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RESUMEN

Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MRSA) ha
sido considerado como un patégeno limitado a infecciones
nosocomiales, que ademas se puede transmitir por los
alimentos. En este estudio, se analizaron 68 cepas de
Staphylococcus, coagulasa positivas, aisladas a partir de
100 muestras de queso doble crema artesanal, elaborado
en Pamplona (Colombia). Se determiné la prevalencia de
los siguientes genes, mediante PCR: mecA, coa, tst y los
correspondientes a las principales enterotoxinas, que puede
producir esta bacteria. Se detect6 el gen mecA, en el 18,2%
de cepas S. aureus, identificadas. Todas las cepas portaban
el gen coa, con una muy baja heterogeneidad. Ninguna
cepa evidencié la existencia del gen que codifica la toxina 1
del sindrome del shock téxico (tst); en el 42% de las cepas
MRSA, se establecié la existencia del gen, para la enterotoxina
B. La presencia de cepas MRSA, en este estudio, debe ser
considerada como un peligro potencial para la salud de los
consumidores de queso crema artesanal, especialmente,
para personas dentro del rango poblacional, propensas a
contraer infecciones alimentarias, en quienes esta bacteria
puede llegar ser letal. Se sugiere la implementacién de las
medidas necesarias para evitar la futura propagaciéon de
MRSA, a la poblacién por los alimentos, haciendo énfasis
en la implantacién de Buenas Practicas Higiénicas y en la
supervision de la correcta utilizaciéon de antibiéticos.

Palabras clave: Enterotoxinas, mecA, resistencia antibiético,
producto lacteo.

SUMMARY

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus is regarded as a
pathogen limited to nosocomial infections, which can also
be transmitted by food. In this study 68 Staphylococcus
coagulase positive isolates obtained from 100 samples
of artisan double cream cheese elaborated in Pamplona
(Colombia) were analyzed. The presence of mecA and
coa dgenes and the corresponding genes to the main
staphylococcal enterotoxins was determined by PCR. mecA
gene was detected in 18,2% of S.aureus strains analyzed.
All isolates carried the coa gene with very low heterogeneity;
no strain showed the existence of the gene that encodes the
toxin 1 of the toxic shock syndrome; The enterotoxin B gene
was detected in 42% of the MRSA strains. The presence of
MRSA strains in this study should be considered a potential
health risk for consumers, especially vulnerable sections of
the population who are prone to get foodborne infections
where this bacteria can be lethal. The implementation of
measures to prevent the spread of MRSA by food to the
population, with particular emphasis in the implementation
of Good Hygienic Practices and in the supervision of the
correct use of antibiotics is suggested.

Key words: Enterotoxins, mecA, antibiotic resistance, dairy
product.

INTRODUCCION

Se considera a Staphylococcus aureus uno de los
principales agentes causales de Enfermedades Transmitidas
por los Alimentos (ETAs), en el mundo y el patégeno mas
frecuentemente asociado a quesos elaborados con leche
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cruda (Cretenet et al. 2011). En Colombia, S. aureus se
encuentra entre los principales microorganismos que se
declaran en la red de vigilancia de ETAs (Vanegas et al.
2008).

Staphylococcus aureus produce una dgran variedad de
factores de virulencia, entre ellos, la coagulasa, la toxina 1
del sindrome del shock toxico (TSST-1) y las enterotoxinas
estafilocécicas (SE). La coagulasa ocasiona la formacion de
una capa de fibrina alrededor del absceso estafilocécico,
localizando la infeccién y protegiendo a la bacteria de la
fagocitosis. La toxina 1 del sindrome del shock téxico de S.
aureus actia como superantigeno, estimulando la liberacion
de varias citocinas, prostaglandinas y leucotrienos, los cuales,
producen los signos y loa sintomas del sindrome, que son
fiebre alta, dolor de cabeza, vomito, diarrea, mialgias (Herzer,
2001). Las enterotoxinas estafilocécicas (SE) provocan la
intoxicacién alimentaria; S. aureus produce cinco toxinas
tipicas: SEA, SEB, SEC, SED y SEE, las cuales, originan
emesis en primates. Las enterotoxinas mas frecuentes en
brotes de ETAs son la ESA y la ESB (Pinchuk et al. 2010).

Ademés de los factores ya mencionados y de otros tantos
que presenta S. aureus (Bustos et al. 2006), se tiene su
acrecentada resistencia frente a los antibiéticos. Desde su
resistencia a la penicilina, en los anos 40, se introdujeron
nuevos antibiéticos B-lactémicos, estables a la accién de las
penicilinasas, como la meticilina. Muy poco tiempo después,
en 1960, se presentaron las primeras cepas resistentes,
denominadas MRSA (Methicillyn Resistant S. aureus); a
partir de entonces, se han aislado cepas de MRSA, en todo
el mundo; su diversidad genética y capacidad de adquirir
genes exdgenos por medio de plasmidos, secuencias de
insercion o transposones, le permite a esta bacteria adaptarse
facilmente a condiciones ambientales cambiantes y modular
su patogenicidad (Moellering, 2012).

Las infecciones provocadas por las cepas MRSA,
inicialmente, se limitaban al ambiente hospitalario (HA-
MRSA). Posteriormente, en los 90, aparecieron los primeros
reportes por infecciones adquiridas en la comunidad (CA-
MRSA), en las cuales, no existen, aparentemente, en el
individuo factores de riesgo, relacionados con atencién
hospitalaria. El tercer tipo de emergencia se ha asociado con
infecciones en animales de abasto vivos, denominados LA-
MRSA (Livestock-associated MRSA), lograndose aislar MRSA
en cerdos (Voss et al. 2005), en pollos (Fessler et al. 2011),
en ganado vacuno y ovejas (Fessler et al. 2012), entre otros.

En todo el mundo, se ha detectado la presencia de MRSA en
diversos alimentos de origen animal; concretamente, en carne
de vacuno, las prevalencias son muy variadas. En Holanda,
un estudio encontré MRSA en el 10,6% de muestras de carne
de resy, en el 15,2%, de muestras de ternera (de Boer et al.

2009). Weese et al. (2010) detectaron once cepas MRSA,
en 198 muestras de carne molida, originarias de Canada.
En Iréan, se aislaron MRSA, a partir del 89,1%, de muestras
positivas para S. aureus, aisladas de hamburguesas (Shahraz
et al. 2012). En Georgia, Estados Unidos de América (EUA),
se obtuvo una prevalencia del 4,0%, en cérnicos de res al
detal (Jackson et al. 2013). En leche de vaca, la presencia
de MRSA, se ha asociado, de forma general, a la produccion
de mastitis en vacas; en Bélgica, se identificaron 9,3% de
cepas aisladas de muestras de leche con mastitis, como
MRSA (Vanderhaeghen et al. 2010). Asimismo, Haran et al.
(2012), aislaron dos cepas MRSA, a partir de 150 muestras
de leche cruda, en Minnesota (EUA). En Italia, Normanno et
al. (2007) identificaron cuatro MRSA, de 160 cepas de S.
aureus, a partir de muestras de leche.

El més reciente tipo de emergencia ocasionada por los MRSA
tiene que ver con la produccién de enfermedad en el hombre,
por el consumo de alimentos (FBA-MRSA, FoodBorne
Associated-MRSA). Hasta la fecha, se han reportado dos
brotes de origen alimentario por MRSA, siendo el origen,
manipuladores infectados (Jones et al. 2002; Kluytmans
et al. 1995). En la actualidad, existe controversia respecto
a las verdaderas implicaciones de este tipo de emergencia
bacteriana en la salud publica; sin embargo, se ha demostrado
el vinculo epidemiolégico existente entre la presencia de
cepas MRSA en heces de pacientes con diarrea con cepas
aisladas en muestras de carne cruda, comercializada en la
misma regién, de donde procedian los pacientes, sugiriendo
que la carne puede determinar la presencia de MRSA vy
ocasionar enfermedad en la comunidad y, de esta manera,
evidenciar que los alimentos puedan ser una fuente de estas
cepas en la poblacion (Ogata et al. 2012).

Los MRSA pueden ocasionar una gran variedad de
manifestaciones clinicas en el hombre, desde infecciones
leves en la piel, bacteriemia, neumonia, endocarditis,
sindrome del shock téxico e, incluso, la muerte (Bustos et
al. 2006).

Segun el Centro de Control de Enfermedades de Europa
(ECDCQ), en el 2011, la prevalencia de MRSA fue superior
al 25%, en ocho de los paises que reportan a esta entidad,
Naciones ubicadas, principalmente, en el sureste de ese
continente (ECDC, 2013). Otros datos han establecido que
los MRSA han enfermado més de 150.000 personas, en el
2010, en la Unién Europea (Doyle et al. 2012). En EUA, de
acuerdo con el Centro de Control de Enfermedades (CDC),
el nimero de casos ocasionados por MRSA, incluyendo CA
y HA, fue de 75.309, para el 2012 (CDC, 2012). En paises,
como Korea, la tasa de resistencia a la meticilina entre cepas
S. aureus, de origen humano, es superior al 50% (Moon et
al. 2007).
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En Colombia, los datos existentes evidencian que los casos
de CA-MRSA se incrementaron de 1,0%, en el 2001 a 5,4%,
en el 2006 (Guzman-Blanco et al. 2009); asimismo, se ha
encontrado una prevalencia de MRSA en hospitales de tercer
nivel, del 45% (Mejia et al. 2010).

Los objetivos de este estudio fueron determinar la prevalencia
de cepas MRSA en muestras de queso doble crema artesanal,
elaborado en Pamplona (Colombia) y establecer la presencia
de genes que codifican factores de virulencia en las cepas
aisladas.

MATERIALES Y METODOS

Cepas: Se analizaron 68 cepas de Staphylococcus coagulasa
positivas aisladas, a partir de 100 muestras de queso doble
crema, elaborado en Pamplona (Colombia). Estas cepas
fueron aisladas, empleando el método tradicional, utilizando
agar Baird Parker y realizando la prueba de la coagulasa,
segin la NTC 4779 (2007). Se realizaron, ademas, las
pruebas de tincién de Gram y catalasa.

Identificacion fenotipica de las cepas

Fermentacién de la maltosa: A partir de cultivos de cada
cepa crecidos en caldo BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid), se
inocularon 20uL en caldo base purpura al 1,0% de maltosa.
Se realiz6 la incubacién a 37°C, durante 24 h; se considerd
como positivo el cambio de color del medio hacia amarillo.

Factor de aglutinacién: Fue adicionada una gota del reactivo
de prueba sobre la tarjeta de reaccién Staphaurex (Remel).
Por medio de un asa, se tomaron de 1-3 colonias crecidas
en agar TSA (Tryptone Soya Agar, Oxoid). Se observé la
aparicion de aglutinacién méximo 20 seg, luego de la adicién
del reactivo.

Actividad termonucleasa: Se sometieron los cultivos de cada
cepa crecidos en caldo BHI, a bafo serolégico, con agua
hirviendo durante 15 min. Posteriormente, se inocularon en
spot sobre agar ADN-azul de toluidina (Oxoid) e incubaron
a 37°C/24h. La aparicién de una zona rosa alrededor de las
colonias indicé la presencia de actividad termonucleasa.

Coagulacién del plasma de conejo: Fueron adicionados
0,5mL de un cultivo overnight de cada cepa en caldo BHI,
a tubos de 10mm de didmetro interno, conteniendo 0,5mL
de plasma de conejo hidratado (Biomerieux), incubando a
37°C. Se realiz6 la lectura luego de 6h, considerando como
positivas, las cepas que evidenciaron un coégulo firme
adherido a las paredes del tubo.

Degradacién del fibrin6geno: A partir de cada cepa mantenida
en TSA, se realizé una inoculacién en spot en agar Baird

Parker, suplementado con fibrin6geno (Bioser), incubando a
37°C, por 24 horas. Se consideraron positivas aquellas cepas
que, luego del periodo de incubacién, formaban colonias
brillantes, convexas, de color gris oscuro a negro, con una
zona opaca alrededor de las colonias.

Presencia de genes de virulencia en las cepas

Deteccién de genes por PCR: Se analiz6 la presencia de los
siguientes genes: mecA, coa, sea, seb, sec, sed, see Yy tst,
que codifican, respectivamente: resistencia a la meticilina,
coagulasa, enterotoxinas A a la E y la toxina del sindrome
del shock toéxico. A partir de las cepas coagulasa positivas
crecidas en caldo TSB (Caldo Tripticasa de Soja, Oxoid) e
incubadas a 37°C, durante 24 horas, se transfiri6 1,0mL,
centrifugando a 13,000 X g /3 min. Posteriormente, se
adicionaron 200uL de Chelex-100 (Bio-Rad), resuspendiendo
el sedimento completamente e incubando a 56°C, por 30
min. Se agité cada tubo durante 10 segundos; luego, se
sometié cada tubo a 100°C, durante 8 minutos; nuevamente,
se agité cada tubo vy, finalmente, se centrifugé a 13,000 X
g/3min. Se cuantificé la concentracién de ADN, empleando
un Espectrofotémetro-UV Q3000. Partiendo de 3uL del ADN
(50ng/uL, aproximadamente), se llevé a cabo la PCR; para
esto, se emplearon los pares de cebadores correspondientes
para cada gen a una concentracién de 25mM y un céctel
comercial, conteniendo Taq polimerasa, buffer, dNTPs y
Mg** (5 PRIME). Fueron amplificados los diferentes genes
en un equipo Mastercycler Personal. La secuencia de los
cebadores empleados y la longitud de los amplificados, se
muestran en la tabla 1.

Se sometieron los productos de la amplificaciéon (5pL)
a electroforesis en gel de agarosa (Bio- Rad), al 1,0% p/v
a 100 V, durante 1h. Se realiz6 la visualizacién mediante
tinciéon con RedSafeTM (iNtRon Biotechnology), empleando
un transiluminador de luz ultravioleta, Mini-Transiluminador
y documentando con la aplicacién del Digimage System,
acoplado a una camara digital Canon Power Shot G11.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion fenotipica de las cepas: El 97% de las cepas,
se identificaron como S. aureus, con base a la actividad
lecitinasa en el agar Baird Parker, tincion de Gram, reaccion
de catalasa, reduccion del telurito en el agar Baird Parker con
RPF, pigmento amarillo en TSA y por su actividad maltosa,
termonucleasa, factor de aglutinaciéon y coagulacién del
plasma de conejo.

Presencia de genes que codifican factores de virulencia:
Se detecto la presencia del gen mecA, en el 18,2% de cepas
S. aureus identificadas (Figura 1), correspondiendo a una
prevalencia del 9,0% en las muestras de queso analizadas
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Tabla 1. Genes, cebadores, temperaturas de hibridizacién y tamanos esperados de los amplicones empleados para determinar
la presencia de genes, que codifican factores de virulencia, en cepas de Staphylococcus coadulasa positivos.

Gen Secuencia del Primer (5" a3") ETE: &zr;:;ﬁo%z :rﬁgﬁ::tg: ;:g) Referencia

mecA gggﬁzcc?\izﬁﬁi&img 56 240 Smyth et al. (2001)
coa égﬁ%%gﬁ%gﬁggi@rgg 57 547-840 Hookey et al. (1998)
sea TGAg gg%ggéﬁngc 56 544 Rosec & Gigaud (2002)
seb TS’?’?;S’?E%?A&%%%@TFCFC 55 416 Rosec & Gigaud (2002)
sec %ggé:?g Ai—l?gl"gr%—ég 56 257 Rosec & Gigaud (2002)
ced | TPACTAGTTIGUTANTATCTCCTT 58 334 Rosec & Gigaud (2002
see ATA?:ZQ???E@%%%&%CM 52 170 Rosec & Gigaud (2002)
tst ﬁggg;gg%ﬁ%rg ::;\rgggg 57 326 Mehrotra et al. (2000)

(Tabla 2). En estudios similares, Shanehbandi et al. (2014) muestra de queso tradicional. En Colombia, Vanegas et al.
detectaron este gen en el 21% de cepas de S. aureus (2012) aislaron 3,0% de MRSA, a partir de muestras de carne
aisladas de quesos tradicionales, en Iréan. En Brasil, Fonseca  molida y crema de leche. Para nuestro conocimiento, este es
et al. (2011) revelaron la presencia de cepas MRSA, en una el primer reporte de MRSA en queso en Colombia.

Patrén 30 67 Patrén

Figura 1. Presencia del gen mecA en cepas S. aureus aisladas, a partir de queso artesanal. El patréon de peso molecular esta
conformado por bandas de 100pb, cada una; la banda mas intensa corresponde a 500pb.
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Tabla 2. Genes que codifican factores de virulencia presentes en las cepas MRSA analizadas.

MUESTRA CEPA GEN mecA TAMANO GEN coa ESB
37 30 POS 573 NEG
42 32 POS 583 NEG
43 34 POS 593 NEG
43 36 POS 796-567 NEG
44 38 POS 568 NEG
50 44 POS 565 NEG
61 55 POS 573 NEG
78 61 POS 571 POS
78 62 POS 562 POS
78 63 POS 563 POS
82 65 POS 581 POS
84 67 POS 578 POS

La resistencia de S. aureus a la meticilina estéd conferida por
el gen mecA, que codifica una proteina variante de unién
a la penicilina (PBP), llamada PBP2a. Las PBPs, que se
encuentran normalmente en la pared celular de la bacteria,
se unen a la penicilina y previenen la sintesis de pared,
ocasionando la muerte bacteriana; sin embargo, la PBP2a
tiene una reducida afinidad por los antibiéticos B-lactamicos,
de tal manera, que continda sintetizando peptidoglicano
para la pared celular, aun cuando las PBP normales estén
inhibidas por los antibiéticos (Hiramatsu et al. 2001).

Todas las cepas MRSA portaban el gen coa; al determinar
su tamano, mediante la utilizacion del software GelAnalyzer,

la variaciéon del tamano fue de 562 a 796pb (Tabla 2); En
una de las cepas se obtuvieron dos amplicones, sugiriendo
algun grado de diversidad genética entre cepas, procedentes
de la misma muestra (Figura 2), hallazgo que debe ser
confirmado por los autores, por medio de técnicas, como la
Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE).

Ninguna cepa evidencié la existencia del gen que codifica
la toxina 1 del sindrome del shock téxico (tst); resultados
similares, se obtuvieron en muestras de productos cérnicos
de pollo y de pavo (Fessler et al. 2011), en cepas aisladas
de diferentes muestras, incluyendo carne y leche (Argudin et
al. 2011) y en muestras de leche cruda (Haran et al. 2012),
entre otros alimentos.

PATRON 100pb

Figura 2. Amplificados del gen coa obtenidos para las cepas MRSA aisladas, a partir de queso artesanal. El patrén de peso
molecular estéd conformado por bandas de 100pb, cada una; la banda mas intensa corresponde a 500pb.
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En el 42% de las cepas MRSA, se detect6 la presencia del
gen, para la enterotoxina estafilocécica B (ESB) (Figura
3), correspondiendo a una prevalencia del 3,0%, en las
muestras, siendo el primer reporte, de esta enterotoxina en
cepas MRSA, en quesos en Colombia (Tabla 2). Otros autores
detectaron este gen, junto con el de otras enterotoxinas en
cepas MRSA aisladas, a partir de leche cruda: Wang et al.
(2014), a partir de muestras de leche cruda procedentes de
China y Haran et al. (2012), en Minessota.

El hecho de detectar el gen para la ESB provee mayor
evidencia para soportar que las cepas MRSA puedan estar
involucradas en brotes de intoxicaciones alimentarias
(Normanno et al. 2007).

Se han investigado dos brotes de origen alimentario por las
cepas MRSA: Uno de ellos ocurrié en Tennessee, en 2000
(Jones et al. 2002), vinculado al consumo de ensalada de
col, logrando detectar el mismo aislado, a partir de frotis

Figura 3. Presencia del gen esb en las cepas MRSA aisladas de queso artesanal. Patrén 100pb. El patrén de peso molecular
estéd conformado por bandas de 100pb, cada una; la banda maés intensa corresponde a 500pb.

de nariz de un manipulador. El otro brote, ocurrido en un
hospital en Rotterdam, Holanda, afecté 27 pacientes y a 14
empleados de la unidad de cuidados intensivos, ocasionando
cinco muertes. Los estudios epidemiolégicos relacionaron a
un empleado de esta unidad como la fuente del brote, quien
contamind un alimento ofrecido a los pacientes (Kluytmans
et al. 1995). En estos brotes, se destaca a los portadores
sanos, como vehiculos importantes de cepas MRSA. A este
respecto, Gorwitz et al. (2008) reportaron que 1,5% de la
poblacién en EUA, en el periodo 2003-2004, fue portadora de
cepas MRSA, correspondiendo a 4.1 millones de personas,
pudiendo convertirse en posibles fuentes de contaminacion,
sobre todo, si estas personas manipulan alimentos.

Es muy probable que el origen de la presencia de las cepas
MRSA aisladas en las muestras de queso doble crema
artesanal, producido en Pamplona, sean los manipuladores
de este alimento. En un estudio realizado anteriormente

por los autores, se lograron comprobar las deficientes
condiciones higiénico-sanitarias de los manipuladores de
este alimento, presentando, algunos de ellos, heridas y
laceraciones en las manos, expuestas en contacto directo
con el alimento y en quienes los recuentos de S. aureus, de
frotis de manos, fueron elevados (Daza et al. 2013).

Otros factores que pueden aumentar la presencia de
cepas MRSA en los alimentos de origen animal es el uso
indiscriminado de antibiéticos en veterinaria y los antibiéticos
adicionados en los piensos para los animales de abasto.
Estos abusos inducen la seleccion de cepas resistentes
y su posterior introduccién en la cadena alimentaria
(Intrakamhaeng et al. 2012; Moon et al. 2007).

Portodolo anterior, es necesario capacitaralos manipuladores
del queso doble crema artesanal elaborado en Pamplona, en
Buenas Précticas de Manufactura, labor que ya se ha iniciado
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y sugerir a las autoridades sanitarias gubernamentales para
que se ejerza control sobre la utilizacién de antibiéticos,
tanto en explotaciones ganaderas asi como en la comunidad
en general.

Finalmente, es imprescindible realizar la caracterizacién
genotipica de las cepas aisladas, con el fin de confirmar los
resultados del presente trabajo.

En conclusién, se detectdé una importante prevalencia de
cepas MRSA en muestras de queso doble crema artesanal,
en Pamplona, que debe ser considerada como un potencial
riesgo para la salud de los consumidores, especialmente,
para personas inmunocomprometidas y ancianos, en
quienes esta bacteria puede ser letal.

Conflictos de intereses: El manuscrito fue preparado
y revisado con la participacién de los autores, quienes
declaramos que no existe ningin conflicto de intereses, que
ponga en riesgo la validez de los resultados presentados.
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