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RESUMEN

El queso costefio artesanal es uno de los alimentos con mayor acogida en
la regidén Caribe colombiana. Sin embargo, a veces, su proceso de elaboracion,
almacenamiento y distribucion, no cumple con los criterios de inocuidad debido a
la no implementacién de las Buenas Practicas de Manufactura (BPM). La baja
calidad en la materia prima y su inadecuada manipulacion favorecen el
crecimiento de microorganismos causantes de infecciones microbianas. El
objetivo de esta investigacion fue caracterizar fenotipicamente Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp., aisladas a partir de muestras de queso
costefio comercializado en expendios de Valledupar, Colombia. Se aislaron
diferentes Enterobacterales usando métodos tradicionales y automatizados,
ademas de determinar la resistencia mediante la técnica de difusioén de disco. Se
aislaron un total de 100 bacterias, de las cuales el 34% correspondi6 a Escherichia
coli, el 32% a Klebsiella pneumoniae, el 1% a Salmonella spp., y el 33% a otras
Enterobacterales de diferentes géneros como Enterobacter spp., Citrobacter spp.,
Proteus spp., y Providencia spp. Ademas, se pudo observar que los aislados de
Escherichia coli presentaron mayor resistencia a cefalotina con un 61,1% y
cefotaxima con un 55,5%; Klebsiella pneumoniae fue mas resistente a ampicilina
con un 91,6%; Enterobacter spp., presentd mas resistencia a cefalotina con un
93,8%. Asi mismo, Salmonella spp., y Citrobacter spp., fueron resistentes solo a
dos antibidticos. Se logré concluir que los aislados de Klebsiella pneumoniae,
Salmonella spp., Enterobacter spp. y Citrobacter spp., presentaron resistencia a

dos grupos de antibiéticos, mientras que Escherichia coli mostré resistencia un



solo grupo de antibidticos, lo que evidencia un riesgo potencial para la salud
publica.
Palabras claves: Aislamientos, Antibiéticos, Enterobacterales, MALDI-TOF, Queso,

Resistencia.



ABSTRACT

Artisanal coastal cheese is one of the most popular foods in the Colombian
Caribbean region. However, sometimes its production, storage and distribution
process does not meet safety criteria due to the non-implementation of Good
Manufacturing Practices (GMP). The low quality of the raw material and its
inadequate handling favor the growth of microorganisms that cause microbial
infections. The objective of this research was to phenotypically characterize
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Salmonella spp. isolated from
samples of coastal cheese marketed in stores in Valledupar, Colombia. Different
Enterobacteriaceae were isolated using traditional and automated methods, in
addition to determination resistance using the disk diffusion technique. A total of
100 bacteria were isolated, of which 34% corresponded to Escherichia coli, 32%
to Klebsiella pneumoniae, 1% to Salmonella spp. and 33% to other enterobacteria
of different genera such as Enterobacter spp, Citrobacter spp, Proteus spp and
Providencia spp,. In addition, it was observed that Escherichia coli isolates
presented greater resistance to cephalothin with 61.1% and cefotaxime with
55.5%; Klebsiella pneumoniae was more resistant to ampicillin with 91.6%;
Enterobacter spp. presented more resistance to cephalothin with 93.8%. Likewise,
Salmonella spp. and Citrobacter spp. were resistant to only two antibiotics. It was
possible to conclude that the isolates of Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp.,
Enterobacter spp. and Citrobacter spp.. showed resistance to two groups of
antibiotics, while Escherichia coli showed resistance to only one group of

antibiotics, which shows a potential risk for public health.
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1. INTRODUCCION

El queso costefo es un producto lacteo artesanal de gran importancia en
la region Caribe Colombiana, este producto es particularmente vulnerable a la
contaminacidon microbioldgica debido a su elaboracién tradicional que no sigue
estrictamente normas de higiene y pasteurizacion, la combinacion de estos
factores junto con el uso de leche cruda, el manejo inadecuado durante su
produccion y la exposicidon a el ambiente puede facilitar la proliferacion de

patégenos (Mladenovic et al., 2021).

Los Enterobacterales pertenecen a un extenso grupo de bacterias Gram
negativas, las cuales tienen gran impacto en la salud publica, siendo asi,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp., las bacterias mas

comunes transmitidas por alimentos de origen animal (Bautista et al., 2025).

Estas bacterias poseen una gran importancia en la seguridad alimentaria y
la produccién de factores de virulencia, como enzimas encargadas de destruir los
antibioticos, obteniendo aislamientos de cepas que presentan porcentajes muy
variados en la resistencia (Tepeli & Demirel, 2018). En este contexto, los
Enterobacterales resistente a carbapenémicos y productores de betalactamasas
de espectro extendido ha sido reconocido como una prioridad critica por la

Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, 2024).

Los Enterobacterales se han convertido en un desafio en salud publica a
nivel mundial debido a su prevalencia en las infecciones multirresistentes, siendo

tratadas mayormente con antibiéticos betalactamicos; sin embargo, la amenaza
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de la resistencia de estas bacterias a los antibidticos se ha extendido debido al
continuo uso inadecuado de los mismos (Elawady et al., 2024; De Souza et al.,
2024). Esto ha complicado el tratamiento de infecciones comunes, aumentado la

morbilidad y mortalidad en todo el mundo (Tacconelli et al., 2018).

En este contexto, el propédsito de este estudio fue caracterizar
fenotipicamente Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp.,
aisladas de muestras de queso costefio comercializado en Valledupar, empleando
metodos tradicionales y automatizadas, asi como de determinar la resistencia

mediante la técnica de difusion de disco.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El queso costefio es uno de los derivados lacteos con mayor acogida en la
region caribe colombiana, sin embargo, su producciéon no cumple con los criterios
de inocuidad por la no implementacion de las Buenas Practicas de Manufactura
(BPM); la baja calidad en la materia prima y su inadecuada manipulacion,
favorecen el crecimiento de microorganismos causantes de infecciones
microbianas (Gutiérrez et al., 2017; Pacheco et al., 2016). Estos alimentos actuan
como reservorios y diseminadores de cepas patdégenas portadoras con relevancia
clinica, que son propagada a través de la cadena alimentaria (Bhardwaj et al.,
2021; Barilli et al., 2020; Dantas & Neto, 2020; Sivarman et al., 2020; Montso et

al., 2019; Vasquez et al., 2017; Yaici et al., 2017).

En las ultimas décadas se ha acelerado la aparicion y propagacion de
microorganismos multirresistentes debido a la concurrencia de varios factores,
como la globalizacion que han contribuido a aumentar tanto el numero de
infecciones como su transmisién y, por consiguiente, la necesidad de uso de
antimicrobianos (OMS, 2018). Es por ello que es importante que todos los
productores y expendedores coloquen en practica e implementen las buenas
practicas de manufactura, para reducir el riesgo de enfermedades transmitidas
por alimentos (ETAs) (Prada, J. et al., 2023), debido a que son requerimientos
generales de higiene en la manipulacion, preparacion, elaboracién,
almacenamiento, transporte y distribucion del queso, para garantizar que el
producto cumpla con las condiciones sanitarias adecuadas por la normativa

(INVIMA, 2020).
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Este tipo de alimento en el departamento del Cesar se produce de manera
artesanal en condiciones minimas de higiene, utilizando leche cruda como materia
prima, lo que genera un alimento contaminado de bacterias, posiblemente
resistentes a los antimicrobianos (Plan de Desarrollo del Cesar, 2020; Guzman,

2013).

En Colombia y especialmente en la region Caribe Colombiana, existe
escasa informacién acerca del estado actual de la resistencia antimicrobiana en
miembros de la familia Enterobacteriaceae procedentes de alimentos de origen
animal como el queso costefio, es por eso que se plantea la siguiente pregunta
de investigacion ¢ El queso costefio fresco comercializado en los expendios de la
ciudad de Valledupar estan expuestos a la presencia de Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp. resistentes a antibioticos?
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3. JUSTIFICACION

El queso costefio es un producto elaborado y distribuido en la region Caribe
Colombiana, siendo un producto importante en el desarrollo econémico del sector
agropecuario y tiene una alta demanda en torno a este producto; diario se
producen alrededor de 1 millén de litros de leche en el Cesar, en el cual, el 44%
esta destinado para la produccion del queso costefio, asi mismo, el consumo per
capita del queso en toda Colombia es de 1,5 kilos, siendo la region caribe con el
mayor consumo debido a la importancia gastrondmica y cultural de este producto,
sin embargo, debido a las minimas condiciones higiénicas sanitarias que estos
poseen, aumenta el riesgo de infecciones e intoxicaciones alimentaria y lo hace
un sustrato conveniente para el crecimiento de diferentes microorganismos de
origen alimentario, debido a que la calidad del queso se ve afectada por el
tratamiento térmico, lo que provoca cambios en las propiedades fisicoquimicas
(Fedegan, 2018; Arteaga-Marquez et al., 2020; Gonzalez et al., 2022; Portafolio,

2024).

Asi mismo, varios estudios reportan la presencia de microorganismos en el
queso costefo, sefialando que si no se tienen los cuidados adecuados incrementa
el crecimiento de estos microorganismos, resaltando la presencia de
Enterobacterales, como Salmonella spp. y Escherichia coli (Escobar et al., 2023).
Estas bacterias, junto con Klebsiella pneumoniae son portadores de enzimas que
degradan los antibidticos, lo que les confiere resistencia a este tipo de
medicamentos; esto es un factor importante para comprender el impacto de los

antibidticos en las poblaciones bacterianas. (Ramatlan et al., 2024).
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En este contexto, este trabajo de investigacién surge de la preocupacion,
como microbidlogos, por la presencia de bacterias resistentes a los antibidticos en
el queso costefio que se comercializa en los diferentes expendios de Valledupar,
convirtiéndolo asi en un riesgo para la salud publica, ya que actua como un posible
vehiculo de bacterias como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella
spp., las cuales pueden comprometer la salud del consumidor (Elawady et al.,

2024).

Asi mismo, con este trabajo, se pretende tener un impacto social, mediante
la concientizacion acerca de las implicaciones de la resistencia microbiana del

queso costeno.

Ademas, a pesar de las busquedas relacionadas, en la regién Caribe
Colombiana no existe informacion de estudios similares que aborden la presencia
de bacterias resistentes en el queso costefio. Esta falta de datos subraya la
relevancia de la presente investigacion, que busca llenar este vacio de

conocimiento.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVOS GENERAL

Caracterizar fenotipicamente Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp.,
aisladas a partir de muestras de queso costefio comercializado en expendios de

Valledupar, Colombia.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp., a partir de
muestras de queso costefio, mediante medios de cultivo y pruebas bioquimicas
convencionales.

e Caracterizar los aislados fenotipicamente por espectrometria de masas a través
de MALDI-TOF.

e Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos frente a

diferentes antibiéticos mediante la técnica de difusion en disco (Kirby-Bauer).

17



5. METODOLOGIA

6.1. Tipo de estudio y linea de investigacion

Tipo de investigacion: Descriptiva de corte transversal

Linea de investigacion: Resistencia

6.2. Universo y poblacién

La investigacion fue realizada en la ciudad de Valledupar en el departamento del

Cesar, las muestras se tomaron en 100 expendios de queso costefo.

6.3. Tamaro de la muestra

Para determinar el tamafno de la muestra para la determinacion de la susceptibilidad
antimicrobiana mediante la técnica de difusion en disco (Kirby-Bauer) se utilizo la
férmula de poblaciones finitas.

N+Z?2+PxQ
" (N-1)+E2+Z2+P=xQ

n

Donde:

N: Tamano de la poblacion (100)

Z: Nivel de confianza (95%)

P: Frecuencia reportada de genes detectados responsables de resistencia (3,3%)
Q: proporcion complementaria de fracaso, Q=1-p (0,967)

E: Error permisible (5%)

La muestra del trabajo se calculé de la siguiente manera:

~ 100 * 1,962 * 0,033 * 0,967
~ (100 — 1) * 0,052 + 1,962 * 0,033 * 0,967

n

18



n=33

Por lo tanto, la muestra minima considerada en este estudio es de 33.

6.4. Diseiio metodolégico

El estudio se desarroll6 en 3 etapas descritas a continuacion:

Inicialmente se tomaron 100 muestras en total y fueron transportadas al
laboratorio del grupo de Investigacién CINBIOS del programa de Microbiologia de
la Universidad Popular del cesar donde fueron procesadas y se realizaron los
medios de cultivos selectivos y diferenciales para la deteccion presuntiva de
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp.

Para la identificacién de las cepas microbianas, se llevé a cabo la identificacion
bioquimica e identificacién por espectrometria de masa (MALDI-TOF).

Se determinaron la susceptibilidad antimicrobiana microbiana de las cepas

aisladas por la técnica de difusion en disco (Kirby-Bauer).

6.4.1. Aislamiento de bacterias a partir de muestras de queso costeno.

Se tomaron aproximadamente 250 g de cada muestra y se transportaron
en condiciones de refrigeracion al laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Popular del Cesar, para realizar los analisis microbiolégicos en un periodo no

mayor a 2 horas.

Para la seleccion de E. coli y K. pneumoniae se pesaron 10 gramos de cada
muestra de queso costefio y se diluyeron en 90 ml de agua peptonada 0,1%,
homogeneizando durante 2 minutos; se incubd a 37°C durante 24 horas. Se

extendieron con la ayuda de un asa de Drigalsky alicuotas de 100 L sobre placas
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de Agar VRBG (bilis, rojo violeta, glucosa). Se incub6d a 37° C durante 24 h, en
condiciones aerdbicas. Se repicaron las colonias presuntas (rojas o purpuras con
un halo de precipitacion) en cajas de Agar MacConkey. Se transfirié una colonia
de cada placa a cajas con agar nutritivo, incubando durante 24 h a 37°C (ISO

21528-1 2017).

Para el aislamiento de Salmonella spp. se siguié la Norma ISO 6579-1:2017/Amd.
1:2020, en donde se hizo primero un pre-enriquecimiento de las muestras de
queso, para esto, se pesaron 25 gramos y se diluyeron en 225 ml en agua
peptonada y se incubé a 37°C por 18 horas. Seguido a esto se hizo un
enriquecimiento en medio Rappaport vassiliadis adicionando 0,1 ml de la solucién
anterior, esto se incubd a 41,5°C por 24 horas. Finalmente se realizé una siembra
en medios selectivos, como el Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) y Agar Salmonella
shigella (SS), y se incub6 a 37°C por 24 horas. Las colonias presuntivas se

transfirieron a cajas con agar nutritivo y se incubaron durante 24 horas a 37°C.

Todos los aislados obtenidos se conservaron en TSA vy glicerol al 80% a -80.0°C para

futuros analisis.

6.4.2. Identificacion de aislados

Se realiz6 la identificacion bioquimica y prueba confirmatoria mediante MALDI-TOF de
las cepas de E. coli, K. pneumoniae, Salmonella spp. aisladas con medios de cultivo

selectivos.
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6.4.2.1 Identificaciéon bioquimica. A partir de los aislados se realizd un cultivo en
medio TSA para la identificacion bioquimica, mediante la prueba de oxidasa,
fermentacion de azucares en agar hierro triple azucar (TSl), prueba para la
produccion de sulfuro de hidrogeno, indol y movilidad (SIM), rojo de metilo (RM) y

Voges-Proskauer (VP).

6.4.2.2. Identificacion de los aislados por espectrometria de masas MALDI-
TOF. Una vez finalizada la identificacién bioquimica, se procedié a realizar una
confirmacion mediante el equipo VITEK MS para la identificacion microbiana de

género y especie mediante la espectrometria de masas y tecnologia MALDI-TOF.

6.4.3. Determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos.

Para la determinacién de la susceptibilidad, se utilizaron antibiéticos: ampicilina (10ug),
amoxicilina/acido clavulanico (20/10ug), piperacilina/tazobactam (100/10ug), cefalotina
(30ug), cefuroxima (30ug), cefotaxima (30ug), ceftazidima (30ug), ceftriaxona (30ug),
cefepima (30ug), acido nalidixico (30ug), ciprofloxacina (5ug), gentamicina (10ug),,
amikacina (30ug), meropenem (10ug), y trimethoprim/sulfamethoxazole (1,25/3,75u9),
siguiendo los protocolos establecidos en CLSI (2024). Se usaron placas de Mueller
Hinton, a partir de un cultivo puro en una placa de TSA. Posteriormente, se llevaron a
cabo los pasos establecidos mediante la técnica de difusion en disco (Kirby-Bauer):
- Preparacion del in6culo: Se dispersaron varias colonias en solucion salina hasta
lograr una suspensién uniforme de una turbidez comparable al valor 0,5 de la
escala de McFarland.

- Inoculacién de las placas: La suspension se utilizé antes de transcurrir 15 minutos
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una vez preparada. Se introdujo un hisopo de algodon en la suspension,
eliminando el exceso de liquido presionando el hisopo contra las paredes del tubo.
Seguido se distribuyd el in6culo uniformemente sobre la superficie de la placa
sembrando en tres direcciones.

Aplicacion de los discos: Se colocaron en un plazo inferior a 15 minutos tras la
inoculacion de las placas, procurando que contacten bien con la superficie del
medio y con una distribucion adecuada de forma que los halos de inhibicion, de
las cepas sensibles, no se superpongan.

Incubacion: Se incubaron durante un periodo de 16-20 horas a 37°C. Tras la
incubacion, se midid los halos de inhibicion utilizando un calibre y también una
hoja de calculo para discriminar entre cepas sensibles (S), intermedias (I) y

resistentes (R) en funcion de los diametros que se presentaron.

6.5. Unidad de analisis

6.5.1. Técnica de obtencion de informacion

Los datos fueron obtenidos de los quesos comercializados en los
expendios de las diferentes comunas de Valledupar. Posteriormente, utilizando
los equipos, instrumentos o herramientas descritos anteriormente en el desarrollo
del proyecto, se realiz6 una exhaustiva investigacion bibliografica por medio de
revistas cientificas, articulos cientificos y de revisién, tesis, proyectos de grado,

libros que han sido publicados en internet.

22



6.5.2. Técnica de analisis de resultados

Para el analisis de los hallazgos se hizo uso de Microsoft Office Professional

Plus 2019 para el desarrollo de graficos y tablas.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Aislamiento de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp.

Se analizaron un total de 100 muestras de queso costefio comercializadas
en diferentes expendios en la ciudad de Valledupar, en donde se obtuvo un total
de 100 bacterias del orden Enterobacterales, de los cuales 34 fueron Escherichia
coli, 32 Klebsiella pneumoniae, 1 salmonella spp., 25 Enterobacter spp., 3

citrobacter spp., 1 Escherichia hermannii, 3 proteus spp., 1 providencia stuartii.
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% de bacterias
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Bacterias

W Escherichia coli Klebsiella pneumoniae m Enterobacter spp Citrobacter spp

B Escherichia hermannii W Proteus spp B Providencia stuartii W Salmonella spp

Figura 1. Resultado de los 100 aislamientos obtenidos del queso costerio.

Fuente: Gomez & Rodriguez, 2024.
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Figura 2. Cultivo en placa de agar MacConkey pasadas las 24 horas.

*A) Colonias tipicas de Escherichia coli de color rosado, redondas, brillantes y cremosas de tamafo

medianas. B) Colonias tipicas de Klebsiella pneumoniae de color rosado, redondas, brillantes y mucosas

de tamafo grande. Fuente: Gomez & Rodriguez, 2024.

A partir de la metodologia realizada para aislar Escherichia coliy Klebsiella
pneumoniae, se logro aislar un total de 34 Escherichia coli, obteniendo asi una
mayor frecuencia de esta bacteria en los expendios muestreados, es decir un
34,0%, asi mismo, se logré aislar 32 Klebsiella pneumoniae, 1o que quiere decir

que se obtuvo una frecuencia del 32% para esta bacteria (Figura 1).

Las caracteristicas fenotipicas permitieron la caracterizacién y diferenciacion de
las distintas colonias aisladas en agar VRBG y agar MacConkey (Figura 2). En los
aislamientos obtenidos en agar VRBG se observaron colonias rojo purpura y esto
ocurre porque el medio de cultivo contiene glucosa y las bacterias son capaces

de fermentar este hidrato de carbono, lo que produce la acidificacion del medio,
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ademas el rojo neutro es el indicador de pH, lo que lleva a un viraje rojo purpura;
en caso de no fermentar la glucosa, las colonias seran incoloras (Rossi, 2021).
Las colonias en agar MacConkey contiene un indicador de pH que se vuelve rosa
en condiciones acidas, por lo tanto las bacterias fermentadoras de lactosa forman
colonias rosadas, esto se debe a que la fermentacidon de lactosa genera
subproductos acidos que reducen el pH, lo cual provoca que el indicador se torne

rosado (Jung & Hoilat, 2022).

Requena et al. (2021) estudio la deteccion fenotipica y genotipica de la produccion
de carbapenemasas en enterobacterias inoculandolos en agar MacConkey e
incubando a una temperatura de 37°C durante 24 y 48 horas. Requena, explica
que la morfologia macroscépica de las colonias es de color roja a rosada
indicando la metabolizacion de la lactosa debido al rojo neutro (indicador de pH).
Sin embargo, Ogura et al. (2018) evalu6 el crecimiento de enterobacterias en agar
VRBG formando colonias color purpura rojo, con un tamafno de aproximadamente
de 0,5 mm y la presencia de precipitacion de un complejo compuesto de rojo

neutro y sales biliares.
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Figura 3. Cultivo en placa de agar SS y XLD pasadas las 24 horas.

*A) Colonias tipicas de Salmonella spp., de color rojo con centro negro de tamafio medianas en placa de

agar XLD B) Colonias tipicas de Salmonella spp., ligeramente coloreada de beige similar a un ojo. Fuente:

Gomez & Rodriguez, 2024.

Salmonella spp., fue la bacteria menos frecuente de los microorganismos
objetivos en este estudio, ya que solo se logro aislar en una muestra de todos los
quesos analizados, lo cual representa una frecuencia del 1% entre los aislados

obtenidos (Figura 1).

Las caracteristicas fenotipicas permitieron la caracterizacién y diferenciacion de
las distintas colonias aisladas en agar SS y agar XLD (Figura 3). En el caso de
agar SS, Salmonella spp., no fermenta lactosa por esta razén presenta colonias
incoloras con centro negro, de igual manera, las colonias presentes en agar XLD
son colonias rojas con centro negro debido a la produccion de acido sulfhidrico
(H2S), este puede producir colonias con un centro negro grande o colonias casi

completamente negras (Gonzalez et al., 2014). Karim et al. (2020) coincide con la
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informacion al reportar que Salmonella spp., formé colonias lisas, pequenas vy
redondas con centro negro en agar SS. Evangelopoulou et al. (2024) estudio las
expresiones culturales distintivas de enterobacterias que interfieren con el
aislamiento de Salmonella inoculados en agar SS y XLD. Evangelopoulou explica
que las caracteristicas fenotipicas de las colonias en agar SS son transparentes
con centro negros, asi mismo, en agar XLD son de color rojo con centro negro
debido a la produccién de H2S. Esta informacion coincide con Suhartono et al.
(2021) que en su estudio aislaron Salmonella en agar SS presentando colonias

incoloras lisas y opacas o traslucida con centros negro.

En un analisis comparativo de las pruebas bioquimicas realizadas, se observaron

diferencias clave entre Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp.

Figura 4. Pruebas bioquimicas realizadas a Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.

VP: voges proskauer, TSI: triple aztcar hierro,RM: rojo de metilo, SIM sulfuro de hidrégeno, indol,

movilidad y CIT: citrato. A) Escherichia coli. B) Klebsiella pneumoniae. Fuente: Gémez & Rodriguez,
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2024.

Los aislados de Escherichia coli fueron positivos en las pruebas de indol,
rojo de metilo, movilidad y en la prueba de triple azucar hierro, donde se evidencio
la produccidon de acido y gas, mientras que resultaron negativos en las pruebas
de oxidasa, Voges-Proskauer, citrato y en la produccion de H,S. Por otro lado,
Klebsiella pneumoniae mostro resultados negativos para indol, rojo de metilo,
movilidad, y en la prueba de de triple azucar hierro no se evidencié produccion de
gas, ni H,S, aunque si se evidencid la produccion de acido; en contraste, fue

positiva para las pruebas de Voges-Proskauer y citrato.

Figura 5. Pruebas bioquimicas realizadas a Salmonella spp.

VP: voges proskauer, TSI: triple azucar hierro, RM: rojo de metilo, SIM: sulfuro de hidrégeno, indol,

movilidad y CIT: citrato. Fuente: Gomez & Rodriguez, 2024.

Finalmente, los aislados de Salmonella spp., resultaron positivos en las pruebas de rojo

de metilo, movilidad, citrato y en la prueba de triple azucar hierro, donde se observd
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produccion de acido, gas y H,S; sin embargo, fueron negativos para indol, Voges-

Proskauer y oxidasa.

Tabla 1. Pruebas bioquimicas realizadas a las diferentes cepas aisladas de muestras

de queso costefio.

Pruebas bioquimicas

Especie identificada g 2 a % E é E g %
Escherichia coli - + - + - + AA O+ -
Klebsiella pneumoniae - - + - + - AA - -
Salmonella spp - - - + + + KA - +
Enterobacter cloacae - - + + o+ o+ AA o+ -
Enterobacter cloacae complex - - + - + + AA 0+ -
Enterobacter hormaechei - - + + o+ + AA o+ -
citrobacter freundii - - -+ + + KA + +
citrobacter braaki - + -+ o+ + AA - -
Enterobacter kobei - - + - + + AA - -
Escherichia hermani - + -+ - + AA o+ -
Proteus mirabilis - - -+ - + KA - +
Providencia stuartii - + -+ o+ + AA - +
Proteus hauseri - + - + + + KA - +

(+): Positivo, (-): Negativo, OXI: oxidasa, IND: indol, VP: voges proskauer, MR: rojo de metilo, CIT:

citrato, MOV: movilidad, TSI: agar hierro triple azucar. Fuente: Gomez & Rodriguez, 2024.

El queso costefio al ser un alimento susceptible a la contaminacioén debido
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a sus métodos de produccion y almacenamiento, la presencia de bacterias
patdgenas siendo las comunes las Enterobacteriaceae. Las enterobacterias
capaces de fermentar lactosa pueden realizar fermentaciones indeseables pero
de igual manera Centeno & Carballo (2023) observaron una gran diversidad de
bacterias como Proteus, Morganella, Enterobacter, Citrobacter, Hafnia y Serratia;
asi mismo Possas et al. (2021) menciona que L. Monocytogenes, Salmonella spp.,
S. aureus y Escherichia coli son los principales patdégenos transmitidos por
alimentos segun diferentes estudios, siendo la leche cruda la principal razéon de la

presencia de bacterias en el producto.

7.2. Prueba confirmatoria (MALDI-TOF)

Se llevaron a identificar por medio de MALDI-TOF los 100 aislamientos
obtenidos, posterior a la realizacion de las pruebas bioquimicas convencionales,
de estos 100 aislamientos se obtuvieron 34 Escherichia coli, 32 Klebsiella
pneumoniae y 1 Salmonella spp., ademas se aislé 1 Escherichia hermannii, 25
bacterias del género Enterobacter, 3 del género citrobacter, 3 del género proteus

y 1 del género Providencia.
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Figura 6.

Identificacion de Escherichia coli por MALDI-TOF

Microorganismo aislado: Escherichia coli
Método de identificacion: MALDI-TOF
Figura 7.

Identificacion de Klebsiella pneumoniae por MALDI-TOF

Microorganismo aislado: Klebsiella pneumoniae
Metodo de identificacidn: MALDI-TOF
Figura 8.

Identificacion de Salmonella spp. por MALDI-TOF.

Microorganismo aislado: Salmonella spp
Método de identificacidn: MALDI-TOF

Con el uso de la Matrix assisted Laser Desorption ionization - Time Of Flight
(MALDI-TOF) se ha evolucionado el diagnéstico microbiolégico para la
identificacion rapida y precisa de microorganismos patdégenos. Estudios recientes
han demostrado que MALDI-TOF tiene una alta precisién en la identificaciéon de
especies bacterianas, con tasas de concordancia aproximadas al 95% en

comparacién con métodos fenotipicos estandar (Haider et al., 2023).

Elbehiry et al. (2022) menciona que la tecnologia es mucho mas precisa y rapida
en la identificacion de microorganismo que otras técnicas convencionales vy
moleculares pero la deteccion por MALDI-TOF puede verse afectada si hay

especies que son similares entre si y las que no se encuentran en la base de



datos, de igual manera Chen et al. (2021) menciona que la espectrometria de
masas MALDI-TOF puede identificar correctamente a la mayoria de bacterias
patogenas debido a la calidad de la base de datos utilizada y la capacidad que
tiene para actualizarse, sin embargo, se ha encontrado que este método presenta

dificultades en la identificacion de especies con espectro de masas muy similares.

7.3. Susceptibilidad y resistencia de las cepas aisladas

Del total de las cepas aisladas e identificadas se evaluaron 61 bacterias
con el fin de observar el comportamiento ante las pruebas de susceptibilidad frente
15 discos de antibidticos, expresando los resultados en categoria de interpretacion
de: sensible (S), intermedio (I) y resistente (R) con base en el diametro de los
halos formados alrededor de cada uno de los sensidiscos segun el Instituto de

Estandares clinicos y de Laboratorio (CLSI) (Anexo 5).

Figura 9. Prueba de susceptibilidad de Escherichia coli frente a 15 discos de
antibioticos.
1.Ceftazidima (CAZ), 2. Amoxicilina/acido clavulanico (AMC), 3. Ceftriaxona (CRO), 4. Cefepima (FEP),

5. Piperacilina/tazobactam (TZP), 6. Ciprofloxacina (CIP), 7. Ampicilina (AMP), 8. Acido nalidixico (NAL),
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9. Cefuroxima (CXM), 10. Cefalotina (CEP), 11. Amikacine (AMK), 12. Cefotaxima (CTX), 13.

Trimetoprim/sulfamethoxazole (SXT) 14. Gentamicina (GEN), 15. Meropenem (MEM).

Fuente: Gomez & Rodriguez, 2024.

De los aislados de Escherichia coli se evaluo un total de 18 cepas (n=18),
donde se pudo observar un perfil de resistencia bastante variado, es decir para
ampicilina (8/18), amoxicilina/acido clavulanico (2/18), piperacilina/tazobactam
(4/18), cefalotina (11/18), cefepima (2/18), cefuroxima (4/18), cefotaxima (10/18),
ceftazidima (5/18), ceftriaxona (1/18), acido nalidixico (2/18), ciprofloxacina (9/18),
gentamicina (4/18), amikacine (9/18), meropenem (2/18) y

trimetoprim/sulfamethoxazole (4/18), (Figura 10).

Ademas, se logro evidenciar que 15 de los 18 aislados de Escherichia coli, fueron
resistentes por lo menos a un antibiético, observandose mayor frecuencia de
resistencia a cefalotina con un 61,1%, seguido de a cefotaxima, en donde las
bacterias aisladas presentaron una resistencia del 55,5%, asi mismo, el antibiético
con mayor efectividad fue ceftriaxona, ya que el 88,89% de los aislados fueron

sensibles a este.
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Figura 10. Numero de aislados de Escherichia coli frente a los 15 antibioticos

empleados

Fuente: Gomez & Rodriguez, 2024.

Asi mismo se logra observar con los resultados obtenidos que el 44,4%
fueron multidrogoresistente (MDR) (Anexo 2). lo que quiere decir que las cepas

fueron resistente al menos a un antibiético de 3 clases (Melano, 2017).

La susceptibilidad antimicrobiana de los aislados de Escherichia coli revelaron una
variabilidad en la respuesta de las cepas aisladas frente a los distintos
antimicrobianos, estos resultados se pueden comparar con unas investigaciones
realizadas por Adzitey et al. (2022) quienes estudiaron la susceptibilidad
antimicrobiana de Escherichia coli revelando una alta tasa de resistencia a
antibiético como amoxicilina pero fueron susceptibles a ciprofloxacina,

gentamicina, trimetoprim/sulfamethoxazole y ceftriaxona, lo cual fue similar a las
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observaciones realizadas por Adzitey (2020) quien investigd muestras en Ghana
mostrando susceptibilidad a amoxicilina/acido clavulanico, ceftriaxona,

ciprofloxacina, gentamicina y trimetoprim/sulfamethoxazole.

Pakbin et al. (2021) realizaron un estudio donde investigaron el patrén de
resistencia de E. coli obtenidas de muestras de leche cruda y distintos alimentos
en Iran. Dentro de este estudio realizaron la prueba de susceptibilidad por la
técnica de difusion en disco de Kirby-Bauer, demostrando que los aislamientos de
E. coli fueron altamente resistente a trimetoprim/sulfamethoxazole (70,8%) y
amoxicilina/acido clavulanico (62,5%); caso similar de esta investigacion, donde
la mayoria de las aislados de E. coli resultaron sensible a

trimetoprim/sulfamethoxazole (77,8%) y amoxicilina/acido clavulanico (72,2%).

La resistencia de Escherichia coli a diferentes antibidticos es de gran
preocupacion debido a que estos cumplen un papel importante en el tratamiento
de infecciones bacterianas al disminuir la mortalidad y morbilidad, sin embargo, el
uso inadecuado de estos mismos puede ser contraproducente (Intra et al., 2023).
Anteriormente esta bacteria solia ser susceptible a casi todos los antibidticos
relevantes utilizados en clinica, pero en los ultimos afos debido al uso continuo
de estos antibidticos ha generado genes de resistencia, lo cual se ha convertido

en una problematica alarmante (Musa et al., 2020).

La susceptibilidad antimicrobiana de Klebsiella pneumoniae se evidencié con un
halo alrededor del sensidisco, lo que indica si la bacteria es sensible o resistente

a los diferentes antibiéticos empleados.
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Figura 11. Prueba de susceptibilidad de Klebsiella pneumoniae frente a 15 discos de
antibioticos.

1. Ceftazidima (CAZ), 2. Amoxicilina/acido clavulanico (AMC), 3. Ceftriaxona (CRO), 4. Cefepima (FEP),
5. Piperacilina/tazobactam (TZP), 6. Ciprofloxacina (CIP), 7. Ampicilina (AMP), 8. Acido nalidixico (NAL),
9. Cefuroxima (CXM), 10. Cefalotina (CEP), 11. Amikacine (AMK), 12. Cefotaxima (CTX), 13.

Trimetoprim/sulfamethoxazole (SXT) 14. Gentamicina (GEN), 15. Meropenem (MEM).

Fuente: Gomez & Rodriguez, 2024.

Para Klebsiella pneumoniae se evaluaron 24 cepas (n=24), las cuales
mostraron un amplio espectro de resistencia a ampicilina (22/24), es decir, el
91,6% de los aislados fueron resistentes a este antibidtico. Asi mismo, el 50% de
esta bacteria fue resistente para cefotaxima (12/24), sin embargo, los aislados
mostraron una resistencia con menos del 50% para los demas antibidticos

empleados, es decir, amoxicilina/acido clavulanico (6/24), piperacilina/tazobactam
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(11/24), cefalotina (11/24), cefepima (2/24), cefuroxima (8/24), ceftazidima (2/24),
ceftriaxona (5/24), acido nalidixico (10/24), ciprofloxacina (9/10), gentamicina
(8/24), amikacine (10/24), meropenem (8/24) y trimetoprim/sulfamethoxazole
(7/24). Ademas, se logro observar que los antibioticos con mas efectividad fueron
trimetoprim/sulfamethoxazole, amoxicilina/acido clavulanico y ceftazidima, esto
debido a que los aislados presentaron una sensibilidad del 83,3% a estos tres

antibioticos. (Figura 12).
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Figura 12. Numero de aislados de Klebsiella pneumoniae frente a los 15 antibioticos

empleados.

Fuente: Gomez & Rodriguez, 2024.

De los asilados de esta bacteria el 37,5% fueron multidrogoresistentes
(MDR) y el 12,5% fueron tuvieron resistencia extrema (XDR), lo que quiere decir

que fueron resistentes al menos a un antibiético en todas las clases a excepcién
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de 2 (Melano, 2017).

Las cepas de Klebsiella pneumoniae son consideradas como uno de los
patdégenos oportunistas involucrados en la diseminacion de la resistencia
antimicrobiana. Esto ha generado preocupacion en ambitos clinicos y
ambientales, incluyendo la industria alimentaria, debido al potencial de riesgo que
tiene de ser transmitida a través de los alimentos. Hakonsholm et al. (2020) evalu6
la resistencia antimicrobiana de Klebsiella pneumoniae, observando resistencia a
cefuroxima y cefotaxima, lo que subraya su relevancia en la diseminacién de
resistencia antimicrobiana a través de los alimentos. De manera similar,
Rodrigues et al. (2022) estudiaron la prevalencia de Klebsiella pneumoniae en
productos alimenticios, sometiéndolos a pruebas de resistencia antimicrobiana, y

observaron una alta tasa de resistencia a trimetoprim/sulfamethoxazole.

Sin embargo, nuestros resultados difieren de estos estudios, ya que observamos
una alta susceptibilidad de Klebsiella pneumoniae a trimetoprim/sulfamethoxazole

y resistencia a ampicilina y cefotaxima en los aislamientos obtenidos.

Esta bacteria tiene la capacidad de degradar la ampicilina gracias a mecanismo
llamado resistencia natural o intrinseca, en donde un gen que codifica una enzima
especifica y anula la efectividad del antibiético (OMS, 2024). Sin embargo de las
24 muestras estudiadas para Klebsiella pneumoniae 2 fueron sensibles a
antibidticos algo inusual pero que puede darse por algunas mutaciones, por
ejemplo, un estudio realizado por Fu et al (2007) en una provincia de china,

lograron evidenciar que de las muestras analizadas de Klebsiella pneumoniae 20

39


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fu+Y&cauthor_id=17276039

de ellas (14,2%) fueron sensibles a ampicilinas, 19 de estas no contaban con el
gen blashv por mutaciones puntuales en los nucleétidos y en la otra cepa se
encontré un codén de terminacion prematuro, esto pasa cuando un codén normal
se convierte en un stop, lo que hace que se detenga la sintesis proteica y se tiene
una proteina truncada. De manera similar otro estudio realizado por Ibrahim et al
(2020) en Iraqui, hicieron un estudio sobre la resistencia de esta bacteria frente
varios antibioticos y demostraron que de las cepas aisladas el 3,1% era sensible

a ampicilina.

Ademas, se logro observar que el 33,3% (8/24) de los aislados de Klebsiella
pneumoniae fueron resistente a Meropenem, lo cual es un hallazgo significativo
ya que esto limita severamente las opciones de tratamiento ya que este se trata

de un grupo de ultima linea frente a infecciones severas (Karampatakis, 2023).

Sin embargo, podemos ver que estas cepas resistentes a meropenem fueron
sensibles a otros antibiéticos, lo cual es un caso muy inusual teniendo en cuenta
que es un antibidtico de amplio espectro, asi mismo, muchas cepas no producen
carbapenemasas, pero puede exhibir resistencia a los carbapenémicos a través
de una combinacion de mutaciones cromosomicas, como mutacion del gen de
porina, sobreproduccion de bomba de eflujo y/o alteraciones en la estructura

celular como la proteina de unién (Lee et al., 2024).

Un estudio realizado por Elkady (2024) en Egipto, ellos lograron aislar el 54% de
Klebsiella pneumoniae resistentes a meropenem y sensibles a otros antibiticos,

ademas,12 de los aislados obtenidos no presentaron el gen carbapenémasas lo
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cual puede explicar por qué algunos son sensibles a otros antibioticos.

La susceptibilidad antimicrobiana de Salmonella spp., es un tema
importante debido a su capacidad para causar enfermedades en humanos a
través del consumo de alimentos contaminados, por esta misma razén es
importante que se evalue y se lleve a cabo un monitoreo de las diferentes etapas
del proceso de produccién de alimentos, para asi evitar infecciones causadas por

este microrganismo patégeno (Tirziu et al., 2020).

La cepa obtenida de Salmonella spp., también se evalué con el fin de observar el
comportamiento ante las pruebas de susceptibilidad frente 4 discos de

antibioticos.

Figura 13. Prueba de susceptibilidad de Salmonella spp., frente a 4 discos de
antibioticos.
1. Cefotaxima (CTX), 2. Trimetoprim/sulfamethoxazole (SXT), 3. Ertapenem (ETP), 4. Meropenem (MEM)

Fuente: Gomez & Rodriguez, 2024.
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El perfil de resistencia de Salmonella spp., muestra una resistencia a cefotaxima y

ertapenem, sin embargo, presentd susceptibilidad intermedia a meropenem vy

trimetoprim/sulfamethoxazole (Figura 14).

Especie bacteriana | CTX | MEM | SXT | ETP
Salmonella spp R I I R

Fuente: Gomez & Rodriguez, 2024.

Figura 14. Peffil de resistencia de Salmonella spp., frente a 4 antibioticos.

Las bacterias del género salmonella, es uno de los principales patdbgenos
transmitido por alimentos y con un gran impacto en la salud publica; varios
estudios describen el aumento del perfil de resistencia de salmonella a diferentes
antibioticos empleados en clinica, lo cual se ha convertido en una problematica
preocupante ya que esto puede repercutir tanto en la salud humana y animal, por
ende, también afectar el sector econémico (Ortiz, 2021). Por esta misma razoén es
importante que se evalle y se lleve a cabo un monitoreo de las diferentes etapas
del proceso de produccién de alimentos, para asi evitar infecciones causadas por

este microorganismo patégeno (Tirziu et al., 2020).

Una investigacion realizada en el pais de Chile, aislaron salmonella enterica de
alimentos y evaluaron el perfil de resistencia de esta bacteria frente a
betalactamicos, en donde el 96% de las cepas estudiadas fueron resistentes a
Ampicilina; en este estudio también se menciona que todas las cepas evaluadas
contenian el gen blactx-m, el cual es responsable de conferir esta resistencia a

antibidticos betalactamicos. (Paredes et al., 2020).
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Nuestro estudio difiere con uno realizado por Valencia, G. (2022) en donde se
describe que los aislamiento de Salmonella obtenidos a partir de huevos de
gallinas, fueron resistentes a antibidticos como trimetoprima-sulfametoxazol,
ademas, el autor afirma que estas caracteristicas de Salmonella puede deberse a
la captacion de un nuevo material genético o a mutaciones en el cromosoma
bacteriano, asi mismo, dice que esta problematica ha avanzado progresivamente

en los ultimos afos gracias al uso inadecuado de los antimicrobianos.

Asi mismo, también se evalud la susceptibilidad antimicrobiana de los aislados de

Enterobacter spp., y Citrobacter spp. (Figura 15).
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Figura 15. Numero de aislados de Enterobacter spp., frente a los 15 antibidticos

empleados.

Para Enterobacter spp., se evaluaron 16 cepas (n=16), las cuales
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mostraron un amplio espectro de resistencia a ampicilina (14/16), es decir, el
87,5% de los aislados fueron resistentes a este antibidtico; de igual manera,
presento que el 93,8% fue resistente para cefalotina (15/16). Sin embargo, estas
cepas presentaron una sensibilidad del 81,3%, a gentamicina (13/16/) y el 68,6%

a trimetoprim/sulfamethoxazole (11/16).

Los aislamientos de Citrobacter spp. mostraron un perfil de resistencia del 100%
para ampicilina (2/2) y 100% para cefalotina (2/2), asi mismo, los antibiéticos con
mayor efectividad fue cefuroxima y ciprofloxacina, ya que el 100% de los aislados

fueron sensibles a estos antibioticos.

La produccion de betalactamasas es uno de los mecanismos mas comunes de
resistencias de estas bacterias ya que impiden la actividad antimicrobiana
hidrolizando el anillo betalactamico, el cual es parte de la estructura central de
varios grupos de antibiéticos (Lepe et al., 2022). La resistencia de estas bacterias
también puede relacionarse a otros factores, como el mecanismo de eflujo de
antibioticos, que en el caso de las bacterias gram negativas su membrana externa
es una de las claves para este tipo de resistencia, gracias a los lipopolisacaridos
(Parmanik et al., 2022). Este ultimo, también es uno de los mecanismos
fundamentales que usan las bacterias frente a los aminoglucésidos, ademas de la
modificacidén de su punto diana, limitando la union de los antibidticos a este sitio.

(Lepe et al., 2022).

La resistencia bacteriana a los antibidticos representa una amenaza, ya que limita

la eficacia de los tratamientos y aumenta el riesgo de infecciones graves, como
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consecuencia a esto, aumenta la morbimortalidad; esto es la principal causa de la
aparicion de bacterias resistentes por el uso excesivo e indebido de los

antibioticos (OMS, 2024).
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8. CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos se pudo observar que en las 100
muestras analizadas se logré aislar en mayor cantidad Escherichia coli con un 34% vy
Klebsiella pneumoniae con un 32%, sin embargo, Salmonella spp., solo se logro aislar

en el 1% de las muestras estudiadas.

En cuanto a la prueba de susceptibilidad, se logré evidenciar que los aislados de
Escherichia coli fueron mas resistentes a cefalotina y cefotaxima, de igual forma,
los aislados de Klebsiella pneumoniae presentaron mas resistencia a ampicilina y
cefotaxima, cabe destacar que todos los aislados de Klebsiella pneumoniae,
fueron resistente a por lo menos 1 antibiético. Asi mismo, la cepa de Salmonella
spp., fue resistente a 2 de los 4 antibiéticos empleados, es decir a cefotaxima y

ertapenem.

Esto resalta la importancia de reforzar el control en el uso inadecuado de
antibidticos en la industria, asi como de adoptar medidas de higiene en la
produccion y manipulacion del queso para minimizar la carga microbiana, ya que
esto representa un riesgo significativo para la salud publica, debido a la presencia
de patdgenos resistentes a los antibidticos que pueden limitar las opciones de
tratamiento para las enfermedades transmitidas por alimentos, lo que puede llevar

al aumento de la morbilidad y mortalidad.

También se observé que la técnica automatizada (MALDI-TOF) usada en la
identificacion de los microorganismos fue eficiente, obteniendo la identificacion de

las 100 cepas de Enterobacterales como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
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Salmonella spp., y demas Enterobacterales.

Los resultados obtenidos en esta investigacion aportan conocimiento sobre
la resistencia de los microorganismos aislados en alimentos frente a los diferentes
antibioticos empleados en clinica, problematica que puede ser atribuida al uso
indiscriminado de antibiéticos en el ganado bovino, lo que favorece la seleccion

de cepas resistentes.
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9. RECOMENDACIONES

Verificar la implementacion de Buenas Practicas de Manufactura (BPM) en
el proceso de elaboracién del queso costefio, con el objetivo de prevenir la
contaminacion por bacterias patogenas resistentes a los antibidticos y su

diseminacioén a lo largo de la cadena alimentaria.

Implementar programas de monitoreo de calidad microbiolégica para detectar a tiempo

la presencia de patdgenos y una evaluacion perioddica de la higiene de los trabajadores.

Realizar un estudio mas amplio sobre la determinacion de susceptibilidad con nuevos

antimicrobianos en diferentes tipos de queso costefio.

Realizar pruebas moleculares para la identificacion de los genes de resistencia de

bacterias aisladas en muestras de alimentos.

Llevar a cabo la determinacion de BLEE en Enterobacterales aislados en muestras de

queso.

Extender los estudios microbiolégicos a otros alimentos asociados al queso y otras
bacterias patdgenas, con el fin de tener una visidn mas amplia sobre la importancia de

la resistencia de las bacterias a los antibi6ticos en el sector alimentario.
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