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RESUMEN

La comercializacién de leche cruda de burra en las calles de sur de Quito ha ido
creciendo gradualmente debido a las creencias sobre las propiedades curativas
que se le atribuye. ElI consumir l4cteos sin proceso de pasteurizacién conlleva
varios problemas hacia la salud publica, que inevitablemente llega afectar a
diferentes grupos demograficos de la ciudad. En el presente estudio se
establecio como objetivo identificar la presencia de Staphylococcus en leche
cruda para determinar el riesgo de enfermedades trasmitidas por alimentos
(ETA’s), asi como la identificacién de residuos para tetraciclina, sulfonamidas y
betalactamicos mediante tiras reactivas. Para esto, se realizaron cultivos
bacterianos mediante 3M™ Petrifilm™ y tiras reactivas en 40 muestras obtenidas
directamente de los comerciales informales. Los resultados obtenidos fueron de
15 muestras positivas a 6 especies distintos de Staphylococcus en cultivos 3SM™
Petrifilm™ y con resultado negativo para la totalidad de muestras evaluadas para
trazas de antibidticos con la prueba TriSensor®. Al evaluar los casos positivos
entre los muestreos realizados se evidencié que un 20% en la primera etapa y
un 80% en la segunda etapa fueron positivos al muestreo. Ademas, mediante un
antibiograma se obtuvo que 10.3% de las muestras manifesto resistencia frente
antibidticos como: ampicilina, amoxicilina+acido clavulanico y tetraciclina,
mientras la sensibilidad presentada fue de 89.7% hacia ceftriaxona, cefalexina
ciprofloxacina y enrofloxacina. A pesar de esto las especies de Staphylococcus
evaluadas demostraron que presentan sensibilidad y resistencia a 11 antibioticos
de distintas familias y con mayor predominancia en los farmacos betalactamicos
y tetraciclinas, lo que significa que la carga obtenida es limitada para producir un
efecto hacia la salud del consumidor. Asi mismo el proceso de ordefio pudo verse
alterado a factores no contemplados en el estudio debido al desconocimiento de
ciertos procesos propios de los productores que derivd en la multiresistencia

parcial de ciertos antibidticos hallados en la investigacion.

Palabra clave: Leche cruda de burra, multirresistencia, tiras reactivas,
Trisensor®, 3M™ Petrifilm, Staphylococcus.



ABSTRACT

The sale of raw donkey milk in the streets of the south of Quito has grown
gradually, due to the medicinal properties attributed to it. Consuming
unpasteurised dairy products entails various problems for public health, which
inevitably begins to affect different demographic groups of the city. The objective
established in this study was identifying the presence of Staphylococcus in raw
milk to determine the risk of disease relating foods (foodborne diseases), as well
as the identification of residuals for Tetracycline, Sulfonamides and Beta-lactam’s
by test strips. For this purpose, bacterial culture of 3M™ Petrifilm™ and test strips
were used in 40 samples obtained directly from unlicensed vendors.The results
obtained were from 15 positive samples to 6 different species of Staphylococcus
in 3M ™ Petrifilm ™ cultures, along with a negative result for the total samples
evaluated for traces of antibiotics with the TriSensor test. Evaluating the positive
cases among the samplings performed shows 20% in the first stage and 80% in
the second sampling stage were positive. Moreover, through an antibiogram
results obtained show, 10.3% manifested resistance to antibiotics, such as:
Ampicillin, amoxicillin + clavulanic acid and Tetracycline, whilst sensitivity to
antibiotics shown was 89.7% towards ceftriaxone, cephalexin ciprofloxacin and
enrofloxacin. Despite this, the species of Staphylococcus evaluated, demonstrate
that they present sensitivity and resistance to 11 antibiotics from distinct families,
most predominant in beta-lactam drugs and Tetracyclines, which means that the
sample obtained is limited in producing an effect to the health of consumer.
Likewise, the milking process could have altered factors that are not
contemplated in the study due to the ignorance of the producers during this
proceeding., this can effect in the partial multiresistance of certain antibiotics

found in the investigation.

Key words: Raw donkey milk, multi resistance, test strips Trisensor®, 3M™
Petrifilm, Staphylococcus.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 Introduccion

En la antigiiedad el consumo de leche de burra (LB), estaba presente en las
culturas griega y romana, quienes la utilizaban como remedio para resolver
distintos problemas de salud como lo menciona Pierre-Olivier Fanical, en su libro
“La leche, la vaca y el habitante de la ciudad” (Quagliariello, 2017). En la
actualidad, se estima que la poblacion mundial de burros abarca un total de 40
millones de animales (96.4%), en Africa representa el 73% de la poblacion total
de equinos, mientras que en otra regiones tales como: Asia (49.0%), América
(15.2%), Europa (8.2%) y Oceania (2.2%) proporcionalmente (Colavita,
Amadoro, Rossi, Fantuz, & Salimei, 2016).

En Ecuador el consumo se replica en las calles del sur de Quito, donde se
encuentran puntos de comercializacion de leche de burras y cabras, ordefiadas
de manera manual y directa para la obtencién de leche cruda, que es ingerida
sin ningun proceso de pasteurizacion. Este consumo esta vinculado a las
creencias sobre las propiedades curativas que se le atribuye (Malaver, 2016).
Sin embargo, los principales problemas que se podrian ver asociados a su
consumo serian la contaminacion bacteriana, ademas de la utilizacion de
antibiéticos profilacticos o terapéuticos en leche sin supervision veterinaria; lo
que genera una problematica hacia el ser humano y la actual resistencia inducida

a través de alimentos.

Finalmente, en afios recientes se ha dado un creciente interés hacia nuevas
alternativas nutricionales que sustituyan a la leche de origen bovino en casos de
alergias y en la prevencion de patologias metabdlicas, entre otras (Trinchese et
al., 2015). La revalorizacion de leche de burra genera varios puntos que deben
ser valorados por entidades de control e investigadores, puesto que distintos
componentes de la leche, asi como los métodos de produccion, pueden llegar a
tener un efecto contraproducente que represente un potencial riesgo hacia la

salud.



1.2 Problema

El consumo de leche cruda de burra esta estrechamente vinculado con la
idiosincrasia de la ingesta propio de cierto grupo demografico de la ciudad de
Quito. Por lo tanto, la inherente probabilidad de presencia de especies
bacterianas no se encuentra definida actualmente dada falta de estudios que
demuestren la existencia de bacterias y residualidad de antibidticos presentes.
Al no existir pruebas de laboratorio que validen la calidad de este tipo de leche,
este producto debe considerarse como un factor de inseguridad hacia su
consumo (ETA’s), ya que al no estar regularizado bajo ningin parametro de
calidad o higiene por parte de los vendedores ambulantes se considera un
peligro potencial para los consumidores. Esto se ve reflejado gracias al nulo
control y monitorizacion por parte de entidades de salud publica que remarcan
el desconocimiento del verdadero riesgo que conlleva consumir este tipo de
leche y lo que puede desencadenar tanto en actuales consumidores como

futuros consumidores.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

— Determinar la presentacion de Staphylococcus y tres tipos de antibiéticos
en la leche cruda de burra expendida en el sector sur de Quito por
vendedores ambulantes para asociarlo a riesgos de ETA’s para los

consumidores.

1.3.2 Objetivos especificos

— Realizar cultivos bacterianos mediante 3M™ Petrifilm™ para determinar
la presencia de Staphylococcus spp. en leche cruda de burra
comercializada en el sur de Quito, y asi valorar la carga de UFC y si es un
riesgo para el consumo de leche.

— ldentificar la presencia de tetraciclina, sulfonamidas y betalactamicos
mediante tiras reactivas y multiresistencia del Staphylococcus spp.
presente en la leche mediante antibiogramas, para relacionarlo al uso

inapropiado de estos farmacos y los LMR del CODEX alimentario.

1.4 Hipétesis

La leche cruda de burra que se comercializa en el sur de Quito, presentan trazas
de antibidticos (Betalactamicos, Sulfonamidas y Tetraciclinas) y contaminacion
de Staphylococcus.



CAPITULO lI: MARCO TEORICO

2.1 Caracteristicas de leche de burra

La variabilidad de caracteristicas que se pueden llegar a describir en la LB estan
ligadas por ser un alimento con alto valor proteico, sin embargo, como Varga
(2007) lo describe al ser un alimento altamente nutritivo, presenta un ambiente
ideal para el crecimiento de muchos microorganismos. Por otra parte, también
existen componentes antibacterianos asociados a las proteinas que generan
proteccion y estabilidad propia hacia la LB, debido al factor de defensa lisozomal
y la asociacion de lactoferrina e inmunoglobulinas que inhiben el crecimiento
bacteriano, contribuyendo a la disminucion de infecciones entre otras sustancias
inhibitorias (Vincenzetti et al., 2014).

Este tipo de leche es viable como sustituto para personas con problemas de
alergia e intolerancias a la lactosa. La digestibilidad presente en LB con respecto
al perfil proteico, lipidico, contenido mineral y vitaminico, manifiesta una gran
tolerancia hacia el uso pediatrico en nifios que no asimilen sustratos de origen
bovino (Sari¢ et al., 2012).

En modelos experimentales se han dado acciones antiinflamatorias,
antitumorales, hipolipidémicas lo cual da una posible utilizacion para el consumo
en ancianos y en terapia de obesidad. Por su alto perfilamiento de ser un
alimento alternativo, enfocado a necesidades de grupos especificos de
consumidores con el menor impacto posibles en la salud, se vuelve necesario
verificar con mayor alcance varios grupos de consumidores sensibles para llegar

a ser valido como un impacto positivo (Martini, Salari, et al., 2018).

2.1.1 Composicion, calidad y estabilidad de la leche

En lo que respecta a la composicién de la LB, presenta ciertas discrepancias en
sus componentes con relacién a otros tipos de especies tales como: vaca, yegua,
cabras y humana. A continuacion, se puede apreciar un cuadro con la estimacion

de componentes de LB (Ver tabla 1) y caracteristicas nutricionales entre la LB



versus cuatro especies mencionas previamente (Ver tabla 2).

Tabla 1
Estimacion de los componentes de leche de burra.

n Media SD Min Max
Proteina (g/100 g) 43 1.5 0.3 1.1 2.4
Grasa (g/100 g) 43 0.7 0.8 0,1 3.8
Lactosa (g/100 g) 43 6.5 0.4 4.7 7.3
SCC? (10%/mL) 43 12.4 9.4 1 42
Conteo bacteriano (103
UFC/mL) 43 2.6 2.1 0 11

Actividad lisosomal (U/mL) 37 9500 4200 3900 23000
a Conteo de células somaticas.

Nota. n= Tamafo de muestra; SD=Desviacion estandar; Min=Minimo; Max=Maximo.
Adaptada de Murgia et al., 2016 Fuente:(Murgia et al., 2016).

El perfil de proteinas y porcentaje de lactosa de LB es muy similar con respeto a
la leche humana (7% lactosa), lo que estimula la absorcién de calcio a nivel
intestinal (0.36%). Los rangos de proteinas totales contenidos en leche humana
es 1.42 g/100 mL y la LB 1.5-1.63 g/mL. Ademas los rangos de UFC en especies
ovinas presentan rango normales que van de 300.000 a 500.000 UFC/ml, que
dan una referencia aproximada a los valores presentados en la Tabla 1. El bajo
nivel de proteinas totales ayuda a que no se genere una excesiva carga renal en
nifios. Las caseinas en leche presentan fracciones diferentes en base a la
especie animal de la que provengan, como las mas representativas caseinas
existentes en leche de vaca son alpha-sl y beta-caseina; mientras la LB posee
una pequefia fraccién de 0.37g/100 mL y se pueden encontrar bajos niveles de
alpha-s1 y kappa-caseina (Cunsolo et al., 2017; Martini, Altomonte, Licitra, &
Salari, 2018).

A pesar de esto, investigadores como Luo manifiestan que la es estabilidad
térmica de LB se debe igualmente en gran medida a la relacion del porcentaje
de proteinas de caseina y suero, por lo tanto al evaluar su estabilidad debe
considerarse deficiente si no se da un tratamiento y manejo adecuado, lo que

puede generar problemas en la conservacion y esto favorecer a la proliferacion



de ciertas familias bacterianas (Luo, 2019).

Tabla 2
Comparacion de la composicion nutricional de leche de burra contra yegua,
vaca, cabra y humana.

. Materia Valor

Leche pH Grasa Proteinas Lactosa mineral energético

(%) (%) (%)
(%) (KJ/kg)

Burra 7.0-7.2 1.21 1.74 6.23 0.43 1939
Cabra 6.3-6.8 4.62 3.41 4.47 0.73 3399
Humana 7.0-7.5 3.38 1.64 6.69 0.22 2856
Vaca 6.6-6.8 3.46 3.43 4,71 0.78 2983
Yegua 7.1-7.2 0.85 2.06 6.26 0.35 1878

Adaptada de Milonis y Polidori (2011, p. 282); como se lee en Latte di Asina.
Produzione, caratteristiche e gestione dell’azienda asinina; (Cunsolo et al., 2009)
La estabilidad de la leche de vaca, cabra, yegua, burra y humana se debe a la
actividad antioxidante de sus principales componentes como: caseina, suero y
grasa. En condiciones alteradas de conservacion, el proceso de oxidacion se
puede acelerar bajo exposicién de altas temperaturas e incremento de aire. Sin
embargo, la LB manifiesta mayor estabilidad oxidativa por su nivel graso y
capacidad de eliminacion de radicales, o que promueve la estabilidad térmica
en conjunto con su porcentaje total de proteinas de caseinay suero, por lo tanto
al evaluar otros factores (Bucevi¢-Popovi¢, Delas, Medugorac, Pavela-Vrancic,
& Kulisi¢-Bilusi¢, 2014; Li, Liu, & Guo, 2018).

2.1.2 Bacterias presentes en leche como contaminantes y ETA’s

El riesgo de presencia de bacterias en leche cruda y sus derivados es una de las
causas usuales de proliferacion de microorganismos patdgenos, los que
representan un factor contaminante para cualquier individuo que la consuma.

Segun datos de los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC), “desde 1993 hasta 2012, se registraron 127 brotes vinculados a la leche
cruda o productos lacteos crudos, los mismo que generaron mas de 1.909

enfermedades y 144 hospitalizaciones” (FDA, 2018).



La leche de cualquier origen animal sin un proceso de pasteurizacion puede
presentar bacterias perjudiciales tales como: Brucella, E.coli, Campylobacter,
Salmonella, Listeria, Staphylococcus entre otros patdgenos, que se derivan en
enfermedades comunmente denominadas "intoxicaciones alimentarias”, las
cuales de no ser atendidas llegan a derivarse en cuadros crénicos que pueden

conseguir comprometer la vida del consumidor.

Los principales grupos demograficos en riesgo que se ven afectados por brotes
de ETA’s en la salud publica son: nifios, adultos mayores y personas con
problemas inmunitarios recurrentes. Anualmente se llegan a reportar un indice
considerable de brotes asociados al consumo de leche cruda y sus derivados, lo
que representa “Desde el 2007 a 2016, por lo menos que un nifio menor de cinco
afos resulto afectado constituyendo un 46% en casos vinculados al consumo de
leche segun datos de la CDC”. Asi mismo, dentro de estos brotes un 19 % son
generados por Salmonella y un 15 % por E. coli. Hoy por hoy se estima que
alrededor de los 76 millones de enfermedades reportadas en los Estados Unidos,
las 325.000 hospitalizaciones y 5.000 muertes son provocadas por ETA’s (CDC,
2017; Kadariya, Smith, & Thapaliya, 2014).

Los sintomas usuales de las enfermedades transmitidas por los alimentos van
desde artralgias, calambres abdominales, dolor de cabeza, diarrea, fiebre,
mialgias, vomitos y deshidratacion (CDC, 2017; Switaj, Winter, & Christensen,
2015).

2.1.3 Staphylococcus en la salud publica

Las enfermedades de origen estafilococicas generalmente se trasmiten
mediante alimentos como resultado de la contaminacién por enterotoxinas. Entre
las especies con mayor manifestacion a nivel mundial se encuentre el S. aureus,
esta bacteria ha sido analizada frecuentemente por investigadores de Estados
Unidos que estiman que hay 241.000 enfermedades al afio a causa de este
agente patdégeno. A pesar de esto, la incidencia real de Staphylococcus
asociados a ETA’s se ve afectada debido a malos diagnésticos, inadecuado

proceso de recoleccion y manejo de muestras en el laboratorio.



Los reportes de brotes, sin embargo, sugieren que la mayoria de casos tendrian
relacion con un erréneo manejo de alimentos que va desde su procesamiento
hasta la coccidn. El principal factor involucrado seria la falta de desinfeccion de
equipos, pérdidas en la cadena de frio y contaminacion cruzada en el hogar; lo
que indicaria que los consumidores poseen un riesgo potencial tanto hacia su

salud, como en lo productivo y econdmico (Kadariya et al., 2014).

2.1.3.1 Staphylococcus

El Staphylococcus estd dentro del orden Bacillaes e incluye 42 especies
diferentes y algunas de ellas forman parte de la flora de varios mamiferos. Por lo
general esta bacteria tiende a colonizar zonas especificas del huésped. Dentro
de las especies mayormente patégenas se encuentra el S. aureus por su nivel
de patogenicidad al ser una especie Gram positiva la cual es dificil de identificar,
siendo las muestras clinicas la manera mas directa y efectiva. La principal
caracteristica que diferencia al Staphylococcus de otras especies es la
produccién de la enzima coagulasa, lo cual deriva en la coagulacion del plasma
(Pahissa, 2009).

2.1.3.2 Staphylococcus chromogenes

El S. chromogenes es uno de los principales Staphylococcus coagulasa
negativos, muy frecuente en casos de mastitis en bovinos y caprinos. Este
patdgeno tiene la capacidad de coagular plasma y actividad citotoxica que

redondea las células infectadas (Vanderhaeghen et al., 2014).

2.1.3.3 Staphylococcus epidermidis

El S. epidermidis es una bacteria Gram positiva formada por una estructura de
cocos ya que manifiesta la tendencia de concentrarse en racimos. Ademas, se
constituyen de un tamafo inferior a la micra y generando colonias que no
manifiestan pigmentacion, al mismo tiempo que son uno de los miembros mas

frecuentes en superficies epiteliales humanas.

Son patdgenos nosocomiales debido a sus mecanismos de infeccion pasiva en



los que generan biopeliculas y aglomeracion de adhesinas que impiden la accion
de mecanismo de defensa del huésped. Igualmente el S. epidermidis genera
exoenzimas y polimeros de superficie protectora que juegan un rol importante en

el equilibrio de la microflora epitelial (Otto, 2014).

2.1.3.4 Staphylococcus lentus

Esta especie bacteriana pertenecen al grupo Staphylococcus sciuri, subespecie
lentus. Consiste en formas de cocos agrupados, miembros Gram-positivos de
oxidasa-positivos y coagulasa-negativos. El grupo S. lentus es parte de la flora
normal de la piel de los animales y las superficies mucosas, a menudo se aislan
de varios productos fermentados de origen animal, y la cantidad de cepas
aisladas de la bacteria presenta potencial para la fabricacion de enterotoxinas en

el organismo de varios seres vivos (Nam, Chung, Seo, Lim, & Yi, 2012).

2.1.3.5 Staphylococcus intermedius

La especie de Staphylococcus intermedius fue definida en 1976, cuando se le
denomino de esta manera debido a manifestar propiedades similares a S. aureus
y en menor proporcion a S. epidermidis (Bes et al., 2002). Es un Staphylococcus
coagulasa positivo y un organismo zoondético que puede aislarse de distintos
animales domésticos hasta aves silvestres, que incluyen muestra recuperadas
de piel, nariz, orejas y con manifestaciones en infecciones invasivas y no

invasivas.

Entre las especies con mayor prevalencia se encuentran palomas, perros y
ocasionalmente se dan infecciones reportadas en humanos. Los escasos
reportes a causa de S. intermedius son vinculados a intoxicaciones alimentaria

o mordeduras de perros (Futagawa-Saito, Ba-Thein, & Fukuyasu, 2007).

2.1.3.6 Staphylococcus simulans

La cepa de Staphylococcus simulans secreta una lipasa no inducida en el medio

de cultivo. La lipasa de Staphylococcus simulans (SSL), purificada hasta la


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/staphylococcus-simulans
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/staphylococcus-simulans
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lipase
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homogeneidad, es una proteina tetramérica (Sayari, Agrebi, Jaoua, & Gargouri,
2001).

2.2 Prueba TriSensor® para deteccion de antibiéticos en leche
cruda

La prueba rapida que se emplea para la deteccion simultdnea de distintos
antibioticos en muestras es el Kit TriSensor®, que detecta betalactamicos y
sulfamidas como de tetraciclinas en muestras de leche. El proceso de deteccion
involucra un micro pocillo de receptores y anticuerpos enlazados con particulas
de oro. El segundo componente son tiras indicadores que poseen membranas

lineales de captura especificas (Ver Figura 3).

Para generarse un resultado valido, la linea roja de control tiene que ser visible
al cabo de la segunda incubacion. (Anexo 4) y las otras lineas de pruebas
especificas se encuentran debajo de la linea control. Una vez el reactivo del
micro pocillo se vuelve a poner en suspension con una prueba de leche positiva,
los receptores se unen a los analitos durante los tres primeros minutos de
incubacion a 40°C. La aplicaciébn de tiras reactivas en la validacion de
multiresistencia en leche es una de prueba de referencia que especifica las
concentraciones de los analogos estructurales de varios antibiéticos en multiples

reacciones cruzadas (Unisensor, 2016).

2.3 Pruebas de identificacion bacteriana en leche cruda

El analisis con placas 3M™ Petrifilm™ se empled para la valoracion de UFC de
Staphylococcus (Ver Figura 4) debido a que son un medio de cultivo listo para
manejar, modificado cromogénico Baird-Parker, selectivo y diferencial para S.

aureus.

Puede presentar colonias de coloracion rojo-violetas en presencia de S. aureus,
ademas también pueden presentar coloraciones rojo-violeta (negra o azul-
verdosas) que seran diferenciadas mediante pruebas adicionales (manitol,

maltosa, ONPG, DNAsa) para identificar la especie de Staphylococcus (AOAC,


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/tetrameric-protein
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2006).

Analizando varios estudios sobre el aislamiento del género Staphylococcus en
leche de cabra, se determind que existe un potencial riesgo a procesos
infecciosos como la mastitis, los cuales en sus fenotipos de resistencia
antimicrobiana que parecen estar asociados con elementos genéticos moviles

transferidos entre diferentes especies de Staphylococcus (Coimbra et al., 2019).

2.4 Genes de resistencia a antibioticos

El potencial genético por parte de las cepas bacterias recae en la capacidad de
generar mutacion o transferencia frente a la exposicidon de antibioticos. Los
genes se pueden codificar mediante los plasmidos que replicaran a partir de su
separacion del cromosoma bacteriano, lo cual se asocia a la resistencia y derivan
en tratamientos ineficaces (Stanchi, Martino, Gentilini, Reinosos, & Echeverria,
2007).

La resistencia multiple bacteriana crea una alarmante preocupacion hacia los
patdgenos nosocomiales y zoonéticos. Entre los patdgenos nosocomiales con
mayor manifestacion se encuentran Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa. El resultado de la resistencia a los antibiéticos se da por la
inactivacion del farmaco, modificacion del objetivo del farmaco y disminucién de
acumulacion intracelular asociada con una menor permeabilidad o un mayor flujo

de salida del mismo farmaco.

2.5 Enfermedades relacionadas a ETA’s

Los inconvenientes generados por ETA’s a nivel mundial son uno de los
problemas con mayor recurrencia y costos en la salud publica, debido a una alta

prevalencia de casos diagnosticados incorrectamente.

La manifestacion clinica se produce por ingestion de alimentos que poseen el
agente etiolégico que afecta al consumidor de manera crénica o aguda y al ser

enfermedades alimentarias usualmente generan cuadros gastroentéricos y
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sintomas inespecificos como: diarreas, nauseas, fiebre, vomito, escalofrios,

distension y dolor abdominal.

En este sentido, la demanda de lacteos no pasteurizados (crudos) toma gran
relevancia en politicas de seguridad alimentaria, ya que como productos
organicos son via potenciales de enfermedades. Si bien existen estudios
transversales en varios paises que demuestran los efectos inmunoldgicos que
ejercen en la salud, el nimero de brotes es de 152 (66% por lacteos) asociados
a 1.735 enfermedades segun datos de CDC. Sin embargo, estudios de la OMS
revelan que 31 tipos de ETA’s generan alrededor de 600 millones de
enfermedades y 420.000 muertes como resultado de diversos factores y
paradmetros dificilmente determinados con exactitud (Dewey-Mattia, Manikonda,
Hall, Wise, & Crowe, 2018; Whitehead & Lake, 2018).
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CAPITULO lll: MATERIALES Y METODOS
3.1 Ubicacién geografica de investigacion

El plano geografico dentro de la investigacion y recoleccion de muestras se
ejecutd al Sur del Distrito Metropolitano de Quito, en varios puntos de
comercializacion ambulante de leche cruda de burra (Ver Figura 1), dispuestos

en la siguiente lista de sur a norte, en distintos sectores tales como:

Sector “La Santiago”: Av. Mariscal Sucre y Av. Alonso de Angulo.
Sector “El Pintado”: Av. Mariscal Sucre e lllescas.
Sector “Chilibulo”: Av. Mariscal Sucre y Chilibulo.

Sector “La Magdalena”: Av. Mariscal Sucre y Puruha.

a kr 0N PF

Sector “La Mascota”: Av. Mariscal Sucre y Av. Los Libertadores.

El Sur del Distrito Metropolitano de Quito, presenta una temperatura media que
fluctia entre 13.9° C a 22° C, ademas con una precipitacion de 1272 milimetros
por afio (mm/afio) y una altitud de 2200 a 3100 metro por encima del nivel del
mal (Climate-Data.org, 2018).

= - ! LOS DOS Pu’h,lf}'\;’-\;

HERMANO PUENTES ¢
MIGUEL

acion multimoda
La Magdalena

EACT A LEON® > X, 9 Est
B 5 SAN JOSE LA MAGDALENA 5

HERMANOS & VILLA FLORA

Figura 1.Localizacion de sectores para recoleccion de muestras de leche cruda
en el sur de Quito marcado con puntos de colores numerados.
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Las distintas muestras recolectadas fueron procesadas en el Laboratorio de
Diagnédstico LIVEXLAB®, el mismo en donde se obtuvieron resultados

concluyentes para su valoracion dentro de la investigacion.

3.2 Poblacién y muestra

El grupo de estudio fueron burras (Equus asinus), siendo exclusivamente
valoradas las hembras que se encuentran en produccion de leche (20 individuos)
que son ordefiadas en los distintos sitios del sur de Quito, por parte de

productores informales.

Se realizo la recoleccién en dos etapas de 20 muestras diarias, en un intervalo
de tres dias cada una, con el fin de obtener 40 muestras en total, mismas que
fueron etiquetadas al cabo de su colecta para su posterior entrega al Laboratorio
de Diagnéstico LIVEXLAB® de la ciudad de Quito.

Tabla 3

Asignacion de cédigos en base a localizacion y animal muestreado.

Cadigo Color del Numero de Caodigo de
Sector .

del sector sector animales muestra
p . » . 1.1;1.2;1.3;

1 La Santiago Rojo 1,2,3,4,5 1.4:15
2 “El Pintado” Anaranjado 1,2,3 21;22;23
3 “Chilibulo’ Amarillo 1234 o1 33'24; 33,
4 “La Magdalena” Morado 1,2,3 41:4.2:4.3
p ” 51:5.2:;53;

5 La Mascota Verde 1,2,3,4,5 5.4: 55

Nota. Nimero de animales=cada numero corresponde a un animal; Cédigo de muestra=

corresponde a la unién del codigo del sector con el nUmero de animal en orden ascendente.



3.2.1 Variables del estudio

Tabla 4.
Variables del estudio.
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Tipo Unidad
Variables d iabl Definicion Indicador de ltems Instrumentos
e variable medida
Es el valor de
L residuos en
Cualitativa/ hy, Betalactamicos, PP
Trazas  Dicotomico ' ooopop 4% 8¢ suifonamidas,  SUNO  SINO 'V(';.’d'c'ton
Independientes d tetraciclinas. irecta
se presentaran
en leche.
El porcentaje de
_ Cuant_ltatlva/ bacter_lgs en Unidades UEC/ # de Medicién
Bacterias Continuas relacion a Formadoras de mi UEC direct
Dependiente formacion de Colonias. Irecta
colonias.
Cuantitativa/ Es la cantidad de Medicién
Animales Discreta burras que Burras 1-20 SI/NO directa

Dependientes

producen leche




3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Materiales

3.3.1.1 Materiales empleados en campo:

— Bolsas de hielo en gel.

— Caja de guantes de latex talla nimero 7.
—  Camara fotografica.

—  Cooler portatil.

— Cuaderno de anotaciones.

—  Envases plasticos estériles de 125ml

—  Esferografico Bic®.

—  Marcador permanente.

3.3.1.2 Materiales empleados en laboratorio:

— Heatsenser (incubadora a 40°C)
— Agar DNAsa

— Agar maltosa

— Agar manitol salado.

— Agua destilada.

— Agua.

—  Alcohol.

— Bolsas de gel

—  Cabina de bioseguridad

— Cajas Petri.

—  Cémara fotografica.

—  Cinta adhesiva.

—  Cuaderno de registro.

—  Cofia.

— Discos ONPG (Betagalactosidasa)
—  Dispersor

—  Gel antibacterial.



Guantes de vinilo.
Incubadora.

Jabon antibacterial.

Kit Trisensor® (tiras reactivas)
Mandil.

Mascarilla.

Marcador permanente.
Mesa de trabajo.

Micro pipeta.

Microscopio.

Muestras de leche.

Pinza anatomica de metal.

Pipeta automatica.

Placas 3M™ Petriflm™ para recuento de Staphylococcus.

Puntas autoclavables 0.2 ml.
Puntas autoclavables 1ml.

Refrigerador para muestra.

17
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En la figura 2 se exhibe la metodologia empleada a nivel de campo para la

ejecucion de la investigacion, con el fin de obtener muestras de leche cruda de

burra. A continuacion, en el anexo 1 se aprecia la poblacién de animales que

abarca el estudio a lo largo de sus puntos de distribucion.

____________________ N
____________________ H

Almacenamiento de las
muesiras en un Coolar

Recoleccidn de muestras
de leche

Desplazamiento hacia el punto
de muestreo.

Seleccion e identificacion de
animal.

v

Rotulacion con cadigo par
cada muestra recolectada.

'

Obtencién de una muestra por
cada animal.

.

Transferencia de muestra a
envase esteril.

Y
Ingreso de muestras al
laboratorio.

Figura 2.Diagrama de recoleccién de muestras de LB.

i Movilizacién en sentido
: sur-norte de Quito.

Tiempo
transcurrido
2-3 horas
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3.3.2.1 Toma de muestras

El procedimiento de muestreo fue realizado mediante el “Manual de
Procedimiento para la Toma y Envid de muestras al laboratorio” descrito por
parte del Laboratorio LIVEXLAB ®. Un punto en particular que fue modificado del
manual de muestra que menciona LIVEXLAB ® es el lavado y desinfeccion
previo de pezones, debido a que este proceso es un paso no realizado por los

productores y el cual llega a ser un factor clave en la investigacion.

La etapa de recoleccion se desarroll6 el 30 de Julio y 01 de Agosto del 2019, a
primeras horas de la mafiana, que fueron desde las 6:30 hasta 7:30 am.

En las primeras instancias se definieron los puntos de recoleccion que van del
Sector 1, Sector 2, Sector 3, Sector 4, Sector 5 los mismos que se observan en
la Tabla 3, ademas se asigno un color por cada nUmero como se aprecia en la
Fig 1, este orden en particular se establecio con el objetivo de avanzar en sentido
sur-norte en el menor tiempo posible (40-60 min aproximadamente) para que las
muestras sean procesadas en el laboratorio en un estado fiable y se mantengan

la cadena de frio.

Uno de los factores que se tuvo en consideracion al momento de efectuar la
compra y recoleccion de LB, fue obtener muestras directas tanto de bolsas o
vasos plasticos (30ml), dependiendo la manera de comercializacion de cada
productor. Ya adquirida la LB se depositd un volumen cercano 20-40 ml en cada
envase estéril de 125ml, siendo situada la tapa hacia arriba para impedir
contaminacion cruzada, evitando tocar los bordes cuando se vertia el contenido
en su interior y para su cerrado final. Todo el proceso debe ser mediante la

utilizacién de guantes para evitar contaminacion cruzada.

Culminado este punto cada envase estéril de LB fue colocado en un cooler con
bolsas de hielo en gel, que se mantuvo a una temperatura aproximadamente de
2-8°C. Finalmente fue rotulado cada frasco en base a los cddigos previamente

asignados como se expone en la Tabla 3.
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3.3.2.2 Método analitico TriSensor® para deteccidon de antibidticos en leche
cruda (tiras reactivas).

Sacar el Kit TriSensor del refrigerador
hasta que alcance la temperatura
ambiental.

Conectar el Heatsensor y esperar que la
temperatura se estabilice a 40°C.

(]

|dentificar placas por nimero de caso y
muestra.

]

Sacar los micropocillos en relacion a las
muestra de leche se van a analizar.

¥

| Colocar los micropocillos en el blogue de

calentamiento.

L]

Colocar un punta nueva en la
micropipeta y transferir 200 ul (0.2ml) a
cada uno de los micropocillos.

L]

Sacar tantas tiras indicadoras como
analisis que estan en curso.

v

Transcurridos los 3

Sumergir las tiras indicadoras en cada
micropocillo.

]

Transcurridos los 3 '
minutos pulsar stop.

Comienza la segunda cuenta regresiva
de 3 minutos.

v

Retirar las tiras de los micropocillos y

dejarlos sobre una hoja de papel.

C

Observacion y registros de
resultados.

D

IMezclar y arranca el

temporizador pulsando el botén

Start.

Identificar las mismas y dejarlas

sobre una hoja limpia.

Arrancar el temporizador para la

segunda incubacion.

kit.

i Iniciar la cuenta regresiva
-4

de 3 minutos.

Figura 3.Diagrama de metodologia de tiras reactivas TriSensor® para la deteccién
de antibiéticos en leche cruda.
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3.3.2.3 Método analitico para recuento de Staphylococcus mediante
Petrifilm en leche cruda.

Colocar placa 3M™ Identificar placas por Levantar pelicula
Petrifilm™ en cabina de numero de caso y superior de la placa

bioseguridad. muestra. Petrifilm.

!

Y

Inocular 1 ml de la
dilucion en el centro de
la pelicula inferior.
(Anexo 3).

Colocar el dispersor
hacia abajo dela
pelicula superior.

Dispersar
correctamente
Io inoculade

Liberar la pelicula i Deiar caer i
superior que inocule la |--- ] '
S ' suavemente. '

placa inferior. ki

!

Ejerce una ligera presion

Distribuir en forma

sobre el dispersor circular. '
Esperar por la Pt T i
solidificacién del gel de ' +1 minuto 5
la placa. e e e cmmeeaaea)
i AOAC Método oficial |
i Incubacién por 24 horas ] Incub
| (£2hrs)a 37°C (x1°C). | ncubar
! Lectura segun AOAC .
i 2003.08 paraelconteade | Observacion y registros de
: Staphylococcus. : resultados.

Figura 4. Diagrama de analisis de placas 3M™ Petrifiilm™ para analisis de leche
cruda en laboratorio.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados

Los resultados obtenidos en la investigacion de un total de 40 muestras
recolectadas de leche cruda de burra procedentes de animales en los distintos
sectores del sur de Quito que fueron analizadas en el laboratorio Livexlab,
usando tiras reactivas (TriSensor®) con resultado negativo para la totalidad de
las muestras y en cultivos 3M™ Petrifilm™ con 15 muestras positivas a 6

géneros distintos de Staphylococcus.

El estudio en cuestiébn consideré la realizacion de un antibiograma que
demuestra la resistencia y sensibilidad de 11 antibi6ticos frente a las 6 especies
bacterianas que no se pudieron identificar con las tiras reactivas (TriSensor®)

para disminuir el indice de falsos negativos.

4.2 Frecuencia

4.2.1 Resultados en tiras reactivas

Los resultados obtenidos en las tiras reactivas (TriSensor®) correspondiente al
analisis de las 40 muestras de leche cruda de burra, concluyeron que el 100%
de las muestras no presentaron residuos de antibiéticos frente a cada uno de los

farmacos: Betalactamicos, Tetraciclinas y Sulfonamidas (Ver Anexo 5).

4.2.2 Resultados en placas 3M™ Petrifilm™

De las muestras analizadas mediante 3M™ Petrifilm™ se logré aislar 6 especies
diferentes de bacterias, que son compatibles al género Staphylococcus y
manifiestan crecimiento de UFC/ml, asi como las frecuencias de muestras
positivas en la investigacion que se observa en la Tabla 5. El test 3M™
Petriflm™ al arrojar una baja presencia de UFC en relacion a la frecuencia de
muestras positivas a Staphylococcus hace invalido la ejecucién de pruebas

estadisticas que manifiesten un valor real.
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Tabla 5
Porcentaje identificado de bacterias pertenecientes al género Staphylococcus
en el 100% de muestras recolectadas (n=15).

Especie bacteriana  Frecuencia Porcentaje

S.aureus 4 26.7
S.epidermidis 5 33.3
S.chromogenes 1 6.7
S.lentus 1 6.7
S.simulans 1 6.7
S.intermedius 3 20
Total 15 100

4.2.3 Resultados del antibiograma

En las muestras sometidas al antibiograma se obtuvo 15 muestras positivas que
manifestaron sensibilidad y resistencia a 11 antibiéticos de distintas familias y
con mayor predominancia en los farmacos betalactamicos y tetraciclinas (Ver
Tabla 6).



Tabla 6

Susceptibilidad del Staphylococcus hacia antibiéticos.
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Antibidticos

Cddigo de

muestra AMP AMC CEF CET CIP CLO ENR GEN OXA SUL TET
3.1 R R S S S S S S S S S
3.2 S S S S S S S S S S S
3.3 R S S S S S S S S S S
51 R S S S S S S S S S S
1.2 R R S S S S S S S S S
15 R S S S S S S S S S S
4.1 R S S S S S S S S S S
4.2 S S S S S S S S S S R
4.3 R S S S S S S S S S R
5.2 R S S S S S S S S S R
2.1 S S S S S S S S S S S
34 R S S S S S S S S S S
2.2 R S S S S S S S S S S
*2.1 R S S S S S S S S S R
54 S S S S S S S S S S S

Nota. *=muestra reincidente en segundo muestreo; S=Sensibilidad; R=Resistencia;

AMP=ampicilina;

AMC=amoxicilina

+

acido

clavulanico; CEF=cefalexina;

CET=ceftriaxona; CIP= ciprofloxacina; CLO= -cloranfenicol; ENR: enrofloxacina.;
GEN=gentamicina; OXA=oxacilina SUL=sulfatrimetropin; TET=tetraciclina.
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Como se aprecia en la Tabla 5 y 6 las distintas especies de Staphylococcus
obtenidas manifiestan una resistencia parcial del 10.3% hacia cierto grupos de
antibidticos como: ampicilina, amoxicilina+acido clavulanico y tetraciclina.
Mientras que la sensibilidad exhibe un 89.7% con una dominante manifestacion
hacia antibidticos tales como: cefalexina, ceftriaxona, ciprofloxacina,

cloranfenicol, enrofloxacina, gentamicina, sulfatrimetropin y oxacilina.

Resistentes

Sensibles

Figura 5.Comparaciéon de resistencia y sensibilidad ante distintos antibiéticos
(n=165).
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4.3 Analisis de muestra por antibiético

4.3.1 Ampicilina

Se aprecia en la figura 6 el que el 26.67% presenta sensibilidad al antibiotico y
73.33% de resistencia de las muestras evaluadas.

60

60

%

204

n=4

Sen;lblol Resistentes
Ampicilina

Figura 6.Resultado del antibiograma para ampicilina.

4.3.2 Amoxicilina + Acido Clavulanico

Se aprecia en la figura 7 el que el 86.67% presenta sensibilidad al antibiético y

13.33% de resistencia de las muestras evaluadas.
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Amoxicilina + Acido Clavuldnico
Figura 7.Resultado del antibiograma para amoxicilina + acido clavulanico.

4.3.3 Ceftriaxona

Se aprecia en la figura 8 el 100% que presentan sensibilidad al antibiotico

evaluado.

1004

a0

a0

%
n=15

40

20+
0 T

Sensibles
Ceftriaxona

Figura 8.Resultado del antibiograma para ceftriaxona.
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4.3.4 Cefalexina

Se aprecia en la figura 9 el 100% que presentan sensibilidad al antibitico

evaluado.

%
n=15

407

Senlsibles
Cefalexina

Figura 9.Resultado del antibiograma para cefalexina.

4.3.5 Ciprofloxacina

Se aprecia en la figura 10 el 100% que presentan sensibilidad al antibiotico

evaluado.

n=15

404

Sensibles
Ciprofloxacina

Figura 10.Resultado del antibiograma para ciprofloxacina.
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4.3.6 Cloranfenicol

Se aprecia en la figura 11 el 100% que presentan sensibilidad al antibiético

evaluado.

1004

n=15

Sen.sibles
Cloranfenicol

Figura 11.Resultado del antibiograma para cloranfenicol.

4.3.7 Enrofloxacina

Se aprecia en la figura 12 el 100% que presentan sensibilidad al antibiético

evaluado.

n=15

Scr;sibles
Enrofloxacina

Figura 12.Resultado del antibiograma para enrofloxacina.

4.3.8 Gentamicina

Se aprecia en la figura 13 el 100% que presentan sensibilidad al antibiético

evaluado.
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n=15

40

Sen.sibles
Gentamicina

Figura 13.Resultado del antibiograma para gentamicina.

4.3.9 Oxacilina

Se aprecia en la figura 14 el 100% que presentan sensibilidad al antibiético

evaluado.

1004

%
n=15

Sen.sibles
Oxacilina

Figura 14.Resultado del antibiograma para oxacilina.

4.3.10 Sulfatrimetropin

Se aprecia en la figura 15 el 100% que presentan sensibilidad al antibiético

evaluado.
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Figura 15.Resultado del antibiograma para sulfatrimetropin.

4.3.11 Tetraciclina

Se aprecia en la figura 16 el que el 73.33% presenta sensibilidad al antibiotico y

26.67% de resistencia de las muestras evaluadas.

80

60

%

o n=11

Sensibles Resistentes

Tetraciclina
Figura 16.Resultado del antibiograma para tetraciclina.

Del presente estudio elaborado en leche cruda de burra, se determind un grupo
variado de especies bacterias propias de tejidos epiteliales, que al efectuar
pruebas de sensibilidad arrojo 15 muestras positivas y de ellas 3 muestras que
manifestaron resultados ambivalentes con resistencia y sensibilidad en

diferentes grados como se observa en las figuras 6, 7, 16.



32

4.4 Anadlisis comparativos

En las 40 muestras evaluadas con 3M™ Petriflm™ se generaron 15 muestras
positivas. Los resultados conseguidos de los casos positivos en cada uno de los
muestreos, un 20% de las muestras obtenidas corresponde al primer muestreo
realizado el 30-07-2019 y 80% al segundo muestreo (Ver figura 17).

B Muestreo N21

M Muestreo N22

Figura 17.Comparacion de casos positivos entre cada muestreo.

Tabla 7

Valoracion de UFC/ml en relacion a la frecuencia por cada muestreo.

UFC
UFC/ml 1 3 6 8 10 11 64
Conteo de muestras (n=15)
Muestreo N°1 2 0O O 0 0 0 1
Muestreo N°2 5 2 1 1 2 1 0

Nota. Muestreo NC°l=corresponde a la fecha del 30-07-2019; Muestreo
N°2=corresponde a la fecha del 01-08-2019.
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En las muestras evaluadas en el muestreo N°1 con 3M™ Petrifilm™ se obtuvo
un 33% de casos positivos para S.aureus mientras que el 67% a S.intermedius

presentes en la leche cruda de burra como se observa en la figura 18.

W S.aureus

S.intermedius

Figura 18.Comparacion de especies bacterianas en primer muestreo.

Por otra lado en el muestreo N°2 realizado con 3M™ Petrifiilm™ se encontrd una
mayor variedad de especies positivas a Staphylococcus, en este segundo
muestreo se descubrié un 42% S. epidermis,  25% S.aureus, 8% S.simulans,
8% S.lentus, 8% S.chromogenes y 9% S.intermedius como se observa en la

figura 19.

S.intermedius

M S.chromogenes

n=1

W S.aureus

M S.lentus

" S.simulans

M S.epidermis

Figura 19.Comparacion de especies bacterianas en segundo muestreo.
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4.5 Discusion

En el estudio de Lépez (2018) se detecto la aparicion de trazas de antibidticos
mediante la utilizacion de tiras reactivas TriSensor® en leche cruda de cabra en
el Distrito Metropolitano de Quito, las mismas que comparten rutas similares de
comercializacion con respecto a la leche de burra y en ciertos casos las dos
especies animales pertenecen a los mismos comerciantes (como se observa en
el Anexo 1y 4). En dicho analisis obtuvo quince muestras positivas a residuos
de betalactamicos y una minoria a tetraciclinas, que en relacion a la presente
investigaciébn no manifestaron resultados positivos y que por el contrario todas
las muestras reflejaron datos negativos a la presencia de trazas de antibiéticos.
La diferencia entre los porcentajes podria tener relacion directa con el tamafio
de poblacion de cabra (n=90) en comparacién al de burras (n=20) que representa

una muestra casi 4.5 veces mas grande que la del presente estudio.

En el afio 2003 Ingham, Becker, y Fanslau en USA, identificaron S. aureus en
nueve de las doce muestras evaluadas en leche cruda de bovino con 3M™
Petriflm™ en su investigacion y determinaron que los niveles de organismos
bacterianos se encontraban entre 1.0 y 3.0 log UFC/ml tanto en las muestras de
leche analizadas como también en los derivados lacteos como del queso
(Ingham, Becker, & Fanslau, 2003).

Por otro lado, un estudio realizado en la Universidad de Wisconsin, evalu6 en
varias granjas lecheras la prevalencia de S. aureus para asi poder estimar la
sensibilidad de la prueba 3M™ Petrifilm™ (78 a 90%) por cada 0.1 mL de leche
bovina. Por medio de esta prueba se delimité su efectividad con relacién a su
pico maximo de reconocimiento de patégenos, que fueron de 100 UFC/mL en
muestras aisladas de leche. Sin embargo, las mismas sufrieron una reduccion a
1 UFC/ml debido a cortos tiempos de incubacién de las muestras generando un
decrecimiento en su poblacion total, como se observa en la tabla 7. Ademas el
porcentaje de microorganismos presentes tanto en glandulas mamarias
infectadas como en la piel presentan un esquema intermitente de
desprendimiento de S. aureus (Sears, Smith, English, Herer, & Gonzalez, 1990;

Silva, Caraviello, Rodrigues, & Ruegg, 2005).
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En un estudio realizado por Varela-Ortiz se evalud la susceptibilidad antibidtica
de S.aureus en mastitis subclinica bovina, demostrando en sus resultados un
grado de resistencia del 66% frente a ampicilina y 81% a tetraciclina (ver figura
16), valores muy similares a los obtenidos en la leche de burra. Por otro lado, los
datos de la misma investigacion revelaron una baja sensibilidad a gentamicina
(44-58%) en comparacion a la alta sensibilidad en la leche de burra (figura 13).
En el andlisis de Varela-Ortiz se refleja una gran taza de resistencia relacionada
al grupo de antibioticos betalactamicos en comparacion al bajo porcentaje de
resistencia (figura 6 y figura 7) obtenido en leche cruda de burra, que podria estar
vinculado a la actividad lisozomal previamente descrita en la investigacion
(Varela-Ortiz et al., 2018).

En cambio, Leon-Galvan et al. (2015) analizaron en México la sensibilidad y
deteccion molecular de antibiéticos en hatos lecheros bovinos, en el cual se
reportaron seis aislamientos (54.54%) de microorganismos bacterianos, y se
detectd principalmente resistencia a penicilinas como clindamicina (80%) vy
ampicilina (70%). En este estudio se encontré un alto porcentaje de bacterias
resistentes en muestras de mastitis subclinica de distintos rebafios, sin embargo
un 90% de muestras presentaron alta sensibilidad a ciprofloxacina, dicloxacilina
y gentamicina. Ademas, el porcentaje de resistencia hacia ampicilina es muy
similar a informes obtenidos en rebafios lecheros del sur de Brasil (67.4%), es
comun que se den estos valores debido a que los granjeros emplean dosis
profilacticas de antibiéticos en la ubre para la prevencion de mastitis (Leon-
Galvan et al., 2015).

A pesar de que varios estudios demuestran el riesgo de ETA’s vinculado a
bacterias, la leche sigue siendo un medio facil de contaminacién, en este aspecto
Chye, Abdullah & Ayob (2004, p. 540) recalcan en su investigacion, que la mala
higiene personal y la contaminacién del agua, son los principales factores que
afectan la calidad e inocuidad de la leche. En dicha investigacion se analizaron
930 muestras de leche cruda bovina en distintas regiones de Malasia, en la cual
se determin6 que un 61% de las muestras eran positivas para S.aureus, con
una incidencia mayor en el sur de Malasia (63%) que en el norte del pais (56%),

relacionado a técnicas de ordefio inadecuadas por malas practicas de higiene.
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Asimismo, la aparicion de la bacteria era infrecuente en regiones donde se
practicaban medidas adecuadas relacionadas al control del agua y operaciones
de desinfeccion post ordefio. Sin embargo, la tasa de aislamiento de
Staphylococcus es mucho mas baja en paises tropicales (Adesiyun, 1994; Chye,
Abdullah, & Ayob, 2004).

A partir de un meta andlisis realizado en China entre 2007-2017, acerca de los
patrones de resistencia antibidtica en S.aureus aislados, se determind que la
tasa de prevalencia colectiva de Staphylococcus presentaba una alta resistencia
a betalactdmicos como ampicilina (72%), eritromicina (41%), penicilina G (87%)
y oxacilina (97%), siendo su originen principal los productos informales
comercializados por minoristas (Jia et al., 2019). Esto se vincula al estudio actual,
debido al método de comercializacion similar que exhibe la LB, por lo que su
resistencia a betalactamicos muestra patrones afines a la investigacion realizada

en China y Malasia.

Sin embargo, autores como Wang, Wang, Su, & Xu, (2019) corroboran la
presencia de ETA’s en varias escuelas distribuidas a largo de los cantones de
China, durante 2017-2018, y demostraron asi, la existencia de S.aureus en
diferentes alimentos que se consumen en estas instituciones, como también la
necesidad de realizar trazabilidad acerca de los alimentos contaminados. De la
misma forma, Jia et al., (2019) y Wakabayashi et al., (2018) demostraron en sus
estudios, que la contaminacién provenian de alimentos minorista en China,
siendo los mas susceptibles a ETA’s. Estos tienen como consecuencia la
transmision de enfermedades bacterianas y por lo tanto pueden desencadenar
en la resistencia a los distintos antibiéticos (Sato'o et al., 2014; Wakabayashi et
al., 2018; Wang, Wang, Su, & Xu, 2019) .
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4.6 Limitantes del estudio

Al momento, el estudio es el Unico realizado en Ecuador, que identifico
Staphylococcus en leche cruda de burra comercializada de manera informal en
sur de Quito. Se generaron diversas limitantes que no ayudaron a complementar

informacion de utilidad para la presente investigacion.

— La poblacion de burros en Ecuador no se encuentra definida debido que
son una especie netamente domeéstica de trabajo y su produccion lechera
es de baja importancia.

—  Definir la poblacion de muestreo requirio0 de varias semanas hasta
identificar cada animal y establecer el nimero exacto que poseia cada
productor, ya que su numero variaba todos los dias.

— La comercializacion al ser informal no presentan registros de ningun tipo,
lo que dificulté la obtencion de informacién adicional para el presente
estudio.

— La literatura acerca de burros y su descripcibn como especie es muy
limitada y desactualizada.

— Gran parte de la informacion hallada en articulos cientificos acerca de la
leche de burra se orientaba mayormente en caracteristicas, composicion
o0 propiedades de su conservaciébn y en poca proporcidon acerca de
bacterias presentes en su leche.

— Los productores tienen desconfianza de compartir informacion acerca de
las burras debido a problemas con autoridades metropolitanas y el miedo

a comprometer su actividad econdémica.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Se logro identificar 5 puntos de comercializacion de leche cruda de burra en el
sur de Quito, donde se encontraron 15 muestras positivas a Staphylococcus, asi
como el desarrollo de 6 especies frente al 3M™ Petrifilm™ que representaron el

37.5% de muestras positivas dentro de la investigacion.

A pesar de esto las especies de Staphylococcus que manifestaron mayor
prevalencia fueron: S.aureus y S. epidermis. De las muestras valoradas en las
dos etapas del estudio el nivel de UFC que se gener6 fue de 1 a 64 UFC/ml,
siendo estos los rangos extremos con mayor utilidad para la valoracién del riesgo
hacia el consumidor, lo que significa que esta carga obtenida es limitada para
generar un efecto hacia la salud del consumidor debido a que las bacterias
identificadas variaron entre los muestreos y pudo deberse a factores alterados
por la manipulacion de los productores al momento del ordefio o factores no

contemplados en la investigacion.

En base al andlisis mediante tiras reactivas se determiné la no presencia de
tetraciclinas, sulfonamidas y betalactamicos, lo que no representa un riesgo
hacia la salud humana. Sin embargo, la multiresistencia presentada por las 6
especies de Staphylococcus, reveld resistencia frente a antibiéticos como:

ampicilina, amoxicilina méas acido clavulanico y tetraciclina.

Por lo cual se concluye que la multiresistencia es una consecuencia del mal uso
de antibidticos, que es un parametro dificil de ser controlado en sistemas
extensivos o de traspatios. El escenario de la multiresistencia se replica en varios
paises tales como: Brasil, China, Estados Unidos, Ecuador, Malasia, México
entre muchos otros, coincidiendo con el presente estudio en que los niveles
residuales de antibi6ticos que se obtuvieron en la leche cruda de burra no fueron
concluyentes para ser considerados como un producto que sobrepase los limites
de residuos definidos por el Codex Alimentario y por lo tanto enferme a la
poblacion.
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5.2. Recomendaciones

— Realizar andlisis especificos de las especies bacterianas resistentes
halladas en la investigacion y asi determinar el factor desencadenante
para genes de resistencia.

— Realizar futuras investigaciones que establezcan el origen de
contaminacion que se hallo en la leche de burras, valorando si se debe a
caracteristicas propias del animal o por factores de manipulacion de los
productores.

— Complementar la investigacion con un estudio nutricional de la leche de
burra evaluando su consumo posterior a un correcto proceso de
saneamiento en la etapa de ordefio y evaluar sus efectos secundarios de
Su consumo.

— Determinar la existencia de antibiéticos que no fueron valorados en esta
investigacion, con el fin de alcanzar una valorizacion mas completa de las
posibles trazas de antibibticos presentes en la leche de burra.

— Evaluar mediante una investigacion el impacto que puede llegar a generar
el consumo de esta leche en personas con (adultos mayores, nifios o
intolerantes).

— Analizar las posibles enfermedades que se pueden llegar a manifestar por
falta de desinfeccion de la ubre, por ejemplo casos de mastitis.
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Anexo 1. Seleccién e identificacién de animales




Anexo 2. Recoleccion y rotulacién de las muestras




Anexo 3. Procesamiento de muestras en laboratorio
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