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RESUMEN

Objetivo: Determinar y comparar los perfiles de resistencia
de cepas de S. aureus aisladas de quesos, producidos en
la Zona Sur de Costa Rica y de un centro hospitalario de la
misma region.

Materiales y Métodos: Se analizaron 35 muestras de queso
fresco, adquiridas durante los meses de setiembre y octubre
del 2010 en la zona de San Vito de Coto Brus. A cada
muestra se le realizaron recuentos de coliformes totales,
coliformes fecales y Staphylococcus aureus. Adicionalmente
se analizd presencia/ausencia de Listeria monocytogenes
en 25 gramos del producto. A las cepas identificadas como
S. aureus se les realizé la prueba de sensibilidad a los
antibiéticos mediante el sistema automatizado Vitek y la
interpretacion de los datos se realizé siguiendo las pautas
del Clinical and Laboratory Standards Institute antimicrobial
susceptibility testing 2011. Adicional a esto se recolectaron
datos acerca de la sensibilidad de las cepas de S. aureus
aisladas e identificadas en el Hospital de San Vito de Coto
Brus en el mismo periodo.

Resultados: El promedio obtenido para el recuento de
coliformes totales fue de 9,7 X 10% UFC/g, para coliformes
fecales de 6,7 X 10° y para S. aureus de 2,8 X 10° UFC/
g, obteniéndose un 83 % de muestras positivas por esta
bacteria. En cuanto a la resistencia antimicrobiana, se
obtuvieron porcentajes de resistencia mayores en las cepas
de origen clinico. Se encontrd también que 23 de las cepas
(96%) provenientes de muestras clinicas, presentaban
resistencia a mas de un antibiético, mientras que siete de
las obtenidas a partir de queso (27%) presentaban esta
caracteristica. Con respecto a los betalactamicos (ampicilina,
oxacilina y penicilina) se observd la existencia de una
diferencia estadisticamente significativa (p<0,01) entre las
cepas de ambas fuentes, presentandose mayor resistencia
en las de origen clinico.

Conclusion: Ninguna de las cepas analizadas mostro
resistencia a vancomicina, trimethoprim/sulfa ni linezolid.
Palabras clave: Productos Lacteos, Staphylococcus aureus,
Farmacorresistencia Microbiana. (fuente: DeCS, BIREME)

ABSTRACT

Objective: determined and compared the resistance patters
of S. aureus strains isolated from cheese produced in the
southern zone of Costa Rica and from clinical samples
isolated at the hospital center of the same geographic zone.
Materials and Methods: Total and fecal coliform counts,
and S. aureus counts were performed to 35 fresh cheese
samples acquired at the zone of San Vito de Coto Brus.
Also, the presence of Listeria monocytogenes was analyzed
in 25 g of each sample. Antibiotic sensibility tests were done
to strains identified as S. aureus using Vitek system a data
interpretation was done following the alignments of Clinical
and Laboratory Standards Institute antimicrobial susceptibility
testing 2011. Same time, data related to the susceptibility to
antibiotics of strains isolated and identified at the San Vito de
Coto Brus hospital between September and October 2010
was collected.

Results: The total coliform average count obtained was 9,7
X 106 UFCl/g, for fecal coliforms 6,7 X 10° and for S. aureus
2,8 X 10% UFC/g. 83 % of the samples were positive for S.
aureus. Antibiotic’s resistance averages were greater for
clinical strains. Also, most of the clinical strains 23 (96 %)
presented resistance to more than one antibiotic, compared
with only seven strains isolated from cheese that presented
this characteristic.

Conclusions: None of the strains analyzed showed
resistance to vancomycin, trimethoprim/sulfa and linezolid.
Key words: Dairy Products, Staphylococcus aureus, Drug
Resistance, Microbial. (source: MeSH, NLM)

Rev Costarr Salud Publica 2011, Vol. 20, N.° 2



Alvarado VH, et al.

| queso es un alimento que ha sido involucrado

en numerosos brotes de origen alimentario

provocados por microorganismos como S.
aureus, Salmonella, Listeria monocytogenes, E. coli
productora de verotoxina (1).
La contaminacion de los alimentos por S. aureus
puede ocurrir directamente desde los animales de
consumo, los cuales pueden estar infectados, o puede
resultar de la manipulacién o manejo inadecuado de
alimentos durante su procesado, almacenamiento o
comercializacion, ya que los seres humanos pueden
ser portadores de este microorganismo (2). La
intoxicacion por este agente se produce al consumir
dosis que van desde los 20 ng hasta < 1 ug de toxina.
Los sintomas, que incluyen nauseas, calambres
abdominales, diarrea y vomito, pueden presentarse
de una hasta seis horas luego de haber ingerido el
alimento, locualvariadependiendodelasusceptibilidad
individual y la dosis téxica ingerida (3). La mayoria de
las personas que se ven afectadas por este tipo de
intoxicacion resuelven el cuadro satisfactoriamente y
las muertes por el mismo son sumamente raras, sin
embargo la intoxicacion estafilocécica, si produce una
considerable carga econdémica y social (2).
Adicional a la capacidad de producir intoxicacion y
probablemente debido al uso intensivo de antibidticos
en los sistemas de produccién animal y en Salud
Publica, desde hace muchos anos se ha observado
una mayor resistencia a los antibiéticos en cepas de S.
aureus, tanto de origen clinico como de uso industrial
(cultivos iniciadores) (4).
En este sentido, se conoce que la resistencia a los
antimicrobianos es un problema de Salud Publica en
muchos paises debido a la persistente circulacion
de cepas resistentes en el medio ambiente y la
posible contaminacién de agua y alimentos (2). Ante
este panorama los investigadores han postulado
que eventualmente los microorganismos ingeridos
diariamente con los alimentos podrian estar sirviendo
de reservorios para el mantenimiento de la resistencia
a los antibidticos (2).
Por esa razén, en el presente trabajo se determinaron
y compararon los perfiles de resistencia obtenidos
de cepas de S. aureus aisladas a partir de quesos,
producidos enla Zona Sur de Costa Rica y aislamientos
clinicos de un centro hospitalario de la misma region
geografica en el periodo comprendido entre los meses
de setiembre y octubre del afio 2010.

MATERIAL Y METODOS
Se analizaron un total de 35 muestras de queso fresco,

de siete diferentes marcas comerciales (identificadas
con las letras de la A-G), todas elaboradas a partir de
leche pasteurizada. Cada muestra fue adquirida en
diferentes establecimientos comerciales ubicados en
el distrito San Vito del cantén de Coto Brus, provincia
de Puntarenas, entre los meses de setiembre y octubre
del afio 2010.

Los quesos fueron transportados al Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos y Aguas de la Universidad
de Costa Rica en refrigeracion y se analizaron en un
maximo de 24 horas post colecta.

A cada muestra se le realizaron los siguientes
recuentos: coliformes totales, coliformes fecales vy
Staphylococcus aureus. Adicionalmente se analizd
presencia/ausencia de Listeria monocytogenes en 25
gramos.

Se utilizé la metodologia descrita en el Compendio
de Métodos para el examen Microbiologico de
Alimentos (5). Brevemente, se pesaron 10 gramos
de cada muestra y se mezclaron con 90 mL de agua
peptonada estéril 0,1 % (APE) en un homogenizador
tipo Stomacher (IUL Instruments, Barcelona). De esta
suspension se hicieron cinco diluciones decimales
en el mismo diluente y de cada una se inoculd 1 mL
en placas de Petri que luego fueron cubiertas con
aproximadamente 25 mL de agar bilis rojo violeta. Una
vez solidificado el medio se agregd una sobrecapa del
mismo agar y se incubaron los platos para coliformes
totales a 35 °C por 48 horas y a 44,5 °C por 24 horas
para coliformes fecales. Para la enumeracién S.
aureus, se tomd 0,1 ml de cada dilucion y se esparcio
con asa de drigalski sobre placas con agar Baird
Parker las cuales se incubaron a 35 °C por 48 horas.
Todos los recuentos se realizaron por duplicado.

De cada muestra también se pesaron 25 g y
se mezclaron con 225 mL de caldo Listeria. Se
incubaron por 48 hrs a 30 °C, luego de ese tiempo
se ray6 una asada de este caldo en placas de agar
Oxford, las cuales se incubaron a 35-37 °C por 24
horas. Transcurrida esta incubacion los platos fueron
observados en busca de las colonias con morfologia
semejante a Listeria (6).

Identificacion y prueba de sensibilidad a
antibiéticos para cepas de S. aureus

A partir de los crecimientos obtenidos en agar Baird
Parker se picaron las colonias sospechosas, se
les realizé tincion de Gram, catalasa y coagulasa.
Los aislamientos que resultaron Gram, coagulasa y
catalasa positivos fueron posteriormente identificados
mediante el sistema Vitek | (BioMerieux). A las cepas
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cuya identificacion fue S. aureus se les realizd la
prueba de sensibilidad a los antibidticos mediante el
mismo sistema Vitek y la interpretacién de los datos se
realiz6 siguiendo las pautas del Clinical and Laboratory
Standards Institute antimicrobial susceptibility testing
2011 (7).

Adicionalmente, se recolectaron datos acerca de la
sensibilidad de las cepas de S. aureus aisladas e
identificadas mediante el sistema automatizado Vitek
en el Hospital de San Vito de Coto Brus en el periodo
comprendido entre setiembre y octubre del 2010.
Para la comparacion de los perfiles de resistencia se
utilizé la prueba U de Mann-Whitney.

RESULTADOS

El promedio obtenido para el recuento de coliformes
totales fue de 9,7 X 106 UFC/g, para coliformes
fecales fue de 6,7 X 105 y para S. aureus el recuento
promedio fue de 2,8 X 105 UFC/g.

Con respecto a S. aureus, se encontré que solo seis
muestras, de 35 analizadas, fueron negativas para
esta bacteria, lo cual indica que la positividad fue de
83 % (tabla 1). De ninguna de las muestra analizadas
fue posible aislar Listeria monocytogenes.

Tabla 1. Recuentos obtenidos al analizar muestras de

penicilina, oxacilina y ampicilina.

Tabla 2. Resistencia antimicrobiana de S. aureus
provenientes de aislamientos clinicos y quesos, San
Vito de Coto Brus 2010.

(%) cepas .(%) q
: resistencia
Antibiético resistentes aislamientos P
en queso .
N: 26 clinicos
N:24
Ampicilina 31 96 <0,001
Clindamicina 0 4 0,298
Eritromicina 0 17 0,032
Gentamicina 0 4 0,298
Linezolid 0 0 1,000
Oxacilina 15 67 <0,001
Penicilina 31 100 <0,001
Tetraciclina 4 8 0,509
Vancomicina 0 0 1,000
Trimethoprim/Sulfa 0 0 1,000

Se encontrd también que 23 de las cepas (96 %)
provenientes de muestras clinicas presentaban
resistencia a uno o mas antibiéticos, mientras que siete
de las obtenidas a partir de queso (27 %) presentaban
esta caracteristica (Tabla 3). No se obtuvieron datos
para amoxacilina y cefazolin.

Tabla 3. Numero de cepas de S. aureus resistentes a
uno o mas antibiéticos

queso de cinco diferentes marcas producidas en la N° (%) (%)
Zona Sur de Costa Rica. Antibioticos  Aislamientos  Aislamientos
Muestra Coliformes Coliformes S. aureus Muestra Coliformes Coliformes S. aureus con en quesos en humanos
Totales  Fecales (UFC/g) Totales  Fecales (UFClg) res'sg’"m N 692 6 Nb“
(UFC/g)  (UFClg) (UFC/g)  (UFClg) 1 4 4
Al 22x10"  1,0x10° 1,0x10° D4 1,2x10°  84x10° <10 2 19 25
A2 35x10° 27x10° 38x10° D5 1,0x10° 79x10° 13x10° 3 4 50
A3 74x10° 80x10° 27x10° El  17x10° 27x10° <10 4 4 4
A4 79x10° 39x10° <10 E2  49x10° 67x10° 7,0x 10 5 0 12
A5 17x100 35x10° <10 E3  20x100 2,1x10° 64x10° 6 0 4
Bl 13x10° 31x100 <10 E4 67x10° 7,0x10° 71x10* 7 0 0
B2 1,4x107  96x10° 94x10° E5 1,7x10°  24x10° 52x10° 8 0 0
B3 13x107  25x10° 63x10° FI 55x10°  40x10° 1,1x10° 9 0 0
B4 88x10° 22x10° 20x10° F2 87x10° 44x10° 79x10*
B5 1,8x107 9,0x10° 56x10° F3  75x10° 1,0x10° 7.6x10 i
Cl  89x 102 1,5x 102 50x 102 F4  90x 103 12 x 101 1,0 x 102 DISCUSION
2 32x10° 23x10° 3,5x10° F5  45x100 13x10° 6,0x10 £ .
C3 66x10° 1,6x10° 2,6x10° Gl 1,0x100  1,5x10° 14x10° El reglamento “Te'cnl'co Cen'troameflc'ano RTCA
C4 71x10°  41x10° 88x10° G2 7,6x10°  58x10° 23x10* 67.04.50:08 Criterios m/crob/olog/cos para
Cs  40x10° 79x10° 58x10° G3  48x10° 61x10° 10x10° g jnocuidad de los alimentos”, en el grupo 1
DI 1,3x10*  7,7x10° 1,8x10° G4  2,1x10° <10 55x10° ’
D2 66x10° 80x10 37x10° G5  38x10° 99X10° 26x 10 subgrupo 9, quesos frescos no madurados,
D3 7,6x10° 60x10° <10 establece como limite maximo permitido para el

En cuanto a

la resistencia antimicrobiana, se

recuento de S. aureus 10* UFC/g, por lo cual
cuando se observan los resultados, dos muestras
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obtuvieron porcentajes de resistencia mayores en
las cepas de origen clinico, como se muestra en la
tabla 2. Es importante destacar también, la marcada
susceptibilidad mostrada por las cepas provenientes
de quesos en especial la diferencia encontrada para

$

de la marca A, dos de la D y una de la E obtuvieron
valores aceptables para este parametro, sin embargo
el 83 % de las muestras presentaron niveles mayores
a lo permitido en la norma anteriormente citada.
Adicional a lo anterior, el porcentaje de positividad
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encontrado en este estudio para S. aureus (83 %)
resulta bastante alto si se compara con resultados
obtenidos por otros investigadores, como es el caso
de Rosengren y colaboradores que reportan un 12 %
de positividad por S. aureus y Little y colaboradores no
encontraron positividad en quesos frescos elaborados
a partir de leche pasteurizada en el Reino Unido. Otro
estudio realizado en Mérida, Venezuela reporta una
positividad de 69 % para este microorganismo (8).

El mismo reglamento indica que estos quesos no
deben tener contaminacion fecal (E. coli < 10 UFC/g)
y aunque en este estudio no se determind la presencia
de dicha bacteria si se observan altos recuentos de
coliformes fecales, lo cual llama la atencién ya que la
literatura reporta que el 90 % de estos pueden llegar
a ser E. coli (5). Siendo asi recuentos tan altos como
los obtenidos resultan inaceptables. Estos datos
contrastan con lo reportado por Little y colaboradores
quienes encontraron E. coli unicamente en tres (0,7
%) de 412 muestras de queso analizadas, o con lo
reportado por Rosengren y colaboradores (9) quienes
informan de un 3 % de positividad por E coli en
quesos elaborados a partir de leche pasteurizada. Es
importante también recordar que el grupo coliforme es
sensible a la pasteurizacion por lo cual su presencia
en el queso elaborado a partir de leche pasteurizada,
denota mal manejo post proceso o inadecuada
pasteurizacion de la leche (5).

Con respecto a microorganismos patdgenos, llama
la atencion la no deteccion de L. monocytogenes, ya
que reportes anteriores en Costa Rica le asignan a
este microorganismo una positividad de 10 % (10) y
45 % (11) en quesos. En Peru se reporta un 4 % de
positividad en este producto (12) sin embargo otras
investigaciones, llevadas a cabo en Europa (9) y en
Chile (13) reportan también la no deteccion de este
patégeno en queso fresco. Con respecto a esto,
algunos autores (12,13) indican que las bacterias
lacticas son capaces de producir acidos organicos,
peroxido de hidrégeno y bacteriocinas que tiene efecto
antagonico contra Listeria. En este estudio el menor
valor promedio del recuento de bacterias lacticas fue
de 8,6 X 108 UFC/g y el mayor fue de 1,2 X 10 UFC/g
(resultados no mostrados), hecho, que pudiera haber
influido en la no deteccién de este patdégeno en las
muestras analizadas.

En lo que respecta a los perfiles de resistencia a
antibidticos se observaron diferentes niveles de
resistencia en las cepas de S. aureus provenientes
de humanos y de muestras de queso, hallazgo
también reportado por Yucel y colaboradores (14). Los

porcentajes de resistencia mas altos encontrados en
este estudio fueron para los B-lactamicos penicilina,
ampicilina y oxacilina. La resistencia a penicilina esta
ampliamente reportada en la literatura tanto en cepas
clinicas como provenientes de diversos alimentos
(2,14-16), sin embargo el porcentaje de resistencia (31
%) obtenido para cepas provenientes de quesos es
bastante mas bajo que lo reportado por otros autores
(9,14,15). Con respecto a la resistencia observada
para oxacilina ninguna de las cepas aisladas de
quesos presentd concentraciones minimas inhibitorias
(MICs) superiores a cuatro, mientras que 15 de las 16
cepas de origen clinico si mostraron MICs mayores
a cuatro, lo cual amerita una identificacion presuntiva
como S. aureus meticilina resistente segun el CLSI,
por lo que se recomienda que estas cepas de origen
clinico sean mas estudiadas. En este sentido las cepas
provenientes de queso no serian sospechosas de ser
resistentes a meticilina lo que concuerda con la baja
prevalencia reportada para MRSA en alimentos (17).
Los S. aureus provenientes de queso no mostraron
resistencia a eritromicina ni gentamicina sin embargo
otros autores (14-16) reportan bajos porcentajes de
resistencia a estos antibidticos en cepas provenientes
de diversos alimentos.

El 69 % de las cepas estudiadas provenientes de
quesos fueron sensibles a todos los antibidticos
probados pero ninguna cepa de origen clinico mostré
esta caracteristica. Solo siete cepas aisladas de quesos
presentaron resistencia a dos o mas antibidticos
mientras que de los aislamientos clinicos el 96 % (23
cepas) presentd multiresistencia, hallazgo reportado
también por otros autores (15-17). Ninguna de las
cepas analizadas mostré resistencia a vancomicina,
trimethoprim/sulfa ni linezolid dato totalmente
concordante con otros reportes a nivel mundial (2,14-
16).

Los resultados obtenidos en este trabajo ponen de
manifiesto el potencial riesgo que supone el consumo
de este producto debido a la contaminacion presente.
No obstante, permite ver que la transmision de
determinantes de resistencia a los antibidticos a partir
de quesos frescos no es aun significativa. El hallazgo
de cepas de S. aureus con resistencia a mas de un
antibiético es una llamada de atencion a promover el
uso racional de estos con el fin de evitar la aparicion y
propagacion de cepas resistentes.
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