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Resumen

La resistencia a los antibiéticos es una amenaza cada vez mayor para la salud
humana a nivel mundial. El Staphylococcus aureus meticilino-resistente (SARM) es una
bacteria que se ha vuelto resistente a los antibiéticos de primera linea, como la
meticilina. Esta resistencia le confiere la capacidad para resistir los efectos de los
antibioticos. La presencia de esta bacteria en productos alimenticios se relaciona con la
mala manipulacién por parte de las personas que estan en contacto directo con los
alimentos. Por lo anteriormente mencionado el objetivo de esta investigacion fue
establecer la presencia de Staphylococcus aureus meticilino resistente en carnes de res
y manipuladores en expendios del mercado publico en la ciudad de Valledupar, Cesar.
Metodologia se realizé un muestreo de 50 expendios de carne y 50 de sus respectivos
manipuladores. Para el aislamiento de Staphylococcus aureus, se realizdé una siembra
en agar Baird Parker obteniendo crecimiento de colonias caracteristicas de
Staphylococcus aureus en 39 muestras de la carne de res siendo el 78% del total las
mesas de expendios muestreadas y 19 hisopados nasales de los manipuladores con un
porcentaje del 38%. Se realiz6 la identificacion fenotipica, donde se pudo identificar, que
en el 78% (39/50 muestras analizadas) de carne de res se identific6 Staphylococcus
aureus. Para el caso de los manipuladores se encontré que el 38% (19 /50 muestras)
fueron positivos para la identificacion de Staphylococcus aureus. Al confirmar la
presencia de cepas de Staphylococcus aureus, se llevd a cabo el antibiograma
incluyendo en este la prueba de susceptibilidad de Oxacilina y Cefoxitina antibioticos
utilizados para identificar las cepas de meticilino resistencia; observando que, si bien
existia un alto porcentaje de Staphylococcus aureus en todas las muestras, ninguna

expreso mecanismo de meticilino resistencia. Conclusion: Respecto a la meticilino



resistencia de las cepas de Staphylococcus aureus, se determiné que el 100% de

las muestras presentaron sensibilidad a la meticilina, tanto en muestras aisladas en la
carne, como las aisladas en el hisopado nasal de los manipuladores. Sin embargo, la
sola presencia del Staphylococcus aureus, representa un indicativo de contaminacién

cruzada, que involucra un mal manejo de las normas de productos alimenticios.

Palabras clave: resistencia, meticilina, patégeno, expendios.



Introduccién

La resistencia bacteriana es considerada una problematica de salud publica a nivel
mundial, que va en aumento. Su inicio fue con la resistencia a penicilina por parte del
Staphylococcus aureus (S. aureus). En la década de 1960, se desarrollé un antibiético
llamado meticilina para tratar las infecciones causadas por Staphylococcus aureus. La
introduccion de las penicilinas resistentes a penicilinasas, se penso era un gran logro.
Sin embargo, con el tiempo, algunas cepas de la bacteria desarrollaron resistencia a la
meticilina y a otros antibiéticos similares. A estas cepas se les conoce como
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM, por sus siglas en inglés).

(Cervantes et al., 2014)

La resistencia a la meticilina en S. aureus se debe a la produccién de una enzima
llamada penicilinasa resistente a la penicilina (PRSA). Esta enzima destruye la
estructura quimica del antibidtico, lo que hace que sea ineficaz para tratar las
infecciones causadas por SARM. La resistencia a la meticilina es conferida por una
proteina de union a la penicilina (PBP) denominada PBP2a o PBP2, la cual no se
encuentra en las cepas de S. aureus susceptibles a meticilina. Esta proteina es
codificada por el gen mecA, el cual, se encuentra localizado en un elemento genético
movil llamado casete cromosomal estafilococico (SCCmec), cercano al origen de la

replicacion del cromosoma. (Dominguez, 2021)

El Staphylococcus aureus es una bacteria que normalmente se encuentra en la piel
y en las fosas nasales de las personas. En algunas ocasiones, esta bacteria puede
causar infecciones, desde leves hasta potencialmente mortales. La prevalencia en la

comunidad de estas cepas SARM ha ido en aumento, ocasionando la aparicion de esta
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bacteria en ambientes no hospitalario, en personal no relacionado con el cuidado

de la salud (manipuladores de alimentos, animales domésticos, equipos, utensilios),

ocasionando un grave problema de salud publica.

Es posible encontrar Staphylococcus aureus (SARM) en productos carnicos,
especialmente en productos de carne picada o procesada. Las bacterias pueden estar
presentes en la superficie de la carne y pueden contaminar los productos carnicos
durante el procesamiento. La presencia de SARM en productos carnicos puede
representar un riesgo para la salud publica, especialmente si las cepas son patégenas
y pueden causar infecciones graves en los seres humanos. Ademas, si los animales que
producen la carne han sido tratados con antibiéticos, esto puede aumentar el riesgo de

gue las bacterias se vuelvan resistentes a los antibiéticos, incluyendo la meticilina.

Asi mismo, otra fuente de infeccién podria ser, durante el sacrificio de animales
SARM-positivos, puede ocurrir una contaminacion de los animales hacia las superficies
y por consiguiente las canales pueden contaminarse. (De Boer et al., 2009) Es asi como,
la carne cruda puede contener SARM, como resultado de la colonizacion de la bacteria
de los canales durante el sacrificio. Aunque el area nasal es considerada el principal
sitio de la colonizacién con Staphylococcus aureus, no se puedo olvidar, su presencia a
nivel del tracto gastrointestinal. Y al realizar el proceso de sacrificio las canales pueden
contaminarse con contenido del intestino o por contaminacién del manipulador. (Bhalla

& Donskey, 2007).

Existen varios estudios que han investigado la presencia de Staphylococcus aureus
meticilino resistente (SARM) en productos carnicos. La presencia de S. aureus en

alimentos representa un problema latente, la presencia de esta bacteria es un indicador
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de contaminacion, y se relaciona con la falta de aplicacién de buenas practicas de

manufactura especialmente en alimentos de consumo fresco como es el caso de los

carnicos, de los lacteos y sus derivados. (Lee, 2018).

Por otro lado, se encuentran los sitios de expendedores, que son los lugares en
donde se generan los productos, estos espacios deben cumplir con protocolos y

normativas que garanticen una adecuada produccion. (Torres & Pacheco, 2021)

Es importante que se sigan practicas adecuadas de seguridad alimentaria en todo
momento para evitar la contaminacién de los productos carnicos con SARM y otras
bacterias patégenas. Esto incluye la higiene adecuada de las manos y de los utensilios
de cocina, la coccién completa de la carne y el almacenamiento adecuado de los

alimentos para prevenir la proliferacién bacteriana.

Ademas, se recomienda a los consumidores que se informen sobre la procedencia
de los productos carnicos que compran y que elijan productos de animales que no hayan
sido tratados con antibiéticos, cuando sea posible. Esto puede ayudar a reducir el riesgo

de exposicion a bacterias resistentes a los antibiéticos en los productos carnicos.
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Planteamiento del problema

Las enfermedades de origen alimentario, es una problematica creciente en salud
publica. Estas enfermedades son generalmente de caracter infeccioso causados por
bacterias, parasitos, virus y hongos. Estos microorganismos ingresan al organismo
debido a la incorrecta manipulacion de los alimentos. Estas deficiencias en las
industrias de alimentos se pueden disminuir o evitar al adoptar la implantacion de los
Principios Generales del Codex sobre Higiene de los Alimentos, esta tiene como
finalidad ser un apoyo para la reduccién de riesgos de contaminacion de los alimentos,
su adopcién y aplicacién desde la produccion primaria hasta que el producto llega a las
manos del consumidor, es una solida base para garantizar un control eficaz de la higiene
de los alimentos. Los controles de higiene en cada etapa del Analisis de Riesgo y Puntos
Criticos de Control (APPCC), logrando de esta manera reducir los riesgos de

contaminacion y aportando a la inocuidad de los alimentos (MinSalud - FAO, 2014).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), anualmente 600 millones de
personas enferman por comer alimentos contaminados. (OMS, 2020), asi mismo, la
OMS sostiene que la inocuidad alimentaria es una responsabilidad compartida por los
gobiernos, destaca que las enfermedades de transmisién alimentaria se constituyen en
una amenaza mundial. Reafirmando por parte de los gobiernos, industrias alimenticias
y personas la necesidad de asegurar la inocuidad de los alimentos como prevencion de

las enfermedades de transmision alimentaria (OMS, 2014).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estima a las enfermedades causadas
por los alimentos como la principal causa de muerte en los paises en vias de desarrollo,

estas se encuentran asociadas a una carga socioeconémica significativa, e incluso para
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los paises desarrollados, son las responsables de altas perdida en la productividad,

costo asociado al uso servicios de salud, costos de la implementacion y seguimiento de

politicas de inocuidad (OMS, 2015).

El Sistema de Control de Alimentos en Colombia, se encuentra conformado por
instituciones de los sectores de salud, agricultura y comercio; principalmente. Siendo el
instituto Nacional de Salud (INS), responsable de la operacién del Sistema de Vigilancia
en Salud Publica, que incluye la vigilancia epidemiolégica de enfermedades transmitidas

por alimentos (ETA) (INS, 2022).

En Colombia, el Sistema de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA), en el 2018
registré 881 brotes, mientras que para la misma semana del afio 2017 se notificaron 859
brotes y en el 2016 fueron 668 brotes, en comparacion con el afio anterior se observa

un incremento del 2,5% (INS, 2018).

Debido al aumento de casos, las ETA representan una alta carga para el sistema de
salud publica, puesto que se encuentran principalmente relacionado con poblacién
vulnerables, como son, ancianos, nifios y mujeres en embarazo, asi mismo, el aumento
de la resistencia de los patdgenos a los compuestos antimicrobianos. La notificacion de
esta enfermedad es considerada como un indicador directo de la calidad higiénico-
sanitaria de los alimentos. Se dice que la contaminacién alimentaria puede ocurrir por el
mal procesamiento o la presencia de materia prima contaminada, pues algunas
bacterias patdgenas para el hombre forman parte de la flora normal de ganado vacuno,

cerdos y aves (INS, 2018).

Dentro de los microorganismos oportunistas causante de ETA se encuentra

Staphylococcus aureus un microorganismo altamente resistente y debido a esto es

17



necesario que se realice una evaluacion por medio de diferentes métodos para

deteccién de la resistencia bacteriana a antibioticos principalmente a la meticilina,
siendo un antibidtico utilizado ampliamente para el tratamiento de diversas

enfermedades (Soto & Karina, 2022).

La duracién de estas enfermedades puede ser prolongada debido a la resistencia a
los antibidticos por parte de los microorganismos causantes. La Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), que actia como Oficina Regional de la OMS para las
Ameéricas muestra informes que hasta un 90% de las infecciones por S. aureus son
resistentes a la meticilina, lo cual significa que el tratamiento con los antibioticos
habituales no funciona. Por ejemplo, se calcula que las personas que presentan
infeccién por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina tienen una mayor
probabilidad de morir (64%) que aquellas que presentan infeccion por cepas no
resistentes. La resistencia también aumenta el costo de la atencién sanitaria, pues

alarga las estancias en el hospital y requiere mas cuidados intensivos (OMS, 2014).

Las ETA son enfermedades causadas por diferentes microorganismos entre los
cuales figuran: Salmonella spp, Campylobacter spp, Escherichia coli, entre otros. Estos
patdgenos de transmision alimentaria afectan a millones de personas cada afo, en
muchos casos con consecuencias graves o mortales. Podemos encontrar tipos de
infecciones como la causada por Listeria spp que provoca abortos espontaneos y
muerte neonatal, otra infeccion que puede ocurrir es aquella a causa de Vibrio cholerae
gue es transmitida por ingestion de agua o alimentos contaminados; por otro lado,
Staphylococcus aureus causante de infecciones tales como cutaneas, torrente

sanguineo, endocarditis, osteomielitis, infeccion pulmonar, entre otras (OMS, 2020).
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Uno de los comestibles donde puede haber presencia de patdgenos

oportunistas que podrian producir una enfermedad transmitida por alimentos (ETA) es
la carne, en este caso enfocado en la carne de res que es comercializada en los
diferentes expendios del municipio de Valledupar. En la carne se puede encontrar
Staphylococcus aureus; una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa que posee un
hébitat natural como la piel, fosas nasales y tejidos; este coco Gram positivo es causante
de infecciones tales como: cutaneas, torrente sanguineo, endocarditis, osteomielitis,

infeccion pulmonar entre otras (Lacueva, 2017).

Teniendo en cuenta lo anterior, surge un interrogante fundamental para el desarrollo
de esta investigacion: ¢Hay presencia de Staphylococcus aureus meticilino resistente
(SARM) en carne de res comercializada en el mercado publico del municipio de

Valledupar?
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Justificacion

Actualmente la ganaderia es el principal sector primario que se ha logrado mantener
con el pasar del tiempo; el Cesar es un departamento que cuenta con aproximadamente
500 mil reses, convirtiéndose asi en uno de los departamentos mas importantes
productores de carne en el caribe colombiano (Benitez, 2017). Cabe resaltar que la
ganaderia aporta mas del 50% al producto interno bruto del departamento del Cesar,
este cuenta con un millébn de hectareas dedicadas a la ganaderia y debido a esto surgio
la discusién de hacer ganaderia sostenible (Castillo et al., 2020). Para el 2013 al
departamento se le atribuyé ser el quinto del pais con un mayor inventario bovino, es
decir, tenia aproximadamente 1.4 millones de cabezas y 12.597 predios para la

ganaderia bovina (Federacion Colombiana de Ganaderos, 2014).

El Cesar es un departamento con gran actividad ganadera (produccion, distribucion
y comercializacion), por lo tanto, el estudio microbiolégico de carnes de diferentes
expendios del municipio del Valledupar es importante desde un punto de vista
econOmico y sanitario ya que implica las buenas practicas de manufactura (BPM) en la

comercializacion del producto (carnes) (Rivera et al., 2021).

Es indispensable que los comerciantes mantengan un control de vigilancia y
seguridad de la carne, tal como lo recomienda el Ministerio de salud y el Instituto
Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) para asi asegurarle al
consumidor un alimento completamente inocuo y apto para su consumo. Un alimento
completamente inocuo y con un control de vigilancia adecuado es una manera de
prevencion en las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), todo esto se logra

con las BPM las cuales son los lineamientos adecuados para que la persona encargada
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de manipular el producto a comercializar siempre este en un estado 6ptimo para

su venta (Almeida & Rojas, 2020).

Cabe destacar que este estudio se realizé con el fin de identificar la presencia de
Staphylococcus aureus meticilino resistente en la carne de res comerciada en el
mercado publico de la ciudad de Valledupar y a sus respectivos manipuladores. Durante
el desarrollo de éste, se evalud la resistencia bacteriana del microorganismo frente a la
meticilina. Adicionalmente, se evalué si existe una relacion entre la presencia del
microorganismo en las carnes, las normas sanitarias y buenas practicas de manufactura

(BPM) de los encargados del punto de comercializacion (expendios).

21



Objetivos

1.1 General

Establecer la presencia de Staphylococcus aureus meticilino resistente en carnes y
manipuladores en expendios del mercado publico en la ciudad de Valledupar durante el

periodo 2022.

1.2 Especificos

1. Identificar Staphylococcus aureus presente en carne de res y manipuladores
en el mercado publico de la ciudad de Valledupar.

2. Determinar la resistencia del Staphylococcus aureus (SARM) presente en los
carnicos y sus manipuladores.

3. Evaluar nivel de conocimiento de las buenas practicas de manufactura en los

manipuladores de carnicos (BPM).
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Marco Tebrico

1.3 Marco Conceptual

1.3.1 Manipulacién de alimentos

Los manipuladores de alimentos son todas aquellas personas que tienen contacto
con alimentos envasados 0 no envasados, con equipos, utensilios o superficies que
mantengan contacto con los alimentos y se espera que dicho manipulador cumpla con
los requerimientos de la higiene en alimentos. Manipular alimentos es un acto que se
realiza en el diario vivir; sea como profesionales de la gastronomia, operarios en planta

de alimentos o incluso en el hogar (Ramos, 2020).

1.3.2 Expendios Carnicos.

Son todos los establecimientos que expenden, almacenan y comercializan carne y
productos carnicos comestibles para consumo humano, que adelantan la actividad
secundaria de desposte o desprese en el mismo establecimiento siempre y cuando se

efectle la venta directa y abierta al publico (Leal et al., 2020).

La comercializacion de céarnicos de diferentes especies en las calles y mercados es
cada vez mayor, ya que estos productos son considerados una de las principales
fuentes de contaminacion por alimentos de los seres humanos, las carnes puestas a la
venta se deben percibir como un problema de salud publica. De esta forma, se considera
de vital importancia centrar la atencion en la sanidad y la inocuidad de los alimentos que
se expenden en los mercados, controlar las plagas y enfermedades que puedan afectar
la produccién primaria de alimentos y, por consiguiente, la salud de quienes la

consumen (Goéngora, 2018).
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1.3.3 Enfermedades Trasmitidas por Alimentos.

Un buen manipulador contribuye a que los alimentos que se consumen a diario estén
en correctas condiciones higiénicas sanitarias y asi poder evitar los causantes de las
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA). Estas enfermedades gastrointestinales
son causadas por la falta de higiene que el manipulador pueda tener al momento del
contacto con el alimento. Los méas susceptibles a una ETA son los nifios, ancianos,
personas enfermas y mujeres embarazadas, pueden llegar a infectarse por consumo de
alimentos en comedores escolares, cafeterias o incluso en la misma vivienda por
alimentos comprados crudos tales como la carne de res que se consigue en expendios;
si manejamos todo tipo de alimento con manos limpias y tenemos unas buenas practicas
higiénico sanitarias lograremos evitar enfermarnos o enfermar a nuestras familias con

un alimento contaminado (Forero et al., 2017).

1.3.4 Cocos Gram Positivos.

Los cocos Gram positivos son un grupo de bacterias que poseen variadas
caracteristicas. En este grupo encontramos agentes patdégenos y agentes no patégenos
(estos ultimo pueden habitar en piel y mucosas). Dentro de los cocos Gram positivos
encontramos al género Staphylococcus, el cual presenta una agrupaciéon en forma de
racimo de uva, dentro de este género hay un promedio de 50 especies y subespecies
gue suelen ser aerobios o anaerobios facultativos, catalasa positiva y la mayoria se

consideran patdégenos oportunistas (Bustos et al., 2010).

Staphylococcus aureus es uno de los principales microorganismos causantes de las
ETA, es un patdgeno Grampositivo, coagulasa-positivo que pertenece a la familia

Staphylococcaceae. Se trata de una bacteria esférica de aproximadamente 1 um de
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diametro que forma racimos de uvas, es anaerobia facultativa, con perfil mesofilo

y halotolerante, coagulasa y catalasa positiva, DNAsa positivo, fermenta el manitol; lo
que le permite diferenciarlo del resto del género Staphylococcus (Cervantes et al., 2014).
El genoma de estos cocos es de un tamafo aproximadamente de 2800Kb en forma de
cromosoma circular con plasmidos, bacteriéfagos, transposones y secuencias de
insercién. Tiene una gran capacidad de adquirir resistencia a antibiéticos y factores de
virulencia que varian favoreciendo la colonizacién e invasién celular, alteracion de tejido

0 su propia multiplicacion (Lacueva, 2017).

El Staphylococcus puede colonizar la piel y las fosas nasales sin que la victima
muestre sintomas. Sin embargo, se ha informado de Staphylococcus aureus involucrado
en infecciones de la piel y la capacidad para producir toxiinfeccién alimentaria en este
sentido las bacterias pueden multiplicarse rapidamente en los alimentos y generar un
gran numero de colonias de bacterias sin que exista evidencia de descomposicion del
alimento. Los factores de riesgo estan asociados a las siguientes condiciones: Ingestion
de alimentos preparados por una persona con infeccién en la piel, dado que estas
infecciones comUnmente contienen Staphylococcus aureus; Ingestion de alimentos
preparados en forma inadecuada o conservados en temperaturas inadecuadas (Lersy

& Suérez, 2016).

1.3.5 Staphylococcus aureus Meticilino Resistente (SARM).

En 1940 el principal antibiético usado para tratar S. aureus fue la penicilina, pero al
corto tiempo esta bacteria creo resistencia a dicho antibiético por la produccion de
betalactamasas. En los afios 50, se inicid el uso de nuevos antibiéticos, pero para 1957

diferentes cepas de este patdégeno presentaron resistencia a este nuevo grupo de
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antibidticos que incluia penicilina, estreptomicina, tetraciclinas, cloranfenicol y

eritromicina. En 1959 se experimentd con una penicilina semisintética que resistia la
produccién de betalactamasas; este antibiético recibe por nombre meticilina. (Rios et
al., 2018) Gracias a la meticilina se pudo tomar el control por un corto tiempo sobre las
infecciones gque este patdgeno causaba. Al pasar dos afios S. aureus presentoé nuevas
cepas resistentes a la meticilina y a todos los betalactdmicos teniendo en cuenta las
cefalosporinas y carbapenemes. Para finales de la década de 1980, este patdgeno
combino resistencia a meticilina al cloranfenicol, aminoglucésidos, macrdélidos,

fluoroquinolonas y lincosamidas (Lacueva, 2017).

Staphylococcus tiene el potencial de establecer resistencia a antibiéticos de amplio
espectro en un periodo corto, como el grupo de antibidticos [-lactamicos,
aminoglucésidos y quinolonas comunmente usados en la préactica clinica para el
tratamiento de infecciones graves. La cepa de Staphylococcus resistente a la meticilina
(SARM) se identifico por primera vez en el Reino Unido en 1961, sigue siendo un
problema hospitalario grave para la salud publica (Cervantes et al., 2014). Las cepas de
SARM son resistentes a todos los antimicrobianos B-lactamicos por una proteina fijadora
de penicilina (PBP2a) que tiene una afinidad débil por todos los B-lactamicos. La
proteina esta codificada por el gen mecA, que reside en las lactamas de un elemento

genético movil llamado casette cromosémico estafilococico (SCCmec) (Novales, 2011).

1.3.6 Métodos convencionales para el aislamiento e identificaciéon de

Staphylococcus aureus meticilino resistente (SARM).

La deteccion de Staphylococcus en la carne a menudo se relaciona con practicas

higiénicas deficientes durante el procesamiento, envio, corte, almacenamiento y punto
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de venta por parte de las personas involucradas en el proceso de produccion

(Elika, 2021).

Diluciones seriadas. Un método utilizado con frecuencia para disminuir la carga
microbiana en una muestra y se pueda realizar la deteccion de esta son las diluciones
seriadas, el cual consiste sencillamente en una serie de diluciones simples que
amplifican el factor de dilucién rapidamente, comenzando con una pequefia cantidad
inicial de muestra como en nuestro caso seria la cantidad de carne. Una solucion seriada
se lleva a cabo colocando una cantidad de solucién concentrada a una determinada
cantidad de solvente que dependera de la relacion solutos solvente requeridas y se

realiza este mismo procedimiento sucesivas veces (Gonzalez, 2018).

Medios de cultivo. Existen medios de cultivo liquido y medios soélidos, en ambos se
puede observar una morfologia macroscopica. En medio de cultivo solido se debe contar
con un aislamiento de la cepa a estudiar el cual nos permitird observar las colonias
(estructuras que las bacterias pueden formar al crecer en medio solido). En medio de
cultivo liguido las caracteristicas macroscopicas se observan por medio de la turbidez,
luego de incubar 18-24 horas se debe observar si hay presencia de turbidez en el medio

de cultivo (Villafafie, 2018).

Para la deteccion de Staphylococcus aureus se pueden utilizar diversos medios de
cultivos que brindan las condiciones Optimas para que este microorganismo se

reproduzca. Entre ellos podemos encontrar:

e Agar Baird-Parker: este medio es el mas utilizado para el recuento de S. aureus
ya que éste contiene las fuentes necesarias para fomentar el crecimiento del

microorganismo en cuestion, Consta de piruvato sédico en su composicion, el
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cual ayuda aquellas bacterias lesionadas; como poder selectivo contiene

telurito, cloruro de litio y glicina. Los cultivos considerados presuntivos para
crecimiento de S. aureus, se observaban colonias negras por la reduccién de
telurito a Teluro que es adicionado al medio de cultivo, doble halo alrededor de
la colonia por la presencia del fenomeno de lipolisis y protedlisis producidas por
la accién de lipasas y proteasas presentes en este género bacteriano, para

posteriormente realizar la tincion Gram (Cui et al., 2018).

Pruebas bioquimicas. Las pruebas o ensayos bioquimicos son aquellas que ponen
en evidencia la existencia de una enzima o pasos metabdlicos determinados. Para la
identificacion de los Staphylococcus existen diversas pruebas que sirven para su

identificacion y/o clasificacion.

1. Prueba de la catalasa: es la prueba que permite diferenciar el género
Staphylococcus spp del género Streptococcus spp, ya que se usa para
probar la capacidad que posee el microorganismo (en este caso la
bacteria) para la produccion de la catalasa, permitiendo la conversion de
peréxido de hidrogeno en oxigeno y agua lo que ayuda a evitar que se
formen radicales tdxicos. Un resultado positivo a esta prueba es cuando
la bacteria produce liberacion de burbuja (Britanialab, 2019).

2. Prueba de la coagulasa: utilizada para tradicionalmente para diferencias
S. aureus y los Staphylococcus coagulasa negativos (SCN ya que S.
aureus es capaz de coagular el suero descalcificado debido a la
produccion de una enzima conocida por estafilocoagulasa que actia
como un agente activo en la coagulacion que es capaz de convertir el

fibrindgeno en fibrina. La enzima se puede presentar de dos formas;
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como a) coagulasa libre: que es una proteina extracelular que

reacciona con el factor reactivo de la coagulasa (FRC) presente en el
plasma, que va a formar la estafilotrombina (sustancia similar a la
trombina) y va a actua indirectamente en la conversion del fibrinbgeno
en fibrina, y la b) coagulasa ligada: que es un factor de aglutinacion que
va a convertir el fibrinbgeno en fibrina insoluble de forma directa sin
intervencion de los factores plasmaéticos. (Hernandez et al., 2014; Henao
et al., 2017)

MicroScan. Es un sistema Semi- Automatizado utilizado para la
Identificacion y/o susceptibilidad (MIC) de bacterias y/o levaduras
presentes en muestras biolégicas (estériles o contaminadas) de
pacientes 0 ambientales de una manera rapida, sencilla, confiable y
estandarizada para integrarla a su rutina diaria de trabajo. Este método
consiste en la identificacion Gram-positivas, Gram negativos y
fastidiosas, también en mdltiples tipos de paneles con configuraciones
de sensibilidad de punto de quiebre en paneles en los que ademas de
encontrarse los sustratos para el desarrollo de pruebas bioquimicas, se
encuentran diversos antimicrobianos a distintas concentraciones, con lo
que se realiza simultdneamente la identificacion y antibiograma del
microorganismo objeto de estudio. La inoculacion y la lectura de estos
paneles se suele hacer de forma automatica, incorporandose los datos
obtenidos en un ordenador, el cual proporciona con un indice alto de

fiabilidad, la identificacién del microorganismo (Lutring et al., 2019).
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1.4 Antecedentes

Sadiq et al. (2020) en Pakistan, investigaron la prevalencia de SARM en mataderos
y carnicerias en Rawalpindi-Islamabad, 2018-2019. Se confirmé que 150 de las 300
muestras eran positivas para S. aureus mediante identificacion fenotipica. Se identifico
SARM entre S. aureus aislamientos positivos mediante la realizacién de una prueba de
difusion en disco y la deteccién de genes especificos de S. aureus, como ARNr 16s,
nuc, mecA, spay coa. De 150 aislamientos, 96 (63%) mostraron resistencia al antibiético
cefoxitina, conocido como un marcador potencial para detectar SARM. Mientras que los
150 aislamientos han mostrado una resistencia completa a los cuatro antibiéticos
neomicina, meticilina, ciprofloxacina y tetraciclina. Los genes nuc y rRNA 16s se
detectaron en los 150 aislamientos positivos de S. aureus y se confirmé que 118 (79%)

eran SARM mediante la deteccion de mecA gene.

En otro estudio realizado por Naas et al. (2019) en Libia, cuyo objetivo principal fue
detectar la presencia del patégeno S. aureus en la carne, se obtuvo como resultados
que, de 139 muestras, 112 (80,6%) estaban contaminadas con diferentes especies de
Staphylococcus segun las caracteristicas culturales de los estafilococos en medio Baird-
Parker, para lo cual se detect6 S. aureus en solo 32 muestras (23%). Sin embargo, se
confirmd que solo seis de los 18 (33,3%) aislamientos enviados para secuenciacion eran
S. aureus utilizando la técnica molecular. Los seis aislados identificados de S. aureus
se analizaron para determinar la resistencia a los antimicrobianos frente a los 24
antibiéticos mas utilizados. Todos los aislamientos fueron resistentes a solo dos
antibioticos (cefotaxima y clindamicina). Entre estos seis aislamientos, solo uno se

confirmo6 como Staphylococcus aureus.
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Adzitey et al. (2019) en la comunidad de Nyankpala en la region norte de Ghana,

realizaron un estudio para determinar la prevalencia y susceptibilidad antibiética de
Staphylococcus aureus aislado de carne de res cruda y asada; de las 18 muestras
positivas, el 85,19% fueron susceptibles, el 14,81% presentaron resistencia intermedia
y ninguna fue resistente. Staphylococcus aureus fueron todos (100%) susceptibles a
amoxicilina, cloranfenicol, ciprofloxacina, ceftriaxona, gentamicina y sulfametoxazol /
trimetoprim. Se reveld que Staphylococcus aureus esta presente en la carne de res a la

parrilla en lugar de las muestras frescas examinadas.

Mallea (2018) en Chile, busco determinar la susceptibilidad a antibiéticos de cepas
de S. aureus aisladas de cerdos y carne de cerdo. La multirresistencia se asocio a un
38,2% de las cepas, donde la categoria cerdos presentd mayor prevalencia (30,9%). En
la categoria cerdos, se presentdé mayor prevalencia de cepas resistentes en
comparacion con las categorias de canal y carne (P<0,05), a los antibidticos
eritromicina, ciprofloxacina y tetraciclina. Por lo tanto, existe una alta prevalencia de S.
aureus resistente y cepas multirresistentes a antibiéticos en la cadena productiva de la

carne de cerdo.

Gutierrez et al. (2020) en México, analiz6 la prevalencia de microorganismos
patégenos del muasculo del lomo de cerdo de 6 supermercados en 6 diferentes
demarcaciones en la ciudad de México. Los resultados mostraron que la prevalencia de
Listeria monocytogenes fue de 33.3%, Staphylococcus fue detectado en 42% de las
muestras analizadas con promedio de 770 CFU/g. La identificacién bioquimica mostro
que el 20% de las cepas correspondieron a Staphylococcus aureus. Salmonella sp. Tuvo

la mas baja prevalencia con 2.77% del total de las muestras analizadas. La presencia
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de patdégenos en carne de cerdo es un problema importante por el impacto que

tiene en la salud de los consumidores.

Catarina (2018), en Brasil, evalu6 la presencia de S. aureus en muestras de carne
picada de la ciudad de Xaxim Santa Catarina, verificar la expresion de enzimas
proteoliticas y lipoliticas, asi como la sensibilidad a diferentes antimicrobianos. Los
resultados obtenidos mostraron que, de las 12 muestras recolectadas, 10 estaban
contaminadas con S. aureus con cuenta por encima de lo permitido por la legislacion
vigente. La expresion de enzimas proteoliticas. Se verificd en el 40% de los aislamientos
de la primera coleccion. En la coleccion posterior, todos los aislamientos obtuvieron
resultados positivos. Sin embargo, los aislamientos no mostraron resultados con
respecto a la expresion de enzimas lipoliticas. Al evaluar la sensibilidad a
antimicrobianos, la mayor susceptibilidad se evidencié a los antibiéticos tetraciclina y

gentamicina.

Otro estudio realizado por Sousa (2019), en Brasil, tuvo como objetivo principal
analizar las caracteristicas fenotipicas de la resistencia antimicrobiana de S. aureus
aislado de carne vendida en las ciudades de Pernambuco, Brasil, como resultados
obtuvieron que la contaminacién por S. aureus se encontré en todos los tipos de carne,
desde 2,4x101 UFC / g en pollo hasta 2,2x106 UFC / g en cerdo. Un total de 34,4%
(31/90) fueron positivos para S. aureus, con la mayor ocurrencia en cerdo con 61,29%
(19/31), seguido de carne molida con 32,25% (10/ 31) y carne de pollo con 6,45% (2/31).
Entre las 31 cepas aisladas, el 48,38% eran resistentes a la tetraciclina, 29% de
penicilina G, 12,9% de eritromicina y 6,45% de clindamicina, de los cuales el 9,67% son

multirresistentes (MDR).
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Gongora (2018), en Pera, busc6 determinar la frecuencia y los factores de

riesgo asociados a la contaminacién por Salmonella y Staphylococcus aureus en las
principales carnes que se comercializan en los mercados de Huanuco. Las muestras
contaminadas con Salmonella en las principales carnes de Huanuco fueron de (6/120),
es decir 6 muestras de las 120 muestras analizadas estaban contaminadas con
salmonella y por lo tanto se les considera no aptas para su consumo. Con respecto la
frecuencia de Staphylococcus, en 67 muestras se encontré valores menores a 120
unidades formadoras de colonias (UFC) considerandolas no aptas para su consumo
(55%) y en 53 muestras se encontrd valores mayores a 120 unidades formadoras de

colonias (UFC), en consiguiente se les considero no aptas para su consumo.

Otro estudio realizado por Conisilla & Guerra (2019), en Perq, realizaron un estudio
el cual tuvo como objetivo determinar la resistencia microbiana de la cepa de
Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes aisladas de carnes frescas
provenientes de tres mercados de Lima Metropolitana; donde como resultado se
encontré incidencia de 75% para S. aureus. Las cepas de S. aureus, presentaron
resistencia a la penicilina (75,56%) y tetraciclina (28,89%); 97,78% al sulfametoxazol-
trimetoprim, 82,22% para gentamicina y ciprofloxacina y 77,78% a la clindamicina.

Resultado que nos confirma la multirresistencia de S. aureus.

Galue & Caceres (2018), en Venezuela, tuvieron como objetivo evaluar la calidad
microbioldgica de carne molida obtenida en diferentes puntos de venta ubicados en
Santa Barbara de Zulia. Se encontr6 un conteo elevado de Mesofilos aerobios y
Staphylococcus aureus, presencia de coliformes totales y fecales, sin la confirmacion de
Salmonella sp y Escherichia coli. Los resultados permitieron evaluar la calidad

microbioldgica que tiene el producto analizado en las carnicerias.
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Jara (2016), en Ecuador, realiz6 un estudio para evaluar la calidad microbiana

de carnicos, y estimar en qué condiciones higiénico-sanitarias se encuentra este
alimento perecedero y determinar si es apto para el consumo humano. Los resultados
obtenidos incumplen con los requerimientos establecidos por la norma para carne
molida NTE INEN 1346:2010; hallandose en valores superiores a los limites
microbioldgicos, para Escherichia coli presenta 3.2x10 5 UFC/g; Coliformes totales
2.4x106 UFC/g; Staphylococcus aureus 4.7x105 UFC/g y para Salmonella
presencia/25g respectivamente, estableciendo que puede ser una fuente de infeccién

de ETA (enfermedades transmitidas por alimentos).

Otro estudio realizado por Solorzano et al. (2019), en Calceta-Ecuador, determino la
calidad higiénico-sanitaria de la carne de res expendida en quioscos y tercenas en la
ciudad. Se evidencio la presencia de todos los microorganismos anteriormente citados,
mostrandose una superacion en la mayoria de los limites maximos permitidos. De forma
general, apenas el 16% de las muestras se encontraba dentro de los rangos aceptables
de carga microbiana. Se determind que las probabilidades de contaminacién para los
quioscos son mas altas que para tercenas. Esto permite concluir, que se deben aplicar
buenas practicas de higiene y manipulacién, para cuidar la inocuidad de las carnes y
que la poblacion no sea afectada por las Enfermedades de Transmisién Alimentaria

(ETA).

Lépez et al. (2016), en Colombia, busco determinar la prevalencia y el perfil de
susceptibilidad antimicrobiana en cepas de S. aureus aisladas en productos carnicos en
expendios de Cartagena-Bolivar. Mediante el aislamiento microbiolégico convencional
se identificd S. aureus en el 88% de las muestras, analizadas; en el 72% de los

expendios analizados se obtuvo recuentos> 100 UFC/g, el 27_% presentaron
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recuentos< 100_UFC/g. El S. aureus se encontr6 en mayor porcentaje en la

localidad Virgen y Turistica (48, 2 _%), seguido de la localidad Histérica y del Caribe
Norte con 34, 4%. Se encontré6 que los aislados en las muestras, presentaron
multirresistencia, entre el 2_% -_12% a los antibiéticos de uso frecuentemente como:

Penicilina, Eritromicina, Amoxicilina—Clavulonato, Clindamicina y Ampicilina-Sulbactam.

Otro estudio por Ortegon, (2017), en Colombia, determind la presencia de S. aureus,
en alimentos y manipuladores de los restaurantes escolares de CDI, colegio rural y
colegio urbano en poblaciones localizadas en el sur del Tolima, con el fin de generar
recomendaciones que permitan disminuir la incidencia de este patdgeno. De las 106
muestras de alimentos recolectadas, 31 fueron positivas para coagulasa y 3 de éstas
fueron DNAsa positivo, arrojando una prevalencia de (29.24%) 31/102; de
manipuladores, se recolectaron 62 muestras, de éstas, 5 fueron positivas para

coagulasa y 1 para DNAsa con una prevalencia de (8.06%) 5/62.

1.5 Marco Legal (Norma)

El numeral 2 del articulo 37 de la Resolucién 2674 de 2013 exime a los alimentos de
origen animal crudos refrigerados o congelados que no hayan sido sometidos a ningun
proceso de transformacién de la obligatoriedad de obtener autorizaciones de

comercializacion.

El articulo 40 de la Resolucién 2905 del 2007 “Ministerio de la proteccion social
“‘nombra sobre los estandares de ejecucion sanitaria “Toda planta de beneficio debe

cumplir con los estandares de ejecucion sanitaria”

El articulo 27 del decreto 1500 de 2007 establece en cuanto al control de patégenos

gue toda planta de beneficio, desposte, desprese y derivados cérnicos, deberd llevar a

35



cabo un plan de muestreo de microorganismos, el cual se determinara con base

en los riesgos microbiolégicos para la salud publica.

El articulo 36 del Decreto 1500 de 2007 “Ministerio de la proteccién social” menciona
a cerca de los almacenamientos y expendios. “Todo establecimiento que almacene o

expenda productos carnicos comestibles y derivados carnicos debera:

5. Almacenar o vender carne, productos carnicos comestibles que hayan sido
marcados como “APROBADQO” por la autoridad sanitaria para consumo
humano y que provengan de plantas de beneficio autorizadas, lo cual debera
ser soportado mediante la documentacion establecida en el reglamento
respectivo

6. Almacenar o vender derivados carnicos que cumplan con las disposiciones
de inocuidad establecidas por el Ministerio de la Proteccion Social y que
garanticen la procedencia de los mismos

7. Contar con un sistema de refrigeracién que garantice el mantenimiento de la

temperatura reglamentada para los productos.

El articulo 14 del Decreto 2270 de 2012 “Ministerio de salud y proteccion social”
menciona acerca de las obligaciones sanitarias: “Toda persona natural o juridica
propietaria 0 tenedora de un predio que se dedique a la produccién de animales
domésticos destinados al sacrificio para el consumo humano, debe garantizar el

cumplimiento de las siguientes obligaciones:

1. Cumplir la normatividad sanitaria y de inocuidad vigente establecida por el ICA.
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2. Implementar programas para la vigilancia, prevencién y control de

enfermedades que no son objeto de control oficial y que pueden afectar la
sanidad animal y/o la salud publica.

3. Implementar las medidas de bioseguridad establecidas por el ICA.

4. Establecer y mantener un sistema de trazabilidad en la unidad productiva que

debe ajustarse a la normatividad vigente

La Norma ISO 6888 describe dos métodos horizontales (parte 1 y parte 2), para el
recuento de Staphylococcus coagulasa- positivos, en los que se incluyen cepas
enterotoxigénicas. Principalmente se trata de Staphylococcus aureus, pero también de

los S. intermedius y de ciertas cepas de S.hyicus.
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Metodologia

1.6 Localizacion

La presente investigacion se desarrolld en tres fases. La primera fase fue la
aplicacion del instrumento para evaluar el conocimiento en BPM y la toma de muestras
de carne de res y los manipuladores encargados de las mismas, la cual se llevé a cabo
en el mercado publico de Valledupar, Cesar. La segunda fase consistié en el aislamiento
e identificacion de Staphylococcus aureus la cual se realiz6 en los laboratorios de
Microbiologia de la Universidad Popular del Cesar. La tercera fase fue la prueba de
susceptibilidad para identificar SARM, prueba que se llevo a cabo en el laboratorio Vicar

Farmacéutica de la ciudad de Bogota.

1.7 Tipo de estudio y linea de investigacién

La presente investigacién se ajusta a un tipo de estudio descriptivo de corte
transversal e in vitro. La linea de investigacion es resistencia Bacteriana del Programa
de Microbiologia. Adscrito a la Facultad de Ciencias Bésicas de la Universidad Popular

del Cesar.

1.8 Disefio metodoldgico

Este estudio se realiz6 en tres fases, en la primera fase, se diseiié una encuesta
exploratoria para conocer de manera general las condiciones sanitarias y las BPM del
mercado publico y se aplicé a 50 expendedores de mesas activas, atendidas por una
persona, en la ciudad de Valledupar, Cesar. (ver anexo 2). Para el disefio se tomé como
base la encuesta planteada por Pizarro (2021), donde buscaban elaborar un plan de

accion basado en las buenas practicas de manufactura. Posterior a esto se tomaron
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muestras de carne de res e hisopado nasal de manipuladores encargados de los

expendios de carne del mercado publico de Valledupar.

La segunda fase correspondio a los procedimientos y analisis de laboratorio llevando
a cabo técnicas para la observacién de la morfologia microscépica y macroscépica de

Staphylococcus aureus, la confirmacion bioquimica mediante sus respectivas pruebas.

Durante la tercera fase se realiz6 la evaluacion in vitro de la prueba de
susceptibilidad para identificar SARM, en el laboratorio VICAR farmacéutica de la

ciudad de Bogota.

1.9 Tamarfo y toma de muestra

El estudio se realiz6 de forma aleatoria simple, debido a que toda la poblacién fue
tomada a consideracion. Para estimar el tamafio de la muestra se aplicé la formula y
paso a paso planteada por Bomba (2018), se tuvo en cuenta un nivel de confianza de
95% y una estimacion de error del 5% y un Z.,? de 1,96.

3 N+Z&xp*q
n_ez*(N—1)+Z°2c*p*q

Donde, el tamafio de la poblacion o universo (N) es de 57 mesas expendedoras; el
parametro estadistico que depende el nivel de confianza (Z) es de 1.96; el error de
estimacion maximo aceptado (e) es del 5%; la probabilidad de que ocurra el evento (p),
al no haber datos previos, se establece en 50%; y la probabilidad de que no ocurra el

evento estudiado (g) se determina como (1 - p) por lo que determina que es 50%.

39



Reemplazando,

(57 * 1,962 * 0,5 * 0,5)
[0,052 % (57 — 1)] + (1,962 * 0,5 * 0,5)

n=

n =50

Por lo tanto, se estim6 que el nUmero de muestras a tomar (n) era de 50. Tanto para
las muestras de carne como para el respectivo hisopado en sus manipuladores, es decir,

50 muestras para cada caso.

1.10 Toma de muestra.

Para el aislamiento de Staphylococcus aureus se tomaron 50 muestras de carne de
res y 50 muestras de sus respectivos manipuladores en el mercado publico de la ciudad

de Valledupar, Cesar.

1.10.1 Recoleccion de la muestra

Para la toma de muestra de los manipuladores se utilizaron hisopos estériles
humedecidos con agua peptonada y se procedié a tomar las muestras por cada
manipulador de fosas nasales (Foto 1), finalmente las muestras de hisopos se
sembraron directamente in situ en cajas de Petri con agar Baird-Parker. Para las
muestras de carne de res se tomaron 5 gramos de carne, muestra que se encontraba a
disposicion del manipulador al momento de su expendio (Foto 2). Posteriormente se
colocaron dentro en bolsas ziploc estériles y almacenados finalmente en neveras con
gel refrigerante. Cada muestra se rotulé con el niumero de la mesa. Para su traslado a

los laboratorios de la Universidad Popular del Cesar.
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1.10.2 Recoleccion de hisopados nasales

1.10.2.1 Toma de muestra de hisopados nasales.

El procedimiento utilizado para la técnica de hisopado nasal fue tomado por lo
descrito segun Almeida & Rojas (2020). Este procedimiento consiste en inclinar la
cabeza del manipulador, sosteniendo su cabeza con una mano y con ayuda de la mano
gue queda libre se introduce un hisopo de algodén estéril en las fosas nasales
realizando movimientos rotatorios a lo largo de la cavidad nasal. Posteriormente el
hisopo es llevado a un tubo con agua peptonada, se mantuvo en refrigeraciéon y se
transporté en una cava de polietileno con hielo al laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Popular del Cesar para su procesamiento en menos de 24 horas desde la

toma de la muestra.

1.10.3 Criterio de inclusién

Manipuladores con experiencia de trabajo minima de 2 afios en el expendio.

Criterio de exclusién

e Ser menores de 18 afios
e Declaran estar en tratamiento con antibiéticos
e Sintomas de gripa

e Lesiones nasales

1.10.4 Consentimiento informado.

Se realizé un consentimiento informado el cual se entreg6 a cada participante durante

la toma de muestras. En este documento se explica el objetivo y propdésito del proyecto
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de investigacion. En la parte final del mismo se encuentran los espacios para que

las personas que acepten voluntariamente firmen y completen la informacion solicitada.

(Anexo 1)

1.11 Aislamiento de Staphylococcus aureus e identificacion

macroscopica.

A la superficie externa de las bolsas ziploc que contenian las muestras de carne de
res se desinfectaron con alcohol al 70%. En condiciones asépticas se pesaron 1 gramos
de la muestra de carne de res y se mezclaron con 10 mL de caldo tripticasa de soya. Se
mezclé bien la muestra hasta homogeneizar (esta es la solucion madre); a partir de la
solucion madre de muestra se realizé la primera dilucién 10 tomando 1 mL de la
solucion madre y agregandolo a un tubo de ensayo con 9 mL de caldo tripticasa de soya.
La segunda dilucién se realiza tomando 1mL de la disolucién 10 y asi se repite este
procedimiento hasta obtener 4 diluciones (10%). Se utilizaron puntas estériles para cada
dilucién y para el aislamiento Staphylococcus aureus se trabaja con la ultima dilucién

con el fin de obtener una muestra menos concentrada (Ampuero & Espinoza, 2017).

A partir de la dltima diluciéon 10 de las muestras de carne de res de cada expendio
y de cada tubo que corresponde al hisopado del manipulador se realizé una siembra en
superficie con 0.1 mL de la muestra, en placas de petri con medio Baird Parker
previamente divididas en dos cuadrantes (carne y manipulador, respectivamente), se
realiz6 una siembra en estriado para aislar y posteriormente fueron llevadas a una
incubadora a 37°C entre 24 a 48 horas. Para garantizar los resultados de las pruebas

de aislamiento que se obtuvieron de las muestras se trabaj6é con un control positivo de
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Staphylococcus aureus (Cepa ATCC 25923); asi mismo para garantizar el estado

del medio de cultivo se realizé un control negativo del mismo y asi descartar falsos

positivos.

1.12 Identificacién microscopicay confirmacion bioquimica

1.12.1 Identificacién microscopica

Pasado en tiempo de incubacion de todas las muestras sembradas en agar Baird
Parker que presentaron un crecimiento compatible con Staphylococcus aureus, se les
realizo una identificacion microscépica; se tomé una asada de una colonia caracteristica
y se mezcld en un portaobjetos con solucién salina, se fij6 con un mechero y se realizé
una tincibn de Gram para identificar y tener una visualizacion mas clara de las

estructuras microscopicas de las muestras aisladas (Rodriguez & Arenas, 2018).

1.12.2 Confirmacién Bioquimica

Se hicieron las diferentes pruebas bioquimicas para la confirmacion de
Staphylococcus aureus (ver tabla), como la catalasa para la cual se tomé una colonia
presuntiva de Staphylococcus aureus con un palillo estéril y se agreg6 en un portaobjeto
en el cual previamente se habia adicionado una gota de perdxido de hidrégeno (Tovar
et al., 2019); asi mismo se realiz6 la prueba de la coagulasa siguiendo lo descrito por
Tovar et al. (2018), en un portaobjetos se realiza haciendo una suspension pesada del
aislado de prueba en una gota de solucion salina en un portaobjetos de vidrio limpio y
después afadiendo una gota de plasma. Luego se mezcla suavemente con un asay se

examina en busca de aglutinacion.
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1.13 Conservacién de cepas

Las colonias tipicas aisladas e identificadas como Staphylococcus aureus fueron
sometidas a conservacion por el método skim milk. Se adicioné6 medio skim milk a las
cajas que contenian las cepas y con ayuda de un asa de hockey se realiz6 un barrido
hasta desprender la mayor cantidad de colonias posibles; luego con ayuda de pipetas

estériles se adiciono el medio en tubos de cryobank y se llevd a congelacion (2 a 8°C).

1.14 Perfil De Resistencia:

1.14.1 Difusién En Disco

Determinacién fenotipica de la resistencia SARM: Para evaluar la susceptibilidad
antimicrobiana Meticilino resistente, se utilizé el método de difusion en disco, utilizando
los discos de cefoxitina (Fox 30 ug), siguiendo los lineamientos del Clinical and

Laboratory Standards Institute-CLSI (CLSI, 2018).

1.14.2 Preparacién del in6culo

De las cepas aisladas anteriormente de las muestras de carne de res y
manipuladores identificadas como S. aureus se seleccionaron colonias tipicas y se
prepar6 una suspension con solucién salina al 0,9%. Se ajusto la suspensién a 0,5 Mc
Farland. Para el control positivo se utilizé una cepa de referencia Staphylococcus aureus

ATCC 43300.

1.14.3 Inoculacion de placas

Al medio de agar Mueller Hinton fundido a una temperatura optima (45°C

aproximadamente) se inocularon 100 pL del in6culo preparado anteriormente, por cada
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20 mL de medio. Se homogenizo y posteriormente se vertieron 13 mL en una caja

de petri y se dejo solidificar. Se dejaron las placas a temperatura ambiente. realizando
el mismo procedimiento para para cada una de las muestras a analizar (carne y

manipuladores).

1.14.4 Sensidiscos e incubacioén

Los discos empleados en la prueba fueron; discos de cefoxitina 30 pg c¢/10 y discos
de oxacilina 1ug ¢/10 cartuchos. Una vez listos los medios de cultivo se procedi6 con
ayuda de una pinza estéril a colocar cada uno de los sensidiscos sobre el medio de
cultivo aplicando un poco de fuerza para que quedara bien soportado sobre el agar. Se
colocaron 4 sensidiscos por placay a los resultados obtenidos se les calculo el promedio
para si obtener un resultado por placa. Posteriormente se llevaron las placas a una

incubacién de 18-24 horas aproximadamente a una temperatura de 35°C.

1.14.5 Lectura e interpretacion de resultados

Se realizé una lectura de los halos de inhibicion utilizando un pie de rey el cual sirve
para medir dimensiones. Se tomo todo el halo formado alrededor de los sensidiscos

aplicados a la placa incluyendo el diametro de los sensidiscos.

Tabla 1
Categorias de interpretacion y puntos de corte usados de acuerdo con el CLSI,
(2018).

S. aureus Sensible Resistente

. _ . < 21 mm mecA positivo
Cefoxitina =22 mm = mecA negativo (SARM)*
Oxacilina . .
< 2ug/mL = mecA negativo 24 ug/mL = mecA positivo*
2 pg/mL Mg _neg Mg p

* MecA positivo la cefoxitina se utiliza como sustituto para identificar el gen de mecA de meticilina.
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**|_os aislamientos que resulten positivos para mecA deben informarse como resistente a meticilina u

Oxacilina (no cefoxitina).

(CLSI, 2018).

1.14.6 Paneles de microScan

Se realizé siguiendo las normas del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2018) y las instrucciones dadas por la casa manufacturadora empleandose el
mismo panel de identificacion el cual incluye un set de pozos con antibiéticos
marcadores para Gram positivos como Aug Amoxacilina/ clavulénico 4/2 ug — AM
ampicilina 8 uyg — A/S ampicilina sulbactan 16/8ug — CfxS Cefoxitina 4 ug — Cax
Ceftriaxone 32 pg — Cp Ciprofloxacina 2 ug — Cd Clindamicina 4 ug— Dap Daptomicina
4 ug- E Eritromicina 4 yg — Gm gentamicina 8 uyg — GmS gentamicina synercid 500 ug
— lcd Clindamicina inducible 4/0.5 pg — Lvx Levofloxacin 4 uyg — Lzd Linezolid 4 yg — Mxf
Moxifloxacina 4 ug — Fd Nitrofurantoina 64 ug — Ox Oxacilina 2 ug — P Penicilina 8ug —
Rif Rifampicina 2 ug — StS Estreptomicina synercid 1000 ug — Syn Synercid 2 ug — Te
Tetraciclina 8 ug — T/S trimetropin sulfa 2/38 ug - Va Vancomicina 16 ug. Esta prueba
se realizaria en el caso de encontrar cepas resistentes a la meticilina por el método

convencional (difusién en disco) y se tomaria como una confirmacion.

1.15 Andlisis estadisticos

Para analizar los datos se construy6 un cuadro de distribucion de frecuencia de doble
entrada con sus valores absolutos y relativos, calculando el promedio y desviacion

estandar de las variables cuantitativas. (ver tabla 7,8)

El componente descriptivo, el procesamiento de los datos y los gréaficos se realizaron

a través del programa Excel 2010.
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Resultados y Discusion

1.16 Aislamiento de S. aureus

En el presente trabajo de investigacion fueron analizadas 50 mesas de expendios de
carne y 50 muestras de hisopado nasal de sus manipuladores a través de cultivo
microbioldgico en agar Baird-Parker, en el mercado publico de la ciudad de Valledupar.
Con la siguiente distribucion: Un total de 50 muestras, de las cuales 39 correspondieron
a la carne de res siendo el 78% del total las mesas de expendios muestreadas y 19

hisopados nasales de los manipuladores con un porcentaje del 38% restante (grafica 1).

Grafica 1l
Porcentaje de S. aureus encontrados en las muestras de carne de res e hisopados
nasales
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Nota. La grafica muestra la cantidad encontrada S. aureus en los dos tipos de

muestra, Fuente: Elaboracion propia.
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El andlisis macroscopico dio como resultado la presencia de S. aureus en las

muestras de carne de res y manipuladores, observandose las colonias tipicas sobre

agar Baird-Parker (ver foto 4) redondas, de bordes lisos, convexas, de 2-3 mm de

diametro, humedas, brillantes, negras, con un borde blanco fino, rodeadas de una zona

opaca y de un halo claro de 2-5 mm. Ver tabla 2 (Cervantes et al., 2014).

Los resultados arrojados en la identificacion macroscépica de nuestra investigacion

concuerdan con los reportados por Sadiq et al., (2020), donde analizaron 300 muestras

de carnes y se confirmé que 150 eran positivas para S. aureus mediante identificacion

fenotipica. Naas et al., (2019), por su parte, obtuvieron que, de 139 muestras, 112

(80,6%) estaban contaminadas con diferentes especies de Staphylococcus segun las

caracteristicas macroscoépicas de los Staphylococcus en medio Baird-Parker, para lo

cual se detect6 S. aureus en solo 32 muestras (23%).

Tabla 2

Descripcién macroscopica de colonias caracteristica de cepas aisladas.

No.
MUESTRA CARNES HISOPADO
: . colonias de color negro con borde
#01 colonias de color marron :
blanco y amplio halo
403 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde
blanco y amplio halo blanco y amplio halo
404 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde
blanco y amplio halo blanco y amplio halo
#05 colonias de color marrén colonias de color marrén
406 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde
blanco y amplio halo blanco y amplio halo
colonias de color negro con borde . .
#07 : colonias de color marron
blanco y amplio halo
#08 colonias de color marrén colonias de color marrén
409 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde
blanco y amplio halo blanco y amplio halo
colonias de color negro con borde . .
#10 : colonias de color marron
blanco y amplio halo
411 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde

blanco y amplio halo

blanco y amplio halo
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No.

MUESTRA CARNES HISOPADO
#12 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde
blanco y amplio halo blanco y amplio halo
#13 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde
blanco y amplio halo blanco y amplio halo
colonias de color negro con borde . ,
#14 : colonias de color marrén
blanco y amplio halo
colonias de color negro con borde . .
#15 g colonias de color marron
blanco y amplio halo
colonias de color negro con borde . .
#16 : colonias de color marrén
blanco y amplio halo
colonias de color negro con borde . .
#17 : colonias de color marron
blanco y amplio halo
#18 colonias de color marron colonias de color marrén
colonias de color negro con borde . .
#20 . colonias de color marrén
blanco y amplio halo
colonias de color negro con borde . .
#26 g colonias de color marron
blanco y amplio halo
#27 colonias de color marron colonias de color marrén
499 colonias de color negro con borde colonias de color marrén
blanco y amplio halo
430 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde
blanco y amplio halo blanco y amplio halo
431 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde
blanco y amplio halo blanco y amplio halo
colonias de color negro con borde . .
#32 g colonias de color marron
blanco y amplio halo
433 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde
blanco y amplio halo blanco y amplio halo
colonias de color negro con borde . .
#34 : colonias de color marron
blanco y amplio halo
#36 colonias de color marron colonias de color marrén
437 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde
blanco y amplio halo blanco y amplio halo
439 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde
blanco y amplio halo blanco y amplio halo
colonias de color negro con borde . .
#40 ? colonias de color marrén
blanco y amplio halo
#41 colonias de color marrén colonias de color marrén
#43 colonias de color marrén colonias de color marrén
colonias de color negro con borde . .
#44 ? colonias de color marrén
blanco y amplio halo
colonias de color negro con borde . .
#45 colonias de color marrén

blanco y amplio halo
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No.

MUESTRA CARNES HISOPADO
446 colonias de color negro con borde colonias de color marrén
blanco y amplio halo
colonias de color negro con borde . .
#51 : colonias de color marron
blanco y amplio halo
#52 colonias de color marron colonias de color marron
colonias de color negro con borde . .
#54 : colonias de color marron
blanco y amplio halo
#59 colonias de color marron colonias de color marron
461 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde
blanco y amplio halo blanco y amplio halo
colonias de color negro con borde . .
#62 : colonias de color marron
blanco y amplio halo
colonias de color negro con borde . .
#63 . colonias de color marrén
blanco y amplio halo
colonias de color negro con borde . .
#64 : colonias de color marron
blanco y amplio halo
466 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde
blanco y amplio halo blanco y amplio halo
468 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde
blanco y amplio halo blanco y amplio halo
colonias de color negro con borde . .
#69 : colonias de color marrén
blanco y amplio halo
471 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde
blanco y amplio halo blanco y amplio halo
473 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde
blanco y amplio halo blanco y amplio halo
#75 colonias de color marron colonias de color marrén
476 colonias de color negro con borde  colonias de color negro con borde
blanco y amplio halo blanco y amplio halo
CONTROL colonias de color negro con borde blanco y colonias de color negro con borde blanco y
POSITIVO amplio halo amplio halo
CONTROL . . . e
NEGATIVO sin crecimiento sin crecimiento

Nota: en la tabla se observan las caracteristicas macroscoépicas obtenidas para cada

una de las muestras (hisopado y carne) con colonias aisladas. Fuente: Elaboracion

propia.
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1.17 Identificaciéon de S. aureus

1.17.1 Muestras de carne de res

A las colonias tipicas que crecieron en el medio Baird Parker se les realizo tincién de
Gram donde se pudo observar una microscopia caracteristica de Staphylococcus

aureus (cocos grampositivos agrupados en racimos).

Seguido de esto a las cepas aisladas que presentaron respuesta a Gram positivo, se
les realizo prueba de identificacion bioquimica; catalasa (para evaluar la capacidad que
tiene S. aureus de descomponer el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno) y
coagulasa (para evaluar la capacidad de los microorganismos de convertir el fibrin6geno
en fibrina) (Fernandez et al., 2020). Pruebas que permitieron identificar y diferenciar a

S. aureus del resto del grupo de los Staphylococcus. (Ver tabla 3).

Tabla 3

Resultados de la identificacion microscépicay bioquimica de muestras de carne
de res y sus respectivos manipuladores.

No. MUESTRA DESCRIPCION CATALASA  COAGULASA
#01 BACILOS GRAM - - -
#03 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#04 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#05 BACILOS GRAM - - -
#06 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#07 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#08 BACILOS GRAM - = =
#09 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#10 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#11 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#12 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#13 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#14 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#15 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#16 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#17 COCOS GRAM + RACIMOS + +
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No. MUESTRA DESCRIPCION CATALASA  COAGULASA

#18 BACILOS GRAM - = =
#20 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#26 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#27 BACILOS GRAM - - -
#29 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#30 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#31 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#32 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#33 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#34 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#36 BACILOS GRAM - - -
#37 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#39 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#40 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#41 BACILOS GRAM - = =
#43 BACILOS GRAM - - -
#44 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#45 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#46 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#51 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#52 BACILOS GRAM - = =
#54 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#59 BACILOS GRAM - = =
#61 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#62 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#63 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#64 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#66 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#68 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#69 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#71 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#73 COCOS GRAM + RACIMOS + +
#75 BACILOS GRAM - - -
#76 COCOS GRAM + RACIMOS + +
CONTROL NEGATIVO NO APLICA
CONTROL POSITIVO COCOS GRAM + RACIMOS + +

Nota: en la tabla se observan las reacciones que tubo cada muestra frente a las pruebas

de identificacion realizada. Fuente: Elaboracion propia.
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En el 78% (39/50 muestras analizadas) de carne de res se observaron

resultados positivos para la para la tinciébn de Gram, reaccion positiva para la prueba de
catalasa y coagulasa respectivamente, (Grafica 2). Resultados que confirman la
presencia de S. aureus en las muestras (carne). Estos resultados concuerdan con lo
realizado por (Ortegbn, 2017) en Colombia, donde se determind la presencia de S.
aureus, en alimentos y manipuladores de los restaurantes escolares. De las 106
muestras de alimentos recolectadas, 31 fueron positivas para coagulasa, arrojando una
prevalencia de (29.24%) 31/102; de manipuladores, se recolectaron 62 muestras, de

éstas, 5 fueron positivas para coagulasa y con una prevalencia de (8.06%) 5/62.

Otra investigacion realizada por Rocha (2019), consisitio en realizar un cultivo en
agar selectivo (Baird-Parker), y pruebas bioquimicas de confirmacion (catalasa y
coagulasa) en diferentes muestras de alimentos donde obtuvo como resultado la
ausencia de S. aureus, sin embargo, se obtuvieron altos recuentos de colonias atipicas
gue podrian ser patogénas, resultados discordantes con los de la presente

investigacion.
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Grafica 2

Porcentajes de laidentificacion bioquimica de S. aureus en carne de res

Porcentajes de la identificacion bioquimica de S.
aureus en carne de res

NEGATIVO
22%

POSITIVO
78%

mPOSITIVO m NEGATIVO

Nota: en la grafica se muestra el porcentaje de aislamientos identificacion confirmada

de S. aureus en las muestras de carne de res. Fuente: Elaboracién propia.

1.17.2 Muestras de hisopados nasales manipuladores.

Al igual que a las muestras de carne a las colonias tipicas que crecieron en el medio
Baird Parker se les realizo tincion de Gram donde se pudo observar una microscopia
caracteristica de Staphylococcus aureus (cocos grampositivos agrupados en racimos).
Seguido de esto a las cepas aisladas que presentaron una microscopia positiva se les

realizé prueba de identificacion bioquimica catalasa y coagulasa (tabla 4).

Tabla 4

Resultados de la identificacién microscopica y bioquimica de muestras de
hisopado nasales manipuladores.

No. MUESTRA DESCRIPCION CATALASA COAGULASA
#01 cocos Gram + racimos it +
#03 cocos Gram + racimos + +
#04 ‘ cocos Gram + racimos it +
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No. MUESTRA DESCRIPCION CATALASA COAGULASA
#05 bacilos Gram - - -
#06 cocos Gram + racimos it +
#07 bacilos Gram - - -
#08 bacilos Gram - - -
#09 cocos Gram + racimos + +
#10 bacilos Gram - - -
#11 cocos Gram + racimos + +
#12 cocos Gram + racimos it +
#13 cocos Gram + racimos + +
#14 bacilos Gram - - -
#15 bacilos Gram - - -
#16 bacilos Gram - - -
#17 bacilos Gram - - -
#18 bacilos Gram - - -
#20 bacilos Gram - - -
#26 bacilos Gram - - -
#27 bacilos Gram -

#29 bacilos Gram - - -
#30 cocos Gram + racimos + +
#31 cocos Gram + racimos T 1
#32 bacilos Gram - - -
#33 cocos Gram + racimos + 1
#34 bacilos Gram - - -
#36 bacilos Gram - - -
#37 cocos Gram + racimos

#39 cocos Gram + racimos

#40 bacilos Gram - - -
#41 bacilos Gram - - -
#43 bacilos Gram - - -
#44 bacilos Gram - - -
#45 bacilos Gram - - -
#46 bacilos Gram - - -
#51 bacilos Gram - - -
#52 bacilos Gram - - -
#54 bacilos Gram - - -
#59 bacilos Gram - - -
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No. MUESTRA DESCRIPCION CATALASA COAGULASA

#61 cocos Gram + racimos + +
#62 bacilos Gram - - -
#63 bacilos Gram - - -
#64 bacilos Gram - - -
#66 cocos Gram + racimos
#68 cocos Gram + racimos
#69 bacilos Gram - - -
#71 cocos Gram + racimos
#73 cocos Gram + racimos
#75 bacilos Gram - - -
#76 cocos Gram + racimos + +
CONTROL NEGATIVO no aplica
CONTROL POSITIVO cocos Gram + racimos + +

Nota: en la tabla se observan las reacciones que tubo cada muestra frente a las

pruebas de identificacion realizada. Fuente: Elaboracién propia

Se pudo observar que la identificacién de S. aureus en las muestras de hisopados
nasales en manipuladores fue significativamente menor en comparacién a las muestras
de carne de res. Se encontrd que el 38% (19 /50 muestras) fueron positivos para la
identificacion de Staphylococcus aureus; (Gréfica 3) cifra que considera un limite de
alerta debido a que refleja la ausencia sobre conocimientos en buenas practicas de
manufactura (BPM) a la hora de manipular los alimentos. Resultados similares a un
estudio realizado por Scholz et al. (2018), donde se realizaron tres hisopados nasales a
cada uno de los manipuladores de alimentos para determinar si el porte era intermitente,
permanente u ocasional. Se encontré que la prevalencia de portar Staphylococcus
aureus fue del 33,3% (10/30), siendo el 40% (4) esporadico e intermitente y el 20% (2)

permanente. El 23,33% (7) utilizé guantes al manipular alimentos. Ademas, se observé
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que el 26,66% (8) usaban tapabocas. Se observé también que el 30% (9) de los

encuestados no tenian las ufias limpias durante la manipulacion.

Grafica 3

Porcentajes de la identificacién bioquimica de S. aureus en hisopados nasales de
manipuladores.

Porcentajes de la identificacién bioquimica de S.
aureus en hisopados nasales de manipuladores

POSITIVO
38%

NEGATIVO
62%

H POSITIVO m NEGATIVO

Nota: en la gréfica se muestra el porcentaje de aislamientos identificacion confirmada
de S. aureus en las muestras de hisopado nasal de manipuladores. Fuente: Elaboracién

propia.

1.18 Prueba de susceptibilidad a la meticilina

1.18.1 Muestras de carne de res

Una vez analizadas las cepas aisladas que presentaron una identificacion fenotipica
y bioquimica y fueran confirmadas como S. aureus; se realizo la evaluacién del perfil de
sensibilidad frente a la valoracién de antibiéticos referenciados (cefoxitina, oxacilina),

(CLSI, 2018); para determinar la resistencia a la meticilina; asi mismo se realizé un
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control negativo con una cepa de S. aureus (ATCC 25923) sin ningun antibiético y

un control positivo con una cepa de Staphylococcus aureus meticilino resistente de
referencia (ATCC 43300) y cada uno de los antibi6ticos. En el caso de las muestras de
carne de res, se encontrd que el 100% (39) de las muestras asiladas e identificadas
como S. aureus presentaron sensibilidad a la meticilina; es decir que ninguna de las

muestras de carne presento resistencia alguna a la meticilina.

En la tabla 5, se pueden observar que los antibidticos (cefoxitina, oxacilina) sobre las
muestras analizadas utilizando el método de difusién de discos (Kirby Bauer) genero
halos de inhibicién que se encuentran dentro de los valores de referencia descritos por

el CLSI (2018) como sensibles.

Los resultados de los halos de inhibicidn frente a la cefoxitina oscilan entre 22,4 mm
y 32,1 mm de didmetro; con una desviacion estandar de 1,96 aproximadamente y un
promedio de 24,9 entre si. La oxacilina por su parte presento unos diametros de
inhibicibn que se encontraron entre 0,95 y 1,9 yg/ mL presentando una desviaciéon
estandar de 0,23 y un promedio de 1,64. Resultados similares a los encontrados por
Adzitey et al. (2019) donde muestrearon carnes de res a la parrilla y carnes frescas, y
asi determinaron la prevalencia y susceptibilidad antibiética de Staphylococcus aureus
aislado de carne de res cruda y asada; de las 18 muestras positivas, el 85,19% fueron
susceptibles, el 14,81% presentaron resistencia intermedia y ninguna fue resistente. Por
otro lado, en una investigacion que realizo Conisilla & Guerra (2019) donde analizaron
carnes frescas provenientes de tres mercados de Lima Metropolitana; donde como
resultado se encontré incidencia de 75% para S. aureus. Las cepas de S. aureus,
presentaron resistencia a la penicilina (75,56%) y tetraciclina (28,89%); 97,78% al

sulfametoxazol-trimetoprim, 82,22% para gentamicina y ciprofloxacina y 77,78% a la
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clindamicina. Resultado que nos confirma la multiresistencia que puede presentar

S. aureus.

Tabla 5

Resultados de los halos de inhibicién obtenidos en las muestras de carne y sus
respectivos valores de referencia.

CEFOXITINA OXACILINA
No. MUESTRA Rer, RESULTADO  o\ceoro  pep,  RESULTADO  (oncrory
(mm) (mm) (ug/mL) (ug/mL)
#03 22 25,2 sensible 2 1,8 Sensible
#04 22 22,9 sensible 2 1,1 Sensible
#06 22 24,5 sensible 2 15 Sensible
#07 22 23,6 sensible 2 1,5 Sensible
#09 22 22,9 sensible 2 1,8 Sensible
#10 22 25,7 sensible 2 1,8 Sensible
#11 22 24,1 sensible 2 1,6 Sensible
#12 22 24,7 sensible 2 15 Sensible
#13 22 23,3 sensible 2 1,9 Sensible
#14 22 24,5 sensible 2 1,7 Sensible
#15 22 27,3 sensible 2 1,8 Sensible
#16 22 26,5 sensible 2 1,7 Sensible
#17 22 26,7 sensible 2 1,8 Sensible
#20 22 22,7 sensible 2 1,9 Sensible
#26 22 28,2 sensible 2 1,7 Sensible
#29 22 25,5 sensible 2 1,8 sensible
#30 22 23,5 sensible 2 1.8 sensible
#31 22 26,7 sensible 2 1,6 sensible
#32 22 23,8 sensible 2 1,7 sensible
#33 22 24,5 sensible 2 1,8 sensible
#34 22 22,8 sensible 2 15 sensible
#37 22 25,2 sensible 2 1,5 sensible
#39 22 26,3 sensible 2 1,7 sensible
#40 22 27,4 sensible 2 1,3 sensible
#44 22 24,8 sensible 2 1.8 sensible
#45 22 25,3 sensible 2 1,7 sensible
#46 22 22,7 sensible 2 0,95 sensible
#51 22 22,4 sensible 2 1,4 sensible
#54 22 24,7 sensible 2 1,4 sensible
#61 22 24,1 sensible 2 1.9 sensible
#62 22 23,7 sensible 2 1.8 sensible
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CEFOXITINA OXACILINA
No. MUESTRA Rer, RESULTADO  o\ceoro  pep  RESULTADO  (ouceoro
(mm) (mm) (ug/mL) (ng/mL)
#63 22 26,3 sensible 2 1,7 sensible
#64 22 26,4 sensible 2 1,7 sensible
#66 22 23,1 sensible 2 14 sensible
#68 22 23,5 sensible 2 1,9 sensible
#69 22 23,9 sensible 2 1,7 sensible
#71 22 32,1 sensible 2 1,2 sensible
#73 22 27,2 sensible 2 1,9 sensible
#76 22 23,5 sensible 2 1,7 sensible

Nota: en la tabla se pueden observar los resultados de la lectura de los halos de

inhibicién obtenidos frente a los valores de referencia para cada antibiético evaluado.

Fuente: Elaboracién propia.

Se pudo analizar que los datos entre muestras fueron un poco dispersos, para cada uno

de los dos antibidticos (grafica 4); sin embargo, es evidente que los resultados se

encuentran dentro de los rangos de sensibilidad permitidos.

Grafica 4
Tendencia de los halos de inhibicion de la muestra de carne frente a sus valores de
referencia
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Nota: en la grafica se observa los resultados de los halos obtenidos de cada muestra de
carne de res comparado con el valor de referencia para cada antibiético. Fuente:

Elaboracion propia.

1.18.2 Muestras de hisopado nasal en manipuladores.

Para el caso de las cepas de S. aureus en las muestras de hisopado nasal de
manipuladores, se encontrd que el 100% de las muestras (19) presentaron sensibilidad
frente a los dos antibiéticos de referencia (cefoxitina u oxacilina). Los cuales son los
antibidticos utilizados para determinar la resistencia de cepas de Staphylococcus aureus
meticilino resistente (SARM) y determinar la presencia del gen MecA en las muestras

analizadas. (grafica 5).
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Grafica 6

Tendencia de los halos de inhibicion de la muestra de hisopado nasal de manipuladores frente

a sus valores de referencia
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Nota: en la grafica se observa los resultados de los halos obtenidos de cada muestra
de carne de hisopado nasal de los manipuladores encargados comparado con el valor

de referencia para cada antibiético. Fuente: Elaboracion propia.

En el caso de los aislados en los manipuladores se pudo observar que el rango de
inhibicion frente al antibiético cefoxitina se mantuvo entre 22,9 mm y 27,2mm; presento
una desviacion estandar de 1,44 y un promedio de 24,5; mientras que frente a la
oxacilina estas muestras se mantuvieron en un rango de inhibicién de 1,1y 1.9 yg/mL,
con una desviacion estandar de los datos de 2,24 y un promedio de 1,64 (Ver tabla 6).
Resultados que coinciden con lo descrito en la investigacion de Gonzéales (2019) donde
se analizaron 160 muestras (hisopado nasal y enjuague de manos) de 80 manipuladores
de alimentos. Se aislaron 146 cepas de Staphylococcus, 2,7% (4/146) fueron S. aureus

y 97,3% (142/146) resultaron Staphylococcus coagulasa negativo. El andlisis de

62



sensibilidad antibiética del S. aureus determind 100% de sensibilidad a

eritromicina, clindamicina y meticilina.

Por su parte, Toribio et al. (2020). Difieren con los resultados de la investigacion
realizada, debido a que ellos en su investigacion de los 57 pescadores y 50 horticultores
gue muestrearon; detectaron mediante la resistencia a la oxacilina y cefoxitina cuatro
cepas SARM en los pescadores. La deteccidn de estas cepas en el ambiente podria
significar un gran problema de salud publica; debido a estos resultados habria que
implementar medidas en los manipuladores para mejorar y asegurar la calidad de los

alimentos.

Tabla 6

Resultados halos de inhibicién obtenidos de las muestras de hisopados nasales
de manipuladores frente alos valores de referencia.

CEFOXITINA OXACILINA
No. MUESTRA ReF, RESULTADO  (o\ceoro REF.  RESULTADO CONCEPTO
(mm) (mm) (ug/mL) (pg/mL)
#01 22 26,8 sensible 2 1,9 sensible
#03 22 25,2 sensible 2 1,8 sensible
#04 22 22,9 sensible 2 1,1 sensible
#06 22 245 sensible 2 15 sensible
#09 22 22,9 sensible 2 1,8 sensible
#11 22 24,1 sensible 2 1,6 sensible
#12 22 24,7 sensible 2 1,5 sensible
#13 22 23,3 sensible 2 1,9 sensible
#30 22 23,5 sensible 2 1,8 sensible
#31 22 26,7 sensible 2 1,6 sensible
#33 22 25,1 sensible 2 1,4 sensible
#37 22 25,2 sensible 2 1,7 sensible
#39 22 26,3 sensible 2 1,7 sensible
#61 22 23,2 sensible 2 1,9 sensible
#66 22 23,1 sensible 2 1,4 sensible
#68 22 23,5 sensible 2 1,9 sensible
#71 22 23,1 sensible 2 1,2 sensible
#73 22 27,2 sensible 2 1,9 sensible
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CEFOXITINA OXACILINA

No. MUESTRA VR. VR.
REF. RES(lrJn"nT])ADO CONCEPTO  REF. RE(iLg”/-nTlf)Do CONCEPTO

(mm) (Mg/mL)
#76 22 23,5 sensible 2 1,7 sensible

Nota: en la tabla se pueden observar los resultados de la lectura de los halos de
inhibicion obtenidos frente a los valores de referencia para cada antibiético evaluado.

Fuente: Elaboracion propia.

Una vez finalizado el analisis de los datos obtenidos para la evaluacion de
susceptibilidad de S. aureus. se pudo observar que la desviacién de los datos siempre
fue mayor para los resultados obtenidos frente al antibiético cefoxitina mientras que los
promedios si se mantuvieron iguales para los dos tipos de muestras y los dos tipos de
antibiéticos analizados (cefoxitina, oxacilina). Datos que nos demuestran que hay una
alta sensibilidad en la prueba de antibiograma realizada con el antibiético de cefoxitina
debido a que la desviacion de las muestras analizadas fue relativamente alta (carne-
manipuladores). También se puede inferir que los resultados obtenidos para ambos
tipos de muestras y ambos antibioticos valorados se encontraron dentro del rango

permitido para considerarse sensibles.

1.19 Evaluacion de los manipuladores sobre conocimientos de las

buenas préacticas de manufactura (BPM).

Se aplicé un instrumento (encuesta) a todos involucrados en la manipulacion de la
carne de res del mercado publico de Valledupar con el fin de evaluar su nivel de

conocimiento sobre las buenas practicas de Manufactura (BPM) ver anexo 2. una vez
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aplicado

manipulad

el instrumento se pudo evidenciar el desconocimiento de los

ores de los expendios de carne. Alimento que a diario es manipulado, en todo

el proceso de distribucion y venta, también, es importe recordar, que la carne de

(ganado),

es un componente importante de la canasta familiar de los habitantes de

Valledupar, Cesar.

En la pobl

acion de los manipuladores encuestados fue de 50 manipuladores, se pudo

evidencias los siguientes resultados:

En una

El 57% del personal encuestado no logra diferenciar, el significado de
manipulador de alimento.

El 52% de los manipuladores no distinguen entre los beneficios y la
importancia de tener una correcta higiene alimentaria.

Desconocimiento de la importancia de estar bien informados y capacitados
38%.

El 66% de los manipuladores afirmo que si se rompe la cadena de frio no le
ocurrird nada a el alimento si este se congela de nuevo. (Ver anexo 3 relacion

de resultados).

investigacion realizada por Manzo et al., (2020), la cual tuvo como obijetivo

analizar la incidencia de una adecuada higiene y manipulacion de los alimentos en la

calidad de

los servicios en las instalaciones de esta zona. Los resultados se centran en

el escaso conocimiento sobre la aplicacion de procedimientos de higiene y manipulaciéon

de alimentos.
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Se considera necesario desarrollar un programa de capacitaciébn con temas

relacionados con la investigacién para mejorar la calidad de los servicios en estos
restaurantes, que, junto a la aplicacion de un control sistematico en los procesos de
preparacion de alimentos y atencion al cliente, contribuya a la satisfaccion y bienestar
de los turistas que visitan estos establecimientos. Los resultados de esta investigacion
concuerdan mucho con la presente investigacién debido a que en ambos fue notoria la

usencia de conocimiento en cuanto a la correcta manipulacion de los alimentos.

No pueden desestimarse los riesgos que implican para la salud este tipo de falencias
en la industria alimentaria, si se tienen en cuenta las consecuencias que generan la
produccion y manipulacion de alimentos, y su incidencia en las enfermedades
transmitidas por los alimentos (ETA). Este es uno de los problemas de salud publica que
se presentan con mas frecuencia en la vida cotidiana de la poblacién. Sus peligros
causales pueden provenir de las diferentes etapas que existen a lo largo de la cadena
alimentaria, desde la produccion primaria hasta la mesa incluyendo claramente su

manipulacion.
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Andlisis estadisticos

Tabla 7

Andlisis de los diametros de los halos de inhibicion de las muestras de hisopado
nasal

CEFOXITINA OXACILINA
RESULTADO RESULTADO
(mm) (ug/ml)

Media 24,46 1,65
Error tipico 0,33 0,06
Mediana 24,10 1,70
Moda 23,50 1,90
Desviacion estandar 1,44 0,24
Varianza de la muestra 2,07 0,06
Curtosis -0,89 -0,04
Coeficiente de asimetria 0,68 -0,85
Rango 4,30 0,80
Minimo 22,90 1,10
Maximo 27,20 1,90
Suma 464,80 31,30
Cuenta 19,00 19,00
Nivel de confianza (95,0%) 0,69 0,12

Nota: en la tabla se observan los resultados obtenidos para la prueba de
susceptibilidad en las muestras de hisopado nasal y su analisis estadistico. Fuente:

Elaboracién propia

En el caso de los aislados en los manipuladores se pudo observar que el rango de
inhibicion frente al antibiético cefoxitina se mantuvo entre 22,9 mm y 27,2 mm; presento
una desviacion estandar de 1,44 y un promedio de 24,46; mientras que frente a la
oxacilina estas muestras se mantuvieron en un rango de inhibicion entre 1,1y 1.9 pg/mL,

con una desviacion estandar de los datos de 0,24 y un promedio de 1,65.
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Tabla 8.

Analisis de los diametros de los halos de inhibicion de las muestras de carne de

res
CEFOXITINA OXACILINA
RESULTADO RESULTADO
(mm) (ug/ml)

Media 24,93 1,64
Error tipico 0,31 0,04
Mediana 24,50 1,70
Moda 24,50 1,80
Desviacién estandar 1,95 0,23
Varianza de la muestra 3,78 0,05
Curtosis 3,38 1,32
Coeficiente de asimetria 1,42 -1,24
Rango 9,70 0,95
Minimo 22,40 0,95
Maximo 32,10 1,90
Suma 972,20 63,95
Cuenta 39,00 39,00
Nivel de confianza (95,0%) 0,63 0,07

Nota: en la tabla se observan los resultados obtenidos para la prueba de
susceptibilidad en las muestras de carne de res y su analisis estadistico. Fuente:

Elaboracion propia

Los resultados de los halos de inhibicion en las muestras de carne frente a la
cefoxitina oscilan entre 22,4 mm y 32,1 mm de diametro; con una desviacion estandar
de 1,95 aproximadamente y un promedio de 24,9 entre si. La oxacilina presento unos
diametros de inhibicién que se encontraron entre 0,95 y 1,9 ug/ ML presentando una

desviacién estandar de 0,23 y un promedio de 1,64.
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Conclusiones

En este trabajo de investigacion se pudo identificar 58 aislamientos de
Staphylococcus aureus, correspondiente a muestras de carne de res (39 muestras) lo
que corresponde un 78%, e Hisopado nasal (19 muestras) correspondiente a un 38%.
Situacién de gran preocupacion, la presencia de Staphylococcus aureus en productos
carnicos es indicativo de practicas inadecuadas de seguridad alimentaria, y puede
representar un riesgo para la salud publica, especialmente si las cepas son patdégenas
pueden causar infecciones graves en los seres humanos. Es importante que seguir las
normas de manipulacion y practicas adecuadas de seguridad alimentaria en todo
momento para evitar la contaminacion de los productos carnicos. Esto incluye la higiene
adecuada de las manos y de los utensilios, y el almacenamiento adecuado de los

alimentos para prevenir la proliferacion bacteriana.

Respecto a los mecanismos de resistencia, las cepas de Staphylococcus aureus
aisladas de las muestras analizadas, se pudo determinar que el 100% de las muestras
no expresaron, el mecanismo de meticilino resistencia, tanto en muestras aisladas en la
carne, como las cepas aisladas en el hisopado nasal de los manipuladores. Sin
embargo, la sola presencia del Staphylococcus aureus, bacterias consideradas
patégeno humano, por lo que representa un indicativo de contaminacion cruzada, que

involucra un mal manejo de las normas de productos alimenticios.

En este estudio se logré identificar un alto porcentaje de los manipuladores
encargados de los expendios de carne en el mercado de Valledupar desconocen, o0 no

conocen lo suficiente, sobre buenas las practicas de manufactura (BPM). Lo que guarda
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estrecha relacién entre la presencia del patégeno oportunista Staphylococcus

aureus Yy la incorrecta manipulacién de las carnes de res, debido a que el porcentaje de
aislados en cada mesa es relativo a la notoria ausencia de conocimientos de los

manipuladores de estas.
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Recomendaciones

Como principal recomendacion seria hacer una retroalimentacion del estudio frente al
personal y duefios de los establecimientos, capacitar en buen manejo para la manipulacion y
procesamiento de productos de consumos alimenticios. Utilizar los datos de los aislamientos
obtenidos y aplicar un método de alerta a los manipuladores de alimentos, capacitandolos a tener

en cuenta todo lo descrito anteriormente.

Al finalizar la investigacion nace la necesidad de seguir indagando frente al tema, pero
teniendo en cuenta muchos factores como el tamafio de la poblacion a muestrear, para asi llegar
a obtener mas datos y obtener unos resultados mas representativos con respecto al aislamiento

e identificacién de S. aureus en la carne de res y sus manipuladores.
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Anexos

Anexo 1. Consentimiento informado

UNIVERSIDAD POPULAR DEL CESAR
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD

PROGRAMA DE MICROBIOLOGIA

Consentimiento informado

Titulo de lainvestigacion: Aislamiento de Staphylococcus aureus meticilino resistente

en expendios de carne en el municipio de Valledupar
Nombres de las investigadoras principales: Karen Hostia

Correspondencia: khostia@unicesar.edu.co

Docentes asesoras: Torcoroma Lobo, Rosalba Martinez

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Introduccién
El presente estudio de investigacion es llevado a cabo por estudiantes de la Universidad
Popular del Cesar (Unicesar). Este formulario de consentimiento tiene como fin brindarles a
los participantes una explicacion clara y acertada acerca de este estudio.
Dentro del formulario se encuentra un breve resumen del proposito de este estudio. Usted
tiene el derecho de hacer todas las preguntas necesarias para entender de forma clara la
participacion de su representado y asi despejar cualquier duda. Toda la informacion que se
obtenga sera completamente confidencial, su nombre nunca aparecera vinculado a ninguno
de los resultados de esta investigacion

Proposito del estudio
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Esta investigacion es realizada para estudiar a Staphylococcus aureus en una zona
comercializadora de carne especifica, todo se realiza con el objetivo de conocer por medio
de andlisis microbiolégico y molecular, si existe Staphylococcus aureus meticilino resistente
en la carne de res comercializada y en los manipuladores en el municipio de Valledupar-
Cesar.

Hoy en dia la resistencia microbiana a los antibiéticos genera un problema de salud publica,
debido a que aquellos microorganismos resistentes en los animales destinados a consumo
pueden transmitir por ingestion una enfermedad (ETA) a los seres humanos.

El estudio sera de gran utilidad ya que nos permite identificar puntos criticos de
contaminacién en la manipulacion de estos alimentos, siendo este caso especifico en carne
deres.

Descripcion del procedimiento

Al usted acceder a participar en este estudio, se pasara a insertar la punta de un hisopo
completamente estéril (libre de microorganismos) y se frotara suavemente el hisopo contra la
pared de la fosa nasal con un movimiento rotatorio, este proceso se repite en ambas fosas
nasales. Este procedimiento tomara aproximadamente 5 minutos de su tiempo. Seguido de
esto la muestra sera almacenada a -4°C y transportada a los laboratorios donde sera
procesada y analizada mediante proceso microbiolégico y molecular para identificacion de
Staphylococcus aureus meticilino resistente

Riesgos y beneficios

Es importante que sepa que su participacion en este estudio es completamente voluntaria.
Toda la informacion recogida sera de uso confidencial con el Unico propdsito de esta
investigacion. Sus resultados seran expresados mediante cédigos como nimero de
identificacion, por lo tanto, seran andénimas. Participar en este estudio no lleva consigo
ningun riesgo, ademas no se obtendra compensacion econdémica por ser participante de este
estudio.

Confidencialidad de los datos

Para nosotras, como investigadoras principales, es estrictamente importante conservar su
privacidad. Por lo tanto, se aplicaran todas las medidas necesarias para que nadie diferente
a las investigadoras principales conozca su identidad, ni pueda tener acceso a sus datos
personales:

La informacién brindada por usted como participante se identificara con un cédigo en
reemplazo de su nombre y estara guardada en un lugar seguro donde nadie tendra acceso.
Datos personales incluyendo nombres no seran expuestos en reportes ni publicaciones

Derechos y opciones del participante

Como patrticipante es importante que tenga el conocimiento de que usted puede decidir
participar o no en este estudio. En caso de que decida no participar, debe hacérselo saber a
una de las investigadoras principales. Ademas, Si en primera instancia decide participar,
pero luego usted quiere retirarse del estudio, puede hacerlo cuando lo desee. Su muestra
inmediatamente serd desechada y descartada del estudio por los investigadores.
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Una copia de este consentimiento le sera entregada. En cualquier momento puede pedir
informacidn sobre los resultados de este estudio a las investigadoras una vez este haya
concluido.

Consentimiento informado

Yo identificado con c.c. expedida
en comprendo mi participacion en este estudio. Me ha sido explicado de
forma clara los riesgos y beneficios de participar en esta investigacién. Todas y cada una de
mis dudas fueron resueltas. Conté con el tiempo suficiente para poder tomar una decision
sobre mi participacion en el estudio. Me fue entregada una copia de este consentimiento
informado. Por eso acepto voluntariamente participar en esta investigacion

Firma participante Firma testigo
Fecha: Hora:
Nombre investigador: Nombre investigador:
Firma Investigador Firma Investigador

Informacioén de contacto

Si usted tiene alguna pregunta o desea comunicarse con las investigadoras sobre el estudio
por favor llamar al 3233157626 o envie un correo electrénico a khostia@unicesar.edu.co
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Anexo 2. Instrumento aplicado a los manipuladores de alimentos

Encuesta.
NO
1. De los siguientes trabajadores ¢Quién es un manipulador de alimentos?

a. Un camarero

b. Un transportista de alimentos.

C. Ambos son considerados manipuladores de alimentos.

2. Si mantenemos una correcta higiene alimentaria conseguiremos:

a. Que los alimentos hagan dafio.

b. Una cantidad mayor de alimentos.

C. evitar gran niumero de enfermedades y alteraciones en los alimentos.

3. ¢Cual de las siguientes afirmaciones respecto alaformacién de manipuladores
de alimentos es correcta?

a. Es una opcién para trabajar con los alimentos.

b. Te permite manipular alimentos de manera segura.

C. Las dos respuestas anteriores son ciertas.

d Ninguna es correcta.

4, Si la cadena de frio se rompe:

a. pueden aparecer malos olores en el producto, se reduce el tiempo de
conservacion y existe mayor riesgo de intoxicacion al consumir alimentos en
mal estado

b. el alimento puede conservarse mejor.

C. No ocurrira nada si congelo después el alimento.

d. Nada ocurre.

5. Elige larespuesta mas acertada: son practicas correctas de higiene:

a. Asegurarse de lavarse y desinfectarse bien las manos antes de la
manipulacién de alimentos.

b. No lavarse las manos

C. Cepillarse los dientes

d. Todas las anteriores.
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Anexo 3 graficas de resultados de las encuestas aplicado a los

manipuladores

De los siguientes trabajadores ¢ Quién es un manipulador
de alimentos?

30
25
20 ' '
15
10
% =

5
0
Un camarero Un transportista de Ambos son considerados
alimentos manipuladores de
alimentos

Si mantenemos una correcta higiene alimentaria
conseguiremos:

Evitar gran nimero de enfermedades y alteraciones l

en los alimentos

Una cantidad mayor de alimentos —

Que los alimentos hagan dafio '
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¢Cual de las siguientes afirmaciones respecto a la

formacion de manipuladores de alimentos es correcta?

20

15

10

(6]

M Es una opcidn para trabajar con los
alimentos

M Te permite manipular alimentos de
manera segura

M Las dos respuestas anteriores son
ciertas

Ninguna es correcta

SI LA CADENA DE FRIO SE ROMPE:

35
30
25
20
15
10

El alimento puede
conservarse mejor

Pueden aparecer
malos olores en el
producto, se reduce
el tiempo de
conservacion y existe
mayor riesgo de
intoxicacion al
consumir alimentos
en mal estado

No ocurrird nada si Nada ocurre
congelo después el

alimento
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Todas las anteriores

Cepillarse los dientes

No lavarse las manos

Asegurarse de lavarse y desinfectarse bien las manos
antes de la manipulacidn de alimentos

Son practicas correctas de higiene alimentario:

I

2 4 6

8

10 12 14 16 18 20
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Anexo 4. Evidencia fotogréfica de aislamientos, pruebas de identificacion y

susceptibilidad de Staphylococcus aureus

hisopados nasales.

Foto 1 Recoleccién de

res.

Foto 2 Recoleccioén de carnes de
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Foto 1 Toma del consentimiento
informado.

Foto 2 Crecimiento en Agar Baird
Parker.
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Foto 3 Tincion Gram de S.
aureus.

Foto 4 Pruebas de identificacion
Catalasa y Coagulasa.
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Foto 5 Prueba de sensibilidad
por el método de Kirby Bauer para
Staphylococcus aureus.

Foto 8. Prueba de sensibilidad
por el método de Kirby Bauer para
Staphylococcus aureus.
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