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Estafilococos oxacilino resistentes en queso blanco fabricado en
el estado Anzoategui, Venezuela
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Resumen: El objetivo de esta investigacion fue detectar especies estafilococicas oxacilino resistentes en quesos blanco duro y blando,
fabricados artesanalmente en diversos municipios de la zona norte del estado Anzoategui. Las cepas de Staphylococcus fueron aisladas e
identificadas empleando métodos convencionales y se confirmaron las especies coagulasa negativas mediante galerias API 32 Staph
(BioMérieux); la susceptibilidad a oxacilina y otros antibidticos por el método de difusion en disco y la presencia del gen mecA, por
prueba de latex MRSA Slidex (BioMérieux) que pone de manifiesto la proteina PBP2a. De 130 quesos evaluados, se aislaron 171 cepas
estafilococicas, 26 (15,2%) resistentes a oxacilina (61,5% con presencia del gen), distribuidas como sigue: 14 cepas de S. epidermidis
(8,2%), 6 de S. capitis (3,4%), 2 de S. aureus (1,2%), 2 de S. hominis (1,2%), 1 de S. warneri (0,6%) y 1 de S. saprophyticus (0,6%). La
presencia del gen que codifica para la proteina PBP2a se detect6 tanto en cepas con homorresistencia (76,9%) como con heterorresisten-
cia (23,1%). S. haemolitycus fue 100% sensible a oxacilina. La presencia de cepas estafilococicas oxacilino resistentes en el queso blanco,
puede representar un riesgo para salud publica ya que podria servir como fuente de diseminacion de éstas y acrecentar el problema de la
resistencia.
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Oxacyllin resistant Staphylococcus in white cheese manufactured at
the Anzoategui State, Venezuela

Abstract: The purpose of this study was to detect oxacyllin resistant Staphylococcus species in hard and soft white cheese manufactured
by artisans at various municipalities of the northern area of Anzoategui State. The Staphylococcus strains were isolated and identified
using conventional methods and coagulase negative species were confirmed through API 32 Staph (BioMérieux) galleries; susceptibility
to oxacyllin and other antibiotics was determined by the disk diffusion method and presence of the mecA gene with the MRSA Slidex
(BioMérieux) latex test that identifies PBP2a protein. From 130 cheeses evaluated, we isolated 171 Staphylococcus strains, 26 of which
(15,2%) were oxacyllin-resistant (61,5% with presence of the gene), distributed as follows: 14, S. epidermidis strains (8,2%); 6, S. capitis
(3,4%); 2, S. aureus (1,2%); 2, S. hominis (1,2%); 1, S. warneri (0.6%); and 1, S. saprophyticus (0.6%). Presence of the protein PBP2a
codifying gene was detected in both homoresistant (76.9%) and heteroresistant (23.1%) strains. S. haemolitycus was 100% oxacyllin
sensitive. Presence of oxacyllin resistant strains in white cheese can represent a public health risk since it could serve as a dissemination
source, increasing the resistance problem.
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Introduccion antibiodticos. En este sentido, el valor terapéutico de estos
antimicrobianos ha estado en evolucion a través de los

Aunque anualmente se dispone en el mercado de nuevos afios. Las caracteristicas mismas de los microorganismos
antimicrobianos para enfrentar el problema de la resisten- hacen que la lucha contra ellos se haya convertido en una
cia microbiana, las bacterias son capaces de desarrollar carrera donde ha habido la necesidad de emplear todo tipo

‘defensas’ mas efectivas contra estos nuevos y poderosos de estrategias, desde la bisqueda de compuestos nuevos
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con mayor actividad biologica, hasta el disefio de molécu-
las nuevas mediante procedimientos de biotecnologia,
pasando por combinaciones de antimicrobianos [1,2].

La resistencia bacteriana es un tema muy importante en
el estudio de los antibidticos, porque su comprobacion
implica el fracaso de la terapéutica. La terapia antibiotica
ha conducido a una prolongacion en la expectativa y cali-
dad de vida, como parte de los avances en la medicina
moderna que han reducido la morbimortalidad de numero-
sos padecimientos, en especial de las enfermedades infec-
ciosas; en contraste, el aumento del uso de estos medica-
mentos, a veces de forma indiscriminada, desde la década
de 1950 se ha acompanado del alza creciente en la resis-
tencia, cuya principal causa es la seleccion de cepas bacte-
rianas que fortalecen sus genes de resistencia a la mayoria
de los antibidticos y la bacteria responsable de la infeccion
logra evadir su accion [1,2].

La produccion de B-lactamasas es el medio mas impor-
tante de resistencia a los antibioticos B-lactamicos y, en la
actualidad, hay varias clases de esta enzima de origen
bacteriano [1,2]. Se ha sefialado, que dentro de los antibio6-
ticos a los cuales diversas bacterias han desarrollado resis-
tencia, esta la meticilina, primera penicilina eficaz ante la
accion de las B-lactamasas, que actia inhibiendo la sintesis
de la pared bacteriana al unirse a las proteinas fijadoras de
penicilina (PBP), enzimas encargadas de llevar a cabo la
transpeptidacion que permite el entrecruzamiento del pep-
tidoglicano de la pared celular bacteriana. La resistencia a
meticilina, viene mediada principalmente por la adquisi-
cion del gen mecA, el cual codifica para la produccion de
la PBP2a, una transpeptidasa con baja afinidad por los
antibidticos B-lactamicos, pero que conserva su funcion en
la sintesis de la pared celular [3].

El género Staphylococcus es uno de los grupos bacteria-
nos al que mas se le ha estudiado su patron de susceptibili-
dad a los antibidticos; se hallan en la piel y mucosas y
pueden llegar a los alimentos a través de manipuladores de
alimentos con infecciones pidgenas agudas o por portado-
res asintomaticos, que los albergan en fosas nasales y fa-
ringe [4-8] asociandose, entonces, su presencia en alimen-
tos a una inadecuada manipulacion o al empleo de materia
prima contaminada constituyéndose, a su vez, en fuente de
diseminacion a nuevos hospedadores susceptibles de ad-
quirir la infeccion.

En Staphylococcus aureus (S. aureus), se han descrito,
ademas, otros mecanismos, que pueden ser responsables
de la resistencia a meticilina y que median la llamada re-
sistencia ‘borderline’, con valores de concentraciéon mini-
ma inhibitoria (CMI) cercanos o justo en el punto de corte
(4-8 pg/ml para la oxacilina), entre los que se encuentra la
hiperproduccién de B-lactamasa y la presencia de PBP
modificadas (PBP 1, 2 6 4) diferentes a la PBP2a, los cua-
les a diferencia de la resistencia mediada por el gen mecA,
no comparten resistencia con el resto de los antibidticos [3-
lactamicos, sin embargo, su frecuencia e implicacion tera-
péutica no esta bien definida [3,9,10].

El queso blanco constituye uno de los principales ali-
mentos dentro de la pirdmide nutricional, ya que es una

buena fuente de proteinas, vitaminas y minerales en espe-
cial de calcio [11]. Debido al tipo de proceso que conlleva
su manufacturacién, este alimento también es un caldo de
cultivo de microorganismos, y por su alta salinidad, favo-
rece a las especies de Staphylococcus. Aunado a ello, a
veces no se siguen las normas de higiene adecuadas, lo que
trac como consecuencia que el producto obtenido resulte
contaminado o que esta contaminacion se genere después
de elaborado, posiblemente como consecuencia de un mal
almacenamiento o a la exposicion ambiental durante la
comercializacion y/o por parte de los manipuladores de
alimentos y en los hogares de los consumidores. Por lo
anteriormente expuesto se debe considerar todos los seg-
mentos de la cadena alimentaria, en su integridad desde la
produccién primaria hasta el consumo, donde cada ele-
mento tiene potencial de influir sobre la inocuidad del
producto, convirtiendo a ésta en una via potencial de
transmision de microorganismos resistentes desde los
animales y el ambiente al hombre.

Hoy dia, la funcion de los laboratorios de microbiologia
ha sido ampliada incluyendo dentro de sus responsabilida-
des la vigilancia de la resistencia bacteriana a los antibioti-
cos. Como objetivo de esta investigacion, se propuso de-
tectar especies estafilococicas oxacilino resistentes en
queso blanco duro y blando, fabricado artesanalmente en
diversos municipios de la zona norte del estado Anzoate-
gui, Venezuela.

Materiales y métodos

Se procesaron 130 muestras de queso blanco blando y
duro de fabricacion artesanal de los municipios Urbaneja,
Sotillo, Penalver, Siméon Rodriguez, Bolivar, Mesa de
Guanipa, Freites, Aragua de Barcelona y Anaco, obtenidas
de forma aleatoria en diversos establecimientos, durante el
periodo Junio 2005 — Enero 2006. Las muestras fueron
colocadas por los mismos vendedores en bolsas transpa-
rentes, estériles, con cierre hermético y posteriormente
fueron transportadas en cavas a 18°C hasta el Laboratorio
de Microbiologia y Parasitologia de la Escuela de Ciencias
de la Salud de la Universidad de Oriente, Ntcleo de An-
zoategui. El aislamiento bacteriano se realizé por el méto-
do convencional descrito por la Norma COVENIN 1292-
89 [12] y segin recomendaciones del manual analitico de
la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados
Unidos [13]. Las cepas de Staphylococcus aisladas fueron
identificadas empleando pruebas especificas para ello
(crecimiento en medios selectivos, deteccion de coagulasa
en tubo, catalasa) [14] y se confirm¢ la identificacion de
las especies coagulasa negativas mediante el uso de galeri-
as API 32 Staph (BioMérieux), empleandose las cepas
control de ensayos S. aureus ATCC 25923 y S. epidermi-
dis ATCC 14990. La susceptibilidad a oxacilina y otros
antibidticos (vancomicina, clindamicina, gentamicina,
eritromicina, tetraciclina y ciprofloxacina) se determind
por el método de difusion en disco [15] y se detectd la
presencia del gen mecA, por prueba de latex MRSA Slidex
(BioMérieux) que pone de manifiesto la proteina PBP2a.
El analisis descriptivo de los resultados se realizo mediante
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el programa Statistical Product and Service Solutions
(SPSS) version 9.0 para Windows y para determinar las
relaciones estadisticas se aplico Chi cuadrado (X*) con un
nivel de significancia del 95% (p < 0,05).

Resultados

Se aislaron un total de 171 cepas de Staphylococcus
spp., de 130 muestras de queso blanco (blando y duro)
procesadas. Predominé el aislamiento de Staphylococcus
coagulasa negativa (67,7 %) sobre los aislamientos de
Staphylococcus coagulasa positiva (32,20%). Las especies

detectadas por orden de frecuencia fueron (Tabla 1): en
quesos blandos: S. epidermidis (28,1%), S. aureus
(11,7%), S. capitis (4,1%), S. haemolitycus (1,7%), S.
saprophyticus (1,7%), S. hominis (1,2 %) y S. warneri
(0,6%); en las muestras de queso duro la distribucion de
las especies fue: S. epidermidis (21,6 %), S. aureus
(20,5%), S. capitis (4,1%), S. haemolitycus (1,7%), S.
saprophyticus (1,7%) y S. hominis (1,2 %). La presencia
de S. aureus en las muestras de queso duro, obtuvo un
valor estadisticamente significativo, asi como cuando se
relaciond la presencia de S. epidermidis en queso blando.

Tabla 1. Estafilococos aislados de muestras de queso blanco (blando y duro) fabricado artesanalmente en el Edo. Anzoategui.

Tipo de queso

Total
Blando Duro
Especie
AisTl\;dos % Aisll\;dos % AiSTl\;dOS %
S. aureus 20 11,7 35 20,5 * 55 32,2
S. epidermidis 48 28,1 * 37 21,6 85 49,7
S. capitis 7 4,1 7 4,1 14 8,2
S. haemolitycus 3 1,7 3 1,7 6 3,5
S. saprophyticus 3 1,7 3 1,7 6 3,5
S. hominis 2 1,2 2 1,2 4 2,3
S. warneri 1 0,6 0 0 1 0,6
TOTAL 84 49,1 87 50,9 171 100
*p < 0,05
Tabla 2. Susceptibilidad a oxacilina de especies estafilococicas aisladas de muestras de queso blanco (blando y
duro) fabricado artesanalmente en el Edo. Anzoategui.
Oxacilina Total
Especie Sensible Resistente
N° aislados % N° aislados % N° aislados %
S. aureus 53 31 2 1,2* 55 32,2
S. epidermidis 71 41,5 14 8,2 85 49,7
S. capitis 8 4,8 6 3,4* 14 8,2
S. haemolitycus 6 34 0 0 6 34
S. saprophyticus 5 2,8 1 0,6 6 34
S. hominis 2 1,2 2 1,2* 4 2,4
S. warneri 0 0 1 0,6* 1 0,6
TOTAL 145 84,75 26 15,2 171 100
*p<0,05

La resistencia asociada a los antibidticos evaluados fue
la siguiente: eritromicina (67,7%), gentamicina (64,7%),
ciprofloxacina (57%), clindamicina (49,2%) y tetraciclina
(46,2%). Todas las cepas de Staphylococcus aisladas fue-
ron sensibles a la vancomicina y 26 (15,2%) resistentes a

oxacilina (Tabla 2). Todos los aislados de S. haemolyticus
(100%) fueron sensibles a oxacilina. En una de las cepas
oxacilino-resitente de S. aureus no se detectd la presencia
de la proteina PBP2a (Figura 1), no obstante, en este estu-
dio se observd una significancia estadistica (p < 0,05)
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cuando se relacioné a las especies S. aureus, S. capitis, S.
hominis y S. warneri, que fueron resistentes a oxacilina y
en ellas se evidencio la presencia de la proteina PBP2a.
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Figura 1. Presencia de proteina PBP2a en cepas de Estafilococos resisten-
tes a oxacilina.

La presencia del gen que codifica para la proteina PBP2a
se detectd tanto en cepas con homorresistencia como en
cepas con heterorresistencia (Tabla 3); de las cepas que
mostraron resistencia absoluta u homorresistencia se evi-
denci6 la presencia del gen mecA en el 30,8%, mientras
que solo en 2 casos (7,7%) de aquellas que presentaron
heterorresistencia a oxacilina.

Discusioén

Tomando en consideracion que el género Staphylococ-
cus esta integrado por especies halofilas, y existen factores
fisicoquimicos y de almacenaje del queso que permiten el
optimo desarrollo de las mismas (rangos de temperatura de
35°C a 36°C, pH entre 4.0 y 9.8, atmdsfera aerdbica y una
actividad del agua, Aw, 0.98, entre otros) que crean un
habitat idoneo para la proliferacion de estos mesofilos
[16], se puede justificar su presencia en quesos blancos
elaborados artesanalmente.

Sin embargo, al comparar los valores de frecuencia ob-
tenidos para S. aureus y S. epidermidis en queso duro y
blando respectivamente, se observo una diferencia estadis-
ticamente significativa que puede ser explicada si conside-
ramos los siguientes parametros: 1.- La variacién en la
concentracion de sal en la elaboracion de los diferentes
tipos de quesos (en duros, aproximadamente 4% de NaCl y
en semi-duros o blandos cerca de 3% de NaCl [17], 2.-
Una capacidad de adaptabilidad del S. aureus a concentra-
ciones de NaCl superior que el S. epidermidis, debido
probablemente, a diferencias en los constituyentes lipidi-
cos de la célula (principalmente por la diferencia en las
cantidades de cardiolipina que son mayores en S. aureus
[18-22] y la proteccion que pueden conferirle al S. aureus
los iones Ca™" del queso [23]. Cabe destacar, que la con-
taminacion bacteriana del queso de produccion artesanal,
es facilitada por la exposicion de las manos de las personas
que procesan el alimento, al suelo, al agua, a objetos con-
taminados, el contacto con animales reservorios [24-26],
asi como también por la diseminacion microbiana desde
las mucosas que tapizan fosas nasales y garganta [4-6] de
los manipuladores del alimento como ha sido demostrado
por varios autores en la evaluacion microbioldgica del
personal que procesa alimentos y su relacion con el grado
de contaminacion del producto alimenticio [6,27].

Tabla 3. Distribucion porcentual de la presencia del gen mecA de acuerdo al tipo de resistencia observada en cepas aisladas de queso blanco

(duro y blando) fabricado artesanalmente.

Gen mecA Total
; ota
Tl.p 0 deA Ausente Presente
Resistencia
N° Aislados % N° Aislados % N° Aislados %

Homorresistente 12 46,2 8 30,8 20 76,9
Heterorresistente 4 15,4 2 7,7 6 23,1
Total 16 61,6 10 38,5 26 100

Estudios sobre la calidad microbioldgica de los quesos
blancos frescos venezolanos de elaboracion artesanal,
indican que en mas del 90% de las muestras analizadas, las
poblaciones de especies de Staphylococcus estan por en-
cima de los limites aceptables [28-30]. En la elaboracion
de los quesos blancos frescos se emplea leche cruda y en
muchos casos hay deficiencias en las buenas practicas de
manufactura (pobres condiciones higiénicas del ordefio, la
no refrigeracion de la leche después de éste, el ordefio de
vacas con mastitis, entre otros), lo que explica que estos

productos sean riesgosos para la salud de los consumidores
[29,30].

Todas las cepas de S. haemolyticus aislados de los que-
sos fueron sensibles a oxacilina, a diferencia de los hallaz-
gos de Louie et al. [31], quienes evaluaron la susceptibili-
dad a oxacilina de cepas provenientes de muestras clinicas
encontrando que 11/15 aislados de S. haemolyticus eran
resistentes. Este resultado es interesante y significativo, ya
que pudiera deberse a que éstas habrian estado en contacto
con cepas o variantes de bacterias con desarrollo de meca-
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nismos de resistencia antibidtica, en concordancia con lo
demostrado por Teuber et al. [32] quienes sefialaron la
posibilidad de la transferencia genética de informacion de
resistencia bacteriana, entre cepas de la misma o diferentes
especies provenientes de animales tratados con antibioticos
y cepas de alimentos, como el queso.

La frecuencia de los aislados de muestras de quesos,
resistentes a oxacilina, fueron menores a los reportados por
la mayoria de los investigadores para el grupo de Staphy-
lococcus provenientes de muestras de pacientes hospitali-
zados [31,33], pero similares a los obtenidos por Norman-
no et al. [34], quienes igualmente estudiaron la presencia
de especies oxacilino-resistentes en quesos italianos (mo-
zarella y pecorino). Aun cuando es obvio que es mas facti-
ble el hallazgo de cepas de origen nosocomial u hospitala-
rias resistentes a cualquier antibidtico (incluso en portado-
res asintomaticos que acuden o trabajan en estos centros de
salud), en donde este ambiente termina siendo fuente de
diseminacion para dichos microorganismos, se justifica el
estudio de la deteccion de cepas de origen comunitario
provenientes de alimentos, debido a que implica, epide-
miologicamente, la existencia de cepas de circulacion
ambiental que ya poseen la capacidad de resistir los efec-
tos de la oxacilina y por lo tanto a todos los B-lactamicos y
a las combinaciones de B-lactdmicos con inhibidores de -
lactamasas. Este tipo de investigacion ha sido poco im-
plementado tanto en el dmbito internacional como en el
nacional.

No se detectd la proteina PBP2 expresada por el gen
mecA, en todas las cepas oxacilino resitentes aisladas, lo
que implica que se puede atribuir la resistencia a la presen-
cia de otras PBP modificadas o a la hiperproduccion de -
lactamasa [3,9,10]. Sin embargo, en este estudio se obser-
v6 una correlacion estadisticamente significativa cuando se
relaciono la presencia de la proteina PBP2a y las especies
aisladas de Staphylococcus aureus, S. capitis, S. hominis y
S. warneri, lo que amerita mas estudios para determinar si
las cepas locales de estas especies han desarrollado mayor
oportunidad y/o capacidad de expresar este mecanismo de
evasion a los antibioticos, en comparacion con otras espe-
cies o es simplemente un hallazgo estadistico fortuito. La
presencia del gen que codifica para la proteina PBP2a se
observo tanto en cepas con homorresistencia como en
cepas con heterorresistencia, probablemente debido a que
este tipo de cepas oxacilino resistentes poseen una variabi-
lidad extrema en la expresion de rasgos de resistencia [3].

Ademas del S. aureus, los Staphylococcus coagulasa
negativos son reconocidos como importante causa de in-
fecciones nosocomiales; el origen de la contaminacion con
este microorganismo puede ser de enddgeno o exdgeno,
comunmente transferido a través de las manos del personal
que esta involucrado [35-37]. Otro factor critico de la
transmision, es la capacidad que poseen estos gérmenes
para sobrevivir en diferentes ambientes, asi como también
la capacidad de adherencia en biopeliculas, formacion
implicada como factor de virulencia [36,38]. La tasa de
resistencia a oxacilina de este grupo de microorganismo
tiene una tendencia al aumento en varios paises, como por

ejemplo Estados Unidos de América [37], e inclusive en
Venezuela [39], de aqui la importancia de la identificacion
de las especies y su comportamiento de susceptibilidad
individual para el mejor monitoreo epidemiologico de
estas bacterias.

Son muchos los trabajos que evaltan la calidad micro-
bioldgica de alimentos de diversos origenes, como lacteos
0 carnicos, no obstante, en muy pocos se determina la
posibilidad del desarrollo de resistencia a los antibioticos y
su posible papel como fuente de infeccion desde los ali-
mentos al hombre o animales [25,32,34,40-42].

A pesar de que los hallazgos porcentuales de Staphy-
lococcus oxacilino resistentes descritos en este estudio son
bajos, conforman un modelo factible como fuente de di-
seminacion de los mismos que deberian ser considerados
desde un enfoque sanitario, como un problema de salud
publica donde se incrementan los factores de riesgo de
adquirir en la comunidad, una infeccion por un Staphylo-
coccus oxacilino resistente. Esto requerira medidas educa-
tivas y preventivas dirigidas a los operadores de alimentos
y a los productores agropecuarios, orientadas a la modifi-
cacion de las condiciones que favorecen el desarrollo de
estas cepas a fin de minimizar el riesgo en la comunidad.

Conclusiones

e Se observo el predominio de cepas Staphylococcus coa-
gulasa negativas en ambos tipos de queso blanco: blando y
duro.

e La resistencia de los Staphylococcus spp. a la oxacilina
mediada por el gen mecA estd presente en cepas ambienta-
les de facil intercambio entre individuos.

e No se observd relacion estadisticamente significativa
entre el tipo de resistencia a oxacilina y la presencia de la
proteina PBP2a.

e La resistencia de algunas cepas de Staphylococcus spp. a
la oxacilina se asocid con multirresistencia (resistencia
simultanea a eritromicina, gentamicina, ciprofloxacina,
clindamicina y tetraciclina).

e La presencia de cepas de estafilococo oxacilino resisten-
tes en un alimento de consumo masivo, como son los que-
sos de fabricacion artesanal, puede representar un proble-
ma de salud publica por el aumento del riesgo de disemi-
nacion de estas cepas en la comunidad.
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