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SUMMARY

Background. Staphylococcus aureus is a Gram-positive bacterium that is part of the normal human
microbiota but can act as an opportunistic pathogen, causing infections in the skin, soft tissues, and medical
devices. Additionally, it is relevant in foodborne diseases (FBD). Dairy products, especially fresh cheese,
are common vectors of S. aureus, which can develop antibiotic resistance, complicating its control and
treatment. Objective: To isolate and characterize methicillin-resistant S. aureus (MRSA) strains in artisanal
fresh cheese, evaluating their potential impact on food safety and public health. Methodology: Samples of
artisanal fresh cheese were obtained from the local market in Puerto Escondido, Oaxaca, Mexico.
Microbiological analyses were conducted in the Genetics Laboratory at Universidad del Mar, including
Gram staining and hemolysis tests. Methicillin resistance was determined by antibiogram, and resistant
strains underwent DNA extraction and amplification by PCR using specific primers. Virulence profiling
was conducted via PCR targeting toxin-related genes. The reference strain S. aureus subsp. aureus (ATCC®
43300™) was used as a control. Results: A total of 19 S. aureus strains were isolated, 15 of which carried
the 23S gene, while five strains exhibited virulence genes such as CIfA, CoA, and NuC. Additionally,
enterotoxin genes were identified in seven strains (Enterotoxin E), two strains (Enterotoxin D), and four
strains (Exfoliative Toxin etB). These findings confirm the presence of virulent and methicillin-resistant
strains in artisanal fresh cheese. The presence of MRSA in dairy products represents a significant risk to
public health and food safety. Implications: Study limitations include the sample size and the need for
further research to assess the prevalence of these strains in other dairy products. Conclusion: The study
highlights the importance of monitoring and controlling S. aureus in the food chain to prevent zoonotic
disease outbreaks and ensure food safety. Molecular characterization of methicillin-resistant strains is
crucial for developing effective diagnostic, treatment, and prevention strategies.
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RESUMEN
Antecedentes. Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva que forma parte de la microbiota
normal en humanos, pero puede comportarse como un patdgeno oportunista, causando infecciones en la
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piel, tejidos blandos y dispositivos médicos. Ademas, es relevante en enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA). Los productos lacteos, especialmente el queso fresco, son vectores comunes de S. aureus,
que puede desarrollar resistencia a antibioticos, complicando su control y tratamiento. Objetivo: Aislar y
caracterizar cepas de S. aureus resistentes a meticilina (SARM) en queso fresco artesanal, evaluando su
potencial impacto en la seguridad alimentaria y la salud publica. Metodologia: Se adquirieron muestras de
queso fresco artesanal en el mercado local de Puerto Escondido, Oaxaca, México. Los analisis
microbioldgicos se llevaron a cabo en el laboratorio de Genética de la Universidad del Mar, incluyendo
tincion de Gram y pruebas de hemdlisis. Las cepas resistentes a meticilina se determinaron por
antibiograma, y aquellas que mostraron resistencia fueron procesadas para la extraccién y amplificacion de
ADN mediante PCR con cebadores especificos. El perfil de virulencia se determiné por PCR dirigida a
genes de toxinas. Como control, se empled la cepa de referencia S. aureus subsp. aureus (ATCC®
43300™), Resultados: Se aislaron 19 cepas de S. aureus, de las cuales 15 presentaron el gen 23S, y cinco
cepas mostraron genes de virulencia como CIfA, CoA y NuC. Ademas, se identificaron genes de
enterotoxinas en siete cepas (Enterotoxina E), dos cepas (Enterotoxina D) y cuatro cepas (toxina exfoliativa
etB). Estos hallazgos confirman la presencia de cepas virulentas y resistentes a meticilina en el queso fresco
artesanal. La presencia de S. aureus resistente a meticilina en productos lacteos representa un riesgo
significativo para la salud publica y la seguridad alimentaria. Implicaciones: Las limitaciones del estudio
incluyen el tamafio de la muestra y la necesidad de estudios adicionales para evaluar la prevalencia de estas
cepas en otros productos lacteos. Conclusion: El estudio destaca la importancia de la vigilancia y control
de S. aureus en la cadena alimentaria para prevenir brotes de enfermedades zoonoéticas y garantizar la
seguridad alimentaria. La caracterizacion molecular de cepas resistentes a meticilina es crucial para

desarrollar estrategias efectivas de diagnéstico, tratamiento y prevencién.
Palabras claves: Staphylococcus aureus; Resistencia a meticilina; Seguridad alimentaria.

INTRODUCCION

Staphylococcus aureus, una bacteria Gram
positiva, forma parte de la microbiota normal en
los seres humanos, principalmente en la piel, la
zona nasofaringea, los pliegues inguinales y las
axilas, asi como en las mucosas (Harkin et al.,
2017). Sin embargo, cuando su entorno se altera,
se comporta como un patégeno oportunista
(Torres, 2006; Seija, 2006), causando una amplia
variedad de enfermedades infecciosas en la piel
y los tejidos blandos como musculos, tendones,
tejidos grasos y vasos sanguineos (Torres, 2006;
Zendejas, 2014; Wann, 2000). Ademas, S. aureus
también puede invadir dispositivos médicos
(Torres, 2006; Zendejas, 2014; Wann, 2000) y ha
demostrado relevancia en las enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA) (Torres 2021).
La razén detras de esto radica en que S. aureus
posee una serie de factores de virulencia y
patogenicidad codificados por diversos genes,
que se expresan a lo largo de su ciclo de vida
(Gnanamani et al., 2017; Zendejas, 2014) y
también tiene la capacidad de desarrollar
resistencia a la mayoria de los antibidticos
(Pasachova, 2019).

Los alimentos derivados de la leche representan
una parte importante de la dieta humana debido a
su aporte significativo en nutrientes esenciales
para el crecimiento y desarrollo (FAQO, 2013). No
obstante, también presentan ciertos riesgos
sanitarios, ya que pueden ser vectores de
enfermedades alimentarias si no se manejan con
las debidas precauciones (FAO, 2024; Gould,
2014; Van, 2017).

Durante el periodo 2010-2014, los productos
lacteos representaron un grupo de alto riesgo para
brotes de enfermedades que fueron transmitidas
por los alimentos (ETA’S) (Saltos et al., 2018).
Dentro del abanico de productos lacteos
elaborados, el que cuenta con el mayor nimero
de microorganismos patégenos al momento de su
comercializacion es el queso fresco (Sanchez-
Valdés et al., 2016). Por lo tanto, es mayormente
asociado con brotes de intoxicacion alimentaria
(Kummel et al., 2016, Aragdo et al., 2021).

La bacteria S. aureus, identificada como el
principal agente causal de la mastitis bovina, se
detecta en los productos lacteos como resultado
de esta enfermedad (Manjarrez et al., 2012,
Castafieda et al., 2013). Esta es la raz6n principal
por la que se utilizan antibacterianos para
combatirla. Por lo tanto, es muy probable
encontrar S. aureus resistentes a la meticilina
(SARM) en quesos frescos artesanales, por lo
que el objetivo del articulo es el aislamiento y
caracterizacién de cepas de S. aureus resistentes
a meticilina (SARM) aisladas de un queso fresco
artesanal, por varias razones: 1) Seguridad
Alimentaria: S. aureus puede producir toxinas
que causan intoxicaciones alimentarias. La
presencia de este patdgeno en el queso puede
representar un riesgo para la salud publica si no
se detecta y controla adecuadamente. 2) Calidad
del Producto: La presencia de esta bacteria en el
queso puede afectar su calidad y vida dtil. La
caracterizacion molecular nos permite identificar
cepas especificas y comprender su potencial
impacto en la calidad del producto y 3)
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Resistencia a Antibiodticos, la caracterizacion
molecular también nos ayuda a evaluar la
resistencia de las cepas de S. aureus a meticilina,
esto es crucial para garantizar que los
tratamientos sean efectivos y para prevenir la
propagacion de cepas resistentes.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El queso fresco artesanal utilizado se adquirié en
el mercado local ubicado en la ciudad de Puerto
Escondido, municipio de San Pedro Mixtepec, en
el estado de Oaxaca, México.

Anélisis microbioldgico

El analisis microbioldgico se realizd en el
laboratorio de Genética perteneciente a la
Universidad del Mar Campus Puerto Escondido.
Y la muestra se redujo mediante la técnica de
cuarteo, tomando un gramo de la muestra y
diluyendo en 9 mL de agua peptonada estéril y se
realizaron diluciones seriadas con solucién salina
estéril, posteriormente se sembré en cajas Petri
con agar sal manitol y usando la técnica por
extension  por triplicado. Se realizaron
observaciones en el microscopio Binocular
Primo Star Hal Full-kohler Carl Zeiss para su
caracterizacién morfoldgica (tincién de Gram) y
se sembraron en agar sangre para la prueba de
hemolisis (a, B o Y).

Resistencia a Meticilina

Las cepas que presentaron caracteristicas
morfoldgicas y bioquimicas para S. aureus se
realizaron pruebas de resistencia al antibidtico
mediante el método del antibiograma disco-placa
(Hudzicki, 2009) en Agar Mueller Hinton.

Extraccién de ADN
Las cepas que presentaron caracteristicas

morfologicas y bioquimicas a S. aureus y ademas
presentaron resistencia a meticilina se extrajo el
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ADN genémico para su caracterizacion
molecular por lisis fisica por cinco ciclos
consecutivos de congelacion (20 °C) vy
calentamiento (65 °C) durante 3 min. Tomando 2
microlitros de los lisados para su amplificacion
(Galicia-Jiménez et al., 2014).

Caracterizacion de Staphylococcus aureus

La caracterizacion de Staphylococcus aureus se
realiz6 por PCR; para ello se usaron cebadores
especificos descritos en la Tabla 1.

Para la amplificacién se us6 un termociclador
BioRad®, la mezcla de reacciéon (50 pL) que
contenia 1X de buffer (Promega®), 0.5 mmol de
MgCl, (BioTecMol), 1.25 u/puL TaQ polimerasa
(Promega®), 0.2 mmol dNTP’s (Sigma),
cebadores 0.1 pM. Para el PCR multiplex para
Staphylococcus las muestras se sometieron a
ciclos térmicos donde la temperatura de
alineacion fue de 94 °C durante 5 min, seguido
de 30 ciclos, manteniendo desnaturalizacion a la
misma temperatura por 1 min. Posteriormente
hibridacién a 64 °C por 2 min, 58 °C por 2 miny
57 °C por 2 min. Aunado a una extensiéna 72 °C
por 90 seg y elongacion final de 72 °C por 10
min; finalmente enfriamiento a -4 °C.
Posteriormente se tomaron 5 pL de cada muestra
resultante de la amplificacién y se repitio el
proceso con las mismas condiciones. Los
productos se comprobaron por electroforesis en
gel de agarosa grado analitico 2%, con buffer
TAE 1X (40 mmol Tris-HCI, 1 mmol EDTAVI,
1.14 pL/L de &cido acético glacial, pH 7.8), se
cargaron 25 pL del producto amplificado y 5 pL
de buffer de carga a 80 volts por 2 horas,
finalmente se tifio en bromuro de etidio durante
25 min y se observo el gel en el transiluminador.

Perfil de virulencia de aislamientos de
Staphylococcus aureus

Para el perfil de virulencia de S. aureus se usaron
cebadores especificos descritos en la Tabla 2.

Tabla 1. Cebadores para identificacion de Staphylococcus aureus.

Gen Cebadores Secuencia Pb Referencias
23S rRNA StaphyF ACGGAGTTACAAAGGACGAC 1251 1
StaphyR AGCTCAGCCTTAACGAGTAC

Gen factor de adhesién clfAF GGCTTCAGTGCTTGTAGG 900- 1
clfAR TTTTCAGGGTCAATATAAGC 1000

Evasion inmunoldgica CoaF ATAGAGATGCTGGTACAGG  580-660 2
CoaR GCTTCCGATTGTTCGATGC

Termonucleasa invasion nucF AGTTCAGCAAATGCATCACA 400 3

nucR TAGCCAAGCCTTGACGAACT

1.- El-Sayed et al., (2006), 2.- Hookey et al., (1998), 3.- Cremonesi et al. (2005)
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Tabla 2. Cebadores para el Perfil de virulencia.
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Gen Cebadores Secuencia pb  Referencias
Enterotoxina A seaF GGTTATCAATGTGCGGGTGG 102 1
seaR CGGCACTTTTTTCTCTTCGG
Enterotoxina B sebF GTATGGTGGTGTAACTGAGC 164 1
sebR CCAAATAGTGACGAGTTAGG
Enterotoxina C secF AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 451 1
secR CACACTTTTAGAATCAACCG
Enterotoxina D sedF CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG 278 1
sedR ATTGGTATTTTTTTTCGTTC
Enterotoxina E seeF AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 209 1
seeR CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC
Toxina exfoliativa etA etaF GCAGGTGTTGATTTAGCATT 93 1
etaR AGATGTCCCTATTTTTGCTG
Toxina exfoliativa etB etbF ACAAGCAAAAGAATACAGCG 226 1
etbR GTTTTTGGCTGCTTCTCTTG
Toxina-1 del sindrome de TSST-1 ATGGCTATATACATTCAATT 350 2
choque toxico TSST-2 TTTCCAATAACCACCCGTTT
1.- Mehrotra et al. (2000), 2.- Mullarky et al. (2001)
Para la amplificacion se empled un termociclador RESULTADOS

BioRad®, la mezcla de reaccién (50 pL) que
contiene 1X de buffer, 0.5 mmol de MgCl,, 1.25
u/uL TaQ polimerasa (Promega®), 0.2 mmol
dNTP’s (Sigma®), cebadores 0.08 pM. Las
muestras fueron sometidas a ciclos térmicos
donde la temperatura de alineacién era de 94 °C
durante 5 min, seguido de 30 ciclos adicionales,
manteniendo desnaturalizacién a la misma
temperatura por 2 min. Posteriormente se realiz6
hibridacién a 55 C por 2 min. Ademés de una
extension a 72 °C por 1 min y una elongacion
final de 72 °C por 5 min. Conservacion a -4 C.
Posteriormente se tomaron 5 L de cada muestra
resultante de la amplificacion y se repitio el
proceso con las mismas condiciones. Los
productos se comprobaron por electroforesis en
gel de agarosa al 2 % con buffer TAE 1X (40
mmol Tris-HCI, 1 mmol EDTA/L, 1.14 uL/L de
acido acético glacial, pH 7.8), se cargaron 25 pL
del producto amplificado y 5 pL de buffer de
carga a 80 volts por 2 horas, se tifio el gel en
bromuro de etidio y finalmente se observaron las
bandas resultantes en el transiluminador.

Cepa control

La cepa de referencia utilizada es Staphylococcus
aureus subsp. aureus (ATCC® 43300T™)
proporcionada por el M.C. Carlos Alberto
Castafion Sanchez del Hospital Regional de Alta
Especialidad de Oaxaca. Una de las
caracteristicas importantes de S. aureus es su
capacidad para secretar toxinas que dafian las
membranas de las células del hospedero
(Castafion-Sanchez, 2012) cuyas caracteristicas
fenatipicas y genotipicas son lukS/F-PV, mecA,
SCCmec Tipo Il.

Se obtuvieron 515 cepas, de las cuales se fueron
descartando  progresivamente  segin  los
resultados de las pruebas bioquimicas y
morfoldgicas. En la prueba de fermentacion del
manitol, se excluyeron 38 cepas; en la evaluacion
de resistencia a antibioticos, 34 cepas fueron
descartadas; en la prueba de B-hemolisis, se
eliminaron 25 cepas. Finalmente, tras la tincion
de Gram y el andlisis de la morfologia de
agrupacion, se descartaron 19 cepas, clasificadas
como estafilococos y diplococos (Figura 1).

A las 19 cepas se extrajeron el ADN y se realiz6
el PCRm, (Figura 2) obteniendo 15 cepas con el
gen 23S, cinco cepas presentaron los genes factor
de adhesién (CIfA), el de evasion inmunoldgica
(CoA) y la termonucleasa de invasion (NuC).

La deteccion del gen coagulasa (CoA) permitié
diferenciar a S. aureus coagulasa positivo de
otras especies de estafilococos coagulasa
negativos. Ademds, revela la facultad de S.
aureus para generar la enzima extracelular
responsable de coagular el plasma. La
produccion de coagulasa esta fuertemente
correlacionada con la virulencia que ejerce el
microorganismo, puesto que evita la fagocitosis
de la bacteria al localizar el &rea infectada y crear
una capa de fibrina alrededor del absceso
estafilococico (Cervantes-Garcia et al., 2014).

El gen clfA codifica la proteina CIfA, que esta
asociada a la pared celular de la bacteria S.
aureus Yy es factor importante de virulencia, ya
que es el receptor de fibrindgeno de superficie
celular, denominado factor de agregacion y su
interaccion con el fibrinégeno plasmatico
conduce a una aglomeracion bacteriana (Hartford
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et al., 1997, Hawiger et al.,1982). El gen nucA
que codifica para una termonucleasa extracelular
(TNasa) es usada como criterio de diagndstico de
esta especie (Hamdan-Partida et al., 2015).

Una vez caracterizado las cepas de S. aureus, las
15 cepas positivas se les realiz6 el PCRm para
deteccion de genes para las enterotoxinas,
obteniendo 7 cepas con Enterotoxina E, 2 con
Enterotoxina D y 4 con toxina exfoliativa etB
(Figura 3).

Blanco-Varillas et al., 2025

La enterotoxina estafilocdcica E es un
superantigeno  que, como tal, posee
caracteristicas inmunomoduladoras, es
termoestable y se produce durante la fase
logaritmica del crecimiento bacteriano y es
resistente a los jugos gastricos que se encuentran
en el estémago de los hospedadores. Ademas de
ser responsable de intoxicaciones alimentarias
que presentan sintomas como diarrea y vomito, e
incluso puede generar cuadros de enterocolitis
(Alejo et al., 2011, Cervantes-Garcia et
al.,2014).

Figura 1. A) Cepas sembradas en Agar Sal y Manitol, se observa colonias amarillas indicando la
fermentacion del manitol. B) Agar sangre cepas observando dos tipos de hemolisis a y . C) Antibiograma
de Meticilina en Agar Mueller Hinton, cepas con sensibilidad y resistencia al antibiotico. D) Tincion de
Gram con las agrupaciones caracteristicas de estafilococos y diplococos.
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Figura 2. Producto de PCR multiplex para la deteccion de ADN perteneciente a Staphylococcus aureus y
sus caracteristicas. M. Marcador Hyperladder 1Kb, C. Cepa Control (ATCC 43300). Genes amplificados
rRNA 23S (1251 pb), factor de adhesién (CIfA, 900 a 1000 pb), Evasion inmunolégica (CoA, 580 a 660

pb), Termonucleasa invasion (NuC, 400 pb).
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Figura 3. Producto de PCR multiplex para la deteccion de ADN perteneciente a enterotoxinas de
Staphylococcus aureus. M. Marcador Hyperladder 1Kb, C. Cepa Control (ATCC 43300). Genes
amplificados enterotoxina D (sed, 278 pb), enterotoxina E (see, 209 pb), toxina exfoliativa B (etB, 226 pb).

La enterotoxina estafilocdcica D se encuentra en
el mismo plasmido que lleva resistencia a
penicilina (Betley and Mekalanos, 1985, Bayles
and landolo, 1989), se sintetizan en grandes
cantidades durante la transicion entre las fases
exponencial y estacionaria de crecimiento
(Bergdoll et al.,1974), Las enterotoxinas Ay D
son las més frecuentemente asociadas con las
intoxicaciones alimentarias por S. aureus
(Bergdoll et al.,1974, Zhang, et al.,1998).

La toxina exfoliativa B es superantigeno,
termoldbil, codificada a partir de plasmidos y
tiene actividad de proteasa serina, por lo que
puede producir la separacion de la piel desde los
desmosomas, provocando cambios en la matriz
intracelular en el estrato granuloso de la
epidermis, originando una erupcién localizada;
como la denominada impétigo bulloso, o bien
generalizada, como la fiebre escarlatina y el
sindrome de piel escaldada (Arteaga y Arteaga,
2005, Cervantes-Garcia et al.,2014).

DISCUSION

Staphylococcus aureus es un patégeno de
importancia critica para la salud publica y
animal, identificado por la OMS (2024) como
uno de los microorganismos prioritarios para el
desarrollo de nuevos antibioticos. Su versatilidad
le permite infectar tanto a seres humanos como a
animales, destacAndose como un agente clave en
la mastitis bovina, una de las enfermedades mas
costosas para la industria lactea a nivel mundial
(Valdez-Alarcon et al., 2015).

Entre sus variantes, el S. aureus resistente a
meticilina (SARM) representa un desafio
significativo debido a su resistencia a los
antibioticos B-lactamicos y su notable capacidad
de adaptarse a diversos hospederos (Bustos-
Martinez et al., 2006; Gurgua-Gutiérrez et al.,
2024). Por ejemplo, el queso fresco artesanal

proporciona un microambiente ideal para el
crecimiento de S. aureus y la produccion de
toxinas (Gurgua-Gutiérrez et al., 2024). Factores
como la actividad del agua (aw) en un rango de
0.95-0.991 y un contenido elevado de NaCl
(4.19-6.45%) favorecen estas condiciones (Alejo
et al, 2011). Adicionalmente, las
concentraciones de calcio (15.14+0.27 a
28.94+0.66) regulan la virulencia bacteriana,
facilitando procesos clave como la adhesién, la
formacion de biopeliculas y la resistencia a las
defensas del huésped (King et al., 2020). Estas
caracteristicas incrementan el riesgo de
infecciones persistentes y representan un serio
peligro para la salud publica (Gurgua-Gutiérrez
et al., 2024).

El panorama epidemiolégico del SARM ha
cambiado drasticamente desde su identificacion
inicial como patdégeno nosocomial (SARM-AH).
Actualmente, se reconocen cepas comunitarias
(SARM-AC) y variantes asociadas a la
produccion animal (SARM-APA), lo que
evidencia su preocupante potencial zoonético
(De Leo et al., 2010; Fluit, 2012). Esta evolucion
se manifiesta de manera notable en el sector
lacteo. Estudios recientes realizados en Puerto
Escondido, Oaxaca, han identificado una
presencia generalizada de SARM portador del
cassette SCCmec tipo 1V en quesos artesanales
(Gurgua-Gutiérrez et al., 2024), subrayando el
papel de la leche cruda como un vehiculo critico
de transmision.

La identificacidn de cepas de S. aureus con genes
de virulencia como CoA, CIfA, NuC vy
enterotoxinas (E, D y exfoliativa etB) representa
un hallazgo crucial para la salud pablica. Estas
cepas estan asociadas a infecciones graves en
humanos, incluyendo intoxicaciones
alimentarias y enfermedades cutaneas. El
principal medio de transferencia hacia los quesos
de cepas enterotoxigénicas es por contaminacion
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cruzada, que generalmente ocurre a través del
personal encargado de la elaboracion y
manipulacion, asi como por animales que
presentan mastitis clinica o subclinica (Alejo et
al., 2011; Cervantes-Garcia et al., 2014).
Detectar estas cepas con genes de virulencia y
enterotoxinas  subraya la necesidad de
implementar medidas estrictas de control
sanitario, con el objetivo de mitigar riesgos y
proteger la seguridad alimentaria y la salud de los
consumidores.

CONCLUSIONES

Staphylococcus  aureus, especialmente  su
variante resistente a meticilina (SARM),
representa un desafio significativo para la salud
publica y animal debido a su capacidad de
adaptacion y resistencia a antibidticos. Su
presencia en la industria lactea, particularmente
en productos artesanales como el queso fresco,
evidencia su potencial zoondtico y el riesgo de
transmisiéon a través de la leche cruda. La
identificacion de cepas con genes de virulencia y
la contaminacion cruzada durante la
manipulacion de alimentos refuerzan la
necesidad de medidas estrictas de control
sanitario. Ante este panorama, es esencial
fortalecer la vigilancia epidemiolédgica y la
implementacion de protocolos de seguridad
alimentaria para mitigar riesgos y proteger a los
consumidores.
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