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RESUMEN

En los mercados de la ciudad de Puno, se expenden especies de carachis negro
(Orestias agassii) y amarillo (Orestias luteus) muy apetecidos y consumidos por la poblacion
debido a su alto valor nutritivo, pero segun la procedencia puede ser portadora de bacterias
patdgenas, asimismo carece de estudios sobre la carga bacteriana que posee de Escherichia
coli y Staphylococcus aureus en su superficie corporal y la susceptibilidad a los antibi6ticos
de prescripcién médica en salud publica. En tal sentido, el objetivo general fue determinar la
calidad bacteriolégica del tejido superficial y la susceptibilidad antibi6tica en Escherichia
coli y Staphylococcus aureus aislados de individuos de carachi negro (Orestias agassii) y
carachi amarillo (Orestias luteus) expendidos en el mercado Unién — Dignidad de la ciudad
de Puno. Para ello se adquirié 50 muestras entre carachis negro y amarillo en el mercado
Unidn - Dignidad de Puno, la cuantificacién de Escherichia coli y Staphylococcus aureus fue
mediante el método de recuento en placa utilizando los medios de cultivo agar EMB y Baird
Parker respectivamente, se realizd pruebas bioguimicas para la identificacion de cada
bacteria, los recuentos fueron interpretados seguin la NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01
para productos hidrobioldgicos crudos y frescos. La prueba de susceptibilidad bacteriana se
realiz6 mediante la técnica de Kirby — Bauer con discos de antibidticos para enterobacterias
y Staphylococcus (INS, 2002). Los datos numéricos se analizaron mediante promedios,
coeficientes de variacion, analisis de varianza y pruebas de Tukey. Los recuentos bacterianos
en superficie epitelial de los carachis fueron superiores a los valores permitidos en la norma
vigente, con recuentos de Escherichia coli entre 3.52 x 10* UFC/g en carachi negro y 22.70
x 10% UFC/g en carachi amarillo, Staphylococcus aureus entre 2.18 x 10* UFC/g y 12.74 x
10* UFC/g ambos valores en carachi negro. Escherichia coli fue resistente a amoxicilina -
acido clavulanico (8%) en carachi negro, a ampicilina (24%), amoxicilina - &cido clavulanico
(60%) y a acido nalidixico (24%) en carachi amarillo. Staphylococcus aureus fue resistente a
tetraciclina (8%), penicilina (80%), nitrofurantoina (24%) en carachi negro y a penicilina
(72%) y nitrofurantoina (12%) en carachi amarillo. Se concluye en que los recuentos de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus superan los valores permitidos por laNTS N° 0.71
y poseen resistencia a amoxicilina + &cido clavulanico, acido nalidixico, tetraciclina,

penicilina y nitrofurantoina.

Palabras clave: calidad, Escherichia coli, Orestias, Staphylococcus aureus, susceptibilidad

antibiotica.
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ABSTRACT

In the markets of the city of Puno, species of black (Orestias agassii) and yellow
(Orestias luteus) carachis are sold, highly desired and consumed by the population due to
their high nutritional value, but depending on the origin, they can carry pathogenic bacteria,
Likewise, there are no studies on the bacterial load of Escherichia coli and Staphylococcus
aureus on its body surface and its susceptibility to prescription antibiotics in public health. In
this sense, the general objective was to determine the bacteriological quality of the superficial
tissue and the antibiotic susceptibility in Escherichia coli and Staphylococcus aureus isolated
from individuals of black carachi (Orestias agassii) and yellow carachi (Orestias luteus) sold
in the Union - Dignidad de the city of Puno. For this, 50 samples were acquired between black
and yellow carachis in the Unién - Dignidad market in Puno, the quantification of Escherichia
coli and Staphylococcus aureus was by means of the plate count method using the EMB and
Baird Parker agar culture media respectively, it was carried out biochemical tests for the
identification of each bacterium, the counts were interpreted according to NTS N° 071-
MINSA/DIGESA-V.01 for raw and fresh hydrobiological products. The bacterial
susceptibility test was performed using the Kirby-Bauer technique with antibiotic disks for
enterobacteria and Staphylococcus (INS, 2002). Numerical data were analyzed using
averages, coefficients of variation, analysis of variance, and Tukey's tests. The bacterial
counts on the epithelial surface of the carachis were higher than the values allowed in the
current standard, with Escherichia coli counts between 3.52 x 10* CFU/g in black carachi and
22.70 x 10* CFU/qg in yellow carachi, Staphylococcus aureus between 2.18 x 10* CFU/g and
12.74 x 10* CFU/g both values in black carachi. Escherichia coli was resistant to amoxicillin
- clavulanic acid (8%) in black carachi, to ampicillin (24%), amoxicillin - clavulanic acid
(60%) and to nalidixic acid (24%) in yellow carachi. Staphylococcus aureus was resistant to
tetracycline (8%), penicillin (80%), nitrofurantoin (24%) in black carachi and to penicillin
(72%) and nitrofurantoin (12%) in yellow carachi. It is concluded that the counts of
Escherichia coli and Staphylococcus aureus exceed the values allowed by NTS No. 0.71 and
have resistance to amoxicillin + clavulanic acid, nalidixic acid, tetracycline, penicillin and

nitrofurantoin.

Keywords: quality, Escherichia coli, Orestias, Staphylococcus aureus, antibiotic

susceptibility.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

La carga bacteriana de Escherichia coli y Staphylococcus aureus que poseen los
alimentos de origen animal y procedentes de un cuerpo acuatico como los peces, se elevan
rapidamente debido a los altos niveles de proteinas, la manipulacién por personas en
diferentes etapas, el uso de utensilios poco higiénicos y las condiciones de venta expuesta
al aire en el establecimiento de venta, originan la contaminacion bacteriana de carachi
negro (Orestias agassii) y carachi amarillo (Orestias luteus) en el mercado Unién —

Dignidad de la ciudad de Puno.

El estudio de la carga bacteriana que posee la superficie corporal de los carachis
negro y amarillo y la resistencia antibidtica de Escherichia coli y Staphylococcus aureus,
fueron las razones de investigacion, que no solo debera ser divulgada a la comunidad
cientifica y académica, sino también a la municipalidad y las autoridades que velan por
la salud publica, para que tomen las medidas correctivas y la poblacion consuma recursos

hidrobioldgicos inocuos y asi lograr una nutricion adecuada.

Los carachis negro y amarillo (Orestias agassii y Orestias luteus) motivo de la
presente investigacion fueron considerados en razén de que planifico evaluar los conteos
bacterianos de Escherichia coli y Staphylococcus aureus en sus superficies corporales y
seguidamente evaluar la susceptibilidad a los antibidticos, en razén de que los peces
procederian de zonas acuaticas contaminadas con aguas residuales que presentarian altos
recuentos bacterianos y con resistencia a los antibioticos, siendo posible su expendio a la

poblacion consumidora transmitiendo dichas bacterias.

Las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus son patdgenos que afectan

14
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a la salud de personas y animales, este hecho produce la necesidad de realizar tratamientos
con antibioticos, donde su uso inadecuado es la principal causa de resistencia antibidtica,

suponiendo un problema en el tratamiento clinico de enfermedades.

Por tales razones la presente investigacion presentd los siguientes objetivos

general y especificos:

1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la calidad bacterioldgica del tejido superficial y la susceptibilidad
antibidtica en Escherichia coli y Staphylococcus aureus aislados de individuos de carachi
negro (Orestias agassii) y carachi amarillo (Orestias luteus) expendidos en el mercado

Unién — Dignidad de la ciudad de Puno, 2022.

1.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar los recuentos de Escherichia coli y Staphylococcus aureus en la superficie
epitelial externa del carachi negro (Orestias agassii) y carachi amarillo (Orestias

luteus) expendidos en el mercado Unién - Dignidad.

- Evaluar la susceptibilidad antibiética de Escherichia coli y Staphylococcus aureus
aislados de la superficie epitelial en carachi negro (Orestias agassii) y carachi

amarillo (Orestias luteus).
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

Garcia et al., (2003), en Chihuahua (México), caracterizaron la calidad
microbioldgica del cultivo de 200 truchas arco iris (Oncorhynchus mykiss) y 260 muestras
de agua de produccion de la misma y reportaron que la trucha tuvo diferencias entre
épocas con respecto a mesofilos aerobios (398.11 UFC/ml en invierno y 19,489.45
UFC/ml en verano), sin aislar Salmonella, por tanto la trucha producida en esta zona tiene
buena calidad microbioldgica superficial y el sistema de produccion no deteriora el

ecosistema de acuerdo a las regulaciones vigentes.

Corrales et al., (2011), en Cundinamarca (Colombia), confirman la ausencia de
los patdgenos Salmonella sp, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Vibrio cholerae
en los expendios de pescado fresco, pero si se aislo en alto indice de enterobacterias
relacionadas con el agua de donde proviene el pescado, como Citrobacter amalonaticus
y Citrobacter freundii en un 30% de las muestras; Klebsiella oxytoca, Enterobacter
cloacae y Edwarsiella tarda en un 10% respectivamente. Para la ‘Mojarra Roja’’ se aislo
Klebsiella oxytoca, Klebsiella ozaenae, Edwardsiella tarda y Proteus mirabilis en un
20% respectivamente y Vibrio metschnikovii en un 10%; microorganismos que en

elevadas cantidades pueden representar un alto riesgo para la salud publica.

Martinez & Romero (2015), en el Puerto de La Libertad (San Salvador), para
evaluar la calidad microbioldgica de pescado crudo comercializado en los
establecimientos de ventas fijas, obtuvo que el 100% de las muestras presentaron ausencia

de Staphylococcus aureus y Vibrio cholerae, el 30% presenté Salmonella spp, el 37% de
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las muestras >460 NMP/g de coliformes fecales y el 100% sobrepasa los limites maximos
permisibles para Escherichia coli, también encontraron coliformes totales, por tanto no

son aptas para el consumo humano.

Navarro (2017), en Lima (Peru), determiné la calidad microbiologica de “jurel” y
“choro” procedentes de treinta mercados de los distritos de San Juan de Lurigancho y de
San Martin de Porres, donde el 56% del total de las muestras analizadas fueron
consideradas “No aptas” para consumo humano, el 17% de las muestras de “jurel” y 63%
de las muestras de “choro” superan los limites maximos permitidos establecidos para
Salmonella sp Escherichia coli, fue aislada en el 7% de las muestras de “jurel” y el 20%
de las muestras de “choro”. Vibrio cholerae y Vibrio parahaemolyticus no fueron

detectadas.

Romero (2017), en Jaén (Espafia), estudié determinantes genéticos de tolerancia
a los biocidas, los metales y la resistencia a los antibioticos en 14 especies de pescado y
productos del mar y aislé a bacterias de los géneros Pseudomonas (63.33%),
Acinetobacter (13.33%), Aeromonas (13.33%), Shewanella, Proteus y Listeria (un
aislado cada uno), los cuales presentaron determinantes de resistencia a antibiéticos como
sull (43.33%), sul2 (6.66%), blaTEM (16.66%), blaCTX-M (16.66%), blaPSE (10.00%),
blaIMP (3.33%), blaNDM-1 (3.33%), floR (16.66%), aadAl (20.0%) y aac (6°)-Ib

(16.66%).

Vasquez et al., (2018), en Huanuco (Peru), establecieron el estado microbiolégico
de los pescados y mariscos expendidos en mercados y mercadillos, en 49 muestras todas
las muestras fueron positivas a Escherichia coli y Staphylococcus aureus, en mayor o
menor grado, dependiendo del mercado de origen de la muestra. Escherichia coli se

identificé con un promedio de 208, 880 UFC, y Staphylococcus aureus con 259, 120
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UFC. Las muestras del Mercado Central fueron las mas contaminadas con Escherichia

coli, y las del Mercadillo Don Pedrito las mas contaminadas con Staphylococcus aureus.

Sanchez (2018), en Lima (Peru), con el objetivo de determinar molecular y
fenotipicamente la resistencia antimicrobiana de Escherichia coli aislada de agua de mar
utilizada en el expendio de productos hidrobiol6gicos, de un total de 32 aislados de
Escherichia coli en el terminal pesquero de Ancon el 40.6 % de estos aislados mostraron
resistencia a ampicilina, 31.3% a tetraciclina y acido nalidixico, 15.6% a sulfatrimetropim
y solo 3.1% a cloranfenicol; mientras que de los aislados del terminal pesquero de
Chorrillos el 46.9% fue resistente a ampicilina y tetraciclina, 40.6 % a &cido nalidixico y

oxitetraciclina, mientras que todos los aislados fueron sensibles al cloranfenicol.

Sanabria & Chiquillo (2019), en Boyacéa (Colombia), indican que las especies mas
consumidas son la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y el bagre (Brachyplatistoma
sp.), al determinar su calidad microbioldgica, evidenciaron la presencia de cepas de
Salmonella spp, Escherichia coli, y Vibrio spp, por tanto, los peces evaluados no cumplen
con los requisitos microbiologicos para ser comercializadas y podrian representar una

potencial amenaza para la salud del consumidor.

Rondon et al., (2020), en Pucallpa (Peru), caracterizaron el agua y el pescado
desde el desembarque hasta la venta, en el puerto de Pucallpa, los parametros
fisicoquimicos de las muestras de agua estaban dentro de los rangos normales y se detecto
a coliformes, Escherichia coli y Pseudomona sp en niveles elevados, en los pescados, los
mesofilos superaron al Limite Maximo Permisible (LMP) en carne de bagre (Siluriforme
spp), Escherichia coli estuvo en bajos niveles en la carne de las tres especies evaluadas
(boquichico - Prochilodus nigricans, palometa - Mylossoma duriventre y bagre),

Staphylococcus aureus estuvo presente en niveles bajos, pero por encima del LMP en
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bagres; Salmonella sp, Vibrio cholerae y Vibrio parahemolyticus estuvieron ausentes.

Gazquez (2020), en Jaén (Espafia), manifiesta que el pescado constituye uno de
los pilares basicos de la alimentacion debido a sus propiedades nutricionales, evalu6
bacaladilla, merluza, lubina, tintorera, dorada, boquerdn, caballa, jurel, salmén y sardina
y determiné que los mesofilos totales se encuentran dentro de los limites establecidos por
la FAO y por el Reglamento (CE) N° 2073/2005, a excepcion de la bacaladilla que
sobrepasa y respecto a las resistencias a antibioticos, el porcentaje de cepas resistentes y

multirresistentes que se han obtenido han sido de 100% y 70%, respectivamente.

2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Calidad bacterioldgica de tejido superficial de peces

Los mariscos y pescados consiguen formar parte de ser transmisores de
microorganismos, los alimentos como pescado y marisco incluyen formas de transmision
de patogenos clasicos y emergentes para la humanidad (Yucel, 2010). Los patdgenos con
mayor preeminencia mencionados ya, referencian a Salmonella spp., Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Aeromonas spp., Listeria spp. y especies relevantes del género
Vibrio; sin embargo, la mayoria de los estudios realizados con la comercializacion de
pescados y mariscos abocan en su colectividad a la busqueda de Vibrio parahaemolyticus

y Vibrio cholerae no-O1/no-0139 (Da Silva et al., 2010).

Pese a que los pescados son demandados en niveles altisimos, una manipulacion
adecuada e higiene se debe a tres factores: a) el contenido con mas del 70% de agua y el
contenido de proteina de 17 al 20% que es un medio selectivo para el crecimiento de los
microorganismos. b) ya en el pescado, estas empiezan a actuar gracias a las enzimas,

provocando un deterioro oxidativo; y c) las vias de contaminantes del mar o del medio
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ambiente al lado de la desembocadura de los rios, aun peor reciben aguas servidas

(Buorgeois et al., 2005).

Ademas, las diferentes etapas por las que traspasan los productos pesqueros en el
mercado, en distintas oportunidades conllevan a una serie de circunstancias que impactan

en forma negativa en la inocuidad y calidad de éstos (Vasquez et al., 2018).

Las consecuencias que acarrean comunmente presentan relacion con la
inapropiada infraestructura para amparar la cadena de frio, empezando desde la
recoleccion hasta llegar al consumidor; debido a la falta de cuidado con la manipulacion
de estos productos, profanacion con extrafios microorganismos, el chantaje econémico y
sanitario, esto en base a la extraccion de recursos en lugares prohibidos

(FAO/INFOPESCA, 2013).

Como consecuencia de la mala gestion y pérdida de la calidad de productos con
microorganismos, conlleva a causar situaciones de intoxicacion, infeccion alimentaria, y
alteraciones de los mismos alimentos. En tanto surgieron cuestiones de enfermedades
relacionados con agentes bacteriologicos en los distintos alimentos, como ejemplo en
Piura en el afio 1991 se reflejo una incidencia debido al consumo de alimentos
contaminados con Vibrio cholerae. En nifios suma enfermedades diarreicas con causas

relevantes de morbilidad y mortalidad a diferencia de otras edades (Carbajal, 2003).

Respecto al pronunciamiento de la normativa en el pais, el SANIPES formuld
“Lineamientos para el expendio de pescados, mariscos y/o productos hidrobiologicos en
mercados de abasto mayoristas y minoristas”; se encontraron requisitos en su capitulo IX,
haciendo saber que los proveedores a cargo de los mercados minoristas que comercializan

pescado, mariscos y/o productos hidrobiolégicos deben cumplir con: recibir, manipular,
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almacenar bien y exhibir a los consumidores, de este sentido reducir al minimo los
posibles influyentes peligrosos, defectos de inocuidad alimentaria y se mantengan la
calidad primordial, ademas de asegurar el cumplimiento de las Buenas Practicas de
Higiene y Manipulacion de pescado, mariscos y productos hidrobiolégicos (SANIPES,

2016).

Sin embargo, para la mantencién del pescado libre de agentes patégenos, aun
muchos no disponen de locales distribuidoras de perfectas condiciones; se fundamenta
con que los comerciantes tienen déficit con escamas de hielo o simplemente no utilizan
en la conservacion del alimento comercializado, en tanto, estos alimentos duran por varias
horas a temperatura ambiente, que solo los refrescan con agua la parte superior del
pescado; con el objetivo de marquetin, y de esta manera embaucadora su venta influye

riesgo a la salud publica (Carrefio & Arquino, 2014).

Datos indicados con una contaminacion de fuente terrestre, cabe decir que hay
presencia de microorganismos como los coliformes fecales en estos alimentos (CIEMA,
1985). Desde el enfoque de la salud publica, la presencia de este grupo indicador es
sumamente valioso por la relacion con microorganismos patdgenos proveniente de
animales de sangre caliente (Fapohunda et al., 1994). EI mantenimiento de las coliformes
es debido a la competicion con el microbiota, concentracion de sales, y los nutrientes

(Hermenegildo & Pérez, 2017).

2.2.2 Susceptibilidad antibiotica

Indica la incapacidad de los microorganismos de presentar crecimiento a los
efectos de un antimicrobiano, y lo contrario es la resistencia indicando la capacidad de

sobrevivir a altas concentraciones de antibidticos, realzando la seleccion natural, también
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mutaciones o0 presion selectiva a una poblacion (Abreu et al., 2011). La OMS ha
considerado como uno de los fundamentales problemas de salud publica (Cifuentes et al.,
2014), debido a que disminuye la eficacia terapéutica, esto ocasionando la transmision
del agente infeccioso hacia otros, desarrollando amenazas de seguridad sanitaria y una
elevacion de costos para la atencion (Galan et al., 2014). Cuando mas cepas estan

involucradas es debido a la resistencia de los antibioticos.

2.2.3 Resistencia bacteriana a los antibioticos

La resistencia a los antibidticos implica mas cepas, nuevos mecanismos y nuevas
especies, a lo largo del tiempo con el uso inapropiado e indiscriminado de

antimicrobianos (Calderén & Aguilar, 2016).

Asimismo, la resistencia antimicrobiana es la capacidad de una bacteria de
mantenerse a la exposicion de una concentracion minima inhibitoria (CMI) de diferente
o cualquier antibiotico, ya sea que presente la capacidad de inhibicién o elimine a otras
de la misma especie (Al6s, 2015); por el contrario, la multirresistencia es la resistencia
de un microorganismo a la exhibicion de varias dosis terapéuticas, que seran tres 0 mas

antibidticos, que pertenecen a diferentes grupos antibacterianos (Cabrera et al., 2007).

a. Mecanismos de transferencia de ADN para la resistencia a los antibioticos

Indicando sobre la resistencia antimicrobiana, se menciona de la capacidad que
ejerce el agente y/o mecanismo que posee un microorganismo para resistir y sobrevivir a
los diferentes efectos de un antibidtico, disminuyendo o inactivando la accion de los
agentes antimicrobianos (Fernandez et al., 2003). Las bacterias tienen resistencia a los
antibioticos debido al intercambio de material genético y mutaciones cromosomales entre

agentes bacterianos, los mecanismos son:
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- Transformacion. Es la transferencia o incorporacién por un microorganismo de
ADN libre extracelular originario de la lisis de otras bacterias (Moreno et al.,
2009).

- Transduccién. Trata en la transferencia de ADN desde un agente bacteriéfago
hacia el ADN cromosémico o plasmidico de un microbio (virus que infecta
bacterias) (Abreu et al., 2011).

- Transposicién. Indica movimiento de unaregion de ADN (transposon) que puede
integrar genes para la resistencia a varios antibioticos y otros segmentos de ADN
reunidos son buenos para la expresion de un promotor en particular (Cabrera et
al., 2007).

- Conjugacion. Consiste en el cambio de material genético entre dos
microorganismos bacterianos sefialados como donante y receptor, a traves de un

contacto fisico o entre ambas hebras sexuales (Abreu et al., 2011).

Ademas, la resistencia bacteriana tiene alcance de ser natural o intrinseca, esté siendo
especifica de las bacterias y se visualiza en el uso de antibi6ticos siendo inherente a una
especie en concreto; y la adquirida (Fernandez et al., 2003). Es fundamental en la practica
para el médico y para un microbidlogo, evitando de que se exponga de manera erronea
los antibioticos en donde algunas bacterias son resistentes. La resistencia adquirida siendo
una permuta en su estructura genético bacteriano, generando un falaz problema en lo
clinico; también, es un fendmeno temporal debido a que esta condicionada por factores
de su entorno y/o suelen ser intactos cuando presentan mutaciones o haber adquirido a

través de integrones, plasmidos, transposones, u otros (Abreu et al., 2011).
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b. Mecanismos de resistencia a los antibioticos en las bacterias

Bombas de reflujo o expulsion del antibidtico del interior de la célula
bacteriana. Es un transporte del agente microbiano al exterior de la célula sin
alterar, y sin accion antimicrobiana (Moreno et al., 2009), con bombas de
expulsion dependientes de energia (Abreu et al., 2011).

Modificacion o inactivacion del antibidtico mediante enzimas hidroliticas. Es
en base al mecanismo comun de resistencia adquirida determinado a través de la
produccion de enzimas que hidrolizan al agente microbiano (Cordiés et al., 1998),
como las enzimas hidrolizadoras del anillo betalactamico de la molécula y
betalactamasas (Cabrera et al., 2007).

Bloqueo de la penetracion del antibacteriano mediante modificacion del sitio
activo. El bloqueo mediante la alteracion del lugar de unidn del antimicrobiano
sobrelleva una pérdida de la afinidad y con esa accion impide (Abreu et al., 2011);
ademas, la modificacion de un aminoécido producird un blanco diferente y esto
disminuira la afinidad de union por el agente microbiano (Moreno et al., 2009).
Modificacion de PBP (penicilin-bindingprotein). Es un complejo enzimatico
que interactua permitiendo la sintesis del peptidoglicano, si en caso se genera la
mutacion del area de union al agente bacteriano sera imposible generar resistencia
y la actuacion (Moreno et al., 2009).

Modificacion ribosomal. Los siguientes genes erm A y erm B alteran el sitio
activo del ribosoma prosiguiendo metilacion, y tal sentido constituye el
mecanismo importante en la resistencia a macrolidos (Staphylococcus pyogenes y
Streptococcus pneumoniae) (Moreno et al., 2009).

Variacion de la permeabilidad de la membrana citoplasmatica bacteriana.

Son alteraciones en el numero y didmetro de porinas, logrando estancar el paso de
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antimicrobiano al agente microbiano, asi no alcanza el nucleo celular (Cordiés et
al., 1998). Resaltante en las bacterias Gram negativas, ellas presentan porinas que
facilitan u obstruyen el paso de moléculas hidrofébicas (Abreu et al., 2011).

- Biofilmes. Son protectores de la luz ultravioleta (UV), accion de los antibioticos,
deshidratacion, amenazas ambientales y de mecanismos de defensa inespecificos
del organismo (Abreu et al., 2011).

- Expresion incrementada del sitio blanco. Estan presentes en micobacterias, a
causa de la duplicacién génica a las mutaciones o alteraciones de los principales
implicados en la transcripcion de estos genes (Cabrera et al., 2007). EI INS (2002),
recomienda la utilizacion de los siguientes antimicrobianos para evaluar su

respuesta frente al crecimiento bacteriano (Tabla 1):
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Tabla 1. Diametros de halos de inhibicion de Escherichia coli y Staphylococcus aureus
frente a los antibioticos (INS, 2002).

o Contenido Diametro en mm
Grupo Antimicrobiano

del disco Resistente Intermedio Sensible

Enterobacterias (Escherichia coli)

Penicilinas Ampicilina 10 pg <13 14 -16 >17
Cefalosporina Cefotaxima 30 pg <14 15-22 >23
B - Lactamico Amoxicilina  +  20/10 pg <13 14 -17 >18
Acido
clavulénico
Aminoglucdsido Gentamicina 10 pg <12 13-14 >15
Quinolona Acido Nalidixico 30 g <13 14 -18 >19
Otros Trimetoprim 1.25/23.75 <10 11-15 >16
sulfametoxazol Hg

Staphylococcus aureus

Aminoglucésido Gentamicina 10 Unid <12 13-14 >15
Tetraciclina Tetraciclina 30 pg <14 15-18 >19
Penicilina Penicilina 10 unidades <28 - >29
Otros Nitrofurantoina 300 ug <14 15-16 >17
Fluoroquinolonas  Ciprofloxacina 5 ug <15 16 -20 >21

c. Impacto de la resistencia antibidtica en la salud publica

La implicancia de la resistencia bacteriana a distintos antibidticos amplié el
panorama a nivel econdémico, social y politico; en donde el antibidtico pierde su
propiedad, en seguida aparecen microorganismos bacterianos panresistentes, que
funcionan incontroladamente y se diseminan mediante la transferencia de genes de
resistencia causando patologias no clinicas, y a un futuro 2050 se diagnostican més
defunciones por tales infecciones bacterianos a lo actual como es el cancer (Quesada et

al., 2016).
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La existencia de microorganismos resistentes en hombres, medio ambiente,
animales y alimentos abarca un problema complejo y global, se origind ante el excesivo
uso de antibidticos, expandiéndose a nivel global causando un impacto a la salud publica,
y también impact6 en la economia de distintas naciones. En Latinoamerica se establecio
realizar evaluacion a la resistencia a los antibioticos especificamente y a la vigilancia
epidemioldgica de enfermedades, tomando en cuenta la inmensa variedad de paisajes
geograficos, diversidad biolégica y climas (Dangles et al., 2016), el compartir de muchas
similitudes entre los paises de Latinoamérica hace que existe una amplia brecha: los
saneamientos son inapropiados, viviendas en muy mal estados y entre otras muchas cosas,
causando factores para la propagacion de agentes patdgenos, desarrollo de genes entre

hombre y en el medio ambiente (Ramon et al., 2018).

A pleno periodo del tiempo presente se observd la amplia variedad de
resurgimientos resistentes a antibioticos por parte de agentes microbianos, en el 2016 se
identificd un gen mcr-1 que brinda resistencia al antibidtico colistina, prendiendo las
alarmas de alerta epidemiologicas de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS
/ OMS, 2016), sin embargo en el pasado prevalecio en Klebsiella pneumoniae y
Escherichia coli en los afios 2011 y 2014 en China, se encontro la expresion del gen mcr-
1 en 16 (1%) de 1322 personas hospitalizadas, 166 (21%) de 804 muestras de animales y
78 (15%) de 523 muestras en carnes crudas (Liu et al., 2016), de los Latinoamericanos
se aislaron Salmonella y Escherichia coli, en hombres, aves y carnes de cerdos (Scov &
Monnet, 2016), en donde la transferencia de los genes se basé mediante la participacion
de los plasmidos, influyendo a varios especimenes; ya a los ultimos diez afios los
enterococos estuvieron causando severas infecciones y a la atencién de la salud publica,

en los EEUU se acopld las oxazolidinonas, llamada por otro nombre como linezolid, para
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poner un freno contra infecciones por enterococo que presentaron resistencia a
vancomicina, incluyendo a Staphylococcus aureus que también es resistente al antibiotico

meticilina (Ramon et al., 2018).

El gen conocido como optrA, brinda resistencia a fenicoles y a oxazolidinonas
(cloranfenicol como florfenicol) en las bacterias Enterococcus faecium y Enterococcus
faecalis, en muestras de hombres y animales (He et al., 2016), el problema en la salud
publica aporta y conlleva a manifestaciones de aislamiento en portadores con bacterias
en humanos, animales como cerdo y pollo; en cambio, no hay certeza directa con su
transmision entre patogenos optrA en animales y hombres, obteniendo el 80% del
consumo de antimicrobianos basicamente en el sector animal, con el fin de estimular el
grado largo del crecimiento en los animales, esquivando el riesgo para la seleccion es
estos y la diseminacion de resistencias, un via de transmisién a humanos es mediante los
alimentos o la influencia del medio ambiente, en esa misma linea se deben restringir el
uso de antibidticos en el area de la ganaderia, con el fin de disminuir la resistencia a los

antimicrobianos en los hombres (Ramon et al., 2018).

Cuando se empezd a restringir el uso de antibiéticos en los animales para el
consumo indirecto de los humanos, asi mismo, el 15% de bacterias resistentes en los
animales disminuy0, en cambio las bacterias multirresistentes en un porcentaje de 24%
y 32% (Tang et al., 2017), en seguida también en los seres humanos se podria reducir
hasta un 24 % las bacterias resistentes, o que requiere muchos estudios para aclarar tal
teoria, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) encamina varias normas para el uso
de antimicrobianos en los animales que son importantes a nivel alimenticio para el ser
humano (OMS, 2017), indicando y recalcando la preservacion de la eficacia

antimicrobiana en la salud humana y disminuyendo la intervencion administrativa de
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antibioticos innecesarios en los animales; insistentemente la OMS; ademas, recomienda
disminuir el uso de antibiotico aplicados en seres humanos y en animales que seran
procesados para la alimento humano, asi también orientar su administracion con un previo

diagnostico adecuado y prevenir infecciones o enfermedades (Ramon et al., 2018).

Muchos paises interesados a nivel global optaron por disminuir el uso de
antibiodticos que son destinados para consumo del hombre, la Unién Europea en el 2006
prohibié la administracion de antibiéticos del crecimiento (EUC, 2005); por otro lado, en
el mercado los consumidores estdn comprando carne sin ningun suministro de
antibidticos, a lo que conlleva tener influencia de regulaciones nacionales e
internacionales, y politica. Ademas, se deberia destacar indicios de disminucion y/o
prevencion de patologias en los animales, por medio de implementacion higiénica en la
produccion, el idoneo proceso de la vacuna, aplicando nuevas técnicas de estabulacion y
en el desarrollo de los alimentos, siempre en cuando muestran apoyo financiero e

inversion de las autoridades correspondientes (Ramon et al., 2018).

La bacteria Staphylococcus aureus, presenta en su genoma una resistencia a los
antibioticos expresado en el gen blaZ, a su vez realza la sintesis de pB-lactamasa, y la
proteina de unién es Blal, la expresion de la transcripcion de los genes blaZ y blaR1-blal
estan acoplados en la region del operdn y la B-lactamasa presenta codificacion a niveles
bajos debido a que no hubo presencia de la penicilina. Al acoplarse la penicilina donde el
receptor transmembrana (sensor — transductor) la proteina BlaR1 promueve la auto
activacion catalitica, luego empieza a clivarse a si mismo, por otro lado la proteina BlaR1
activa directa o indirectamente, por otro camino la proteina BlaR2- rompe a Blal

sintetizando fragmentos inactivos, y asi activandose el comienzo de la transcripcion del
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genes blaZ y gen blaR1-blal, finalizando con la B - lactamasa, enzima importante de la

produccidn extracelular de la penicilina (Lowy, 2003).

2.2.4 Escherichia coli

Es una bacteria bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, son fermentadores la glucosa y la lactosa, basicamente son mdviles e
inmoviles, presentan pili o fimbrias, que les sirve para adherirse a las superficies mucosas
del hospedero (Croxen et al., 2013). Es una de las principales bacterias de la microflora
de humanos y animales, en algunos casos se resaltan como patdgenas causantes de diarrea
o diarreogénicas, es mas su factor de virulencia y las propiedades fenotipicas como
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC), enteropatogénica (EPEC), enteroinvasiva
(EIEC), enteroagregativa (EAEC), enterotoxigénica (ETEC), productoras de toxinas
Shiga (STEC) y de adherencia difusa (DAEC), y en concreto se reconocen dentro de los

subgrupo enterohemorragico (EHEC) (Kaper et al., 2004).

Las manifestaciones clinicas producidas por una inefectiva dosis es de diez a cien
bacterias por gramo de alimento, ademas depende de la susceptibilidad del hospedero
(Scheutz & Strockbine, 2005), las sintomatologias son complicaciones diarreicas, colitis
hemorragica, las ITUs, meningitis, septicemia, el sindrome urémico hemolitico (SUH),
entre varios otros mas (Croxen & Finlay, 2009), lo otro es insuficiencia renal aguda,
trombocitopenia y anemia hemolitica microangiopatica (Delaquis et al., 2007); la
virulencia del microorganismo son factores natos en donde son responsables de la
produccion de toxinas tipo Shiga que son mortales para los endotelios vasculares (Croxen

& Finlay, 2009).
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La Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA),
nombr6 a Escherichia coli como un microorganismo adulterante en la carne de res
molida, dado que las Escherichia coli no — 0157 productoras de la toxina shiga (STEC),
con sus serogrupos 026, 045, 0103, 0111, 0121 y 0145, originan manifestaciones casi
iguales al serotipo O157:H7 (Gould et al., 2013), éstos mencionados serotipos son
adulterantes en la carne de res troceada (Almanza, 2011). Los animales como los ganados
bovinos son reservorios para Escherichia coli O157 y no-O157 productoras de toxinas
shiga, aunque forman parte de la flora normal intestinal, sin embargo, si encuentran
canales contaminados abiertos con heces o heridas de la piel aprovechan al maximo (Gun

et al., 2003).

Scallan et al., (2011), obtuvieron resultados aproximadamente de 63,153 casos de
ETASs por un afio en Estados Unidos causados por STEC 0157 y las cepas no — O157 con
112,752 casos de enfermedades. Tales cifras muestran registros de alto impacto en la
inocuidad y seguridad alimentaria, como en el comercio de carne bovina (Callaway et al.,
2003). En tanto Escherichia coli O157:H7 es reconocido como el patdgeno mas peligroso

con respecto a contaminante de alimentos para la salud del hombre.

2.2.5 Staphylococcus aureus

Es un microorganismo presente en el ambiente, posee caracteristicas distintas de
virulencia y resistencia a los antibioticos, esta bacteria figura como un grave problema
para la salud, por su repartimiento a nivel global, la morbimortalidad es considerable a
nivel comunitario e intrahospitalario, ocasionando enfermedades resistentes a la
meticilina (MRSA\) e infecciosas, dicha resistencia se debe por seleccion natural a través
de diferentes mutaciones producidas al azar, al abuso del uso de antibidticos; generando

importancia de caracter genético convirtiéndose en una de las mas importantes en las
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clinicas y ETAs (Zendejas et al., 2014). El género Staphylococcus son bacterias Gram
positivas, con un didmetro entre 0.5 y 1.5 micras, facil de reconocerlos debido a que son
semejantes a un racimo de uva (Harris et al., 2002), se han obtenido reportes de 35
especies conocidas con 17 subespecies, afectando también a los mamiferos, y presenta
una capacidad facil de propagacion entre humano a animales y viceversa (Fox et al.,

2007).

Las ETAs ocasionadas por el consumo de alimentos contaminados con toxinas
microbianas 0 con varias bacterias patdgenas, asimismo teniendo favorecimiento de
diversos ambientes, como la presién osmética elevada y humedad reducida, por lo que
habita en las secreciones nasales, entre otros (Tortora & Funke, 2007) del portador, a su
vez, la contaminacion puede ser enddgena o en algin punto de su obtencién (Parrilla et
al., 1993). Es capaz de producir enzimas extracelulares y toxinas ocasionando graves
intoxicaciones alimentarias segun la cantidad ingerida de alimento (Martinez, 2005). En

la tabla 2 se dividen las toxinas.
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Tabla 2. Staphylococcus aureus: toxinas y efectos bioldgicos (Martinez, 2005).

Toxinas Efecto bioldgico

Citotoxinas (a, B, & y y Mecanismos poro— perforador sobre las membranas de
leucocidina de PV) leucocitos, eritrocitos, macrdéfagos, plaquetas y

fibroblastos.

Toxina exfoliativa (ETA y Proteasas que rompen los puentes intercelulares en el

ETB). estrato granuloso de la epidermis.

Enterotoxinas (A —E, G —1). Suaper antigenos (estimula la proliferacion de células T
y la liberacion de citosinas): estimula la liberacion de
mediadores quimicos en los mastocitos, aumentando el

peristaltismo.

Toxina del sindrome del Saper antigenos (estimulan la proliferacién de células
choque toxico TSST — 1. T y la liberacion de citosinas); produce extravasion o

la destruccién de las células endoteliales.

El incremento de patologias a causa de Staphylococcus aureus en humanos se
debe a su resistencia a los agentes antimicrobianos y los sumisos cuidados meédicos
(Vasconcelos & De Souza, 2010), visto desde otro panorama, implica importancia en los
factores de virulencia, adaptacion y resistencia, en especial los elementos genéticos
moviles (EGM), manipulados en la transferencia de informacion genética y
determinacion de la resistencia contra antimicrobianos (De Colsa, 2011). Muchos de los
dafos originados no so6lo son los EGM, sino también sus enzimas extracelulares que son
usados para la penetracion y la invasion hacia los tejidos, se suma su capacidad de
adherirse a tejidos del huésped, a materiales protésicos y forman biopeliculas (Gordon &

Lowry, 2008) ademas estas especies consiguieron sobrevivir sobre plasticos como los
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catéteres intravasculares. Staphylococcus aureus presenta resistencia a los antibidticos
junto a sus genes implicados como los son los plasmidos, los transposones y los profagos,
incluyendo también poseer transferencia horizontal de genes con otras bacterias

(Chambers & De Leo, 2009).

Los andlisis genéticos de Staphylococcus aureus proceden de las cepas Mu50 y
N315 y existen diez secuencias gendémicas completas adicionales provenientes de otras
cepas de Staphylococcus aureus, a su vez el cromosoma es circular y de 2.8 a 2.9 Mbp de
tamano y G+C de 33% (Madigan, 2003) ademas, tienen genes que codifican las toxinas,
como las TSST — 1 y enterotoxina estafilocdcica. En cambio, Staphylococcus aureus es
resistentes a meticilina, biosintetiza proteinas de union a penicilina tipo 2a (PBP2a)
(Llarrull et al., 2009), se acoplan a los betalactamicos con actividad antiestafilococica
(Velazquez, 2005), inhibiendo la sintesis de peptidoglicano, tal proteina lo codifica el gen
mecA, incluso posee un complejo genético llamado ccr que codifica las recombinasas
ccrA, ccrB y ccrC, estas a su vez permiten la movilidad del SCCmec de las cepas

estafilococicas (De Colza, 2011).

2.2.6 Carachi negro (Orestias agassii Cuvier & Valenciennes, 1846)

a. Distribucion. Se localizan desde el sur desde Antofagasta (Chile) hasta Ancash al
norte del Per( (Dejoux & lltis, 1991). Se encuentran en regiones someras del litoral
en la etapa alevin, en cambio en la etapa de desarrollo emigran a las profundidades.
La temperatura en su etapa de crecimiento oscila dentro de los rangos 15 a 20 °C

(Buitron, 2005).
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b. Posicion taxonomia de Orestias. Sobre la base de la revision bibliografica
especializada y a las investigaciones propias, Zufiga (1998), indica el siguiente orden
taxondmico para las especies icticas nativas del lago Titicaca es:

Dominio : Eukarya
Reino : Animal
Phylum : Chordata
Sub Phylum : Vertebrata
Grupo : Gnathostomata
Super clase . Pisces
Clase : Actinopterygii
Division : Teleostei
Super Orden : Cyprinodontimorpha
Orden : Cyprinodontiformes
Sub Orden : Cyprinodontoidei
Super Familia : Cyprinodontoidae
Familia : Cyprinodontidae
Sub Familia : Cyprinodontinae
Geénero : Orestias
Especie : Orestias agassii Cuvier & Valenciennes
1846
Nombre comun . carachi negro
(Qollasuyo y CIPP UNA, 2000).

d. Epocas de reproduccion. Ohashi (1992), menciona que tienen ovas todo el afio, sin
embargo, maduran sexualmente en los meses de julio a octubre en un mayor nimero.
Necesariamente producen huevos demersales méas pesados que el agua, ademas
adhesivo de forma translucida, con una viscosidad y color amarillento. Y con una
mediana reproduccion oscilan entre marzo y mayo.

e. Habitos alimenticios. Segun, Guzman & Sielfeld (2009), en el contenido estomacal

oscilaban; ostracodos, anfipodos, copépodos, moluscos, coledpteros, &caros y algas
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micrdfitas, las especies consumidas permiten afirmar que es un predador carnivoro,
que se alimenta de una amplia variedad de micro crustaceos que busca activamente
entre la vegetacion, segun Vilca et al., (2002), asi mismo, las tallas menores tienen
mayor preferencia por los organismos bentonicos y en las tallas mayores es
zooplanctofaga.

f. Coloracion. Ohashi (1992), define que, el tamafio del adulto varia en el rango entre
10 a 18 cm, la coloracion varia de acuerdo al desmesurado polimorfismo en especial
en los estadios juveniles, en cambio los adultos son mas negros por la parte dorsal,
en los fandos mas claros y con un vientre completamente blanco.

g. Forma y caracterizacion del cuerpo. Ruiz (2004), nos detalla a la especie con un
cuerpo fusiforme y largo, las escamas del cuerpo cambian de acuerdo a la edad y solo
tiene una aleta dorsal. Arratia (1981), describe que tiene un patron de descamacion
irregular, en la region anterior a la 6rbita y en la zona cefélica en la cabeza.

h. Tamafo y peso. Ruiz (2004), menciona que, en las Orestias hembras la longitud
alcanzada a los 157.8 mm, didmetro estandar es de 131.4 mm, ademas con un peso
de 66.2 g y en machos se observan una longitud total de 143.1 mm, 117.3 mm
diametro estandar y con un peso de 45.7 g siendo menor que las hembras. En el lago
Titicaca las especies icticas presentan menor biomasa que la especie Orestias luteus.
Las Orestias debido a su variada alimentacion y de acuerdo a lugar que reside son
reconocidas como especies oportunistas. Cabe sefialar que también la alimentacion
de las Orestias oscila de acuerdo a la edad y biotopos; de esa forma los alevinos en
sus primeras edades se alimentan de zooplancton y fitoplancton; los especimenes
tanto juveniles y adultos tienen una alimentacion eurifaga, dieta balanceada por

varios componentes (Vilca et al., 2002).
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2.2.7 Carachi amarillo (Orestias luteus Cuvier & Valenciennes, 1846)

a. Posicion taxonomica. Segun (Thernavin, 1944) citado por (QOLLASUYO & CIPP
UNA, 2000), el carachi amarillo posee la siguiente clasificacién taxonémica:

Dominio : Eukarya
Reino : Animal
Phylum : Chordata
Sub Phylum : Vertebrata
Grupo : Gnathostomata
Super clase . Pisces
Clase : Osteichthyes
Division : Teleostei
Super Orden : Cyprinodontimorpha
Orden : Cyprinodontiformes
Sub Orden : Cyprinodontoidei
Super Familia : Cyprinodontoidae
Familia : Cyprinodontidae
Sub Familia : Cyprinodontinae
Género : Orestias
Especie : Orestias luteus Cuvier & Valenciennes,
1846
Nombre comun : carachi amarillo
(Qollasuyo y CIPP UNA, 2000).

b. Descripcion biométrica. Orestias luteus nombre comtin “carachi amarillo” muestra
tallas superiores al rango entre los 148-163 mm. Presentan una ausencia total de machos,
en vista que aun no alcanzan las tallas referentes, las hembras como los machos oscilan
entre las tallas 123-133 mm. Cruz (1984), indica que la longitud promedio de Orestias
luteus es de 86 mm, donde el 50% de la poblacion alcanza su primer desove a tallas de

112 mm.
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c. Caracteristicas biomorfoldgicas (Thernavin, 1944). La coloracién del cuerpo es de
color gris amarillenta por la parte dorsal, en algunas partes oscuras y el abdomen amarillo
cremoso o también amarillo canario. Presenta la cabeza casi redonda y un cuerpo por su
parte lateral comprimido. Sus dos ojos simétricamente orbitales, casi convexos. Tiene la
boca protractil, presenta dientes romos y la comisura baja hacia un nivel mas bajo de la
oOrbita. Tiene las escamas con granulaciones en la parte anterior, grandes y pronunciadas
al tacto, de radios circulares (ctenoidea). Las aletas presentan un dorsal posterior, aletas
ventrales, una anal, dos aletas pectorales, aleta anal presente, aleta caudal tipicamente

homocerca con el borde convexo.

El aparato digestivo internamente inicia con la boca protractil con premaxilares y
maxilares, tienen dientes de arcos branquiales simples. En la cavidad bucofaringea se
localiza una pequefia y lisa lengua, y a sus costados estan las branquias. El estdmago en
estas especies no existe de tal forma, sino presenta una region del intestino dilatado que
concluye en un ciego pildrico y prosigue con el intestino; en su mayoria la longitud de la
cavidad celomicay en el interior se repliega. Se encuentra en su porcion final una valvula
intestinal, cumpliendo empiricamente dos funciones como el retorno de alimento ingerido
y prolongacion de la digestion. El higado rojizo de contextura voluminoso ubicado en la
parte anterior de la cavidad celémica, junto a la vesicula biliar de color amarillo y algo
esférica. El corazon estd cerca de las branquias y cerca a la cavidad opercular y es
pequefia. Los testiculos de los machos son alargadas y a su vez se comunica con el orificio
genital a través del conducto, asimismo en las hembras tienen un solo ovario y estan cerca

a la abertura anal de ambos.

d. Alimentacion (Qollasuyo & CIPP UNA, 2000). La alimentacién de Orestias luteus

“carachi amarillo” estd constituida por tres épocas con un promedio anual de 96.3% y
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97.5% de volumen, constituidos por anfipodos en las tres épocas; 8.15% y volumen
2.05% constituidas por las larvas de quirondmidos en las épocas de invierno seco, y
4.57% y volumen 1.09% en época transitoria; en la temporada de lluvia con un 19.44%
volumen 2.27% constituida por el alimento ostracoda y también estan los méas importantes
que lo conforman los moluscos (planorbis, pelecipoda, y littoridina) porcentaje 10.97%,
con un porcentaje de 6.27% las ovas de los pescados fueron consumidos en la temporada
de invierno. Aunque para esta especie el zooplancton y grupo terrestre no son
importantes; con el 2.37% y volumen 4.85% en la temporada transitoria representa el
Corixidae como un grupo nectonico. Resaltando que Orestias luteus “carachi amarillo”
se representa como una especie bentonica, carnivoro y con una dieta no muy variada

(estendfaga).

e. Distribucion geografica. La especie Orestias se extiende geograficamente desde el
norte de Peru aproximadamente desde la provincia de Ancash (Perl) hasta Antofagasta
(Chile). Es endémico debido a que estan presentes en los profundos lagos y corrientes de
los Andes Peruanos, de los vecinos paises bolivianos y chilenos, y lo més resaltante es
que se encuentran de un total de 43 especies en la cuenca cerrada del lago Titicaca y de
los cuales 23 existen solo en el Lago Titicaca. El lago se compone de tres zonas, el lago
menor y Bahia de Puno son reservorios de una gran cantidad de especies, sin embargo,
aun no se sabe la cifra exacta de las especies de Orestias en el lago o solamente la facilidad
de su coleccidn. Las relevantes densidades de la poblacion de Orestias se localizan en los
lagos: Poopé (Bolivia), Titicaca (Perd y Bolivia) y Junin (Peru), rios y lagunas aledafias.
Ya hacia los tramos mayores se presencia los 4299 msnm su distribucion altitudinal, asi
pudiendo vivir las Orestias en riachuelos y charcos de muy poca profundidad. Yacia en

el afio de 1979 se descubrid Orestias al norte de Lima, en 3 pequefios lagos dando como
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esperanza que puedan encontrarse Orestias en los numerosos lagos pequefios que se

encuentran al sur de los Andes ecuatorianos (Parenti, 1984).

2.2.8 NTS N°071-MINSA/DIGESA V.01.

La Norma Técnica Sanitaria, se origina del articulo 92° de la Ley N° 26842 Ley
General de Salud, quien manifiesta que la autoridad de salud esta encargada del control
sanitario de los alimentos y bebidas. Por otro lado, en el articulo 25° de la Ley N° 27657,
Ley del Ministerio de Salud, manifiesta que la Direccion General de Salud Ambiental
(DIGESA) esta encargada del saneamiento basico, salud ocupacional, higiene
alimentaria, zoonosis y la proteccion del ambiente. Asimismo, el articulo 49° del
reglamento de organizacion y funciones del MINSA, indica que la Direccion de Higiene
Alimentaria y Zoonosis de la DIGESA concerta y articula los aspectos técnicos y
normativos en temas de inocuidad de alimentos bebidas y prevencion de zoonosis. Esta
norma sefiala los criterios microbiol6gicos que deben cumplir los alimentos y bebidas
naturales o procesados, con la finalidad de ser considerados como aptos para el consumo
humano (Diario Oficial EI Peruano, 2008). Esta norma técnica sanitaria fue aprobada por

la Resolucion Ministerial N° 591-2008-MINSA.
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Tabla 3. Requerimientos de nimero de muestras, recuentos tolerables y limites por g de

muestra (NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01).

) ) Limite por g
Agente microbiano Categoria Clase n c
m M
Escherichia coli 4 3 5 3 10 102
Staphylococcus aureus 7 3 5 2 102 103
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CAPITULO 111
MATERIALES Y METODOS

3.1 ZONA DE ESTUDIO

Estuvo conformada por el mercado Union - Dignidad ubicada en la Avenida
Simon Bolivar de la ciudad de Puno (provincia y region Puno). Este centro de abastos
presenta puestos de venta de carne porcina, ovina, bovina, pollo, pescados, entre otros.
La carga bacteriana superficial de los carachis negro y amarillo y las determinaciones de
la susceptibilidad antibidtica se desarrollaron en el Laboratorio de Botanica y
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del

Altiplano de Puno.
3.2DISENO Y TIPO DE ESTUDIO

Se realizd bajo un disefio observacional, en razon de que no se manipularon
variables, se cuantificd Escherichia coli y Staphylococcus aureus en muestras de carachi
y en dichas bacterias se evaluaron su respuesta a los antibidticos tanto para Gram
negativos y Gram positivos, respectivamente, tal como lo recomienda el manual INS
(2002). Adicionalmente, fue transversal porque se desarrollé entre los meses enero a
mayo del afio 2022. El estudio fue de tipo descriptivo (Hernandez et al., 2014), porque
los recuentos bacterianos se realizaron en superficies corporales de dos especies nativas
del Lago Titicaca, asimismo se evaluo la susceptibilidad antibidtica y su explicacion se

realizé segun normas legales vigentes, antecedentes y marco teorico. Por otro lado.
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2.3 POBLACION Y TAMANO DE MUESTRA

La poblacion estuvo conformada por los individuos de carachis negro y amarillo
que se expendieron en el mercado Unién — Dignidad de la ciudad de Puno. La muestra
fue establecida mediante un muestreo no probabilistico por conveniencia, tal como se
muestra en la Tabla 3, en razén de que se plante6 reportar la carga bacteriana de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus en la superficie corporal de dos especies nativas

del Lago Titicaca y evaluar en cada uno de ellos la susceptibilidad a los antibi6ticos.

Segun la norma vigente Resolucion Ministerial N° 591-2008-MINSA, “Norma
Sanitaria que establece los criterios microbioldgicos de calidad sanitaria e inocuidad para
los alimentos y bebidas de consumo humano”, los productos hidrobiologicos crudos
(frescos, refrigerados, congelados, entre otros) se recomienda colectar 5 muestras por
lote, donde cada lote fue representado por los carachis expendidos por cada comerciante
en el mercado Union — Dignidad. Se realizaron cinco muestreos y en cada muestreo se

Ilevé a cabo cinco repeticiones, cada muestra estuvo conformada por 0.5 Kg de pescado.

Se colectaron 25 muestras de carachi negro y 25 muestras de carachi amarillo, al
final se realizaron 50 evaluaciones de carga bacteriana en carachis, de cada muestra
positiva a Escherichia coli y Staphylococcus aureus, luego de su aislamiento, fueron

codificadas para su evaluacién de susceptibilidad a los antibi6ticos correspondientes.
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Tabla 4. Distribucidn de muestras por pescado y repeticiones.

Pescado N° de Rep Rep Rep Rep Rep Total

muestreo 1 2 3 4 5
1 M1 M1 M-1 M-1 M-1
) 2 M-2 M-2 M-2 M-2 M-2
Carachi
3 M-3 M3 M-3 M-3 M-3 25
negro
4 M4 M-4 M-4 M-4 M-4
5 M5 M5 M5 M-5 M-5
1 M-1 M1 M-1 M-1 M-1
) 2 M-2 M-2 M-2 M-2 M-2
Carachi
) 3 M-3 M3 M-3 M-3 M-3 25
amarillo
4 M-4 M-4 M-4 M-4 M-4
5 M5 M5 M5 M5 M-5
Total 10 10 10 10 10 50

Donde: M = muestra.

Asimismo, el tamafio de muestra de Escherichia coli y Staphylococcus aureus
para la evaluacion de la susceptibilidad fueron representados por los 25 aislamientos

bacterianos que procedieron de cada una de las muestras de pescado.

3.3EVALUACION DE LA CARGA BACTERIANA DE Escherichia coli Y
Staphylococcus aureus EN INDIVIDUOS DE CARACHI NEGRO Y CARACHI

AMARILLO

a. Recoleccion de muestras
- Para iniciar con la recoleccion de muestras se dispuso de una mascarilla facial o
barbijo y guantes quirurgicos descartables.
- Seseleccionaron 25 muestras de carachi negro y 25 muestras de carachi amarillo,
cada muestra estuvo conformada por 0.5 Kg de pescado, que fueron adquiridas en

el horario entre las 8 am y 10 am (Figura 7).
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- Luego de la manipulacion del vendedor fueron depositadas en bolsas plésticas con
cierre hermético a continuacion, se colocaron en una caja de tecnopor
acondicionadas con bolsas de hielo para impedir el crecimiento microbiano.

- Luego fue trasladado al Laboratorio de Boténica y Biotecnologia de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la UNA Puno.

- Los muestreos se realizaron en las siguientes fechas: 07 de febrero, 04 de marzo,

29 de marzo, 23 abril y 18 de mayo del 2022.
b. Cuantificacidén de Escherichia coli y Staphylococcus aureus

Meétodo: Recuento en placa.

Fundamento: Método sugerido por el Standard Methods, y se fundamenta en el
crecimiento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) a partir de diluciones seriadas
101 a 10° 0 mas seguin la carga microbiana que posea el producto a evaluar y se registra
los recuentos a partir de placas Petri que posean entre 30 y 300 colonias (Corpas &

Arcila, 2014).

Procedimientos:
e Recuento de Escherichia coli
- Se pesaron 10 g de la muestra de pescado carachi y se depositaron en una bolsa
estéril con cierre hermético, se agregaron 90 ml de agua de peptona al 1%
(Figuras 8, 9, 10 y 11) y se agitd vigorosamente durante 5 minutos para liberar
los microorganismos de la matriz superficial hacia el caldo de cultivo (Laura,
2000).
- Se realizaron tres diluciones seriadas por muestra (102, 102y 10%), 1 ml de cada
dilucion procedente de la superficie de los peces fueron sembraron en placas Petri

por duplicado conteniendo agar EMB (Figuras 12 y 13), las diluciones fueron
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extendidas mediante un asa de Drigalsky previamente esterilizado.

Las placas se incubaron por 24 horas a 37 °C.

Finalmente se realiz6 la cuantificacion de Escherichia coli, mediante la aparicién
de colonias medianas de 2 - 3 mm de didmetro, de coloracion rosada con brillo
verde metalico caracteristico, a causa de la elevada produccion de acidos y
aldehidos producto de la fermentacion de la lactosa (Figura 14). Se utilizé un
testigo blanco (agua destilada estéril) para determinar posibles fuentes de
contaminacion cruzada durante el procedimiento (Jiménez et al., 2012).

Luego de evaluar las caracteristicas culturales en el agar EMB, la confirmacion
de Escherichia coli se realiz6 mediante la tincién de Gram y pruebas bioquimicas
de TSI, LIA, CS, indol y urea (Figura 18).

El conteo de bacterias Escherichia coli fue realizado enumerando las colonias,

gue fueron expresadas en UFC/g de muestra.

e Recuento de Staphylococcus aureus

El recuento de Staphylococcus aureus se realizd mediante la técnica de recuento
en placa en agar Baird Parker (Figura 15).

Se realizaron tres diluciones seriadas por muestras (10, 102 y 103), 1 ml de
cada dilucion se sembraron en placas Petri por duplicado conteniendo agar Baird
Parker, las diluciones fueron extendidas mediante un asa de Drigalsky
previamente esterilizado. Luego las placas fueron incubadas por 48 horas a 37
°C, segun el ‘“Manual de Técnicas de Analisis para Control de Calidad
Microbiologico de Alimentos para Consumo Humano’’ del Instituto Nacional
de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (MINSA - Colombia, 1998).

Las colonias de Staphylococcus aureus fueron aquellas que poseian una

coloracion oscura 0 negruzca, debido a la reduccion de telurito a teluro que es
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adicionado al medio de cultivo, asimismo presentaron doble halo alrededor de la
colonia por la presencia del fendmeno de lipolisis y protedlisis producidas por la
accion de lipasas y proteasas presentes en este género bacteriano (Murray &
Pfaller, 2007). El conteo se determin6 enumerando las colonias y expresando en
UFC/g (Figuras 16 y 17). La confirmacién de Staphylococcus aureus fue segun
su crecimiento en agar Baird Parker (BP), la prueba de la catalasa y la tincién
Gram (Figuras 19, 20 y 21).

- La ecuacion matematica para calcular las UFC/g (Gazquez, 2020), fue la
siguiente:

UFC _ N°de colonias * factor de dilucion * 10

g Volumen

Los recuentos de UFC/g de Escherichia coli y Staphylococcus aureus fueron
contrastados con la norma técnica sanitaria NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01, que €s
la Norma Sanitaria que establece los criterios microbioldgicos de calidad sanitaria e
inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo humano, que para los “Productos
hidrobioloégicos crudos, frescos, refrigerados, congelados, salpresos o ahumados en frio”

(numeral X1.1) deberéan de tener los limites méximos permisibles.

c. Variables analizadas
- Variable independiente: carachis negro y amarillo.
- Variable dependiente: Recuento de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
d. Andlisis estadistico de datos:
Las UFC/g de Escherichia coli y Staphylococcus aureus fueron registradas a partir
de los carachis negro y amarillo, se tuvieron cinco muestreos con cinco repeticiones cada

uno, haciendo un total de 50 individuos muestreados. Los recuentos fueron analizados
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mediante el calculo de promedio, desviacion estandar y coeficientes de variacion, pruebas
de T de Student y su correspondiente prueba de contraste. Los analisis estadisticos se

realizaron en el software estadistico libre Infostat.

3.4 EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA DE Escherichia
coli Y Staphylococcus aureus AISLADOS DE LA SUPERFICIE CORPORAL

DE CARACHI NEGRO Y CARACHI AMARILLO

a. Meétodo. Disco difusién de Kirby Bauer.

b. Fundamento. EI método de disco difusidn consiste en depositar en la superficie de
una placa de agar Mueller Hinton previamente inoculada con el microorganismo y
discos de papel de filtro impregnados con los diferentes antibioticos. Tan pronto el
disco impregnado en antibiotico se pone en contacto con la superficie himeda del
agar, el filtro absorbe agua y el antibidtico difunde por el agar, formandose un
gradiente de concentracién. Transcurridas 18 a 24 horas de incubacién, los discos
pueden o no aparecer rodeados por una zona de inhibicion de crecimiento bacteriano
(Picaso, 2000; Mendo, 2003).

c. Procedimientos:

- De las 50 muestras evaluadas para el cumplimiento del primer objetivo, todas
fueron positivas a Escherichia coli y Staphylococcus aureus, luego de su
aislamiento hasta cultivo axénico y conservadas en tubos de ensayo con agar
incluido de EMB y Baird Parker respectivamente, fueron expuestas a los
antibioticos pre determinados.

- Previamente a partir de los cultivos axénicos de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus en agar EMB (Eosin Metil Blue) y agar BP (Baird

Parker) respectivamente, se prepararon diluciones bacterianas con una turbidez
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equivalente al estandar 0.5 de McFarland (Figura 22), a continuacién, con un
hisopo estéril embebido en la dilucion bacteriana se realizd la extension
completa sobre toda la superficie de la placa Petri conteniendo agar Mueller
Hinton (MH).

- En cada placa Petri con agar MH y el microorganismo previamente cultivado,
se dispusieron de forma aséptica y con una ayuda de una pinza esterilizada, los
siguientes discos de antibidticos: ampicilina, cefotaxima, amoxicilina — acido
clavulanico, gentamicina, acido nalidixico y trimetroprim — sulfametoxazol,
para Escherichia coli; mientras que la gentamicina, tetraciclina penicilina,
nitrofurantoina y ciprofloxacina fueron para evaluar la susceptibilidad
antibidtica de Staphylococcus aureus (Figura 23).

- Los cultivos se incubaron durante 48 horas a una temperatura de 37 °C.

- La respuesta sensible, intermedia o resistente de cada microorganismo
bacteriano a los discos de sensibilidad fue determinada con la medida del
didmetro del halo de inhibicion (Figuras 24 y 25) con un vernier calibrado
(Camacho, 2014).

- Los resultados de susceptibilidad bacteriana como la sensibilidad, la respuesta
intermedia y la resistencia fueron determinados al comparar los didmetros de
los halos de inhibicion bacteriana con el Manual de procedimientos para la
prueba de sensibilidad antibiotica por el método de disco difusion (INS, 2002).

d. Variables que se analizaron:
- Variable independiente: antibioticos para Escherichia coli y Staphylococcus
aureus.
- Variable dependiente: Respuesta de susceptibilidad antibacteriana a causa de

cada antibidtico.
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e. Analisis estadistico de datos
Los resultados de los halos de inhibicién bacteriana fueron contrastados con los
valores recomendados por el INS (2002), razon por la cual no se realizd ningan analisis

estadistico inferencial, solo se representdé mediante porcentajes.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RECUENTOS DE Escherichia coli Y Staphylococcus aureus EN LA
SUPERFICIE EPITELIAL DE CARACHIS NEGRO Y AMARILLO

EXPENDIDOS EN EL MERCADO UNION - DIGNIDAD
4.1.1 Recuentos de Escherichia coli (UFC/qg)

Tabla 5. Recuentos de Escherichia coli (x 10* UFC/g) en superficie corporal de carachis

negro y amarillo.

) N° Recuentos de Escherichia coli
Carachis Prom C.V. (%)
muestreo R1 R2 R3 R4 R5

1 13.7 163 115 135 144 13.88 12.46

2 42 35 28 38 33 352 14.95
Negro 3 102 84 86 93 89 9.08 7.84
4 54 50 48 52 40 488 11.07

5 125 137 142 150 149 14.06 7.26
Promedio general: 9.08; Desviacion estandar: 4.91

1 263 20.3 199 225 236 2252 11.59

2 150 174 156 182 178 16.80 8.42

3 80 75 50 68 56 6.58 19.18

4 103 93 82 90 73 8.82 12.86

5 236 241 205 222 231 2270 6.24
Promedio general: 15.48; Desviacion estandar: 7.53
Recuento de Escherichia coli: m = 10; M = 102 (NTS N° 071-2008)

Donde: R = repeticién (individuo de carachi); Prom = promedio; C. V. = coeficiente de

Amarillo

variacion.
Los recuentos de Escherichia coli en la superficie corporal luego de cinco

repeticiones en muestras de carachi negro tuvo un promedio general de 9.08 x 10* UFC/g
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y una desviacion estandar general de 4.91 x 10* UFC/g, asimismo vari6 entre promedios
de 3.52 x 10* UFC/g ubicado en el segundo muestreo, con un rango entre 2.80 x 10*
UFC/g a 4.2 x 10* UFC/g, y 14.06 x 10* UFC/g ubicado en el quinto muestreo, con un
rango entre 13.70 x 10* UFC/g a 15.00 x 10* UFC/g. Los coeficientes de variabilidad
variaron entre 7.26% y 14.95%, encontrandose una dispersion leve, acorde para realizar
los analisis de varianza (Tabla 5). Entre los nimeros de muestreo los recuentos de
Escherichia coli en carachi negro presentaron diferencia estadistica significativa (F =
112.88; gl =4; P =<0.0001) (Tabla 11 - Anexos), siendo mayores las cuantificaciones en

los muestreos uno y cinco, y menores en los muestreos dos y cuatro (Figura 2).

De manera similar, la cuantificacion de Escherichia coli en la superficie corporal
en muestras de carachi amarillo, presentd un promedio general de 15.48 x 10* UFC/g y
una desviacion estandar general de 7.53 x 10* UFC/g, una oscilacion entre promedios de
6.58 x 10* UFC/g ubicado en el tercer muestreo, con un rango entre 5.00 x 10* UFC/g a
8.0 x 10* UFC/g, y 22.70 x 10* UFC/g ubicado en el quinto muestreo, con un rango entre
20.50 x 10* UFC/g a 24.10 x 10* UFC/g (Figura 3). Los coeficientes de variabilidad
variaron entre 6.24% (quinto muestreo) y 19.18% (tercer muestreo), en esta Ultima se
encontrd una dispersion leve, acorde para realizar los analisis de varianza (Tabla 5). Entre
los ndmeros de muestreo los recuentos de Escherichia coli en carachi amarillo
presentaron diferencia estadistica significativa (F = 8.27; gl = 4; P =0.0008) (Tabla 12 -
Anexos), siendo mayores las cuantificaciones de Escherichia coli en los muestreos uno y

dos, mientras que los menores en los muestreos cuatro y cinco (Figura 3).

Las cuantificaciones de Escherichia coli entre 3.52 x 10* UFC/g y 22.70 x 10*
UFC/g, registrada en la superficie corporal de carachi negro y amarillo superaron el valor

M (recuento microbiano de limite aceptable), cuyo valor es 102 UFC/g, para los productos
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hidrobioldgicos crudos frescos, refrigerados, entre otros (numeral X1.1), citados en la

Norma Técnica Sanitaria NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01 (Figura 1).
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Figura 1. Recuentos promedios de Escherichia coli en la superficie corporal de caracho
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muestreo en carachi negro.
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Figura 3. Prueba de Tukey de los recuentos de Escherichia coli segin numero de

muestreo en carachi amarillo.

En la presente investigacion, la superficie corporal de los carachis negro y
amarillo, presentaron cargas bacterianas de Escherichia coli, estos resultados fueron
diferentes a los obtenidos por Garcia et al., (2003), quienes en Chihuahua (México)
evaluaron bacterias en trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) reportando bacterias
mesdfilas aerobias mayormente en verano, sin aislar Salmonella ni Escherichia coli,
indicando que la zona de produccidn es de buena calidad; en comparacién a los resultados
obtenidos por Corrales et al., (2011), en Cundinamarca (Colombia), no aislaron
Escherichia coli en los expendios de pescado fresco, pero si aislaron otras bacterias
indicadoras de la calidad del agua como Citrobacter amalonaticus y Citrobacter freundii,
Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae y Edwarsiella tarda, pero que representan un

alto riesgo para los consumidores.
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Los recuentos de Escherichia coli obtenidos en la investigacion, fueron similares
a los obtenidos por Martinez & Romero (2015), en el Puerto de La Libertad (San
Salvador), ya que, al evaluar la carga bacteriana en pescado crudo comercializado, se
aislo Salmonella spp y Escherichia coli, en tal sentido se puede afirmar que estos
productos hidrobioldgicos no son aptos para el consumo humano. Por otro lado, Navarro
(2017), en Lima (Perq), al evaluar la calidad microbiologica de “jurel” y “choros” de
mercados de los distritos de San Juan de Lurigancho y de San Martin de Porres,
encontraron presencia de Salmonella y Escherichia coli, razon por la cual también fueron

catalogadas como no aptas para consumo humano.

Los resultados de la investigacion concuerdan con lo obtenido por VVasquez et al.,
(2018), quienes en Huanuco (Pert), al determinar el estado microbiolégico de los
pescados y mariscos expendidos en mercados y mercadillos, todos fueron positivos a
Escherichia coli quien depende del mercado de origen de la muestra. Asimismo, coincide
con lo mencionado por Rondodn et al., (2020), quienes en Pucallpa (Per0), caracterizaron
el pescado desde el desembarque hasta la venta, detectando coliformes, Escherichia coli

y Pseudomonas sp en niveles elevados.

La presencia de Escherichia coli en la superficie corporal de los carachis negro y
amarillo se deberia a que poseen favorables condiciones medioambientales y debido a la
inadecuada manipulacion sin cumplir con las normas de higiene por los expendedores, lo
cual es corroborado por Chapman et al., (2000), quienes indican que el incremento
bacteriano de Escherichia coli sobre una muestra, se deberia a que los pescados
comercializados pasan de vendedores mayoristas a minoristas, llegando al menudeo,
incrementando los recuentos de bacterias en la superficie de los productos carnicos, en

especial en las estaciones de primavera y verano, siendo favorecidas por la temperatura
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ambiental. Por otro lado, las muestras biologicas de carachi poseen una mucosidad en su
superficie corporal al cual se adhieren los microorganismos, segun Gill & Landers (2003),
se deberia a que la carne se constituye en una excelente fuente de nutrientes otorgandoles

humedad y proteinas necesarias para la proliferacion microbiana.

Por su parte Jay et al., (2005), indican que el aislamiento de Escherichia coli en
la carne de los recursos cérnicos, representa la mala calidad higiénica y sanitaria del
producto, en razén de que la bacteria es indicadora de contaminacion fecal y se encuentra
presente en el intestino humano y animales de sangre caliente. Y muchas de las bacterias
entéricas son capaces de originar toxiinfecciones y gastroenteritis en los seres humanos,
entre ellos se podrian encontrar serotipos patégenos como Escherichia coli O157:H7
(Ray & Bhumia, 2010), aunado a ello se mencionan las malas practicas de higiene que
realizan los manipuladores desde que son capturados en las mallas en los cuerpos de agua
hasta los mercados ya que se ponen contacto con utensilios poco higiénicos (Pua & Navas,

2014).

A pesar de que la ciudad de Puno posea un clima frigido, Escherichia coli presenta
un recuento elevado en carachis, debiendose probablemente a que Escherichia coli
0157:H7 sobrevive a temperaturas entre los 7 °C a 10 °C y una maxima que varia de 45
°Cab50 °C (OMS, 2011), y una éptima de 37 °C (ICMSF, 1996), e inclusive Ansay et al.,
(1999), afirman que Escherichia coli O157:H7 sobrevive a temperaturas de congelacion.
En forma adicional, Pascual (2005), reafirma que Escherichia coli sobrevive a
temperaturas de -20 °C en muestras de carne picada y congelada, hasta por un tiempo de
9 meses, estas serian las razones por las que Escherichia coli prolifera y posee altos

recuentos bacterianos en la superficie corporal de los carachis.
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De todos modos la presencia de Escherichia coli en muestras de alimentos
hidrobioldgicos se deberia a que estos productos tuvieron una inadecuada manipulacion
de los procesos desde la pesca en el cuerpo acuatico que seria el lago Titicaca asi como
durante su venta, donde los carachis serian portadoras de microorganismos patdégenos
(Ortega et al., 2009), la importancia de Escherichia coli radica en que representa un alto
riesgo para la salud humana (Chinen et al., 2001), ya que muchas cepas son portadoras
de genes de virulencia tal como lo afirman Brooks et al., (2005), inclusive en cepas de
serotipo no O157:H7. En la investigacion no se realizd la determinacién de genes
virulencia, pero se asume que no son cepas virulentas, lo cual es reafirmado por Jiménez
etal., (2012), en carnes bovinas en Culiacan (Sinaloa — México), donde no lograron aislar
Escherichia coli con genes de virulencia, y asumieron no ser patégenas para los humanos,
en esas muestras los productos carnicos si cumplen con las especificaciones establecidas
en la normatividad mexicana, por lo tanto en el mercado Union - Dignidad el Municipio
Provincia de Puno y las autoridad competentes deberian de implementar programas de
buenas préacticas higiénicas y de manufactura y asi lograr un control sanitario estricto y

constante y asegurar la inocuidad de los productos hidrobiol6gicos.

Por lo analizado en los parrafos anteriores, Escherichia coli es parte de la
microbiota normal intestinal del organismo (procedencia fecal) y su hallazgo en los
alimentos cérnicos representaria una mala manipulacién del carachi negro y amarillo en
las etapas desde que son colectadas y extraidas de las mallas de captura, un mal proceso
de almacenamiento y de transporte por la deficiente manipulacion por parte de los
vendedores, utilizacion de guantes, valdes, bolsas plasticas no higiénicos, entre otros

procedimientos de transporte, aunado a las malas condiciones de expendio a la
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intemperie, sin conservacion con hielo que ulteriormente podrian ser motivo de

enfermedades de transmision alimentaria (ETAS).
4.1.2 Recuento de Staphylococcus aureus (UFC/g)

Tabla 6. Recuentos de Staphylococcus aureus (x 10* UFC/g) en superficie corporal de

carachis negro y amarillo.

Recuentos de Staphylococcus

Carachis N aureus Prom C.V. (%)
muestreo
Rl R2 R3 R4 R5
1 12.0 117 133 128 139 1274 7.12
2 30 19 18 18 24 2.18 23.92
Negro 3 11.0 103 115 112 99 10.78 6.13
4 75 80 53 55 74 6.74 18.49
5 83 89 79 95 90 8.72 7.18
Promedio general: 8.23; Desviacion estandar: 4.06
1 103 11.0 10.7 9.9 119 10.76 7.07
2 77 85 91 88 75 8.32 8.34
Amarillo 3 13 32 33 27 37 2.84 32.81
4 98 105 9.7 115 95 1020 8.02
5 64 66 49 43 44 5.32 20.74

Promedio general: 7.49; Desviacion estandar: 3.36
Recuento de Staphylococcus aureus: m = 10%; M = 10% (NTS N° 071-2008)

Donde: R = repeticion; Prom = promedio; C. V. = coeficiente de variacion.

De los recuentos de Staphylococcus aureus en la superficie corporal posterior a
las cinco repeticiones en muestras de carachi negro, se determind un promedio general de
8.23 x 10* UFC/g y una desviacion estandar general de 4.06 x 10* UFC/g, entre los
muestreos tuvo una oscilacion entre promedios de 2.18 x 10* UFC/g ubicado en el
segundo muestreo, con un rango entre 1.80 x 10* UFC/g a 3.00 x 10* UFC/g, y 12.74 x

10* UFC/g ubicado en el primer muestreo, con un rango entre 11.70 x 10* UFC/g a 13.90
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x 10* UFC/g. Los coeficientes de variabilidad variaron entre 6.13% (tercer muestreo) y
23.92% (segundo muestreo), en esta Gltima se encontrd una dispersion baja y moderada,
respectivamente, acorde para realizar los anélisis de varianza (Tabla 6). Entre los nimeros
de muestreo los recuentos de Staphylococcus aureus en carachi negro presentaron
diferencia estadistica significativa (F = 101.47; gl = 4; P =<0.0001) (Tabla 13 - Anexos),
siendo mayor la cuantificacion en el muestreo uno y menor en el muestreo dos (Figura

5).

Por otro lado, la cuantificacion de Staphylococcus aureus en la superficie corporal
en muestras de carachi amarillo, presentd un promedio general de 7.49 x 10* UFC/g y una
desviacion estandar general de 3.36 x 10* UFC/g, entre los muestreos presentd una
fluctuacion entre promedios de 2.84 x 10* UFC/g ubicado en el tercer muestreo, con un
rango entre 1.30 x 10* UFC/g a 3.70 x 10* UFC/g, y 10.76 x 10* UFC/g ubicado en el
primer muestreo, con un rango entre 9.90 x 10* UFC/g a 11.90 x 10* UFC/g. Los
coeficientes de variabilidad variaron entre 8.02% (cuarto muestreo) y 32.81% (tercer
muestreo), en esta Ultima se encontrd una dispersion baja, acorde para realizar los analisis
de varianza (Tabla 6). Entre los numeros de muestreo los recuentos de Staphylococcus
aureus en carachi amarillo presentaron diferencia estadistica significativa (F = 67.60; gl
= 4; P = <0.0001) (Tabla 14 - Anexos), siendo mayores las cuantificaciones en los

muestreos uno y cuatro, y menor en el muestreo tres (Figura 6).

Las cuantificaciones de Staphylococcus aureus entre 2.18 x 10* UFC/g y 12.74 x
10* UFC/g, registrada en la superficie corporal de carachi negro y amarillo superaron el
valor M (recuento microbiano de limite aceptable), cuyo valor es 10° UFC/g, para los
productos hidrobiologicos crudos frescos, refrigerados, entre otros (numeral XI.1),

prescritos en la Norma Técnica Sanitaria NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01 (Figura 4).
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Figura 4. Recuentos promedios de Staphylococcus aureus en la superficie corporal de

carachi negro y amarillo.
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Figura 5. Prueba de Tukey de los recuentos de Staphylococcus aureus segin numero de

muestreo en carachi negro.
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Figura 6. Prueba de Tukey de los recuentos de Staphylococcus aureus segin nimero de

muestreo en carachi amarillo.

En la investigacion la carga bacteriana de Staphylococcus aureus presente en la
superficie corporal de los carachis negro y amarillo, fueron parecidos a la investigacién
realizada por Garcia et al., (2003), quienes en Chihuahua (México), evaluaron la calidad
microbioldgica en trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y reportaron a mesoéfilos
aerobios y Staphylococcus aureus en recuentos elevados en temporada de verano con
ausencia de Salmonella; de similar forma Vasquez et al., (2018), en Huanuco (Peru),
mencionaron que al evaluar la carga microbioldgica de los pescados y mariscos en centros
de venta, todas las muestras fueron positivas a Staphylococcus aureus; y Rondon et al.,
(2020), en Pucallpa (Peru), determinaron la presencia de bacterias Staphylococcus aureus
en pescados boquichico (Prochilodus nigricans), palometa (Mylossoma duriventre) y
bagre (Siluriforme spp) desde su desembarque hasta su comercializacién en carne,

asimismo la presencia de coliformes, Escherichia coli y Pseudomonas sp en niveles altos,
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indicando que no son aptos para consumo humano.

Los recuentos de Staphylococcus aureus obtenidos en la presente investigacion
fueron distintos a los obtenidos por Corrales et al., (2011), en Cundinamarca (Colombia),
quienes indican la ausencia Staphylococcus aureus en los expendios de pescado fresco,
pero si se aislo enterobacterias relacionadas con el agua como Citrobacter amalonaticus
y C. freundii, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae y Edwarsiella tarda; de similar
forma Martinez & Romero (2015), en el Puerto de La Libertad (San Salvador), al evaluar
la calidad microbioldgica en pescado crudo reportaron la ausencia de Staphylococcus
aureus, pero la presencia de Escherichia coli y coliformes totales sobrepasan los limites
maximos permisibles, indicando también que estos productos hidrobiolégicos no son

aptos para el consumo del hombre.

Los recuentos de Staphylococcus aureus en superficie corporal de los carachis
negro y amarillo que superan las normas de calidad de los alimentos hidrobioldgicos en
el Perd, se debe probablemente a la presencia de corrientes del aire portadoras de polvo
y microorganismos como las bacterias, asimismo que los productos hidrobioldgicos se
expenden sobre superficies poco higiénicos, el uso de guantes o muchas veces la
manipulacion directa con las manos por parte de los expendedores y el uso de agua no
potable para el lavado de utensilios y materiales de transporte se constituirian entre los
parametros extrinsecos que incrementarian los valores bacterianos. Entre los parametros
intrinsecos de la superficie corporal de los carachis que influyen en Staphylococcus
aureus se mencionan el alto contenido de proteinas, el pH préximo a la neutralidad, su
persistencia en la piel de los animales y el hombre (los expendedores e intermediarios),
siendo considerados estos Ultimos como reservorios, tal como lo menciona Pascual &

Calderdn (2000), en tal sentido se deberian de consumir estos alimentos bien cocidos, ya
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que Staphylococcus aureus puede llegar a producir hasta 5 enterotoxinas (A, B, C,Dy

E), siendo la enterotoxina A la méas nociva (Jay, 2005).

Se debe tener especial cuidado con Staphylococcus aureus y las enterotoxinas que
biosintetizan en razén de que son muy peligrosas al ser agentes eméticos y originan
intoxicacion alimentaria, debido a que son termoestables y sus consecuencias se darian al
consumir alimentos guardados a temperatura ambiente por periodos considerables
(Eroski, 2012). Asimismo, Murray & Pfaller (2007), indican que pueden originar
infecciones dermatoldgicas y de tejidos blandos, llegando a bacteriemias en el ser humano
(Larsen et al., 2009). Ante ello, Jay et al., (2005), recomienda para evitar las infecciones
por Staphylococcus aureus, que los alimentos sean sometidos a 66 °C por 12 minutos o a
60 °C por 78 y 83 minutos, dichas condiciones lograrian inactivar un millon de células

bacterianas por ml o g de alimento que consume una persona.

Los recuentos de Staphylococcus aureus fueron elevados en la superficie corporal
de los carachis negro y amarillo, segin Ray & Bhunia (2010), mencionan que los
parametros extrinsecos e intrinsecos serian los factores que vendrian influyendo en el
crecimiento bacteriano, entre ellos se mencionan al pH, la temperatura y la actividad agua.
El pH y la temperatura serian factores que alterarian la fisiologia de proteinas y las
enzimas bacterianas, logrando desestabilizar las estructuras internas de las bacterias,
asimismo la humedad (actividad agua) que posee el pescado fresco evaluado en la
investigacion es fundamental para el metabolismo bacterianos ya que todo proceso
bioguimico se lleva a cabo en un ambiente acuoso y la frescura e hidratacion del carachi

llegaria a inducir a la descomposicion bacteriana.

Al igual que Escherichia coli, Staphylococcus aureus fue aislado en todas las

muestras de superficie corporal de los carachis negro y amarillo, a pesar de que la ciudad

63

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

de Puno se caracteriza por poseer un clima seco y frigido, la persistencia bacteriana se
deberia a que es una bacteria mesofila anaerobia facultativa, crece en rangos amplios de
pH y de actividad agua, inclusive a temperaturas de congelacion y descongelacién, por
otro lado, toleran a la salinidad y son inactivadas a 66 °C por un lapso de 12 minutos o
60 °C entre 78 y 83 minutos (Ray & Bhunia, 2010; Jay et al., 2005). In situ se ha
observado que el expendio de carachis negro y amarillo se realiza mediante la
manipulacion por parte de los expendedores en el mercado Union - Dignidad, donde las
manos se constituirian en la principal fuente de contaminacion bacteriana en razon de que
Staphylococcus aureus habita diferentes partes del cuerpo humano. Al respecto Food Info
(2012), corrobora lo mencionado anteriormente al afirmar que se ubica en la piel, la
garganta y las fosas nasales de los animales y de las personas, siendo la totalidad de los
seres humanos portadores de Staphylococcus aureus a lo largo de su vida, en ese sentido
las manos de los expendedores tanto pescadores, intermediarios y vendedores en los
mercados tendrian una alta probabilidad de contaminar a los productos hidrobiolégicos,
no solo por los sefiores operarios, expendedores, sino también por los clientes quienes

tocan los carachis para determinar manualmente la frescura o huelen los alimentos.

Los valores de los recuentos de Staphylococcus aureus encontrados en muestras
de carachi en la investigacion se debe probablemente a que estas bacterias poseen la
capacidad de multiplicarse muy rapidamente originando gran nimero de colonias sin que
el producto hidrobiologico manifieste descomposicion. Otra fuente importante de
Staphylococcus aureus, serian las personas que presentan infecciones en la piel,
generalmente causadas por Staphylococcus aureus y que posteriormente podria traer
problemas en la salud publica al consumir alimentos preparados inadecuadamente o

conservados a temperaturas no idoneas (Kérouanton et al., 2007), tal como sucedio en
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Colombia en el afio 2009, en 899 brotes de enfermedades transmitidas por alimentos, el
56% fue originado por agentes bacterianos, de ellos el 18.4% fueron causados por
Staphylococcus coagulasa positiva, mayormente aislados desde los alimentos, las

muestras bioldgicas y las superficies de venta (SIVIGILA, 2013).

Luego de realizar la discusion de los resultados, Staphylococcus aureus es parte
de la microbiota normal de la superficie corporal y las mucosas de las fosas nasales, esta
seria la principal razén por la que los recuentos bacterianos superan la norma legal de
productos hidrobiologicos ya que estos los carachis por el tamafio que poseen son
expendidos contando los individuos y son manipulados por los vendedores mediante
guantes poco higiénicos o manos no desinfectadas adecuadamente, por lo que se
recomendarian que los vendedores deben constantemente lavarse las manos para lograr
recuentos minimos, ya que los consumidores estarian propensos a multiples patologias

digestivas.

4.2 SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA DE Escherichia coli Y Staphylococcus
aureus AISLADOS DE LA SUPERFICIE EPITELIAL EN CARACHIS

NEGRO Y AMARILLO

4.2.1 Susceptibilidad de Escherichia coli aislados de la superficie epitelial en carachi

negro

En la Tabla 7 se visualizan las mediciones de los diametros de halos originados
por Escherichia coli aislados del carachi negro frente a seis antibidticos. De los 25
aislamientos bacterianos, frente a ampicilina (AMP) el 100% (25) fueron sensibles.
Frente a cefotaxima (CEF) el 96% (24) resultaron sensibles y el 4% (1) presentaron

respuesta intermedia y ninguna cepa (0%) fue resistente al antibidtico. Asimismo, ante
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acido clavulanico - amoxicilina (AC+AMO), el 16% (4) resultaron sensibles, el 76% (19)
exhibieron respuesta intermedia y el 8% (2) presentaron resistencia al antibidtico. Por
otra parte, ante gentamicina (GEN), el 100% (25) resultaron sensibles. De similar forma,
ante acido nalidixico (AN), el 92% (23) resultaron sensibles, el 8% (2) fueron de respuesta
intermedia y ninguna fue resistente al antibidtico. Y ante trimetoprim — sulfametoxazol

(TS), el 100% (25) fueron sensibles al antibiotico.

Tabla 7. Diametros de halos de inhibicion (mm) y respuestas de susceptibilidad

antibidtica de Escherichia coli aisladas de la superficie corporal de carachi negro.

Discos de antibidticos

Aislamiento AMO +
Escherichia coli AMP CEF AC GEN AN TS
DH RA DH RA DH RA DH RA DH RA DH RA
A-1 182 S 220 I 141 I | 245 S 224 S 196 S
A-2 185 S 302 S 156 | 237 S 235 S 307 S
A-3 212 S 358 S 153 | | 199 S 193 S 265 S
A-4 215 S 304 S 148 | 216 S 218 S 247 S
A-5 25 S 334 S 167 | | 198 S 204 S 228 S
A-6 195 S 324 S 171 | 248 S 258 S 269 S
A-7 186 S 296 S 171 | 238 S 227 S 310 S
A-8 2100 S 357 S 158 | 188 S 184 | | 268 S
A-9 210 S 330 S 142 | I 169 S 185 I 214 S
A-10 204 S 332 S 147 I 221 S 192 S 258 S
A-11 200 S 335 S 194 S 241 S 208 S 325 S
A-12 179 S 298 S 153 | | 241 S 243 S 299 S
A-13 208 S 362 S 149 | | 178 S 216 S 259 S
A-14 2105, S 350 S 182 S 197 S 217 S 236 S
A-15 227 S 354 S 155 | 186 S 208 S 231 S
A-16 178 S 272 S 163 | | 222 S 21 S 310 S
A-17 174 S 305 S 168 | 235 S 254 S 304 S
A-18 199 S 347 S 185 S 201 S 212 S 248 S
A-19 181 S 2907 S 173 I 216 S 238 S 289 S
A-20 183 S 307 S 181 S 225 S 249 S 292 S
A-21 176 s 322 s 137 R 230 S 261 S 293 S
A-22 184 s 318 s 120 PR 238 S 239 S 306 S
A-23 192 S 360 S 170 I 206 S 200 S 289 S
A-24 203 S 332 S 157 | | 222 S 247 S 296 S
A-25 25 S 326 S 178 | 189 S 212 S 223 S
Frecuencia (%) S=25(100) S=24(%) S=4(16) S=25(100) S=23(92) S=25(100)
1=0(0) I=1(4) 1=19(76)  1=0(0) 1=2(8) 1=0(0)

R=0(0) R=0(0) R=2(8) R=0(0) R=0(0) R=0(0)
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Diametros de halos S: <13 S: <14 S: <13 S: <12 S: <10 S: <10
de inhibicién I: 14-16 |: 15-22 l: 14-17 |: 13-14 I1: 11-15 1: 11-15
(INS, 2002) R:>17 R: >23 R:>18 R:>15 R:>16 R:>16

Donde: A = aislamiento; AMP = ampicilina; CEF = cefotaxima; AMO + AC =
amoxicilina + acido clavulanico; GEN = gentamicina; AN = &cido nalidixico; TS =
trimetoprim sulfametoxazol; DH = diametro de halo promedio de 3 repeticiones; RA =
respuesta antibidtica; S = sensible; | = intermedio; R = resistente.

Entre los resultados de la presente investigacion, se obtuvo que el 8% (2) de
aislamientos de Escherichia coli fueron resistentes a amoxicilina - &cido clavulanico,
asimismo en su gran mayoria (76%) presentaron respuesta intermedia. Estos resultados
fueron diferentes a los obtenidos por Sanchez (2018), en Lima (Per0), quien al evaluar la
resistencia antibiotica de Escherichia coli aisladas de productos hidrobioldgicos, registrd
que el 31.3% de los aislamientos fueron resistentes a cido nalidixico y en la investigacion
se obtuvo 0% de resistencia al mismo antibi6tico, por otro lado el antecedente revisado
el 15.6% de cepas fue resistente a sulfatrimetropim y en el presente estudio se obtuvo 0%
de resistencia al antibiotico trimetoprim sulfametoxazol. La resistencia a un antibidtico
se origina debido a la diseminacion de bacterias resistentes a los antibioticos y que a través
de la conjugacion bacteriana de la misma o diferente especie pueden intercambiar genes
de resistencia codificados en los plasmidos (Huycke et al., 1998; Kiihn et al., 2000). Por
otro lado, Da Costa et al., (2015), manifiestan que la transferencia génica es facilitada en
la mayoria de los patdgenos entéricos que comparten genes de resistencia a

antimicrobianos.

La resistencia a amoxicilina - acido clavulanico en las cepas 21y 22, se deberia a
que presentaria determinantes genéticos de tolerancia a los antibidticos, tal como los
afirmé Romero (2017), quien en Jaén (Espafia), aislé bacterias de los géneros

Pseudomonas, Acinetobacter, Aeromonas, Shewanella, Proteus y Listeria, los cuales
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presentaron determinantes de resistencia a antibioticos como sull, sul2, blaTEM,
blaCTX-M, blaPSE, blaIMP, blaNDM-1, floR, aadAl y aac (6°)-lb. Por otro lado,
Gazquez (2020), en Jaén (Espafia), confirma que el pescado es un pilar basico de la
alimentacion por sus propiedades nutricionales, y que a pesar de que las bacterias
mesofilas totales estan entre los limites establecidos por la FAO y por el Reglamento (CE)
N° 2073/2005 de Espafia, en bacaladilla los recuentos bacterianos sobrepasaron y y
presentaron resistencia a los antibidticos, con cepas resistentes y multirresistentes que

iban entre el 100% y 70%, respectivamente.

Escherichia coli aisladas en la superficie corporal de carachis negro y amarillo
casi todas fueron sensibles a los antibidticos expuestos, un mayor porcentaje presento
respuesta intermedia a amoxicilina - acido clavulanico y tan solo dos aislamientos
resultaron resistentes al mismo antibiotico. Estas bacterias probablemente posean la
capacidad de resistencia debido a que recibieron la transferencia de determinantes
geneéticos a partir de otras bacterias mediante procesos de conjugacion bacteriana, por lo
que existe la necesidad futura de estudiar genes de resistencia a los antibidticos en las

bacterias superficiales del pescado.

4.2.2 Susceptibilidad de Escherichia coli aislados de la superficie epitelial en carachi

amarillo

En la Tabla 8 se presentan los resultados obtenidos de los didmetros de halos
originados por Escherichia coli aisladas de carachi amarillo frente a seis antibidticos. De
los 25 aislamientos bacterianos frente a ampicilina (AMP) el 64% (16) resultaron
sensibles, el 12% (3) presentaron respuesta intermedia y el 24% (6) fueron resistentes al
antibidtico. Por otro lado, frente a cefotaxima (CEF) el 60% (15) resultaron sensibles, el

40% (10) presentaron respuesta intermedia y ningan aislamiento (0%) fue resistente al
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antibidtico. Asimismo, ante acido clavulanico - amoxicilina (AC+AMO), el 16% (4)
resultaron sensibles, el 24% (6) exhibieron respuesta intermedia y el 60% (15) fueron
resistentes al antibiotico. Por otra parte, ante gentamicina (GEN), el 92% (23) resultaron
sensibles, el 8% (2) manifestaron respuesta intermedia y ningun aislamiento (0%) fue
resistente al antibiotico. De similar forma, ante acido nalidixico (AN), el 68% (17)
resultaron sensibles, el 8% (2) exhibieron respuesta intermedia y el 24% (6) fueron
resistentes al antibidtico. Y frente a trimetoprim — sulfametoxazol (TS), el 100% (25)

resultaron ser sensibles al antibiotico.

Escherichia coli aisladas desde carachis amarillos presentaron mayores
frecuencias de resistencia a amoxicilina - acido clavulanico (60%) y frente a ampicilina
y acido nalidixico (24%), estos resultados fueron inferiores a los reportados por Sdnchez
(2018), en Lima (Peru), que al evaluar productos hidrobioldgicos, encontraron a
Escherichia coli con el 40.6% de resistencia a ampicilina y 31.3% a acido nalidixico, e
incluso reportdé que el 15.6% de las cepas aisladas resultaron resistentes a
sulfatrimetropim y en la presente investigacion todos los aislamientos bacterianos fueron
sensibles a este Ultimo antibidtico. Otro detalle reportado por este autor es que los
porcentajes de resistencia en Escherichia coli varian segin los mercados donde se
recolectaron las muestras, lo cual tendria sentido con la investigacion, en razon de que
los habitats de los carachis negro y amarillo son variables y vendria originando las
diferencias de resistencia a los antibioticos entre bacterias aisladas y carachis muestreados
en diferentes zonas del lago Titicaca. De forma similar se asume que las bacterias puedan
poseer genes de resistencia a los antibidticos, tal como cita Romero (2017), en Jaén

(Espana), al haber encontrado genes de resistencia a los antibioticos en bacterias, entre
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ellas a los genes sull, sul2, blaTEM, blaCTX-M, blaPSE, blaIMP, blaNDM-1, floR,

aadAly aac (6')-1b.

Tabla 8. Diametros de halos de inhibicion (mm) y respuestas de susceptibilidad

antibidtica de Escherichia coli aisladas de la superficie corporal de carachi amarillo.

Discos de antibidticos
Aislamiento AMO +

Escherichia coli AMP CEF AC GEN AN s
DH RA DH RA DH RA DH RA DH RA DH RA
A-1 144 1 182 [ 1 124 175 S 120 306 S
A-2 159 1 178 | I 133 169 S 104 296 S
A-3 169 1 | 318 S 115 182 S 213 S 289 S
A-4 238 S 326 S 108 188 S 197 S 286 S
A-5 214 S 286 S 138 165 S 205 S 291 S
A-6 7.9 168 | I 134 260 S 202 S 250 S
A-7 133 194 1 98 157 s o7 IR 287 S
A-8 175 S 327 S 126 210 S 208 S 292 S
A-9 179 S 323 S 140 | I 170 S 174 I 298 S
A-10 222 S 308 S 146 | 1 185 S 210 S 297 S
A-11 238 S 197 | I 85 142 | 1 151 1 259 s
A-12 105 RN 186 | I 105 162 s 109 [RM 284 s
A-13 188 S 335 S 128 185 S 197 S 217 S
A-14 203 S 376 S 163 | | 216 S 260 S 370 S
A-15 257 s 321 s 124 JORMM 181 S 205 S 282 S
A-16 218 S 149 | I 174 | | 232 S 199 S 313 S
A-17 os RN 155 1 112 153 S 123 250 S
A-18 204 S 315 S 119 208 S 95 215 S
A-19 200 S 313 S 184 S 187 S 220 S 320 S
A-20 282 S 330 S 175 I 213 S 209 S 345 S
A-21 8.3 2206 | I 196 S 174 S 192 S 244 S
A-22 8.5 173 | 1 130 BRI 149 [ 1 211 s 272 s
A-23 220 S 340 S 141 | I 191 S 218 S 293 S
A-24 216 S 324 S 185 S 196 S 209 S 283 S
A-25 234 S 339 S 189 S 217 S 198 S 335 S
Frecuencia (%) S=16(64) S=15(60) S=4(16) S=23(92) S=17(68) S=25(100)
1=3(12) 1=10(40) 1=6(4)  1=2(8) 1=2(@8)  1=0(0)
R=6(24) R=0(0) R=15(60) R=0(0) R=6(4) R=0(0)
Diametros de halos  S: <13 S: <14 s: <13 s <12 5: <10 S:<10
de inhibicién 11416 1:15-22 I: 14-17 :13-14 111115 1:11-15
(INS, 2002) R: >17 R: >23 R: >18 R: >15 R:>16 R: 216

Donde: A = aislamiento; AMP = ampicilina; CEF = cefotaxima; AMO + AC =
amoxicilina + acido clavulanico; GEN = gentamicina; AN = &cido nalidixico; TS =
trimetoprim sulfametoxazol; DH = diametro de halo promedio de 3 repeticiones; RA =

respuesta antibidtica; S = sensible; | = intermedio; R = resistente.
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La presencia de Escherichia coli resistente a la ampicilina fue también reportada
por Flores (2017), quien menciona que el 39% de las cepas aisladas de productos carnicos
presentaron resistencia a la ampicilina, los cuales fueron superiores a los reportados en
ésta investigacion, segun Moreno et al., (2018), confirman que algunas cepas de
Escherichia coli que poseen resistencia a los antibidticos seria a causa de los genes
blaTEM, CTX-M-1, mecA y clones como Tn5405-like, de similar forma Reyes et al.,
(2013), manifiestan que la resistencia a gentamicina, amikacina y cefalotina en
Escherichia coli O157:H7 aislada de productos carnicos, se deberia a que son portadoras

de genes eae, stx1 y stx2.

Las resistencia a la amoxicilina en aislamientos de Escherichia coli se deberia a
que poseen un mecanismo de hidrolisis enzimatica frente a enzimas beta — lactamasas
como lablaTEM y blaSHV que son penicilinasas, hidrolizando el enlace amida del nicleo
beta — lactamico, las cuales son inhibidas por el acido clavulanico (Bush & Jacoby, 2009),
pero en la presente investigacion Escherichia coli fue resistente a amoxicilina - acido
clavulanico, indicando que dichas bacterias poseerian probablemente un mecanismo
adicional para neutralizar al acido clavulanico. Adicionalmente, Sabate & Guillem
(2002), mencionan que Escherichia coli resistentes a los antibidticos, poseen integrones
que son piezas genéticas que expresan resistencia antibidtica y lo conforman elementos
de insercion de genes exdgenos, como la integrasa (intl), en el extremo 3" y una secuencia

promotora (Pc) donde se transcriben los genes integrados.

Ante este punto, la OMS (2001), refiere que la resistencia bacteriana a los
antibioticos es un fenémeno natural a causa de las mutaciones, la transferencia
horizontalmente via conjugacion bacteriana, originandose una correlacion entre el uso de

antibidticos y la resistencia bacteriana, esta seria la razon de la variabilidad de respuestas
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a los antibidticos encontrados en los 25 aislamientos de Escherichia coli, ya que la
mayoria de los carachis amarillos procederian de zonas contaminadas por aguas
residuales, que vendrian originando la transferencia de genes de resistencia a los
antibidticos entre bacterias, mientras que otros especimenes de carachi procederian de
zonas poco contaminadas presentando bacterias en su superficie corporal sensibles a los

antibioticos.

Por lo tanto, luego de realizar el andlisis de la resistencia antibidtica de
Escherichia coli aislada desde carachis amarillos, se afirma que la genética bacteriana es
muy importante en la resistencia a los antibioticos, ya que las bacterias expresarian la
sintesis de enzimas que repeleran el efecto antibiotico, asimismo las respuestas
bacterianas variaran segun la procedencia del lugar de pesca de los especimenes de
carachi, como también de las bacterias portadores de las personas que manipularon al

pescado.

4.2.3 Susceptibilidad de Staphylococcus aureus aislados de la superficie epitelial en

carachi negro

En la Tabla 9 se presentan los resultados obtenidos de los didmetros de halos
originados por Staphylococcus aureus aislados de carachi negro frente a cinco
antibioticos. De los 25 aislamientos bacterianos frente a gentamicina (GEN) el 100% (25)
resultaron sensibles. Por otro lado, frente a tetraciclina (TET) el 44% (11) resultaron
sensibles, el 48% (12) presentaron respuesta intermedia y el 8% (2) fueron resistentes al
antibiotico. Asimismo, ante penicilina (PEN), el 20% (5) resultaron sensibles, ninguna
exhibio respuesta intermediay el 80% (20) fueron resistentes al antibiotico. Por otra parte,

ante nitrofurantoina (NIT), el 56% (14) resultaron sensibles, 20% (5) manifestaron
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respuesta intermedia y el 24% (6) fueron resistentes al antibiotico. De similar forma, ante

ciprofloxacina (CIP), el 100% (25) resultaron sensibles al antibidtico.

Tabla 9. Diametros de halos de inhibicion (mm) y respuestas de susceptibilidad

antibidtica de Staphylococcus aureus aisladas de la superficie corporal de carachi negro.

Aislamiento Discos de antibidticos (n=3)
Staphylococcus GEN TET PEN NIT CIP
aureus DH RA DH RA DH RA DH RA DH RA

A-1 2715 s 169 | I 218 165 | I 382 S
A-2 259 S 169 | I | 197 235 S 368 S
A-3 206 S 294 S 316 210 S 291 S
A-4 225 s 173 | 1 244 JORMM 179 S 326 S
A-5 205 s 194 S 289 S 158 | 1 267 S
A-6 306 S 217 S 258 257 S 396 S
A-7 252 S 162 | I | 199 106 IR 289 S
A-8 206 S 298 S 214 217 S 300 S
A-9 223 S 194 S 230 133 IR 306 s
A-10 219 S 198 | I 249 157 | I 269 S
A-11 275 S 324 S 364 S 237 S 384 S
A-12 274 s 205 S 310 S 174 S 366 S
A-13 226 S 258 S 315 S 176 S 284 S
A-14 230 s 204 s 282 IR 21 S 226 S
A-15 230 S 187 | I 291 S 184 S 289 S
A-16 263 S 173 | 1 200 198 S 388 S
A-17 265 S 183 | I | 205 116 395 S
A-18 204 S 206 S 205 119 303 S
A-19 226 s 158 | I 217 185 S 266 S
A - 20 209 S 193 S 285 196 S 293 S
A-21 206 S 160 | I | 179 108 RN 284 s
A-22 261 s 194 RN 213 165 1 374 S
A-23 328 S 166 _ | 163 122 R 2902 s
A-24 163 s 102 RN 184 182 S 370 S
A- 25 218 s 172 | 1 270 165 | I 302 S
Frecuencia (%) S =25 (100) S=11(44) S=5(20) S=14(56) S=25(0)
1=0(0) | = 12 (48) 1=0(0) 1=5(0) 1=0(0)
R=0(0) R=2(8) R=20(80) R=6(4) R=0(0)

Diametros de halos S:<12 S:<14 S: <28 S:<14 S: <15
de inhibici6n I:13-14 I: 15-218 I: - I: 15-16 I: 16-20

(INS, 2002) R:>15 R:>19 R: 29 R:>17 R: >21

Donde: A =aislamiento; GEN = gentamicina; TET = tetraciclina; PEN = penicilina; NIT
= nitrofurantoina; CIP = ciprofloxacina; DH = didmetro de halo promedio de 3

repeticiones; RA = respuesta antibiotica; S = sensible; | = intermedio; R = resistente.
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Los resultados obtenidos en la investigacion con el aislamiento de Staphylococcus
aureus en todas las muestras de pescado, fueron similares a los obtenidos por Puig et al.,
(2019), quienes en Cuba aislaron a partir de muestras de pescado a cepas de
Staphylococcus resistentes a tetraciclina, cloranfenicol y eritromicina, aunado a bacterias
resistentes de los géneros Salmonella, Escherichia coli y Staphylococcus presentes como
contaminantes. Ante este punto, Frost et al., (2005), manifiesta que toda resistencia
bacteriana es una propiedad intrinseca, es decir que se inicia en una mutacion o es
mediada por los plasmidos sea por autorreplicacién o el ADN extracromosémico o bien
mediante los transposones pudiendo ser cromosémico o integrado en plasmidos o ADN
transmisibles; por otro lado, la resistencia natural tendria su causa en factores como la
ausencia del sitio diana, presencia de una zona diana insensible al antibiético o debido a

la impermeabilidad del antibiotico a la célula.

Segun De Lencastre et al., (1994), las cepas de Staphylococcus aureus podrian
tener hasta tres mecanismos de resistencia a los B -lactamicos, como son las biosintesis
de B - lactamasas, la resistencia por proteinas fijadoras de penicilina modificadas
(resistencia a la meticilina) y los fendbmenos de tolerancia, donde la resistencia a
meticilina se debe a la produccion de una nueva proteina PBP (PBP2a 6 PBP2") de 78
kDa que posee una baja afinidad por la meticilina y los  -lactamicos y su determinante
genético es de naturaleza cromosomica (gen mec) el cual posee loci distintos, que
expresarian a la PBP2a y el mecR seria el gen regulador, este mecanismo seria la causa

de la resistencia a la penicilina.

Si la cepa de Staphylococcus aureus es resistente a la meticilina, también implica
resistencia a los betalactdmicos, como las penicilinas y el inhibidor de betalactamasas,

cefalosporinas (con excepcion de las cefalosporinas ceftobiprole y ceftarolina),
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monobactamas y carbapenemas (con excepcion de razupenem), como se manifestd
anteriormente todo estaba mediada por el gen mecA siendo muy compleja y puede ser
afectada por factores como la temperatura, la osmolaridad, el pH, la presencia de
secuencias cromosémicas reguladoras y genes cromosomicos no relacionados (Ardanuy

etal., 2011).

La presencia de Staphylococcus aureus en los productos hidrobiolégicos muy
consumidos por la poblacion como son los carachis con resistencia a los antibioticos, es
de mucha preocupacion en la salud publica en razon de que genera altas
morbimortalidades induciendo a la elevacion en los costos de atencion médica, en tal
sentido es considerado como un problema mundial. En el Peru existen muchos reportes
donde algunas cepas bacterianas son resistentes a los antibioticos, lo cual es corroborado
por Garcia (2012), quien manifiesta que en los paises en vias de desarrollo se presentan
los mayores niveles de resistencia bacteriana que en paises desarrollados, pero a pesar de
que es un problema global, las consecuencias son mayores en paises con bajas economias.
A su vez Hawkers (2008), afirma que la determinacion de la resistencia antibidtica se
convirtio en una prioridad de salud publica a nivel internacional y su difusion es muy

rapida a comparacion de descubrir nuevos antibioticos.

En la investigacion el 32% de los aislamientos bacterianos de Staphylococcus
aureus fueron resistentes a dos antibidticos a la vez de tal manera que serian denominados
multidrogoresistentes, ante ello se manifiesta que es comun encontrar aislamientos
bacterianos en el ambito clinico asi como en el ambiente, los cuales poseen diversos
niveles de resistencia como los multidrogorresistentes cuando son resistentes a 2 0 méas
antibioticos, extremadamente resistentes cuando son resistentes a 3 0 mas antibioticos y

panresistentes cuando son intratables con antibidticos, incluyendo terapias combinadas,
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donde el uso indiscriminado de antibioticos contribuy6 a generar la resistencia, tal como
lo menciona Rocha et al., (2015). La resistencia a dos antibidticos en algunas bacterias
aisladas de Staphylococcus aureus estaria presente en la superficie corporal de carachi
debido a que poseen mas de un mecanismo de resistencia y a la facilidad de ser
transmitido en forma horizontal a bacterias de la misma o diferente especie (Moreno,

2009).

De todo lo analizado los aislamientos bacterianos de Staphylococcus aureus del
carachi negro poseen resistencia a tres antibioticos (tetraciclinas, penicilinas y
nitrofurantoina), algunas bacterias fueron sensibles a todos los antibioticos expuestos, por
lo que nos ayuda a deducir la gran variabilidad de la resistencia de los aislamientos
bacterianos establecidos en la superficie corporal que se deberia a las caracteristicas de la
zona de captura correlacionado con la calidad fisicoquimica y bacterioldgica del agua y
las buenas préacticas de higiene de los manipuladores y sus en el transporte y la venta del

pescado en el mercado Union - Dignidad.

4.2.4 Susceptibilidad de Staphylococcus aureus aislados de la superficie epitelial en

carachi amarillo

En la Tabla 10 se presentan los resultados obtenidos de los didmetros de halos
originados por Staphylococcus aureus aislados de carachi amarillo frente a cinco
antibioticos. De las 25 bacterias aisladas, frente a gentamicina (GEN) el 100% (25)
resultaron sensibles. Por otro lado, frente a tetraciclina (TET) el 48% (12) resultaron
sensibles, el 52% (13) presentaron respuesta intermedia y ninguna cepa (0%) fue
resistente al antibidtico. Asimismo, ante penicilina (PEN), el 28% (7) resultaron
sensibles, ninguna exhibid respuesta intermedia y el 72% (18) fueron resistentes al

antibidtico. Por otra parte, ante nitrofurantoina (NIT), el 80% (20) resultaron sensibles, el
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8% (2) manifestaron respuesta intermedia y el 12% (3) fueron resistentes al antibiético.

Y ante la ciprofloxacina (CIP), el 100% (25) resultaron sensibles al antibiético.

Tabla 10. Didmetros de halos de inhibicién (mm) y respuestas de susceptibilidad

antibidtica de Staphylococcus aureus aisladas de la superficie corporal de carachi

amarillo.
Aislamiento Discos de antibidticos (n=3)
Staphylococcus GEN TET PEN NIT CIP
aureus DH RA DH RA DH RA DH RA DH RA
A-1 255 S 244 S 222 208 S 342 S
A-2 248 S 214 S 202 184 S 303 S
A-3 298 S 189 | I  26.0 197 S 314 S
A-4 211 S 159 I 302 S 217 S 271 S
A-5 202 S 175 | I 313 S 185 S 304 S
A-6 214 S 235 S 268 172 S 280 S
A-7 232 S 194 S 223 195 S 2710 S
A-8 326 S 152 | | 184 181 S 278 S
A-9 216 S 157 I 354 S 215 S 286 S
A-10 200 S 153 | I 297 S 179 S 321 S
A-11 242 S 302 S 272 207 S 375 S
A-12 256 S 237 S 196 189 S 355 S
A-13 209 S 209 S 226 200 S 254 S
A-14 173 s 183 | 1 208 RN 137 RN 253 S
A-15 195 S 178 | I 295 S 183 S 297 S
A-16 246 S 211 S 216 211 S 410 S
A-17 253 S 212 S 209 185 S 299 S
A-18 235 S 278 S 283 190 S 290 S
A-19 163 S 205 S 217 143 IR 289 s
A-20 179 S 157 I 306 S 164 | 278 S
A-21 212 S 183 | I 140 173 S 386 S
A-22 225 S 220 S 187 178 S 377 S
A-23 234 S 177 1 299 S 162 | 301 S
A-24 156 S 189 | I 150 . 115 IR 266 S
A-25 187 S 180 | I 259 198 S 300 S
Frecuencia S=25(100) S=12(48) S=7(28) S=20(80) S=25(100)

(Porcentaje) 1=0(0) 1=13(52) 1=0(0) 1=2(8) 1=0(0)
R=0(0) R=0(0) R=18(72) R=3(12) R=0(0)

Diametros de halos S: <12 S: <14 S: <28 S: <14 S: <15
de inhibicién I:13-14 I: 15-218 I:-- I: 15-16 I: 16-20

(INS, 2002) R: >15 R: >19 R: >29 R:>17 R: >21

Donde: A =aislamiento; GEN = gentamicina; TET = tetraciclina; PEN = penicilina; NIT
= nitrofurantoina; CIP = ciprofloxacina; DH = didmetro de halo promedio de 3

repeticiones; RA = respuesta antibidtica; S = sensible; | = intermedio; R = resistente.
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En la Tabla 10 se aprecia que en los aislamientos de Staphylococcus aureus, el
mayor porcentaje se determind ser resistentes a penicilina y en menor grado a
nitrofurantoina, estos resultados fueron proximos a los reportados por Da Costa (2018),
quien menciona la incidencia y perfil de resistencia de Staphylococcus aureus, siendo
resistentes a los antibidticos penicilina en un 100%. La presencia de esta bacteria en la
superficie corporal de los carachis, se podria atribuir a la contaminacion del pescado, a
los factores ambientales de los habitats acuaticos que vienen siendo contaminadas por
aguas residuales, la otra causa seria que es parte de la microbiota de peces permanentes y
transitorios, donde Staphylococcus se presenta como comensal o bien como un
contaminante ambiental, siendo muy dificil determinar su origen; a pesar de ellos
demostraron que en Cuprinus carpio y en Sirlus glanis la bacteria se localiza de forma
comun en la piel, los intestinos, el higado y los masculos, pero la alta prevalencia de
Staphylococcus spp tal como fue reportada en la investigacion es un indicador de practicas
no higiénicas tanto en el ambiente acuatico y en los procesos de post - pesca,

comercializacion y manejo del pescado, tal como lo afirma Ali (2014).

En la presente investigacion Staphylococcus aureus presentd respuesta resistente
al antibidtico penicilina en casi todas las muestras de carachi (72%), estos resultados
fueron similares a los obtenidos por San Martin et al., (2002), quienes reportaron
Staphylococcus aureus resistentes a penicilina, ampicilina, amoxicilina, estreptomicina 'y
lincomicina, ademas, Cortez (2017), donde en productos carnicos de supermercados de
Miraflores (Lima), registrd cepas de Staphylococcus resistentes a meticilina en el 13.64%.
Pero fueron diferentes a los reportados por Cardona et al., (2013), quienes aislaron

Staphylococcus aureus resistentes a la gentamicina y trimetoprim — sulfametoxazol,
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mientras que en la presente investigacion todas las cepas fueron sensibles a dichos

antibioticos.

La respuesta resistente a penicilina y nitrofurantoina de Staphylococcus aureus se
fundamentaria en su estructura genética gracias a la presencia del gen mecA, que expresa
la sintesis de la proteina ligadora de penicilina (CDC, 2018), a parte del gen mecA,
Staphylococcus aureus poseen otros mecanismos de resistencia como la presion selectiva
originada por los tratamientos antimicrobianos, y la transmisién se acumula y disemina
por medio de los plasmidos, las secuencias de insercion (integrones) y los
transposones (Velasquez, 2005). Por otro lado, la resistencia bacteriana se basa en la
produccion de enzimas como las B — lactamasas o penicilinasas (resistencia intrinseca) y

la mutacion de las proteinas de union a las penicilinas debido al gen mecA (Gil, 2000).

El aislamiento de Staphylococcus aureus en un producto hidrobioldgico
comestible como los carachis, no deberian poseer en su superficie bacterias resistentes a
los antibidticos, debido a que este microorganismo es muy patdgeno y oportunista en
pacientes hospitalizados, y requiere de un analisis y vigilancia especial en razén de que
las cepas resistentes pueden originar morbilidad y mortalidad en pacientes de casos
ambulatorios tal como lo afirma Reyes et al., (2007). La resistencia a la penicilina y la
nitrofurantoina reportadas en la presente investigacion, concuerda con la elevada
resistencia a oxacilina y otros antibiéticos de forma simultanea, trayendo como
consecuencia la disminucion de las opciones terapéuticas y casos de mortalidad

especificamente en pacientes criticos (Rankin, 2005).

Luego de analizar los resultados de la investigacion, los aislamientos de
Staphylococcus aureus que se realizaron de la superficie corporal de los carachis

amarillos, poseen respuesta variable frente a los antibidticos, pero ninguno fue sensible a
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todos los antibioticos expuestos, y que todas las cepas al menos poseen una respuesta
intermedia o resistente a un antibidtico (como en tres de los aislamientos, que son
resistentes a dos antibioticos). Como anteriormente se indico se deberia a la variabilidad
genética que poseen, el lugar de procedencia de las muestras de pescado y las formas de
manipulacion entre las zonas de pesca hasta llegar al mercado, ya que Staphylococcus
aureus coloniza la piel y las mucosas de los humanos y dichos lugares se vendria

desarrollando la transferencia horizontal de genes de resistencia.
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V. CONCLUSIONES

Los recuentos bacterianos en la superficie epitelial externa del carachi negro
(Orestias agassii) y carachi amarillo (Orestias luteus) superaron los limites maximos
permisibles en la NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01 (numeral XI.1) para
productos hidrobioldgicos crudos, Escherichia coli presenté recuentos promedios de
9.08 x 10* UFC/g en carachi negro y 15.48 x 10* UFC/g en carachi amarillo,
Staphylococcus aureus tuvo una cuantificacion promedio de 8.23 x 10* UFC/g en
carachi negro y 7.49 x 10* UFC/g en carachi amarillo, los conteos bacterianos
presentaron diferencia estadistica entre las especies de carachis y numeros de

muestreo (P<0.05).

Escherichia coli aisladas de carachi negro fue resistente en el 8% a amoxicilina +
acido clavulanico; intermedia en 4%, el 76% y el 8% a cefotaxima, gentamicina y
acido nalidixico, respectivamente, 100% fueron sensibles a ampicilina, gentamicina
y trimetoprim sulfametoxazol, el 96%, el 16% y 92% a cefotaxima, amoxicilina +
acido clavulanico y acido nalidixico, respectivamente; en cepas aisladas de carachi
amarillo, la resistencia se presentd en el 24%, el 60%, el 24% a ampicilina,
amoxicilina + &cido clavulanico y é&cido nalidixico, respectivamente; fueron
intermedias en el 12%, el 40%, el 24%, el 8% a ampicilina, cefotaxima, amoxicilina
+ &cido clavulanico, gentamicina y acido clavulanico, respectivamente y sensibles en
el 64%, el 60%, el 16%, el 92% , el 68% y el 100% a ampicilina, cefotaxima,
amoxicilina + &cido clavulanico, gentamicina, &cido clavulanico y trimetroprim

sulfametoxazol, respectivamente.
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- Staphylococcus aureus aisladas de carachi negro resultaron resistentes en el 8%, el
80%, el 24% a tetraciclina, penicilina y nitrofurantoina; intermedios en el 48% vy el
20% frente a tetraciclina y nitrofurantoina, respectivamente y sensibles en el 100%
frente a gentamicinay ciprofloxacina, el 44%, 20% y el 56% quienes fueron sensibles
a tetraciclina, penicilina y nitrofurantoina; en bacterias aisladas de carachi amarillo,
la resistencia se presentd en el 72% y el 12% a penicilina y nitrofurantoina;
intermedio en el 52%, el 8% a tetraciclina y nitrofurantoina; fueron 100% sensibles
a gentamicina y ciprofloxacina, mientras que el 48%, el 28% y el 80% a tetraciclina,

penicilina y nitrofurantoina, respectivamente.
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V1. RECOMENDACIONES

- A los estudiantes y profesionales investigadores realizar estudios de aislamientos
bacterianos y los pardmetros fisicoquimicos en muestras de agua donde se capturaron
los individuos de carachis para corroborar la presencia de bacterias patdgenas

aisladas en la superficie corporal y su resistencia a los antibiéticos.

- Alos estudiantes y profesionales investigadores realizar evaluaciones de la presencia
de genes de resistencia antibiotica en bacterias aisladas de la superficie corporal y de

los héabitats acuaticos de los peces nativos del Lago Titicaca.
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ANEXOS

Tabla 11. Andlisis de varianza y prueba de Tukey de los recuentos de Escherichia coli

segun nimero de muestreo en muestras de superficie corporal en carachis negro.

Variable N R? R2A] CV
RCTO. Escherichia coli 25 0.97 0.95 11.37

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 48533.52 8 6066.69 56.84 <0.0001
MUESTREO 48196.96 4 12049.24 112.88 <0.0001
REPETICION 336.56 4 84.14 0.79 0.5495
Error 1707.84 16 106.74
Total 50241.36 24

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=20,01871

Error: 106,7400 gl: 16

MUESTREO Medias n E.E.

Dos 3520 5 462 A

Cuatro 48.80 5 462 A

Tres 90.80 5 4.62 B

Uno 138.80 5 4.62 C
Cinco 140.60 5 4.62 C

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Tabla 12. Andlisis de varianza y prueba de Tukey de los recuentos de Escherichia coli

segun numero de muestreo en muestras de superficie corporal en carachis amarillo.

Variable N R2 RZA] CV
Escherichia coli 25 0.68 0.52 31.52

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 80871.12 8 10108.89 4.24 0.0067
MUESTREQ 113498.96 4 28374.74 103.59 <0.0001
REPETICION 2080.16 4 520.04 0.22 0.9243
Error 38106.24 16 2381.64
Total 118977.36 24
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=31,32260
Error: 273,9200 gl: 20
MUESTREO Mediasn E.E.
M3 65,80 5 740 A
M4 88,20 5 740 A
M2 168,00 5 7,40 B
M1 225,20 5 7,40 C
M5 227,00 5 7,40 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Tabla 13. Analisis de varianza y prueba de Tukey de los recuentos de Staphylococcus
aureus segn namero de muestreo en muestras de superficie corporal en carachis negro.

Variable N R2 R2ZA] CV
RCTO. Staphylococcus aureus 25 0.6 0.94 10.95

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo 33044.48 8 4130.56 50.88 <0.0001
MUESTREO 32952.64 4 8238.16 101.47 <0.0001
REPETICION 91.84 4 22.96 0.28  0.8848

Error 1298.96 16 81.18

Total 34343.44 24

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=15,78205
Error: 69,5400 gl: 20
MUESTREOSMediasn E.E.

M2 21,80 5 3,73 A

M4 67,40 5 3,73 B

M5 87,20 5 3,73 C

M3 107,80 5 3,73 D

M1 127,40 5 3,73 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla 14. Analisis de varianza y prueba de Tukey de los recuentos de Staphylococcus
aureus segin numero de muestreo en muestras de superficie corporal en carachis
amarillo.

Variable N R2 R2ZA] CV
RECUENTO 25 094 0.92 1219

F.V. SC o] CM F p-valor
Modelo 22721.68 8 2840.21 34.09 <0.0001
MUESTREO 22528.64 4 5632.16 67.60 <0.0001
REPETICION 193.04 4 48.26 0.58 0.6819
Error 1332.96 16 83.31

Total 24054.64 24

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=17.68565
Error: 83.3100 gl: 16
MUESTREOSMediasn E.E.

M3 28.40 5 408 A

M5 53.20 5 4.08 B

M2 83.20 5 4.08 C

M4 102.00 5 4.08 D
M1 107.60 5 4.08 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Figura 8. Preparacion del caldo triptona para luego su vertimiento en bolsas herméticas

para la agitacién con las muestras de carachi.

Figura 9. Muestras de carachi negro y amarillo en bolsas herméticas con caldo triptona

previo a su agitacion.
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Figura 10. Preparacién de caldo triptona en tubos para su posterior dilucion con las

muestras.

Figura 11. Inoculacion de la muestra liquida del lavado superficial de peces en diluciones
de los tubos de ensayo.

Figura 12. Preparacion de agar EMB y MS para el conteo de bacterias en placas.

realizado para las primeras repeticiones.
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Figura 14. Colonias de Escherichia coli y Staphylococcus aureus en agar EMB (eosin

metil blue) y MS (manitol salado).

Figura 15. Agar Baird Parker y su aditivo de yema de huevo - Telurito. especifico para

Staphylococcus aureus.
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Figura 16. Siembra de Staphylococcus aureus en placas Petry conteniendo agar Baird

Parker.

et vi

Figura 18. Preparacion de pruebas bioguimicas diferenciales para Escherichia coli.
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Figura 19. Pruebas bioguimicas para Escherichia coli y de catalasa para Staphylococcus

aureus.

Figura 20. Tincion de Gram de colonias bacterianas aisladas de carachi negro y carachi

amarillo.

Figura 21. Observacion al microscopio de Staphylococcus aureus (izquierda) y

Escherichia coli (derecha).
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Figura 22.

Figura 23. Disposicion de discos de sensibilidad en agar Mueller Hinton para

Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Figura 24. Medicion de los halos resultantes con un calibrador sobre una cartulina negra

para una correcta observacion.
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Figura 25. Antibiogramas de Staphylococcus aureus (placas de la parte superior) y de

Escherichia coli (placas de la parte inferior).
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[ Carachi negro / Carachi amarillo ]

A

Recuento Aislamiento Recuento Aislamiento
de E. coli de cepas de de S. aureus de cepas de
E. coli S. aureus
Método recuento Método Método recuento Método
en placa Kirby Bauer en placa Kirby Bauer
v
) < 4 Interpretacion Int tacic
Interpretacion Interpretacion nterpretacion
segtin NTS N° segln INS segun NTS N° seguin INS
071- (2002) 071- (2002)
MINSA/DIGES
MINSA/DIGES
[ Resultados, discusion y conclusiones ]

Figura 26. Diagrama de flujo de la metodologia.
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