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1. Titulo

Evaluacion de la Resistencia Antimicrobiana de Escherichia coli y Staphylococcus aureus
aisladas en leche cruda comercializada en mercados de la ciudad de Loja



2. Resumen

La leche es el alimento mas completo y consumido a nivel mundial, por lo que cumple un rol
significativo en la dieta de las personas. En el Ecuador, alrededor del 60% de la
comercializacion de leche cruda es de tipo informal y no siempre estd sujeta a un correcto
control y manejo que garantice la calidad e inocuidad, ya que la leche es un producto que se
contamina facilmente a nivel microbiolégico y quimico provocado por el abuso indiscriminado
de antibi6ticos, dejando residuos en este alimento ocasionando problemas a nivel de la salud
publica, y es por esta razon que el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la resistencia
antimicrobiana de Escherichia coli y Staphylococcus aureus expendida en los mercados de la
Ciudad de Loja en donde se analizaron 24 muestras de leche cruda. En donde se obtuvo una
presencia de 16.67% para Escherichia coli y Staphylococcus aureus, ademas se pudo identificar
otras especies mediante pruebas bioquimicas tales como Shigella spp., Klebsiella pneumoniae
y Salmonella spp. Se evalud la resistencia antimicrobiana de Escherichia coli y Staphylococcus
aureus, obteniendo una resistencia mayor del 100% a betalactamicos y cefalosporinas, 75% a
tetraciclina y 50% a fluoroquinolonas por tanto se recomienda efectuar mas estudios para
evaluar donde existe mas factores de contaminacion y realizar un control de residuos de

antibioticos presentes en la leche cruda que se expende al publico.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Resistencia Antimicrobiana, Leche

cruda, Antibiograma



2.1 Abstract

Milk is the most complete and consumed food worldwide, so it plays a significant role in
people's diets. In Ecuador, about 60% of raw milk marketing is informal and is not always
subject to proper control and management to ensure quality and safety since milk is a product
easily contaminated at the microbiological and chemical level caused by the indiscriminate
abuse of antibiotics. For this reason, the scope of this study was to evaluate the antimicrobial
resistance of Escherichia coli and Staphylococcus aureus sold in the markets of the city of Loja,
where we analyzed 24 samples of raw milk 16.67% presence of Escherichia coli, we obtained
Staphylococcus aureus, and we identified other species such as Shigella spp., Klebsiella
pneumoniae, and Salmonella spp. by biochemical tests. We evaluated the antimicrobial
resistance of Escherichia coli and Staphylococcus aureus, obtaining a greater than 100%
resistance to beta-lactams and cephalosporins, 75% to tetracycline, and 50% to
fluoroguinolones. Therefore, we recommend conducting further studies to evaluate where there
are more contamination factors and to control antibiotic residues present in raw milk sold to the

public.

Keywords: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, antimicrobial resistance, raw milk,

antibiogram



3. Introduccion

Para los seres humanos la leche y sus derivados son fundamentales para la salud y
nutricion, es por esto que la leche cruda es uno de los alimentos mas completos debido a una
rica composicion en proteinas, acidos grasos, inmunoglobulinas y micronutrientes, por lo que
también es un excelente medio para el crecimiento y propagacion de microorganismos, siendo
necesario tomar medidas de seguridad y control para obtener un producto que cumpla con
parametros de calidad e inocuidad apto para el consumo (Nero et al., 2019); (FAO, 2021).

Considerando que la calidad e inocuidad de los alimentos que llegan al consumidor es
importante y mas aun de alimentos primordiales como la leche y sus subproductos que al ser
muy susceptibles a la contaminacion, es posible que no estén exentos de contaminantes
microbioldgicos y quimicos como residuos de antibi6ticos. (Sah et al., 2018).

El género Escherichia coli es una bacteria presente en el intestino de personas y animales,
productora de toxina Shiga la cual puede causar enfermedades por el consumo de productos
contaminados con materia fecal. Por otro lado, las bacterias de la especie Staphylococcus
aureus forman parte de nuestra microbiota cutanea por lo que se la asocia a la contaminacion
por manipulacion (OMS, 2021).

Si hablamos de las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) en el Ecuador
durante el afio 2020 se presentaron 5890 casos reportados por intoxicaciones alimentarias
bacterianas, infecciones y toxiinfecciones provocadas por alimentos como la leche cruda sin
tratar. Escherichia coli entero hemorrégica se asocia con el consumo de leche no pasteurizada
(OMS, 2019).

La pasteurizacion es un proceso importante ya que su objetivo es destruir los
microorganismos patogenos que se encuentran en la leche cruda causantes de enfermedades por
alimentos (ETAs). Ademas, reduce la flora asociada, por lo cual alarga la vida til del producto
sin alterar la composicion quimica y sus caracteristicas organolépticas (Guaraca et al., 2019).

Por otra parte, Ecuador se enfrenta a una gran problematica por el uso indiscriminado de
antibioticos en las ganaderias, la OMS ha declarado la resistencia antibacteriana como
emergencia mundial siendo una de las 10 principales amenazas de salud publica. En animales
de produccién el uso indiscriminado de antibidticos ha crecido drasticamente, provocando
multirresistencia bacteriana por la mutacion genética de las mismas para resistir al efecto de los
antibioticos en animales de produccion, razén por la cual es un peligro para las personas que
consumen alimentos provenientes de animales, causando asi varias enfermedades dificiles de
tratar (Guaman et al., 2020).



Es imprescindible notar que los ganaderos utilizan grandes cantidades de antibi6ticos para
tratar enfermedades infecciosas como lo es la mastitis causada por Staphylococcus aureus,
tomando en cuenta principalmente que los antibidticos empleados no son recetados por un
médico veterinario, por lo que se utilizan empiricamente provocando graves perjuicios
sanitarios tanto para el animal como para los humanos, ya que la resistencia a los antibiéticos
cada dia va aumentando y propagandose por todo el mundo siendo algo muy peligroso. Cada
dia aparecen nuevos mecanismos de resistencia que llegan a impedir el poder tratar las
enfermedades infecciosas. La mayoria de los estudios demuestran que para controlar la mastitis
bovina utilizan Betalactamicos, Sulfonamidas y Amino glucésidos, de estos grupos de
antibidticos se ha encontrado residuos de antibidticos en leche cruda. (Murillo et al., 2022).

Varios estudios realizados a nivel nacional e internacional han reportado la presencia de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus en leche cruda como el de (Cérdenas et al., 2018;
Alarcon, 2018; Eliazar 2022; Lopez 2022). Sin embargo, en la provincia de Loja no existen
estudios relacionados a la problematica de la resistencia antimicrobiana en leche cruda bovina.

(Por todo esto, se planted como objetivo general determinar si “existe la presencia de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli en leche cruda comercializada en mercados de la

ciudad de Loja y si presentan resistencia antimicrobiana?



4. Marco Tebrico

4.1 Inocuidad Alimentaria

La inocuidad alimentaria hace relacién a los peligros fisicos, quimicos y microbiol6gicos
que estan presentes en el consumo de alimentos ya que pueden poseer microorganismos
patdgenos transmisibles al hombre produciendo riesgos en la salud con sintomas como vémito,
dolor abdominal, diarrea, fiebre, calambres o dolor corporal, por lo que se debe informar a los
productores con el fin de que se disminuya el riesgo de infecciones transmitidas por alimentos.
Rara vez se puede presentar insuficiencia renal por causa de Escherichia coli (Lopez, 2022).

Los requerimientos de la leche y sus derivados deben ser libres de residuos inhibidores
como son los antibidticos, debido a que si se encuentran en cantidades minimas ya representa
un problema de salud publica por lo que no debe ser aceptado, ademas debe ser ilegal expender
estos productos (Diaz, 2016).

La leche cruda es un alimento producido por las glandulas mamarias de la vaca que no se
ha sometido a ningun tipo de tratamiento térmico, es decir que la temperatura de la misma no
ha superado a la de la leche que es extraida inmediatamente de la ubre de la vaca (no supera los
40 °C), la leche cruda no es apta para consumir (INEN 9, 2015).

La leche se caracteriza por ser una fuente de proteinas importantes por su alto valor
nutritivo para los seres humanos, sin embargo, debido a su composicion es un medio ideal para
que se puedan desarrollar facilmente microorganismos patdégenos. También hay riesgos de
contaminacién y proliferacion de patdgenos enddgenos en el ordefio, al momento de almacenar,
transportar o por contacto con el hombre o el medio ambiente. Asi como también puede estar
contaminada con residuos de antibidticos, plaguicidas o algln tipo de contaminante quimico
(INEN 9, 2015).

Dentro de algunas de las enfermedades de las que puede estar expuesta el ganado lechero
es la mastitis ambiental, las puntas de los pezones se pueden contaminar con microorganismos
patdgenos que se encuentran en el ambiente en donde pasa el ganado como los corrales, pasto,
lugar de ordefio, etc. Estos microorganismos sobreviven y se multiplican generando mayor
contaminacién. Generalmente en una mastitis encontramos involucrados géneros como
bacterias coliformes, Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli vy
Klebsiella spp. Es por esto que la leche producto del ordefio de vacas con mastitis se convierte
en una amenaza para la seguridad e inocuidad alimentaria (Babalola, 2021).

La microbiota que se encuentra presente en la leche cruda son bacterias heterétrofas, que

son la mayoria de las bacterias patdgenas que causan diferentes tipos de infecciones en el
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ganado, asi como también infecciones e intoxicaciones en humanos que consumen leche cruda
sin ningun tratamiento. Del mismo modo, en la composicion de la leche hay una porcion de
microorganismos probidticos de los cuales se ha comprobado que son beneficiosos para la salud
de quien la consume (Guarin et al.,2020; Reuben et al., 2020).

4.1.1 Calidad de la leche cruda

La calidad de la leche se define en un conjunto de propiedades que alteran directa o
indirectamente el grado de aceptacion, seguridad y demanda de este producto. Los pardmetros
utilizados para determinar que la leche sea de calidad es que previo a la industrializacion se
evalia mediante analisis fisicos-quimicos y microbiolégicos. Estos parametros se rigen
mediante normativas para procesos de recoleccion, transporte y analisis con algunas variaciones
de los limites de cumplimiento y los métodos que se emplean (Sah et al., 2018).

Entre las bacterias que més afectan al organismo del hombre por consumir leche cruda son:

Tabla 1. Microorganismos pat6genos presentes en la leche cruda

Microorganismos Sintomas Periodo
| ] | 1
Staphylococcus aureus  Produce diarrea, nauseas, vomito y  Los sintomas suelen aparecer de 1 a
calambres abdominales. 6 horas después de haber
consumido el alimento

contaminado.

Escherichia coli Produce diarrea con o sin sangre, Los sintomas suelen aparecer de 2
dolor abdominal y calambres. hasta 5 dias después de haber
consumido leche cruda

contaminada.

4.2 Staphylococcus aureus
4.2.1 Generalidades

Especie perteneciente al género Staphylococcus, posee poderosas enzimas como son la
coagulasa y catalasa que ayudan a proteger y combatir contra el sistema inmune. Contiene
toxinas como la enterotoxina, es termoestable por lo que es dificil destruirla por coccién. Por
otro lado, se ha demostrado que la toxina A produce con mayor frecuencia intoxicacion

alimentaria (Cervantes, 2014).



4.2.2 Propiedades bioquimicas

Es un coco Gram positivo, anaerobia facultativa que se llega a agrupar en racimos para
dividirse en diferentes planos, no es movil ni esporulado y es productora de catalasa, coagulasa
y desoxirribonucleasa positiva. La temperatura ideal para su crecimiento esta dentro del rango
de 7 a 48°C siendo ideal 37° C. Es un microorganismo que produce exotoxinas que se pueden
producir en el alimento y permanecer aun cuando se haya realizado algun tratamiento térmico

ya que son toxinas resistentes al calor (Galli et al., 2019).

4.2.3 Toxinas patogenas que producen intoxicacion alimentaria

Produce cinco toxinas que pueden llegar a provocar intoxicaciones en el ser humano. Esta
bacteria se caracteriza por generar infecciones en los tejidos blandos y grasos, vasos sanguineos
y en la piel, ha sido también muy relevante en enfermedades transmitidas por alimentos
contaminados (ETAs) (Pasachova et al., 2019). La determinacion de este microorganismo
indica una escasa desinfeccion durante la manipulacion de los alimentos o por no realizar un

proceso de tratamiento adecuado (Ramirez et al., 2020)

Tabla 2. Toxinas patégenas producidas por Staphylococcus aureus

Toxina Sintomas

| I 1
Toxina del shock toxico estafilococico Fiebre, escalofrios, dolores musculares, nauseas y

(TSST-1) vémitos, falla renal. Sindrome del shock tdxico.
Toxina exfoliatina (ETAy ETB) Diarrea, muerte de enterocitos, fiebre, eritema, dolor
muscular
I I |
Leucocidina Destruyen leucocitos

Enterotoxinas estafilocdcicas (SE) Asociadas a intoxicaciones alimentarias

Enterotoxina A Se asocia mayormente a intoxicaciones alimentarias.
Enterotoxina B Colitis pseudomembranosa, infecciones.
Enterotoxina C Asociada principalmente a alimentos como lacteos

contaminados.

Enterotoxina D Asociada masivamente a intoxicaciones por lacteos
contaminados.

Nota: Adaptado de Galli et al., (2019).



4.3 Escherichia coli
4.3.1 Generalidades

Es una bacteriana que se encuentra normalmente en el tracto gastrointestinal de los
animales y personas.

La mayoria de bacterias del género Escherichia coli se encuentran naturalmente en los
intestinos, cumplen el papel de ayudar a nuestro cuerpo a digerir los alimentos. Sin embargo,
existen algunos tipos de Escherichia coli que pueden provocar diarrea y otras enfermedades

cuando son ingeridas por alimentos contaminados (Rodriguez, 2022).
4.3.2 Propiedades bioquimicas

Enterobacteria que se encuentra en el intestino del ser humanos y animales de sangre
caliente, patdgeno representativo de infecciones como la mastitis en bovinos, se caracterizada
por ser un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo que no esporula, movilidad por medio
de flagelos, no forma esporas y produce indol mediante triptdfano, no utiliza citrato como fuente
de carbono y no produce acetoina.

Asi como también fermenta la glucosa y lactosa con la produccion de gas. Se desarrolla

facilmente a temperaturas de 6 a 50°C (Investigacion, 2022).
4.3.3 Patogenia de Escherichia coli

Se asocian 6 patotipos con infecciones gastrointestinales que han sido clasificados segun
su patogenicidad, presentacion clinica y epidemiologia, siendo uno de ellos Escherichia coli
perteneciente a la categoria productora de toxina Shiga (STEC), la cual se encuentra en el
intestino del animal y llega a la superficie de la leche por contaminacion con las heces fecales,

por manipulacion posterior al ordefio (Brusa et al., 2019)

Estas cepas son patdgenos considerados por ser transmitidos por alimentos que llegan a
causar enfermedades severas en el ser humano como es la colitis hemorragica (Brusa et al.,
2019).



Tabla 3. Cepas patogenas de Escherichia coli

Especies Patogenas Lugar de Accion Sintomas
| ! |

Enteropatdgeno (EPEC) Int. Delgado Diarrea con sangre, calambres abdominales,
vomito y fiebre

Enteroinvasiva (EIEC) Int. Grueso Disenteria tipo shigelosis ocasionando diarrea
mucoide sanguinolenta.

Enterohemorragica (EHEC) Int. Grueso Diarrea hemorragica intensa y sindrome uréico
hemorréagico.

Enteroagresiva (EAEC) Int. Delgado Diarrea infantil con moco y sangre (dura mas de
14 dias)

Enterotoxigénica (ETEC) Int. Delgado Conocida como diarrea de viajero se presenta con

vOmito, diarrea acuosa, espasmos abdominales,
nauseas Y febricula (dura de 4 a 5 dias)

Nota: Adaptado de Rodriguez, (2022)

4.4 Enfermedades transmitidas por alimentos ETAs

Las enfermedades transmitidas por alimentos por lo general son de caracter infeccioso o
toxico y son causadas por bacterias, virus o parasitos que llegan al organismo por el consumo
de agua o alimentos, provocando algunas dolencias constituyendo un problema de salud

publica.

En el Ecuador segun cifras publicadas por el Ministerio de Salud Publica (MSP), hasta el
afio 2021 se han reportado 5,802 casos de intoxicaciones alimentarias con la aparicion de
sintomas gastrointestinales, siendo la provincia del Oro con mayores casos reportados de un
total de 1,275 (MSP, 2021).

Las ETA son producidas por el consumo de alimentos contaminados con
microorganismos patdgenos o gran cantidad de sustancias que son nocivas para afectar en la

salud de los seres humanos afectando a la inocuidad y seguridad alimentaria.

Son un gran problema para la salud pablica y existen mas de 250 enfermedades que son
transmitidas por alimentos incrementando con nuevas formas de contaminacién, poblaciones
vulnerables o por el incremento de la resistencia bacteriana (Lampert et al., 2022; Palomino et
al., 2018).
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Las ETAs son ocasionadas por diversos factores como son la inadecuada conservacion y
mala manipulacion, los alimentos que son sometidos a una intensa manipulacién durante el
proceso de preparacion y que tienen una temperatura por encima de 7.2°C y por debajo de 60°C
después de haberlos preparado, son los que méas producen intoxicacion estafilococica (Alarcon
etal., 2017).

4.5 Servicio Ecuatoriano de Normalizacion (INEN)

El INEN es el sistema ecuatoriano que tiene el objetivo de formular normas técnicas que
definan las caracteristicas de materiales y la calidad de los productos, con el fin de garantizar

que los productos que se comercializan en el pais sean seguros para el consumidor.

Segun la norma técnica ecuatoriana NTE INEN 9:2015 Sexta revision, establece los

requisitos que se aplica Unicamente a la leche cruda de vaca destinada al procesamiento.

Se entiende como definicion de leche cruda aquella que no ha pasado por un tratamiento
térmico, excepto el de enfriamiento para conservarla, ni que ha tenido ninguna modificacion en

su composicion.

Tabla 4. Requisitos microbiol6gicos otorgados para la leche cruda

Microorganismo n c¢ m M Meétodo de ensayo
| I I I | | 1
1,0x10°>  1,0x10?
Escherichia coli 5 3 NTE INEN 1529-5
10?
Enterobacteriaceae (UFC/g) 5 1 10 NTE INEN-ISO 21528-2
10?
Staphylococcus aureus 5 2 10 NTE INEN 1529-14

|
n= ndmero de muestras para analizar

m= limite de aceptacién
M= limite superando el cual se rechaza
c= nmero maximo de muestras admitidas con resultados entre my M.

Nota: Adaptado de Normativa del Instituto Ecuatoriano de Normalizacion NTE INEN 9, 2015.

4.5.1 Residuos de Medicamentos Veterinarios en la leche cruda

El problema de la presencia de residuos de antibidticos en la leche cruda se debe a la

inadecuada eleccidn, uso excesivo e irracional de los antibidticos para tratar enfermedades
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como la mastitis, incumpliendo con el tiempo de retiro de los farmacos por parte del productor
ganadero, no descartar leche de vacas que han sido tratadas, administracion de medicamentos
de uso humano para tratar animales y falta de supervision de un médico veterinario, entre otros
factores como el deficiente o inexistente control a nivel de los puestos comerciales que

expenden la leche cruda (Aroca, 2016).

Por lo tanto, esto genera consecuencias que van desde efectos adversos por presencia de
residuos de antibidticos en alimentos, aumento de la resistencia bacteriana, toxicidad en érganos
importantes como higado y rifiones y provocar a nivel digestivo reacciones adversas como,
irritacion, diarrea, dolor abdominal y epigéastrico. La gran parte de estos antibidticos se quedan
en diferentes 6rganos Y tejidos de animales que han sido tratados, lo cual conlleva a un alto
riesgo para la salud de personas que consumen un producto de estos animales (Villa et al.,
2017).

En Ecuador se realizaron 81 operativos donde se controld 948.253 litros de leche cruda y
se decomisaron a vendedores 57.537 por presencia de antibioticos, considerados no aptos para
el consumo humano, se efectuaron en 8 provincias segun la agencia de Agrocalidad en conjunto
con el Ministerio de Agricultura y Ganaderia, Agencia Nacional de Regulacion, Control y

Vigilancia Sanitaria y el Servicio de Rentas Internas (MAG, 2020).
4.6 Resistencia Antimicrobiana

La resistencia a los antibiéticos corresponde a un gran problema que preocupa a nivel
mundial, ya que a diario estan apareciendo y dispersandose a nivel mundial nuevos mecanismos
de resistencia antimicrobiana que son un peligro ya que es mas dificil tratar infecciones
comunes o elegir los antibidticos para un tratamiento cada vez es mas limitado. Incluso se puede
presentar efectos negativos como una disbacteriosis, disminucién de sintesis de vitaminas,
desarrollo de microorganismos patdgenos y alteracion completa de la flora intestinal (Murillo
et al., 2022).

La resistencia bacteriana se presenta como una consecuencia del uso indiscriminado de
los antimicrobianos. Este fendmeno va aumentando ya que cada vez es mas dificil controlar por
parte de los antibidticos existentes ya que las bacterias han desarrollado nuevos mecanismos lo
cual repercute en implicaciones sociales y econdmicas debido a que han aumentado los niveles
de morbilidad y mortalidad, incrementando incluso los costos del tratamiento (Murillo et al.,
2022).
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Una bacteria es sensible frente a un antibiético cuando el medicamento es eficaz en ella
y la infeccion que presenta desaparece por la muerte o inactivacion del microorganismo y se
considerado como un agente resistente cuando su crecimiento se inhibe al existir
concentraciones superiores a las que el medicamento puede llegar alcanzar en el lugar de la
infeccion. Por la presion selectiva de los antibidticos las cepas que son resistentes se hacen
predominantes, haciendo que desaparezcan las bacterias sensibles, lo cual no sélo se presenta
en los antibiéticos administrados en medicina humana sino también en aquellos medicamentos

que son utilizados en medicina veterinaria (Pérez, 2020).

De acuerdo a las normativas del Instituto Ecuatoriano de Normalizacion (NTE INEN 9,
2012), la leche cruda que no ha sido sometida a un proceso de pasteurizacion y que es destinada
para el consumo humano, no debe contener residuos de medicamentos veterinarios en
cantidades superiores establecidos por el CODEX Alimentarius CAC/MRL 2.
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5. Material y Métodos
5.1 Area de estudio

La presente investigacion se realiz6 en los mercados de la ciudad Loja que se encuentra
a una altitud de 2.100 m.s.n.m asentada en el valle de Cuxibamba, con coordenadas de latitud:
-3.98333, Longitud: -79.2 3° 58’ 60" Sur, 79° 12' 0" Oeste. Las temperaturas fluctlan entre 16°

C y 21° C, con una temperatura diaria promedio de 17° C.

El estudio tuvo un periodo de duracion de 4 meses y se dividio en tres fases: la primera
fase fue la observacion de las zonas a muestrear, segunda fase trabajo de campo para toma y

transporte de muestras; y la tercera fase fue el analisis de muestras en el laboratorio.

MAPA DE UBICACION DE LOS SITIOS DE ESTUDIO

- A > 9561000 <5M
PPP(2). NG (1) Colombia

A ; , ~
; /, ;\’\\

9560000

Ecuador

MM (3) \ J p
A 0 ; 9559000 f = Q Peru

AMC (4) 9558000
Amls (5)
LEYENDA 9557000
A Mercados
Loja MT (6)
Casco urbano A B
9556000 P%

698000 699000 700000 701000

Figura 1. Ubicacion geografica de los mercados municipales muestreados en la ciudad de Loja.

5.2 Procedimiento
5.2.1 Enfoque Metodologico

El presente estudio tuvo un enfoque cuantitativo debido a que la recoleccion de datos se

centra mas en resultados estadisticos y huméricos.
5.2.2 Disefio de la Investigacion

En esta investigacion se empled un enfoque observacional y de corte transversal

descriptivo, donde se realiz6 un analisis u observacién previa para determinar el namero de
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puestos de expendio de leche cruda de los cuales se obtuvo 24 muestras correspondientes a la

totalidad de los puestos ubicados en los diferentes mercados de la Ciudad de Loja.
5.2.3 Tamario de la muestra y Tipo de Muestreo

Se realizd un muestreo no probabilistico por conveniencia en 24 sitios de expendio de

leche cruda en 6 mercados de la ciudad de Loja. Obteniendo un total de 24 muestras (Tabla 5).

Tabla 5. Nimero de muestras de los diferentes mercados de la Ciudad de Loja

Mercados Muestras
I I |
PPP 2
NG 2
MM 6
MC 7
MS 5
MT 2
| I |
Total 24

5.2.4 Variables de estudio

e Presencia o ausencia de Escherichia coli y Staphylococcus aureus

e Resistencia Antimicrobiana
5.2.5 Métodos y Técnicas

e Muestreo: Latoma de muestras se hizo de acuerdo a los protocolos de las normas INEN
4. Las muestras fueron llevadas al Laboratorio de Diagnostico Veterinario de la
Universidad Nacional en su propio envase comercial para evitar la contaminacion,
fueron transportadas en un cooler con gel refrigerante a una temperatura no menor de
0°C ni mayor de 10°C, hasta el momento del analisis de las mismas.

e Trabajo de campo en laboratorio: El analisis de laboratorio se realizd6 mediante
diagramas de flujo en base a lo que dicta la normativa del pais (INEN) correspondiente

para Escherichia coli (Anexo 5) y Staphylococcus aureus (Anexo 3).
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Aislamiento e identificacién de Staphylococcus aureus

e Suspension inicial y diluciones: Agregamos 90 mL del diluyente agua peptonada al
0.01% y 10 ml de leche cruda en una bolsa ziploc estéril, mezclando correctamente.
Obteniendo la primera dilucién (10-1) consecutivamente hasta llegar a la dilucién
(107)

e Siembra en placa de medios de cultivo selectivos: Se sembrd en placa la dilucion
(1077) por medio de agotamiento de estriado sobre agar Sal Manitol y Baird Parker,
invertimos las placas e incubamos a 37°C por 24 horas. Para la identificacion de
Staphylococcus aureus se basé de acuerdo a las caracteristicas de las colonias en cada
agar (Tabla 6).

Tabla 6. Identificacion de Staphylococcus aureus en los diferentes medios de cultivo

Staphylococcus aureus

Agares Caracteristicas de las colonias
Sal manitol Colonias de color amarillo con un halo luminoso de color amarillo.

Colonias que se caracterizan por tener una forma regular, de color amarillo
Baird Parker rodeado o no de un halo amarillo.

e Pruebas confirmatorias en agares diferenciales

La identificacion y confirmacion de colonias de Staphylococcus aureus fue mediante la prueba
de coagulasa donde se determind positivos aquellos que formaron un codgulo después de la
incubacion (37° C), oxidasa por el cambio de coloracion de la tirilla y catalasa positivo aquellos

que tuvieron formacién de burbujas al entrar en contacto con el peréxido de hidrégeno al 20%.
Aislamiento e identificacion de Escherichia coli
e Siembra en placa de medios de cultivo selectivos

Se sembro en placa la dilucion inicial por medio de agotamiento de estriado, invertimos las
placas e incubamos a 37°C por 24 horas para observar si hubo crecimiento bacteriano. Para la
identificacion de Escherichia coli se baso de acuerdo a las caracteristicas de las colonias en

cada agar (Tabla 7).
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Tabla 7. Identificacidn de Escherichia coli en los diferentes medios de cultivo

Escherichia coli

Agares Caracteristicas de las colonias
Eosina Azul de Metileno  Colonias de color negro azulado con un brillo verde metalico.

MacConkey Colonias de color rosa o rojo

e Pruebas confirmatorias en agares diferenciales: La identificacion y confirmacion de
colonias de Escherichia coli fue mediante agar TSI, SIM, LIA, Citrato de Simmons y
Voges Proskauer. Estos se dejaron incubar a 37°C por 24 horas.

e Tincion Gram: Una vez realizado el aislado bacteriano, se procedi6 a la tincion Gram,
en el cual se realizo las tinciones por cada una de las placas seleccionadas de las cuales
se realizo cultivos puros. Secamos la muestra y observamos en el microscopio a 100X
con aceite de inmersion.

e Antibiograma: Para evaluar la resistencia antimicrobiana se realizé un antibiograma,
en donde se selecciond las colonias de los cultivos puros previamente identificadas para
realizar un ajuste de inéculo al 0.5 en escala de McFarland, posteriormente se sembré
en placas de Agar Mueller Hinton y se coloco discos de antibidticos seleccionados en
base a una revision bibliografica de los méas utilizados por productores ganaderos para
el tratamiento de infecciones como la mastitis clinica. Finalizado este proceso, se midio
el diametro de los halos de inhibicidn con la ayuda de un pie de rey determinando si es
sensible (S), intermedio (I) o resistente (R) basandonos en el CLSI, (2022).

5.2.6 Procesamiento y analisis de la informacion

Se presentaron las variables de forma descriptiva, se usaron medidas de tendencia central
y dispersion para las variables numéricas y frecuencias absolutas y relativas para variables

categoricas. Se empleo el programa Excel 2016 para tabular y procesar los datos del estudio.
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6. Resultados
El presente trabajo de investigacion se realizd en base a la toma de muestras de 6

mercados diferentes de la ciudad de Loja y se determind los siguientes resultados:

6.1 ldentificacién de Staphylococcus aureus

Para Staphylococcus aureus se hizo un inéculo de 24 muestras donde se observd
crecimiento bacteriano del 100% en todas las placas, de las cuales el 33.3% (8/24) fueron
seleccionadas como sospechosas a confirmar en base a la caracterizacion macroscépica de los

medios de cultivo empleados y las pruebas bioquimicas (Anexo 1).

Staphylococcus aureus

8(33.3%)

16 (66,7%)

Crecimiznto sospechoso Crecimiento bacteriano

Figura 2. Porcentaje de crecimiento bacteriano en placa

En la identificacion de pruebas bioquimicas para Staphylococcus aureus, se consideraron
positivas a las que presentaron en la lectura e interpretacion caracteristicas de catalasa positiva,

coagulasa positiva y oxidasa negativa (Tabla 8).

Tabla 8. Pruebas bioquimicas para Staphylococcus aureus

Muestra  Catalasa Coagulasa Oxidasa
| ] | |
MT#23 ) (+) )
Formacién  Formacion No hay
MT#24  de burbujas de un cambio de
coagulo color
MC#15
MM#7

Figura 3. P. Bioquimicas A: Prueba de catalasa, B: prueba de oxidasa y C: prueba de coagulasa.
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4 (16.67%) muestras fueron confirmadas como Staphylococcus aureus, lo cual denota
que dos muestras son pertenecientes de un mismo mercados y las 4 (16.67%) muestras restantes
de las placas sospechosas se lograron identificar como Staphylococcus coagulasa negativo
(Anexo 8).

Tabla 9. Presencia de bacterias sospechosas de Staphylococcus aureus

Microorganismo Muestras %

| | ] 1
Staphylococcus aureus

Ausencia 20 83.33
Presencia 4 16.67

| I I |
Total 24 100.00

De las 24 muestras analizadas se aisloé un 16.67% (4/8) de Staphylococcus aureus y las
20 muestras restantes corresponden a la ausencia de la bacteria en un 83.33% (Tabla 9).

6.1.1 Resistencia Antimicrobiana

Se realizaron cultivos puros (Anexo 10) de las muestras identificadas como
Staphylococcus aureus, posteriormente se realizo la prueba de antibiograma por el método de
difusion de disco y de esta manera establecer si la bacteria presente en una determinada muestra
de leche cruda es resistente o si sensible.

Los datos fueron comparados con los valores de referencia publicados por el Instituto de

Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) correspondiente a cada bacteria.
6.1.2 Resultados de Antibiograma

Se realizo la seleccion de 5 antibidticos para la prueba de antibiograma, de la cual se obtuvo los

siguientes resultados:
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Tabla 10. Resultados del Antibiograma para Staphylococcus aureus

Resistencia Antimicrobiana para Staphylococcus aureus

Valores de referencia Muestras

Antibidticos

R | S MM#7 MC#15 MT#23 MT#24
Oxacilina (1 ug) I <17 I - I >18 I 7mmR I 5mmR I 10 mmR I 5mmR
Enrofloxacina (5 ug) <16 17-22  >23 12mmR  10mmR 45mmS 40mmS
Tetraciclina (30 ug) <11 12-14 >15 0OmmR OmmR 30mmS 10mmR
Ampicilina (10 ug) <13 14-16 >17 11mmR  15mml 5mmR 5mmR
Ciprofloxacina (5 ug) <15 16-20  >21 1I5mmR  5mmR 45mmS 30mmS

B % de sensibilidad [l % de intermedio W % de resistencia

Oxacilina Enrofloxacina Tetracilina Ampicilina Criprofloxacina

Figura 4. Porcentaje de resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureus frente a 5 antibidticos.

En la tabla 14 podemos observar que todas las muestras de Staphylococcus aureus
presentaron resistencia a oxacilina 100%, tres muestras resistentes a tetraciclina y ampicilina
75% y dos muestras resistentes a enrofloxacina y ciprofloxacina 50%. Mientras que dos
muestras fueron sensibles a enrofloxacina y ciprofloxacina 50%, una sola muestra sensible a
tetraciclina 25% y una muestra intermedia a ampicilina 25%.

6.2. Identificacion de Escherichia coli
Para Escherichia coli se realizd un indculo de 24 muestras de las cuales se observd

crecimiento bacteriano en todas las placas 100%, de las cuales el 62.5% (15/24) fueron
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seleccionadas como sospechosas a confirmar en base a la caracterizacion macroscopica de los

medios de cultivos empleados, y realizar pruebas bioquimicas (Anexo 9).

Escherichia coli

9 (37,5%)

15 (62,5%)

Crecimiento sospechoso Crecimiento bacieriano

Figura 5. Porcentaje de crecimiento bacteriano en placa

En la identificacion de pruebas bioquimicas para Escherichia coli, se consideraron
positivas de acuerdo a la lectura e interpretacion con las siguientes caracteristicas de la (Tabla
11).

Tabla 11. Pruebas bioguimicas para Escherichia coli

BBl 1 Muestra SIM TSI sC VP LIA

CLA

'NGE2  ()Mvd  AA () +) +)

| -
(! '

l.. M Crecimiento  Rojo de Descarboxil
‘< - Bl MC#11  (+)Indol  (+)P. Color del metilo acion de
- )"~ Gas medio verde  (-) lisina/F
S: MC#12  (-) sh2 Prueba )
: (-) Sh2 Voges Desaminaci
MS#21 Proskauer on de
lisina/S
(-) Sh2

Figura 6. P. Bioguimicas A: Prueba bioquimica en una muestra analizada

4 (16.67%) muestras de leche cruda analizadas, fueron confirmadas para Escherichia coli,

de las cuales dos muestras resultaron ser de un mismo mercado (MC). (Tabla 15).
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Tabla 12. Presencia de bacterias sospechosas de Escherichia coli.

Placas sospechosas

Escherichia coli 4 muestras 16.67%
Klebsiella pneumoniae 5 muestras 20.83%
Shigella spp 4 muestras 16.67%
Salmonella spp 2 muestras 8.33%

| Total I 15 muestras I 62.5% |

11 (45.83%) muestras restantes de las placas sospechosas se realizaron pruebas
bioquimicas y se identificaron otras especies de enterobacterias tales como Shigella spp 16.67%
(4/11), Klebsiella pneumoniae 20.83% (5/11) y Salmonella spp 8.33% (2/11) (Anexo 9).

Tabla 13. Porcentaje de presencia de Escherichia coli en muestras de leche cruda.

Microorganismo Muestras %

| | I |
Escherichia coli

Ausencia 20 83.33
Presencia 4 16.67

I | | |
Total 24 100.00

De las 24 muestras de leche cruda analizadas, se aislo un 16.67% (4/24) de Escherichia
coli y las 20 muestras restantes corresponden a la ausencia de la bacteria en un 83.33% (Tabla
13).

6.2.1 Resistencia antimicrobiana

Se realizaron cultivos puros (Anexo 9) de las muestras identificadas como Escherichia
coli, posteriormente se realizo la prueba de antibiograma por el método de difusién de disco y
los datos fueron comparados con los valores de referencia publicados por el Instituto de

Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) correspondiente a cada bacteria.
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6.2.2 Resultados del Antibiograma
Se realiz6 la seleccién de 5 antibidticos para la prueba de antibiograma, de la cual se

obtuvo los siguientes resultados:

Tabla 14. Resultados del Antibiograma de Escherichia coli.

Resistencia Antimicrobiana para Escherichia coli

Valores de referencia Muestras
Antibidticos
R | S NG#2 MC#11 MC#12 MS#21
| | | | | ] ] I

Amoxicilina <17 14-17 =18 5mmR 10mmR 12mmR 12mmR
clavulanico (20/10 ug)
Ceftazidima (30 ug) <16 18-20 >21 5mmR 7mmR OmmR 8mmR
Ampicilina (10 ug) <11 14-16 >17 10 mmR 5mmR 6mmR 5mmR
Cefotaxima (30 ug) <22 2325 >26 0OmmR 30mmS  23mml 30mmS

Ciprofloxacina (5 ug) <15 16-20 >21 42 mm S 3BmmS 30mmS 40mmS

B % de sensibilidad [l % de intermedio [l % de resistencia

Amoxicilina Ceftazidima Ampicilina Cefotaxima Ciprofloxacina
clavulanico

Figura 7. Porcentaje de resistencia antimicrobiana de Escherichia coli frente a 5 antibioticos.

En la tabla 15 podemos observar que todas las muestras de Escherichia coli presentaron
resistencia a amoxicilina clavulanico, ceftazidima, ampicilina 100% y una sola muestra

resistente a cefotaxima 25%.
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Mientras que todas las muestras fueron sensibles a ciprofloxacina 100%, dos muestras

sensibles a cefotaxima 50% y una muestra intermedia a cefotaxima 25%.

6.3 Presencia y Ausencia de Escherichia coli y Staphylococcus aureus en relacion con el
lugar de expendio (mercados) de la leche cruda.

Se puede observar en la tabla 13 la presencia de Staphylococcus aureus en la totalidad de
las muestras del mercado MT y una sola muestra en los mercados MC y MM respectivamente.
En cuanto a la presencia de Escherichia coli se pudo observar en una sola muestra de los
mercados MS, NG y dos muestras del mercado MC.

Tabla 15. Evaluacion de la presencia y ausencia de Staphylococcus aureus y Escherichia coli

Staphylococcus aureus Escherichia coli
| Mercados I Muestras tomadas I Presencia Ausencia I Presencia Ausencia
MT 2 2 0 0 2
MS 4 0 5 1 4
MC 8 1 6 2 5
MM 6 1 5 0 6
NG 2 0 2 1 1
PPP 2 0 2 0 2
| ] I | | |
Total 24 muestras 4 20 4 20

Por lo cual se puede deducir que se observo la presencia de Escherichia coli y

Staphylococcus en una muestra del mercado MC.
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7. Discusion

En base a los resultados obtenidos en esta investigacion del aislamiento de muestras de
leche cruda se determind que existe una presencia de Escherichia coli y Staphylococcus aureus
del 16.67% de la totalidad de las muestras analizadas correspondientes a cada bacteria. Otros
estudios como el de Alarcén, (2018) en Imbabura, canton Ibarra, evidenciaron la presencia de
Staphylococcus aureus en un 11% de 134 muestras de leche cruda pertenecientes a la hacienda
“La Verbena”.

Landi et al., (2018) realiz6 un estudio de calidad bacterioldgica de la leche cruda
almacenada en el centro de acopio Mocha, Tungurahua-Ecuador y obtuvo una presencia de
Staphylococcus aureus de 83.3% de 18 muestras analizadas, De igual manera Trujillo, (2016)
tomé 21 muestras del mercado Santa Rosa en Riobamba, evidenciando una presencia de
Staphylococcus aureus de 28.57%

Sanchez et al., (2018) realiz6 una investigacion en Tolima, Colombia donde se analizd
193 muestras de leche cruda, obteniendo un 31.1% positivos para Staphylococcus aureus. De
igual manera Eliazar, (2022) de las 92 muestras de leche cruda tomadas en el distrito de Tupac
Amaru- Peru de diferentes proveedores demostrd que existio una presencia de Staphylococcus
aureus en un 67% del total de las muestras.

La contaminacion de la leche cruda puede darse en fincas lecheras, plantas procesadoras
y centros de acopio donde se almacenan los productos antes de ser expendidos en los diferentes
mercados del pais, ya que no existe un correcto manejo de la leche cruda, equipos y agua
contaminada o personal encargado del ordefio y comercializacion de la leche, influyendo en su
calidad y favorece el crecimiento de microorganismos como Salmonella, coliformes totales y
Staphylococcus aureus encontrandose en el producto (Ramirez, 2020).

Segun Valdivia et al., (2020), los resultados obtenidos en su estudio de las encuestas
realizadas a ordefiadores de una granja en una empresa pecuaria matancera en Cuba demuestran
factores que alteran la calidad higiénico sanitaria de la leche cruda, ya que el agua que utilizaban
no era potable, no realizaban el sellado de los pezones, deficiente higiene y aseo de equipos de
ordefio y personal, finalmente la presencia de infecciones como la mastitis la cual se evalu6 con
la prueba TRAM (tiempo de reduccion del azul de metileno) indicando que la leche no contaba
con una buena calidad microbioldgica. Al igual que Alvarado et al., (2019) mostr6 que solo el
5% de 20 ganaderos encuestados sellaban los pezones, siendo esta técnica esencial para evitar

infecciones como la mastitis.
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Por lo que es importante mencionar también que la falta de higiene de la ubre es el factor
principal que predispone a contraer infecciones como la mastitis subclinica, Staphylococcus
aureus existe generalmente en el medio ambiente donde los animales pasan méas tiempo, por lo
que esta bacteria puede llegar directamente a la leche cruda a través de la ubre de un animal
enfermo. (Ramirez, 2020).

Se logré la identificacion de otras bacterias como Klebsiella pneumoniae la cual se ve
involucrada en causar mastitis ambientales al igual que Escherichia coli, y también se
observaron bacterias como Shigella spp. y Salmonella spp. La presencia de estas bacterias
puede estar relacionado a la mala manipulacion y adulteracion de la leche debido a que son
microorganismos asociados a la contaminacion fecal ya que habitan normalmente en el tracto
digestivo de los animales o se pueden encontrar en el suelo (Ramirez et al., 2020); (Arteaga,
2017).

La presencia de Escherichia coli en muestras de leche cruda es un claro indicativo de
suciedad sobre equipos mal saneados por parte del hombre, ya que este y los animales son un
reservorio de manera natural por lo que se encuentra en la flora normal del tracto digestivo y la
contaminacion se da de manera oral-fecal (Trujillo, 2016). En Samboronddn, Guayaquil se
analizé 81 muestras de leche cruda, donde reportaron que existio una presencia de Escherichia
coli en un 55.55% (Magallanes, 2018)

Bonifaz et al., (2016), en la Comunidad de Paquiestancia, canton Cayambe, identifico la
presencia de Escherichia coli del 13% de 23 muestras de leche cruda tomadas a vacas con
mastitis. Lopez et al., (2019) realizé un estudio con 140 muestras de leche cruda de diferentes
comités pertenecientes al programa “Vaso de Leche” en la ciudad de Chiclayo en Pert, en
donde determina la presencia en un 39% y menciona que la relacion del tiempo y temperatura
de almacenamiento de la leche es un factor predisponente para el crecimiento de
microorganismo patogenos, evidenciando que existe una deficiente refrigeracion después del

ordefio.

Por otra parte, Eliazar, (2022) en Peru identifico la presencia de Escherichia coli en un
26.09% en muestras de leche de 6 puestos diferentes. Abad, (2016) realizd un estudio
microbioldgico en 33 muestras de leche cruda tomadas en 7 puestos de venta en Riobamba,
Ecuador, donde encontr6 una presencia de Escherichia coli 4.35%. También en un estudio

realizado por Tyasningsih et al., (2022) en Indonesia donde recolecté 250 muestras de leche
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cruda de cinco granjas lecheras en la provincia Java Oriental, demostrd la presencia de la

bacteria en un 70,4% (176) de las muestras analizadas

En un estudio realizado por el MSP, (2021) demuestra que en el Ecuador durante el afio
2021, las enfermedades transmitidas por el consumo de agua y alimentos (ETAS) que presentan
mala manipulacion, coccion y/o conservacion alcanzan los 5,802 casos, siendo mas comdn las
intoxicaciones alimentarias seguido de hepatitis A, infecciones debidas a Salmonella, fiebre
tifoidea y paratifoidea, shigelosis y cOlera, en la ciudad de Loja se presentaron 328 casos de

intoxicaciones alimentarias bacterianas.

El perfil de resistencia a los Antimicrobianos efectuados en esta investigacion de las
muestras de leche cruda demostré que Staphylococcus aureus tuvo una resistencia a oxacilina
100%, tetraciclina y ampicilina 75%, enrofloxacina y ciprofloxacina 50%, y resultaron ser
sensibles a enrofloxacina y ciprofloxacina 50%, tetraciclina 25% e intermedio a ampicilina
25%.

Trujillo (2016) realizé pruebas de sensibilidad antimicrobiana a 21 muestras de leche
cruda expendida en el mercado Santa Rosa y comprobo que las cepas de Staphylococcus aureus
presentaron una resistencia a ampicilina en 47%. Mientras que Anangono, (2020) presento una
resistencia en 125 muestras a ampicilina de 39.02% seguido de tetraciclina 21,95%, y fueron

sensibles a ciprofloxacina en 97.56%, en el canton Mejia.

Es importante mencionar que los betalactamicos son utilizados para el control de
infecciones como la mastitis (Granizo, 2016). Y las fluoroquinolonas, son farmacos

antibacterianos mas utilizados en el tratamiento de infecciones urinarias por Escherichia coli.

En Pert Quispe et al., (2021) analiz6 376 muestras de leche cruda para determinar la
resistencia antimicrobiana de Staphylococcus aureus, reportando resistencia a penicilina 52%

y amoxicilina clavulanico en 28% mientras que fue sensible a tetraciclina al 100%.

Para la tetraciclina también se reportan menores niveles de resistencia a antimicrobianos
como el mostrado por Jiménez et al., (2020) en Tolima-Colombia donde analiz6 101 cepas del
género Staphylococcus aureus resistentes en un 18,5%. Por otro lado, Tyasningsih et al., (2022),
demostro en su estudio realizado en Indonesia que las 148 cepas confirmadas de Staphylococcus

aureus solo 70 (50,7%) de las muestras tuvieron mayor resistencia a tetraciclina y 38 (27,5%)
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a oxacilina. La resistencia a la tetraciclina puede deberse a la utilizacién masiva de este

antimicrobiano motivado por tener un costo asequible.

Mientras que para Escherichia coli se evidencio resistencia del 100% a amoxicilina
clavulanico, ceftazidima y ampicilina y una resistencia del 25% a cefotaxima, tuvo una mayor
sensibilidad a ciprofloxacina 100% y cefotaxima 50% e intermedio a la misma 25%. Bonifaz
et al., (2016) determind la resistencia antimicrobiana de Escherichia coli en muestras de leche
de vacas con mastitis en el Cantén Cayambe, obteniendo una resistencia a amoxicilina
clavulanico de 35% y ampicilina 22%. Al igual que Llugin, (2017) en Riobamba, el cual reportd
una resistencia a ampicilina en 40% Yy tetraciclina 100% de las muestras identificadas como

Escherichia coli de 21 muestras de leche cruda de expendios del mercado “San Alfonso”.

En Riobamba se realiz6 un estudio de resistencia a antimicrobianos en muestras de leche
cruda expendida en el mercado de santa rosa, y se comprobé que las cepas de Escherichia coli
presentaron mayor resistencia a ampicilina en un 57%, mientras que fueron sensible a

gentamicina y amoxicilina clavulanico en un 100% (Trujillo, 2016).

Cafiizares, (2018) en el cantdn Mejia se tomd 40 muestras en 8 plantas procesadoras y
centros de acopio para comprobar la presencia de residuos de antibioticos en la leche cruda
mediante el uso de tiras reactivas, se demostré un 15% de muestras positivas a una sola familia
de antibidticos siendo esta los Betalactamicos. En otro estudio realizado por Aroca, (2016)
detecto presencia de residuos de antibidticos a Betalactamicos 78,6% y Sulfonamidas 21,4% de
72 muestras de leche cruda de seis puestos de expendio en el Cantén Naranjal, Provincia del
Guayas.

Debido a esto, Diaz et al., (2016) indica que la comercializacion de leche cruda con
residuos de antibidticos es ilegal y se ha convertido en un gran problema para la Salud Publica,
ya que el uso indiscriminado de estos farmacos y el irrespeto a los tiempos de retiro es una de
las causas potenciales de las altas cantidades de residuos de antibiéticos en la leche.

En la resistencia antimicrobiana, la medicién cuantitativa del consumo a nivel mundial
de antimicrobianos en ganado bovino es importante, por lo que la OIE realiz6 una recopilacion
de datos de 103 paises, registrando que en el afio 2017 las tetraciclinas son los antimicrobianos
mas usados en un 33,9% debido a su facil absorcion, alta toxicidad selectiva y bajo costo;
seguido de penicilina y macrolidos en un 10,6% (OIE, 2021).

Los residuos de antibioticos en la leche cruda son un problema para la salud publica ya

que son capaces de producir toxicidad crénica, alergias y efectos carcindgenos. Los residuos de
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antibidticos Betalactamicos pueden producir reacciones como erupciones maculopapulares,
urticaria, fiebre, vasculitis, entre otras reacciones graves en personas hipersensibles, mientras
que la leche cruda con residuos de tetraciclinas puede provocar reacciones adversas (Quispe et
al., 2021).
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8. Conclusiones
Se determind la presencia de Escherichia coli y Staphylococcus aureus aislados de leche
cruda comercializadas en los diferentes mercados de la ciudad de Loja.
Se logro la identificacion de otras bacterias como Staphylococcus coagulasa negativa
(SCN), Shigella spp, Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp.
En base a la evaluacion para la determinacidn de resistencia antimicrobiana se concluyo
que la mayoria de las muestras de Staphylococcus aureus presentd mayor resistencia a
oxacilina, tetraciclina, ampicilina, enrofloxacina y ciprofloxacina. Destacando
antibidticos pertenecientes a betalactdmicos, tetraciclinas y fluoroquinolonas.
Las cepas de Escherichia coli mostraron mayor resistencia a amoxicilina clavulanico,
ceftazidima y ampicilina. Por lo que muestra claramente que destacan antibi6ticos
derivados de betalactamicos y cefalosporinas, usados frecuentemente de manera
inadecuada por parte de los productores ganaderos para prevenir o tratar infecciones

como la mastitis que afectan al ganado bovino.
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9. Recomendaciones
Realizar investigaciones en cuanto al analisis microbioldgico de la leche cruda en todas
sus etapas durante la produccion, manejo, almacenamiento, transporte, higiene personal
de los operarios y puntos de venta.
Tomar mas muestras periddicas para controlar la calidad de la leche cruda dirigida al
consumo humano, de manera que se pueda conocer dénde se produce mayor
contaminacion.
Investigar la procedencia de la leche cruda que es comercializada en los diferentes
mercados municipales de la ciudad de Loja.
Instruir a los productores ganaderos en el uso adecuado y correcta administracién de
antibidticos con el propdsito de evitar que se produzcan resistencias que hoy en dia son

mas comunes y peligrosas.
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11. ANEXOS
Anexo 1. Diagrama de flujo para Staphylococcus aureus.
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[ 90 ml de diluyente al 0,1% ] [ i i 'lmm'('m” ]

[ Preparacion de diluciones decimales seriadas ]

—[ A partir de la primera dilucion ]

[ Tomar 1 ml de dilucion inicial + 9 ml de diluyente H Obtenemos ]—a[ 0,1 ml de dilucion (10°2) ]

[ Agar Baird Parker ]
' .
[ Pipeteando 0,1 em”3 H Partiendo de diluciones decimales ]'+' Sal Manitol
S

[ Método extension en superficie ] —

Al

'
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negras con un borde blanco fino, halo claro de 2-5 mm.
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Anexo 2. Diagrama de flujo de pruebas bioquimicas para Staphylococcus aureus.
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Anexo 3. Diagrama de flujo para Escherichia coli.
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Anexo 4. Diagrama de flujo de pruebas bioquimicas para Escherichia coli
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Nota. Adaptado de (INEN 1529-8,2016)

Anexo 5. Diagrama de flujo para la elaboracion de Antibiograma
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Anexo 6. Diagrama de flujo para la elaboracion de Tincion Gram

Tincién Gram
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Anexo 7. Tincion Gram de placas sospechosas

A: Escherichia coli. B: Staphylococcus aureus.

42




Anexo 8. Pruebas confirmatorias para la identificacion de Staphylococcus aureus.

Pruebas confirmatorias

Muestra Catalasa Oxidasa Coagulasa *Bacteria

MM# 7 + - I + I Staphylococcus aureus

MM# 9 + - - Staphylococcus coagulasa negativa
MC# 12 + - - Staphylococcus coagulasa negativa
MC# 15 + - + Staphylococcus aureus

MC# 16 + - - Staphylococcus coagulasa negativa
MS# 20 + - - Staphylococcus coagulasa negativa
MT# 23 + - + Staphylococcus aureus

MT# 24 + - + Staphylococcus aureus

Nota: Identificacidn de otras bacterias coagulasa negativa tales como *Staphylococcus saprophyticus y *Staphylococcus haemolyticus.
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Anexo 9. Pruebas bioquimicas realizadas a las 11 placas sospechosas de Escherichia coli previamente seleccionadas.

Muestra SIM  Mov. Indol P. TSI A A P P. SimC  Crecimi Color. Lisina Descarbox Desami P. Voges Bacteria
Sh2 gas Sh2 ento M ilacion. nacion. Sh2 P

I | I | | | | ] | | ] | ] ] | I |
MM#6 -/+ - - - - + + - - + - - + - + - Shigella spp
MM#9 - + - + - + + + + - + +/- + - + + Klebsiella pneumoniae
MM#10 -/+ - - - - + + - - - + - - - + - Shigella spp
MC#13 -/+ + + + - + + - - + + - + - + - Shigella spp
MC#14 - + + + - - + + + + + +/- - - + + Klebsiella pneumoniae
MC#15 - + + + + - + + + + - + - - + - Salmonella spp
MC#16 4 + + - + + + - + + - +/- + - - + Klebsiella pneumoniae
MS#19 4 + + - + + + - + + + +/- + - + + Klebsiella pneumoniae
MS#20 + + + - + + + - + + + +/- + - - + Klebsiella pneumoniae
MT#23 -/+ + + + - + + - - + + - - - + - Shigella spp
MT#24 - + + + + + + - + + + + + - + - Salmonella spp

Nota: Identificacion de otras bacterias gram negativas presentes en las muestras de leche cruda
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Anexo 10. Crecimiento bacteriano en medios de cultivo
a: Colonias de bacterias en agar MacConkey y EMB.

b: Colonias de bacterias en agar Baird Parker y Sal Manitol.

Anexo 11. Realizacion de pruebas bioquimicas

a: Preparacion de baterias.

b: Pruebas bioquimicas de Staphylococcus aureus.
c: Pruebas bioguimicas de Escherichia coli.
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Anexo 12. Cultivos puros con crecimiento bacteriano para Escherichia coli.
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Anexo 15. Realizacion de Antibiograma.
a: Colocacion de discos de antibidticos.
b: Antibiograma de Escherichia coli.

c. Antibiograma de Staphylococcus aureus.
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