spp.
M14-4 A/A K/K - - Enterobacteria spp.
M14-5 A/K K/K - - Enterobacteria spp.
M15-1 A/A A/A - - Enterobacteria spp.
M15-2 A/A K/A + + Enterobacteria spp.
M15-3 A/A A/A + + Enterobacteria spp.
Mi16-1 A/A A/A - - Enterobacteria spp.
M16-2 A/A A/A - - Enterobacteria spp.
M17-1 K/K K/K - + Escherichia coli

M17-2 A/A K/K - - Enterobacteria spp.

Leyenda:

TSI Resultado (+): A/A

LIA Resultado (+): K/IK
CITRATO: Resultado (-)
SIM-INDOL.: Resultado (+)
Resultados para Escherichia coli

5.2. ldentificacion y aislamiento de Staphylococcus aureus.

Se logro aislar 50 cepas sospechosas, confirmandose 16 cepas de S. aureus positivas mediante la

prueba de DNAsa positiva resultado de la coagulasa positiva (ver Tabla 3).

Tabla 3. Prueba de Identificacion de cepas de S. aureus

Cep a Presencia de

(obtenida DNAsa Staphylococcus

de cada

muestra) aureus
M1-1 + Staphylococcus aureus
M1-2 - Staphylococcus sp.
M1-3 - Staphylococcus sp.
M2-1 - Staphylococcus sp.
M2-2 - Staphylococcus sp.
M2-3 - Staphylococcus sp.
M2-4 - Staphylococcus sp.
M2-5 - Staphylococcus sp.
M2-6 + Staphylococcus aureus
M3-1 + Staphylococcus aureus
M3-2 + Staphylococcus aureus




M3-3 - Staphylococcus sp.
M3-4 - Staphylococcus sp.
M4-1 - Staphylococcus sp.
M4-2 + Staphylococcus aureus
M5-1 + Staphylococcus aureus
M5-2 - Staphylococcus sp.
M5-3 + Staphylococcus aureus
Me6-1 + Staphylococcus aureus
M7-1 + Staphylococcus aureus
M8-1 - Staphylococcus sp.
M8-2 - Staphylococcus sp.
M8-3 - Staphylococcus sp.
M8-4 - Staphylococcus sp.
M9-1 + Staphylococcus aureus
M9-2 + Staphylococcus aureus
M10-1 - Staphylococcus sp.
M11-1 - Staphylococcus sp.
M11-2 - Staphylococcus sp.
M11-3 - Staphylococcus sp.
M11-4 - Staphylococcus sp.
M11-5 - Staphylococcus sp.
M11-6 - Staphylococcus sp.
M11-7 + Staphylococcus aureus
M12-1 - Staphylococcus sp.
M12-2 + Staphylococcus aureus
M13-1 - Staphylococcus sp.
M13-2 + Staphylococcus aureus
M14-1 - Staphylococcus sp.
M14-2 - Staphylococcus sp.
M14-3 - Staphylococcus sp.
M14-4 - Staphylococcus sp.
M14-5 - Staphylococcus sp.
M15-1 - Staphylococcus sp.
M15-2 + Staphylococcus aureus
M15-3 + Staphylococcus aureus
M16-1 - Staphylococcus sp.
M16-2 - Staphylococcus sp.
M17-1 = Staphylococcus sp.
M17-2 - Staphylococcus sp.

Leyenda:
DNAsa: Resultado (+) para S. aureus

De las 50 cepas sospechosas y que fueron sometidas a pruebas de identificacion bioguimica, y de
acuerdo a los resultados obtenidos, por lo que se confirmaron 16 cepas de S. aureus DNAsa
positiva.



5.3. Evaluacion de resistencia bacteriana frente a antibidticos.

Cada una de las cepas seleccionadas fueron sometidas al método de Kirby-Bauer frente a seis
antibioticos clasificados en Betalactamicos (Amoxacilina y Oxacilina), Cefalosporinas
(Cefotaxima) Aminoglucésidos (Gentamicina), Lincosamidas (clindamicina), Glucopéptidos

(vancomicina) y Tetraciclinas (Tetraciclina), Obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 4: Se muestra la susceptibilidad de cepas de E. coli a los antibiéticos seleccionados,
mediante la medicion del didmetro del halo de inhibicién, siendo clasificadas como resistente,
sensible e intermedio de acuerdo al manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad

Antimicrobiana por el Método de Disco Difusion del INS.

CEPA FRUEEA DE SEMSIBILDAD — DIAMETRO MM
[SELECCIO

MADA)

[ cTx AMX  AMX VA VA GM  GM  TE TE CC2 CC2 OX1 O
Mi-1 2 I 17 [ 12 R 16 5 Y R 15 R 14 ;
Mi-2 23 5 13 R 13 R 23 5 18 I 15 R 19 3
Mi-3 3z 5 2z 5 12 R 28 5 17 I 15 R 16 3
Mz-1 22 I 22 5 15 I 23 5 17 I 12 R 14 ]
mMz-2 23 5 1z R 12 R 2 5 17 I 15 R 15 3
Mz-3 29 5 12 R 2 5 22 5 13 5 A 5 21 ]
Mz-4 34 5 15 [ 22 5 25 5 3 5 17 I 15 3
Mz5 13 5 22 5 15 5 22 5 24 5 17 I 17 ]
Mz-5 29 5 15 [ 15 I 23 5 15 I 14 R 12 I
M3-1 32 5 17 [ 15 I 25 5 11 R 2 5 0 R
M3-2 1z 5 13 [ 15 I 21 5 13 5 18 I 13 5
M3-3 4 5 2 5 0 R 23 5 2 5 2 5 1 R
M3-4 EE: 5 14 [ z 5 17 5 12 5 14 R 15 5
M4-1 4 5 2 5 15 I 25 5 2 5 18 I 71 ]
M4-2 79 5 27 5 15 I 23 5 12 R 15 R 2 ]
M5-1 3z 5 16 [ 15 I 25 5 16 I 16 I 17 3
M5-2 29 5 13 R 18 5 25 5 2 5 18 I 17 3
M52 29 5 15 [ 16 I 26 5 18 I 17 I 21 ]
Ms-1 79 5 17 [ 18 5 24 5 15 I 13 R 2 ]
M7-1 28 5 1 R 1 R 13 5 22 5 0 R 0 R
Ma-1 26 5 12 R 11 R 16 5 13 R 1 R 1 R
Ms-2 32 5 15 [ 22 5 13 5 13 5 16 I 18 s
Ms-3 L 5 23 5 19 5 2 5 22 5 16 I 1 R
ME-3 24 5 11 R 1 R 15 5 17 I 0 R 0 R




M3-1 34 5 32 5 14 R 18 5 21 3 21 5 3 3
M3-2 33 5 17 I 149 5 34 5 21 3 19 3 23 5
M10-1 31 5 13 R 15 | 2.2 5 15 | 18 | 13 3
M11-1 26 5 1 R 16 | 13 5 12 R o R 1 R
M11-2 3 5 15 I 15 5 25 5 22 3 18 | 21 3
M11-3 3 5 24 5 1 R 22 5 14 R 19 3 21 5
M11-4 3 5 2 5 15 | 22 5 2 3 15 5 13 3
M11-5 3 5 17 I 12 R 17 5 18 | 14 R 14 5
M1i-6 26 5 16 I 15 | 13 5 15 | 17 | 1 R
M11-7 26 5 16 I 15 | 13 5 15 | 17 | 1 R
M12-1 26 5 16 I 15 | 13 5 15 | 17 I 1 R
nMiz2-2 26 5 16 I 15 | 13 5 15 | 17 | 1 R
M13-1 31 5 15 I 14 R 21 5 o 18 | [a] R
M13-2 3 5 16 I 18 5 2 5 0 0 14 R 0 R
M13-3 25 5 22 5 18 5 23 5 15 | 21 5 1 R
M14-1 29 5 23 5 17 5 16 5 18 | 15 R 17 5
Mi14-2 33 5 25 5 21 5 3 5 22 3 21 5 1 R
M14-3 3 5 1 R 15 | 17 5 18 | 18 | 1 R
M14-4 33 5 23 5 18 5 2 5 21 3 15 5 14 3
M14-5 33 5 13 R 15 5 21 5 W] v] 12 R 4] R
MI15-1 33 5 1 R 13 R 23 5 2 3 15 5 1 R
M15-2 o R o 1] L1 R 4] 1] W] v] o R 4] R
M15-3 36 5 19 5 1 R 25 5 22 3 15 R 14 3
Mi1e-1 36 ] 25 ] 1z 3 25 ] 24 5 27 5 1 R
Milg-2 25 5 13 R 15 | 2 5 15 3 14 R [a] R
M17-1 32 5 12 R 15 5 21 5 22 3 16 | 12 |
M17-2 3 5 12 R 12 R 8 R 15 3 15 R 0 3
Leyenda:

e R = Resistente, S = Sensible, | = Intermedio
e Antibidticos:
CTX= Cefotaxima, AMX= Amoxicilina, VA= Vancomicina, GM= Gentamicina, TE=

Tetraciclina, CC2= Clindamicina y OX1= Oxacilina

Las muestras sometidas presentaron diferentes diametros de zona de inhibicion entre ellas, asi

como entre las familias de antibidticos.



De las 50 cepas de E. coli aisladas e identificadas resultaron resistentes a Cefotaxima (n=1, 2%),
Amoxicilina (n=15, 30%), Vancomicina (n=15, 30%), Gentamicina (n=1, 2%), Tetraciclina
(n=8, 16%), Oxacilina (n=21, 42%) y Clindamicina (n=20, 40%) (Ver Tablas 5y 7).

Asimismo 15, 21y 20 cepas fueron resistentes a uno, dos y tres antibiéticos, respectivamente (ver

Tabla 5). La resistencia de cepas de E. coli a dos 0 mas antibidticos represento el 42% (21/50).

Fotografia N° 1: Susceptibilidad de las cepas frente a los antibi6ticos en las muestras
analizadas de Escherichia coli.

Fotografia N° 2: Susceptibilidad de las cepas frente a los antibioticos en las muestras
analizadas de Staphylococcus aureus.



Perfil de Sensibilidad Antimicrobiana en cepas de S. aureus

Tabla 5: Se muestra la susceptibilidad en cepas de S. aureus DNasa positiva a los antibioticos
seleccionados, mediante la medicion del diametro del halo de inhibicién, siendo clasificadas
como resistente, sensible e intermedio de acuerdo al manual de Procedimientos para la Prueba de
Sensibilidad Antimicrobiana por el Método de Disco Difusion del INS

CEPA PRUEBA DE SENSIBILIDAD

{GIEI;EELN;D'P‘ CTY CTX  AMX Al VA WA GM G TE TE cc2 cc2 0x1 0x1

MUESTRA)
M1-1 3 33 £ 32 E) n s 35 ] 35 3 n 5 13
M1-2 5 2 A 33 5] 2 5 32 5 34 pat 5 23
M1-3 5 33 5 36 R 15 5 35 5 35 L} 4 5 2
M2-1 5 23 § 32 5 15 R 2 5 31 L} P 5 e
M2-2 5 35 3 33 5 19 5 2 5 33 5 3 5 2
M2-2 3 25 £ 33 5 15 = 2 ] 31 3 19 5 I
M2-4 r 15 R 11 R 13 I 13 ] 2 I 2 R 1
M2-5 5 32 A 36 5] s 5 2 5 33 L 2 5 23
M2-& 3 2 £ 36 E) X s 4 ] 32 3 4 5 I
M3-1 5 35 A 39 5] 4 5 4 5 34 L 23 5 16
M3-2 5 25 5 7 5 2 5 2 5 32 L} 2 5 2
M3-3 R 0 § 31 5 16 5 2 5 35 L} P 5 23
E 5 2 3 34 5 17 5 P 5 28 5 4 5 2
Ma-1 I 18 £ 7 5 2 = 3 ] 32 3 25 5 27
Ma-2 5 2 5 il 5 1% L} 3 ] 34 L} 2 5 I
M5-1 5 P A 2 5] 16 5 3 ] 29 L P 5 13
ME-2 3 33 £ 7 E) X s 4 ] 15 3 2 5 15
M5-3 5 2l A 4 5] 19 5 2 5 26 L 3 5 2
Me-1 R a R a R a 5 2 5 32 L} s 5 13
M7-1 5 31 § 33 5 2 5 34 5 2 L} 25 5 14
ME-1 5 36 3 k2 5 19 5 4 5 31 5 Il 5 2
Ma-2 3 31 £ 36 5 2 = 31 ] 3 3 4 5 2
Ma-3 5 3 5 4 5 21 R il R L] R a R a
ME-4 5 3l A 36 5] 2 5 31 ] 3 L 4 5 2
Me-1 3 I £ 35 E) 13 R a R ] R a R a
M3-2 5 21 | 16 5 16 5 2 5 31 24 5 13
M10-1 5 Il 5 24 5 15 5 2 5 2 5 3 5 2
M11-1 5 31 | 14 R 14 5 13 5 2 I 13 5 21
M11-2 5 2 5 31 R 13 5 21 5 2 5 2 5 3
M11-3 5 2 S 7 R 14 5 2 5 19 5 2 S 2
M11-2 5 3 5 31 5 13 5 18 5 21 5 2 5 2
M11-5 5 23 | 14 R 14 5 18 R 1 I 16 5 13
M1l-6 5 25 5 31 R 1 5 23 5 2 5 2 5 27
M11-7 ] 31 3 33 R 14 ] 23 ] 4 3 2 5 2
Mi2-1 ] 35 = 35 R 14 ] 13 ] 4 3 25 5 2
Mi2-2 ] 3 | 14 R 14 ] 15 ] 16 I 18 5 b
Mi3-1 ] 2 = 3 E) 15 ] ) ] 15 I 13 5 31
Mi3-2 ] 3 3 32 E) 15 ] 18 ] 25 3 2 5 31
Miz-3 ] 34 = 4 E) 18 ] ) ] 4 3 2 5
Mid-1 ] 34 | 16 E) 15 ] 2 ] P I 13 5 25
Mid-2 ] 3 | 14 R 13 ] 15 R 1 3 2 5 Z
Mi4-3 5 31 5 17 R 13 3 17 R 1 I 7 5 2
Mid-2 g i1 5 3 R 14 5 21 5 2 5 2 5 27
M14-5 5 2 5 34 kY 18 R 12 5 31 I 19 5 27
M15-1 5 2 5 3 kY 15 I 14 R a 5 25 5 prd
M15-2 5 2 5 3 kY 15 I 14 R 0 5 25 5 2
M15-3 5 ] | 15 R 14 R 1 5 2 5 2 5 2
Mi6-1 g 35 5 33 R 13 5 1% 5 P 5 2 5 2
M16-2 g 2 | 15 R 13 5 16 5 15 I 7 5 27
M17-1 5 2 5 34 R 13 5 15 5 2 I 19 5 26
M17-2 5 33 5 32 5 2 5 35 5 35 5 2 5 3




Leyenda:

e R = Resistente, S = Sensible, | = Intermedio

e Antibidticos:

CTX= Cefotaxima, AMX= Amoxicilina, VA= Vancomicina, GM=
Tetraciclina, CC2= Clindamicina y OX1= Oxacilina

De las 50 cepas de S. aureus aisladas e identificadas resultaron resistentes a Cefotaxima (n=3,
6%), Amoxicilina (n=2, 4%), Vancomicina (n=17, 34%), Gentamicina (n=4, 8%), Tetraciclina
(n=7, 14%), Oxacilina (n=3, 6%) y Clindamicina (n=2, 4%) (Ver Tabla 7).

Asimismo 7 y 17 cepas fueron resistentes a uno y dos antibidticos, respectivamente (ver Tabla

8). La resistencia de cepas de S. aureus a dos antibioticos representé el 34% (17/50).

Gentamicina, TE=

Tabla 6. Porcentaje de la susceptibilidad antibiotica de las cepas de Escherichia coli

Antibidtico

Cefotaxima
Amoxicilina
Vancomicina
Gentamicina
Tetraciclina
Clindamicina

Oxacilina

N° DE CEPA

50
50
50
50
50
50
50

Resistente

N %
1 2
15 30
15 30
1 2
8 16
20 40
21 42

47
16
18
49
24
12
27

Sensible

%
94
32
36
98
48
24
54

Intermedio
N
2
19
17
0
18
18
2

%

38
34

36
36
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Figura 1: Porcentaje de resistencia, sensibilidad y sensibilidad intermedia de cepas de E.coli.

Se muestra los porcentajes de resistencia de cepas de E. coli, mayor para oxacilina (42%),
Amoxicilina y vancomicina (30%) y menor para gentamicina (2%). También los porcentajes de
sensibilidad a Gentamicina (98%), Oxacilina (54%) y Vancomicina (36%) ademas la sensibilidad
intermedia a oxacilina (4%).

Tabla 7. Porcentaje de la susceptibilidad antibi6tica de las cepas de S. aureus

Antibiotico N° DE CEPA Resistente Sensible Intermedio
N % N % N %
Cefotaxima 50 3 6 46 92 1 2
Amoxicilina 50 2 4 40 80 8 16
Vancomicina 50 17 34 33 66 0
Gentamicina 50 4 8 43 86 3
Tetraciclina 50 7 14 43 86 0 0
Clindamicina 50 2 38 76 10 20
Oxacilina 50 3 47 94 0 0
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Figura 2: Porcentaje de resistencia, sensibilidad y sensibilidad intermedia de cepas de
Staphylococcus aureus.

Se muestra los porcentajes de resistencia de cepas de S. aureus, mayor para Vancomicina (34%),
Tetraciclina (14%) y menor para Amoxicilina y Clindamicina (4%). También los porcentajes de
sensibilidad a Tetraciclina (86%), Amoxicilina (80%) y Vancomicina (66%) ademas la
sensibilidad intermedia a Clindamicina (20%).

Porcentaje

B E. coli
B E. coliyS. aureus

W S. aureus

Figura 3: Porcentaje de cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus que presentan
resistencia a antibi6ticos en una misma muestra de queso.



DISCUSION

La deteccion de E. coli constituye un importante parametro capaz de evaluar la calidad sanitaria
de un alimento. La contaminacion del queso puede estar asociado a diversos factores pero
principalmente puede estar presente en la leche sin pasteurizar.

De este producto alimenticio se aislaron dos bacterias de importancia en la salud publica con
mayor frecuencia de las cuales son Escherichia coli y Staphylococcus aureus, ambos son muy
versatiles al momento de adaptarse a la presion selectiva de los antibidticos y generar resistencia.
En los ultimos afios el poco estudio en nuestro pais sobre la presencia de Escherichia coli en
productos derivados de lacteos, ha ocasionado segin Masiello et al. que se interprete al uso de
coliformes como indicadores, que contribuyen a posibles interpretaciones erroneas de la
deteccion de coliformes en el queso. La primera es que los coliformes representan exclusivamente
bacterias provenientes de un ambiente fecal. Separaron los coliformes en 3 grupos, incluidos (1)

coliformes ambientales, (2) coliformes fecales termotolerantes y (3) coliformes ubicuos.

La presencia de ciertos microorganismos en la elaboracion del queso se debe a la falta de
pasteurizacion en la elaboracion del producto, en donde el producto final tenia 4,6 veces mas
probabilidad de contener enterobacteria patogena (Trmcié. A., et al. 2016).

En este trabajo se analizaron las muestran de queso fresco la cual esta a la venta en los mercados,
y la importancia de la presencia de E. coli y S. aureus y su multiresistencia antimicrobiana a
ciertos farmacos. Un estudio realizado por Jiménez et al. sefiala que la dinamica epidemioldgica
de microorganismos patégenos en leche depende del sistema de produccion, la regién geogréafica
y los factores relacionados con el manejo de los animales, lo que podria explicar la discrepancia
de resultados al comparar diversos estudios.

Los resultados obtenidos para la cepa de S. aureus demuestran que la relacién con la sensibilidad
a diferentes grupos de antimicrobianos difieren a los resultados reportados por Avila et al. el
92% (58/63) fueron resistentes a cefotaxima, y el 65% (41/63) a clindamicina. Sin embargo en el
presente proyecto el 6% (3/50) fueron resistentes a cefotaxima y el 4% (2/50) a clindamicina.
Los resultados obtenidos de las 40 muestras de queso, 8 de ellas (20%) presentaron contaminacion
con Escherichia coli porcentaje nada similar a lo reportado por Limoges y Donelly, de 3007
muestras de queso analizadas, el 76 % (2300/3007) de los quesos contenian E. coli niveles que
superan los 10 ufc/gramo.

En cuanto a la resistencia, se evidencio que hay mayor porcentaje (42%) en Escherichia coli con
el antibidtico de oxacilina que en S. aureus. Estos resultados son superiores a los encontrados por
Jiménez et al., donde obtuvo 7.7% que reporta como respuesta a oxacilina encontraron menor

resistencia frente a S. aureus.



Las pruebas demostraron susceptibilidad de S. aureus y fueron sensibles a 7 antimicrobianos de
los cuales fueron resistentes a vancomicina (34%) y tetraciclina (14%), respectivamente. Se
observo sensibilidad de (86%) para tetraciclina, un (80%) para amoxicilina y (66%) para
vancomicina. Sin embargo, estos resultados fueron diferentes reportados por Lee et al., donde
reporto que la resistencia a la tetraciclina observada en este estudio (10,3 %) también fue
encontrada en Italia por Spanu et al. (2014) en cepas aisladas de queso (10,6%). La tetraciclina
se utiliza en la produccién ganadera intensiva, 1o que puede explicar la resistencia observada en

la literatura en bacterias obtenidas de productos animales.

Finalmente, la importancia de la resistencia en el presente trabajo cobra relevancia debido a que
ocasiona enfermedades alimentarias en humanos, vinculados a la falta de calidad e inocuidad de
la leche en su produccién, manipulacion y distribucion del producto final, ademés las
enfermedades que presenta el productor de la leche (el ganado) siendo un potencial riesgo para
la salud del animal y del ser humano debido a la resistencia a diversos antimicrobianos por el uso

indiscriminado de farmacos, ocasionando enormes pérdidas econdémicas.



CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo muestra que el queso es un producto altamente
comercializado y expendido sin ningun control sanitario a nivel local y regional de Lima,
la contaminacion con E. coli y S. aureus dependerd en el cuidado y prevencion al
momento de la elaboracion, produccién, almacenamiento y distribucion del producto.
Las cepas de E. coli en quesos frescos aisladas, presentaron una mayor resistencia para
oxacilina (42%), Amoxicilina y vancomicina (30%) y menor para gentamicina (2%).
También los porcentajes de sensibilidad a Gentamicina (98%), Oxacilina (54%) y
Vancomicina (36%).

Las cepas de S. aureus en quesos frescos aisladas presentaron una mayor resistencia para
Vancomicina (34%), Tetraciclina (14%) y menor para Amoxicilina y Clindamicina (4%).
También los porcentajes de sensibilidad a Tetraciclina (86%), Amoxicilina (80%) y

Vancomicina (66%).
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