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RESUMEN

Es frecuente encontrar Staphylococcus aureus en los productos lacteos producidos artesanalmente y
comercializados en la ciudad de Tryjillo (Perl) en grados menores sin que causen dafio; sin embargo, en dosis
mayores conllevan a intoxicaciones alimentarias y, al ser tratadas en forma ambulatoria con antibidticos, estas
bacterias crean resistencia: tal es el caso de la Oxacilina. Por ello, se propuso determinar la frecuencia de
aislamiento de S. aureus Oxacilina resistente a partir de quesos artesanales comercializados en el mercado La
Union de Trujillo, entre mayo y julio del 2015. Se recolectaron 36 muestras de quesos artesanales, por triplicado,
de los doce establecimientos de venta durante 12 semanas, cada muestra estuvo constituida por 250 g. Las tres
muestras recolectadas por semana fueron homogeneizadas con un mortero, se extrajo 10g y agregé 90 mL de
agua-peptonada-citratada estéril obteniendo una dilucion de 10-!, se filtrd y se realizaron diluciones hasta 10-3.
De las diluciones se sembrd 0.1 mL en Agar Bair-Parker e incub6 a 37°C por 24h. De las colonias caracteristicas
se procedi6 al aislamiento de tres cultivos de S. aureus por muestra en Agar-Nutritivo haciendo un total de 108
cultivos de S. aureus. Después de su incubacion se conservaron en refrigeracion a 4°C y, a cada cultivo se le
realizé tincion Gram y luego pruebas de catalasa, coagulasa, y susceptibilidad a Oxacilina. Se encontr6é que el
100 % de cultivos de S. aureus coagulasa positivos fueron resistentes a Oxacilina.
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ABSTRACT

It is common to find Staphylococcus aureus in dairy products, produced by hand and marketed in the city of
Trujillo - Peru, in minor degrees that don't cause damage, however at higher doses lead to food poisoning in
certain people and to be treated on an outpatient basis with antibiotics, these bacteria create resistance as it is the
case of Oxacillin. Therefore, it was proposed to determine the frequency of isolation of S. aureus Oxacillin
resistant from artisanal cheeses sold in the market Trujillo's Union, during the period from May to July 2015. 36
samples of artisan cheeses, in triplicate, of the twelve shops for 12 weeks were collected, each sample consisted
of 250 g of cheese. 3 samples collected in the week were homogenized in a mortar, it weighed 10 g and 90 ml of
water added citrated sterile peptone dilution of 10-!, obtaining leaked, and they searched dilutions up to 10-3. The
dilution was sown 0.1 ml in Bair-Parker Agar and incubated at 37° C for 24 h. Characteristic colonies was the
isolation of 3 cultures of S. aureus per sample in nutrient Agar making a total of 108 cultures of S. aureus. After
incubation were kept in refrigeration at 4 ° C and each crop was you performed Gram stain, catalase, coagulase,
and susceptibility to Oxacillin test. Finally, it was determined that the 100% crop of S. aureus coagulase positive
were resistant to Oxacillin.
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INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es una bacteria que tiene la forma de un coco, Gram positivo, anaerobio
facultativo, inmoévil, catalasa positivo, generalmente coagulasa positiva, no esporulados, mesofilo, que
se agrupa en racimos, de colonia con pigmento dorado, amarillo y a veces blanco; crece en ambientes
con temperaturas entre 30 — 37°C, pH entre 4.2 a 9.3, siendo el 6ptimo entre 7.0 a 7.5; tolera
concentraciones de sal hasta del 10% y tiene una actividad acuosa minima de 0.86 1.

Algunas especies de estafilococos son productoras de una familia de proteinas no glicosiladas de
bajo peso molecular, entre 22 000 y 31 000 Daltons, conocidas como enterotoxina estafilocdcicas
(SE) que se caracterizan por ser termo-resistentes, y que S. aureus produce alrededor de 11 serotipos
distintos de SE, ademas de otras toxinas de gran virulencia para los mamiferos, todas relacionadas con
las infecciones intrahospitalarias 1.2,

S. aureus es encontrado en la piel y habita en las mucosas de los humanos 2, y estos pueden llegar a
los alimentos de muchas maneras y fuentes; asi tenemos que pueden contaminar los alimentos por
conducto de quienes manejan o preparan los mismos que tengan infecciones pidogenas agudas o por
portadores sanos que los albergan en fosas nasales y garganta. Esta presencia en los alimentos se
asocia a una inadecuada manipulacion o al empleo de materias primas contaminadas causando
intoxicaciones alimentarias 34. Se han encontrado enterotoxinas por la ingesta de productos
contaminados, generalmente de origen carnico y lacteo L.

Existen diferentes cepas de .S. aureus, aislados de diferentes muestras bioldgicas, que son resistentes
a los antibioticos oxacilina y meticilina, denominados S. aureus meticilino resistentes (MRSA), que
producen una o mas exoproteinas estafilococicas especificas, incluyendo superantigenos tipo
enterotoxinas, toxina del sindrome del choque téxico y toxinas exfoliativas 5 Se ha reportado una
prevalencia del 2.8 % de estas bacterias en 101 muestras de leche de vaca colectado en tanques ¢ que
dificultan su tratamiento en costo y en tiempo 7.

El queso es un vehiculo de enfermedades transmitidas por alimentos 8 en varios paises de América
del Sur °y a nivel mundial 1011, Hay trabajos de investigacion que reportan la presencia de .S. aureus en
diferentes alimentos; ademas, estudios realizados en Latinoamérica entre el afio 1993 y 2002 indican
que 719 brotes fueron debido a infeccion estafilocdcica que afectaron a 27 693 personas de las cuales
3 fallecieron!2. Otras investigaciones estiman que un alimento constituye un riesgo de intoxicacion
alimentaria por S. aureus, cuando se confirma la presencia de alguna de sus enterotoxinas o una carga
del microorganismo igual o superior a 105 UFC/g 13.14,

La produccién artesanal de quesos por los pobladores de las regiones de la sierra de Cajamarca y La
Libertad en el Perti es una actividad comercial importante que contribuye con su economia. Este
producto es un derivado lacteo ampliamente consumido por los comensales, por su valor nutritivo,
sabor y bajo costo, por lo que se expende en una cantidad apreciable en los mercados. Por otro lado, el
publico consumidor generalmente no conoce la procedencia ni la forma de elaboracion, la cual se
realiza sin la debida calificacion técnica. A esto se suma el riesgo de la existencia de cepas de S.
aureus resistentes a antibidticos y que por su particular virulencia, dificulta el tratamiento terapéutico
de las intoxicaciones.

Es conocida que la resistencia antibacteriana en cultivos de S. aureus se ha convertido en un
problema de salud publica cuando se planifica el tratamiento y manejo de las infecciones por esta
bacteria. Por otro lado se han reportado informaciones sobre la presencia de bacterias MARS en
diferentes muestras de alimentos. Entonces epidemioldgicamente es importante detectar y hacer un
seguimiento a este tipo de poblacion bacteriana en la comunidad local, regional y nacional ya que su
presencia esta relacionada con diferentes tipos de toxinas que afectan la salud del hombre. Por tanto,
considerando que algunos brotes de intoxicacion estafilococica han sido atribuidos al consumo de
quesos artesanales, en esta investigacion se pretende determinar la frecuencia de aislamiento de
Staphylococcus aureus resistentes a la Oxacilina en quesos artesanales procedentes del mercado La
Unidn en la ciudad de Trujillo-Per.
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MATERIAL Y METODOS

Muestreo y procesamiento de quesos artesanales.

De 12 establecimientos de venta de quesos artesanales del mercado La Union de la ciudad de Truyjillo
(Pern), se eligi6 al azar tres establecimientos por semana, durante 12 semanas, de los cuales se obtuvo
una muestra (36 en total) que fue depositada en bolsas con cierre hermético estériles, las cuales fueron
cidificadas y trasladas al Laboratorio de Fisiologia Microbiana de la Universidad Nacional de
Trujillo.

Cada muestra fue triturada y homogenizada por 3 minutos en un mortero. Se pes6 10 g de muestra y
se agregd 90 ml de agua peptonada estéril (APE) al 0.1% mas citrato de sodio al 2.0 % a fin de
obtener una dilucion inicial (10-1); a partir de esta, se filtr6 en un embudo con gasa estérils. Del
filtrado se tomo6 1 ml y se realizaron diluciones seriadas con 9 ml APE al 0.1%, obteniendo una
dilucién 10-2, tal procedimiento se repitié hasta la dilucion 10-3.

Siembra, aislamiento e identificacion de S. aureus '5.

De cada dilucion se coloco 0.1 ml y se sembro por superficie con la ayuda del asa de Drigalsky en
placas con agar Baird Parker (ABP) por duplicado. Estas se incubaron a 37°C por un periodo de 24 a
48 h.

De las colonias caracteristicas se procedio al aislamiento de 3 cultivos de S. aureus por muestra,
sembrando por estria en Agar Nutritivo e incubd en las mismas condiciones como en la siembra, y
finalmente se conservo en refrigeracion a 4°C.

A cada cultivo aislado se realizo las siguientes pruebas:

¢ Tincion de Gram: (i) se coloco una gota de solucion salina fisiologica estéril (SSFE) sobre una
lamina portaobjeto, con la ayuda de un asa bacterioldgica se tomo una porcion de cultivo, se
realiz6 una extension, y se fijo secando a temperatura ambiental, (ii) sobre una porta laminas para
tincion, se colocd la lamina y se agregd los colorantes de tincion. Primero una gota de Cristal
Violeta, se dejo por dos minutos, y luego se lavd con agua destilada. Después, se agrego el lugol,
por un minuto, y se lavo con agua destilada. Se afiadio alcohol-acetona hasta decoloracion, se
lavd con agua destilada. Luego se agregd una gota de safranina por treinta segundos. Por tltimo
se lavo con agua destilada y se dejo secar. Luego se observo al microscopio con el objetivo de
inmersion y (iii) Lectura: La observacion al microscopio de células esféricas, formando
racimos, de color violeta o azules, indico la presencia de cocos Gram positivas !6.

e Prueba de la catalasa: (i) se colocod una gota de solucion de peroxido de hidrogeno comercial
sobre una lamina porta objeto. Con el asa se sacod una porcion de la colonia de la bacteria, se hizo
una suspension turbia y se observo bajo el microscopio y (ii) Lectura: La produccion de burbujas
de gas (oxigeno) indico un resultado positivo 1415,

¢ Prueba de la coagulasa: (i) se tomé de cuatro a cinco colonias y fueron colocados en un tubo
que contenia 0.5 ml de plasma citratado de conejo, se mezcldo completamente y se incubo a 35 °C
de 18-24 h. Se examind periddicamente cada 30 minutos para verificar la formacion de un
coagulo y (ii) Lectura: La aparicion de un coagulo que permaneci6 firme y completo cuando el
tubo se invirtid, confirmo un resultado positivo 1718, 19,

Pruebas de susceptibilidad a la Oxacilina

A los cultivos de S. aureus coagulasa positivos se realizo la prueba de susceptibilidad antibacteriana
frente a la Oxacilina por el método de difusion del disco en agar 20. El medio de agar Mueller-Hinton
se virtio sobre una placa estéril y se dejo enfriar. Se extrajo una cantidad suficiente de colonias del
cultivo joven de S. aureus y se mezcldé con SSFE hasta hacer una suspension homogénea y fue
comparado con el tubo 0.5 del nefelometro de Mac Farland, cuya concentracion corresponde a 1,5 x
108 células/ml. Luego se distribuy6 con un hisopo estéril hasta cubrir totalmente la superficie del agar,
se dejo secar en estufa por 5 minutos y seguidamente se coloco el disco de Oxacilina. Se incub6 en
estufa, placa invertida, a 37°C durante 12 a 18 h.

Lectura: Se midi6 los diametros de los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano y determino el
grado de susceptibilidad de la bacteria frente a la Oxacilina utilizando la tabla propuesta por NCCLS,
200121,
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RESULTADOS

Se aislo 50 cultivos de S. aureus, todos ellos resistentes a la la oxacilina (Fig. 1)
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Fig. 1. Numero de cultivos de S. aureus'y S. aureus resistentes a Oxacilina aislados de quesos
artesanales comercializados en el mercado “La Union” Trujillo, La Libertad, de mayo-julio 2015.

DISCUSION

S. aureus es hal6fila y mesofila, y algunos factores fisicoquimicos, como la temperatura, pH y
atmosfera aerobica de los ambientes de procesamiento y almacenaje del queso crean una habitat
idéneo para desarrollo y proliferacion optima de estas bacterias 22, por lo que se justifica su presencia
y aislamiento en los quesos blancos elaborados artesanalmente y que son comercializados en el
mercado La Union de Trujillo. Esta presencia indica que existido la contaminacion bacteriana de los
quesos de produccion artesanal, facilitada por la exposicion de las manos de las personas que procesan
el alimento, hacia el suelo, agua, a objetos contaminados que estuvieron en contacto con los animales
reservorios de bacterias patdgenas, asi como también por la diseminacion microbiana desde las
mucosas que tapizan fosas nasales y garganta de los manipuladores como ha sido demostrado por
investigaciones sobre la evaluacion microbioldgica del personal que procesa alimentos y su relacion
con el grado de contaminacion del producto alimenticio 23: 24,

La frecuencia de aislamiento de Staphylococcus aureus resistente a la Oxacilina a partir de muestras
de queso fue del 100 %. Este resultado es mayor al encontrado en pacientes hospitalizados, donde se
encontrd que solo el 32% presentaban esta bacteria 23- Otro estudio en el hospital Arzobispo Loayza,
arrojo un 53,6%25- En cambio, en el instituto de enfermedades neoplasicas se reportdé que un 100% de
estas bacterias fueron resistentes a la Oxacilina26. Esta resistencia bacteriana se deberia a tres
mecanismos: produccion exagerada de B-lactamasa, modificacion de las PBPs, y por la presencia de
una nueva proteina en la pared celular denominada PBP2a, codificada por el gen mecA; este ltimo
mecanismo es el mas importante en las cepas que rutinariamente se aislan en el laboratorio 27.

Esta investigacion se justifica porque la deteccion de cepas de origen comunitario provenientes de
alimentos, tiene una implicancia epidemiologica, ya que podrian tener la capacidad de resistir los
efectos de la Oxacilina y por lo tanto a todos los betalactamicos y a las combinaciones de
betalactamicos con inhibidores de bectalactamasa 28. Entonces de los 50 cultivos de S. aureus
coagulasa positivos aislados de quesos artesanales, el 100% resultaron resistentes a la Oxacilina, este
hallazgo evidencia que los quesos de produccion artesanal a nivel regional estarian actuando como
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vehiculos de transmision de S. aureus foraneos resistentes a antibidticos hacia quienes los manipulan
y/o consumen.
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