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ABSTRACT

Several investigations have demonstrated the emergence of multi-resistant strains in nature, which represents
a potential risk to human health. The objective was to determine the antimicrobial resistance of Staphylococcus
aureus of strains isolated from fresh handmade cheeses. A total of 95 pieces of cheese from the region of origin
in the states of Jalisco and Michoacéan were analyzed. The identification of S. aureus was by official methods.
The susceptibility tests and antimicrobial resistance was by the method of diffusion of disc in agar, using
multidisk of trimethoprim (TMP 25 pg), vancomycin (VAN 30 ug), oxytetracycline (OXT 30 pg), penicillin
(PSU 10 1U), amoxicillin (AMX 25 ug), lincomycin (SCI 2 pg), sulfadiazine (FE 300 pg), fluorphenicol (FFC
30 ug), ampicillin (AM 500 pg) and streptomycin (EXT 10 pg). 93.68% of the cheeses analyzed were positive
for the presence of S. aureus and only 6.32% were negative. Of the 89 strains isolated, 23 showed resistance
to at least one antimicrobial, with strains 47, 58, 86 and 89 being the most resistant to TMP, OXT, PSU, AMX
and AM. The highest number of resistant strains were for the B-lactam PSU (80), OXT (45) and AMX (34),
so that the resistance percentages were the highest.

RESUMEN

Diversas investigaciones han demostrado la aparicién de cepas multirresistentes en la naturaleza, lo que
representa un riesgo potencial para la salud humana. El objetivo fue determinar la resistencia antimicrobiana
decepas de Staphylococcus aureus aisladas de quesos frescos artesanales. Se analizéun total de 95 piezas de
guesos de la region de origen en los estados de Jalisco y Michoacan. La identificacion de S. aureus fue por
métodos oficiales. Las pruebas de susceptibilidad y resistencia a antimicrobianos se realizaron por el método
de difusién de disco en agar, utilizando multidisco detrimetoprima (TMP 25 ug), vancomicina (VAN 30 pg),
oxitetraciclina (OXT 30 pug), penicilina (PSU 10 UI), amoxicilina (AMX 25 pg), lincomicina (LIC 2 ug),
sulfadiazina (FE 300 pg), fluorfenicol (FFC 30 pg), ampicilina (AM 500 pg) y estreptomicina (EXT 10 pg).
El 93.68% de los quesos analizados fueron positivos a la presencia de S. aureus y solo el 6.32% resultaron
negativos. De las 89 cepas aisladas, 23 presentaron resistencia a por lo menos un antimicrobiano, siendo las
cepas47, 58, 86 y 89 las mas resistentes a TMP, OXT, PSU, AMX y AM. En lo que respecta a los perfiles de
resistencia por parte de S. aureus, el mayor nimero de cepas resistentes fueron para los B-lactamicos PSU (80),
OXT (45) y AMX (34), por lo que los porcentajes de resistencia fueron los més altos.

INTRODUCCION

El queso es un alimento muy apreciado debido a sus cualidades nutritivas y sensoriales. Se ha elaborado desde
hace varios siglos a partir de leche de vaca, oveja, cabra y otros rumiantes (Villegas & Cervantes, 2011;
Camacho et al., 2016). Existen mas de 4,000 variedades de queso en todo el mundo con caracteristicas de
aroma, sabor y textura propias., las cuales vienen determinadas por el tipo de leche y cuajo empleado, por la
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preparacion de la cuajada y por la presencia de microorganismos (principalmente bacterias acido lacticas),
responsables del desarrollo, durante la maduracion (Serna et al., 2012; Reséndiz et al., 2012).

Sin embargo, al estar elaborados con leche cruda los quesos artesanales presentan el inconveniente del riesgo
sanitario que supone su consumo, ya que la leche cruda puede contener microorganismos patégenos y
deterioradores que provocan pérdidas econdmicas, y mas aun , enfermedades en los consumidores (Camacho
et al., 2016).Razon por la cual se le asocia con mayor frecuencia a brotes por intoxicacién alimentaria por
microorganismos como S. aureus, Salmonella, Listeria monocytogenes, Escherichia coli productora de
verotoxina (Marcelo, 2015; Mehli et al., 2017). S. aureus es un patdégeno que se ha visto involucrado en
diferentes tipos de quesos al momento del procesamiento de la materia prima, debido a una manipulacién
inadecuada (Rodriguez et al., 2015). Ademas, en diferentes paises de Latinoamérica ha sido notificada su
presencia en quesos pasteurizados (Félix et al., 2006). La FDA (Administracion de Drogas y Alimentos), en
el 2015, refiere que el consumo de leche y quesos elaborados sin las medidas higiénicas necesarias pueden
causar infecciones. En los ultimos afios se ha observado una mayor resistencia en cepas de S. aureus, tanto de
origen clinico como de uso industrial, debido a la capacidad de producir intoxicacion y probablemente al uso
intensivo de antimicrobianos en los sistemas de produccion animal y en salud publica (Bafios-Zamora et al.,
2015).En este sentido, la resistencia que se presenta a los antimicrobianos es un problema de Salud Publica en
muchos paises, debido a la persistente circulacion de cepas resistentes en el medio ambiente y la posible
contaminacién de agua y alimentos, es por ello, que en diversas investigaciones han postulado que
eventualmente los microorganismos ingeridos diariamente con los alimentos podrian estar sirviendo de
reservorios para el mantenimiento de la resistencia a los antimicrobianos (Roussel et al., 2015). Por lo cual, en
el presente trabajo se determinaron y compararon los perfiles de resistencia obtenidos de cepas de S. aureus
aisladas a partir del queso Cotija, producidos en la Zona Geografica de produccion del queso Cotija.

MATERIAL Y METODOS

Toma de muestras: De un total de 315 productores de queso Catija, se muestreo el 30% (95 productores), los
quesos fueron elaborados con leche cruda entera, cada pieza de queso con un peso aproximado de 20 Kg,
provenientes de los municipios de Cotija, Los Reyes y Tocumbo por parte del estado de Michoacan y Santa
Maria del Oro, Jilotlan y Quitupan, en el estado de Jalisco (México). El tiempo que transcurrié entre la toma
de muestra y transporte al laboratorio para su procesamiento fue de 2 h. Los quesos muestreados fueron
colocados en bolsas de plasticos estéril y posteriormente transportados en una hielera a 4°C hasta su
procesamiento en el laboratorio.

Al momento de tomar las muestras, se tuvo especial cuidado de elegir el centro y en un punto situado a una
distancia minima de 10 a 20 cm del borde, pasando por el centro hasta aparecer por el lado opuesto de
profundidad (NMX-F-718- COFOCALEC-2006). Todas las muestras fueron transportadas en una hielera a
5°C para su procesamiento directo.

Aislamiento, identificacion y recuento de Staphylococcus aureus: La metodologia empleada fue la descrita en
el Compendio de Métodos para el examen Microbioldgico de Alimentos (Pouch, 2001). Para llevarlo a cabo,
se pesaron 10 g de cada muestra y se mezclaron con 90 ml de agua peptonada estéril 0,1 %. De esta suspension
se hicieron cinco diluciones decimales y cada una fue inoculada en 0,1 mL en placas de Agar Baird-Parker
sembradas por superficie con una varilla de vidrio estéril. Las placas fueron incubadas a 35 °C por un lapso de
48 h. Todos los recuentos se realizaron por duplicado. Después de transcurrido el tiempo de incubacion, fueron
seleccionadas las placas que presentaron colonias entre 30 y 300 UFC, para posteriormente seleccionar
colonias sospechosas (colonias negras con halos de inhibicion transparente y turbios). La confirmacion fue
mediante las pruebas de catalasa y coagulasa. Los aislamientos que resultaron positivos fueron posteriormente
identificados mediante el sistema Vitek 1.

Pruebas de sensibilidad: A partir de los cultivos de 18 a 24 h se prepard una suspension bacteriana, se tomaron
de 1 a4 colonias de morfologia idéntica, y se suspendieron en tubos de solucidn salina fisiol6gica. Finalmente,
el cultivo fue incubado en bafio metabdlico a 37 °C hasta que alcanzo una turbidez estandar. Las suspensiones
fueron ajustadas a 0.5 de nefelometro de McFarland, al A= 625 nm en una lectura de absorbencia del 0.082 —
0.1.
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Transcurrido 15 minutos de haberse ajustado el inoculo, se procedi6 a sembrar en placas de MiullerHinton con
un hisopo estéril, presionando firmemente contra las paredes de la placa a fin de escurrir el exceso de
inoculo.Una vez que las placas absorbieron el inoculo, se procedio a colocar los discos de papel filtro estériles
de los antimicrobianos que se utilizaron: trimetoprima (TMP 25 microgramos (jug), vancomicina (VAN 30
Mg), oxitetraciclina (OXT 30 pg), penicilina (PSU 10 Ul), amoxicilina (AMX 25 ug), lincomicina (LIC 2 pg),
sulfadiazina (FE 300 pg), fluorfenicol (FFC 30 pg), ampicilina (AM 500 pg)y estreptomicina(EXT 10 pg);
sobre la superficie del medio inoculandolos con una pinza estéril y aplicando una ligera presion a una distancia
no menor a 24 mm desde un centro al otro. La distancia que se dejé al borde de la placa fue menor a 14 mm.
En cada placa fueron colocados 4 antimicrobianos con un disco control con dos repeticiones, para
posteriormente ser incubadas a 35°C durante 18 h. Las placas empleadas para el antibiograma de S. aureus se
hizo mediante el uso de luz para examinar las zonas de inhibicidn de penicilinas resistentes a penicilinasa y
vancomicina. Para el resto de los antibiogramas, el punto final se consideré el area que no presento desarrollo,
no incluyendo velo de crecimiento o colonias muy pequefias que pudieran ser detectadas solo con mucha
dificultad en el borde de la zona. Los resultados fueron informados como microorganismos sensibles (S),
intermedios (1) y resistentes (R).

RESULTADOS Y DISCUSION

El 93.68% de los quesos muestreados, no cumple con el valor de referencia permitido para quesos madurados
de 1000 UFC/g que sefiala la NOM-121-SSA1-1994 (Tabla ), resultados que se pueden atribuir probablemente
a un tratamiento inadecuado contaminacion posterior en el manejo de la materia prima y/o falta de higiene en
equipo, utensilios que son empleados durante el proceso de elaboracion (Caldas & Ogeerally, 2009). Castillo
en el 2013, reporta la prevalencia del 100% de bacterias patdgenas (L. monocytogenes y S.aureus) en 24 quesos
frescos analizados, valores que superaron los limites de referencia estipulados por la Normatividad,
atribuyendo estos resultados a la deficiente manipulacién durante la produccion y comercializacion del queso.
Estos resultados se encuentran por arriba de los valores que se encontraron en la presente investigacion.

Tabla I. Recuento bacteriano de S. aureus en UFC/g en muestras de queso producido en la regién de origen
del queso Cotija (Bacterial count of S. aureus in UFC/g in samples of cheese produced in the region of
origin of Cotija cheese).

UFC/g Numero de muestras Porcentaje
0 6 6.31
> 10 10%< 10 10.53
> 102 10%< 15 15.79
> 10%10%< 14 14.74
>10% 10°< 25 26.31
> 10° 106< 10 10.53
>10° 15 15.79

OUFC: Unidades Formadoras de Colonias

Asi mismo, Ruiz-Pérez et al. (2017), encontraron una carga bacteriana elevada de S. aureus en 141 (41.7%)
guesos costefios artesanales, considerando un riesgo para la salud, debido a que, en este tipo de alimentos, este
patégeno puede producir enterotoxinas (entre otros factores de virulencia), a través de las cuales ejerce su
accion patogena contra el hombre. La presencia de este patdgeno se puede reducir al implementar programas
de buenas practicas de higiene durante el proceso de elaboracion de quesos (Rodriguez et al., 2016). Los
recuentos de S. aureus expresados como UFC/g, asi como la distribucion en porcentajes del queso Cotija, se
presentan en la tabla I, en la cual se observa que el 6.31% no se detecto la presencia de S. aureus de las 95
piezas de queso muestreado, el mayor porcentaje de recuento de este patdgeno fluctud entre >104< 10° UFC/g
(26.31%), sin embargo, el 15.79% tuvo una carga elevada >10° UFC/g. Estos recuentos fueron corroborados
calculando la media y la desviacion estandar.
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En la tabla Il se presentan los didmetros obtenidos en mm de los antimicrobianos evaluados y se observa que
PSU, OXT y AM presentaron resistencia a las cepas de S. aureus, lo cual se puede corroborar con los diametros
que establece la norma del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, 2015), para PSU un
didmetro menor de 28 mm, OXI se sefiala como resistente si presenta un halo menor de 14 mm y AM menor
de 11 mm.

Tabla I1. Sensibilidad de S. aureus de muestras aisladas del queso Cotija (S.aureus sensitivity of identified
samples of Cotija cheese).

Antimicrobiano Halos de inhibicion (mm) Interpretacion
TMP 18.5 S
VAN 17.8 S
OXT 10.4 R
PSU 22.4 R
AMX 10.6 |

LIC 14.8 |

FE 17.7 S
FFC 21.8 S
AM 9.30 R
EXT 12.3 S

TMP: trimetoprima,VAN: vancomicina, OXT: oxitetraciclina, PEN: penicilina, AMX: amoxicilina, LIC: lincomicina, FE: sulfadiazina, FFC:

fluorfenicol, AM: ampicilina y EXT: estreptomicina.

Respecto al porcentaje de resistencia, la PSU fue donde se detectd el mayor nimero de cepas resistentes
(89.88%), debido a que S. aureus presenta una resistencia natural a este antimicrobiano por la produccién de
la enzima penicilinasa, la cual es inactivada y evita que llegue a las proteinas fijadoras (Tabla I11). La PSU en
la Unidn Europea es el antibiético de mayor uso reportandose porcentaje entre el 10 al 83% de un total de
venta (EMA, 2018). Es importante mencionar que los resultados que se obtuvieron en la presente investigacion
respecto a PSU fueron mayores con respecto a los demas antimicrobianos, por lo que esto puede dar lugar a la
seleccion de resistencia y aumentar el riesgo de cepas multirresistentes hacia los seres humanos. Muchos de
los antimicrobianos administrados en la practica veterinaria se encuentran estrechamente relacionados con la
medicina humana como, por ejemplo: penicilina, lincosimidas, sulfonamidas, trimetropim, tetraciclina,
macrélidos, aminoglucidos (De Groot et al., 2004).

Tabla I1l. Porcentaje de resistencia de S. aureus aislado del queso Cotija (Percentage of resistance of
S.aureus isolated of Cotija cheese).

Antimicrobiano No de cepas Porcentaje (%)
TMP 2 2.25
VAN 0 0.00
OXT 45 50.56
PSU 80 89.88
AMX 7 7.86
LIC 5 5.61
FE 1 1.12
FFC 3 3.37
AM 34 38.20
EXT 2 2.25

TMP: trimetoprima,VAN: vancomicina, OXT: oxitetraciclina, PEN: penicilina, AMX: amoxicilina, LIC: lincomicina, FE: sulfadiazina, FFC:

fluorfenicol, AM: ampicilina y EXT: estreptomicina.
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Tabla V. Multirresistencia de S. aureus aislado del queso Cotija (Multiresistance of S. aureus isolated from

Cotija cheese).
Ncepa TMP VAN OXT PSU AMX LIC FE FFC AM EXT
47 9.0 195 11.6 21.6 19.8 235 17.8 23.6 9.7 15.6

58 19.7 20.2 11.0 19.0 12.7 25.7 18.3 24.8 9.6 14.6
86 18.5 235 13.6 20.5 21.3 26.2 17.9 23.9 10.5 10.9
89 22.1 22.9 12.5 22.6 18.7 23.1 19.9 20.9 9.8 18.7

TMP: trimetoprima,VAN: vancomicina, OXT: oxitetraciclina, PEN: penicilina, AMX: amoxicilina, LIC: lincomicina, FE: sulfadiazina, FFC:

fluorfenicol, AM: ampicilina y EXT: estreptomicina.

De las 89 cepas aisladas del queso Cotija, 4 resultaron multirresistente (Tabla IV) este término se atribuye
cuando una cepa es resistente a mas de dos antimicrobianos, en este caso se presentd resistencia a TMP, OXI,
PSU, AMX y AMP, esta resistencia se puede atribuir al uso indiscriminado que se presenta en los animales
dando lugar a la seleccion de resistencia en bacterias y recombinacion de genes de resistencia (Couto, 2010)
confiriendo resistencia antimicrobianos gue son frecuentemente empleados en la practica veterinaria (Robison,
2016) y que generalmente se aplican para el tratamiento de la mastitis bovina u otras enfermedades (Cedillos
& Guerra, 2012).

Tabla V. Susceptibilidad antimicrobiana de cepas de S. aureus aislado del queso Cotija (Antimicrobial
susceptibility of S. aureus strains isolated from Cotija cheese).

Resistente Intermedio Sensible

Antimicrobiano N cepas % N cepas % N cepas %
TMP 2 2.25 80 89.88 87 97.75
VAN 0 100 34 38.20 82 92.13
OXT 45 50.56 32 35.95 2 2.25
PSU 80 89.88 0 100 0 100
AMX 7 7.86 67 75.28 74 83.14
LIC 5 5.62 85 95.50 87 95.75
FE 1 1.12 83 93.25 85 95.50
FFC 3 3.37 67 75.28 80 89.88
AM 34 38.20 58 65.17 8 8.98
EXT 2 2.25 87 97.75 80 89.88

De manera global en la tabla V, se presentan los resultados obtenidos de la susceptibilidad de S. aureus, en la
cual se aprecia que el mayor porcentaje de resistencia se detecté en PSU (89.88%) y la EXT (86.52%).
Respecto a la evaluacion de los 10 antimicrobianos evaluados a las 89 cepas aisladas del queso Cotija, el mayor
porcentaje de resistencia se detect en PSU (89.88%) y en el TMP fue donde se registr6 el mayor porcentaje
de cepas sensibles. Los principales mecanismos de resistencia encontrados en bacterias Gram positivases la
inactivacion enzimatica, la cual se realiza mediante la produccion de enzimas que hidrolizan el antibiético a
través de la produccion de B-lactamasas, este es el caso de los amino glucésidos y penicilina. La resistencia a
la penicilina esta medida por el gen blaZ, cuyo producto es la B-lactamasa, que hidroliza el anillo B-lactamico
de la penicilina y lo inactiva (WHO, 2014). La resistencia a penicilina esta ampliamente reportada en la
literatura, tanto en cepas de origen clinico, como provenientes de diversos alimentos (Rosengre et al., 2010).
En este trabajo los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por Yuceli et al. (2010) quienes reportan
el porcentaje de resistencia a 15 antimicrobianos de uso frecuente en medicina humana y de uso veterinario,
en el cual se detect6 un nivel notable de resistencia a la penicilina (98.3%) en casos clinicos y un 92% en
alimentos. Alvarado et al. (2011), reportan el 31% de resistencia a penicilina de 35 cepas provenientes de
quesos, resultados que estan muy por debajo de lo que se encontrd en la presente investigacion. Asi mismo,
Rivera et al. (2010) reportan los resultados obtenidos de 25 cepas provenientes de quesos en donde se detecta
la resistencia total a penicilina, oxacilina, tetraciclina, eritromicina y amikacina, siendo muy similares a los
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gue se obtuvieron en este trabajo, es importante mencionar que el porcentaje de resistencia que se presentd
podria sugerir que tanto la penicilina y oxitetraciclina, ya no son efectivos contra las infecciones que puede
provocar S. aureus. Jamali et al. (2015), reportan los resultados obtenidos de 328 cepas aisladas de 2650
muestras de leches, presentandose una multirresistencia. El alto nivel de resistencia de S. aureus también ha
sido reportado para tetraciclina, meticilina, kanamicina, gentamicina y estreptomicina, indicando un alto
potencial de desarrollo a la resistencia a agentes antimicrobianos. En el caso de los aminoglucosidos, S. aureus
tiene un gen que codifica para una enzima bifuncional que confiere la resistencia a antimicrobianos como a la
gentamicina, para los macrolidos son un grupo de antimicrobianos caracterizados por la presencia de un anillo
lactona macrociclico como nucleo de su estructura quimica (Lucas et al., 2007) en el cual el microorganismo
es capaz de metilar una adenina en la posicién 2058 de 23S rRNA vy para las tetraciclina, se modifican los
ribosomas del microorganismo (Strommenger et al., 2003).De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente
investigacion, queda claro que existen cepas que son resistentes a uno o dos antimicrobianos, pero también se
observd la resistencia a mas de tres y los cuales son Ilamados multidrogorresistente. Esta bien documento que
S. aureus puede tener un amplio espectro de intervalo de resistencia a antimicrobianos debido a la transferencia
horizontal de genes, los cuales son transportados por elementos génicos méviles como plasmidos, transposones
y secuencias de insercion (Bustos et al., 2006), esto genera que las cepas puedan adquirir material genético
para resistencia, que anteriormente no tenia. Actualmente, se continda con la idea de encontrar el porqué de la
multirresistencia de este microorganismo a antimicrobianos para poder minimizar este suceso. Sin embargo,
una de las posibles causas es la facilidad que existe para la adquisicién de estos (Miranda, 2011).

CONCLUSIONES

Los principales antimicrobianos a los que mostraron mayor resistencia las cepas de S. aureus presentes en los
guesos artesanales, fueron PSU, OXT y AM. De las 89 cepas de S. Aureus 4 presentaron multirresistentes (47,
85, 86 y 89), TMP, FE y EXT presentaron porcentajes muy similares en cuanto a intervalos medio de
sensibilidad y sensibilidad total, VAN y LIC fueron los Gnicos antimicrobianos que presentaron sensibilidad
ante S. aureus. Se puede considerar que el uso indiscriminado de antimicrobianos en los hatos de produccién
lechera, del area de estudio, tiene que ver con la aparicion de cepas resistentes, involucradas en este estudio.
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