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To evaluate the antimicrobial susceptibility of Enterobacteriaceae
isolated from handmade refreshments at street outlets, Chiclayo 2024

Abstract

Objective: To evaluate the antimicrobial susceptibility of enterobacteriaceae isolated from
handmade refreshments at street outlets, Chiclayo 2024. Methods: Prospective descriptive
and cross-sectional study of 80 handmade refreshments, which were processed according to
the recommendations of the International Commission on Microbiological Specifications for
Foods (ICMSF) and ISO 21518.The CLSI M100 2023 was used for susceptibility. Results: The most
common handmade refreshments were barley, passion fruit and purple corn drink, where Klebsiella
pneumoniae and Enterobacter cloacae predominated with 36.2 % and 28.8 %. The isolates of K.
pneumoniae and E. aerogenes were pansensitive. While other bacteria showed intermediate
susceptibility and resistance to at least one antibiotic. Conclusions: The handerafted drinks
evaluated were contaminated with enterobacteria in 81.2%; also, the bacterial isolates showed
high sensitivity to the antibiotics tested.
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Susceptibilidad antimicrobiana de enterobacterias aisladas de refrescos artesanales de expendio ambulatorio, Chiclayo 2024

INTRODUCCION:

La Organizacion Mundial de la Salud ha estimado que 600
millones de personas enferman al consumir alimentos
contaminados con bacterias, virus y parasitos, y que 420 000
mueren por esta causa al afo. El riesgo se incrementa cuando
las bacterias patégenas son resistentes y se transmiten por el
suministro de alimentos . Estos problemas amenazan la salud
y el bienestar econémico, incluido el comercio internacional.
Razén por la cual el enfoque Una Salud nos recuerdan la
importancia de la contencion al reconocer que la salud de
los humanos, animales, plantas y el medio ambiente estd
relacionada ©@.

Los alimentos de venta ambulatoria pueden ser un vehiculo
de bacterias y genes de resistencia para los seres humanos
@ siendo la resistencia a los antimicrobianos (RAM) una de
las principales amenazas para la salud global en el siglo XXI,
que se incrementa con el uso excesivo de antimicrobianos en
medicina veterinaria, agricultura y ganaderia, lo que dificulta
el avance del cumplimiento de los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS), en particular los que se relacionan con la
salud, la reducciéon de pobreza, la seguridad alimentariay la
preservacion del medio ambiente @,

Por otra parte, Las enterobacterias productoras de
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) se caracterizan
por sus enzimas codificadas en plasmidos que son capaces
de proporcionar resistencia a los betalactamicos, incluyendo
penicilina, cefalosporinas y monobactdmicos. Ademas, son
bacterias comensales en humanos y animales y que al llegar
a los alimentos pueden actuar como reservorios de BLEE y
contribuir a su propagacion ©.

Por este motivo, el objetivo de la presente investigacion fue
determinar el perfil de susceptibilidad antimicrobiana de
enterobacterias aisladas de refrescos artesanales de expendio
ambulatorio.

MATERIALES Y METODOS

Estudio descriptivo prospectivo observacional y transversal.
La muestra estuvo constituida por 80 refrescos artesanales
de expendio ambulatorio en la cuidad de Chiclayo durante el
2024.

Procedimiento
Obtencion de muestras

Se siguio el procedimiento establecido por la Comisién
Internacional de Especificaciones Microbiolégicas para

Alimentos (ICMSF) ©, procediendo a obtener, a través de un
muestreo no probabilistico, un total de 80 refrescos artesanales
en su envase original expedido por vendedores ambulantes 'y
colocados en un contenedor térmico con geles refrigerantes a
fin de mantener la temperatura menor a 8 °C para su transporte
al laboratorio de microbiologia de la Universidad Nacional
Pedro Ruiz Gallo.

Preparacion de muestra y diluciones

Se realiz6 segun recomendaciones de la International
Organization for Standardization (ISO-21528-1) (7). La botella
o frasco que contuvo el refresco artesanal fue invertida para
sumergir la tapa en etanol al 70 % durante cinco segundos,
luego se homogeneizd y se abrid la tapa con papel de un solo
uso. Posteriormente se realizaron diluciones en caldo peptona
estéril al 0,1 %. A partir de la muestra directa se hicieron

diluciones seriadas mediante la transferencia de 1 mL de
suspension a 9 mL de diluyente obteniendo diluciones 107,
102,103, etc.

Aislamiento, identicicacion y suceptibilidad de
enterobacterias.

Se realiz6 de acuerdo con lo establecido por la norma ISO
21528 (7). Se usé el método de doble capa, para lo cual se
inoculé 1 mL de cada dilucién en una placa de Petri, luego 10
mL de agar bilis, lactosa glucosa, rojo neutro y cristal violeta
(VRBG) a 45° C e inmediatamente se homogeneizé cinco veces
en sentido antihorario, cinco en sentido horario, cinco veces
de arriba a abajo y cinco de derecha a izquierda. Se dejé a
temperatura ambiente hasta su solidificaciéon y luego se
agregaron 10 mL del medio, generando una segunda capa,
la cual, una vez solidificada, se incubé a 37° C por 24 horas.
De los cultivos con recuentos menores a 150 colonias se
seleccionaron cinco colonias tipicas y cinco atipicas, y de cada
colonia se sembr6 en estria en agar tripticasa soya (TSA) y a
partir de ella se realizaron las pruebas de oxidasa y OF-glucosa,
considerando presuntivos de enterobacterias los cultivos que
presentaron colonias rosa, rojo o violeta con o sin halos de
precipitacion, oxidasa negativa y medio OF-glucosa amarillo.
Para la identificacién, cada aislamiento fue sembrado en el
medio de citrato de Simmons, agar hierro triple azucar (TSI),
agarlisina hierro (LIA) y el medio de motilidad, indol y ornitina
(MIO).

Para la susceptibilidad se consideraron las recomendaciones
del documento M100S: 2024 del CLSI (Clinical and Laboratory

Standars Institute) ® que proporciona la metodologia parala
prueba por disco difusidn y criterio interpretativo con puntos
de corte de las zonas de inhibicion en milimetros (mm) para
diferentes antimicrobianos.

Analisis estadistico

Se utiliz6 estadistica descriptiva y los resultados se resumieron
en frecuencias absolutas y relativas para variables cualitativas
y variables cuantitativas.

Aspectos éticos

La autorizacion del protocolo fue aprobada por la Subgerencia
y Vigilancia Sanitaria de la Municipalidad Provincial de
Chiclayo segun carta N°031-2024-MPCH/SGSyVS. Los
aislamientos fueron identificados con cédigos numéricos
para mantener la confidencialidad de los usuarios de quien
procedié la muestra.

RESULTADOS

Tabla 1. Variables generales de la susceptibilidad
antimicrobiana de enterobacterias aisladas de refrescos
artesanales de expendio ambulatorio, Chiclayo 2024

Variables n %

Refrescos artesanales

Cebada 20 25
Maracuya 20 25
Chica morada 20 25
Pifa 10 12,5
Lima 10 12,5
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Bacterias

K. pneumoniae 29 36,2
E.cloacae 23 28,8
E. aerogenes 6 7,5

S. marcescens 2 2,5

E. coli 2 2,5

C. freundii 1 1,3

M. morganii 1 1.3

No fermentador 1 13

Negativos 15 18,8
Susceptibilidad

Pansensible 62 77,5
*Resistente 3 3,7

Negativos 15 18,8

*Aislamientos bacterianos resistentes a por lo menos un antibiético
ensayado.

Los refrescos artesanales de cebada, maracuya y chicha
morada fueron las que predominaron con 25 %; mientras que

la enterobacteria mas comun fue Klebsiella pneumoniae
pansensibles (Tabla 1).

K. pneumoniae y Enterobacter cloacae fueron mas comunes
en los refrescos artesanales de cebada y maracuya con 18,4
% y 12,3 %; en tanto, hubo un aislamiento de un no
fermentador en la chica morada (Tabla 2).

Respecto a la susceptibilidad antimicrobiana, K. pneumoniae y
Enterobacter aerogenes fueron 100 % pansensibles a todos los
antimicrobianos ensayados. Mientras que un aislamiento de E.
cloacae mostrd sensibilidad intermedia a ceftriaxona y Escherichia
coli resistente a ceftazidima (Tabla 3).

De la evaluacién microbioldgica un 81,2 % de los refrescos
artesanales mostré un recuento mayor a 3 UFC/mL lo que los
calificacomo’no aceptable”para el consumo humano (Tabla 4).

Tabla 2. Enterobacterias aisladas de los distintos refrescos
artesanales de expendio ambulatorio, Chiclayo 2024

. Cebada Maracuya Chichamorada Pina Lima Total
Enterobacterias
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
K. pneumoniae 12(184) 8(123) 7(10,8) 1(1,5) 1(1,5 29 (44.6)
E.cloacae 5(7,7) 8(123) 4(6,2) 5(7,7) 1(1,5 23(354)
E. aerogenes 0(0) 1(1,5 1(1,5 1(1,5) 3(4,6) 6(9,3)
S. marcescens 0(0) 0(0) PACH)) 0(0) 0(0) 231
E. coli 0(0) 1(1,6) 0(0) 0(0) 1(1,5) 2(3,1)
C. freundii 0(0) 0(0) 0(0) 1(1,5 0(0) 1(1,5
M. morganii 0(0) 0(0) 1(1,5) 0(0) 0(0) 1(1,5)
No fermentador 0(0) 0(0) 1(1,5) 0(0) 0(0) 1(1,5)

Tabla 3. Susceptibilidad antimicrobiana de Enterobacterias aisladas de refrescos artesanales de expendio ambulatorio, Chiclayo 2023

K. pneumoniae E. cloacae E. aerogenes S. marcescens E. coli

Antimicrobi S | R S I R S | R S 1 R S | R

n (%) n(%) n(%) n (%) n(%) n(%) n (%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
Ceftazidima 29 (100) 0(0) 0(0) 23(100) 0(0) 0(0) 6 (100) 0(0) 0(0) 1(50) 1(50) 0(0) 1(50) 0(0) 1(50)
Cefoxitin 29 (100) 0(0) 0(0) 23 (100) 0(0) 0(0) 6 (100) 0(0) 0(0) 1(50) 1(50) 0(0) 2(100) 0(0) 0(0)
Ciprofloxacino 29 (100) 0(0) 0(0) 23(100) 0(0) 0(0) 6 (100) 0(0) 0(0) 1(50) 1(50) 0() 2(100) 0(0) 0(0)
Iélamv.o XIRcs 29000 0@ 00 23000 00 00 60100 00 00 160 160 00 2000 00 00
Ceftriaxona 29 (100) 0(0) 0(0) 22(956) 1(43) 0(0) 6 (100) 0(0) 0(0) 2 (100) 0(0) 0(0) 2(100) 0(0) 0(0)
Gentamicina 29 (100) 0(0) 0(0) 23 (100) 0(0) 0(0) 6 (100) 0(0) 0(0) 2(100) 0(0) 0(0) 2(100) 0(0) 0(0)

Tabla 4. Porcentaje de la evaluacion microbiolégica sanitaria de DISCUSION

refrescos artesanales de expendio ambulatorio, Chiclayo 2024

Indicador UFC/mL n %
Aceptable <3 15 1838
No aceptable >3 65 81,2

Los alimentos de expendio ambulatorio son consumidos por
su disponibilidad inmediata y bajo costo; contribuyendo, en
parte, al crecimiento econédmico. Sin embargo, el desarrollo
de esta actividad, al mismo tiempo, puede ser opacado
por practicas de higiene deficientes, que permiten la
diseminacién de agentes infecciosos ), coincidiendo con
nuestra investigacion, donde un 81,2 % de los refrescos
mostraron contaminacién. En esa misma linea un reporte de
analisis microbioldgico en bebidas que se expenden en la via
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publica mostré contaminacion bacteriana por encima de los
limites permisibles 1%, De este modo, los refrescos artesanales
constituyen reservorios de enterobacterias que también se
encuentran en otras fuentes como la carne ",

K. pneumoniae fue la enterobacteria mas aislada de las muestras
de refrescos, lo que se corrobora con otras investigaciones, que
encontraron un 13,5 % en bebidas derivadas del sorgo "2, pero
difiere en otras bebidas locales donde reportan Providencia
sp., Pantoea sp. y Citrobacter sp., como las mas frecuentes 3,
Esta variacién se debe a la fuente de agua, caracteristicas
del contenido de cada refresco y manipulacion humana que
favorecen el crecimiento de ciertas especies bacterianas en
comparacion con otros entornos alimenticios.

Un hallazgo relacionado con actividades de higiene deficientes
en la elaboracion de bebidas no carbonatadas fue la presencia
de enterobacterias, entre ellas 44,6 % de K. pneumoniae'y 35,
4 % de E. cloacae. Mientras que en Ecuador reportaron a E. coli
como el microorganismo que obtuvo el recuento presuntivo
con mayor incumplimiento en alimentos sin tratamiento
térmico, como los jugos de naranjay de coco con 57,7 %y
64,3 % ", Dichas bacterias son bacilos gramnegativos propios
del microbiota intestinal de mamiferos y otros animales. Su
presencia es indicador de contaminacion fecal

La variabilidad de la frecuencia de enterobacterias en
los refrescos analizados estd relacionada con factores
intrinsecos a los alimentos que influyen en el desarrollo de
los microorganismos como: composicién, niveles de pH,
actividad del agua, potencial oxido reduccién y estructuras
bioldgicas. Asimismo, intervienen factores extrinsecos como
la temperatura y el oxigeno "9, Esto explicaria el mayor
aislamiento de enterobacterias en los refrescos artesanales:
la cebada y la chicha morada, al poseer un pH cercano a la
neutralidad, son mas susceptibles al desarrollo bacteriano que
los de pifiay maracuya que tienen un pH acido, lo que restringe
el crecimiento de estos microorganismos.

En nuestro estudio, observamos una sensibilidad del 100 % a
los antimicrobianos ensayados en K. pneumoniae'y E. aerogenes,
lo que difiere con un reporte en Uganda donde todos los
aislamientos bacterianos fueron resistentes a mas de una
familia de antibioticos; mientras que en Peru las enterobacterias
aisladas de pollo eran portadoras de BLEE con al menos un gen
de resistencia "”. Sin embargo, los aislamientos pansensibles
también deben estar sujetos a vigilancia, debido a que las
bacterias transmitidas por los alimentos pueden ser un
reservorio potencial de genes de resistencia adquiridos "®
o constitutivos como el que codifica la enzima AmpC de las
especies de Enterobactery Serratia .

En la evaluacién de la calidad microbioldgica de los refrescos
artesanales, estos presentaron contaminacion microbiana por
enterobacterias al estar por encima de los limites maximos
permisibles segun los criterios microbiolégicos que establece
la norma sanitaria peruana para bebidas no carbonatadas
29; 1o que refleja un fuerte indicativo de una deficiencia
en la aplicacién de buenas practicas de manufactura en
la preparacion, manipulacion de los envases, transporte y
expendio al aire libre por parte de los ambulantes.

Como limitacion del estudio se puede mencionar que hubo una
desproporcion en el nimero de muestras de los diferentes tipos
de refrescos para la determinacion de la calidad microbiolédgica.

Asimismo, se evalud una sola muestra por refresco y no varias,
que hubiesen permitido tener un mejor sinceramiento
por lote. A pesar de estas limitaciones, se considera que las
bacterias aisladas y la determinacién de susceptibilidad
permitieron la evaluacidn epidemioldgica.

Se concluye que los refrescos artesanales expendidos en
la via publica realizado en las avenidas, Pedro Ruiz, José
Balta, Sdenz Pefa, Francisco Bolognesi, y las calles Arica,
Alfonso Ugarte, Amazonas, 7 de enero, Simon Bolivar, Juan
Cuglievan, José Pardo, Manuel Pardo, Nicolds Cuglievan 'y
Mariscal Nieto no son aceptables para el consumo humano
al ser potenciales reservorios de enterobacterias y constituir
vehiculos potenciales de enfermedades; ademas, se destaca
que los aislamientos bacterianos mostraron alta sensibilidad
alos antibioticos ensayados.
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