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RESUMEN

Staphylococcus aureus es uno de los microorganismos que ra-
pidamente ha adquirido resistencia a los antibiéticos y su por-
tacién de manera asintomatica en humanos y animales lo con-
vierte en serio problema cuando estos microorganismos son
transferidos a los alimentos. Se evalué la susceptibilidad a an-
tibidticos y la localizacién de los marcadores moleculares de
resistencia en ADN plasmidico en cepas de Staphylococcus
aureus aisladas de quesos comercializados en las ciudades de
Maracaibo y San Francisco del estado Zulia-Venezuela. En los
ensayos se detectaron cepas de S. aureus multirresistentes;
los antibiéticos con mayor frecuencia de cepas resistentes fue-
ron: Penicilina, Oxacilina, Tetraciclina, Eritromicina, Amikacina,
Kanamicina, Ciprofloxacina y Clindamicina. Todos los aislados
fueron sensibles a Trimetropim/Sulfametoxazole, Imipenem y
Gentamicina. Una cepa fue caracterizada como Staphylo-
coccus aureus Meticilino-Resistente (SARM), por capacidad
de crecimiento en placas hipersalinas suplementadas con
Oxacilina, y se evidenci6 la capacidad de producir p-lactam-
asas entre los aislados estudiados. Las concentraciones inhibi-
torias minimas (CIM) encontradas fueron: Penicilina G: <6-140
pg/mL; Oxacilina: <0,625-6,56 upg/mL; Amikacina: 32,00
pg/mL; Clindamicina: 10,31-45,00 ug/mL; Tetraciclina: 7-195
pg/mL; Eritromicina: <15->210,00 pg/mL. Las cepas de S. au-
reus aisladas portaban bandas plasmidicas cuyos tamanos os-
cilaron entre 2,30-34,357 kpb, siendo comun cepas que lleva-
ban consigo entre 1 a 4 bandas plasmidicas. La pérdida de las
bandas de 27,821 y 3,657 kpb en cepas crecidas a 45°C se
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asocio a la pérdida de la capacidad para producir B-lactam-
asas y resistencia a Eritromicina respectivamente.

Palabras clave: S. aureus, quesos, resistencia antibiotica,
plasmidos, B-lactamasas.

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the microorganisms that
quickly developed resistance to antibiotics, and it is carried out
in an asymptomatic way by humans and animals turning it in a
serious when this microorganism are transferred to food. It was
evaluated the susceptibility to antibiotics and localization of
molecular markers of resistance in plasmidic DNA in S. aureus
strains isolated from cheeses marketed in the cities of Mara-
caibo and San Francisco of Zulia State-Venezuela. In the tests,
multiresistant strains of S. aureus were detected. Antibiotics
with highest frecuency of resistant strain were: Penicillin, Ox-
acillin, Tetracycline, Erythromycin, Amikacin, Kanamycin,
Ciprofloxacin and Clindamycin. All isolates were susceptible to
Trimethoprim/Sulfamethoxazole, Imipenem and Gentamicin.
Only one strain was characterized as methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA), by its capacity for growth in
hypersaline plates supplemented with oxacillin, and showed
the ability to produce p-lactamases among isolates studied.
The minimum inhibitory concentrations found were: Penicillin
G: 6-140ug/mL; Oxacillin: <0.625-6.56; Amykacin: 31.25
pg/mL; Clindamycin: 10.31-45.00 ug/mL; Tetracycline: 7-195
pg/mL; Erythromycin: 15- >210.00 pyg/mL. The strains of S. au-
reus isolated carrying plasmidic bands whose sizes ranged of
2.30-34.357 kpb, normally they carried between 1 and 4 plas-
midic bands. The loss of bands of 27.821 kbp and 3.657 kbp in
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strains grown at 45°C was associated with loss of ability to pro-
duce B-lactamases and Erythromycin resistance, respectively.

Key words: S. aureus, cheese, antibiotics resistance, plas-
mids, p-lactamases.

INTRODUCCION

La portacion nasofaringea de S. aureus es un hallazgo
comun en la poblacién y en el caso de los manipuladores de
alimentos, esto se traduce en un serio problema, al igual que
su presencia en animales o derivados de éstos destinados a la
produccién alimenticia, no so6lo porque es el principal causante
de toxiinfecciones alimentarias sino porque S. aureus ha ad-
quirido resistencia multiple a antimicrobianos y cuyos marca-
dores genéticos de resistencias pueden estar codificados en
elementos extracromosomales como: integrones, secuencias
de insercion, transposones o plasmidos; pudiendo éstos ulti-
mos ser altamente transferible entre especies bacterianas em-
parentadas o no genéticamente causando la diseminacién de
genes de resistencias entre poblaciones bacterianas [5, 13].

Por otro lado, factores como la prescripcién indiscrimina-
da de drogas, la automedicacion de pacientes, el uso masivo
de antibidticos como aditivos en alimentos para animales, las
prescripciones veterinarias y el consumo de alimentos que
contienen estos aditivos, han ocasionado la propagacién de
mecanismos de resistencia a antibioticos dificultando cada dia
mas la erradicacion de éstos agentes infecciosos [5, 20]. Por
ello, en paises europeos se considera ilegal la presencia de
residuos antimicrobianos en leche destinada al consumo hu-
mano y penaliza con multas a quienes incurren en ello. Por su
parte, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricul-
tura y Alimentacion/Organizacion Mundial de la Salud y la Ad-
ministracion de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos de
América (FDA) establecen concentraciones de residuos permi-
sibles en leche, consideradas como niveles seguros para el
consumo humano [26].

Segun Gaceta Oficial, en Venezuela apenas desde el
afo 2006 se regula la venta de un selecto grupo de antibioti-
cos como medida para controlar el uso y abuso [14]. La ley re-
gula la venta de los antibioticos del grupo de Quinolonas tales
como: Ofloxacino, Ciprofloxacino, Pefloxacino, Henoxacino,
Norfloxacino, Fleroxacino, Levofloxacino, Trovafloxacino y Mo-
xifloxacino; del grupo Macrolidos-Lincosamidas: Eritromicina,
Espiramicina, Roxitromicina, Claritromicina, Azitromicina, Clin-
damicina y Licomicina y los del grupo de las Cefalosporinas de
tercera generacion: Cefotaxima, Ceftacidima, Ceftriaxona, Ce-
fixima, Cefoperazona, Cefpodoxima y Ceftibuteno y aquellos
cuyo agente principio activo sea la Rifampicina. Sin embargo,
quedaron exenta de la ley las Cefalosporinas de primera y se-
gunda generacion, las penicilinas y otros betalactamicos
como: imipenem, meropenem, aztreonam, asi como los del
grupo que pertenecen a los Aminoglicésidos, Tetraciclinas y el
Cloranfenicol.

Por otro lado existen reportes que evidencian la presen-
cia de residuos antimicrobianos en leches destinadas al con-
sumo humano en el pais y esto principalmente se debe a que
los productores incumplen con los lapsos de tiempo de retiro
de los vacunos (Bos taurus-Bos indicus) tratados con antibioti-
cos, generalmente por mastitis bacteriana, de las lineas de
produccién de leche. Esto trae como consecuencia que la flora
autéctona y otros gérmenes que entren en contacto con esta
leche estén sometidas a una presion selectiva que favorece la
aparicion y proliferacion de bacterias antibiético-resistentes; y
aunque la pasteurizacion es el proceso mas utilizado para la
destruccion de la flora patégena en leche, en algunos casos
no es aplicada eficientemente [11, 16]. Esto ultimo es mas per-
ceptible en la fabricacion de quesos artesanales donde este
procedimiento ni siquiera se realiza.

Es bien conocido que la poblacién venezolana es un po-
tencial consumidor de quesos, es por ello que este estudio se
focalizé en estudiar el fenomeno de resistencia a antimicrobia-
nos y la genética involucrada en cepas de S. aureus aisladas
de estos alimentos de origen lacteo con el propésito de inno-
var conocimientos sobre la vulnerabilidad de los consumidores
y/o manipuladores a ser colonizados por S. aureus foraneo an-
tibidticos-resistentes.

MATERIALES Y METODOS

Muestra de estudio, aislamiento y confirmacion
bioquimica de las cepas de S. aureus

Se estudiaron un total de veinticinco (25) cepas de S.
aureus provenientes de doce quesos pasteurizados y trece no
pasteurizados seleccionados de forma aleatoria de estableci-
mientos comerciales ubicados entre los municipios San Fran-
cisco y Maracaibo del estado Zulia-Venezuela. Los mismos
fueron trasladados y mantenidos en recipientes isotérmicos
hasta el momento de la preparacion homogénea de la muestra
para aislar las cepas de S. aureus segun estandares metodo-
légicos COVENIN 1292-2004 [7]. Los aislados fueron confir-
mados como S. aureus por pruebas bioquimicas convenciona-
les [7, 21] y preservadas a -20°C (Premier, modelo CG-2439,
China) en una solucién de Caldo Infusion Cerebro-Corazoén
(Merck, Alemania) con Glicerol (Fischer Scientific, EUA) al
20% vlv [4].

Actividad in vitro de antibiéticos sobre las cepas
de S. aureus

Se evalué por la técnica difusion en agar Mueller-Hinton
(HiMedia, India) de discos de antibiéticos (Sensi-Disc™, BD
BBL): Penicilina (P; 10U/mL), Tetraciclina (TE; 30ug/mL), Tri-
metropin-Sulfamethoxazole (SxT; 1,25-23,75ug/mL), Ciproflo-
xacina (CIP, 5ug/mL), Gentamicina (GM; 10ug/mL), Cloranfe-
nicol (C; 30pg/mL), Rifampicina (RA; 5ug/mL), Vancomicina
(VA; 30ug/mL), Clindamicina (CC; 2ug/mL), Eritromicina (E;
15ug/mL), Oxacilina (OX; 1ug/mL), Kanamicina (KN;
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30ug/mL), Amikacina (AK; 30ug/mL) e Imipenem (IMP;
10ug/mL). Adicionalmente, para los antibiéticos Tetraciclina
HCI® (Laboratorio Vargas), Oxacilina (Sigma-Aldrich®), Penicili-
na G (Bristol-Myers Squibb), Eritromicina (Abbott Laborato-
ries), Amikacina (Bristol-Myers Mead Jhonson) y Clindamicina
(Laboratorio Viteco) se determind la concentracion inhibitoria
minima (CIM) necesaria para inhibir el crecimiento de las
cepas que resultaron resistentes, para los mismos antibiéticos
en la técnica de difusién en agar Muller-Hinton, siguiendo las
recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute (CLSI) [6]. Se utiliz6 como cepa control S. aureus ATCC®
25923.

Confirmacion de la resistencia a Oxacilina para
denominacion de cepas de Staphylococus aureus
Meticilino Resistente (SARM) y produccion de
B-lactamasas

Las cepas de S. aureus con fenotipos presuntivos de
resistencia o resistencia intermedia a Oxacilina en el antibio-
grama fueron sembradas sobre agar Mueller-Hinton hipertoni-
cas (4% p/v de NaCl) suplementado con 6 uyg/mL de Oxacili-
na (Sigma-Aldrich®); se denominaron cepas SARM aquellas
que crecieran en este medio a 35°C en términos de 24 horas
(h). Las cepas controles fueron S. aureus ATCC® 25923 (sen-
sible a Oxacilina) y S. aureus ATCC® 43300 (resistente a
Oxacilina) [6]. La deteccion de la produccion de B-lactamasas
se realiz6 mediante el método acidimétrico: empleando pla-
cas de microtitulacion con 0,1 mL de solucion de penicilina G
(1 millon de U/mL) a pH 8,5 y rojo de fenol (0,5% p/v) por po-
cillo y sobre los cuales se hicieron resuspender 4-5 colonias
de los S. aureus estudiados. El cambio de color violeta al
amarillo de esta solucidén antes de 15 min se interpreté6 como
capacidad de produccion de p-lactamasas [6, 21] como con-
troles se utilizaron las cepas S. aureus ATCC® 25923 no pro-
ductora de p-lactamasas y ATCC® 29213 productora de p-la-
ctamasas.

Extraccion, separacion y visualizacion de ADN plasmidico
(ADNp) cripticos

Se utilizé el protocolo de lisis alcalina modificada [22]
con lisostafina (0,5 mg/mL). La separacion de las bandas de
ADNp se realiz6 por electroforesis en camara horizontal (Ther-
mo Electron Corporation Midicell® Primo™, modelo EC330,
EUA) en geles de agarosa (0,7% p/v) sumergidos en buffer
TBE (Tris 90mM —Borate 90mM — EDTA 2mM) con Bromuro
de Etidio (0,5 g/mL) a 50 voltios con fuente de poder progra-
mable (Bio-Rad, modelo Power-Pac Basic, EUA) durante 1 h.,
éstos fueron observados y fotografiados sobre un transilumina-
dor (UVP-White/UV-trasilluminator, Reino Unido). El calculo
aproximado de los tamafos de las bandas plasmidicas se rea-
lizd6 empleando la aplicacion Origin Lab, Origin Pro 7.5 para
Windows [4, 23, 24].
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Ubicacioén en plasmidos de determinantes moleculares
responsable de la capacidad de resistencia
a los antibiéticos estudiados

Fue necesario someter algunas de las cepas S. aureus
aisladas de los quesos a un proceso de eliminacion de plasmi-
dos que involucro el crecimiento de las mismas a elevada tem-
peratura como la descrita por Asheshov [2], con modificacion
de la temperatura de incubacion (45°C por 24 h) en bafo de
agua con agitacién (Lab-Line Instruments, Inc, modelo Shak-
R-Bath 3580, EUA). De cada cepa se seleccionaron siete colo-
nias al azar luego del tratamiento térmico y se les determiné
los mismos fenotipos probados a cada una de sus cepas pa-
rentales. Para aquellas colonias que cambiaron su fenotipo sil-
vestre se les realizd nuevamente la extraccién del ADNp se-
gun los protocolos descritos, para correlacionar la pérdida de
algun(as) de la(s) banda(s) de ADNp con los fenotipos de re-
sistencia observados en las cepas parentales.

Analisis estadistico

Los fenotipos de susceptibilidad y bandas de ADNp pre-
sentes en las cepas estudiadas fueron analizados a través de
estadisticos descriptivos como frecuencias y reportandose la
distribucién porcentual de la susceptibilidad a los diferentes
farmacos ensayados en las cepas de S. aureus estudiadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las cepas estudiadas mostraron resistencia completa a:
Penicilina 44%, Oxacilina 20%, Tetraciclina 12%, Eritromicina
y Amikacina 8%, Rifampicina, Kanamicina, Clindamicina y Ci-
profloxacina 4% cada una (TABLA |). Asi mismo se observé un
elevado porcentaje de cepas de S. aureus con resistencia in-
termedia a: Eritomicina (76%), Clindamicina (40%), Ciprofloxa-
cina (44%), Oxacilina (20%), poco frecuente fueron cepas con
resistencia intermedia a: Amikacina, Kanamicina (12% cada
una) y para Tetraciclina y Cloranfenicol (8% cada una) (TA-
BLA 1). Todos los S. aureus aislados fueron 100% sensibles a:
Imipenen, Trimetropim-Sulfametoxazole y Gentamicina, y alre-
dedor del 90% fueron sensibles a: Rifampicina, Vancomicina y
Cloranfenicol.

Entre los fenotipos de los S. aureus aislados de los que-
sos, se observaron veintidés (22) patrones de resistencia dife-
rentes, encontrandose el patron Pen®-OxR-Er' comun para dos
de las cepas que procedian de quesos diferentes (TABLA I).
Entre estos patrones se evidencié que el 56% de los aislados
de S. aureus eran multiresistentes, considerando en este estu-
dio como multiresistencia cepas con resistencia intermedia o
completa a tres 0 mas antibioticos de diferente familia. Sélo dos
de los aislados de S. aureus (8%) no presentaron resistencia a
ningun antibiético, hecho que no suele suceder en cepas de S.
aureus de origen hospitalario y/o comunidad [1, 3, 8, 17, 18].
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De las cepas de S. aureus que mostraron resistencia
completa e intermedia a Oxacilina en la prueba difusiéon dis-
co-placa (TABLA 1), s6lo una aislada de un queso pasteuriza-
do fue confirmada como SARM y estuvo asociada con resis-
tencia a otros farmacos antiestafilococcicos no betalactamicos
tales como: Eritromicina, Clindamicina, Tetraciclina y Ciproflo-
xacina (TABLA 1), fenotipos adjuntos que han sido reportados
ampliamente para este tipo de cepas y reconocida por primera
vez como el clon Ibérico reportados en hospitales [8, 19, 35].
En este orden, se pudo encontrar que la CIM de Oxacilina
para la cepa SARM fue de 6,56 ug/mL y para el resto de las
cepas analizadas para este fenotipo las CIMs se enmarcaron
en un rango desde < 0,625 hasta 5 pg/mL, considerando resis-
tentes aquellas con CMI = 4 ug/mL (TABLA 1) [6].

Los fenotipos de resistencias a Oxacilina hallados son
similares a los reportados por autores regionales, nacionales e
internacionales en ambientes intrahospitalarios [1, 3, 17, 18,
28, 29, 32, 38]. Igualmente existe concordancia entre los resul-
tados obtenidos respecto a lo reportados por otros autores
para S. aureus aislados de manipuladores de alimentos [13,
33, 39]. Aunque en los ultimos afios tambien se han reportado
SARM en granjas, la procedencia de las cepas halladas entre
los quesos puede ser atribuida a sus manipuladores por su
amplia diseminacién en comunidad [34, 40] y se les ha asocia-
do a brotes de toxiinfecciones alimentarias [18]. Por otro lado,
cepas con estos fenotipos también se reportan en aislados de
vacunos [10] por lo que no se descarta que las cepas Sdr-04 y
PI-03 (TABLA 1) sean de procedencia vacuna ya que éstas
fueron aisladas de dos quesos de manufactura artesanal.

Las cepas de S. aureus resistentes a Penicilina en el en-
sayo de difusion disco-placa resultaron tener CIMs oscilantes
entre menos de 6 pyg/mL hasta valores de 140 pg/mL. Un gru-
po de las mismas (Am-01; Md-01; Mn-03; Mn-05; PI-02; Pt-03,
TABLA 1) tuvieron la habilidad de producir enzimas B-lactam-
asas, capacidad fisiologica que sefiala la amplia capacidad de
las cepas de resistir a antibidticos B-lactamicos; mientras que
no fue detectable la produccion de esta enzima para otro gru-
po de cepas. Estos fenotipos han sido reportados en aislados
de S. aureus de ambientes clinicos a nivel mundial [3, 18, 32].

Se observé una CIM en comun de 31,25 ug/mL para
Amikacina en las cepas ensayadas (TABLA 1), éstas pudieron
ser categorizadas como cepas con resistencia intermedia a la
Amikacina segun lo establecido por el CLSI, (2009) [6]. No
existen reportes que permitan comparar este resultado con los
obtenidos en la region zuliana por otros autores. En el campo
de la terapéutica. la Amikacina no es un farmaco de primera
eleccién que se recomienda en paciente con infecciones cuyo
agente etiologico sea S. aureus porque su efectividad sélo se
ve favorecida por un efecto sinérgico cuando se combina con
glicopéptidos; esto explica el por qué es poco frecuente encon-
trar cepas resistentes a tal farmaco [12]. Las CIMs para Clin-
damicina determinadas en las cepas estudiadas estuvieron en-
marcadas entre 10,31 y 45 pyg/mL (TABLA [), consideradas to-
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das resistentes al antibiético [6]. Estos rangos son compara-
bles y estan dentro de los que se reporta en cepas de S. au-
reus de ambientes nosocomiales [3, 18].

Las CIMs halladas para Tetraciclina en las cepas estu-
diadas fluctuaron entre 4 ug/mL hasta concentraciones que al-
canzaron los 195 pg/mL del antibiético (TABLA 1), lo que las
define como resistentes [6]. Las CIMs encontradas entre 60-
195 pg/mL (TABLA 1) son superiores a algunos reportes para
aislados de S. aureus de ambientes intrahospitalarios [18], y
en aislados de vacas mastiticas [32]. En el caso de la Eritromi-
cina, las CIMs halladas fueron variables entre las cepas estu-
diadas, un grupo de éstas estuvieron por debajo de la concen-
tracion inicial evaluada (15 pg/mL) y otras mayores a la con-
centracion final (210 pg/mL) (TABLA 1). Las primeras no pudie-
ron ser caracterizadas sus CIMs exactas, sin embargo el resto
de las cepas se denominan resistentes ante Eritromicina [6].
Los valores hallados, son elevados si se compara con lo que
reportan otros autores para cepas de S. aureus aisladas de
ambientes nosocomiales y veterinarios [3, 18, 32].

El perfii de ADNp entre los aislados de S. aureus
(FIG. 1) revel6 cepas con solo una banda plasmidica: 45,83%;
con dos bandas: 33,33%; con tres bandas: 16,66% y, con cua-
tro bandas: 4,16%. Los tamarios de estas bandas plasmidicas
oscilaron entre 2,130 kpb y >34,00 kpb. Todos los aislados
presentaron en comun una banda plasmidica con un tamafio
que oscilaba entre 23,00-27,82 kpb, y en al menos siete cepas
de S. aureus se presentd una banda plasmidica con escasa
movilidad en el gel de agarosa (cepas: Am-03; Md-02; Md-03,
Mn-02, Mn-03, Mn-04, Mn-05 en FIG. 1) lo que dificulté calcu-
lar con exactitud su tamafio molecular, y por lo que se consi-
der6 como una banda con un peso >34 kpb tomando en cuen-
ta una banda menor que ésta, cuyo peso estimado era de
34,357 kpb, la cual estuvo presente en tres cepas. Bandas
plasmidicas muy pequefias fueron observadas en nueve ce-
pas cuyos tamaros estuvieron en el orden de 2,130 y 3,657
kpb, éstas ademas llevaban adjunta bandas de mayor tamafio
que oscilaron entre 18,942 a 34,35 kpb. En otros casos, se de-
tectaron cepas de S. aureus que portaban soélo una banda
plasmidica y los pesos moleculares de estos plasmidos oscila-
ron entre 18,942 a 34,35 kpb (FIG. 1). Los perfiles plasmidicos
obtenidos revelaron tamafos variables que han sido reporta-
dos en aislados clinicos que llevan consigo marcadores de re-
sistencia a metales pesados, antibiéticos, bromuro de etidio y
amonios cuaternarios [1, 8, 20, 34, 36]. También en cepas de
S. aureus resistentes a antibiéticos implicadas en enfermeda-
des mastiticas y aisladas en leches se han reportado plasmi-
dos parecidos [9, 25, 27,].

De las cinco cepas de S. aureus sometidas a un creci-
miento en condicién de elevada temperatura (45°C), dos colo-
nias derivadas de la cepa Mt-01 (identificadas como Mt-01.1 y
Mt-01.2), perdieron el fenotipo PR, mientras que la permanen-
cia del fenotipo E' se hizo presente en las mismas. En ambas
colonias pudo observarse la pérdida de la capacidad de produ-
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FIGURA 1. PERFIL DE DNA PLASMIDICO OBSERVADOS EN LAS CEPAS DE S. aureus AISLADAS DE LOS QUESOS.
LAS FLECHAS SENALAN LOS DNAp QUE FUERON OBSERVADAS EN LAS CEPAS PARENTALES SOMETIDAS
A ELIMINACION DE DNAp.

cir la enzima B-lactamasa, lo que se correlaciona directamente
con el nuevo fenotipo de sensibilidad a la Penicilina. Al mismo
tiempo se precisé un cambio en el perfil plasmidico de estas
colonias, observandose la pérdida de la Unica banda plasmidi-
ca (de 27,821 kpb, FIG. 2) que llevaba la cepa silvestre Mt-01
antes del tratamiento térmico, lo cual sugiere que el marcador
molecular que conferia la capacidad de producir B-lactamasas
y por consiguiente el fenotipo de PR, estaba ubicado en esa
banda plasmidica perdida, mientras que para el fenotipo ER el
elemento molecular responsable aparentemente estuvo ubica-
do a nivel cromosomal [20]. La localizacién en plasmidos de
genes que confieren resistencia a Penicilinas, como el gen
blaZ, por ejemplo, muchas veces estan relacionados con ele-
mentos transponibles que son ampliamente reportados en ce-
pas de S. aureus [8, 30].

En dos de las colonias seleccionada post-tratamiento
térmico de la cepa Sdr-05 el fenotipo TER fue permanente en
la colonia Sdr-05.1, mientras que la colonia Sdr-05.2 lo perdié.
A su vez, los fenotipos CIP'y CC'y la pérdida de E' se observo
en ambas colonia. El perfil plasmidico de estas colonias trata-
das reflejé la pérdida de dos bandas plasmidicas pequenas,
con tamarios de 2,791 y 2,130 kpb (FIG. 2). La insercién del
determinante de resistencia a Tetraciclina al cromosoma en la
colonia Sdr-05.1 puede explicar la permanencia de la resisten-
cia a Tetraciclina, mientras que el mismo determinante pudo
haber estado ubicado en una de las bandas plasmidicas perdi-
das durante el tratamiento con la elevada temperatura en la
colonia Sdr-05.2, la cual se sensibilizo a la Tetraciclina.

A/ Hind lll

23,130Kpb
9,416 Kpb
6,557Kpb

2,322 Kpb
2,027Kpb

FIGURA 2. VISUALIZACION DE LOS PLASMIDOS EXTRAI-
DOS DE LAS CEPAS DE S. aureus AISLADAS DE LOS
QUESOS Y CRECIDAS A ALTA TEMPERATURA (45°C).
LAS FLECHAS SENALAN LA AUSENCIA DEL PLASMIDO
DE 27,821 kb. Y QUE FUERON OBSERVADAS EN LA
CEPA PARENTAL Mt-01.

En cepas Gram positivas, como S. aureus, se ha repor-
tado que los genes tetK y tetL intervienen en los mecanismos
de resistencia a Tetraciclinas en aislados de humanos y bovi-
nos, los cuales ademas residen en plasmidos pequefos de la
familia pT181, que pueden ser incorporados a grandes plasmi-
dos o al mismo nucleoide, probablemente por transposicion
mediada por el elemento de insercion 1S257 [15, 31, 41]. Estos
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eventos moleculares pueden explicar por qué permanece o no
la resistencia a Tetraciclina en las dos colonias antes mencio-
nada, aun cuando desaparecen las mismas bandas plasmidi-
cas pequenas. El efecto de la pérdida de la resistencia a Eri-
tromicina también pudiera estar asociado con la pérdida de
una de las dos bandas plasmidicas pequefias ya menciona-
das, ya que en citas anteriores se reportan plasmidos con ta-
mafos similares a los aqui reportados como moléculas porta-
doras de algun gen que codifica para mecanismos de resisten-
cia a Eritromicina [37].

Las dos colonias evaluadas de la cepa Md-02 (Md-02.1
y Md-02.2), luego del tratamiento térmico perdieron su fenotipo
ER, mientras que se mantuvieron los fenotipos AK' y TER en
ambas colonias. El perfil plasmidico de estas cepas evidencia
la pérdida de una banda plasmidica cuyo tamafio era de 3,65
kpb (FIG. 2), la cual se correlacioné en ambos casos con la
pérdida del fenotipo de resistencia a Eritromicina en las cepas
sometidas a la eliminacion de plasmidos. Este resultado coin-
cide con lo reportado por Udo y col. [37], quienes consiguieron
un plasmido de 3 kpb movilizado, donde residia un marcador
molecular que confiere resistencia a Eritromicina en S. aureus,
luego de un ensayo por conjugacion.

En la cepa Mn-05, las dos colonias derivadas del trata-
miento térmico (Mn-05.1 y Mn-05.2), no mostraron cambios en
sus fenotipos: PR, RAR y ER, al igual que los fenotipos KN' y
AK'. Asimismo, estas colonias posteriores al tratamiento térmi-
co mantuvieron su capacidad de producir B-lactamasas. El
perfil plasmidico de estas colonias mostr6 la permanencia de
la banda de ADNp de 23,268 kpb (FIG. 2), esta persistencia de
banda plasmidica ha sido observada en ensayos de curacion
por Alvarez y col. en cepas clinicas [34], mientras que la resis-
tencia a Eritromicina igualmente se encuentra a nivel cromoso-
mal, como lo reportan otros autores [20]. De la misma manera,
también se infiere que las colonias Mn-05.1 y Mn-05.2 contie-
nen determinantes de resistencia para los aminoglicésidos,
ubicados éstos en el cromosoma bacteriano, aunque no se
descarta que la banda plasmidica de 27,821 kpb., pueda estar
asociada también a otros marcadores como los de resistencia
a aminoglicésidos, tal como se ha descrito [20]. La desapari-
cion de la banda plasmidica >34,00 kpb no tuvo ningun efecto
sobre los fenotipos de resistencia estudiados, pudiendo estar
involucrados en otras actividades fisiolégicas no consideradas
en este estudio.

La transferencia genética horizontal es un evento donde
las bacterias en proximidad estrecha entre si pueden compartir
informacién genética a través de mecanismos tales como con-
jugacion, transduccion o transformacion [34, 37]. Tales even-
tos pueden servirles para adquirir capacidades que les permi-
tan resistir el efecto bactericida o bacteriostatico que suelen te-
ner los antibiéticos de uso comun para erradicarlos. Es por ello
que hoy se reconoce esta transferencia horizontal como un
medio importante para el intercambio de genes de resistencia
a los antibidticos entre bacterias patégenas. Actualmente se
sabe que la transmision de genes de resistencia puede ocurrir
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incluso entre especies bacterianas no emparentadas lo que
hace aun mas preocupante el problema de diseminacion de
genes sobre todo cuando la transferencia ocurre entre el pato-
geno y bacterias con conocidos efectos benéficos para el hom-
bre generalmente presentes en alimentos. Estas interacciones
permiten entonces que bacterias inocuas se conviertan en
agentes reservorios de genes que pueden desencadenar la di-
seminacién desmedida de éstos mecanismos de resistencia
[30, 34].

Los resultados mostrados en este estudio hacen presu-
mir que los eventos antes mencionados ocurren en el entor-
no, y hasta hoy han sido ignorados, por lo cual es necesario
hacer programas de vigilancia debido a que son fenémenos
que comprometen la salud publica. Usualmente, para el trata-
miento de una infeccion causada por un germen resistente
probablemente requiere que el paciente sea internado en un
recinto hospitalario antes que ocurra una sepsia, y por lo ge-
neral se recurre a la aplicaciéon de farmacos antimicrobianos
muy costosos y téxicos para el paciente lo que se traduce en
un incremento de los gastos de atencién a la salud que algu-
nas veces son costeadas por la nacién y otras por sus pro-
pios familiares.

CONCLUSIONES

Los resultados evidencian que los quesos estudiados
actuan como vehiculos de transmision de cepas de S. aureus
foraneos resistentes a antibioticos hacia quienes los manipu-
lan y/o consumen, causando gran impacto a la salud publica si
se toma en cuenta la capacidad que tiene éstas de resistir a
altas concentraciones de antibiéticos. Por otro lado, se revela
que bandas de ADNp presentes en algunas cepas de S. au-
reus analizadas portan marcadores moleculares que son res-
ponsables de la resistencia a algunos de los antibidticos ensa-
yados contra éstas; esto se debe considerar de relevante aten-
cion cuando se entiende que los plasmidos son elementos ex-
tracromosomales que pueden ser transmisible de manera ver-
tical u horizontal (intra e inter especies bacterianas) y contribu-
yen con la diseminaciéon de genes que confieren resistencia a
antibiéticos.
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