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RESUMEN

La presente investigacion se realizé con el objetivo de determinar la sensibilidad
antimicrobiana de la bacteria Staphylococcus aureus aislada de quesos frescos de
elaboracion artesanales expendidos en los centros de abasto de Ayacucho. Se trabajo
con 72 muestras de queso fresco artesanal provenientes de madres de la
mencionada institucion. El estudio fue descriptivo, la técnica utilizada fue el de
recuento en placa y de difusion de disco para determinar la sensibilidad
antimicrobiana. Se aisl6 e identific6 35 cepas de Staphylococcus aureus
constituyéndose en el 48,6 % de total de cultivos realizados. Siendo el recuento de
UFC/g de 5,0 x 10* para el mercado F. Vivanco, Nery Garcia 3,8 x 10% y para el
mercado Magdalena 2,9x 10% Las cepas aisladas de S. aureus presentaron
resistencia a la clindamicina (14.3%), a la penicilina, dicloxacilina, cloranfenicol en un
28,6%, mientras que fueron sensibles a la levofloxacina, ciprofloxacina vy

trimetoprim/sulfametoxazol en un 100%.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, sensibilidad antimicrobiana, quesos frescos.
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I. INTRODUCCION

El consumo de alimentos no inocuos tiene como consecuencia el surgimiento de
enfermedades que alteran la salud y que son inclusive la causa de muerte en muchos
paises. Tenemos aproximadamente doscientos cincuenta agentes microbianos que
producen enfermedades transmitidas por alimentos “ETA”, estos agentes microbianos
infestan los alimentos, en un inicio en proporciones pequefias y que cuando tienen
las condiciones adecuadas se desarrollan en grandes cantidades pueden ser en
pequefas cantidades microorganismos contaminan los alimentos en pequefias
cantidades, pero cuando se dan las condiciones adecuadas para sobrevivir y
multiplicarse pueden alcanzar los niveles para producir enfermedades relacionadas
con el consumo de alimentos o de lo contrario originar toxinas y causar intoxicaciones

alimentarias?.

En naciones que estan en desarrollo, las ETA se constituyen en un problema de salud
publica, que muchas veces lleva a la muerte y que esta relacionada, a su vez, con
diversos factores como la situacién econdmica generando pérdida de recursos
economicos debido a que a las personas los imposibilidad de trabajar, gastos en la
rehabilitacion, dandose en la actualidad como una necesidad que necesita ser
solucionada. En cuanto a la etiologia de este tipo de enfermedades podemos
mencionar a muchos microorganismos, muchos de ellos productores de toxinas, entre
ellos, con mayor frecuencia que se presentan tenemos a Escherichia coli, especies
de Salmonella, gram positivos como Staphylococcus aureus, especies de Clostridium,
entre otros; algunos virus, como también hongos, que contaminan los alimentos,

especialmente aquellos de gran importancia y los quesos son uno de ellos?.

S. aureus puede causar diversos procesos infecciosos que van desde infecciones
cutdneas relativamente benignas hasta enfermedades sistémicas potencialmente
mortales. Las cepas de S. aureus también pueden causar intoxicacién alimentaria
debido a la produccion de exotoxinas durante su proliferacion en alimentos

contaminados®.

Se han reportado cepas resistentes de S. aureus a diferentes farmacos, tal es asi

que alrededor del ochenta por ciento de aislamientos de esta bacteria han adquirido



resistencia a antimicrobianos como penicilinas (por la produccién de enzimas beta
lactamasas); y la oxacilina, asi como eritromicina o clindamicina generando

problemas en el tratamiento de afecciones por este microorganismo?.

S. aureus puede ser encontrado especialmente en mucosas y en la superficie corporal
de las personas, debido a esto puede contaminar los alimentos a través de la mala
manipulacién y cuando los humanos sufran de patologias piégenas, 0 que sean
portadores “sanos” que hospedan esta bacteria en garganta y narinas. Entonces se
considera la contaminacion de alimentos con el inadecuado manejo y la utilizacién de
ingredientes primario contaminados que en el presente caso son quesos cuya materia
prima constituye la leche un producto facil de contaminar si no se tienen las

condiciones que se requieren para estos casos!

En este sentido, para la presente investigacion, se consideraron los siguientes

objetivos:

Objetivo general

Determinar la sensibilidad antimicrobiana de Staphylococcus aureus aislada de

guesos frescos de produccion artesanal expendidos en mercados de la ciudad de

Ayacucho.

Objetivos especificos

e Aislar e identificar cepas de Staphylococcus aureus a partir de quesos frescos
artesanales de los mercados de la ciudad de Ayacucho.

e Determinar la sensibilidad de cepas aisladas de Staphylococcus aureus frente

a diferentes antimicrobianos.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de estudio

En Colombia, Venegas et al (2008), encontraron aislamientos de S. aureus
productoras de la toxina A de quesos comercializados en mercados de Bogotd, de un
total de cincuenta muestras, trece salieron con estas caracteristicas (la toxina A es
causante de intoxicaciones alimentaria) concluyendo que existe una la alta frecuencia

de la presencia de esta bacteria y su toxina en quesos®.

Ruiz Pérez et al (2017), analizaron microbiolégicamente un tipo de queso que se
consume en las cabeceras municipales del departamento de Cérdoba (Colombia) y
evaluaron las condiciones higiénico-locativas existentes en expendios que favorecen
su contaminacién durante los afios dos mil doce a dos mil trece, determinandose la
presencia de estafilococos coagulasa positivo en un 41% del total de muestras
analizadas, la que esta en relacion a las malas condiciones higiénico sanitarias de
conservacion, asi como la falta de registro sanitario de los puestos de expendio, falta
de iluminacion, asi como de falta de iluminacion y ventilacion, no se manipula

adecuadamente el queso, haciéndolo no aptos de consumir por el ser humano 2.

En el estudio realizado por Marquez, J. (2012), en su investigacion, realizada en
mercados de Caracas, demostré que existe una alta contaminacion por S. aureus
(40%) del total de muestras se investigoé la presencia de S. aureus y la produccién de
enterotoxinas estafilococicas (en el 34% del total de muestras) siendo la enterotoxina
A con mayor frecuencia) , de esta manera se demuestra que existen deficiencias
sanitarias en la venta de quesos®; lo que podemos observar también en los mercados

de Ayacucho.

Delgado y Torres (2003), evaluaron la calidad bacteriologica de quesos frescos

artesanales para lo cual tomaron 39 muestras de 100 g cada una de queso fresco



artesanal (de leche de vaca) adquiridas en los 7 mercados municipales del distrito
Pueblo Libre, Lima, Peru, encontrandose que el 97,4% de muestras cont6 con valores
de carga microbiana elevados superiores a los aceptables por la NTP (Norma Técnica
Peruana), tales como coliformes totales, fecales, presencia de Staphylococcus aureus
y Escherichia coli, demostrando que existe una alta contaminacion microbiana en
quesos producidos artesanalmente, debido al mal manejo de estos quesos en los
centros de expendio estudiados, lo que representa un peligro en la salud de la

poblacion que consume estos productos lacteos °.

De la misma manera, Lujan y equipo de estudio (2006), estudiaron la condicién
microbiologia de los quesos de produccion artesanal en 03 distritos de la ciudad de
Lima, con la finalidad de indagar el riesgo que este tipo de alimento lacteo podria
significar para los consumidores en cuanto a su salud; estos investigadores lograron
aislar e identificar S. aureus en un ochenta por ciento de los quesos analizados con

limites muy encima de lo permitido, representando un riesgo para la salud publica?.

Naccha (2005) investigd sobre la mastitis en el centro de produccién de Allpachaka
de la UNSCH encontrando que el uno coma treinta y cinco por ciento de vacas
presentaron esta infeccion de maneara subclinica y que esta prevalencia aumentaba
en los meses de enero a junio; dentro de los microorganismos causantes de esta
afeccién encontré a S. aureus (48,15%), St. agalactiae (29,63%), E. coli (14.82%), C.
bovis (3.70%) y P. aeruginosa (3.70%)’. En el mencionado trabajo se observa que
Staphylococcus aureus es una de las bacterias que contaminan la leche y

consecuente a ello, los productos lacteos derivados como el queso.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Antimicrobiano

Es un agente que destruye microorganismos o inhibe su crecimiento. La destruccion
de los microorganismos y la inhibicién de su crecimiento no son asuntos sencillos
porque la eficacia de un agente antimicrobiano depende de varios factores. Dicho de

otra manera los “antimicrobianos” son farmacos que tienen la capacidad de eliminar



microorganismos o impedir su desarrollo. Estos medicamentos pueden ser antivirales,

antibacterianos, antimicéticos o antiparasitarios &°.
2.2.2 Sensibilidad antimicrobiana

Es el estudio que evalla la posible resistencia de un microorganismo (en especial
bacteria) frente a un antimicrobiano, y también sirve de guia para que el clinico pueda
elegir el tratamiento que pueda llevar un individuo. Para esta indagacion se realiza el
“antibiograma”, el cual determina si una bacteria es sensible o no a varios tipos de
antibiodticos de manera “in vitro” lo que va a predecir su actividad “in vivo”. El
antibiograma puede obtener resultados cualitativos (sensibilidad o resistencia a un
antibiético); y cuantitativos (determinando la concentracion minima inhibitoria del

antibiotico) 0.

2.2.3 Antibiotico

Agente bioldgico o quimico que inhibe el crecimiento de los microorganismos??.
2.2.4 ATCC

Colecciéon Americana de Cultivos Tipo (American Type Culture Collection)!.
2.2.5 Cepa

Microorganismos que se generan de un solo aislamiento microbiolégico que ha sido
obtenido mediante el uso de un medio de cultivo limpio, en general son
microorganismos cuya composicion es de una descendencia derivada de una

colonia??.

2.2.6 Disco de sensibilidad

Discos impregnados con algun antimicrobiano usados para determinar la
susceptibilidad antimicrobiana por disco de difusiéon!!. Estos son utilizados en el
antibiograma, elaborados bajo estdndares internacionales. Contienen una
concentracion determinada del antibiotico relacionada a la concentracion minima

inhibitoria del antimicrobiano alcanzada de forma "in vivo". Se utilizan solo en forma



genérica en cuanto a su denominacion?®3,

2.2.7 Categoria de Intermedio (1)

Es una de las categoria clinicas que se dan para el antbiograma, que permite observar
que un microorganismo (bacteria) puede ser inhibida cuando se aumente la dosis
normales que un antibiético se dosifica y que éste se acumule en el érgano o tejido
gue esta siendo atacado?!. De otra manera se puede decir también cuando un aislado
bacteriano es inhibido in vitro por una concentracién de un antimicrobiano que se

asocia a un efecto terapéutico incierto4.

2.2.8 Categoria de resistente (R)

Es otra de las categorias clinicas que se dan para el antibiograma. En esta, los
microrganismos que pertenecen a este grupo no pueden ser impedidos en su
crecimiento por los valores séricos del antimicrobiano a la cual normalmente se
utilizan en la terapéutica ya que poseen mecanismos de resistencia 1. Nos precisa
que la terapéutica va a fallar y que el agente microbiano no podra ser erradicada del
organismo, en otras palabras el tratamiento de un proceso infeccioso con un

antibidtico en especial, fallara y que la bacteria no sera eliminada por dicha terapia?®.

2.2.9 Categoria de sensible (S)

Indica que una cepa microbiana dada, causante de un proceso infeccioso puede ser
erradicada del organismo con las dosis normales de antimicrobiano que se utiliza para
un proceso determinado. Se espera que el agente se eliminard y que el organismo

humano va responder adecuadamente al tratamiento?®®.



2.3 Bases Teodricas
2.3.1 Leche

Es una sustancia secretada por las glandulas de las mamas de diferentes mamiferos.
La leche es considerada como uno de los alimentos mas completos de consumo
humano, es obtenida mediante el ordefio. Cuando no se menciona el tipo de animal
del cual se ha obtenido este producto nos indica que es leche de vaca. De referirse a
otro mamifero doméstico se debe indicar los nombres de la especies como por
ejemplo leche de cabra, de oveja, entre otros. Podemos definirla como: “El producto,
no alterado, integro, sin calostro, no adulterado, obtenido higiénicamente mediante
ordefio completo e ininterrumpido y regular de animales (vacas) que no presenten
enfermedad y estén debidamente nutridos™®. La leche debe ser inocua con la debida
higiene sanitaria en el transcurso de la obtencién de este producto, la que se debe
mantener en todo momento hasta su consumo; la leche no debe presentar impurezas
fisicas, biolégicas o quimicas en concentraciones perjudiciales en la salud del

consumidor?”’.

Debido a los componentes, es considerado como un nutriente de eleccién primaria.
Este producto este presenta los siguientes componentes: lipidos: (3,5 - 4,0 %),
proteinas (3,5%; como caseina 2,7 %), glucidos (5,1%, como lactosa 4,9%), agua:
87%), minerales (fésforo, magnesio sodio, potasio, cloruros, calcio, hierro, acido
citrico); vitaminas liposolubles (A, D, E y K), vitaminas hidrosolubles (C, B1, B2 B6,

B12 niacina, &cido pantoténico, acido félico, biotina, colina, inositol) 0,7 %.

Ademas presenta diferentes enzimas (lactoperoxidasa, lactenina, catalasa, lipasa,
reductasa, lisozima, proteasa, fosfatasa y amilasa). Dentro de estas la lisozima,

lactoperoxidasa, lactenina tienen actividad antibacterianas.

Estos componentes pueden sufrir variaciones por diferentes factores como pueden
ser la raza del animal, tipo de alimentacion, entre otros. EI pH de este producto esta
de 6,5y 6,7. Por sus componentes, la leche, es un excelente medio de cultivo para

diferentes microorganismos tales como bacterias y hongos?®.



2.3.2 El queso

Es el producto lacteo que puede ser maduro o fresco, semisélido o sdlido, que se
obtiene del fraccionamiento luego de la coagulacién, sea de leche natural, desnatada
parcial o totalmente, del suero de mantequilla, de la nata, o también de la combinacién
de algunos o de la totalidad éstos debido a la intervencién del cuajo o de coagulantes
apropiados, la que puede ser con hidrdlisis o sin ella de la lactosa. Se considera queso
fresco, al que esta preparado para consumir y finalizado su proceso de elaboracion. De la
misma manera se comprende como queso, al producto logrado con procedimientos
que incluyan la coagulacién de leche, se tiene que tener en cuenta que la relaciéon

entre las proteinas séricas y la caseina debe ser igual o superior a la de la leche?®.

2.3.3 Staphylococcus aureus

S. aureus pertenece al Dominio: Bacteria, Reino: Eubacteria, Phylum: Firmicutes,
Clase: Bacill, Orden: Bacillales, Familia: Staphylococcaceae, Género:
Staphylococcus, Especie: aureus. Los Staphylococcus estan constituidos por varias
especies, las que pueden ser aisladas de diferentes muestras clinicas procedentes
de humanos. Este género tiene la forma de cocos de tipo grampositivo, no presentan
movilidad, tampoco forman esporas, y son de reaccion catalasas verdaderos
(positivos). Este género se presentan como cocos simples, por pares, tétradas o
cadenas pequenfias, pero la agrupacién predominante es bajo la forma de racimos de
uvas, la mayoria de sus integrantes son anaerobios facultativos. Dentro de los
estafilococos, Staphylococcus aureus es el mas importante patdégeno que puede
provocar afecciones al ser humano. Esta bacteria se presenta en muchos lugares el
medio ambiente y el cuerpo humano, puede colonizar las narinas del 20 al 40% del
ser humano adulto, se presenta también en el perineo, pliegues cutaneos, las axilas,
inclusive en la vagina. Aunque puede constituir parte de la microbiota del humano,
sin embargo puede ocasionar afecciones de tipo oportunista cuando se les presenta

las condiciones ideales®?8.

Dentro de los Staphylococcus tenemos cuarenticinco especies. Las 04 especies mas

importantes clinicamente tenemos a S. aureus, S.epidermidis, S. lugdunensis y S.



saprophyticus. Dentro de ellas, la que destaca es S. aureus, dentro de las
caracteristicas de esta especie es que es coagulasa positivo, propiedad que nos
permite diferenciar de otras. La gran mayoria de seres humanos pueden tener algin
tipo de infeccion por S. aureus en el trascurso de sus vidas, pudiendo presentar,
segun su gravedad, una intoxicacion por cardcter alimentario, afecciones en la piel
desde leves a severas que pueden poner la vida en peligro. Por otro lado los
estafilococos coagulasa negativos pertenecen a la microbiota normal del ser humano,
en algunos casos son causantes de infecciones, en relacién por ejemplo, con
implantes de dispositivos como catéteres, protesis articulares, especialmente en
personas inmunodeprimidas, ancianos y nifios pequefos; dentro de estas especies
coagulasa negativos en buen porcentaje (75%), esta Staphylococcus epidermidis;
otras especies como S. warneri, S. lugdunensis, S. hominis son infrecuentes. La
especies S. saprophyticus puede ser presentarse en forma frecuente en infecciones
al tracto urinario, en especial en muchachas jovenes, también se le atribuye
infecciones intrahospitalarias. Dentro de este género, existen a su vez especies con

importancia como causa de afecciones veterinarias®®.

En los alimentos, el aislamiento o la presencia de las toxinas que produce S. aureus
nos demuestra que existe insalubridad en la presentacion o elaboracion de estos y
como consecuencia de ello pueden presentarse intoxicaciones alimentarias cuando
se ingieren estos productos contaminados. De manera global, el recuento inusual y
elevado de S. aureus en alimentos indica que existe una higiene no adecuada por
una mala manipulacion. No necesariamente debe detectarse S. aureus o0 que su
namero fuera infimo en los alimentos, sino que solamente puede estar presente se
toxina para producir enfermedad, ya que los estafilococos, presentes en un alimento
originaron la toxina y luego fueron reduciéndose y tal vez desaparecer, pero su

producto (toxina) permanece viable 1°.
2.3.4 Enfermedades causadas por Staphylococcus aureus

Los estafilococos se reconocen como causa de enfermedades patégenas desde los
primeros tiempos de la microbiologia, Durante el decenio de 1870, Koch, Pasteur y

otros microbidlogos pioneros describieron los cocos gram positivos en el pus?.



Como se ha mencionado, S. aureus puede producir enfermedad debido a la
multiplicacién e invasion con desmedro de tejidos o la elaboracion de toxinas
Varias enfermedades con manifestaciones de enfermedad estafilococica, se deben
en general a la accién de toxinas, tal es el caso de la intoxicacién a través de los
alimentos por los estaficocos; por otro lado otras enfermedades son por la misma
multiplicacién de estas bacterias, dando como consecuencia destruccién celular con
la creacién de abscesos (de la cual tenemos afecciones cutdneas, neumonia,
endocarditis, empiema, artritis séptica y osteomielitis, entre otras). También se
pueden dar enfermedades debido a la implantacion de cuerpos extrafios: astillas,
catéteres, protesis valvular, anastomosis, protesis articular, donde estan presentes
estos microorganismos y que en estos casos requieren numeros significativamente
menores. Del mismo modo, los pacientes con alteraciones congénitas asociada a
defectos en la quimiotaxis o la respuesta fagocitica (como el sindrome de Job, o la
enfermedad granulomatosa crénica) son mas vulnerables a las enfermedades

estafilococicas?..

La intoxicacion alimentaria por estafilococos, es una de las enfermedades mas
frecuentes transmitidas por los alimentos. Esta afeccion es debida al efecto de una
toxina de origen bacteriano que se encuentra en un alimento, mas que a la presencia
directa del microorganismo en un enfermo. Los productos que en su mayoria son
contaminados vienen a ser las carnes procesadas, tales como jamaon, cerdo tratados
con sal, bollos, helados, ensaladas de papas. S. aureus puede crecer en alimentos
curados con sal ya que estos microorganismos tienen la peculiaridad de tolerar y
poder desarrollarse cuando las concentraciones de sal son altas. En contraste a lo
gue sucede con otros tipos de intoxicacion de caracter alimentario, donde los
animales son importantes reservorios, en la intoxicacion alimentaria estafilocécica, el
humano es el reservorio o portador y él juega un papel trascendente en la
contaminacién de alimentos. A pesar de que esta contaminacion puede ser evitada
cuando se impide que personas con infecciones de tipo cutanea por estafilococos
manipulen comidas, cerca del 50% de estas afecciones provienen de portadores de
estafilococos colonizados asintoméaticamente en la nasofaringe. Los estafilococos una
vez que han contaminado los alimentos, la que puede ser mediante el estornudo de

un individuo o a través de la mano que esta infectada con estos microbios, éstos

10



tienen que estar a temperatura ambiental o también aumentada para que estas
bacterias se desarrollen y puedan liberar su toxina. En general, los alimentos
involucrados no muestran alteracién del aspecto ni del sabor. Cuando el alimento se
somete e a calentamiento, se destruyen las bacterias, sin embargo las toxinas
termoestables no se inactivan. La enfermedad inicia de forma abrupta y rapida, la
incubacién puede tardar cuatro horas después de haber sido ingerido el alimento. Las
bacterias (estafilococos) introducidas no elaboran mas moléculas de la toxina
involucrada, por lo mismo que el desarrollo de la infeccién es veloz y la sintomatologia
suele durar por lo general por debajo de veinticuatro horas. Esta intoxicacion
estafilocdcica por alimentos se presenta con vémitos, nauseas, dolor en el abdomen
y evacuacion liquida, puede presentarse con sudoracion, cefalea, sin fiebre. La colitis
(diarrea) es acuosa, sin sangre. Por la pérdida de liquidos y electrolitos el sujeto
puede deshidratarse. Los estafilococos generadores de toxina pueden ser aislados
de alimentos con contaminacién y que en su proceso no hayan sido destruidos. Estas
toxinas (enterotoxinas) presentan caracteristicas de termoestabilidad, por lo cual los

alimentos involucrados se analizan para su deteccion?.
2.3.5 Sensibilidad antimicrobiana por Staphylococcus aureus

Con lainsercién de la penicilina, los estafilococos, desplegaron resistencia antibiética,
ahora, al menos el diez por ciento de los aislamientos son sensibles a este
antimicrobiano, capacidad mediada por la produccion de una enzima, la -lactamasa,
el cual puede hidrolizar el anillo beta lactdmico de este antibidtico. Lo cual impulsé al
desarrollo de nuevas penicilinas las llamadas semisintéticas como la oxacilina,
meticilina, dicloxacilina o nafcilina no afectadas a la hidrdlisis de las beta lactamasas;
sin embargo, también desplegaron resistencia a estos antimicrobianos. En la
actualidad, gran parte de cepas de S. aureus que producen infecciones de tipo
comunitario y hospitalario han adquirido resistencia a los antimicrobianos
mencionados, estas cepas SARM (S. aureus resistente a la meticilina) presentan
resistencia a los beta lactamicos (penicilinas, carbapenems o cefalosporinas). Las
pruebas tradicionales no necesariamente nos muestran dicha resistencia, sino que
para demostrar que una cepa es resistente se debe detectar el gen MecA,
responsable de la codificacion de la llamada proteina PBP2a (proteina ligadora de

penicilina) que en si, es la que da la caracteristica de la resistencia. Debido a que las
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SARM causan proporciones que tienen significancia en las infecciones adquiridas
intrahospitalariamente y también en la comuna, la terapia incluir4 antimicrobianos via
oral como sulfametoxazol - trimetoprima, o también incluir tetraciclinas de prolongada
accion tal como por ejemplo linezolid, minociclina, doxiciclina, o también clindamicina.
Sin embargo se ha observado ya la resistencia, en algunos lugares a la clindamicina,
acotando a ello el elevado costo, seguido de la toxicidad de antibiéticos como el
linezolid. A nivel intravenoso se utiliza la vancomicina como primera eleccion, seguido

de la daptomicina, entre otros, como el linezolid o tigeciclina?:.

Como se ha observado el estafilococo presenta un amplio rango y han demostrado
una gran competencia en el desarrollo de resistencia a una gran variedad de
antimicrobianos, no hasta hace poco, uno de los antimicrobianos que ha presentado
actividad frente a esta bacteria fue la vancomicina para la terapia, especialmente de
los estafilococos meticilino resistentes. Lamentablemente se han encontrado S.
aureus con un par de mecanismos de resistencia a este antibidtico, estas cepas
presentan una pared celular en desorden y mas gruesa que lo normal; proponiéndose
que la vancomicina es capturada a nivel de la matriz que constituye la pared celular,
por lo cual no pueden llegar a la membrana citoplasmaética lo que altera la formacién
de la misma pared celular. Est4 capacidad viene generada a través del operdn
correspondiente al gen vanA originario de los enterococos que presentan resistencia
a la vancomicina. Estos agentes muestran un manto cambiado de peptidoglucano, las
cuales no fijan moléculas de este antibiético; esta resistencia es poco frecuente en
los tiempos actuales, sin embargo, si este tipo de estafilococo resistente pudiera
dispersarse, la terapia de estas infecciones se complicaria. De forma general, los
microorganismos estafilococicos se presentan en diferentes partes de la piel y
mucosas, por lo cual muchas veces son introducidos a través de cortes a nivel de la
piel, pero para producir infeccién la dosis de bacterias, por lo general, es alto, siempre
en cuando no existan cuerpos extrafios a nivel de la herida o esté sucia, o de lo
contrario existan astillas u otros objetos extrafios. La adecuada higiene de una herida
y el empleo de antiséptico (jabon bactericida, preparacion de yodo) evitan la mayor
parte de infecciones en personas sanas. La propagacion de caracter horizontal entre
un individuo es mucho mas complicado de precaver, como suelen suceder en las

contaminaciones de las heridas por cirugia, las que son originadas por unos cuantos
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microorganismos por presencia de elementos extrafios o cuando el tejido esté
regenerando. Con el aseo correcto de manos y la proteccion de la piel que se expone
durante una cirugia se disminuye el riesgo de contaminacién por agentes como los
estafilococos. Debido a la existencia de portadores asintomaticos nasofarigeos, que
son la fuente de mayor relevancia de bacterias metilicino resistentes, el control de

éstos resulta dificultoso 2.

Debido a la alta resistencia de los aislamientos de los estafilococos, las cepas de
importancia deben ser estudiadas y determinar la sensibilidad antimicrobiana, de esta
manera permita la elecciébn del mas apropiado sistémicamente. La capacidad
resistencia a los antimicrobianos del conjunto de la eritromicina aparece con facilidad,
por lo cual éstos deben ser administrados junto a otro tipo de antibi6ticos para atender
una afeccion crénica. Los estafilococos adquieren resistencia a los antimicrobianos
como eritromicinas, tetraciclinas, aminoglucésidos, penicilinas, entre otros, debido a
la presencia de plasmidos, los cuales se transmiten, en estas bacterias, por

transduccion y no se descarta por conjugacion?®.
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. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion

Este trabajo, se realiz6 en los ambientes del Area Académica de Microbiologia,
Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad Nacional de San Cristébal de

Huamanga, entre mayo a setiembre de 2019.

3.2. Poblacién
Quesos frescos expendidos en los mercados de la ciudad de Ayacucho del distrito de
Ayacucho, provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho.

3.3. Muestra

Se recolecté como muestra 72 quesos frescos de produccién artesanal de los lugares
de venta de los tres mercados principales del distrito de Ayacucho, 24 del mercado

Nery Garcia, 24 del mercado Carlos F. Vivanco y 24 del mercado de la Magdalena.

3.4. Metodologia y recoleccién de datos

3.4.1. Recoleccion de la muestra

Las muestras fueron colocadas bolsas individualizadas, debidamente rotuladas.

Después se llevaron al laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas de Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga para ser

procesadas.

3.4.2. Aislamiento e identificacién (recuento en placa)

e Se trabajo con 10 gramos de cada muestra, se llevd a una tasa de licuadora que
contenia 90 mL de diluyente (agua peptonada, dilucién 10 1) se homogenizé por
un tiempo de un minuto, a partir de ahi se realiz6 las diluciones 102 y 103. A
continuacién se realiz6 la siembra de 0.1 mL de cada dilucién en placas de Petri

conteniendo agar Baird Parker, extendiéndose la siembra con una espatula de
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Drigalski, luego las placas se incubaron invertidas por un tiempo entre 30 y 48

horas a una temperatura entre 35 °C a 37 °C.

e Se contaron todas las colonias de color negro y brillantes de margen estrecho y

blanco rodeadas de éareas claras que se extienden en el medio opaco.

Seguidamente se repic6 mediante un asa de siembra estas colonias

caracteristicas sospechosas de ser S. aureus a agar TSA (agar soya tripticasa).

e Para la identificacion de cepas Staphylococcus aureus, se realizo la coloracion

de Gram, prueba de catalasa, coagulasay manitol??.

3.4.3. Sensibilidad antimicrobiana (antibiograma)

Para esta prueba se utiliz6 la metodologia de disco de difusion en agar, de

conformidad a la Norma técnica N° 30 del INS.

Preparacion del inéculo, partir de las cepas identificadas, se transfirié con
un asa de siembra una porciéon a un tubo que contenia 5 mL de caldo nutritivo
y se incub6 a una temperatura entre 35°C a 37°C, hasta que alcanz6 una
turbidez del estandar 0,5 de la escala de Mc. Farland.

Inoculacién de las placas, se humedecié un hisopo estéril en el cultivo
anterior presionando sobre la pared interior del tubo para descartar el cultivo
en exceso. Estriando, con el hisopo, en 03 sentidos, se cultivé sobre las placas
con agar Mueller Hinton, distribuyendo, de esta manera de forma homogénea
en la superficie de la placa, a continuacion, se dejo secar a temperatura
ambiental en un promedio de 5 minutos, para después acondicionar los
discos.

Aplicacion de discos de sensibilidad, se coloc6 cada tipo de disco sobre
superficie del agar de la placa correspondiente con el cultivo de S. aureus, se
dej6 reposar por 15 minutos y se llevo a incubacion a 35°C por 18 a 24 horas.
Expresion de resultados, para esto, se midi6 el diametro de los halos de
inhibicion de cada disco con una regla milimetrada para ser comparados con
los valores criticos expresados en las tablas de referencia. Los valores se

reportaron en tres parametros resistente (R), intermedio (1), o sensible (S),*.

3.5. Tipo y disefio de investigacion
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3.5.1 Tipo de investigacion

La investigacion es descriptiva

3.5.2 Disefio

El disefio de investigacion es de descriptivo simple, ya que busca recoger informacién
actualizada sobre el objeto de investigacion, en nuestro caso nos permite observar la
sensibilidad microbiana de S. aureus.

3.6. Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos se almacenaron y procesaron en el paquete Excel version

2013, y se confeccionaron tablas de distribucion de frecuencias comparando la
sensibilidad de S. aureus.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Frecuencia de Staphylococcus aureus aislado e identificado a partir de
quesos frescos artesanales expendidos en los mercados de la ciudad de Ayacucho.
20109.

Microorganismo N° %
S. aureus 35 48.6
No S. aureus 37 514
Total 72 100
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Tabla 2. Promedio de Unidades Formadoras de Colonia por gramo de Staphylococcus
aureus aislado e identificado a partir de quesos frescos artesanales expendidos en

los mercados de la ciudad de Ayacucho. 2019.

Mercado Promedio UFC/g
F. Vivanco 5,0 x 104
Nery Garcia 3,8 x 104
Magdalena 2,9x 10*
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Tabla 3. Sensibilidad antimicrobiana de cepas de Staphylococcus aureus aislado e
identificado a partir de quesos frescos artesanales expendidos en los mercados de la
ciudad de Ayacucho. 2019.

Antimicrobiano S. aureus Total
Sensible Intermedio  Resistente
(S) 0 (R)
N° % N° % N° % N° %

Levofloxacina 35 100 0 0 0 0 35 100
Clindamicina 30 85,7 0 0 5 14,3 35 100
Ciprofloxacina 35 100 0 0 0 0 35 100
Penicilina 25 71,4 0 0 10 28,6 35 100
Dicloxacilina 20 57,1 5 143 10 286 35 100
Cloranfenicol 20 57,1 5 143 10 286 35 100
Amoxicilina 25 71,4 0 0 10 28.6 35 100
Trimetoprim/sulfametoxazol 35 100 0 0 0 0 35 100
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Tabla 4. Sensibilidad antimicrobiana de cepa de referencia Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Ayacucho. 2019.

Antimicrobiano S. aureus ATCC 25923
Halo (mm) Categoria
Levofloxacina 27 S
Clindamicina 21 S
Ciprofloxacina 30 S
Penicilina 20 R
Dicloxacilina 16 S
Cloranfenicol 5 R
Amoxicilina 27 R
Trimetoprim/sulfametoxazol 30 S
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V. DISCUSION

La tabla 1, muestra que de un total de 72 muestras de quesos frescos analizados se
aislaron 35 cepas de S. aureus constituyéndose en un 48,6 % lo que indica que gran
parte de este producto en los mercados de la ciudad de Ayacucho se encuentran
contaminados con esta bacteria. La tasa de muertes por enfermedades que tienen
como causa el comer alimentos con contaminacion, es muy elevada a nivel del
mundo, en este sentido se tiene que un a aproximado de doscientos cincuenta
agentes causales de infecciones transmitidas a través de alimentos incluyéndose
virus, bacterias y sus toxinas, agentes parasitarios, hongos y priones. Comunmente
estos agentes microbianos pueden reproducirse en los alimentos (si las condiciones
lo permiten) desde un pequefio numero hasta alcanzar niveles en los cuales son
infectantes o0 en los cuales pueden generar toxinas en cantidades donde pueden
ocasionar infeccion o intoxicacion alimentaria en el humano. En Sudamérica por los
afios de 1993 a 2002 sucedieron brotes en nimero de 719 de infeccién por
estafilococos, enfermando 27693 humanos falleciendo tres. S. aureus se puede aislar
en diferentes partes del cuerpo como la piel y en las mucosas de los hombres,
sirviendo como fuente para la contaminacién de alimentos, uno de ellos puede ser a
través de la manipulacién o preparacion de alimentos y que tuvieran infecciones de
carcter piégeno agudo o también puede suceder por portadores sanos que
presentan estas bacterias a nivel de las fosas nasales o de la carganta. La presencia
de este microorganismo, como se observa esta asociada a la mala manipulacion,
como también al uso de los insumos primarios contaminados. Lujan (2006)%, en su
estudio del analisis de quesos frescos expendidos en mercados de la capital, aisl6 e
identificd S. aureus, utilizando también para el cultivo agar Baird Parker la prueba de
la coagulasa, en un porcentaje de ochenta por ciento del total de las muestras,
porcentaje mayor al encontrado en este trabajo lo que indica, que la presencia de esta
bacteria constituye un problema de transmisién de enfermedades no solo alimentarias
sino también de otra indole. De igual manera Rodas (2016)? encontré contaminacion

por Staphylococcus aureus en un 55% resaltando que sus resultados de prevalencia
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se corresponde con los presentados en varios lugares latinoamericanos: Lima
(53,4%), Mérida (64,44%); Tabasco (11,8%), Corrientes (45%); Riobamba (83,33%)
y Costa Rica 83%. Se nota la inclinacion de una prevalencia de S. aureus en paises
de Latinoamérica de contaminacion de quesos demostrando el peligro que acarrea la

presencia de este microorganismo en este tipo de alimento.

Condo (2016)** menciona que el alto grado de bacterias encontradas en quesos
frescos es debido a que es un producto alimenticio cuyos componentes brindan
situaciones condicionales (como buen sustrato) para el desarrollo rapido de
diferentes microorganismos que tengan contando con este alimento que incluyen a:
S. aureus, Salmonella sp, , E. coli, Listeria sp, dentro otros agentes. La existencia de
este tipo de microorganismos en este tipo de producto, vienen a ser la causa de varias
afecciones de caracter alimentario, sea por multiplicacion por la misma bacteria o por

las toxinas que producen en los alimentos.

En la tabla 2, se observa el promedio de Unidades Formadoras de Colonia por gramo
de Staphylococcus aureus la que fue aislado e identificado a partir de quesos
expuestos en los 03 principales centros de abasto de Ayacucho, tenemos que el
mercado F. Vivanco presenta el mayor recuento promedio de UFC/g de alimento con
5,0 x 10* UFC a diferencia de los otros dos mercados, que podria explicarse por la
alta afluencia de personas y a la mala manipulacién de estos alimentos. El aislamiento
de esta bacteria nos indica la probable contaminacion de un alimento que tiene como
procedencia diferentes partes del cuerpo humano como boca, piel, o fosas nasales
de individuos portadores que manipulan el alimentos®. Estos valores estan por encima
del limite permitido como indica la NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V-01%.

Nieves (2018)2, en su trabajo similar al nuestro encontré un nivel microbiano superior
al 10® UFC/g de alimento, valor que esta por encima del maximo (norma Covenin N°
1538-92), la que conlleva la posibilidad de que se presenten casos que involucran
intoxicacion estafilocécica. Vasquez (2018)%’, en Cajamarca, obtuvo promedios de
40x10? UFC/g de valores que sobrepasa los limites establecidos por la normativa
peruana, esto podria deberse a una deficiente aplicacion de buenas practicas de
manufactura en el procesamiento debido a que, como se ha mencionado, son agentes

bacterianos localizados en el cuerpo de los seres humanos y de los animales,
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especialmente en la superficie corporal, fosas nasales, la faringe, la boca y las manos,
convirtiendo a los manipuladores de alimentos como fuentes potenciales de
contaminacién, en este trabajo, ademas, que a nivel de la superficie de las ubres de
las vacas, incluido el suelo, albergan gran cantidad de este tipo microorganismos
bacterianos que en forma directa e indirecta llegan a infectar este producto como es
la leche, estos resultados corroboran nuestros hallazgos. Los recuentos fuera de los
estandares permitidos pueden estar ligados a la probable apariciéon de enterotoxina
estafilococica que originaria intoxicacion por alimentos a nivel masivo dada la alta

frecuencia de aislamiento en los tres puntos estudiados de Ayacucho.

En la tabla 3, se observa el antibiograma de los aislamientos de S. aureus aisladas
de los quesos en estudio y en la tabla 4 el antibiograma de la cepa de referencia S.
aureus ATCC 25923 que nos sirvio como control. De las cepas aisladas en este
estudio observamos que existen cepas resistentes a la clindamicina, penicilina,

dicloxacilina, cloranfenicol y amoxicilina.

S. aureus puede ocasionar multiples afecciones, asi como a través de sus toxinas
provocar intoxicaciones. Debido a la amplia gama su estudio suscita espectativa dada
la diversidad de componentes virulentos que presenta, a esto se suma la gran
competencia para originar resistencia antimicrobiana. Por los afios 40, ya se presento
la capacidad de resistencia a la penicilina, por lo cual ya no es usada en la actualidad.
Por los afios 60 se generan las penicilinas betalactamasas resistentes (dentro de ellas
la oxacilina y meticilina), en un solo afio se descubrieron S. aureus resistente a la
meticilina (las llamadas SARM); esta capacidad es debida a la sintesis de la proteina
PBP2a (proteina de union a penicilina adicional) cuya codificacion esta dada por el
gen mec A. La PBP no presenta predileccion a los betalactamicos, confiriéndole a S.
aureus resistencia a las penicilinas semisintéticas, también a todos los
betalactamicos, que incluyen a la primera y cuarta generacion de cefalosporinas,
ademas de los carbapenems, que se extiende a las lincosamidas y quinolonas. Este
tipo de resistencia ha aumentado bastante en muchos lugares del planeta y ahora se
ha vuelto un problema muy importante. En el Peru, inclusive desde el afio 1996, se
han realizado estudios en la ciudad de Lima, dando como resultados que el 63% de
aislamientos de S. aureus presentan multiresistencia (MRSA), investigaciones

después a esta fecha, dieron como resultados de 50 a 90% de multiresistencia. Del
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conjunto de antibioticos utilizados en la terapia de afecciones por S. aureus, un grupo
importante de antimicrobianos empleados para el tratamiento de las infecciones por
esta bacteria, es el denominado complejo MLSB que involucra a los macrélidos,
lincosamidas y estreptograminias B (eritromicina, clindamicina, linezolid). La forma de
actuar de este conjunto es la inhibicién de sintesis proteica mediada por una metilasa
ribosomal, la cual se fija al sitio P (subunidad 50S) del ribosoma de la bacteria. Uno
de los antibiéticos de preferencia para la terapia de efecciones de la piel y tejidos por
estafilococos es la clindamicina, que es el antibidtico de eleccion para el tratamiento
de efecciones de la piel y tejidos en particular en MRSA, debido a su excelente buena
asimilacién via oral, buena incorporacién, y que no necesita correccion de la
dosificacién en casos de nefropatia (o insuficiencia renal). Este farmaco resulta una
buena alternativa en la terapia por opcion terapéutica oral, tanto en enfermos
ambulatorios, como también en la continuidad de tratamiento intravenosa. Ademas,
la clindamicina sirve como antimicrobiano es el tratamiento substitutivo en aquellos
enfermos que presentan alergia a las penicilinas. El enorme potencial de resistencia
antibidtica que presenta esta bacteria se observa también en la resistencia a los
MLSB, la que puede explicarse debido a dos componentes, la llamada resistencia
constitutiva “MLSBc” y la resistencia inducible “MLSBi”, las mismas que estan
vinculadas con la manifestacion de genes erm (erylhnromycin ribosome methylation).
El componente constitutivo observa alta resistencia a diversos antibidticos del
conjunto MLSB, en comparacion al componente inducido que refleja basicamente
resistencia a macrélidos de catorce atomos (eritromicina), de quince atomos
(azitromicina) y son sensibles a macrélidos de dieciséis atomos, lincosamidas
(clindamicina) y estreptograminas B. En los aislamientos MLSBI, La eritromicina
puede jugar el papel de inductor fuerte del gen erm en la resistencia MLSBI; por otro
lado la clindamicina actia como un inductor fragil actuando de forma lenta. De lo
indicado las cepas o aislamientos con resistencia MLSBI lucen que son susceptibles
“in vitro” a la clindamicina, sin embargo cuando son utilizados en la clinica, sucede “in
vivo” el estimulo de resistencia, consecuentemente el fracaso de la terapia. Esto se
explica, ya que la clindamicina por ser inductor fragil o débil, ocasiona en un plazo

largo (lapso de tratamiento), resistencia a ella misma?2,
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Las investigaciones determinan por lo menos 03 sistemas de resistencia de
Staphylococcus aureus a los beta lactamicos, que en varios casos se relacionan una
a otra: elaboracion de beta lactamasas, fenbmenos o actividad de tolerancia y
resistencia determinadas por proteinas de fijacion de penicilina (PBP), las cuales
pueden ser modificadas o supernumerarias, la que es llamada resistencia de caracter
intrinseco a la meticilina?®. Con respecto al cloranfenicol, Franco (2014)* encontr6
que el 100 % de las cepas de Staphylococcus aureus gue aisl6 en su trabajo, fueron
sensibles in vitro al cloranfenicol, este antimicrobiano impide la sintesis proteica de la
subunidad 50S del ribosoma 70S, parando la elaboracion de proteinas en su inicio.
Actuando este antimicrobiano de forma bacteriostatica; sin embargo como
observamos en la tabla 3 el 28.6% de cepas de nuestro trabajo ha presentado
resistencia a este antibidtico, en vista al uso indiscriminado y la auto medicacion sin

control que existe en nuestra zona.
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VI. CONCLUSIONES

Se aisl6 e identifico 35 cepas de Staphylococcus aureus a partir de quesos frescos
artesanales expendidos en los mercados de la ciudad de Ayacucho
constituyéndose el 48,6 % del total de cultivos realizados. Siendo el recuento de
UFC/g de 5,0 x 10* para el mercado F. Vivanco, Nery Garcia 3,8 x 10%, y para el
mercado Magdalena 2,9x 10%.

La sensibilidad de cepas aisladas de S. aureus frente a diferentes
antimicrobianos fue que presentaron resistencia a la clindamicina 14.3%, a la
penicilina , dicloxacilina, cloranfenicol en un 28,6% del total de las cepas
aisladas, mientras que fueron sensibles a la levofloxacina, ciprofloxacina y

trimetoprim/sulfametoxazol en un 100%.
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VIl. RECOMENDACIONES

e Realizar estudios similares buscando cepas de Staphylococcus aureus meticilino
resistentes, debido al amplio espectro de resistencia de esta bacteria y utilizando

muestras clinicas.
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ANEXO 1. Muestras de queso fresco artesanal.
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ANEXO 2. Crecimiento de colonias caracteristicas de Staphylococcus aureus en Agar
Baird Parker .
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ANEXO 3. Prueba de sensibilidad antimicrobiana para Staphylococcus aureus
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ANEXO 4. Matriz de consistencia.
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Sensibilidad ¢Cudl sera la Objetivo general: e Laleche Variable de Staphylococcus Tipo deinvestigacion:
antimicrobiana  sensibilidad e El queso interés aureus aislada
de antimicrobiana ¢ Determinar la ¢ Staphylococcus de quesos * Basico descriptivo
Staphylococcus  de sensibilidad aureus Sensibilidad frescos Disefio:
aureus aislada Staphylococcus gntm?]lclroblana de e Sensibilidad antimicrobiana  artesanales

. taphylococcus imicrobi ) L
de quesos aureus aislada aurguz aislada  de antimicrobiana de cepas de expendidos en  Descriptivo simple
frescos de quesos quesos frescos Staphylococcus  Jos mercados de  Poblacion:
artesanales frescos artesanales aureus aislada |a ciudad de
expendidos en artesanales expendidos en los de quesos  Ayacucho Quesos frescos expendidos
los mercados expendidos en mercados de la frescos muestra en los mercados de la ciudad
de la ciudad de los mercados de Ob,C'tl,Jdad de AY?CU‘?hO' artesanales sensibilidad de Ayacucho.
Ayacucho. la ciudad de ~PIEUVO Especitico: expendidos en variada a los _
| d o . Muestra: 72 muestras de
2020. Ayacucho? o Aislar e identificar 0S mercaaos antimicrobianos. Leso fresco
de la ciudad de q '
cepas de Ayacucho
Staphylococcus y : Procedimiento:
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artesanales
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aisladas de
Staphylococcus
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antimicrobianos.

Analisis estadistico:
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almacenados y procesados en
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tablas de distribucion de
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