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RESUMEN

A 200 muestras de leche cruda recolectadas aleatoriamente
de cantaras provenientes de fincas de El Laberinto, Machiques
de Perija y La Costa Oriental del Lago de Maracaibo, estado
Zulia, Venezuela, se les determiné la presencia de inhibidores
microbianos por el método del cloruro de trifenil tetrazolium,
identificAndose los que eran antibiéticos con el método del Dis-
co Ensayo. Las 45 muestras positivas a antibiéticos se sem-
braron en caldo soya fripticasa, agar sangre humana y agar
manitol salado. Las cepas aisladas se caracterizaron como co-
cos Gram positivos por morfologia colonial y tincién de Gram.
Las compatibles con estafilococos se identificaron hasta espe-
cie con tests bioquimicos. La sensibilidad frente a 15 antimi-
crobianos se realizé con el método del disco de Bauer. Se ais-
laron 44 cepas de estafilococos: 15 (34,1%); S. aureus, 12
(27,3%); S. haemolyticus, 6 (13,6%); S. infermedius, 4 (9,1%);
S. schleiferi, 3 (6,8%); S. hyicus, 2 (4,6%); S. lugdunensisy 2
(4,6%); S. epidermidis. Todas las especies mostraron resisten-
cia mdltiple, al ser resistentes a mas de una droga: S. aureus 'y
S. haemolyticus fueron resistentes a penicilina y oxacilina. S.
intermedius y S. schleiferi a penicilina, oxacilina y lincomicina.
S. hyicus a penicilina, oxacilina y eritromicina. S. lugdunensis a
penicilina, oxacilina, lincomicina y eritromicina. S. epidermidis
a penicilina, oxacilina, lincomicina, eritromicina y cefoperazo-
ne. Se deduce el siguiente patrén comun de resistencia de
mayor a menor: penicilina, oxacilina, lincomicina y eritromicina.
La droga mas efectiva fue Imipenen, a excepcién para S. epi-
dermidis, quien ademas no fue totalmente sensible a ninguno
de los antimicrobianos.
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ABSTRACT

A total of 200 raw milk samples randomly collected from bulk
tank in farms located in El Laberinto, Machiques de Perija and
eastern coast of Maracaibo lake, Zulia state, Venezuela, were
examined by threephenyltetrazolium chloride test for the deter-
mination of microbial inhibitors, confirmed as antibiotics using
the Disk Assay method. The 45 positive samples to antibiotics
were plated on trypticase soy broth, human blood agar and
manitol salt agar. Organisms were characterized as Gram
positive cocci based on colony morphology and Gram stain.
The species of Staphylococcus were identified by biochemical
tests. The antimicrobial susceptibility to 15 antibiotics was per-
formed on all isolates using the Bauer method. A total of fourty
four strains of Staphylococcus were isolated: 15 (34.1%) S. au-
reus, 12 (27.3%) S. haemolyticus, 6 (13.6%) S. intermedius, 4
(9.1%) S. schieiferi, 3 (6.8%) S. hyicus, 2 (4.6%) S. lugdunen-
sisand 2 (4.6%) S. epidermidis. All species showed multiresis-
tance, showing resistance to more than one antibacterial drug.
S. aureus and S. haemolyticus were resistant to penicillin and
oxacillin; S. infermedius and S. schleiferi to penicillin, oxacillin
and lincomycin; S. lugdunensis to penicillin, oxacillin, lincomy-
cin, erithromycin and cephoperazone. The pattern of resis-
tance in descending order was: penicillin, oxacillin, lincomycin
and erithomycin. Imipenem was the most effective of the drugs
tested, except for S. epidermidis, species which showed resis-
tance to all antibiotics.

Key words: Resistance, antimicrobial, Staphylococcus, raw
milk.

INTRODUCCION

El aumento de |a resistencia a los antimicrobianos en ce-
pas bacterianas ha coincidido con su uso a gran escala. Re-
portes en los afios 1988 y 1994 sefialan un nimero significati-
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vo de especies aisladas de humanos y animales resistentes a
las drogas [9, 30].

Desde el punto de vista genético y, de acuerdo al meca-
nismo de adquisicién, la resistencia bacteriana se ha clasifica-
do en cromosomal y extracromosomal o infecciosa, teniendo la
primera una importancia relativamente baja por ser pocas las
cepas resistentes a los antibisticos gue han surgido por muta-
cién, mientras que la extracromosomal reviste mayor importan-
cia por su transmisidn entre bacterias, la que puede ser acele-
rada por la accidn selectiva de poblaciones resistentes [2, 5,
11,17, 22, 31].

Los estafilococos son agentes etiolégicos importantes en
la produccién de mastitis infecciosa, la cual ha causado gran-
des pérdidas econdémicas por su significativa prevalencia en la
mayoria de los paises [16, 26].

En el estado Zulia, las etiologias infecciosas mas comu-
nes de mastitis corresponden a los géneros bacterianos estafi-
lococos y estreptococos, reportandose incidencias de 37 y
18%, respectivamente [1].

En el hombre, las especies del género estafilococos se
encuentran casi siempre en nariz, boca, garganta, saliva, piel,
contenido intestinal y heces, 30 a 60% de las personas son
portadores nasales de estafilococos potencialmente patégenos
y, cepas de la misma, por lo general se hallan en las manos de
la mayoria de estas personas [12].

Las cepas patdgenas de Staphylococcus aureus tienen
la propiedad de formar toxinas y causar intoxicaciones alimen-
tarias, de las cuales se disponen diversos reportes [23, 24].
Muchas de las intoxicaciones estafilocéccicas han sido asocia-
das al consumo de leche y productos lacteos, en donde
Staphylococcus aureus enterotoxigénicos podria encontrarse
desde el momento de su obtencién, o bien llegar potencial-
mente a dichos alimentos, a partir principalmente de manipula-
dores, encontrando en ellos medios adecuados para su multi-
plicacion.

El comportamiento de estafilococos frente a antimicro-
bianos es muy variable, al haber demostrado una elevada tole-

rancia y adaptabilidad frente a varias drogas antibacterianas,
en especial a las penicilinas [19].

En el estado Zulia se han realizado investigaciones ten-
dientes a establecer la incidencia de residuos de antibiéticos
en la leche cruda, sugiriéndose que la presencia de antimicro-
bianos en un elevado porcentaje de muestras de leche, pueda
estar ejerciendo una presion hacia el establecimiento de po-
blaciones microbianas resistentes a los antibiéticos, lo que po-
dria traer como consecuencia un incremento en el nimero de
cepas con resistencia miltiple frente a los antimicrobianos de
uso comun en medicina humana y veterinaria [14].

El objetivo de esta investigacion fue determinar el patrén
de resistencia frente a un grupo de antimicrobianos: betalactéa-
micos, aminoglicésidos, fluorogquinolonas, macrélidos, lincomi-
cina y quimioterapicos de cepas de estafilococos aislados de
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la leche cruda, positivas a la presencia de antibiéticos, produ-
cida en el estado Zulia.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de leche

200 muestras de leche cruda se recolectaron aleatoria-
mente de fincas ubicadas en El Laberinto, Machiques de Perija
y la Costa Oriental del Lago de Maracaibo, del estado Zulia.
Se tomaron 25 ml en forma aséptica, directamente de las can-
taras y se trasladaron bajo refrigeraciéon en cavas de anime
hasta el Laboratorio de Industrias Lacteas de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de La Universidad del Zulia, en un tiem-
po no mayor a 3 horas.

Deteccion de antibidticos

Para detectar la presencia de inhibidores microbianos
fue utilizado el método del cloruro de trifenil tetrazolio (CTT)
(Nutricional Biochemicals Corporation, Cleveland, Ohio) [18] v,
para confirmar que los inhibidores presentes eran antibidticos
las muestras positivas al CTT se sometieron a la prueba del
Disco Ensayo (Difco Laboratories) propuesto por la Asociacion
Oficial de Analistas Quimicos (AOAC) [3], utilizando Bacillus
stearothermophilus variedad calidolactis.

Aislamiento e identificacién de cepas bacterianas

Las muestras que resultaron positivas a la prueba de de-
teccion de antibidticos, se sembraron en caldo soya tripticasa
(CST) e incubaron a 37°C por 24 horas. Posteriormente, fueron
sembradas en agar sangre humana (ASH) y agar manitol sala-
do (AMS) e incubadas a 37°C por el mismo lapso de tiempo.
Los organismos se caracterizaron como cocos Gram positivos
en base a la morfologia colonial y la tincién de Gram. Los cocos
Gram .positivos compatibles con estafilococos, fueron seguida-
mente caracterizados con pruebas bioguimicas, en medios de
agar nutritivo, glucosa, manitol, DNASA vy la prueba de la coa-
gulasa. Para la identificacién de las especies se utilizaron para
los casos necesarios pruebas de fermentacién de azlcares,
descarboxilaciéon de la ornitina, urea y Voges-Proskauer, de
acuerdo a lo propuesto en el manual de Bergey [6].

Antibiogramas

Los microorganismos aislados e identificados se sembra-
ron en CST e incubaron a 37°C por 24 horas, el cultivo obtenido
fue diluido con solucién fisioldgica salina (SFS) estéril hasta ob-
tener una densidad equivalente al estandar N2 0,5 de Macfar-
land. Posteriormente, se aplico el método del Disco de Bauer y
col. [4], utilizando discos comerciales (BBL, DIFCO, OXOID)
con las concentraciones para los antimicrobianos sefialados en
la TABLA . Las placas fueron incubadas a 37°C por 24 horas y
el criterio de sensibilidad o resistencia a cada agente fue deter-
minado segun las especificaciones del fabricante.
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TABLA |
CONCENTRACION DE LOS ANTIMICROBIANOS USADOS
EN LA PRUEBA DEL DISCO DE BAUER Y COL.

Antimicrobianos Contenido del Disco

Betalactamicos
*Penicilinas naturales

Penicilina G (P) 10 unidades
*Penicilinas resistentes a la

penicilinasa

Oxacilina (OX) 1 g
*Carbapenemos:

Imipenem (Imp) 10 pg
sBetalactamicos e inhibidores

de la Betalactamasa

Amoxicilina/Ac. clavulanico (Am/Ac) 20/10 pug
*Cefalosporina 12 Generacién

Cefazolin (Cz) 30 ug
*Cefalosporinas 22 Generacién

Cefoxitin (Cf ) 30 ug
*Cefalosporinas 32 Generacion

Cefoperazona (Cfp) 75 ug
Aminoglicésidos

Amikacina (An) 30 ug
Netromicina (N) 30 ug
Tobramicina (T) 10 pg
Fluoroquinolonas:

Ciprofloxacina (Cip) 5 pg
Macrélidos:

Eritromicina (E) 15 ug
Lincomicinas:

Lincomicina (L) 1 g
Quimioterapicos

Triple sulfa (SSS) 1 ug
Fosfomicina (Ff ) 50 pg

. aureus 34,10%

& haemolviicus 273 %

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 200 muestras de leche cruda analizadas, 45 fue-
ron positivas a la prueba de deteccién de antibidticos y de és-
tas se aislaron 44 cepas de estafilococos; 15 (34,1%) se iden-
tificaron como S. aureus; 12 (27,3%), S. haemolyticus; 6
(13,6%), S. intermedius; 4 (9,1%), S. schleiferi; 3 (6,8%), S.
hyicus, 2 {4,6%), S. lugdunensisy 2 (4,6%), S. epidermidis. En
la FIG. 1, se muestra la distribucién porcentual de las espe-
cies, para las cepas de estafilococos aisladas de leche cruda.

En la FIG. 2 se presentan los resultados de los antibio-
gramas para las especies de estafilococos, frente a los 15 anti-
microbianos probados.

Las 44 cepas aisladas de estafilococos resultaron resis-
tentes a penicilina y oxacilina. En 1944, la mayor parte de los
estafilococos eran sensibles a la penicilina, aungue ya se ha-
bian observado algunas cepas resistentes; después de su uso
masivo, se observd cuatro afios mas tarde que entre un 65 y
85% de estafilococos aislados en hospitales eran resistentes;
y ya para 1986, los estafilococos resistentes a penicilina no
solo incluyeron los adquiridos en los hospitales, sino también a
un 80% de los aislados en la comunidad [20]. El desarrollo de
resistencia a la penicilina por estafilococos ha sido atribuido a
la produccion de penicilinasas y posiblemente a la transferen-
cia de plasmidos de resistencia [30].

En Venezuela es escasa la informacién sobre la resis-
tencia a los antimicrobinanos de estafilococos aislados de le-
che, disponiéndose sélo de un estudio realizado en 1976 so-
bre la sensibilidad in vitro de estafilococos hemoliticos aislados
de mastitis bovina en el estado Zulia [10], donde se sefiala que
sélo 11 cepas de un total de 100, fueron resistentes a penicilina.

En otros paises han sido reportados porcentajes de re-
sistencia mas bajos para los estafilococos frente a la penicili-
na. En Nigeria [29], un estudio realizado sobre el patrén de re-
sistencia de 248 estafilococos aislados de leche y productos
lacteos, mostré que 63 cepas (25,4%) eran resistentes a peni-
cilina, mientras que un estudio realizado en los Estados Uni-

5. infermedius 13,8 %

5. schiefferi 8.9%

8. hycus 6.8%

. fugdunensis 4.8%
S. epidermidis 4,6%

FIGURA 1. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LAS ESPECIES IDENTIFICADAS DENTRO DEL GENERO Staphylococcus
EN LAS LECHES CON ANTIBIOTICOS.

345



Resistencia a los antimicrobianos de Staphylococcus aislados de leche cruda / Faria, J.F. y col.

ke Restsioncis

3y b

Sn e Kesistamoia

106 100

epidermidis

?%:V
6 50 50

$

1K

. EHFEHS

5

O

T
33.3

Nimtermedins

& %

L)
i Y
oy

S.schieiferi

i

8. haemaolyticus

§i
&

[y
i) L 3 s

CEEE

ey 5 b Y ARY

§ e ww o o E

0y

E

= SNSRI

| S.ugdunensis

> iy
e
115
g
Flovauy

i

2 Uy

i
L
A

FIGURA 2. ANTIBIOGRAMAS DE LAS ESPECIES DE Staphylococcus AISLADOS DE LECHE CRUDA CON ANTIBIOTICO.

346



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. IX, N° 4, 343-348, 1999

dos de Norteamérica [25] en muestras de leche recolectada de
los cuartos mamarios individuales de vacas, mostré que cepas
de estafilococos que tenian una concentracion inhibitoria mini-
ma (CIM) en un rango de < 0,06 - = 64 pg/ml, presentaron
una susceptibilidad de 43%, mientras gue cepas con un CIM
entre < 0,001 - 0,015 ug/ml, mostraron una susceptibilidad del
100%.

El desarrollo de resistencia por parte de los estafilococos
a la penicilina estimuld la busqueda de otras drogas antibacte-
rianas, entre ellas penicilinas resistentes a las penicilinasas,
como la oxacilina, sin embargo ya en nuestro medio se obser-
va una resistencia total de todas las cepas aisladas a esta dro-
ga, FIG. 2.

Todas las especies aisladas mostraron resistencia muilti-
ple, al encontrarse una insensibilidad para al menos 2 antimi-
crobianos. S. aureus y S. haemoliticus fueron resistentes a pe-
nicilina y oxacilina. S. intermedius, S. schleiferiy S. hyicus fue-
ron resistentes a 3 antimicrobianos: penicilina, oxacilina y linco-
micina, para las 2 primeras especies, y penicilina, oxacilina y
eritromicina para S. hyicus. Las cepas de S. lugdunensis eran
resistentes a 4 antimicrobianos: penicilina, oxacilina, lincomicina
y eritromicina, mientras que las 2 cepas de S. epidermidis fue-
ron resistentes frente a 5 antimicrobianos: penicilina, oxacilina,
lincomicina, eritromicina y cefoperazone. Estos resultados per-
miten deducir el siguiente patrén comun de resistencia en orden
descendente: penicilina, oxacilina, lincomicina y eritromicina.

En un estudio realizado en 1966 [28], se reportd que los
antimicrobianos mas efectivos frente a los organismos mastiti-
cos (estafilococos y estreptococos) fueron: penicilina (90,87%
de sensibilidad), eritromicina (98,47%) y clormicetina (99,61%).
Mientras que en una revision realizada en Rusia [27] sobre la
sensibilidad a los antibiéticos de estafilococos y estreptococos
aislados de mastitis bovina, se notd que la eritromicina fue la
droga mas efectiva sobre los estafilococos.

En el presente estudio la droga mas efectiva contra los
estafilococos fue el imipenen, con excepcién para S. epidermi-
dis, que fue medianamente resistente a éste.

Las especies comparativamente mas sensibles fueron S.
lugdunensis y S. schleiferi, al mostrar susceptibilidad frente a 8
de los antimicrobianos probados, FIG. 2. Las drogas mas efec-
tivas contra S. aureus y S. intermedius fueron imipenen y ne-
tromicina. Las més efectivas contra S. hyicus fueron: cefazolin,
cefoperazone, ceprofloracin, imipenen y netromicina, mientras
que para S. haemoliticus lo fue solamente imipenen. S. epider-
midis no fue totalmente sensible a ninguno de los 15 antimicro-
bianos probados.

Los S. aureus y S. epidermidis son las especies mas ais-
ladas en los casos de mastitis [1, 16, 26]. y junic a S. sa-
prophyticus son las especies que con mayor frecuencia se
asocian a la patologia humana [12, 20].

La resistencia multiple de S. epidermidis ha sid
mente reportada [18, 21], y se ha sefalado gue la

de estafilococos coagulasa negativa (S. epidermidis) y, la fre-
cuencia con que han sido encontrados con resistencia multiple
a los antibidticos, indica que ellos pueden ser de considerable
importancia como un "pool” de genes para la difusién interes-
pecifica de la resistencia, con intervencion de fagos de esas
especies que son activos para S. aureus [17].

Se ha demostrado que las cepas antibidtico-resistentes
de estafilococos producen con mayor frecuencia, toxinas que
las cepas sensibles [32], por lo que la presencia de estafiloco-
cos antibiético-resitentes en leche y productos lacteos, junto a
la resistencia térmica de las toxinas producidas por éstos, po-
drian contribuir al incremento de los casos de intoxicaciones
alimentarias, mas aun cuando en diversos estudios sobre la
calidad sanitaria de la leche en el estado Zulia, se reportan
contajes de estafilococos superiores a los establecidos por las
normativas internacionales [7, 13, 15].

Se ha sugerido la disminucién de la presencia de resi-
duos antimicrobianos en leche, como uno de los mecanismos
para controlar la difusion de la resistencia miltiple por bacte-
rias presentes en ésta, evitando asi una presion selectiva del
ambiente, més adn, cuando se ha demostrado, que inclusive
los niveles de concentracion de residuos de antibidticos y anti-
microbianos considerados como seguros (“safe levels”) por la
FDA ( Administraciéon de Alimentos y Drogas de los Estados
Unidos) tienen un fuerte potencial para la selectividad de po-
blaciones resistentes [8].

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Es evidente la presencia de cepas de estafilococos re-
sistentes a penicilina, oxacilina y lincomicina en la leche con
residuos de antimicrobianos, haciéndose necesario el desarro-
llo de futuras investigaciones con el objetivo de identificar su
origen, de manera que puedan ser aplicados mecanismos que
permitan disminuir la diseminacion de dichas cepas a través
de la leche.
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