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RESUMEN

En la presente investigacion se determind los patrones de resistencia de Staphylococcus
aureus, los cuales se aislaron de muestras de queso; el trabajo se llevo a cabo realizando 3
muestreos en 15 puestos diferentes del mercado modelo de Chiclayo, obteniendo asi 45
muestras de queso fresco artesanal. Las muestras se recolectaron en bolsas herméticas y
posteriormente se trasladaron a las instalaciones del laboratorio de Microbiologia y
parasitologia de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo. Luego se procedié a realizar
diluciones seriadas del alimento estudiado tal y como lo indica La comisién internacional de
especificaciones microbiologicas de los alimentos, conocida por sus siglas en inglés (ICMSF)
y posteriormente el andlisis microbioldgico, que consistio en la identificacion de
Staphyloccocus aureus mediante diferentes pruebas, tales como; tincién de Gram, coagulasa y
fermentacion de manitol, obteniéndose 18 cepas de S. aureus. La susceptibilidad de S. aureus
a los antimicrobianos se realizo utilizando el método de difusion en disco segun Kirby-Bauer,
dando como resultado resistencia a la Penicilina en 33.3 %; Oxacilina 16.7%; Clindamicina
16.7 %, Eritromicina 16.7 %; y una sensibilidad a Gentamicina 100%, Ciprofloxacino 100% y

Cefoxitina.

Palabras clave: Queso fresco, Staphylococcus aureus, Resistencia a antibioticos.



ABSTRACT

In the present investigation, the resistance patterns of Staphylococcus aureus were
developed, which were isolated from cheese samples; The work was carried out by making 3
samples in 15 different stalls of the Chiclayo model market, thus obtaining 45 samples of
artisanal fresh cheese. The samples were collected in hermetic bags and later transferred to the
facilities of the Microbiology and Parasitology laboratory of the Pedro Ruiz Gallo National
University. Then, serial dilutions of the food studied were carried out as indicated by the
International Commission for Microbiological Specifications for Food, known by its acronym
in English (ICMSF) and subsequently the microbiological analysis, which consisted of the
identification of Staphyloccocus aureus through different tests, stories like; Gram stain,
coagulase and mannitol fermentation, obtaining 18 strains of S. aureus. The susceptibility of
S. aureus to antimicrobials was performed using the disk diffusion method according to Kirby-
Bauer, resulting in resistance to Penicillin in 33.3%; oxacillin 16.7%; Clindamycin 16.7%,
Erythromycin 16.7%; and a sensitivity to Gentamicin 100%, Ciprofloxacin 100% and
Cefoxitin.

Keywords: Fresh cheese, Staphylococcus aureus, Antibiotic resistance.
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. INTRODUCCION

En el Perd, el queso fresco artesanal es un derivado lacteo ampliamente consumido y
se expende en cantidades considerables en la mayoria de mercados, es elaborado
tradicionalmente utilizando metodologias tradicionales que se heredan de generacion en
generacion. Al ser un alimento artesanal, las condiciones de elaboracion carecen de medidas
de control sanitario que permitan garantizar la calidad y salubridad del producto, por ello se ha
visto implicado en muchas infecciones gastroentericas, en las cuales los causantes mascomunes
son: Staphylococcus aureus, Salmonella, Escherichia coli, entre otros (Little et al., 2008).

La mala manipulacién o el inadecuado manejo de alimentos durante el proceso,
almacenamiento y/o comercializacion, conlleva a la contaminacion de los alimentos por esta
bacteria, S.aureus. Asimismo, la falta de condiciones higiénicas en los mercados de Chiclayo
en las que se comercializa el alimento por parte de los manipuladores conlleva a ciertos
problemas como toxi-infecciones gastrointestinales estafilocécicas, resultando un problema
para los consumidores. Gran parte de los consumidores que se ven afectados por este tipo de
intoxicacion logran salir airosos con el tratamiento adecuado y la mortalidad por él mismo es
muy escasa, no obstante la intoxicacion que produce S.aureus, conlleva a una cuantiosa carga
tanto econdmica como social (Normanno et al., 2007).

Staphylococcus aureus fue el primer microorganismo en presentar resistencia a
antibidticos, por ello, desarrollo diferentes artilugios, algunos de manera intrinseca y otros los
fue adquiriendo. Unos pocos afios después de que empiece a producirse en grandes cantidades,
se descubre la resistencia al antibiético penicilina. Al introducirse la meticilina, se produjo un
gran avance, pero en poco tiempo también adquirid resistencia a ésta, y con ella, a todos los
antibidticos betalactdmicos, he aqui donde entran a tallar las cepas SARM (Staphylococcus

aureus resistente a meticilina), representando un problema tanto ambiental como hospitalario.
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Dichas cepas se diseminaron por todo el mundo, conllevando a que se introdujera
diferentes tratamientos para intentar hacerle frente, sin llegar a conseguirlo. Hoy en dia vemos
que ha desarrollado resistencia a la vancomicina, supuesto tratamiento aceptado como el mejor,
de esta manera da lugar a las cepas VISA y VRSA (Lacueva, 2017). En relacién con eso, se
podria decir que la resistencia a los antibioticos representa un problema de Salud Publica en
diversos lugares del mundo a causa del constante desplazamiento de cepas resistentes en el
ambiente. Los alimentos contaminados con bacterias resistentes a antibiéticos representan
vehiculos ideales para la transmision de cepas resistentes a los mismos (Alvarado etal., 2011).
Desde esta perspectiva los investigadores refieren que casualmente estas bacterias
ingeridas a diario con los alimentos estarian tomando el papel de reservorios y asi manteniendo
la resistencia a los antibiéticos. (Normanno et al., 2007).

Por lo expuesto, se planted el siguiente problema: ¢Cudles son los patrones de
resistencia de Staphylococcus aureus aislados de quesos frescos procedentes del mercado
modelo de Chiclayo? Teniendo, como objetivo general determinar los patrones de resistencia
de S. aureus aislados de quesos frescos del Mercado Modelo de Chiclayo; y como objetivo

especifico halla la susceptibilidad de Staphylococcus aureus a los antibioticos.
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. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes de la investigacion

Rivera et al. (2011) realizaron estudios en quesos comercializados en las ciudades de
Maracaibo y San Francisco del estado Zulia-Venezuela. En los ensayos se detectaron 25 cepas
de S. aureus con mayor resistencia a: Penicilina 44%, Oxacilina 20%, Tetraciclina 12%,
Eritromicina y Amikacina 8%, Rifampicina, Kanamicina, Clindamicina y Ciprofloxacina 4%
cada una. Todos los S. aureus aislados fueron 100% sensibles a: Imipenen, Trimetropim-
Sulfametoxazole y Gentamicina, y alrededor del 90% fueron sensibles a: Rifampicina,
Vancomicina y Cloranfenicol. Una cepa fue caracterizada como Staphylococcus aureus
Meticilino-Resistente (SARM).

Alvarado et al. (2011) compararon la resistencia antimicrobiana de S. aureus aisladas
de quesos frescos adquiridas en la Zona de San Vito de Coto Brus con datos de sensibilidad de
las cepas de S. aureus asiladas e identificadas en el Hospital de San Vito de Coto Brus, donde
se obtuvo que las cepas provenientes de muestras clinicas presentan resistencia a la Penicilina
(100%), Ampicilina (96%), Oxacilina (67%), Eritromicina (17%), Tetraciclina (8%),
Clindamicina y Gentamicina (4%) mientras que las muestras obtenidas a partir de queso
presentaron resistencia a Ampicilina y Penicilina (31%) y Oxacilina (15%).

Cedillos y Guerra (2012) en su trabajo de investigacion llevado a cabo en La Libertad,
evaluaron cepas multiresistentes de S. aureus, tomando distintas muestras, como quesos
frescos, leche e incluso el lavado de manos de los manipuladores (provenientes de dos
queserias). Dichos autores encontraron 75 cepas de Staphylococcus aureus en 25 muestras de
cada fuente. Ellos aplicaron la prueba de susceptibilidad por el método de difusion en disco
Kirby-Bauer, utilizaron 6 antibidticos: Amoxicilina, eritromicina, penicilina G,
Ciprofloxacino, Tetraciclinay Sulfamida, obteniendo multirresistencia a los tres primeros

antibidticos en mencién (80%), en tanto que, las cepas obtenidas del lavadero mostraron
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resistencia solo a la penicilina G (20%).

Benitez, y Centi (2012) tuvieron como objetivo determinar la resistencia de S. aureus,
aislados de quesos no madurados comercializados en el mercado central de San Salvador,
ademas, ellos tomaron como muestras también quesillo y queso duro, 20 muestras por cada
tipo de queso, especificamente, y enfrentaron las cepas que lograron aislar a diferentes
antibidticos, obteniendo resultados que mostraron sensibilidad total a: ciprofloxacino,
clindamicina, amikacina, oxacilina, vancomicina, en tantoque el 10.5% de las cepas obtenidas
del queso duro, mostraron resistencia a tetraciclina, y 6% de las cepas obtenidas del quesillo
sensibilidad intermedia al mismo antibiotico.

Rodas et al. (2016) llevaron a cabo su estudio en 3 mercados de la ciudad del Milagro
en Ecuador, acerca de la contaminacion de queso, por tipo de proceso de elaboracién,
trabajando asi con quesos frescos artesanales, quesos pasteurizados y quesos mozzarella, en
este estudio se obtuvo que, de los 54 quesos muestreados, detectaron contaminacién por
Staphylococcus aureus en 30 quesos analizados (55%), en los diferentes tipos de queso se
determind la presencia de la bacteria en:18 quesos artesanales (100%); 11 quesos pasteurizados
(61%) y 1 queso mozzarella (5%), constituyendo un peligro inminente para las personas,
especificamente para los consumidores.

Sosa y Giménez (2016) en su investigacion sobre indicadores de la calidad
microbioldgica del queso Paraguay mediante el recuento de Staphylococcus coagulasa positivo
y su sensibilidad antimicrobiana, encontraron que el 38,46 % de los 26 lotes, cada uno de ellos
compuesto por 5 muestras de queso Paraguay presentaron valores superiores a los limites
establecidos por la Norma Paraguaya (NP), para la cantidad de Staphylococcus coagulasa
positivo permitida y que el 79,23 % de las muestras presentaron crecimientos de
Staphylococcus spp., de los cuales el 83,5 % pertenecen a S. coagulasa positiva. Ademas, al
evaluar la sensibilidad antimicrobiana de las cepas aisladas se pudo observar que el 63,95 %
de los S. coagulasa positivo fueron resistentes a la Cefixima, 40,70 % resistente a la

Ciprofloxacina y 16,27 % resistente a la Sulfa-trimetoprima.
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Yugcha (2016) determiné la presencia de cepas de S.aureus resistentes y
multiresistentes aislados en quesos frescos artesanales elaborados en zonas rurales de
Riobamba, este estudio se realizé en 6 queseras (San Juan, Quimiag y Pungald), la muestra se
recolect6 periodicamente durante el mes de noviembre y diciembre 2015. Se obtuvo cepas de
S.aureus resistentes a Penicilina en un 100,00%; Cefoxitina 33,33 % resistencia y 66,67 %
sensibilidad; Tetraciclina 13,33 % resistencia y 86,67 % de sensibilidad; Amikacina 6,67 %
resistencia y 93,33 % sensibilidad; VVancomicina 100,00 % de sensibilidad; Ciprofloxacina
100,00% de sensibilidad; Clindamicina 20,00 % resistencia y 80.00% sensibilidad,;
Eritromicina 20,00% sensibilidad y 80,00 % resistencia intermedia.

Aguilar (2017) realizaron su estudio en el municipio Guaicaipuro de Venezuela, donde
trabajaron con quesos blancos, duros y semiduros de origen artesanal. Los resultados obtenidos
mostraron una carga microbiana mayor a 10-3 UFC/g en todos los quesos. Ademas, se
demostro la presencia de S. aureus en un 20% de los quesos blancos analizados, asi como la
presencia de cepas multirresistentes en un 6% de las muestras, de entre las cuales destaca una
cepa resistente a 10 de los 13 antibidticos usados. Todas las cepas resistentes, no presentaron
patrones de resistencia comunes, mostrando resistencia probable a Oxacilina (76% de las
cepas) y Vancomicina (88% de las cepas).

Adame et al. (2018) Tuvieron como objetivo determinar la presencia de Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina (MRSA) y la produccién de enterotoxina A en el queso de
leche cruda de vaca producido en México, obteniendo un total de 44 quesos positivos para S.
aureus de una muestra de 78 quesos no pasteurizados, con una frecuencia del 18.1% para S.
aureus resistentes a meticilina y 18.1% para productores de enterotoxina A. estos resultados
muestran el problema que conllevaria el consumo de estos alimentos, ya que al contener esta
enterotoxina , podria producir una intoxicacion estafilococica, y afectar mortalmente a la

poblacion vulnerable.
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Aranda et al. (2017) en su investigacion determinaron la frecuencia de S.aureus
Oxacilina resistente a partir de quesos artesanales comercializados en el mercado La Union de
Trujillo. Ellos analizaron 36 muestras, donde cada muestra estuvo constituida por 250 g. Delas
colonias caracteristicas se procedio al aislamiento de tres cultivos de Staphylococcus aureuspor
muestra en Agar-Nutritivo haciendo un total de 108 cultivos de S. aureus. A cada cultivo se le
realizé tincion de Gram, asi como también pruebas complementarias tales como prueba de
catalasa, coagulasa, obteniéndose 50 cepas de Staphylococcus aureus coagulasa positiva las
cuales el 100 % de cultivos fueron resistentes a Oxacilina.

Lopez (2016) en su investigacién tuvo como objetivo determinar la resistencia
microbiana de cepas de Staphylococcus aureus aisladas de quesos frescos provenientes de
mercados ubicados en Lima Metropolitana, haciendo el uso del método de difusion en disco
de Kirby-Bauer, donde encontrd que sus muestras poseian contaminaciones mayores a 105
UFC/g, de las cuales 31 cepas de Staphyloccus. aureus coagulasa positivas aisladas mostraron
resistencia a penicilina (96,77%), oxacilina (77,42%), gentamicina (3,23%) y norfloxacino
(3,23%). También mostraron sensibilidad a vancomicina (100%), gentamicina (96,77%) y
norfloxacino (96,77%).

Acosta y Roenes (2019) en su investigacion, estudiaron la susceptibilidad a antibiéticos
de Staphylococcus aureus, donde trabajaron con 12 muestras de quesos costefios, blando,
semiduro y duro, en este estudio se hallé un alto porcentaje de cepas sensibles a casi todos los
antibioticos, solo el 20% mostro resistencia a tetraciclina y cloranfenicol, y el 4% mostré
resistencia a 3 antibidticos, penicilina, tetraciclina y eritromicina. Ademas obtuvieron una carga
microbiana por encima del limite permitido establecido por la norma convenin 1538-92, la cual
indica que con cantidades superiores al dicho limite, se puede desencadenar brotes por
intoxicacion con estafilococos.

Renteria (2019) determiné la resistencia antimicrobiana de cepas de Staphylococcus
aureus aisladas de quesos frescos artesanales de los estados de Jalisco y Michoacan, se obtuvo
que el 93.68% de los 95 quesos analizados fueron positivos a la presencia de S. aureus y solo

el 6.32% resultaron negativos. Ademas, dichos autores empleando el método de difusion de
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disco en agar para la prueba de susceptibilidad y resistencia antimicrobiana demostraron que
23 de las 93 cepas aisladas, presentaron resistencia a por lo menos un antimicrobiano.
Asimismo, se obtuvo que el mayor porcentaje de resistencia se detecto en Penicilina (89.88%)
y Estreptomicina (86.52%).

2.2. Bases Tedricas

El queso fresco es el producto fermentado, su principal componente es la caseina de la
leche, obtenida por separacion del suero de la leche cruda o pasteurizada en forma de gel mas
0 menos deshidratado, la cual es coagulada por medio de la accién enzimatica (cuajo) que
puede ser adquirida comercialmente 0 mas rudimentariamente con productos comunmente
usados (Benitez y Centi, 2012). Este proceso, mantiene los nutrientes de los elementos de la
leche, asimismo las grasas, proteinas, especificamente la caseina, finalmente se realiza el
agregado de sal comun, todo ello le da al producto un sabor especial y una consistencia solida
o semisolida (Vélez, 2009).

Barrientos (2015) en su investigacion sobre la calidad higiénico - sanitaria del queso
fresco comercializado en la provincia del callao - cercado en el afio 2014, ha afirmado lo
siguiente: Segun La Norma Técnica Peruana Indecopi (NTP 202.195:2004) define lo siguiente,
el queso fresco (tradicional) es el queso fresco blanco, no madurado, ni escaldado, moldeado
de textura relativamente firme, levemente granular, sin cultivos lacticos, obtenido por
separacion del suero después de la coagulacién de la leche pasteurizada, entera, descremada o
parcialmente descremada, o una mezcla de algunos de estos productos y que cumple con los
requisitos especificos en la presente NTP (p. 8).

Los quesos frescos son productos con alto contenido de humedad (50-80%), lo que les
genera una textura suave; suelen ser cremosos, semicremosos, o descremados (Lopez, 2010).
Este alimento estd asociado con mayor frecuencia a la aparicion de casos inusuales de
intoxicacion alimentaria, esto se debe a que, dentro de la gama de productos lacteos elaborados,
este posee gran nimero de microorganismos patdgenos al momento de su comercializacién
(Caballero et al. 1998). El queso fresco corre el riesgo de contaminarse, dado que

principalmente esto surge no solo desde la contaminacién de la materia (Lanchipa y Sosa,
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2003), sino también en el proceso de elaboracion y comercializacion (Vasquez y Guevara,
2018).

La adecuada higiene y asepsia de los instrumentos, equipamientos e infraestructuras
industriales son fundamentales para mantener la inocuidad de los alimentos. En las industrias
agroalimentarias, la limpieza y la desinfeccion son necesarias como medidas de prevencion de
posibles contaminaciones de los alimentos que estén en contacto directo con las superficies.
Por lo tanto, debe limpiarse todas las superficies y los objetos que forman el establecimiento,
asi como las puertas, ventanas, suelos, paredes, tragantes o techos. Ninguna superficie, que esté
en contacto directo o no con los alimentos, debe quedar sin limpiar y desinfectar. Tampoco se
debe olvidar de los recipientes o utensilios que se usan para la misma limpieza. (Romero, 2015).

La incidencia de Staphylococcus aureus en el queso demuestra que no existe
condiciones sanitarias adecuadas y manifiesta un peligro latente como vehiculo de intoxicacion
estafilococica. Este microorganismo ademas de estar presente por el uso de leche sin
pasteurizar en la elaboracion del queso, ademaés de los instrumentos utilizados al realizar el
ordefio del ganado bovino, es el causante de la mastitis bovina; una respuesta inflamatoria
infecciosa que ocurre a nivel de glandulas mamarias y se ve contribuido por las condiciones
sanitarias inadecuadas y deficientes en la hora del ordefio o influenciadas por el ambiente (Ortiz
etal., 2016).

Los quesos elaborados industrialmente emplean técnicas de produccién mecanizadas
con un adecuado estandar de calidad. Caso contrario ocurre con los quesos elaborados de
manera artesanal, donde emplean técnicas rudimentarias, en las cuales suelen tener poco
control de calidad en cuanto a manejo y procesamiento del queso. Esto ademas de disminuir su
vida til, ocasiona enfermedades a quienes los consumen (Vasquez et al, 2012). Podemos
nominar que un queso es artesanal, cuando este es elaborado a mano, en porciones pequefias
con una cuidadosa atencion al arte tradicional de elaboracion del queso por parte de la persona
que lo elabora, el quesero, con un menor uso de procesos mecanicos en el desarrollo de su
produccién (Dominguez et al, 2011).

La virulencia y la resistencia a los antibioticos son unas de las caracteristicas peculiares
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que posee S. aureus. Este microorganismo ha desarrollado resistencia a todos los antibi6ticos
utilizados para uso clinico, por esta razon la propagacion de la resistencia antimicrobiana entre

cepas de S. aureus tiene mayor importancia en la salud publica (Castellano y Perozo, 2010).

La resistencia a las penicilinas se encuentra actualmente en gran parte de las cepas
propias de la comunidad o intrahospitalarias; este mecanismo se sustenta por la inactivacion
del farmaco (hidrolizacion del anillo betalactamico) dada por la produccién de la enzima
penicilasa quien es responsable de desintegrar al nucleo fundamental de este grupo de
antibioticos como lo es el anillo beta lactdmico. La sintesis de esta enzima se expresa o €s
codificada por el gen blaZ, que hace parte de un elemento transportable localizado en un
plasmido que, usualmente, confiere resistencia a otros antibiéticos, esto es consecuencia a que

la bacteria ha sido expuesta a un farmaco de la misma familia (Tibavizco et al., 2007).

La meticilina es uno de los antibidticos utilizados en el tratamiento para
Staphylococcus, aquellos microorganismos que poseen la enzima penicilinasa han desarrollado
resistencia para dicho antibiotico, sin embargo, la manifestacion del gen mec o quien es
responsable de la sintesis del PBP2A, ha disminuido su efectividad. Esta proteina tiene la
capacidad de unirse a la penicilina y de este modo disminuir su afinidad por estos
microorganismos. El gen mec a ademas de conferir resistencia a las penicilinas, meticilina,
cefalosporinas, también le brinda resistencia sobre clindamicina, aminoglucésidos,
eritromicina, rifampicina, entre otros. Esto se debe a que el gen mec a forma parte de una

familia de genes inductores de resistencia (SCCmec) (Tibavizco et al., 2007).

El Staphylococcus aureus que ha desarrollado el mecanismo de resistencia al grupo de
las fluoroquinolonas, son los S. aureus resistentes a la meticilina. Si bien es cierto no se han
encontrado muchos reportes de S. aures que presente resistencia a vancomicina, sin embargo,

se estima que con el paso de los afios este sea un riesgo potencial que pueda ir aumentando, lo
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que representa un problema para la salud publica. Fundamentalmente la resistencia a dicho
antibidtico se puede demostrar si existe una alteracion en la sintesis de pared celular, donde al

aumentarse la sintesis de peptidoglucano, se incrementa el grosor de la pared celular (Condo,

2016).

1. DISENO METODOLOGICO

El presente trabajo de investigacion se clasificO como investigacion descriptiva de

acuerdo con el fin que se persigue. La prueba de hipotesis se consider6 de una sola casilla.
3.1. Poblacién y Muestra

La poblacion estuvo conformada por quesos frescos expendidos en el Mercado Modelo
de Chiclayo. Se realizd un muestreo no probabilistico aleatorio por conveniencia adquiriendo
45 muestras de queso fresco, de 250 g cada una, en el mercado Modelo de Chiclayo.

3.2. Métodos, Tecnicas e Instrumentos

Primero, para realizar el aislamiento de S. aureus se utilizo el método indicado por La
International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF) el cual
consiste en realizar diluciones seriadas del alimento estudiado, en este caso, el queso fresco y
posteriormente el aislamiento de Staphylococcus aureus mediante pruebas de identificacion,
tales como la prueba de catalasa, coagulasa y reduccion de manitol.

Asimismo, para evaluar los patrones de Resistencia, se utilizaron, la observacion directa
sobre la falta de crecimiento (si existiera inhibicion) y el crecimiento normal de Staphylococcus
aureus frente a los antibioticos utilizados.

Luego se emplearon instrumentos para su posterior registro como fichas de resultados,
teléfono movil y fichas de muestreo, entre otros.

3.3. Material

3.3.1. Material bioldgico

Quesos frescos procedentes del mercado Modelo de Chiclayo.
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V. PROCEDIMIENTO

4.1. Aislamiento de Staphylococcus aureus (ICMSF)
4.1.1. Toma de muestra
Se recolect6 cada muestra de queso fresco (Figura 1) utilizando un cuchillo estéril, y se
procedié a cortar 250g, seguidamente se colocaron en bolsas herméticas (Figura 2)
correctamente rotuladas y fueron llevadas a las instalaciones del laboratorio de Microbiologia

y Parasitologia de la UNPRG.

Figura 1.
Recoleccion de muestra de queso fresco (250 g) en el Mercado modelo
de Chiclayo.

e
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Figura 2.
Muestras de queso en bolsas herméticas.

4.1.2. Preparacion y dilucion de los homogenizados de muestras
Se pesaron 10 g representativos de queso fresco (Figura 3) y en condiciones de asepsia
se colocd la muestra en un matraz de 200 ml al cual se le afiadieron 90 mL de agua peptonada
al 0,1% y se homogeniz6 obteniendo la dilucion 10-1. A partir de la primera dilucion se procedio

a realizar diluciones hasta 10-4 (Figura 4).



Figura 3.
Pesado de la muestra de queso (10 g) en condiciones de asepsia.

Figura4.
Diluciones seriadas desde 10-1 a 10-4.

22
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4.2. Recuento de Staphylococcus aureus
4.2.1. Método de siembra directa en placas de agar Baird Parker

De las diluciones de 10-3 y 10-4 se tomaron alicuotas de 0.1 ml y se colocaron en placas
con Agar Baird Parker (Figura 5). Luego con la espatula de Drigalsky se procedi6 a diseminar
la alicuota sobre la superficie del agar (Figura 6) y se dejo secar por 5 minutos a temperatura
ambiente. Las placas se incubaron a 37°C por 24 a 48 horas, después de este tiempo se tomaron
las placas que tuvieron de 20 a 30 colonias negras, rodeadas de un halo opaco, siendo éstas las
colonias caracteristicas de S.aureus (Figura 7). Una vez escogidas se realizaron las pruebas de
identificacion.

Figura 5.

Inoculacidn de alicuotas de 0.1 ml a placas con agar
Baird Parker.

L
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Figura 6.
Diseminacion de la alicuota con espatula de Drigalsky por

toda la placa.

Figura 7.
Colonias negras, rodeadas de un halo opaco,
caracteristicas de Staphylococcus aureus.
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4.3. Pruebas de Identificacion de Staphylococcus aureus
Las pruebas a realizar fueron: tincion de gram (Figura 8), prueba de catalasa (Figura

9),prueba de coagulasa (Figura 10), prueba de manitol (Figura 11).

Figura 8.
Tincion de gram de S.aureus.

Figura 9.
Prueba de catalasa.




Figura 10.
Prueba de coagulasa.

Figura 11.
Prueba de manitol.

26



27

4.4. Prueba de Sensibilidad por el Método de Difusion en Disco Kirby Bauer
4.4.1 Preparacion del inéculo (0,5 Mc. Farland)
Estanderizamos la densidad del in6culo utilizando como estandar el nefelometro de
Mac Farland tubo 0.5 equivalente a 1.5 x 108 bacterias. De una placa de cultivo con el
microorganismo aislado de las muestras incubadas por 18-24 h, se seleccionaron colonias
aisladas y se prepar6 una suspension directa en solucién salina al 0,9 %. La suspensién se ajusto
inmediatamente a la escala 0,5 de Mc. Farland.
4.4.2 Inoculacion de las Placas
Se dejo secar la placa de 3 a 5 minutos a temperatura ambiente para evitar el exceso de
humedad. Sin haber transcurrido 15 minutos después de ajustar la turbidez del in6culo, se tomé
un hisopo esteéril y este se sumergio6 en la suspension oprimiendo el algoddn contra las paredes
internas del tubo para descartar el exceso de liquido. Luego de esto, sobre la superficie de la
placa de Muller Hinton, se realizaron estrias en tres direcciones diferentes para que asi el

inoculo sea distribuido uniformemente (Figura 12).

Figura 12.
Sembrado de la suspension en agar Muller
Hinton.
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4.4.3 Aplicacion de los discos

Los discos de sensibilidad a utilizar fueron: clindamicina, eritromicina, penicilina,
cefoxitina, oxacilina, gentamicina y ciprofloxacino. Se colocaron los discos (Figura 13)
individuales sobre la superficie del agar con la ayuda de una pinza estéril presionando

suavemente sobre cada disco asegurandose un contacto completo con la superficie del agar.

Figura 13.
Aplicacion de discos de antibidticos sobre la
superficie del agar.

4.4.4 Incubacién
Se incubaron las placas a 35°C dentro de los 15 minutos posteriores a la aplicacion de
los discos, por un periodo de 24 horas. Después del tiempo de incubacién obtuvimos los
antibiogramas (Figura 14), se examino cada placa y se midieron los didmetros de los halos de
inhibicion alrededor de cada disco.
Figura 14.

Antibiograma que muestra la susceptibilidad de
Staphylococcus aureus.
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445 Interpretacion de los resultados.
Los didametros de inhibicion fueron interpretados segun la tabla de Antibidticos y
Diametros Criticos para Staphylococcus spp establecidos en Manual de Procedimientos para la
Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana por el Método de Disco Difusion. De acuerdo con estos

resultados se procedio a determinar los diferentes patrones de resistencia.
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V. RESULTADOS

De las 45 muestras de quesos frescos, procedentes del Mercado Modelo de Chiclayo,
se obtuvieron 28 muestras positivas para Sthapyloccocus sp. lo cual representé el 62.22%, y 17
muestras negativas conformando el 37.78 % (Tabla 1).

De las muestras positivas mediante pruebas de identificacion, se logré aislar 18 cepas
coagulasa positiva representando el 64.29 % y 10 cepas coagulasa negativa siendo el 35.71%
(Tabla 2).

Las 18 cepas aisladas e identificadas presentaron los siguientes patrones de resistencia:
penicilina (n=6, 33.3%), oxacilina (n=3, 16.7%), Clindamicina (n=3, 16.7%), Eritromicina
(n=3, 16.7%) (Figura 15, tabla 3).

De acuerdo a la susceptibilidad se obtuvieron los siguientes resultados: penicilina
(n=12. 66.7%), Oxacilina (n=15, 83.3%), Gentamicina (n=18, 100%), Ciprofloxacino (n=18,
100%), Clindamicina (n=15, 83.3%), Eritromicina (n=15, 83.3%) y Cefoxitina (n=18, 100%).

Ademas, se obtuvo que la cepa 2, 4 y 9 presentaron multiresistencia a los antibioticos
PEN, OXA, DA, ERI lo cual representa un tnico patron de resistencia (Tabla 4).

Tabla 1.

Aislamiento de Staphylococcus sp.a partir de 45 muestras (positivas y negativas) de quesos
frescos expendidos en el Mercado modelo de Chiclayo.

MUESTRAS N©° %
Positivas 28 62.22
Negativos 17 37.78

Total 45 100




Tabla 2.
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Porcentaje de cepas identificadas como Staphylococcus coagulasa positiva y coagulasa

negativa.

Cepas N° %

Coagulasa Positivos 18 64.29

Coagulasa Negativos 10 35.71
Total 28 100

Tabla 3.

Porcentaje de la susceptibilidad antibidtica de cepas de S. aureus coagulasa positiva.

Resistente Sensible Total

Antibioticos
N° % N° % N° %
Penicilina 6 33.3 12 66.7 18 100
Oxacilina 3 16.7 15 83.3 18 100
Gentamicina 0 0 18 100 18 100
Ciprofloxacino 0 0 18 100 18 100
Clindamicina 3 16.7 15 83.3 18 100
Eritromicina 3 16.7 15 83.3 18 100
Cefoxotin 0 0 18 100 18 100
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Figura 15.
Porcentajes de resistenciay sensibilidad de cepas de S. aureus coagulasa positivas.
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Se muestra los porcentajes de resistencia de cepas de S. aureus coagulasa positiva,
mayor para penicilina (66.7%), mientras los antibidticos Oxacilina, Clindamicina y
Eritromicina presentan igual resistencia (16.7%). También los porcentajes de sensibilidad a

Gentamicina (100%), Ciprofloxacino (100%) y Cefoxitina (100%)

Tabla 4.
Patrones de resistencia de cepas de Staphylococcus aureus.

PATRON CEPAS ANTIBIOTICOS

RA.1 Cepa2,4,9 PEN, OXA, DA, ERI
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VI. DISCUSION
Los resultados mostraron que el 64.29% de las cepas aisladas de 45 muestras de quesos
fueron S. aureus coagulasa positiva, siendo este un porcentaje menor a lo obtenido por otros
investigadores, tales como Renteria, M. (2019), quien determin6 que el 93.68% de los 95
quesos analizados dieron positivo a la presencia de S. aureus; y Cedillos y Guerra (2012),
quienes encontraron que, de 25 muestras de quesos blancos analizados en la ciudad de El
salvador, el 100% dio positivo a S. aureus, esta diferencia aparentemente seria por la mala
manipulacion de los elaboradores y/o vendedores con materiales inadecuados, incluso sucios.
En cuanto a la resistencia, el presente estudio determind que 6 cepas (33.3%)
presentaron resistencia a la penicilina. Por otro lado, Yugcha (2016), sefiala que, de 15 cepas
aisladas de 18 quesos analizados en un mercado de Ecuador, el 100% presenté resistencia a
dicho antibidtico. Situacion que tambien es sefialada por Cedillos y Guerra (2012) quienes
aislaron 75 cepas de 25 muestras de quesos, siendo en su totalidad resistentes a la penicilina,
ello comprueba que casi la totalidad de las cepas del medio ambiente o intrahospitalarias
presentan resistencia a la penicilina; esto se debe a que son productoras de penicilinasa, una
enzima capaz de escindir el nucleo base de esta familia de antibidticos, como lo es el anillo
beta lactdmico; sin embargo en nuestro estudio este bajo de resistencia a la penicilina nos indica
que probablemente los productores y manipuladores de este producto lacteo no hacen uso

indiscriminado de este antibiotico.

Por otro lado, se hallaron cepas sensibles en un 100% al antibiético ciprofloxacino,
situaciéon que coincide con lo sefialado por Benitez y Centi (2012), quienes mencionan la
sensibilidad absoluta de las cepas a dicho antibiético. Sin embargo, el estudio realizado por
Sosa y Jiménez (2014) sefiala la resistencia a ciprofloxacino en un 17,4%, al igual que Rivera
et al. (2011), quien afirma solo un 4% de resistencia al antibiotico en mencién, como vemos la

resistencia a ciprofloxacino es nula o muy escasa, esto se deberia a la procedencia de las cepas,
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ya que fueron aisladas de muestras de queso, demostrando asi que en alimentos no es muy
comun hallar cepas resistentes a esta clase de antibiotico.

Asimismo, se determiné que todas las cepas presentaron sensibilidad a Gentamicina.
Esta afirmacion también fue sostenida por Rivera et al. (2011), quienes reportaron que de las
25 cepas de S. aureus coagulasa positiva aisladas, el 100% fueron sensibles a Gentamicina. Sin
embargo, Lopez (2016) determind que de 31 cepas de S. aureus coagulasa positivas aisladas,
una cepa mostro resistencia a gentamicina (3,23%).

Se obtuvo ademas cepas resistentes a oxacilina, clindamicina y eritromicina, todas ellas,
en un 16.7%, demostrando asi la resistencia a méas de un antibiotico. Resultados similares
fueron sefialados por otros autores tales como Lopez (2016), quien determino cepas resistentes
a oxacilina (77.4%), gentamicina (3.23%) y ciprofloxacino (3.23%); Alvarado et al. (2011)
quienes encontraron cepas resistentes (27%) a penicilina, ampicilina y oxacilina; y Aguilar
(2017) quien afirma la presencia de 4 cepas multirresistentes. Esto concuerda con lo
mencionado por el CLSI, el cual indica que cuando un antibiotico es resistente a oxacilina, va
a presentar multiresistencia a otros antibidticos, como eritromicina, por ejemplo. Todo ello
sefiala que la causa puede ser un indicador del uso indiscriminado de antibidticos en animales,
ya que estos se utilizan para tratar y prevenir la mastitis, en vacas lecheras, ademaés de tratar
diversas enfermedades, y los alimentos derivados de éstos, servirian como vectores para la
propagacion de estas cepas resistentes.

Si bien en nuestra investigacion existe resistencia a algunos antibiéticos, es baja a
comparacién de los estudios realizados por otros autores, eso indicaria que los animales que
proporcionan la materia prima para elaborar este alimento, no son tratados con antibioticos, ya

que este lacteo es preparado de manera artesanal a diferencia de algunos otros.
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VIl.  CONCLUSIONES
7.1. El 33.3% de las cepas de Staphylococcus aureus fueron resistentes a penicilina, y el
16.7% a oxacilina, clindamicina y eritromicina, siendo todas las cepas sensibles a
gentamicina y ciprofloxacino.
7.2. Se hall6 solamente un patrén de resistencia, el cual indicé que las cepas 2, 4 y 9 fueron

resistentes a los siguientes antibidticos: penicilina, clindamicina, oxacilina y eritromicina.
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VIIl. RECOMENDACIONES
Realizar nuevos estudios en diferentes productos lacteos a fin de determinar bacterias
enteropatdgenas tanto aerobias como anaerobias.
Dar charlas tanto a los manipuladores como a los que expenden los productos lacteos
sobre el control de calidad de los productos lacteos.
A los encargados de la municipalidad de Chiclayo, brindar charlas informativas a los
trabajadores del mercado Modelo, sobre control de calidad y salubridad, y asi evitar la

contaminacion de los productos expendidos.,
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ANEXO A

Constancia de solicitud para autorizacién de muestreo en el mercado modelo de Chiclayo.
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ANEXO B
Placa con agar Muller Hinton que representa la resistencia microbiana a los antibioticos:

penicilina, oxacilina, eritromicina y clindamicina.

Cepa representativa de Staphylococcus aureus aislada de muestra de queso.




ANEXO C

Etiqueta usada para el muestreo de queso fresco.
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UNIVERSIDAD PEDRO RUIZ GALLO
ETIQUETA

N° MUESTRA:

N° PUESTO:

LUGAR DE RECOLECCION:
HORA DE RECOLECCION:

FECHA DE RECOLECCION:




ANEXO D

Pruebas de Identificacidn de cepas de S. aureus
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PRESENCIA DE

CEPA MANITOL SALADO COAGULASA Staphylococcus aureus
C1 + + Staphyloccocus aureus
C2 + + Staphyloccocus aureus
C3 + + Staphyloccocus aureus
C4 + + Staphyloccocus aureus
C5 + + Staphyloccocus aureus
C6 - Staphyloccocus spp.
C7 + + Staphyloccocus aureus
C8 + + Staphyloccocus aureus
C9 + + Staphyloccocus aureus

C10 + + Staphyloccocus aureus
Cl1 + Staphyloccocus spp.

C12 + + Staphyloccocus aureus
C13 + + Staphyloccocus aureus
Cil4 + + Staphyloccocus aureus
C15 + + Staphyloccocus aureus
Cl6 - + Staphyloccocus spp.

C17 + + Staphyloccocus aureus
C18 + + Staphyloccocus aureus
C19 + + Staphyloccocus aureus
C20 + Staphyloccocus spp.

C21 + + Staphyloccocus aureus
C22 + + Staphyloccocus aureus




ANEXOE

Antibidticos utilizados
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ANEXO F

Perfil de Sensibilidad Antimicrobiana de cepas de S. aureus coagulasa positivas

Interpretacion

N° Cepa PEN OXA GE CIP DA EM FOX
Cepal S S S S S S S
Cepa 2 R R S S R R S
Cepa3 S S S S S S S
Cepa 4 R R S S R R S
Cepa5 S S S S S S S
Cepa 6 S S S S S S S
Cepa 7 S S S S S S S
Cepa 8 R S S S S S S
Cepa9 R R S S R R S
Cepa 10 R S S S S S S
Cepa 1l S S S S S S S
Cepa 12 S S S S S S S
Cepa 13 S S S S S S S
Cepa 14 R S S S S S S
Cepa 15 S S S S S S S
Cepa 16 S S S S S S S
Cepa 17 S S S S S S S
Cepa 18 S S S S S S S
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