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RESUMEN. El consumo de quesos frescos artesanales es una practica comuin debido a su importancia en la cultura gastrondmica de
México y Oaxaca. Sin embargo, el queso fresco se ha asociado directamente con el desarrollo de intoxicaciones alimentarias y representa
uno de los mayores riesgos en la transmisién de agentes patdgenos multirresistentes a antibioéticos, principalmente debido a la presencia
de Staphylococcus aureus. Esta investigacion se realizé con el objetivo de caracterizar la composicion y diversidad genética de los factores
de virulencia y los locus del gen mecA de S. aureus en quesos frescos artesanales comercializados en el mercado de Puerto Escondido,
San Pedro Mixtepec, Oaxaca. Se adquirieron 4 quesos de aro y 4 quesos en hoja en tres queserias (24 quesos), luego se realizé un muestreo
aleatorio simple: técnica de cuarteo para obtener seis muestras compuestas, las cuales fueron evaluadas mediante analisis fisicoquimicos
y microbioldgicos por PCR-multiplex. Las variables fisicoquimicas analizadas fueron NaCl y Ca, con valores de calcio entre 15.14+0.27
y 28.94+0.66, y de NaCl entre 4.2 y 6.5%, clasificando los quesos como muy salados. Se confirm¢ la presencia de Staphylococcus aureus
coagulasa positiva y resistente a meticilina, con el cassette cromosémico estafilococico SCCmec IV, en todas las muestras. Los genes
detectados codifican para enterotoxina E y TSST-1, presentes en todas las muestras y en dos de las muestras, respectivamente. Se
concluye que existe un microambiente idéneo para el crecimiento de S. aureus y la produccién de sus toxinas.

Palabras clave: Intoxicacion alimentaria estafilocdcica, productos lacteos, seguridad alimentaria, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina.

ABSTRACT. The consumption of artisanal fresh cheeses is a common practice due to their importance in the gastronomic culture of
Mexico and Oaxaca. However, fresh cheese has been directly associated with the development of food poisoning and represents one of
the greatest risks in the transmission of antibiotic-resistant pathogens, mainly due to the presence of Staphylococcus aureus. This research
was conducted with the aim of characterizing the composition and genetic diversity of virulence factors and the mecA gene loci of S.
aureus in artisanal fresh cheeses sold in the Puerto Escondido market in San Pedro Mixtepec, Oaxaca. 4 ring cheeses and 4 leaf cheeses
were purchased from three cheese factories (24 cheeses), subsequently, a simple random sampling was carried out: quartering technique
to obtain six composite samples, were purchased from three cheese factories and evaluated through physicochemical and
microbiological analyses using multiplex PCR. The physicochemical variables analyzed were NaCl and Ca, with calcium values ranging
from 15.14+0.27 to 28.94+0.66, and NaCl values ranging from 4.2% to 6.5%, classifying the cheeses as very salty. The presence of
coagulase-positive, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) with the SCCmec IV staphylococcal chromosomal cassette was
confirmed in all samples. The detected genes encode for enterotoxin E and TSST-1, present in all samples and in two of the samples,
respectively. It is concluded that there is an ideal microenvironment for the growth of S. aureus and the production of its toxins.
Keywords: Staphylococcal food poisoning, dairy products, food safety, methicillin-resistant Staphylococcus aureus.
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INTRODUCCION

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) se disemina por todo el mundo, adaptandose
a diferentes condiciones ambientales y modula su patogenicidad, debido a la capacidad de adquirir
genes por transferencia horizontal o vertical (Schaberg y Zervos 1986), incluidos genes de
resistencia a multiples antibidticos. Desde los inicios de la era antimicrobiana se han seleccionado
de manera gradual cepas de S. aureus resistentes a antibioticos de importancia para el uso clinico.
SARM es uno de los principales patdgenos infecciosos recientes y, por lo tanto, plantea un desafio
para el control de infecciones (Liu et al. 2016). En 1959 surgid la meticilina; resistente a la
penicilinasa que produce S. aureus. Dicho antibidtico pertenece al grupo de los -lactdmicos. Posee
tamafio molecular mayor al de la penicilina (Aguayo-Reyes et al. 2018). La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) ha clasificado a Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA), con
sensibilidad intermedia y resistencia a la vancomicina (VISA y VRSA), como un patdgeno
prioritario de Prioridad 2: Elevada para la investigacion y desarrollo de nuevos antibidticos (OMS
2024). Actualmente, se han aislado SARM de alimentos de origen animal en diferentes paises; sin
embargo, so6lo unos pocos estudios monitorean SARM en los alimentos, principalmente en los
productos lacteos (Gonzalez et al. 2017).

La intoxicacion alimentaria estafilocdcica (IAE) es una de las enfermedades mas comunes
transmitidas por alimentos en todo el mundo como resultado del consumo de alimentos que
contienen enterotoxinas estafilocdcicas (ES) producidos principalmente por S. aureus (Queiroga et
al. 2013). Se conocen cinco tipos de enterotoxinas (A, B, C, D y E), de las cuales A es la mas
prevalente en los brotes de IAE (Hennekinne et al. 2012).

La leche y los productos lacteos se relacionan directamente con la frecuencia de aparicion en la
intoxicacion alimentaria por estafilococos (Torres et al. 2021), y es mayormente asociado con brotes
de intoxicacién alimentaria (Kiimmel et al. 2016, Aragao et al. 2021). La presencia de los
microorganismos en el queso depende fundamentalmente de la calidad y tratamiento térmico de
laleche, limpieza en general de la queseria, calidad de los cultivos empleados, manejo de la cuajada
durante el procesamiento, temperatura de almacenamiento, transporte y distribucion del queso
(Gonzalez-Machado et al. 2024). La comercializaciéon de productos lacteos elaborados a partir de
leche cruda, son una realidad en Latinoamérica, sobre todo en México, tanto en las comunidades
rurales como en las dreas periurbanas de las ciudades (Adame-Gdémez et al. 2018). Lo que aumenta
el riesgo de consumir alimentos contaminados. Por ello el objetivo del articulo fue caracterizar
molecularmente a Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) en quesos frescos
artesanales expendidos en el mercado de Puerto Escondido, Oaxaca.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio
Los quesos frescos artesanales utilizados se adquirieron en el mercado local ubicado en la ciudad
de Puerto Escondido, municipio de San Pedro Mixtepec, en el estado de Oaxaca, México.
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Toma de muestras

Se efectu6 un muestreo no probabilistico por conveniencia el dia 24 de agosto de 2021 se realizé la
compra de cuatro quesos de aro y cuatro de hoja (queso fresco envuelto en Xanthosoma robustum,
Araceae) conocidos comunmente como capote o colomo (Pacheco-Trejo et al. 2023), en tres
queserias (A, B y C); mismas que aceptaron ser parte de dicho muestreo. Los quesos se etiquetaron
y se transportaron en una bolsa de primer uso proporcionadas al vendedor y colocados en hielera
para mantener una temperatura de aproximadamente 10°C y llevarlos para su posterior analisis a
los laboratorios de Genética y Productos Pecuarios de la Universidad del Mar y al Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas y Pecuarias de la ciudad de Guadalajara.

Obtencion de muestras compuestas

Con la finalidad de poder realizar los andlisis fisicoquimicos y microbioldgicos correspondientes,
fue necesario obtener muestras compuestas con cantidades superiores a 700 g, para ello se realizo
un muestreo aleatorio simple: técnica de cuarteo, en cada uno de los quesos adquiridos (4 quesos
aro y 4 quesos hoja por queseria), y posteriormente se agruparon por tipo de queso y queseria de
origen; denominadas con la literal de cada queseria (A, B y C) mas la designada para el queso de
aro (A) y el de hoja (H), de tal forma que se obtuvieron seis grupos nombrados: AA, AH, BA, BH,
CA y CH. Al finalizar se empacaron al vacio 500 g de cada muestra, los cuales fueron identificados
con sus respectivas claves y enviados al laboratorio de Nutricion Animal del Centro Universitario
del Sur para que se realizaran por duplicado los andlisis de humedad, proteina cruda, grasa cruda
y cenizas; quienes, en vinculacion con el Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas y
Pecuarias de la ciudad de Guadalajara, determinaron dos veces los valores de cloruro de sodio,
calcio y conductividad eléctrica. El material restante se colocd en bolsas de plastico y se guardo en
un congelador para su posterior andlisis. Todos los andlisis se hicieron por duplicado.

Analisis fisicoquimicos

Temperaturay pH
Para la determinacion de estas variables se utilizé un potencidometro/termdémetro con electrodo de
insercion Hanna® modelo HI 99161.

Determinacion de Lugol

Se tomaron 5 g de cada una de las muestras compuestas de queso y posteriormente se depositaron
en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, que contenia 100 mL de agua destilada, a continuacion, se
colocd el matraz sobre la parrilla eléctrica de calentamiento y agitacion; THERMO SCIENTIFIC;
modelo SP88850100. Al llegar al punto de ebullicion, se procedié a dejarlo enfriar, para afiadir unas
gotas de Lugol (yodo y yoduro 1:2). Una coloracion azul oscura; habria indicado la presencia de
almiddn, mientras que la tonalidad marrdn indica un resultado negativo, como lo sefiala la NMX-
F-374-1983 (SE 2021).

Calcio, cloruro de sodio y conductividad eléctrica
Cada una de las muestras compuestas se enviaron al Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas y Pecuarias en Guadalajara, Jalisco, donde se determinaron las variables Ca, NaCl
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mediante digestion con acido nitrico y cuantificacion mediante espectrofotometro de absorcion
atémica, mientras que Conductividad eléctrica (CE) fue medida a través de un Conductimetro.

Analisis microbiologico

El andlisis microbiologico se realizo en el laboratorio de Genética perteneciente a la Universidad
del Mar Campus Puerto Escondido, donde se extrajo el ADN gendmico de las muestras compuestas
de los quesos y se realizo la amplificacion por PCR multiplex utilizando primers para identificacion
y caracterizacidon, virulencia y determinar el tipo de cassette cromosomico estafilococico de
resistencia a meticilina (SCCrmec).

Cepa control

La cepa de referencia utilizada es Staphylococcus aureus subsp. Aureus (ATCC®43300™)
proporcionada por el M.C. Carlos Alberto Castafiéon 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 mecA positivo; SCCmec type Il positivo; resistente a meticilina y oxacilina.

Extraccion de ADN gen6émico

Las muestras de queso fueron desmoronadas con ayuda de guantes, se colocaron 2 g de muestra
en un tubo Falcon de 50 mL estéril y se agregaron 10 mL de TEN (Tris-HCI 100 mmol, EDTA 50
mmol, NaCl 500 mmol a pH 8.0) y 5 perlas de vidrio para posteriormente ser agitadas en un vortex;
DRAGONLAB MXS®, modelo 821200040000, durante 5 min, posteriormente se anadieron 20 mL
de buffer lisis (Tris-HCl 100 mM pH 8.0, EDTA 20 mM pH 8:0, NaCl 1.4 M, CTAB 2%) (relacién 1:2)
se agitaron durante 5 min, se agregaron 120 pL de proteinasa k y 120 pL de lisozima se invirtieron
los tubos lentamente, con el objetivo de mezclar las muestras, durante 10 min. Posteriormente, se
transfirio 1 mL de las muestras a tubos eppendorf estériles y se incubaron a 67°C durante 30 min,
en una parrilla de calentamiento y agitacion de la marca THERMO SCIENTIFIC; modelo
SP88850100. Se agitaron los tubos cada 5 min para homogeneizar las muestras, al terminar se
centrifugaron a 12 000 rpm por 15 min. Después se procedio con la técnica de extraccion fenol-
cloroformo-isoamilico (Green y Sambrook 2012). Se verificd la extraccion mediante electroforesis
en gel de agarosa Promega, grado analitico al 0.8% (w/v) con buffer TAE 1X de la marca THERMO
SCIENTIFIC®, como disolucion de corrida. Se cargaron 5 puL del producto amplificado y 5 uL de
buffer de carga a 60 volts por 37 min, utilizando para el proceso un equipo de electroforesis marca
Bio-Rad®, modelo PowerPac™HC. Finalmente se tifieron en bromuro de etidio (0.5 pug/mL) por 25
min, se observaron y fotografiaron en el transiluminador; UVP Benchtop® Variable
Transilluminator.

Caracterizacion de Staphylococcus aureus
La caracterizacién de Staphylococcus aureus se realizd por PCR multiplex; para ello se usaron
primers especificos descritos en la Tabla 1.
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Tabla 1. Primers para identificacion y caracterizacidon de Staphylococcus aureus

Gen Nom.b re del Secuencia del primer Tamaio Referencia
Primer (pb)
235 TRNA StaphyF ACGGAGTTACAAAGGACGAC 151 El-Sayed et al.
StaphyR AGCTCAGCCTTAACGAGTAC (2006)
clfAF GGCTTCAGTGCTTGTAGG El-Sayed et al.
fact hesi 1
Gen factor de adhesion CIfAR TTTTCAGGGTCAATATAAGC 001000 (2006)
Coagulasa (evasién CoaF ATAGAGATGCTGGTACAGG
inmunolégica) CoaR GCTTCCGATTGTTCGATGC 580-660  Hookey efal. (1998)
T ) (, i6n) nucF AGTTCAGCAAATGCATCACA 400 Cremonesi et al.
ermonucleasa (Invasion
" nucR TAGCCAAGCCTTGACGAACT (2005)

Para la amplificacion se usé un termociclador BioRad®, la mezcla de reaccion (50 uL) que contenia
1X de buffer (Promega®), 0.5 mmol de MgCl (BioTecMol), 1.25 u/pL TaQ polimerasa (Promega®),
0.2 mmol dNTP’s (Sigma), primers 0.1 uM. Para el PCR multiplex de identificacion y
caracterizacion de Staphylococcus aureus las muestras se sometieron a ciclos térmicos donde la
temperatura de alineacion era de 94 °C durante 5 min, seguido de 30 ciclos, manteniendo
desnaturalizacion a la misma temperatura por 1 min. Posteriormente hibridacion a 64 °C por 2 min,
58 °C por 2 min y 57 °C por 2 min. Aunado a una extension a 72° C por 90 seg y elongacion final de
72 °C por 10 min; finalmente enfriar a -4° C. Posteriormente, se tomaron 5 pL de cada muestra
resultante de la amplificacion y se repitio el proceso con las mismas condiciones. Los productos de
amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa grado analitico 2%, con buffer TAE
1X (40 mmol Tris-HCIL, 1 mmol EDTA/, 1.14 uL/L de acido acético glacial, pH 7.8), se cargaron 25
uL del producto amplificado y 5 uL de buffer de carga a 80 volts por 2 horas, finalmente se tifio en
bromuro de etidio durante 25 min y se observé el gel en el transiluminador.

Perfil de virulencia de aislamientos de Staphylococcus aureus
Para el perfil de virulencia de S. aureus se usaron primers los descritos en la Tabla 2.

Tabla 2. Primers para el Perfil de virulencia

Nombre
Proteina del Secuencia del primer Tamafo (pb) Referencia
primer
Enterotoxina A seaF GGTTATCAATGTGCGGGTGG 102 Mehrotra et al.
seaR CGGCACTTTTTTCTCTTCGG (2000)
. sebF GTATGGTGGTGTAACTGAGC
Enterotoxina B sebR CCAAATAGTGACGAGTTAGG 164 Mebhrotra et al. (2000)
. secF AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG
Enterotoxina C secR CACACTTTTAGAATCAACCG 451 Mehrotra et al. (2000)
. sedF CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG
Enterotoxina D sedR ATTGCTATTTTITITCGTIC 278 Mehrotra et al. (2000)
. seeF AGGTTTTTTCACAGGTCATCC
Enterotoxina E seeR CTTTTTTITCTICGGTCAATC 209 Mebhrotra ef al. (2000)
. etaF GCAGGTGTTGATTTAGCATT
Toxina etA otaR AGATGTCCCTATTTTTGCTG 93 Mehrotra et al. (2000)
. etbF ACAAGCAAAAGAATACAGCG
Toxina etB otbR GTTTTTGGCTGCTTCTICTTG 226 Mebhrotra et al. (2000)
Toxina-1 del TSST-1 ATGGCTATATACATTCAATT
sindrome de choque 350 Mullarky et al
toxico E TSST-2 TTTCCAATAACCACCCGTTT (2001)
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Para la amplificacion se empled un termociclador BioRad®, la mezcla de reaccion (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®), primers 0.08 uM. Las muestras fueron sometidas a ciclos térmicos donde la temperatura
de alineaciéon era de 94 °C durante 5 min, seguido de 30 ciclos adicionales, manteniendo
desnaturalizacion a la misma temperatura por 2 min. Posteriormente, se realiz6 hibridacion a 55°C
por 2 min. Ademads 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 pL de cada muestra resultante de la
amplificacion y se repitio el proceso con las mismas condiciones. Los productos de amplificacion
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 &cido acético glacial, pH 7.8), se cargaron 25 uL del producto
amplificado y 5 uL 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.

Tipo de cassette cromosdmico estafilococico de resistencia a meticilina (SCCmec) en cepas de
Staphylococcus aureus.

Para la amplificacion se utilizé un termociclador BioRad, la mezcla de reaccion (50 puL) compuesto
por 1X de buffer, 0.5 mmol de MgCl, 1.25 u/uL TaQ polimerasa (Promega), 0.2 mmol dNTP’s
(Sigma), primers 0.08 uM. Las condiciones para la ampliacion fueron 12 min para la elongacion a
94°C, 30 ciclos de amplificacidn, 45 min para desnaturalizacion a 94 °C, 1 min para la hibridacion a
55 °Cy 1 min a 72 °C para el proceso de extension se concluyé con una elongacion final de 10 min
a 72 °Cy conservacion a -4 °C. Los primers utilizados se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Primers para determinar el tipo de cassette cromosémico estafilococico de resistencia a meticilina (SCCmec).

SCCmec Tipo Nom.bre del Secuencia del primer Tamano Referencia

Primer (pb)
Resistencia a mecAF GAAATGGAACGTCCGATAA .
meticilina Control mecAR CCAATTCCACATTGTTTCCTAA 310 Rahmaniar et al. (2020)
CIFF2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG

locus A I 4 inch .01

ocus CIF R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC 9 Sanchez et al. (2013)
KDP F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC )

locus B 11 KDP R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG 284 Sanchez et al. (2013)

locus C L MECI P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC 200 Sinches of al. (2013

ocus ’ MECI P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC anchez et al. (2013)
DCS F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC )

locus D ILIL IV DCSR1 CTAAATCATAGCCATGACCG 342 Sanchez et al. (2013)
RIF4 F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG )

locus E 111 RIF4 RO CCCTTTATCTGTATCTATCGC 243 Sanchez et al. (2013)
RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG )

locus F 1 RIF5R13  GTCACAGTAATTCCATCAATGC 44 Sanchez et al. (2013)

s G A 15431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 281

pUBI1I0R1T  GAGCCATAAACACCAATAGCC Olivera (2002

s H LA 15431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 03 ivera (2002)

ocus
pT181 R1 GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC
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RESULTADOS

Analisis fisicoquimicos

La prueba de Lugol que se realizd para determinar la presencia de almidén se traduce en un
indicativo de si el producto es anadlogo o de leche. Los quesos de las tres queserias resultaron
negativos para la prueba, por lo que se determina que son de leche. En el caso de los quesos frescos
artesanales el valor minimo registrado para la variable calcio fue de 15.14 + 0.27 resultado de la
muestra AH y como maximo 28.94 + 0.66 obtenido de queseria CH (Tabla 4). Los quesos frescos
artesanales adquiridos en el mercado de Puerto Escondido tienen altos contenidos de calcio. Para
los niveles de NaCl, los valores encontrados para este compuesto van desde 4.2% que pertenece a
la muestra de la queseria AH, hasta 6.5% encontrado en la queseria CH. Aun cuando los quesos
del presente estudio cuentan con altos contenidos de NaCl, S. aureus. Con relacién a la
conductividad eléctrica es una medida indirecta de la concentracion de sales de una solucién y de
su contenido bacteriano, la causa radica en que las sales son buenas conductoras de electricidad y
las bacterias generan electricidad cuando respiran, el rango encontrado vari6 entre 1.32 +0.02 dS/m,
correspondiente a la queseria AH, y 1.87 + 0.02 dS/m, representando a la queseria B.

Tabla 4. Comparacién entre pardmetros de crecimiento de S. aureus y resultados fisicoquimicos.

Parametros de crecimiento de S. aureus. Muestras
Crecimiento de Produccion de
Parametros S. aureus enterotoxinas AA AH BA BH CA CH
Rango
Temperatura (°C) 7-48 10-48 26.36 24.11 25.06 25.67 24.86 25.00
pH 4-10 4.0-9.6 6.01 6.12 6.27 6.22 6.20 6.44
0.83->0,99 0.85->0,99
aw 0-90-> 0,99 0.90 - > 0,99 ND ND ND ND ND ND
NaCl (%) 0-20 0-10 5.77 4.19 4.25 4.84 4.61 6.45
. 2050+ 1514+ 1557+ 1630+ 2799+ 2894+
Calcio (g/kg) ND ND 7.05 027 042 0.70 538 0.66
Conductividad ND ND 1.48 + 1.32+ 1.58 + 1.87 + 1.54 + 1.63 +
eléctrica (dS/m) 0.22 0.02 0.01 0.02 0.04 0.02
Atmoésfera Aerobla'- Aerobia-Anaerobia Ae Ae Ae Ae Ae Ae
anaerobia

aw = Actividad de agua, NaCl = Cloruro de sodio, Ae = Aerobia, ND = No determinado.

Caracterizacion de Staphylococcus aureus.

Se amplificaron los genes 23S rrna (1251 pb) y coa (660 pb) en todas las muestras (Figura 1). Sin embargo,
no se logro la amplificacion de los genes del factor de adhesion (clfa) y termonucleasa (nuc),
probablemente debido a la variabilidad genética ya que algunos genes pueden estar ausentes o
presentar mutaciones que impiden su amplificacion.

Perfil de virulencia de aislamientos de Staphylococcus aureus

Los genes que amplificaron (Figura 2) fueron el gen tsst (350 pb) que codifica para la toxina TSST-
1 en todas las muestras que pertenecen a la queseria A (carril 1 y 2) y s6lo 1 perteneciente a la
queseria C (carril 9), el gen see (209 pb) que codifica para la enterotoxina E fue detectada en todas
las muestras de las tres queserias.
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Figura 1. Productos de PCR multiplex para la identificacién de S. aureus en quesos frescos artesanales expendidos en el
mercado de Puerto Escondido, mediante gel de agarosa al 2%. Carriles: M. Marcador Hyperladder 1Kb, CC. Cepa Control
(ATCC 43300), 1. AA, 2. AA, 3. AH, 4. AH, 5. BA, 6. BA, 7. BH, 8. BH, 9. CA, 10. CA, 11. CH y 12. CH.

CC1 23 4 5 67 910 11 1

10037
3000
1000
400 tsst-1
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Figura 2. Producto de PCR multiplex para la determinacion del perfil de virulencia. En quesos frescos artesanales
expendidos en el mercado de Puerto Escondido, mediante gel de agarosa al 2%. Carriles: M. Marcador Hyperladder 1Kb,
CC. Cepa Control (ATCC 43300), 1. AA, 2. AA, 3. AH, 4. AH, 5. BA, 6. BA, 7. BH, 8. BH, 9. CA, 10. CA, 11. CH y 12. CH.

Tipo de cassette cromosomico estafilocdcico en cepas de Staphylococcus aureus

Se detect6 una banda que corresponde al locus D (342 pb), tal y como se observa en la Figura 3.
Dicho resultado es analogo para todas las muestras evaluadas. El locus D es un indicativo de la
presencia de los SCCmec I, I y IV. Sin embargo, para que el cassette I se considere positivo, debe
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también amplificarse el locus A, mientras que los locus B y C confirmarian la presencia del SCCmec
II. A partir de lo anterior, al no haber amplificaciéon del locus A, By C.
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Figura 3. Producto de PCR multiplex para la deteccion del tipo de SCCmec. En quesos frescos artesanales expendidos en
el mercado de Puerto Escondido, mediante gel de agarosa al 2%. Carriles: M. Marcador Hyperladder 1Kb, CC. Cepa
Control (ATCC 43300), 1. AA, 2. AA, 3. AH, 4. AH, 5. BA, 6. BA, 7. BH, 8. BH, 9. CA, 10. CA, 11. CH y 12. CH.

DISCUSION

Analisis fisicoquimicos.

Aunque Staphylococcus no utiliza la respiracion extracelular (Pasachova-Garzon et al. 2019), su
actividad metabdlica puede influir en la composicion idnica del queso. Por ejemplo, la fermentacion
llevada a cabo por estas bacterias puede producir dcidos y otros compuestos que afectan la
concentracion de iones en el queso, alterando su conductividad eléctrica. La actividad del agua
(aw) es una propiedad termodindmica principal en ciencia y tecnologia de alimentos, el uso de la
sal (NaCl) y otros componentes como el calcio (Ca?) se utilizan para reducir la actividad del agua
en el queso, limitando el crecimiento bacteriano que generalmente oscila entre 0.95 y 0.991 (Tapia
2020). Pero este rango permite el crecimiento de Staphylococcus aureus y la produccidn de las toxinas,
419 a 6.45% de NaCl de los quesos muestreados (Alejo et al. 2011). Los quesos analizados
presentaron alto porcentaje de NaCl, superando lo reportado por Van-Hekken y Farkye (2003)
donde el contenido de NaCl fue de 1 a 3% en quesos frescos.

El calcio fue de 15.14+0.27 como minimo hasta 28.94+0.66 como maximo, por lo que de acuerdo con
Dominguez et al. (2004), el calcio (Ca?*) desempefia un papel vital en muchos procesos bacterianos,
incluyendo la expresion genética y la virulencia. Al respecto King et al. (2020) reportan que el calcio
regula la virulencia bacteriana actuando como un sefalizador celular, permitiendo la comunicacién
y respuesta celular tanto en ambientes intracelulares como extracelulares. Ademas, mencionan
como los patogenos bacterianos reconocen y responden al calcio del huésped, lo que desencadena
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mecanismos moleculares de adhesion, formacion de biopeliculas, dafo celular del huésped y
resistencia a las defensas del huésped. El calcio también regula eventos clave en la colonizacion del
huésped y la virulencia bacteriana, facilitando el desarrollo de infecciones persistentes. Al
comparar estas variables con las condiciones de crecimiento de la bacteria (Tabla 4), se observa que
los quesos artesanales comprados en queserias del mercado de Puerto Escondido, Oaxaca son
microambientes idoneos para el crecimiento y la produccién de toxinas de S. aureus (Alejo et al.
2011).

Caracterizacion de Staphylococcus aureus

El 100% de las 6 muestras compuestas (24 quesos) presentaron presencia de S aureus coagulasa
positiva, lo cual es comparable con lo reportado en otras regiones de México. Por ejemplo, en el
municipio de Teotitldan de Flores Magdn, en el estado de Oaxaca en México, Gonzalez-Montiel y
Franco-Fernandez (2015), establecieron la composicion de la microbiota del queso de aro que ahi
se comercializa. Para ello analizaron 12 muestras de queso, la cantidad de S. aureus obtenidas por
método tradicional fue de 5.76 + 0.71 Log10 UFC/g, y en placa Petri fue de 5.98 + 0.65 Log10 UFC/g.,
Por otro lado, en Chilpancingo Guerrero, México, Adame-Gomez et al. (2018) reportaron que, el
56.4% de 78 quesos elaborados con leche de vaca no pasteurizada fueron positivos para S. aureus.
Para el Golfo de México, Guzman-Hernandez et al. (2016) reportan que el 36% de las muestras
analizadas contenian S. aureus. Por otro lado, se ha encontrado la presencia de esta bacteria en
quesos frescos en Colombia (Vanegas et al. 2008, Herrera y Santos 2015); Ecuador (Saltos et al. 2018);
Venezuela (Maldonado y Llanca 2008); Brasil (Komatsu ef al. 2010) e Iran (Shanehbandi et al. 2014).
Resaltando la presencia de esta bacteria en los quesos frescos artesanales

Perfil de virulencia de aislamientos de Staphylococcus aureus

El gen que codifica para la enterotoxina E (see) se identificé en el 100% muestras de queso,
encontraste, Shanehbandi et al. (2014) hallaron que 34.8% de sus aislados provenientes de queso
fresco, eran positivos para sea, 13% seb, 4.3% sec 'y 8.7% see. La enterotoxina estafilocécica E es un
superantigeno que, como tal, posee caracteristicas inmunomoduladoras, es termoestable,
producida durante la fase logaritmica del crecimiento bacteriano y es resistente a los jugos gastricos
que se encuentran en el estomago de los hospedadores. Ademds de ser responsable de
intoxicaciones alimentarias que presentan sintomas como diarrea y voémito, e incluso puede
generar cuadros de enterocolitis. El principal medio de transferencia hacia los quesos de cepas
enterotoxigénicas es por contaminacion cruzada, mediante el personal que los elabora y manipula,
seguido de animales que padecen mastitis clinica o subclinica (Alejo et al. 2011, Cervantes-Garcia
et al. 2014).

En cuanto a la toxina responsable del sindrome del choque tdxico (TSST-1), sélo en tres muestras
de queso se detecto el gen tsst (25%), mientras que Ghasemi y Mahdavi (2018) determinaron que 2
de 22 aislamientos de S. aureus provenientes de quesos locales en el noreste de Iran, contenian el
gen tsst-1. Mientras que Arcuri et al. (2010) al analizar 166 aislados de S. aureus de leche cruda de
vaca contenida en tanques de enfriamiento de Minas en Brasil, identificaron el gen tsst-1 en 8
aislamientos. Al respecto, tsst-1 es uno de los agentes involucrados en causar la mastitis clinica y
subclinica en animales domésticos como vacas, ovejas y cabras por lo que su presencia puede
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considerarse proveniente de una ruta de transmision de la leche hacia los alimentos que de ella se
generan (Zschock et al. 2000, Farahmand et al. 2013).

Tipo de cassette cromosomico estafilococico en cepas de Staphylococcus aureus

Se detecto el locus D tipo IV en todas las muestras compuestas de queso, caso similar fue reportado
por Herrera et al. (2016) quienes por tipificacion genética de 8 aislamientos de SARM de muestras
de queso fresco (doble crema) producido con leche cruda de vaca en pequefas lecherias,
determinaron que todos los aislamientos albergaban el SCCmec tipo IV. Las distintas estructuras
genéticas del complejo de genes mec y del complejo de genes ccr determinan los tipos y subtipos de
SCCmecy, por otro lado, en las regiones ] puede estar integrada informacion de resistencia a otros
antibioticos y metales pesados (Liu et al. 2016). Los aislamientos del tipo IV provienen de personas
no asociadas al ambiente hospitalario han demostrado una mayor agresividad, lo que agrava las
infecciones causadas por SARM (Cavalcante et al. 2013). Aunque se creia que ciertos tipos de
SCCmec solo podian identificarse en aislamientos hospitalarios o comunitarios, estas cepas se han
aislado en ambos entornos. Esto facilita una diseminacion eficiente, convirtiéndose en un problema
de salud publica (Shankar et al. 2020).

CONCLUSIONES

Los resultados indican que los quesos de queserias del mercado de Puerto Escondido, Oaxaca, son
microambientes propicios para el crecimiento y la produccion de toxinas de Staphylococcus aureus,
lo que representa un riesgo para la salud publica local. Los datos obtenidos pueden servir como
base para desarrollar estrategias de intervencidén que incluyan la capacitacion de productores en
buenas practicas de higiene y la regulacion sanitaria mas estricta en los mercados locales. Este
trabajo subraya la necesidad de educar a la poblacion sobre los riesgos asociados al consumo de
productos lacteos no pasteurizados y la importancia de adquirir alimentos de fuentes confiables.
La colaboracion entre autoridades sanitarias, productores y consumidores es esencial para mejorar
la calidad y seguridad de los alimentos en la region.
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