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RESUMEN

Justificacion: La intoxicacion estafilocdcica es frecuente entre las enfermedades transmitidas por los
alimentos (ETA). Preocupa a todos la resistencia a los anti-microbianos de las cepas de estafilococo
coagulasa-positiva involucradas en brotes de ETAs. Objetivo: Establecer el fenotipo de resistencia a
antimicrobianos de cepas de estafilococo coagulasa-positiva aisladas de alimentos o presentes en
manipuladores de alimentos. Material y método: Se estudi6 la resistencia a diversos antibiéticos de 317
cepas de estafilocococo coagulasa-positiva aisladas en alimentos (89.0%) y manipuladores (11.0%) en el
Departamento de Microbiologia entre Noviembre del 2010 y Diciembre del 2012. La resistencia a los
antibiéticos de uso comun se determind mediante el método de Bauer-Kirby. En el caso de Staphylococcus
aureus se determiné adicionalmente la resistencia a la meticilina después de tamizaje en agar con oxaclina.
Resultados: S. aureus fue la especie predominante (86.4% de las cepas), sequida de S. intermedius (11.0%),
S. schleiferi subsp.coagulans (1.6%) y S. hycus (0.9%). El 56.1% de las cepas fueron resistentes al menos a
uno de los antibidticos probados. La penicilina (52.9%), la eritromicina (30.3%) vy la tetracilina (24.4%)
representaron los porcentajes de resistencia méas altos. La quinta parte de las cepas de de S. aureus fueron
resistentes a la meticilina. El 62.9% de las cepas aisladas fueron multirresistentes. Los patrones de
resistencia antimicrobiana involucraron desde uno hasta cinco farmacos. Conclusiones: S. aureus fue la
especie principal aislada. Se observo una alta proporcién de aislamientos resistentes a los farmacos de uso
comun. La amplia diversidad de patrones de resistencia encontrados, asi como el alto porcentaje de cepas
multirresistentes identificadas, indican la necesidad de promover el uso racional de los antibidticos, la
adopcién de programas de higiene y prevencion de ETAs, y la conduccion de estudios epidemioldgicos mas
profundos. Puig Pefia Y, Espino Hernandez M, Leyva Castillo V, Apodrtela Lépez N, Pérez Mufioz Y, Soto
Rodriguez P. Resistencia a los antimicrobianos en cepas de Staphylococcus coagulasa positiva aisladas en
alimentos y manipuladores. RCAN Rev Cubana Aliment Nutr 2015;25(2):245-260. RNP: 221. ISSN: 1561-
2929.

Palabras clave: Farmacorresistencia bacteriana / Staphylococcus / Farmacorresistencia
bacteriana mdltiple.

! Médico, Especialista de Segundo Grado en Microbiologia. Master en Nutricion en Salud Publica. Master en
Enfermedades Infecciosas. Profesora Auxiliar. Investigadora Auxiliar. ? Doctor en Ciencias de la Salud. Méster en
Microbiologfa Clinica. Profesor Titular. Investigador Titular. ® Bioquimica Especialista en Microbiologia. Master en
Enfermedades Infecciosas. Profesor Asistente. Investigador Auxiliar. Jefa del Departamento de Microbiologia de los
Alimentos. * Licenciada en Ciencias de los Alimentos. ° Licenciado en Microbiologia. ® Técnico en Microbiologia.

" Departamento de Microbiologia. Instituto de Nacional de Higiene Epidemiologia y Microbiologia.

$ Departamento de Microbiologfa y Parasitologia Médica. Escuela Latinoamericana de Medicina.

Recibido: 5 de Julio del 2015. Aceptado: 20 de Agosto del 2015.

Yamila Puig Pefia. Departamento de Microbiologia. Instituto de Higiene. Epidemiologia y Microbiologia. Infanta
1151 e/t Llinas y Clavel. Centro Habana. La Habana. Cuba.

Correo electronico: yamilapuig@infomed.sld.cu



mailto:yamilapuig@infomed.sld.cu

Resistencia bacteriana a antimicrobianos

INTRODUCCION

La intoxicacion estafilocdcica es una
de las mas frecuentes entre las enfermedades
transmitidas por los alimentos (ETA) en el
mundo. En Cuba, la intoxicacion
estafilococica es la causa principal de las
ETAs en varias regiones del pais." Entre las
especies de estafilococo coagulasa-positiva
que se aislan de alimentos involucrados en
brotes de ETAs y que son productoras de la
enterotoxina causante de los sintomas de la
intoxicacion se encuentran Staphylococcus
aureus, Staphylococcus intermedius vy
Staphylococcus hyicus. Por su importancia
clinica se destaca Staphylococcus aureus:
especie cuya presencia se reporta en la
mayoria de los pacientes intoxicados por esta
causa.'”

El ser humano es la fuente mas
frecuente de contaminacion estafilocdcica de
los alimentos por ser este microorganismo
miembro de la microbiota de la piel y las
mucosas. La mastitis del ganado también es
una causa comun de contaminacion de los
productos lacteos por S. aureus, evento que
puede ocurrir durante las diferentes etapas
del procesamiento de la leche, ya sea como
consecuencia del uso de materia prima
contaminada | sin pasteurizar, o debido a
practicas higiénicas deficientes durante el
proceso de produccién.®

La intoxicacion estafilococica se
caracteriza por vomitos y diarreas, pero a
pesar de estos sintomas, no requiere del
tratamiento  con  antimicrobianos. No
obstante, el estudio de la susceptibilidad
antimicrobiana de las cepas tiene en la
actualidad un interés especial dado la
posibilidad de transferencia de los genes de
resistencia a antimicrobianos entre los
microorganismos de igual o diferente género
y especie, y que, a su vez, pueden infectar al
ser humano a través de la cadena
alimentaria.’
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En las ultimas décadas la aparicion y
diseminacion de S. aureus resistente a la
meticilina (SAMR) ha convertido a este
agente patdgeno en el responsable de un
elevado numero de infecciones, aun cuando
existen diferencias notables en cuanto a la
frecuencia de aislamiento entre paises, e
incluso entre regiones de una misma
localidad. Las cepas de SAMR se aislan
principalmente en los hospitales, pero en los
ualtimos afios se han extendido también a la
comunidad (SARM-AC) donde pueden
provocar infecciones graves.®

Entre las caracteristicas
epidemioldgicas de S. aureus se destaca la
emergencia de la cepa SAMR ST 398, un
clon asociado a los animales productores de
alimentos, y que contribuye a la
diseminacion de un pool de genes de
virulencia y resistencia a los antimicrobianos
en las bacterias Gram-positivas.”*°

En Cuba, los estudios dirigidos a
conocer la susceptibilidad a los anti-
microbianos de las cepas de estafilococo
coagulasa-positiva aisladas de fuentes
alimentarias, involucradas o no en brotes de
intoxicacion, son muy escasos. Esta fue la
razon principal que sustento la necesidad de
realizar este trabajo, y que tuvo como
objetivo caracterizar por su resistencia a los
antimicrobianos a las cepas de estafilococo
coagulasa-positiva aisladas en alimentos
objeto de la vigilancia sanitaria regular y/o
provenientes de estudios de brotes de ETAS
en diferentes regiones del pais.

MATERIAL Y METODO

Se estudiaron 317 cepas de
estafilocococo coagulasa-positiva recibidas
en el Departamento de Microbiologia de la
instituciéon de pertenencia de la autora
principal entre los meses de Noviembre del
2010 y Diciembre del 2012 (ambos
incluidos). Doscientas ochenta y dos
(89.0%) de ellas se aislaron de alimentos,
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mientras que las 35 restantes se obtuvieron
de manipuladores de alimentos.

El aislamiento de las cepas de
estafilococo coagulasa-positiva presentes en
los alimentos se hizo mediante los
procedimientos establecidos en la norma
NC/ISO 6888-1:2003."" El estudio de las
cepas existentes en los manipuladores de
alimentos conllevé el hisopado de las manos
de los mismos realizado de manera
sorpresiva durante el procesamiento y
elaboracion de los alimentos, y segun el
procedimiento descrito en las normas
internacionales.?

Las muestras obtenidas se
transportaron en caldo de corazdn
suplementado con NaCl al 6%. Una vez en
el laboratorio, se inocularon en placas de
agar-manitol salado (BIOLAIF, ltalia) y se
incubaron a 37°C por 48 horas. Las colonias
presuntivas de estafilococo se tifieron con
colorante de Gram y se revelaron mediante
las pruebas de catalasa y coagulasa. La
actividad de la enzima coagulasa se
determiné por la prueba en tubo.*® Todas las
cepas identificadas se conservaron en medio
de agar triptona semisolido.

Para la identificacion fenotipica de las
especies, las cepas se transfirieron desde el
medio de conservacion a caldo de cerebro-
corazén (BioCen Centro Nacional de
Biopreparados, Cuba) y después a cufias de
agar nutriente (Biolife, Italia).
Posteriormente, se realizaron las pruebas de
Voges-Proskauer, trehalosa, maltosa,
manitol, hemdlisis en agar-sangre y orto-
nitro-fenil-galactopiranésido (ONPG)."

Tamizaje en placas con oxacilina:
Para determinar las cepas SAMR, todos los
aislamientos de S. aureus fueron sometidos a
tamizaje en placas con agar de Mueller-
Hinton suplementado con NaCl al 4% (m/v;
0.68 mol.L™) y 6 ug/mL de oxacilina, segun
lo establecido en la normativa seguida.* La
preparacion del inoculo se realizd por el
método directo equiparandose éste a una
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suspension equivalente al patron 0.5 de la
escala de McFarland. Posteriormente,
mediante un asa de siembra de 1 uL, se
extendid el inoculo en la placa en un area de
10 — 15 mm de diametro. Las placas se
incubaron a la temperatura requerida durante
24 horas. La presencia de pequefias colonias
(> 1 colonia), o la constatacion de una
pelicula fina de crecimiento, se consideraron
indicativos de resistencia al farmaco.

Determinacion de las concentraciones
minimas inhibitorias a la oxacilina:
Atendiendo a los recursos disponibles, esta
prueba se realiz6 a 28 cepas de todas las
identificadas como SAMR, y que fueron
seleccionadas de forma aleatoria y teniendo
en cuenta su procedencia (alimento |
manipulador). Se aplic6 el método de
microdilucion en caldo para la obtencion de
un rango de concentraciones entre 0.125 y
128.0 pg/mL. Las cantidades de la droga y el
diluyente utilizados para la preparacion de
las soluciones patrones y las diluciones de
trabajo se ajustaron a lo establecido en la
normativa seguida.*®

Las soluciones se prepararon con
polvos comerciales de antimicrobianos
(SIGMA, Alemania). Para la inoculacion de
las placas de microtitulacion se realizaron
suspensiones bacterianas en caldo de
Mueller-Hinton ajustadas a la densidad del
patron de turbidez 0.5 de la escala de
MacFarland. Posteriormente se realizd una
dilucién 1/200 para una concentracion final
(aproximada) del inéculo de 10° UFC/mL.
La incubacion se realizd durante 24 horas.
Concluida la incubacion, se realizo la lectura
de la concentracion minima inhibitoria
(CIM).

Definicion de los perfiles de
susceptibilidad antimicrobiana: Los perfiles
de susceptibilidad de las cepas aisladas a
antimicrobianos selectos se determinaron por
el método de Bauer-Kirby."* Para los
estafilococos sensibles a la oxacilina y las
especies diferentes de S. aureus se evaluaron
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los farmacos amikacina, cefazolina,
cefotaxima,  ceftriaxona, cloranfenicol,
ciprofloxacina, eritromicina, gentamicina,
kanamicina, penicilina G, sulfametoxazol/
trimetoprima y tetraciclina. Para los SAMR
se evaluaron los farmacos amikacina,
ciprofloxacina, cloranfenicol, eritromicina,
gentamicina, kanamicina, sulfametoxazol/
trimetoprima y tetraciclina. Se consideraron
multirresistentes todas las cepas resistentes
(intermedia | total) a tres 0 mas
antimicrobianos. Por definicién, todas las
cepas aisladas de SAMR se consideraron
multirresistentes. Los patrones de resistencia
se establecieron teniendo en cuenta los
antimicrobianos a los que las cepas fueron
resistentes (de forma total | intermedia).

Se emplearon discos de ensayo de
casas comerciales (CPM Scientifica, Roma,
Italia). La calidad de los diferentes
procedimientos se control6 mediante la
utilizacion de las cepas de referencia S.
aureus ATCC 29213 y S. aureus ATCC
259231

Los resultados obtenidos se procesaron
mediante el programa WHONET 5.4 (OMS,
Geneva: 2008)."> La susceptibilidad al
antimicrobiano se expres6 como frecuencias
absolutas | relativas, y porcentajes. Las
cepass se distribuyeron ulteriormente segin
la susceptibilidad encontrada (Sensibles/
Resistentes). Dada la naturaleza descriptiva
del estudio, no se examinaron ni la
naturaleza ni tampoco la fuerza de las
asociaciones entre las variables del estudio.

RESULTADOS

Durante la ventana de observacion del
estudio se analizaron 317 cepas de
estafilococo coagulasa-positiva obtenidas de
varias de las provincias del pais. El 84.6% de
estas cepas procedian de la provincia La
Habana, mientras que el 15.4% restante
fueron aportadas por 6 provincias, a saber:
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Matanzas, Pinar del Rio, Cienfuegos,
Camaguey, Las Tunas y Santiago de Cuba.

De acuerdo con la especie, las cepas de
estafilococo coagulasa-positiva se
distribuyeron de la manera siguiente (en
orden descendente): S. aureus: 86.4%; S.
intermedius: 11.0%; S. schleifeiri subsp.
coagulans: 1.6%; y S. hycus: 1.0%;
respectivamente.

La Tabla 1 muestra la distribucion de
las especies identificadas de estafilococo
coagulasa-positiva segin la procedencia.
Independientemente de la procedencia de la
cepa, S. aureus fue la especie predominante:
Alimentos: 86.2% vs. Manos  del
manipulador de alimentos: 88.6% (A =
-2.4%; p > 0.05; test de comparacion de
proporciones independientes).

Las carnes y los derivados carnicos,
los quesos y los dulces de crema fueron los
alimentos méas contaminados por las cepas
de estafilococo coagulasa-positiva. En las
carnes frescas se aislaron las cuatro especies
antes citadas.

De las 317 cepas analizadas el 56.1%
fueron resistentes (0 mostraron una
resistencia intermedia) al menos a uno de los
antibidticos probados. La procedencia de la
cepa no influyd en la resistencia de la
especie al antimicrobiano: Alimentos: 49.3%
vs. Manos del manipulador de alimentos:
60.0% (A = -10.7%; p > 0.05; test de
comparacion de proporciones
independientes).

La Tabla 2 muestra el estado de la
resistencia antimicrobiana de las cepas
estudiadas de estafilococo coagulasa-
positiva. De acuerdo con la resistencia a los
antimicrobianos ensayados, las cepas se
distribuyeron de la manera siguiente (en
orden descendente): S. hycus: 100.0%; S.
schleifeiri subsp. coagulans: 100.0%; S.
aureus: 63.5%; y S. intermedius: 62.5%;
respectivamente.
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Tabla 1. Frecuencia de las especies identificadas de estafilococo coagulasa-positiva segun la procedencia.
Para cada procedencia, se muestran el niamero y [entre corchetes] el porcentaje de ocurrencia de la especie
correspondiente. Los subtotales se presentan después de ajustados segln el total de las cepas estudiadas.
Las cepas fueron aisladas de las manos del manipulador.

Especie Procedencia
Alimentos Manipuladores Totales
No. [%] No. [%] [%]

S. aureus 243 [86.2] 31 [88.6] 274 [86.4]
S. intermedius 31[11.0] 4[11.4] 35[11.0]
S. schleifeiri subsp. Coagulans 5[ 1.8] 0[ 0.0] 5[ 1.6]
S. hycus 3[ 1.1] 0[ 0.0] 3[ 1.0]
Totales 282 [89.0] 35[11.0] 317 [100.0]

Fuente: Registros del estudio.
Tamario de la serie: 317.

En virtud del disefio experimental del
estudio, no se evalud la resistencia a la
oxacilina de las especies diferentes de S.
aureus. El 24.1% de las cepas de S. aureus
fue resistente a la oxacilina. La resistencia a
la oxacilina fue dependiente de la
procedencia de la cepa: Alimentos: 84.9% vs.
Manos del manipulador de alimentos: 15.1%
(A = 69.8%; p < 0.05; test de comparacion
de proporciones independientes).

Las 66 cepas de SAMR también
fueron resistentes al menos a uno de los
restantes  antibioticos probados. Como
especie de mayor interés, los porcentajes de
resistencia para S. aureus se obtuvieron para
la penicilina G (52.9%); la eritromicina
(30.3%); vy la tetraciclina (24.1%). También
se encontraron altos porcentajes para la la
ceftriaxona (35.4%); la cefazolina (27.0%);
y la cefotaxima (23.1%), aunque estos
ultimos valores fueron esencialmente a
expensas de las cepas de SAMR. De forma
general, los antimicrobianos que mostraron
la  mejor efectividad fueron los
aminoglucosidos (a  saber: amikacina,
gentamicina, y kanamicina) y una quinolona
(ciprofloxacina).

La Tabla 3 muestra los valores de CMI
para la oxacilina en 28 aislamientos de
SAMR. Para una CMI50 de 32 pg/mL, los
valores de CMI fueron tan extremos como 4
(helados, dulces de crema, chorizo, queso) y
+128 pg/mL (salchicha, jamon, picadillo de
carne, hamburguesa, leche, queso). Se ha de
notar que una cepa de S. aureus aislada de
las manos de un manipulador de alimentos
mostro un valor de CMI > 128 pg/mL.

La Tabla 4 muestra los patrones de
resistencia antimicrobiana encontrados en las
66 especies SAMR. La resistencia a la
oxacilina concurrié con resistencia frente a
un segundo antibiético (35 cepas), otros 2
antibidticos (17 cepas), 3 antibidticos (8), y
4 antibidticos (6); respectivamente. Las
cepas resistentes fueron aisladas prevalente-
mente en los alimentos listos para el
consumo.

Por su parte, la Tabla 5 muestra la
resistencia antimicrobiana en las 208 cepas
de S. aureus que fueron sensibles a la
oxacilina. El 71.1% de ellas fue resistente (al
menos) a uno de los antibidticos diferentes
de la oxacilina que fueron probados en este
estudio. Igualmente, se observaron diferentes
patrones de resistencia antimicrobiana, desde
resistencia a un solo antibidtico, hasta
resistencia a multiples farmacos.
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Tabla 2. Resistencia antimicrobiana de las cepas estudiadas de estafilococo coagulasa-positiva.

S. aureus* S. intermedius S. schleiferi S. hycus
subsp.coagulans
Tamafio 274 35 5 3
Cepas resistentes 63.5 62.9 100.0 100.0
OXA 24.1 N/P N/P N/P
PEN 52.9 38.2 20.0 33.3
CzO0 27.0 2.9 0.0 33.3
CTX 23.1 2.9 0.0 33.3
CRO 35.4 26.5 0.0 33.3
KAN 2.9 114 0.0 0.0
GEN 0.7 2.9 0.0 0.0
AMK 1.1 2.9 0.0 0.0
TCY 24.4 28.6 20.0 66.7
SXT 6.6 2.9 0.0 33.3
CHL 11.3 22.9 0.0 33.3
ERY 30.3 14.3 60.0 33.3
CIP 4.4 8.6 0.0 0.0

* Sesenta y seis cepas de SAMR se consideraron resistentes a farmacos B-lactdmicos (PEN, CZO, CTX,
CRO) segun lo establecido en la norma CLSI (2011).

Leyenda: OXA: Oxacilina. PEN: Penicilina G. CZO: Cefazolina. CTX: Cefotaxima. CRO: Ceftriaxona.
KAN: Kanamicina. GEN: Gentamicina. AMK: Amikacina. TCY: Tetraciclina. SXT: Sulfametoxazol/
Trimetoprima. CHL.: Cloranfenicol. ERY: Eritromicina. CIP: Ciprofloxacina.

N/P: No probado en virtud del disefio experimental del estudio.

Fuente: Registros del estudio.
Tamario de la serie de estudio: 317.

Segun el numero de antibidticos 3 (3 cepas), y 4 antibidticos (2 cepas);
resistentes, las cepas de S. aureus sensibles a respectivamente.
la oxacilina se distribuyeron como sigue:
1 antibidtico: 72 cepas; 2 antibidticos: 33 DISCUSION
cepas; 3 antibiodticos: 25; 4 antibidticos: 14;
y 5 antibidticos: 2 cepas; respectivamente. En el presente trabajo se caracterizaron
De forma similar, las cepas resistentes se en base al fenotipo de resistencia a los
aislaron con mayor frecuencia en los antimicrobianos las especies de estafilococo
alimentos listos para el consumo. coagulasa positiva que fueron aisladas tanto
Finalmente, la Tabla 6 muestra la de alimentos (como parte de las actividades
resistencia a los antibioticos diferentes de la de vigilancia sanitaria requeridas en el
oxacilina que fueron ensayados en las control de las ETAs) como de brotes de
restantes 43 cepas de estafilococo coagulasa- intoxicacion alimentaria en Cuba durante un
positiva de especies diferentes de S. aureus. periodo de observacion que abarco dos afos.

El 69.8% de ellas fue resistente al menos a
un antibiotico. También predomino el patron
de resistencia a uno (11 cepas), 2 (14 cepas),
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Tabla 3. Valores de concentracién minima inhibitoria de las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
la meticilina segun la fuente de aislamiento. Se establecié una CMI50 de 32 pg/mL.

Numero de la cepa Fuente de aislamiento CMI, pg/mL
119-6 Helado 4
122-6 Dulce elaborado con crema 64
182-9 Manos 16
188-9 Carne de cerdo fresca 64
6-10 Queso 32
11-10 Jamén >128
15-10 Helado 32
34-10 Mortadella 64

195-10 Queso >128
53-10 Chorizo 4
63-11 Salchicha >128
117-11 Jamén >128
119-11 Croqueta 64
204-11 Picadillo de carne >128
232-11 Salchicha 32
247-11 Manos 16
248-11 Manos 16
249-11 Manos >128
266-11 Dulce elaborado con crema 4
271-11 Queso 4
283-11 Manos 8
322-11 Manos 16
325-11 Manos 32
329-11 Ensalada fria 64
351-11 Hamburguesa >128
362-11 Jamén 8
372-11 Leche >128
751-11 Salchicha >128

Fuente: Registros del estudio.
Tamafio de la serie: 28.

S. aureus fue la especie coagulasa
positiva que se aislé con mayor frecuencia

estos aislamientos debido al
procesamiento de
contaminacion

inadecuado

los alimentos y/o
cruzada. [Estos micro-

en los alimentos, hecho que se explica por
ser el humano el principal reservorio de esta
bacteria y, por ende, la fuente principal de
contaminacion de alimentos y otros
productos elaborados para el consumo.

No obstante, y tal y como se notifica
en otros estudios, otras especies de
estafilococo coagulasa positiva diferentes de
S. aureus, como S. intermedius, S. hyicus y
S. schleiferi, pueden también identificarse en

organismos son morfolégicamente similares
a S. aureus, y de ahi la elevada similitud de
comportamiento en los medios selectivos y
diferenciales de cultivo que se emplean
habitualmente en el laboratorio para revelar
la presencia de los mismos. De ahi la
importancia de la correcta diferenciacion de
las especies presentes de estafilococo
coagulasa positiva.'®*’
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Tabla 4. Patrones de resistencia identificados en las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la
meticilina segun la fuente de aislamiento.

Numero Patron Alimentos  Manipuladores Fuente de aislamiento
1 OXA-ERY 12 2 Manos, queso, carne
elaborada, carne fresca, dulce
con crema, pescado fresco,
suplemento alimentario,
chocolate
2 OXA-TCY 11 2 Manos, productos lacteos,
gueso, mariscos, pescado y
mariscos elaborados, carne
elaborada, carne fresca
3 OXA-SXT 5 1 Manos, queso, carne
elaborada, carne fresca, dulce
con crema
4 OXA-CHL 0 2 Manos
5 OXA-ERY-TCY 9 0 Productos lacteos, dulce con
crema, carne fresca
6 OXA-TCY-SXT 3 0 Queso
7 OXA-AMK-SXT 0 1 Manos
8 OXA-CHL-ERY 1 0 Embutido, hortaliza procesada
9 OXA-CHL-TCY 1 0 Carne fresca
10 OXA-CIP-SXT 1 0 Dulce con crema
11 OXA-ERY-SXT 1 0 Carne elaborada
12 OXA-CHL-TCY-SXT 4 0 Productos lacteos, queso
13 OXA-CHL-ERY-TCY 2 1 Manos, queso
14 OXA-ERY-GEN-KAN 1 0 Carne fresca
15 OXA-CHL-ERY-TCY-SXT 2 1 Manos, queso
16 OXA-CHL-ERY-KAN-TCY 1 0 Queso
17 OXA-CIP-ERY-KAN-TCY 1 0 Queso
18 OXA-ERY-GEN-TCY-SXT 1 0 Hortaliza procesada
Totales 56 10

Leyenda: OXA: Oxacilina. ERY: Eritromicina. TCY: Tetraciclina. SXT: Sulfametoxazol/trimetoprima.
CHL.: Cloranfenicol. AMK: Amikacina. CIP: Ciprofloxacina. GEN: Gentamicina. KAN: Kanamicina.

Fuente: Registros del estudio.
Tamafio de la serie: 66.

Tal y como se encontrO en este
estudio, las carnes frescas, los productos
carnicos en general, y los quesos frescos
(ademas de los dulces con crema) son
algunas de las principales fuentes de las
cuales se aislan con mayor frecuencia
estafilococos coagulasa positiva.*®** Estos
alimentos en particular representan una
importante fuente de nutrientes para los

microorganismos mencionados, y son el
sustrato ideal para el crecimiento vy
desarrollo de los mismos.

En lo que respecta a Cuba, los dulces
que contienen crema Yy los productos
carnicos de todo tipo son los alimentos mas
involucrados en los brotes de intoxicacion
alimentaria por estafilococo.
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Tabla 5. Patrones de resistencia identificados en las cepas de Staphylococcus aureus sensibles a la
meticilina segln la fuente de aislamiento.

NUmero Patron Alimentos  Manipuladores Fuente de aislamiento

1 PEN 32 2 Manos, queso, carne
elaborada, carne fresca, dulce
con crema, marisco,
suplemento alimentario,
chocolate, hortalizas
elaboradas.
2 ERY 12 0 Productos lacteos, alimento
compuesto, dulce con crema,
pescado fresco.

3 CRO 9 0 Productos lacteos, dulce con
crema.
4 TCY 8 0 Alimento compuesto,
suplemento alimentario, carne
elaborada.
5 SXT 4 1 Manos, queso, carne
elaborada, dulce con crema.
6 CIP 3 0 Queso, carne elaborada, carne
fresca.
7 CTX 3 0 Queso, carne elaborada, dulce
con crema.
8 ERY-PEN 9 2 Manos, queso, alimento

compuesto, pescado fresco,
carne fresca, carne elaborada,
suplemento alimentario.

9 TCY-PEN 4 0 Carne elaborada, mariscos,
pescado elaborado, carne
fresca.
10 PEN-CRO 3 1 Manos, dulce con crema, carne
elaborada, suplemento
alimentario.
11 CZO-PEN 3 0 Queso, carne elaborada
12 ERY-CRO 2 1 Manos, queso, carne fresca
13 CTX-TCY 2 0 Queso, carne fresca
14 CTX-PEN 1 1 Manos, hortaliza elaborada
15 CTX-CRO 1 0 Queso
16 CZO-CTX 1 0 Carne elaborada
17 ERY-TCY 1 0 Productos lacteos
18 TCY-CRO 1 0 Carne fresca

Leyenda: PEN: Penicilina. ERY: Eritromicina. CRO: Ceftriaxona. TCY: Tetraciclina. SXT:
Sulfametoxazol/trimetoprima. CIP: Ciprofloxacina. CTX: Cefotaxima. CZO: Cefazolina. CIP:
Ciprofloxacina. KAN: Kanamicina. AMK: Amikacina.

Fuente: Registros del estudio.
Tamafio de la serie: 208.
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Tabla 5. Patrones de resistencia identificados en las cepas de Staphylococcus aureus sensibles a la
meticilina segun la fuente de aislamiento (Continuacion).

NUmero Patron Alimentos  Manipuladores Fuente de aislamiento

19 ERY-TCY-PEN 5 0 Queso, carne elaborada, carne
fresca, dulce con crema

20 CTX-ERY-TCY 2 0 Productos lacteos, mariscos.

21 CHL-ERY-PEN 2 0 Carne elaborada, dulce con
crema.

22 CIP-ERY-PEN 2 0 Queso, carne elaborada

23 ERY-PEN-CRO 1 0 Queso

24 CHL-TCY-SXT 1 0 Carne fresca

25 CHL-ERY-TCY 1 0 Carne elaborada

26 CTX-TCY-CRO 1 0 Queso

27 CTX-ERY-CRO 1 0 Productos elaborados a base de
huevo

28 CTX-ERY-PEN 1 0 Carne fresca

29 CZO-TCY-CRO 1 0 Carne elaborada

30 CZO-CIP-PEN 1 0 Carne elaborada

31 CHL-ERY-TCY 1 0 Pescado fresco

32 CHL-ERY-CRO 1 0 Queso

33 CIP-KAN-PEN 1 0 Carne elaborada

34 ERY-KAN-SXT 1 0 Dulce con crema

35 CHL-PEN-CRO 1 0 Queso

36 CZO-ERY-TCY 1 0 Queso

37 CHL-TCY-PEN-CRO 4 0 Queso, carne elaborada,

carne fresca

38 CTX-CIP-TCY-SXT 2 0 Queso

39 CZO-CHL-TCY-PEN 2 0 Dulce con crema

40 CTX-CHL-ERY-TCY 1 0 Carne fresca

41 CTX-CIP-CHL-PEN 1 0 Queso

42 CHL-ERY-TCY-PEN 1 0 Mariscos

43 CZO-CHL-PEN-AMK 1 0 Carne elaborada

44 CHL-SXT-PEN-CRO 1 0 Carne fresca

45 ERY-TCY-PEN-CRO 0 1 Manos

46 CHL-ERY-SXT-PEN-CRO 1 0 Productos lacteos

47 CTX-ERY-TCY-SXT-PEN 1 0 Carne elaborada

Totales 139 9

Leyenda: PEN: Penicilina. ERY: Eritromicina. CRO: Ceftriaxona. TCY: Tetraciclina. SXT:
Sulfametoxazol/trimetoprima. CIP: Ciprofloxacina. CTX: Cefotaxima. CZO: Cefazolina. CIP:
Ciprofloxacina. KAN: Kanamicina. AMK: Amikacina.

Fuente: Registros del estudio.
Tamafio de la serie: 208.
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El uso extensivo de los antibioticos sin
dudas ha influido de manera notable en el
incremento de la virulencia de S. aureus
como agente causal de graves infecciones en
el ser humano, ademas de los animales.

El incremento de la resistencia a los
antimicrobianos de uso comun, junto con la
aparicion de resistencia a los farmacos de
ultima generacion, suelen ser el resultado de
la adquisicion por la bacteria de multiples
genes de resistencia que le permiten
sobrevivir al ataque de una amplia variedad
de estas drogas.

Los estudios realizados en otras
latitudes notifican tasa variables de
resistencia antimicrobiana de S. aureus
aislado de la carne animal fresca destinada
para el consumo humano y de una amplia
diversidad de productos.??® La frecuencia
de resistencia antimicrobiana puede ser
mayor del 60% para al menos uno de los
antibiéticos probados.?*#2° En el presente
trabajo la cifra estimada fue del 56.1%. De
forma similar también a lo hallado aqui,
entre los farmacos méas afectados estan -
lactdmicos como la penicilina, macrolidos
como la eritromicina; y la tetraciclina.?*?*%
Muchos de los aminoglucosidos y las
fluoroquinolonas, entre otros, conservan
todavia su efectividad terapéutica.?>% Con
excepcion de S. intermedius  (cuya
susceptibilidad a los antimicrobianos fue
similar a la de S. aureus), las otras dos cepas
identificadas en este trabajo fueron sensibles
a la mayoria de los farmacos probados.

Segin muestran los resultados de
diversas investigaciones, el aislamiento de
cepas de SAMR a partir de los alimentos se
comporta de forma variable. ElI nimero de
cepas encontradas en esta investigacion fue
comparables a las notificadas por varios
investigadores.’*#%2"  GSin  embargo,
algunos autores pueden informar cifras méas
elevadas de aislamientos de SAMR en los
alimentos.”®?° Otros, por su parte, han
declarado porcentajes escasos de
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aislamiento, o no lo han hecho en lo
absoluto. %303

Tal disparidad de estimados se pudiera
atribuir a las muestras investigadas en cada
estudio, las caracteristicas propias de los
ambientes donde se realiza el muestreo, y los
procedimientos técnicos utilizados.

La aparicion de las cepas de SAMR en
los alimentos es como, en otros casos, el
resultado de la extension desde los hospitales
hacia la comunidad de los genes de
resistencia a la meticilina. Si bien es cierto
que, en este trabajo, de las 66 cepas de
SAMR identificadas, 10 procedian de
manipuladores; la proporcion de estas cepas
respecto del tamafio de cada subgrupo fue
muy similar. No obstante, las cepas aisladas
procedian en su mayoria de alimentos
elaborados, y es nuy probable la
contaminacion de los mismos a través de la
manipulacion humana. Los valores de CMI a
la oxacilina en las 28 cepas de SAMR
estudiadas fueron superiores en todos los
casos a los 4 pg/mL (con un valor de CMI50
de 32 pg/mL). Este hallazgo refuerza la
presencia del gen mec A en estas cepas, Si
bien este hallazgo no fue corroborado
independientemente  mediante  pruebas
especificas.

Respecto de la importancia del
consumo de alimentos contaminados con
SAMR como riesgo de infeccion humana y/o
aparicion de una ETA, tanto en la
comunidad como en los hospitales, no hay
evidencias que indiguen un mayor riesgo de
colonizacién (y por extension, de infeccién
humana) después de entrar en contacto o
consumir alimentos contaminados por esta
bacteria. A pesar de ello, la vigilancia y el
seguimiento epidemioldgicos son
fundamentales para las estrategias de control
de la diseminacion de los SAMR.
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Tabla 6. Patrones de resistencia antimicrobiana identificados en las especies de estafilococo coagulasa-
positiva diferentes de Staphylococcus aureus segun la fuente de aislamiento.

Numero Patron Alimentos  Manipuladores Especie Fuente de
aislamiento
1 CIP 1 0 S. intermedius Carne fresca
2 CzOo 2 0 S. schleiferi subsp. Carne fresca
coagulans
3 PEN 2 0 S. intermedius Queso, carne
fresca
4 ERY 3 0 S. intermedius (1 Queso, pescado
cepa) fresco.
S. schleiferi subsp.
coagulans (2 cepas)
5 TCY 3 0 S. intermedius Queso
6 CHL-TCY 1 0 S. intermedius Queso
7 CIP-PEN 1 0 S. intermedius Carne fresca
8 ERY-PEN 1 0 S. intermedius Queso
9 ERY-TCY 1 2 S. intermedius Manos, carne
fresca
10 GEN-PEN 2 0 S. intermedius Carne fresca
11 PEN-AMK 1 0 S. intermedius Queso
12 PEN-CRO 1 0 S. hycus Carne fresca
13 PEN-KAN 2 0 S. intermedius Queso
14 TCY-SXT 1 0 S. hycus Suplemento
alimenticio
(materia prima)
15 TCY-PEN 1 0 S. intermedius Carne fresca
16 CHL-TCY-PEN 1 0 S. intermedius Queso
17 CTX-CHL-ERY 1 0 S. hycus Carne fresca
18 ERY-TCY-PEN 1 0 S.schleiferi subsp. Carne fresca
coagulans
19 CTX-CHL-TCY- 1 0 S. intermedius Carne fresca
PEN
20 CHL-SXT-PEN- 1 0 S. intermedius Carne fresca
CzO
Totales 28 2

Leyenda: CIP: Ciprofloxacina. CZO: Cefazolina. PEN: Penicilina. ERY: Eritromicina. TCY: Tetraciclina.
CHL: Cloranfenicol. GEN: Gentamicina. AMK: Amikacina. KAN: Kanamicina. SXT: Sulfametoxazol/

trimetoprima.

Fuente: Registros del estudio.
Tamafio de la serie: 43.

En las cepas aisladas en este estudio se
encontré una amplia variedad de resistencia
antimicrobiana (total | intermedia) que
abarcaba desde wuno hasta los cincos
farmacos probados. Asi, el porcentaje de

cepas multirresistentes alcanzd la cifra del
62.9%, lo cual significa que més de la mitad
de los aislados resistentes obtenidos poseian
resistencia total o intermedia al menos a tres
de los farmacos probados. Estos resultados
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se corresponden con los mostrados en otros
estudios que informan sobre el predominio
de cepas resistencia a uno y dos antibidticos,
asi como la alta 2prevalencia de cepas
multirresistentes 2%

Finalmente se debe comentar Ia
similitud encontrada entre los patrones de
resistencia de 17 aislamientos obtenidos de
manipuladores con sus homologos hallados
en muestras de alimentos, entre los que se
destacan, por su relevancia, siete cepas de
SAMR. Aunque se considera que los
manipuladores  constituyen una fuente
importante  de contaminacién de los
alimentos por Staphylococcus, los métodos
de correlacién fenotipica no son en la
actualidad los mas adecuados para hacer una
evaluacion epidemioldgica sobre la posible
circulacion de una cepa especifica en un
ambiente  determinado, ya que los
microorganismos pueden sufrir
modificaciones en el medio como parte de
sus propios mecanismos adaptativos. No
obstante, la correspondencia fenotipica entre
cepas procedentes de diversas fuentes en un
mismo sitio | region podria ser indicativo de
la posible circulacion de un clon
determinado. La diversidad de localidades y
centros del pais involucrados en la
investigacion impidieron avanzar en esta
direccion. Futuros estudios deberan centrarse
entonces en el analisis de aquellas fuentes
alimentarias mas relacionadas con los brotes
de ETA en el pais, e incorporar
procedimientos de epidemiologia molecular
gue permitan determinar los genotipos de las
cepas circulantes.

CONCLUSIONES

Staphylococcus aureus fue la especie
principal de estafilococo coagulasa-positiva
aislada en alimentos y manos de
manipuladores, y se distinguié por una alta
proporcion de aislamientos resistentes a la
oxacilina concurrentes con porcentajes
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también elevados de resistencia a la
penicilina, eritromicina y tetraciclina. La
amplia diversidad de patrones de resistencia
encontrados, asi como el alto porcentaje de
cepas multirresistentes identificadas, indican
la necesidad de profundizar en el tema, e
incorporar procedimientos de avanzada para
estudios epidemiol6gicos de mayor alcance.

SUMMARY

Rationale: Intoxication by staphylococci is
frequent among food-borne diseases (FBD). It is
worrisome the antimicrobial resistance exhibited
by coagulase-positive strains of staphylococci
involved in FBD outbreaks. Objective: To
establish the antimicrobial resistance phenotype
of coagulase-positive strains of staphylococci
isolated from food or present in food handlers.
Methods: Resistance of 317 isolates of
coagulase-positive Staphylococcus spp. isolated
either from foods (89.0%) or food handlers
(11.0%) to several antimicrobials were assayed
at the institution’s Department of Microbiology
between November 2010 and December 2012.
These activities are mandated as part of the
sanitary surveillance and control of FBD
outbreaks in different regions of Cuba.
Susceptibility to drugs of common clinical use
was determined by the Kirby-Bauer method. In
the case of S. aureus strains, resistance to
meticilline was additionally assayed after
screening in agar plate with oxacilline.
Minimum inhibitory  concentrations  were
determined by broth microdilution in 28
resistant isolates to this drug. Results: S. aureus
was the predominant strain (86.4%), followed by
S. intermedius (11.0 %), S. schleiferi
subsp.coagulans (1.6 %) and S. hycus (0.9 %).
Fifty-six point one percent of isolates were
resistant to at least one of the antibiotics tested.
Penicillin (52.9%), erythromycin (30.3%) and
tetracycline (24.4%) showed the higher
percentages of antimicrobial resistance. A fifth
of the S. aureus strains were resistant to
methicillin.  Sixty-two point nine percent of
isolated strains were multirresistant.
Antimicrobial resistance patterns involved from
one up until 5 drugs. Conclusions: S. aureus
was the main strain isolated. A high proportion
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of isolates resistant drugs of common use was
observed. The wide diversity of resistance
patterns found, as well as the high percentage of
multidrug resistant strains, calls for the necessity
to promote the rational use of antimicrobials, the
adoption of programs for hygiene and
prevention of FBD, and the conduction of more
in-depth epidemiological studies. Puig Pefia Y,
Espino Hernandez M, Leyva Castillo V,
Apobrtela Lopez N, Pérez Mufoz Y, Soto
Rodriguez P. Antimicrobial resistance of
coagulase positive strains of staphylococci
isolated from foods and food handlers. RCAN
Rev Cubana Aliment Nutr 2015;25(2):245-260.
RNP: 221. ISSN: 1561-2929.
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