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1. Titulo

Evaluacién de la actividad antimicrobiana de Escherichia coli y Salmonella spp.

aisladas en quesillos artesanales del canton Saraguro.



2. Resumen

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) ponen en riesgo a la salud del consumidor,
asi como también el uso inadecuado de antibidticos genera resistencia antimicrobiana lo que
constituye en la actualidad uno de las 10 principales amenazas de la salud publica. La presente
investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana de Escherichia coli y
Salmonella spp. aisladas en quesillos artesanales comercializados en la feria libre del canton
Saraguro. El estudio fue observacional de corte transversal en el que se recolectaron 25 muestras
de quesillo para realizar el andlisis microbiolégico mediante el uso de medios de cultivo
diferenciales y la confirmacién mediante pruebas bioquimicas de las mismas. Posteriormente se
realizd la evaluacion de resistencia antimicrobiana por el método de difusion de disco. Se logro la
identificacion del 12 % de E. coli y Salmonella spp. Se determind la resistencia antimicrobiana de
amoxicilina/acido clavulanico en un 100 % para E. coli y para Salmonella spp,, ademéas una
resistencia del 33,33 % a norfloxacina y enrofloxacina a Salmonella spp. Se identificé otras
bacterias como Klebsiella pneumoniae, Citrobacter spp., Morganella spp., Enterobacter cloacae,
Shigella spp., Proteus spp. y Proteus vulgaris. Por lo cual se concluye, que los quesillos presentan
contaminacion bacteriana lo cual se puede asociar a la materia prima contaminada durante el

ordefio, produccion o el expendio.

Palabras clave: ETAs, antibidticos, resistencia antimicrobiana, Escherichia coli, Salmonella spp.



2.1 Abstract

Foodborne diseases (FBDs) put consumer health at risk, and the inadequate use of antibiotics
generates antimicrobial resistance, which is currently one of the ten main threats to public health.
This research aimed to evaluate the antimicrobial activity of Escherichia coli and Salmonella spp.,
isolated from artisanal cheeses sold at the free fair in Saraguro canton. The study was an
observational cross-sectional study in which we collected 25 quesillo samples for microbiological
analysis using differential culture media and confirmation by biochemical tests. Subsequently, we
evaluated antimicrobial resistance by the disc diffusion method. We identified 12 % of Escherichia
coli and Salmonella spp.; we determined 100 % antimicrobial resistance to amoxicillin/clavulanic
acid for Escherichia coli and Salmonella spp. In addition, we found 33.33 % resistance of
norfloxacin and enrofloxacin to Salmonella spp. We also identified other bacteria such as
Klebsiella pneumoniae, Citrobacter spp, Morganella spp, Enterobacter cloacae, Shigella spp,
Proteus spp. and Proteus vulgaris. Therefore, we concluded that the cheeses present bacterial
contamination, which can also be related to the contaminated raw material during milking,

production, or sale.

Keywords: ETAs, antibiotics, antimicrobial resistance, Escherichia coli, Salmonella spp.



3. Introduccién

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) constituyen una importante causa
de morbilidad y mortalidad y un significativo impedimento al desarrollo socioeconémico en todo
el mundo (OMS, 2020: Hall et al., 2006), son generalmente de caracter infeccioso causado por
bacterias, virus, parasitos o toxico con sustancias quimicas que penetran en el organismo a través
del agua o los alimentos contaminados (Espinoza et al., 2020). Segun la Roberts & Sockett (1994)
y OMS (2017), constituyen uno de los problemas més extendidos en el mundo actual, asi como en
la salud publica causan problemas por su incidencia, severidad y costos asociados.
Aproximadamente, 600 millones de habitantes, es decir 1 de cada 10 se enferman por ingerir
alimentos contaminados y 420.000 mueren a causa de los alimentos insalubres en los paises de
ingresos bajos y medianos (OMS, 2020). En el Ecuador, la Direccion Nacional de Vigilancia
Epidemiologica del Ministerio de Salud Pablica reporta en el anuario de vigilancia epidemioldgica
de 1994-2017 un total de 612223 casos de enfermedades y de la misma manera, en el afio 2021
alcanzaron 19487 casos de enfermedades transmitidas por agua y alimentos (MSP, 2018; 2021).

La leche y sus derivados son fuentes de alimentacion caracteristico de gran parte de las
zonas rurales y semirurales de paises de Sudamérica (Castillo et al.2008), son muy beneficiosos
para la nutricion, pero puede convertir en un vehiculo para la transmision de microorganismos
patdgenos, toxinas, pesticidas, antibioticos, metales pesados, esteroides, detergentes,
desinfectantes, y particulas extrafas, entre otros residuos quimicos y fisicos (Patarroyo & Ochoa,
2020). (FAO, 2023).

Las bacterias como Salmonella, Campylobacter y E. coli son microorganismos maés
patdgenos que estan asociados al consumo de productos de origen animal, dentro de ello, esta la E.
coli enterohemorrégica que se asocia principalmente con el consumo de leche no pasteurizada
(OMS, 2020). Uno de los brotes mas importantes fue en Canada infectando a 55 personas,
falleciendo 19 de ellas, tras de consumir leche fresca recién ordefiada (CDC, 2017). De la misma
manera, segun Miszczycha et al. (2013) en EE.UU. estiman de por lo menos 20 000 casos de
enfermedad y 250 muertes por afio al consumir quesos frescos con presencia de E. coli. También
reportes de la CDC (2017) en EE.UU. 32 personas fueron infectadas por E. coli O157:H7, 12 de
ellas hospitalizadas, 9 desarrollaron el sindrome urémico hemolitico debido al consumo de

mantequilla.



La Salmonella se ha reportado una incidencia de 1,3 billones de casos en humanos por afio,
causando, ademas, tres millones de muertes a su paso, (Borsoi et al., 2012). Es una de las cuatro
principales causas de diarrea y se contagia por el consumo de alimentos insalubres (OMS, 2017).
En Ecuador los datos epidemioldgicos de Salmonella por contaminacion de animales, alimentos y

humanos se han notificado 310 casos de Salmonelosis en las 24 provincias Segun el MSP (2023).

Segin OMS (2020), la resistencia a los antimicrobianos surge cuando las bacterias, los
virus, los hongos y los parésitos cambian a lo largo del tiempo y dejan de responder a los
medicamentos. Es una de las 10 principales amenazas de salud publica a las que se enfrenta la
humanidad, por la rdpida propagacion mundial de bacterias multirresistentes y panresistentes que
provocan infecciones que los antibiéticos son cada vez més ineficaces para tratar (OMS, 2021). El
consumo de leche y sus derivados contaminados con presencia de bacterias antibioticas resistentes
ha sido ampliamente reportado. En Estados Unidos se realizd un estudio en donde se comprobd
que el porcentaje de hospitalizacion se presenta en un 8 % cuando las bacterias de la Salmonella
spp. no son resistentes a los antibidticos a diferencia de los casos en donde las cepas son

multirresistentes en donde aumentaba el porcentaje a un 22 %, (Varma et al., 2006).

Por lo antes expuesto los resultados del presente trabajo pueden ser de gran utilidad para
implementar normas y controles en la comercializacion de quesillos, por los datos que repercutiran
para el uso y limitacion de ciertos antibidticos en la ganaderia, asi como también, puedan
implementar normas y controles para el proceso de comercializacion del quesillo que se realiza en
la actualidad.

Por lo antes mencionado, en la presente investigacién se ha propuesto los siguientes
objetivos:

- Evaluar la actividad antimicrobiana de Escherichia coli y Salmonella spp. aisladas en

quesillos artesanales comercializados en la feria libre del cantdn Saraguro.

- Aislar e identificar Escherichia coli y Salmonella spp. en quesillos artesanales

comercializados en la feria libre del cantdn Saraguro.

- Evaluar la resistencia antimicrobiana de Escherichia coli y Salmonella spp. aisladas en

quesillos artesanales comercializados en la feria libre del cantdn Saraguro.



4. Marco Teo6rico
4.1. Enfermedades Transmitidas por Alimentos

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS), es un indicio originado al momento
de ingerir alimentos y/o agua contaminados en suficientes cantidades que afectan la salud del
consumidor (Gonzales & Rojas, 2005). Los alimentos de origen animal estdn expuestos a
contaminacion por agentes fisicos, biolégicos y quimicos, peligros que pueden transmitirse al
consumidor; ademas de que por si mismos son amenazas para la salud y bienestar de los

animales y personal que labora en las unidades de produccion (Lara, 2008).

Estas enfermedades presentan diferentes sintomas gastrointestinales, dolor abdominal,
nduseas, vomito, diarrea y fiebre; llegando a producir complicaciones graves, como sepsis,
meningitis, abortos, sindrome de Reiter, sindrome de Guillan Barré o la muerte (Linscott, 2011,
Steniner, 2013). Segun la Legetic et al. (2017), las patologias no solo afectan la salud humana, sino
que tienen un impacto socioecondmico, debido a que provoca una reducciéon en el ambito
productivo y comercio e imponen una carga sustancial en los sistemas de salud al generar gastos

en hospitalizaciones y medicamentos.

4.2. Escherichia coli

E. coli se encuentra presente en una gran variedad de ecosistemas y parte importante del
tracto intestinal saludable de humanos y animales (Uddin et al.,2022). E. coli es el patdgeno mas
comdn que conduce a la cistitis no complicada y también provoca otras enfermedades
extraintestinales, como neumonia, bacteriemia e infecciones abdominales como la peritonitis
bacteriana espontanea (Mueller & Tainter, 2022). Con base en su mecanismo de patogenicidad y

cuadro clinico, las cepas de E. coli causantes de diarrea se clasifican en seis grupos:

Tabla 1. Patogenia de E. coli patégenas

Microorganismo Lugar de accién Sintomas clinicos
Diarrea del viajero, diarrea
E. coli enterotoxigénica Intestino delgado infantil, diarrea acuosa, dolor
(ETEC) abdominal y vémito.
Diarrea infantil, fiebre,
E. coli enteropatdgeno Intestino delgado nauseas, voémito y heces no
(ECEP) sanguinolentas.




Intestino grueso Fiebre, espasmos, diarrea

E. coli enteroinvasivo acuosa, heces sanguinolentas.
(ECEI)
Intestino grueso Colitis hemorragica, puede
E. coli enterohemorragico progresar sindrome hemolitico
(ECEH) urémico (SHU).
E. coli enteroagregativa Intestino delgado y grueso Diarrea liquida, verde con
(EAEC moco, sin sangre, diarrea

persistente hasta 20 dias.
E. coli adherencia difusa
(DAEC) Intestino delgado Diarrea acuosa sin sangre

Fuente. Nataro & Kaper, (1998).

4.2.1. Caracteristicas de E. coli.

E. coli es una bacteria Gram negativo de 0.3 a 1 mm x 2.0-6.0 mm variando desde formas
cocoides (bipolares, hasta largos filamentos), son moéviles por flagelos peritricos pero algunos
carecen y no produce esporos (Nataro & Kaper,1998). Es aerobio y anaerobio facultativo en
presencia de carbohidratos fermentables que crece a una temperatura 6ptima de 37,5 °C, en las
placas se observa colonias blancas o blanco amarillento hasta formar pardo-doradas mientras

envejece el cultivo (Merchant & Packer, 1958).
4.2.2. Pruebas Bioguimicas.

E. coli tiene la capacidad inherente de fermentar lactosa y producir indol (Mueller &
Tainter, 2022), no utilizaciéon de citrato como fuente de carbono y no produccién de acetoina.

Ademas, fermenta la glucosa y la lactosa con produccién de gas (Merchant & Packer, 1958).

Produce &cido y gas a partir de lactosa, fructosa, galactosa, maltosa, arabinosa, xilosa,
ramnosa, y manitol. Es rojo-metilo positivo y VVoges-Proskauer negativo, produce catalasa, no licua
la gelatina, forma indol, reduce los nitratos y no produce H2S (Merchant & Packer, 1958).

La E. coli produce endotoxinas que causan dafio tisular y en la capacidad de colonizar
diferentes tejidos mediante factores de virulencia que le permiten evadir las defensas del

hospedador (Procop et al., 2017).



4.3.  Salmonella spp.

La Salmonella spp. esté distribuido a nivel mundial, es un agente zoondtico importante y
ha sido aislada a partir de una gran variedad de animales homeotermos y poiquilotermos (Arias &
Buelga, 2005). El género Salmonella consta de s6lo dos especies, Salmonella bongori y Salmonella
enterica, esta Ultima tiene seis subespecies: enterica, salama, arizona, diarizona, houtena e indica.
Los serotipos de la subespecie entericae causan 99% de las salmonelosis en humanos y animales
superiores (Uzzau et al., 2000).

4.3.1. Caracteristicas de Salmonella spp.

El género Salmonella spp. forma parte de las Proteobacterias, pertenece al orden de
Enterobacteriales y a la familia Enterobacteriaceae (Bell & Kyriakides, 2008). Son bacilos no
esporulados de longitud pequefia, Gram negativos, de 0,7-1,5 x 2-5 um, anaerobios facultativos
caracterizada por ser oxidasas negativas, no formadores de esporas, generalmente moviles por

presencia de flagelos peritricos (excepto S. gallinarum) (Guthrie, 2018).

Producen &cido y gas de la glucosa, maltosa, manitol y sorbitol. No forma indol, ni coagulan
la leche, ni licuan la gelatina (Merchant & Packer, 1958).

4.3.2. Pruebas Bioquimicas.

La Salmonella spp. fermentan glucosa, maltosa y manitol, pero no fermentan lactosa ni
sacarosa, son generalmente catalasa positiva, oxidasa negativa y reducen nitratos a nitritos, son
viables en diferentes condiciones ambientales, sobreviven a la refrigeracion y congelacion, pueden
desarrollarse en temperaturas que van de 7 °C y los 48 °C y mueren por calentamiento (mayor a
los 70 °C) (Guthrie, 2018).

4.4, Inocuidad Alimentaria

La inocuidad de los alimentos esta implicita de hacer prevalecer el aspecto preventivo de
las medidas a tomar, de manera que la inocuidad de los alimentos debe verse como parte esencial

de los cuidados preventivos de la salud publica (OMS, 2018).



Es el conjunto de condiciones y medidas necesarias durante la produccion, almacenamiento,
distribucion y preparacion de los alimentos para asegurar que, una vez ingeridos no representen un
riesgo apreciable para la salud (OMS, 2018). El alimento es un medio para sostener y disfrutar la
vida, pero también, es un vehiculo para transmitir enfermedades causando la mortalidad y la

reduccion de la productividad econémica (Martinez, 2016).

La calidad de los alimentos es uno de los aspectos mas importantes para la determinacion
de su inocuidad con sus respectivas caracteristicas organolépticas (color, olor, sabor, textura) deben
de garantizar que dichos productos se encuentren libres de contaminantes fisicos, quimicos y
microbiologicos (NCERT, 2009).

Los gobiernos deben elevar la inocuidad de los alimentos al rango de prioridad de salud
publica, puesto que desempefian una funcion capital en la formulacion de politicas y marcos
normativos, y en el establecimiento y aplicacion de sistemas eficaces en materia de inocuidad de
los alimentos (OMS, 2020).

4.4.1. INEN. (Instituto Ecuatoriano de Normalizacion)

Los requisitos para la elaboracion del queso fresco estan establecidos en la Norma Técnica
Ecuatoriana INEN 1528, la cual indica que la leche utilizada para su fabricacién debera cumplir
con los requisitos de la norma NTE INEN 10, la misma que menciona que la leche debe pasar por
un proceso de pasteurizacion, es decir que sea sometida a un proceso térmico el cual garantice la
destruccidn total de los microorganismos patégenos y microorganismos banales (saprofitos) sin
alterar las caracteristicas fisicoquimicas, nutricionales y organolépticas de la misma (INEN, 20122).

Tabla 2. Requisitos microbioldgicos para quesos frescos no madurados.

Requisito n m M Método de ensayo
Enterobacteriaceas, UFC/g 5 2x10? 10® 1 NTE INEN 1529-13
Escherichia coli, UFC/g 5 <10 10 1 AOAC 991.14
Staphylococcus aureus UFC/g 5 10 10? 1 NTE INEN 1529-14
Listeria monocytogenes /25 g 5 Ausencia - ISO 11290-1
Salmonella en 25g 5 Ausencia - 0 NTE INEN 1529-15




Nota: Adaptado de Normativa del Instituto Ecuatoriano de Normalizacion 1338 (p.6), por INEN, 2012.
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

¢ = nmero de muestras permisibles con resultados entre my M (INEN, 2012).

4.5. Resistencia Antimicrobiana

Segun laOMS, (2018) la resistencia a los antibioticos se produce cuando las bacterias mutan
en respuesta al uso de farmacos que sufren cambios haciendo que sea ineficaz contra las bacterias.
Es una grave amenaza para la salud publica, ya que dia tras dia estan apareciendo y propagandose
en todo el planeta nuevos mecanismos de resistencia que ponen en peligro de tratar enfermedades
infecciosas, estos pueden afectar a personas de cualquier edad y en cualquier regién del mundo
(OMS, 2014; 2018).

Durante los ltimos afios, los reportes de infecciones ocasionadas por E. coli resistente a
varias familias de antibidticos se han incrementado considerablemente (Poirel et al., 2018). La
subdosificacion de antibioticos en seres humanos y el uso de éstos como profilacticos y promotores
del crecimiento en animales de abasto, han sido las principales causas para la emergencia de
mecanismos de resistencia que permiten la supervivencia bacteriana frente a los regimenes
terapéuticos, asi como la evolucion de cepas multirresistentes (Poirel et al., 2018; Lepe &
Martinez,2022).

4.1.1. Tipos de Resistencia

La resistencia de las bacterias a los antibidticos puede ser natural o adquirida. La resistencia
natural (intrinseca) se caracteriza porque todas las cepas pertenecientes a la misma especie son
resistentes a un antibiético transmitiendo de forma vertical de generacion en generacion (Kantor et
al., 2021). Esta puede producirse por 6 particularidades de la pared bacteriana que impiden acceder
el antibidtico a su blanco, es el caso de los microorganismos gramnegativos todos son resistentes

a la vancomicina, y esta situacién no es variable (Vignoli & Seija, 2008).

La resistencia adquirida se produce a través de mutaciones o por la trasmision de material
geneético extracromosomico procedente de otras bacterias (Calderén & Aguilar, 2016). Se transmite

por la transferencia de genes de manera horizontal, a través de plasmidos, transposones integrones
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y bacteriéfagos; estos, no solo permiten la transmision a otras generaciones, sino también a otras

especies bacterianas (Loera et al., 2016; Sanchez et al, 2012).
4.1.2. Mecanismos de resistencia.

Los mecanismos principales de resistencia que desarrollan las bacterias frente a los

antibidticos son:

> Cambios en la permeabilidad de la membrana externa: consiste en la disminucion de la
expresion de porinas, lo cual evita que el antibiotico pueda ingresar (Calderon & Aguilar,
2016). Este mecanismo es importante en los Gram negativos, ya que los betalactamicos
ingresan a través de las porinas (Martinez, 2016; Vignoli & Seija, 2008).

> Bombas de flujo: son estructuras proteicas capaces de expulsar al antimicrobiano hacia el
exterior de la célula sin modificaciones, pero sin accion antimicrobiana (Marchetti et al.,
2011; Perez & Robles, 2013). Para ello, la bacteria utiliza la hidrélisis de ATP o un

mecanismo de contra-transporte i6nico como sustrato de energia (Moreno, 2013).

> Modificacion del sitio blanco de accién: las bacterias pueden alterar el sitio donde el
antibiodtico se une a la bacteria, esto produce pérdida de la afinidad y le impide ejercer su
accion (Moreno, 2013). Este mecanismo es utilizado en las bacterias Gram positivas

(Balagurusamy, 2016).

> Hidrdlisis enzimatica: Es el mecanismo mas comun de resistencia adquirida y esta
determinado por la produccion de enzimas que hidrolizan al antimicrobiano (Calderén &
Aguilar, 2016).
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5. Metodologia

5.1. Area de estudio.

La presente investigacion se realizo en el canton Saraguro, el cual se encuentra ubicado a
64 km al noroccidente de la ciudad de Loja, presenta una altitud que va desde los 1000 a 3800 m
s.n.m., con una extensién de 1080.70 Km? (Gobierno Auténomo Descentralizado del cantdn
Saraguro [GAD-Saraguro], 2015). En lo que corresponde a la temperatura oscila entre los 12 y 26
°C, con una humedad relativa de 84% y una precipitacion anual de 776 mm, segun los datos del

plan territorial del Gobierno Provincial de Loja (GPL, 2014).

...Saraguro-
apsaragul

4‘ ¥

Figura 1. Ubicacion geografica del canton Saraguro

5.2. Procedimiento

5.2.1. Enfoque metodoldgico.

La investigacion tiene un enfoque de caracter cuantitativo, debido a que la recoleccion de
datos se basa en una medicién numérica, es decir, las variables se miden en base a métodos

estadisticos para sus conclusiones (Hernandez et al., 2014).
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5.2.2. Disefio de la investigacion

Este estudio es de carécter observacional descriptivo, transeccional o transversal porque la

recoleccion de datos fue en un Gnico momento y no se manipularon deliberadamente las variables.
5.2.3. Tamario de la muestra y tipo de muestreo

Para la presente investigacion se consider6 un tipo de muestreo no probabilistico a
conveniencia. Se consideraron 25 muestras de quesillo de forma aleatoria distribuidos en la feria

libre.

5.2.4. Técnicas

5.2.4.1. Fase de campo

Se recolectd media libra de quesillo de 25 expendedores el dia domingo por la mafiana de
la feria libre, las muestras fueron manipuladas y conservadas de acuerdo a la normativa técnica
INEN NTE INEN 1 529-2, para su posterior analisis en los laboratorios de: Diagnostico Integral

Veterinario y de microbiologia del centro de biotecnologia de la “Universidad Nacional de Loja”

5.2.4.2. Fase de Laboratorio

a) Escherichia coli

El aislamiento e identificacion de esta bacteria se realizé en base a la norma INEN 1529-8
la misma que se detalla a continuacion:

e Para obtener la dilucién madre se mezcl6 10 g de quesillo con 90 ml de caldo tripticasa
de soya (TSA).

e Posteriormente, de la dilucion madre se inoculé por el método de estriado en placa en
agar eosina azul de metileno (EMB) y MacConkey y se incub6 a 37 °C por 24 horas.

e Se realizo la caracterizacion macroscopica del crecimiento en placa para su posterior
confirmacion con pruebas bioquimicas.

e Serealizaron 5 pruebas bioquimicas; agar triple aztcar hierro (TSI), lisina hierro (LI1A),
simmons citrato (CS), sulfuro indol motilidad (SIM) y rojo de metilo-voges proskauer
(MRVP), en cada prueba se inocul6 una colonia de las placas con crecimiento en EMB

(selectivo diferencial) y se incub6 a 37°C por 24 horas.
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e Finalmente se realizd la tincion Gram en el cual se observd bacilos Gram negativos.

La interpretacion de resultados positivos para E. coli se basé en varias caracteristicas del

crecimiento en las diferentes pruebas bioquimicas (Anexo 1).
b) Salmonella spp.

El aislamiento e identificacion de la bacteria se realiz6 en base a la norma INEN 1529-15-
1R la misma que se detalla a continuacion:

e Para obtener la dilucién madre se mezcl6 10 g de quesillo con 90 ml de caldo tripticasa
de soya (TSA).

e Se realizd el pre-enriquecimiento en caldo selenito-cistina y rappaport vassiliadis y se
incubo a 37°C por 48 horas.

e Se realiz6 la inoculacion por el método de estriacion en agar verde brillante,
desoxicolato (XLD) y salmonella-shigella (SS), posteriormente se incubé a 37°C por
24 horas.

e Se realizo la caracterizacion macroscopica del crecimiento en placa para su posterior
confirmacion con pruebas bioquimicas.

e Se realizaron 5 pruebas bioquimicas; TSI, LIA, CS, SIM y MRVP, en cada prueba se
inoculd una colonia de las placas con crecimiento en XLD (selectivo diferencial) y sé
incubd a 37°C por 24 horas.

e Finalmente se realizé la tincion Gram en el cual se observd bacilos Gram negativos.

La interpretacion de resultados positivos para Salmonella se bas6 en varias caracteristicas

del crecimiento en las diferentes pruebas bioguimicas (Anexo 2).

c) Resistencia antimicrobiana
Para evaluar la resistencia a los antimicrobianos se realizd un antibiograma, cuyo
procedimiento se baso en CLSI, (2022).
e De las bacterias previamente aisladas se realizo cultivos puros en EMB para E. coli y en
XLD para Salmonella spp. por método de estriacion y se dejé incubando a 37°C por 24

horas.
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e De los cultivos puros se realizo el ajuste del indculo en la escala de Mac Farland 0.5,
posterior se realizd la siembra en agar Mueller Hinton y se colocaron los discos de
antibidticos a 37°C por 18 horas

e Finalizando el proceso, se midio el diametro de cada halo de inhibicion con una regla y se
reporté como sensible (S), intermedio (I), o resistente (R) segun el Instituto de estandares
clinicos y de laboratorio CLSI (Satlin et al., 2020).

La seleccion de discos para E. coli fueron: amikacina (AK), amoxicilina/acido clavulanico
(AMC), gentamicina (CN), imipenem (IPM) y norfloxacina (NOR); de la misma manera, para
Salmonella spp. se eligié nitrofurantoina (N), ciprofloxacina (CIP), amoxicilina/acido clavulanico
(AMC), enrofloxacina (ENR) y norfloxacina (NOR), aquellos antibioticos fueron seleccionados de

acuerdo a otras investigaciones ya realizadas con estos productos.

5.2.5. Variables de estudio
> |dentificacion de bacterias
e Escherichia coli
e Salmonella spp.
> Resistencia de antibioticos
e Sensible
e Intermedio

e Resistencia
5.2.6. Procesamiento y analisis de la informacion

Se utilizo estadistica descriptiva para determinar la presencia o ausencia y evaluar la
actividad antimicrobiana, toda la informacion fue registrada en una base de datos en Excel donde

se realizaron tablas de frecuencias absolutas y relativas para las variables categoricas.
5.2.7. Consideraciones éticas

El presente estudio es un analisis para determinar la presencia de ciertos microorganismos
en quesillos, por lo tanto, no se requiere de consideraciones éticas porque el trabajo es de caracter

observacional.
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5. Resultados

De la totalidad de las muestras recolectadas de quesillos artesanales, se observé crecimiento
bacteriano en 23/25 placas con agar MacConkey y en 25/25 placas con agar Salmonella-Shigella
(SS).

5.1. Analisis confirmatorio de E. coli.

Se tomd en consideracion como colonias sospechosas para E. coli a las que presentaron un
color rosado en agar MacConkey y verde metalico brillante para agar eosina azul de metileno
(EMB) (selectivo diferencial) y finalmente se realizaron las pruebas confirmatorias a 18/25 placas
(Anexo 3).

De las 18 placas con colonias sospechosas compatibles para E. coli se les realizo las pruebas
confirmatorias con LIA, TSI, SIM, MRVP y CS (Tabla 3 y Anexo 4).

Tabla 3. Resultados de diferentes pruebas bioquimicas para E. coli.

Pruebas Bioquimicas

TSI CS LIA M SIM R
Muestras R-
VP
Ferment Gas SH Viraje Descarbo Desam SH MR Motilidad Indol SH
acion 2 azul xilacién inacio 2 2
n
Referencia + + - - + - - + + + -
9 + + - - + - - - - + -
19 + + - - - - - + + + -
24 + + - - - - - - + + -

Nota: R(resultados)

De las muestras sospechosas se confirmd la presencia de E. coli en un 12 % (3/25) (Tabla

4) y se validé la presencia de bacilos Gram negativos mediante la tincion Gram (Anexo 5).
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Tabla 4. Determinacion de E. coli en quesillos artesanales

Determinacion de microorganismo N (%)

Escherichia coli

Presencia 3(12)
Ausencia 22 (88)
Total 25 (100)

Ademas, se pudo constatar la presencia de otras bacterias identificadas mediante pruebas
bioquimicas y la tincién Gram, dando asi a Proteus vulgaris, Proteus spp., Klebsiella pneumoniae,

Citrobacter spp., Morganella spp., y Enterobacter cloacae (Tabla 5 y Anexo 4).

Tabla 5. Determinacion de otras bacterias de EMB y MacConkey.

Determinacion de microorganismos N (%)

Proteus vulgaris
Presencia 4 (16)
Ausencia 21 (84)
Proteus spp.
Presencia 1(4)
Ausencia 24(96)

Klebsiella pneumoniae

Presencia 5(20)

Ausencia 20(80)
Citrobacter spp.

Presencia 3(12)

Ausencia 22(88)

Morganella spp.
Presencia 1(4)
Ausencia 24(96)

Enterobacter cloacae
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Presencia 1(4)

Ausencia 24(96)

5.2. Resistencia antimicrobiana de E. coli.
De las muestras positivas se realizé cultivos puros, por lo cual de 2 muestras de E. coli se

determind resistencia a amoxicilina/acido clavulanico en un 100 % (2/2) (Tabla 6).

Tabla 6. Antibiograma frente a E. coli

Resistencia antimicrobiana de E. coli.

) . Sensible Intermedio Resistente
Discos de antibioticos n (%) n (%) n (%)
AK 2 (100) 0 0
AMC 0 0 2 (100)
NOR 2 (100) 0 0
CN 2 (100) 0 0
IPM 2 (100) 0 0

Nota: Ak: amikacina, AMC: amoxicilina/acido clavulanico, NOR: norfloxacina, CN: gentamicina, IPM:
imipenem.

Para determinar si la bacteria es sensible, intermedio o resistente a dichos antibioticos se
midieron los halos de inhibicion y se compararon con valores de referencia del Instituto de

estandares clinicos y de laboratorio (CLSI) (Anexo 6).

Es importante mencionar que se logré evaluar la actividad antimicrobiana de otras bacterias
(Proteus vulgaris, Citrobacter spp, Morganella spp. y Klebsiella pneumoniae), aunque no estaban
consideradas dentro del estudio (Anexo 7).

5.3. Analisis confirmatorio de Salmonella spp.

Se registro crecimiento bacteriano en 5/25 placas tomando en cuenta a las caracteristicas de
las colonias en agar verde brillante las cuales fueron blanquecinas, en agar Salmonella-Shigella
(SS) las colonias fueron transparentes con o sin centro negro y en agar xilosa lisina desoxicolato
(XLD) presentaron colonias de color rojo con el centro negro muy similares a la bacteria (Anexo
8).

De las 5 colonias sospechosas compatibles para Salmonella spp. se les realizo6 las pruebas
confirmatorias con LIA, TSI, SIM, MRVP y CS (Tabla 7 y Anexo 9).
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Tabla 7. Resultados de diferentes pruebas bioquimicas para Salmonella spp.

Pruebas Bioquimicas

M TSI CS LIA MR- SIM
VP
Ferment Gas SH2 Viraje Descarboxil Desamina SH2 MR Motili  Indol SH2
acion azul acion cion dad
Referenc K/IA + + + + - + - + - +
ia
1 + + - + + - + - + - +
7 + - + + + - + - + - +
16 + - + + - + - + - +

Nota: R(resultados)

De las muestras sospechosas se confirmd la presencia de Salmonella spp. en el 12 % (3/25)

(Tabla 8) y se valido la presencia de bacilos Gram negativos mediante la tincion Gram (Anexo 10).

Tabla 8. Determinacion de Salmonella spp. en quesillos artesanales

Determinacién de microorganismo N (%)

Salmonella spp.

Presencia 3(12)
Ausencia 22 (88)
Total 25 (100)

Ademas, se pudo constatar la presencia de otras bacterias identificadas mediante pruebas

bioquimicas y la tincién Gram, dando asi a Shigella spp. y Proteus spp. (Tabla 9 y Anexo 9).

Tabla 9. Determinacion de otras bactérias de XLD y SS

Determinacion de microorganismos N (%)
Shigella spp.
Presencia 1(4)
Ausencia 24 (96)
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Proteus spp.
Presencia 1(4)

Ausencia 24 (96)

5.4. Resistencia antimicrobiana de Salmonella spp.
De las muestras positivas se realiz6 cultivos puros, por lo cual de 3 muestras de Salmonella
spp. se determind la resistencia en un 100 % a amoxicilina/acido clavulénico, 33,3 % a norfloxacina

y a enrofloxacina (Tabla 10).

Tabla 10. Antibiograma frente a Salmonella spp.

Resistencia antimicrobiana Salmonella spp.

Discos de antibisticos Sensible Intermedio Resistente
n (%) n (%) n (%)
ENR 2 (66,66) 0 1(33,33)
AMC 0 0 3 (100)
NOR 2 (66,66) 0 1(33,33)
CIP 1(33,33) 2 (66,66) 0
F 3 (100) 0 0

Nota: ENR: enrofloxacina, AMC: amoxicilina/acido clavulanico, NOR: norfloxacina, CIP: ciprofloxacina,
F, nitrofurantoina.

Para determinar si la bacteria es sensible, intermedio o resistente a dicho antibi6tico se
midieron los halos de inhibicion y se compararon con valores de referencia del Instituto de
estandares clinicos y de laboratorio (CLSI), (2022) (Anexo 11).

Es importante mencionar que se logré evaluar la actividad antimicrobiana de otra bacteria

(Shigella spp), aunque no estaba considerada dentro del estudio (Anexo 12).
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6. Discusién

Las bacterias E. coli y Salmonella spp. son microorganismos patégenos asociados con
enfermedades gastrointestinales y de transmision alimentaria. El quesillo es un producto fabricado
artesanalmente por lo cual pueden causar problemas al ser consumidos de forma directa. Es por
ello, que se han realizado varios estudios acerca de la inocuidad de los derivados lacteos a nivel

nacional e internacional debido a que es un serio problema en la salud publica (Tenezaca, 2019).
6.1. Analisis microbioldgico

De acuerdo a los resultados obtenidos, se determind la presencia de E. coli y Salmonella spp.
en un 12 % (3/25), lo cual concuerda con un estudio realizado por Tenezaca (2019) en quesillos
del mercado Gran Colombia de la ciudad de Loja, quien aislé E. coli en un 23 % (8/35), y no
reporta presencia de Salmonella spp., dentro de la misma investigacion el 30 % (3/10) de las

muestras fueron procedentes del cantdn Saraguro.

En el 2018 un trabajo realizado en un mercado de Tegucigalpa (Honduras), aislaron E. coli
en un 31 % (11/36) de sus muestras en queso semiseco y quesillo, sin embargo, no encontraron
Salmonella spp. (Gaibor, 2018). En otro estudio ejecutado por VVasquez et al. (2018) en 6 empresas
industriales de la ciudad de Cajamarca que expenden queso, obtuvieron E. coli en un 33.33 %
(10/30) y no reportan la presencia de Salmonella spp. En los municipios de Turbaco, Arjonay El
Carmen de Bolivar (Cartagena-Colombia) Batista (2011) realiz6 el andlisis microbiol6gico en
suero costefio en la cual no encontré evidencia de Salmonella, ya que es inaceptable su presencia

en los alimentos, lo cual es indicativo de una leche con buena calidad fisicoquimica.

De acuerdo a las mismas investigaciones mencionan que la ausencia de Salmonella spp.
puede darse por una coccion de la cuajada hasta llegar a una temperatura interna de 70 °C por un
lapso de 30 a 40 minutos (Gaibor, 2018). Por lo que, se caracteriza por su sensibilidad al calor y
alta acidez (Robledo, 2015). Otra razdn para no encontrar esta bacteria, se debe a que la Salmonella
spp. se encuentra con mayor frecuencia en huevos y en los organismos de las aves por lo cual no

se asocia con quesillos u otros productos lacteos (Arias, 2020).
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Con respecto a investigaciones realizadas solo en E. coli, Montes (2019) determina una
positividad del 83 % (15/18) en quesos artesanales de 6 mercados de la ciudad de Guayaquil. De
la misma manera, en la parroguia Veintimilla de la provincia de Bolivar encontraron un 44 %
(44/100) de E. coli en quesos artesanales (L6pez, 2017). También, en un estudio realizado por Imre
et al. (2022), aislaron E. coli en un 81,1 % (43/53) en muestras de queso crudo de vaca y oveja de

diferentes lugares en la region de Banat, Rumania.

Segun la OMS, (2018), la bacteria E. coli O157: H7 es un serotipo productor de toxina Shiga
mas importante por su impacto en la salud publica, puede crecer a temperaturas que oscilan entre

7 °Cy 50 °C, algunos en alimentos &cidos, dentro de los que se encuentra la leche cruda.

En los EE.UU. se reportaron infecciones por queso fresco con E. coli 0157:H7 causando por
lo menos 20 000 casos de enfermedad y 250 muertes por afio (Miszczycha, 2013). Segun el MSP
(2023) se han notificado 1.694 casos de intoxicacidn alimentaria, los mismos que en su mayoria
fueron reportados en la provincia de Pichincha con 536 casos, seguida de Guayas con 314 y en

noveno puesto se encuentra Loja con 53 casos.

De acuerdo al origen de la contaminacion segun Magallanes (2018), la leche de la vaca
posee altas concentraciones de E. coli que, desde el principio de la elaboracién del queso la materia
prima estaria contaminada. También, Gaibor, (2018); Véasquez et al., (2018) indican que hay
deficiencias higiénico-sanitarias durante el procedimiento de ordefio, dado que puede haber una
contaminacion fecal por la falta de higiene. Asi mismo, Garbaj et al. (2022) hacen evidencia que
la leche puede contaminarse del microorganismo por un mal manejo de equipos, utensilios, durante

la preparacion y procesamiento hasta llegar al producto final.

Estudios realizados en Salmonella spp. por Plaza (2013) en Guayaquil y Garcia et al. (2021)
en Colombia reportan una positividad del 13.71 % (8/51) y del 21,4 % (6/28) respectivamente en
muestras de quesos, no obstante, en el estudio de Garcia resalta que de sus muestras positivas el
83,3 % corresponden a queso picado salado y el 16,7 % a quesillo. Del mismo modo, en un mercado
de Barrancabermeja (Colombia) aislaron Salmonella spp. en un 40,79 % (31/76) y 11,43 % (4/35)

en queso costefio y en queso campesino respectivamente (Castro et al., 2016).

22



Asi mismo, en otro estudio de Garbaj et al. (2022) realizado en muestras de leche cruda,
fermentada y quesos blandos, maasora y ricotta de diferentes localidades de Libia encontraron 16
% (21/131) de Salmonella spp. y de las muestras positivas el 42,8 % (9/21) fueron confirmados
como S. enterica. Segun Garcia et al. (2021) y Castro et al. (2016) mencionan que existe
positividad a la bacteria en queso picado salado, debido a que no hay un control adecuado de

temperatura ni concentracion de cloruros.

Los estudios analizados coinciden con la fuente de contaminacién, por lo que la leche no
tiene un proceso de pasteurizacion previo a la elaboracion de los derivados lacteos, ademas hay
una inadecuada manipulacion, falta de refrigeracion, transporte y no cumplen con las medidas de
control sanitario al momento de expender el producto lo cual puede estar asociado a adquirir

diversos microorganismos (Garcia et al., 2021).

En el mundo se estima que las infecciones por Salmonella spp. causa 155 000 muertes al afio
asociadas a alimentos de origen animal (Campioni & Falcdo, 2012). De la misma manera, de 200
a 500 casos de salmonelosis por 100 000 habitantes se reportaron en América Latina cada afio
(Cardona et al., 2007). En la cual la Salmonella enterica es uno de los principales patdgenos

transmitidos por los alimentos (Bayona, 2012).

Segun el MSP (2023) en las 24 provincias se han notificado 310 casos de Salmonelosis por
enfermedades de transmision alimentaria mas comunes, los mismos fueron reportados en la

provincia de Loja como el 3 puesto con 24 casos de salmonelosis.

Existen grupos de bacterias gramnegativas en quesillos que se encuentran de forma universal
en el suelo, el agua y la vegetacion, asi como también, formando parte de la flora intestinal normal
de muchos animales ademas del hombre (Garcia y Rodriguez, 2010). Se logré la identificacion de
otras bacterias como a Klebsiella pneumoniae, Citrobacter spp., Proteus vulgaris, Morganella
spp., Enterobacter cloacae, Shigella spp. y Proteus spp. aisladas en las muestras de quesillos
artesanales. Los microorganismos como Klebsiella pneumoniae, Citrobacter spp, y Shigella spp.
aislados, no hacen parte del microbiota normal del queso y son otras bacterias principales causantes
de las ETAs (Merchan et al., 2019). La presencia de Klebsiella pneumoniae puede estar
posiblemente por la colonizacién y sobreinfeccion de la ubre de la vaca en el momento del ordefio
(Tabla et al., 2016).
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6.2. Resistencia antimicrobiana

Segln la OMS, (2020), la resistencia a los antimicrobianos en los ultimos afios es un
problema y amenaza mundial que se puede generar bajo condiciones naturales o por el uso
inadecuado y excesivo de los antimicrobianos, de no combatirse a tiempo puede tener serias
repercusiones en la salud humana, sanidad animal, vegetal y en el ambiente (Yagui, 2018). En este
estudio se analizo la resistencia a los antimicrobianos de E. coli y Salmonella spp. en quesillos

artesanales de leche cruda.

De acuerdo a los resultados obtenidos de la resistencia a los antimicrobianos a E. coli en
esta investigacion corresponde en un 100 % (2/25) a amoxicilina/acido clavulanico. Un estudio
realizado por Trujillo (2016) en el mercado de Santa Rosa, ciudad de Riobamba encontraron
resistencia a gentamicina con el 9.5 % y 57.1 % a amoxicilina. Del mismo modo, en un estudio
realizado en productos lacteos artesanales en Meérida (Venezuela) encontraron resistencia a
amoxicilina/acido clavulanico 4,4 % (2/45), gentamicina 8.9 % (4/45) y sensible a imipenem y
amikacina con 100 % (Guillén, 2014).

En 2016 realizaron una investigacion en zonas rurales del canton Riobamba en queso fresco
determinando una sensibilidad del 100 % a amoxicilina/acido clavulanico y a imipenem
(Barrionuevo, 2016). Segun Imre et al. (2022), en la region de Rumania determinaron una
resistencia en (28/43), contra NOR (28,6 %) y AMC (25 %), pero ninguno de los aislamientos fue
resistente a AMK, GEN, IPM y CIP respectivamente. Ademas, el resto de los aislados (15/43),
probados con otro método fueron resistentes a ENR (100 %) y AMC (20 %) y susceptibles a GEN.

La amoxicilina/acido clavulanico forma parte de la familia de las betalactamasas por lo cual
laresistencia observada en el estudio se puede estar asociado con el gen BLEE dentro de la bacteria.
Los antibidticos que forman parte de las quinolonas no se encontraron resistentes en este estudio,
pero cabe mencionar, que los genes resistentes a quinolonas destacan el gen aac (6') Ib-cr de
localizacion plasmidica, estos, distribuidos de manera general y més frecuentes en América Latina.
(Pefialoza & Aspiazu, 2021).

De acuerdo a los resultados obtenidos de la resistencia a los antimicrobianos en Salmonella

spp. en esta investigacion se determind la resistencia en un 100 % (3/3) a AMC, 33,33 % (1/3) a
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NOR y ENR. De la misma manera un estudio realizado (Garbaj et al., 2022) en muestras de leche
cruda, leche cruda fermentada y quesos blandos, maasora y ricotta de diferentes localidades de
Libia encontro resistencia en S. entérica en un 100% a amoxicilina, 11 % AMC y F. 100 %; sensible
en un 100 % a CIP, AMC 67 %.

La resistencia registrada para AMC puede explicarse por el uso principal de estos
medicamentos en el tratamiento de las infecciones de las glandulas mamarias (Imre et al., 2022).
De acuerdo a otras investigaciones analizadas, puede explicarse que la principal fuente de
contaminacion, se debe al uso excesivo, indebido, preferido y sin restricciones de antibidticos.
Estas practicas aumentan la resistencia a los antimicrobianos entre las cepas bacterianas,

especialmente en los paises en desarrollo (Guillén, 2014: Barrionuevo, 2016; Garbaj et al., 2022).

La bacteria E. coli actua ante la gentamicina, norfloxacina, imipenen y Salmonella spp. ante
nitrofurantoina y ciprofloxacina presento un alto nivel de sensibilidad, se puede mencionar que en
base a los estudios anteriormente mencionados y en base a la evaluacion de la investigacion no son
antibidticos de uso comun en los ganaderos. Lo mismo que puede explicar la ausencia del

desarrollo de resistencias por parte de estos microorganismos (Garbaj et al., 2022).

La familia Enterobacteriaceae que han incrementado notablemente su resistencia,
especialmente por mecanismos de enzimas de tipo betalactamasas de varios tipos, las de amplio
espectro tienen la capacidad de hidrolizar aminopenicilinas, carboxipenicilinas y cefalosporinas de
primera generacion, mientras que las de espectro extendido inactivan a aquellas cefalosporinas de

tercera y cuarta generacion (Avilés et al., 2016; Farifia, 2016).

El incremento de las bacterias resistentes a los carbapenemes (imipenem, meropenem),
tanto en enterobacterias como en bacilos gramnegativos no fermentadores de la glucosa ha hecho
que los antibioticos de uso sean las alternativas terapéuticas toxicas y/o muy costosas, como la
colistina. Ademas, es preocupante la resistencia a las fluoroquinolonas (norfloxacina,
ciprofloxacina, levofloxacina), excelente antibidtico por su farmacocinética y facilidad de
administracion por via oral, pero con la desventaja de presentar resistencias cruzadas entre ellas
(Farifa, 2016).
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Finalmente, los residuos de antibidticos observados en las bacterias generan un riesgo en la
salud pablica debido a que la leche y sus derivados es un alimento béasico de la poblacion, en
especial a las familias de productores de leche, asi como los empleados de las lecherias (Jayarao et
al. 2006). Por tanto, el consumo con contaminantes como los antibiéticos, producen la aparicion
de multiresistencia en bacterias patégenas, alergias, disbacteriosis, sobrecrecimientos y algunos
efectos toxicos (Luna, 2004). Ademaés, pueden inducir en la flora intestinal desarrollando

microorganismos patogenos y reduccion de la sintesis de vitaminas esenciales (Mattar et al. 2009).
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7. Conclusiones

® Se determind la presencia de E. coli y Salmonella spp. en los quesillos artesanales
expendidos en la feria libre del cantdn Saraguro.

® Se evalud la resistencia antimicrobiana, obteniendo una resistencia marcada a
amoxicilina/acido clavulanico por E. coli, asi como también la resistencia antimicrobiana
de Salmonella spp. a amoxicilina/acido clavulanico, norfloxacina y enrofloxacina, lo cual
puede estar asociado al mal uso de antibi6ticos.

e Se identificé otras bacterias como la Klebsiella pneumoniae, Citrobacter spp., Morganella

spp., Enterobacter cloacae, Shigella spp., Proteus spp. y Proteus vulgaris.

27



8. Recomendaciones

Realizar estudios enfocados en la busqueda de otras enterobacterias y factores asociados
con el fin de crear alternativas que ayuden controlar y minimizar la carga microbiana del
producto terminado.

Evaluar los grupos patdgenos més frecuentes y problematicos de E. coli en los productos
lacteos del canton Saraguro.

Evaluar la resistencia antimicrobiana de enterobacterias presentes en los quesillos
artesanales del canton Saraguro.

Realizar el anélisis de la materia primay el proceso de produccion de los derivados lacteos

para determinar los puntos con mayor riesgo de contaminacion.
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10. Anexos.

Anexo 1. Flujograma de aislamiento de E. coli

Muestra de quesillo
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t Pesar 25g de quesillo + 225 ml
Transporte en cooler — de caldo Tripticasa Soya
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no més de 24 horas. lneubarde2a8h
L]
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v colocamos en nlacas hinetr. )
I Rosadas o tojas
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o bl et m AswacConle | & wo ame o
i 1337 °C durate  18-24h | | 33-37°C durante 1348k precipitacién de bilis),
et POR ESTRIACION. /i POR ESTRIACION
[
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b

Incubar a 37 °C por 24k,

-

SIM
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-2 gotas de solucidn
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Anexo 2. Flujograma del aislamiento de Salmonella spp.

Sadmaonella spp.

Muestra de quesillo
142 (Medialibra)

Transporte en cooler

L
.
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Anexo 3. Crecimiento bacteriano de E. coli.

Colonias sospechosas en EMB y MacConkey.

Anexo 4. Pruebas bioquimicas para E. coli.

Pruebas Bioquimicas

TSI SC LIA MR SIM
-VP
M _
Ferm Ga SH2 Viraj Descarb Desa S Mot Ind SH2 Resultados
entac s eazul oxilaci6 mina H2 MR ilida ol
ion n cion d
2 + + - + + - - + - - - Klebsiella
pneumoniae
3 + - - + + - - - + + - Proteus vulgaris
7 + + - + - - + o+ - + +  Proteus vulgaris
o* + + _ - + - - - - + - E. coli
10 + + - + - + - - + + - Citrobacter spp.
11 + + + + + - - + + + + Citrobacter spp.
12 + + + - + - + - + + + Morganella spp.
13 + + 4+ + - + + 4+ + + + Proteus vulgaris
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15  + -+ + + - + - + + + Proteus vulgaris

16 + - - + - - - - - + - Enterobacter
cloacae

17+ - - + - - - - - - - Klebsiella
pneumoniae

18 + + + + + - + + + - + Proteus spp.

19 + + - - - - - + + + - E. coli

*

20 + + - + - - - - + + - Citrobacter spp.

22 + + - - - - - + - - - Klebsiella
pneumoniae

23 + + R + + - - - - - - Klebsiella
pneumoniae

24 + + - - - - - - + + - E. coli

*

25 + + - + + - - + - + - Klebsiella
pneumoniae

Bateria bioquimica confirmatoria
de E. coli.
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Anexo 5. Tincion Gram para E. coli

Anexo 6. Medidas de los halos de inhibicion para E. coli.

Bacilos Gram negativos

Resistencia Antimicrobiana para E. coli.

Valores de referencia Muestras
Antibidticos S | R #19 #24
Amikacina 30ug 217 15-16 <14 21mm(S) 23mm(S)
Norfloxacina 10 ug 217 13-16 <12 26mm(S) 39mm(S)
Amocilina/acido clavulanico
30 ug 218 14-17 <13 1mm(R) emm(R)
Gentamicina 215 13-14 <12 22mm(S) 28mm(S)
Imipenem 300 ug 223 20-22 <19 31mm(S) 31mm(S)

Nota. S (sensible), I (intermedio) y R (resistente)
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Anexo 7. Medidas de los halos de inhibicion de otras enterobacterias.

Resistencia Antimicrobiana

Muestras
Valores de P. Citrobacter Morganella P. P. P. K. K.
referencia vulgaris spp. spp. vulgaris  vulgaris  vulgaris  pneumoniae pneumoniae
Antibioticos
S | R #7 #11 #12 #13 #15 #18 #22 #25
Amikacina
30ug
217 15-16 <14 25mm(S) Omm(R) 30mm(S) Omm(R) 27mm(S) 23mm(S)  27mm(S) 0 mm(R)
Norfloxacina
10 ug
217 13-16 <12 35mm(S) omm(R) 40mm(S) 37mm(S) 34mm(S) Omm(R)  24mm(S) omm(R)
Amoxicilina/ac
ido clavulénico
30ug
218 14-17 <13 3mm(R) 16mm(l) Imm(R) 8mm(R) 1mm(R) Omm(R) 2mm(R) 20mm(S)
Gentamicina 215 13-14 <12  30mm(S) omm(R) 21lmm(S)  Omm(R) 20mm(S) 17mm(S)  24mm(S) 0 mm(R)
Imipenem 300
ug
223 20-22 <19 25mm(S)  33mm(S) 3Imm(S) 35mm(S) 30mm(S) 22mm(l)  14mm(R) 25mm(S)

Nota. S (sensible), I (intermedio) y R (resistente)

Anexo 8. Crecimiento bacteriano de Salmonella spp.

Colonias con puntos negros sospechosas a Salmonella spp. en agar XLD y SS. b.
Colonias blanquecinas en agar verde brillante.
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Anexo 9. Pruebas bioquimicas para Salmonella spp.

Pruebas Bioquimicas

M TSI CS LIA MR- SIM Resultados
VP
Fermen Gas SH2 Viraje  Descar Desa SH2 MR Motili Indol SH2
tacion azul  boxilacion minacion dad
1* + + - + + - + - + - +  Salmonella spp.
) + - - - - - + - + - +  Shigella spp.
3 + - + - - - + - + + +  Proteus spp.
7* + - + + + - + - + - +  Salmonella spp.
16* + - + + . - + - + - +  Salmonella spp.

Nota: *(Muestras positivas para Salmonella spp.), M(Muestras)

Bateria bioguimica confirmatoria de Salmonella spp.

Anexo 10. Tincion Gram para Salmonella spp.

Bacilos Gram negativos

Salmonella spp.
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Anexo 11. Medidas de los halos de inhibicion para Salmonella spp.

Resistencia Antimicrobiana para Salmonella spp.

Valores de referencia Muestras
Antibioticos S | R #1 #1 #16
Enrofloxacina 5ug 223 1722 =16 33mm(S) 33mm(S) 11 mm(R).
Norfloxacina 10 ug 217 1316 =12 322mm(S) 31 mm(S) 9 mm(R)
Amocilina/acido
clavulanico 30 ug 218 1417 =13  9mm(R) 5mm(R) 5mm(R)
Ciprofloxacina 5 ug 231 21-30 =20  30mm()) 37mm(S) 21mm(1).
Nitrofurantoina 300 ug 217 1516 =14 20mm(S) 22mm(S) 20mm(S)
Nota. S(sensible), I(intermedio) y R(resistente).
Anexo 12. Halos de inhibicion para Shigella spp.
Resistencia Antimicrobiana para Shigella spp.
Valores de referencia Muestras
Antibioticos S I R #2
Enrofloxacina 5ug 223 17-22 <16 30 mm(S)
Norfloxacina 10 ug 217  13-16 <12 7mm (R)
Amocilina/acido clavulanico 30 ug 218  14-17 <13 5mm(R)
Ciprofloxacina 5 ug 231  21-30 <20 30mm(l)
Nitrofurantoina 300 ug 217  15-16 <14 21mm(S)

Nota. S (sensible), I (intermedio) y R (resistente)
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Agar Mueller Hinton con halos de inhibicion.
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