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1. Resumen

Staphylococcus aureus es un patdégeno importante transmisor de importantes
enfermedades, cuando este se encuentra en los alimentos, si se trata de una cepa
virulenta, puede ocasionar intoxicacion estafiloccica debido a que genera
enterotoxinas t. El queso es un derivado de la leche, producto sustrato de esta
bacteria. En este trabajo se realizd la tipificacion molecular de 83 cepas
provenientes de muestras de queso fresco de los estados de Puebla y Tlaxcala y
muestras de leche, provenientes de vacas con mastitis, de la zona de la Comarca
Lagunera. La mayoria de las cepas recuperadas de las muestras presentaron
resistencia a los antibioticos Ampicilina, Penicilina y Gentamicina y gran parte de
ellas fueron sensibles a Vancomicina. Se lograron obtener 3 grandes grupos (A, B
y C) en los cuales se puede observar gran similitud genética entre diferentes
muestras y estados, se pueden detectar porcentajes de similitud de 100%, 90%,
60%, 30% y menos de 30% por ejemplo, muestras de la Comarca Lagunera (K3,
L3, K2) presentan similitud del 100%, colonias de la muestra 3 de Tlaxcala (TM35,
TM36, TM37 y TM38) presentan similitud del 90% con una colonia de la muestra 3
de Puebla (PM37). En general se puede observar una gran diversidad genética
entre aislados de diferentes estados y por consiguiente dos zonas diferentes de

México.

Abstract

Staphylococcus aureus it’s a pathogen that transmits important diseases, this can
cause a staph intoxication as it generates enterotoxin in the product. The cheese is
derivate from the milk, substratum of this bacteria. On this essay we run tests and
molecular typing from 83 different cheese samples from fresh chesses that came
from states like Puebla, Tlaxcala, and the Comarca Lagunera. Most of the samples
presented resistance to the antibiotics Ampicillin, Penicillin and Gentamicin and a
large part of them were sensitive to Vancomycin. We have obtained 3 large groups

(A, B and C) in which there are a lot of genetic similarity between different samples



and states, we can see percentages of 100%, 90%, 60%, 30% and less than 30%
as an example, the samples from the lagoon region (K3, L3, K2) presents similarities
of 100, colonies from sample 3 from Tlaxcala (TM35, TM36, TM37 and TM38) have
similarities of 90% with a colony from sample 3 taken from Puebla (PM37). In
general, we can observe a great genetic diversity from samples taken on different

states and regions of Mexico.



2. Introduccién

Actualmente el riesgo de contaminacioén microbiolégica en productos alimenticios
frescos es muy alto debido a los grandes peligros de manufactura a los que son
expuestos, desde la obtencion de la materia prima para su elaboracion hasta la

adquisicion y el consumo del producto.

Asi pues, la higiene de los alimentos abarca todo el conjunto de condiciones y
medidas necesarias para certificar su seguridad y salubridad incluida también la
manipulacion, desde el momento en el que se adquiere el alimento en un punto de
venta hasta que se prepara y consume, por parte del consumidor. Esta seguridad
alimentaria se logra mediante un adecuado control de calidad de la materia prima
durante su elaboracién hasta obtener un producto optimo y de muy buena calidad,
pero de igual forma es de suma importancia que se lleven a cabo condiciones
adecuadas de almacenamiento, transporte y manipulacién del producto final en los

mercados o puntos de venta donde se comercializa (Delgado y Torres, 2003).

Los alimentos pueden contaminarse con diversos tipos de agentes que pueden
llegar cambiar o no sus caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas, y de acuerdo
con el agente contaminante se clasifican en contaminacién fisica, quimica y
biolégica, esta Ultima es la de mayor interés en el area de inocuidad ya que los
microorganismos presentes en el alimento son los principales causantes de la
mayoria de las intoxicaciones alimentarias (Eley y Fuente, 1992) En México, segun
la SENASICA, la intoxicacion alimentaria alcanza los 500 mil casos al afio lo cual
es un grave problema de salud.

La leche y sus derivados constituyen una excelente base para la proliferacion de
microorganismos debido a su gran contenido de nutrientes, es por eso que es de
suma importancia determinar la calidad higiénica y sanitaria de estos productos,
entre ellos el queso, ya que este derivado es uno de los de mayor consumo popular.
La presencia de patdgenos en este producto, como es el caso de S. aureus, puede
disminuir considerablemente por medio de una adecuada higiene y buenas

practicas de manufactura (Delgado y Torres, 2003).



En México la elaboracion de quesos estd regulada por las Normas Oficiales
Mexicanas NOM-243-SSA1-2010, Productos y servicios. Leche, formula lactea,
producto lacteo combinado y derivados lacteos. Disposiciones y especificaciones
sanitarias. Métodos de prueba y NOM-223-SCFI/SAGARPA-2018, Queso-

denominacion, especificaciones, informacion comercial y métodos de prueba.

Se tiene bien sabido que existen alrededor de 40 diferentes patdogenos de origen
alimentario las cuales causan enfermedades humanas, dichos patdgenos son
asignados a bacterias entre las cuales las mas comunes estan Clostridium
botulinum, Escherichia coli, Salmonella spp., Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni, Shigella spp. y Staphylococcus aureus, por mencionar
algunos. Sin embargo, alrededor del 98% de los microorganismos encontrados en
los productos alimenticios no son patégenos (Palomino y Gonzélez, 2014).

La deteccidn de este tipo de bacterias se hace principalmente con el uso de métodos
microbiolégicos clasicos los cuales implican el uso de enriquecimiento, aislamiento
en medios selectivos y después la confirmacion con pruebas bioquimicas
morfolégicas y/o seroldgicas, aunado a esto, se han desarrollado métodos
moleculares alternativos o complementarios los cuales son rapidos y sensibles para
la deteccidn, identificacion y cuantificacion de estos patégenos presentes en los
alimentos, dentro de estos métodos se encuentra la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés Polimerase Chain Reaction) (Palomino y
Gonzalez, 2014).

Staphylococcus aureus es una bacteria patdgena oportunista, presenta
comportamiento adaptativo, aislada comiunmente de la leche cruda obtenida de las
granjas de ganado vacuno con mastitis y una de las principales causas de
infecciones en el torrente sanguineo y enfermedades transmitidas por los alimentos.
Dichas enfermedades se pueden deber por diferentes acciones como la capacidad
de este patdgeno de producir toxinas, asi cuando se ingieren alimentos, como la
leche y sus derivados contaminados por estas toxinas, es muy probable que ocurra

una intoxicacion (Zendejas-Mazo, et al., 2014).



Esta bacteria estd involucrada en una variedad de infecciones en humanos y en
animales; siendo una causa importante de mastitis bovina la cual es una de las
enfermedades mas costosas en la industria lactea. Algunas cepas de esta especie
bacteriana son responsables de la intoxicacion alimentaria por la produccion de sus
enterotoxinas estafilocécicas (SE) las cuales causan dolor abdominal, nduseas,
emesis y diarrea, y son resistentes a las proteasas gastrointestinales humanas
(Zare, et al., 2019).

Al presente, la identificacién de cepas de S. aureus se puede realizar mediante la
técnica de PCR; existen diferentes protocolos de esta técnica que se han llevado a
cabo para la deteccion de esta bacteria, identificando genes como nucA, coaA, femA
o femB (Hamdan, et al., 2015). EI gen nucA que codifica para la enzima
termonucleasa extracelular (TNasa), es generada por casi todas las cepas de S.
aureus con una frecuencia similar a las que producen la enzima coagulasa. Estas
dos enzimas son de gran interés clinico ya que su presencia en las cepas de esta
bacteria nos indica que el patbgeno puede generar virulencia (Brakstad, et al.,
1992).

Sin embargo, aunque las pruebas para la identificacion bacteriana son importantes
para determinar la identidad del microorganismo, éstas no aportan informacion
sobre la variabilidad genética entre las cepas bacterianas recuperadas (Meza, et al.,
2006). Es importante, cuando se estudia con una diversidad de cepas de patégenos,
tener en cuenta técnicas moleculares que sean de ayuda para determinar su

relacion genética y eso se puede lograr gracias a técnicas de tipificacion molecular.

Tradicionalmente, las técnicas de tipificacion se han clasificado en fenotipicas, las
cuales se basan en caracteristicas bioquimicas o fisiol6gicas, y genotipicas o
moleculares, basadas en el estudio de su ADN. A diferencia de las técnicas de
tipificacion fenotipicas, las de tipificacion molecular pueden aplicarse a un mayor
namero de especies microbianas, son mas reproducibles y tienen un gran poder de
discriminacion, el interés de ellas esta en establecer la relacion genética que existe
entre los diferentes aislados implicados en un estudio. Los métodos moleculares de

tipificacion molecular se pueden clasificar en 3 diferentes categorias: 1) basadas en



perfiles de restriccion del ADN, 2) las que se fundamentan en la amplificaciéon de
secuencias de ADN mediante PCR y 3) basadas en la secuenciacion parcial de

genes (Cuenca, et al., 2013).

Basandonos en la segunda categoria, estas analizan una pequefia porcion del
cromosoma bacteriano, su amplificacion se realiza usando como diana, secuencias
de ADN polimoérficas que se encuentran en todo el cromosoma. Una de las técnicas
mas usadas es la amplificacion aleatoria de ADN polimorfico (RAPD-PCR), esta
técnica se ha descrito como una técnica rapida, poco laboriosa, de razonable poder
de discriminacién para la tipificacion de cepas de una misma especie y permite un

analisis sencillo de sus patrones de bandas (Pacha, 2015).

Es por eso que el objetivo de este trabajo es analizar, por medio de la técnica de
RAPD-PCR, diferentes cepas de Staphylococcus aureus aisladas de quesos
frescos obtenidos de diferentes mercados, tiendas y cremerias artesanales de los
estados de Tlaxcala y Puebla, asi como de muestras de leche de vacas con mastitis
de la Comarca Lagunera, proporcionadas por el Laboratorio de Patogenicidad
Microbiana del Instituto de Ciencias Microbioldgicas de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla, con el fin de determinar qué tan cercanas genéticamente se

encuentran o si son parecidas o no.



3. Antecedentes generales

3.1 Queso

El queso en un producto derivado de la coagulacion de la leche ya sea cruda o
pasteurizada. Una definicion mas completa es la dada por la FAO/OMS en el Codex
Alimentarius (1978), en donde definen al queso como el producto soélido o
semisolido, madurado o fresco, en el que el valor de la relacion proteinas del
suero/caseinas no supera al de la leche y que es obtenido por medio de la
coagulacion de la leche con la accion del cuajo y de otros agentes coagulantes de

tipo acido (comunmente acido lactico).

El método de elaboracion de un queso fresco se resume en el siguiente diagrama.

Leche cruda

¢ Se le afiade el
>| Coagulacion | fwle/oles
iniciadores
* Corte
., . * Agitacion
> S'nereSIS  Coccidn
¢ Desuerado
> Salado
Moldeado y
prensado
>| Empacado

Diagrama 1. Elaboracion general de un queso fresco (panela, blanco y fresco). Fuente: Ramirez y
Vélez, 2012.




3.2 Staphylococcus aureus

Se trata de una bacteria que se encuentra ampliamente dispersa en el ambiente.
Fue descubierta por el médico Alexander Ogston que en 1880 introdujo el nombre
de Staphylococcus del griego staphyle que significa racimo de uvas, y es
considerado un patégeno con gran potencial para causar diversas infecciones en el

humano y en los animales (Cervantes et al., 2014).

Pertenece al grupo de los estafilococos los cuales son cocos Gram + que miden de
diametro entre 0.5 y 1.5 um, no moviles, no esporuladas, aerobios y anaerobios
facultativos y fermentadores de glucosa. Crecen en rangos de pH de 4.8 a 9.4 a
temperaturas de 25 a 43° C. Por su parte el género Staphylococcus contiene mas
de 30 especies diferentes las cuales son habitantes naturales de la piel y las

membranas mucosas (Aguas et al., 2017).

Su identificacién puede realizarse con el empleo de tincion de Gram, pruebas
bioquimicas como la de catalasa, fermentacién de glucosa que permite poder
diferenciar al género Staphylococcus del género Micrococcus la cual también se
considera catalasa positiva, pero no fermenta la glucosa. Otra prueba, la cual es la
mas utilizada, es la coagulasa basada en la capacidad de S. aureus para producir
la enzima extracelular que coagula el plasma, su deteccion permite diferenciar a S.
aureus coagulasa positivo de otras especies de estafilococos coagulasa negativos.
De igual forma se puede identificar a través de técnicas moleculares como la PCR
punto final y PCR en tiempo real, aunque en ocasiones en las que se requiere
identificar cepas o grupos de cepas epidemiolégicos se emplean técnicas

fenotipicas y genotipicas (Cervantes et al., 2014).

Staphylococcus aureus se puede aislar en medios de cultivo microbiolégicos
tradicionales después de incubarse durante 18-24 horas. Sus colonias se aprecian
lisas, elevadas, brillantes y de bordes enteros, con consistencia cremosa Yy
pigmentacion que va de amarillo a dorado debido a la produccion de carotenoides.
Es resistente al calor, a la desecacion y puede crecer en medios con grandes
cantidades de cloruro de sodio (NaCl). Crece bien en medios de cultivos no

selectivos como agar sangre, agar chocolate y medios liquidos para hemocultivo,



sin embargo, se recomienda usar el agar sal manitol para su aislamiento por su
elevado contenido de sal que inhibe el crecimiento de la mayoria de las bacterias
Gram negativas, asi mismo esta bacteria fermenta el manitol generando un cambio

de color en el medio que vira de rojo palido a amarillo (Cervantes et al., 2014).

S. aureus es una bacteria muy importante, no s6lo porque ocasiona infecciones en
diferentes partes del organismo humano, sino porque es una de las principales
bacterias causante de enfermedades al ser transmitida por alimentos (ETA)
(Zendejas et al., 2014).

El genoma de S. aureus es una molécula circular, con una longitud de
aproximadamente 2.8 kb con contenido bajo de C-G (33%), presenta un gran
namero de elementos méviles (plasmidos, secuencias de insercion y transposones)
gue contienen factores de virulencia y resistencia a numerosos antimicrobianos
(Cervantes et al., 2014).

Es uno de los patégenos mas importantes a nivel mundial, es oportunista y forma
parte del microbiota intestinal ya que poco después del nacimiento los neonatos son
colonizados por S. aureus los sitios de colonizacion incluyen el mufién del cordén
umbilical, el &rea perineal, la piel, y a veces el tracto gastrointestinal, aunque el area

de mayor colonizacién es la mucosa nasal (Cervantes et al., 2014).

Su patogenicidad se relaciona con diferentes componentes de su superficie
bacteriana que son de manera general, peptidoglicanos y &cidos teicoicos, ademas
de proteina A. La patogenia se produce cuando existe la combinacion de los
factores de virulencia con la disminucién de las defensas del huésped, esto propicia
que S. aureus posea caracteristicas de virulencia, aunado a esto la situacion se
agrava debido a que el patégeno ha ido desarrollando resistencia a los antibiéticos
causando que cada vez sea mucho mas dificil el tratamiento y la sanacién de las
enfermedades ocasionadas por esta bacteria (Zendejas et al., 2014), tanto que se

le agrupa actualmente en las bacterias ESKAPE.



3.3 Resistencia a antibiéticos de S. aureus

Hoy en dia S. aureus posee una amplia resistencia a antibioticos, y puede haber
cepas resistentes y multirresistentes, esto se debe principalmente al intercambio
horizontal de genes transportados por elementos genéticos moviles como

plasmidos, transposones y secuencias de insercion.

El uso de la penicilina a principios de los 40’s para el tratamiento contra la infeccion
de esta bacteria fue muy importante para vencer las enfermedades causadas por
este microorganismo, no obstante, para mediados de 1950 se observd que
aislamientos de S. aureus sefalaron niveles elevados de resistencia y a principios
de los 60’ la mayoria de los estafilococos adquirieron resistencia a la mayoria de los

antibiéticos existentes.

Debido a esta resistencia se usG meticilina como antibiético tratante de la
enfermedad ocasionada por esta bacteria en 1959 y un afio después se registro la

primera cepa meticilina resistente.

La vancomicina se introdujo de manera global a principios de los afios 90 cuando
como Uunico antibidtico positivo contra S. aureus, sin embargo, para 2002 se

detectaron las primeras cepas resistentes a este antibiotico (Bustos, et al. 2006).
3.4 Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)

Como se ha mencionado anteriormente S. aureus es uno de los principales agentes
causantes de ETA a nivel mundial. Este patdgeno causa intoxicacion, la cual se
debe a la ingestién de alimentos contaminados con enterotoxinas termoestables

producidas por esta bacteria (Aguas et al., 2017).

Las enfermedades transmitidas por alimentos son causadas por consumir alimentos
contaminados con toxinas microbianas o con una o varias bacterias patégenas. Esta
contaminacion generalmente se presenta por el contacto de los alimentos con los
encargados en producirlos, es decir, con aquellas personas que estan en contacto
directo con ellos o de lo contrario la contaminacion puede ser enddgena o porque

se contamino en algun momento de su transformacion (Zendejas et al., 2014).



La manifestacion clinica mas comdn de una ETA consiste en la generacion de

sintomas gastrointestinales (Aguas et al., 2017).

Existen dos categorias de ETAs, las intoxicaciones alimentarias que son causadas
por toxinas producidas por estos microorganismos y las infecciones alimentarias las
cuales son causadas por la colonizaciéon de los microorganismos en el cuerpo
humano posterior a haber ingerido a los alimentos contaminados. Aunque los
mecanismos de accidn son diferentes principalmente se usa el término intoxicacion
alimentaria para referirse a cualquiera de los dos casos (Perdomo y Meléndez,
2004).

3.5 Intoxicacioén estafilococica

La intoxicacion provocada por esta bacteria se debe principalmente por brotes
originados por Staphylococcus aureus coagulasa positiva ya que muy pocas cepas
gue son coagulasa negativa son capaces de producir enterotoxinas. Es importante
mencionar que las enterotoxinas estafilocécicas son de las pocas toxinas
bacterianas de naturaleza proteica que presentan termorresistencia (Zendejas et
al., 2014).

Las enterotoxinas son proteinas antigénicas las cuales representan una toxicidad
por producir una reaccién antigeno anticuerpo desencadenando un cuadro clinico
de intoxicacion. En este caso las toxinas estafilocécicas son denominadas asi
porque son producidas por el patégeno Staphylococcus aureus el cual es capaz de
generar componentes superficiales como las toxinas y enzimas extracelulares,
estos componentes son capaces de provocar severas intoxicaciones alimentarias
dependiendo de la cantidad que se ingiera del alimento, por lo tanto la intoxicacién
estafilococica se debe a las toxinas preformadas en los alimentos cuando el
organismo causal crece en su interior. Los tipos de toxina que produce este
microorganismo se clasifican en A, B, C, D y E siendo la mas frecuentemente

implicada en casos de intoxicacion la enterotoxina A (Zendejas et al., 2014).

Los sintomas caracteristicos de esta intoxicacion son nauseas vomitos dolor

abdominal y diarrea se pueden desarrollar entre 1 y 6 horas después de haber



consumido el alimento contaminado. Pueden llegar a ocurrir otros sintomas con
menor frecuencia como dolor de cabeza y disnea, generalmente los sintomas no
persisten mas alla de 24 horas, pero en casos graves puede haber deshidratacion
originando descompensacion electrolitica, las muertes por intoxicacion
estafilococica son raras y puede llegar a ocurrir en ancianos niflos o personas

débiles por alguna otra enfermedad (Diaz y Gonzalez, 2001).

Un alimento puede constituir un riesgo por intoxicacion alimentaria por S. aureus
cuando se confirma la presencia de alguna de sus enterotoxinas o se obtiene una
carga de microorganismo igual o superior a 10° UFC/g. Segun la Norma Oficial
Mexicana NOM-115-SSA1-1994 entre las razones para determinar Staphylococcus
aureus en alimentos estan, confirmar la presencia de este microorganismo como
agente causal de una enfermedad de origen alimentario, determinar si un alimento
o ingrediente es fuente potencial de este microorganismo enterotoxigénico,
demostrar la contaminacion postproceso usualmente debida a contacto humano o

con superficies inadecuadamente sanitizadas.

Los alimentos que son propicios a contaminacibn post proceso tipos
enterotoxigénicos de Staphylococcus aureus representan un riesgo por la ausencia
de flora competitiva que normalmente prohibe el crecimiento de éste y la produccién
de enterotoxina. En dichos alimentos se encuentran los perecederos como las
carnes crudas y procesadas, ensaladas, productos de pasteleria y productos de
leche los cuales son los comUnmente asociados con la intoxicacion estafilocécica
(Borbolla et al., 2004).

3.6 Mastitis bovina

El término Mastitis se usa para referirse a la inflamacién de la glandula mamaria y
se caracteriza por cambios fisicos, quimicos y usualmente bacteriol6gicos en la
leche, asi como cambios patolégicos en los tejidos glandulares de las vacas
lecheras (Ruiz, 2015), dicha inflamacion se produce como respuesta a la invasion
de diferentes tipos de microorganismos (Corbellini, 2002). Durante la mastitis se
forman grumos en la leche, debido a la agregaciéon leucocitaria y factores de

coagulacion de la sangre que generan la obstruccién de los ductos e impiden la



remocion completa de la leche resultando en la cicatrizacion y proliferacion de tejido
conectivo ocasionando una pérdida permanente de la funcién de la glandula
mamaria. Esto provoca la formacidon de pequefias bolsas que dificultan el acceso a

los antibidticos e impiden la eliminacion completa de la leche (Ruiz, 2015).

Esta enfermedad es altamente dominante y es una de las mas importantes que
afecta mundialmente a la industria lechera porgue ocasiona pérdidas muy fuertes a
todos los productores de leche debido a la baja calidad y cantidad de leche
producida y un aumento en los costos de tratamiento y servicios veterinarios

ademas de pérdida de animales (Fernandez et al., 2012).

La mastitis se puede clasificar en mastitis clinica y mastitis subclinica. La mastitis
clinica es caracterizada por presentarse de manera subita, hay inflamacion y
enrojecimiento de la ubre, dolor, disminucién de la produccion y alteraciones en la
leche ya que pueden contener brumas grumos, coagulos y puede tener consistencia
de agua y los animales presentan fiebre depresion y anorexia. Por su parte la
mastitis subclinica se caracteriza por no presentar signos visibles de la enfermedad,
la leche es superficialmente normal, pero existe una disminucién en su produccién
y un aumento en el conteo de células somaticas, este tipo de enfermedad tiene
mayor impacto en animales que tienen mas de un ciclo de lactacién que en animales
jovenes (Ruiz, 2015).

Esta enfermedad basicamente se definido como una “enfermedad polifactorial” ya
que el riesgo de infeccion depende tanto de la habilidad de la vaca para rechazarla,
del tipo, nimero y patogenicidad de las bacterias presentes en un rodeo de las
condiciones del medio ambiente y del manejo en general de las vacas y del ordefio
(Corbellini, 2002).

Se han identificado aproximadamente 140 especies causantes de mastitis los
cuales se dividen en patdgenos contagiosos y ambientales, dentro de los primeros
los principales son Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus y Mycoplasma
siendo su principal canal de entrada el canal del pezon, en el caso de la infeccion
ocasionada por S. aureus, se trata de la principal causa de infeccién intramamaria

en los rumiantes, es por eso que se le considera el agente causal mas importante y



frecuente de la mastitis bovina. Este microorganismo no es un patégeno obligado
de la ubre ya que también se pueden encontrar en lesiones de la piel de los pezones,
en las manos de los ordefiadores o en las camas de los equipos de ordefio
(Fernandez et al. 2012).

3.7 Técnicas moleculares para la deteccion de patdégenos en alimentos

Los principales avances en los ensayos moleculares de deteccion de patdgenos en
alimentos se produjeron a partir de 1980, estos métodos comprenden la hibridacion
ADN-ADN, el andlisis de secuencias de ADNr 16S, la hibridacion con una sonda
especifica y el andlisis RFLP o Ribotipificacion. En comparacion con las
metodologias fisioldgicas y bioquimicas la identificacion molecular trata en la
composicién constitutiva de los acidos nucleicos mas que en los productos de su
expresion, estos métodos moleculares se usan a menudo en asociacion en conjunto
con la identificacidbn microbiol6gica convencional. De esta forma se da paso a los
métodos moleculares de segunda generacion para la deteccion e identificacién de
géneros y especies como la PCR, la PCR multiple, la secuenciacion de genes

especificos, entre otros (Palomino y Gonzéalez, 2014).

Las ventajas del uso de técnicas moleculares se tiene que las han vuelto cada vez
mas populares en aspectos de calidad y seguridad, presentan rapidez buen limite
de deteccion, especificidad y sensibilidad, son de facil automatizacion y su
capacidad de procesamiento es para grandes cantidades de muestras (Palomino y
Gonzalez, 2014).

3.8 Técnicas moleculares para Staphylococcus aureus

En el caso de Staphylococcus aureus se puede identificar a través de técnicas
moleculares como la PCR y PCR en tiempo real usando genes especificos de la
especie. Su diagndstico molecular es tan importante que se ha aumentado tanto
para la deteccion del agente como para determinar su resistencia a antimicrobianos,
los resultados se obtienen en muy pocas horas comparadas con las técnicas

tradicionales (Cervantes et al., 2014).



3.9 Random Amplified Polimorphic (RAPD)

Este es uno de los sistemas mas rapidos y sencillos de identificacion de
polimorfismos de ADN mediante PCR, estos marcadores detectan mutaciones
aplicando aleatoriamente fragmentos del genoma empleando cebadores de

secuencia corta y arbitraria (Pico y Pérez, 2012).

Los fragmentos que son amplificados se separan mediante electroforesis en gel de
agarosa y los polimorfismos son detectados después de una tincién con bromuro de

etidio.

Dentro de las ventajas de los RAPD, tenemos que son rapidos y faciles de analizar,
solo se requieren de pequefias cantidades de ADN molde y los RAPD tienen una
abundancia genomica muy alta y estan distribuidos aleatoriamente por todo el

genoma.

Se usan para muchos objetivos que van desde estudios a nivel individual como la
identidad genética hasta estudios que involucran especies estrechamente

relacionadas.



4. Antecedentes especificos

Actualmente existen algunas investigaciones que llevaronn a cabo la técnica de
RAPD-PCR para la identificacién de diferentes cepas de Staphylococcus aureus
aisladas de diferentes tipos de muestras.

Reinoso y colaboradores (2004) analizaron ochenta cepas (cuarenta aislamientos
de muestras individuales de cuartos de leche de vacas de un hato lechero y
cuarenta aislamientos de episodios clinicos de enfermedad en humanos) mediante
RAPD-PCR para evaluar la relacion genética entre aislamientos de Staphylococcus
aureus de huéspedes bovinos y humanos ya que varios estudios sugieren que
existen diferencias entre las cepas aisladas de las dos fuentes diferentes. Utilizaron
tres oligonucleétidos (OLP6 (5-GAGGGAAGAG-3 '), OLP11 (5'-ACGATGAGCC-3')
y OLP13 (5-ACCGCCTGCT-3’) las cuales generaron un gran niumero de bandas
dando como resultado fragmentos de amplificaciéon de ADN que variaron en tamafio
de 300 a 1900 pb. Al final de este estudio se observo que so6lo 42 de 80 aislamientos
de Staphylococcus aureus analizados podrian estar asociados a un biotipo
especifico de hospedador, Al igual que la diversidad genética de 0.36 entre los
aislados de estafilococos aureus de huéspedes bovinos es relativamente baja en
comparacion con los aislados de huéspedes humanos. De esta forma sugieren que
la transferencia de bacterias entre humanos y animales es posible y esto ha
implicado a las manos del ordefiador en la propagacion de cepas de S. aureus
asociadas con infecciones intramamarias bovinas y también muestran que la técnica
de RAPD-PCR se puede usar con éxito para evaluar la relacion genética de

aislamientos de S. aureus de diferentes hospedadores.

Pereira y colaboradores (2002) realizaron la tipificacion molecular de S. aureus
bovino y humano para investigar su diversidad genética y su dispersion geografica
para asi poder hacer un seguimiento de infecciones ocasionadas por esta bacteria.
En su caso ocuparon seis cepas aisladas de vacas lactantes aparentemente sanas
de granjas y cinco aislamientos humanos, los cebadores que ocuparon fueron
diferentes a los del primer estudio (786: 5' - GCG ATCCCCA - 3, 797: 5' -
AGCGTCACTG - 3'y 798: 5' - TGACCCGCC - 3'). De igual forma se uso la técnica



RAPD-PCR la cual detecto heterogeneidad genética entre las cepas de humanos y
bovinos, se encontro que dos cepas de origen humano y un aislado de origen bovino
compartian el mismo perfil de amplificacion especifico para cada uno de los tres

cebadores.

Otra hecha por Zare y colaboradores (2019) también realizaron la tipificacion
molecular de Staphylococcus aureus pero en este trabajo lo hicieron a partir de
diferentes fuentes como billetes, alimentos, infecciones humanas y mastitis bovina
las cuales se sometieron a huellas dactilares de ADN mediante andlisis de raps para
examinar su polimorfismo genotipico investigar la cantidad de parentesco genético
entre estos diversos aislamientos. En este estudio se usaron los mismos cebadores
que Reinoso y cols. (2004) OLP6 (5-GAGGGAAGAG-3'), OLP11 (5
ACGATGAGCC-3") y OLP13 (5-ACCGCCTGCT-3'). De esta forma se pudo
observar que la mayoria de los polimorfismos obtenidos son de los aislados de
mastitis bovina y que los mas bajos se asociaron con aislados de infecciones

humanas.

Lépez y colaboradores (2006) caracterizaron 20 aislamientos de Staphylococcus
aureus obtenidas a partir de la glandula mamaria de vacas lactantes con mastitis en
un sistema de produccién de traspatio en Tarimbaro, Michoacan por medio de la
técnica de RAPD-PCR, y su sensibilidad hacia 13 antibioticos. Los resultados que
obtuvieron demuestran que todos los aislamientos fueron resistentes a penicilina y
sensibles a cefalotina, eritromicina y trimetoprim, y con respecto a la caracterizacion
molecular que 4 de los aislamientos presentaron similitud superior al 90% mientras
que 2 fueron idénticos, el resto de los aislamientos presentaron perfiles de
amplificacion distintos. En el concluyen que sus aislamientos presentaron una

diversidad de perfiles de amplificacion.

De esta forma se puede observar con los resultados obtenidos en estas
investigaciones la amplia diversidad genotipica de S. aureus y que la técnica de
RAPD-PCR puede ser una herramienta necesaria y util para evaluar la relacion

genética y la deteccion de polimorfismos en S. aureus (Zare et al., 2019).



5. Justificacion

Actualmente en México, segun SENASICA, la intoxicacion alimentaria rebasa los
500 mil casos al afio, se podria hablar de datos especificos de intoxicacion causada
por Staphylococcus aureus sin embargo, el pais carece de esa informacion lo cual

es muy alarmante para la salud publica.

Es de suma importancia tener un mejor control de calidad de los alimentos
elaborados los cuales provienen de un alimento principal que es de facil
contaminacion microbiana, en este caso el queso. No obstante, en México no existe
algun trabajo que analice por medio de la técnica de RAPD-PCR las posibles cepas
caracteristicas de S. aureus aisladas de quesos frescos.

Es importante detectar el principio de la contaminacion de esta bacteria en este tipo
de alimentos para solucionar el problema desde el origen, ya que como bien se
explicd con anterioridad, esta bacteria puede llegar a ocasionar intoxicaciones

importantes en la salud del humano.

Otro aspecto importante que resaltar con respecto a S. aureus es que forma parte
del grupo denominado ESKAPE que a ultimas fechas ha cobrado importancia
debido a la multirresistencia que presenta los microorganismos que forman parte de

este grupo, caracteristica que también se abordé en el presente trabajo.



6. Objetivo general

¢ Realizar una tipificacion molecular de Staphylococcus aureus presente en
diferentes muestras de leche y queso fresco por medio de la técnica RAPD-
PCR para poder observar la diversidad genética de este patdgeno.

7. Objetivos especificos
® Determinar el perfil de resistencia de las cepas de S. aureus recuperadas de
qguesos frescos y muestras de leche.

® Disefar la técnica RAPD-PCR para tipificar molecularmente las cepas

aisladas en este estudio.

® Analizar la diversidad genética de Staphylococcus aureus a través del
andlisis de la RAPD-PCR.

8. Hipotesis
Es posible que exista similitud genética entre asilados de Staphylococcus aureus

provenientes de dos diferentes zonas de México, centro (Puebla y Tlaxcala) y la
Comarca Lagunera.



9. Metodologia

e Estructura de la investigacion.

El presente trabajo ha sido elaborado en tres grandes partes, la primera fue una
revision bibliografica sistematica a partir de diferentes bases de datos y de varios
documentos en linea para obtener la informacion tedrica que sustenta el trabajo, ya
que gran parte de la tesis se elabord en época de pandemia por lo que el Unico
medio con el que se disponia fue consultar informacion en linea. La segunda parte
consistié en la seleccion de un oligonucleoétido seleccionado de la bibliografia para
hacer la RAPD-PCR y el disefio de un segundo oligonucle6tido con esta misma
finalidad del cual se realiz6 un andlisis in silico. La tercera parte se llevé a cabo de
forma experimental en la cual se concluyeron los estudios de resistencia a
antibioticos y el RAPD-PCR.

e Muestreo

Para la presente investigacion se usaron muestras de queso fresco obtenidas de
los estados de Tlaxcala y Puebla los cuales se transportaron en bolsa y en
refrigeracion. Estos se compraron en puestos de mercados, tiendas artesanales y

de abarrotes escogidos al azar.

Las cepas conocidas de Staphylococcus aureus de la Comarca Lagunera fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Patogenicidad Microbiana del Centro de
Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas de la Benemérita Universidad

Autonoma de Puebla
e Aislamiento e identificacibn microbiana de nuevas cepas

El analisis microbiolégico se realiz6 segun la NOM-110-SSA1-1994 y NOM-115-
SSA1-1994, se pesaron 10 gr. y se homogeneizaron en 90 ml de Agua Peptonada
0.1% con ayuda de una licuadora por 2 minutos, esta constituy6 la dilucién de 1071,

a partir de esta se realizaron diluciones decimales hasta 1073 de la siguiente forma:



en un tubo aparte se tomoé 1 ml de la primera dilucion y se coloc6 en 9 ml de solucién
de agua peptonada estéril evitando el contacto entre la pipeta y el diluyente y
posteriormente de agitd manualmente con movimientos de arriba a abajo en un arco
de 30 cm en un tiempo de 7 segundos, esta constituyd la dilucion 1072, y se repitié

el mismo proceso hasta la dilucion 1073.

Después, se sembré 0.1 ml de las diluciones 1072 y 1073 de cada muestra en Agar
Baird-Parker para distribuirlo sobre la superficie con una varilla de vidrio estéril, se
espero a que el inoculo se absorbio por el agar y se incubaron por 48 hr. a 35° C.

Posteriormente se realiz6 conteo y seleccion de colonias.

A las placas que presentaron entre 15 y 150 colonias caracteristicas de
Staphylococcus aureus, se aislaron entre 5 a 8 colonias en placas de Agar Baird-
Parker y se les realizé las pruebas de confirmacion por medio de prueba bioquimica

de coagulasa.
e Prueba bioquimica (coagulasa)

Una vez que se seleccionaron las colonias se sembraron cada una en un tubo con

0.2 ml de caldo de infusién cerebro-corazéon a 36°C durante 24 horas.

A los 0.2 ml de cultivo se afiadieron 0.2 ml de plasma de conejo diluido volumen-
volumen con solucién salina estéril, se incubaron en bafio de agua de 35a 37°Cy
se observaron a las 4 horas, si no hubo presencia de coagulo se observaron a las

24 horas. La prueba se consideré positiva si hubo presencia de coagulo.
e Pruebas de sensibilidad a antibioticos

La prueba de sensibilidad a antibidticos se realizé una vez que las cepas aisladas

anteriormente dieron positivo a la prueba coagulasa.

Se llevo a cabo por medio de la técnica de Kirby Bauer (1984). Brevemente, se

seleccionaron de 4 a 5 colonias del microorganismo y se transfirieron a un tubo con



3 ml de caldo estéril de Mueller-Hilton, estos se incubaron a 35° C por
aproximadamente 4 horas o hasta que el grado de turbidez 0.5 escala de
McFarland, posterior a esto se sumergio un aplicador estéril de algodon dentro de
del caldo y se rot6 por las paredes para remover el exceso de inoculo, se sembrd
uniformemente sobre la superficie de una placa de Mueller-Hilton en tres direcciones
diferentes, se dejé secar de 5 a 20 minutos con la tapa cerrada y se colocé el
multidisco PT-34 Multibac 1.D. para bacterias Gram + que contiene 12
antimicrobianos con ayuda de una pinza estéril, finalmente se incub6 a 35° C por 24
horas para después poder medir la circunferencia de los halos de inhibicion.

e Extraccion de ADN

La extraccion del ADN bacteriano de las cepas de Tlaxcala y Puebla se realizaron

por medio del kit siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para la deteccion de presencia o ausencia de ADN se llevo a cabo una electroforesis
en gel de agarosa al 1% y como marcador de peso molecular el GenRuler 100 bp
Plus ADN Ladder, el gel fue tefiido con bromuro de etidio y se visualizé por medio
de luz UV.

e Disefo y prueba in silico de oligonucleotidos a utilizar

La eleccion de los oligonucledétidos se realizé con ayuda del programa bioinformatico
Primer3Plus usando el genoma completo de Staphylococcus aureus adquirido de la
base de datos NCBI (National Center of Biotechnology Information). Una vez
elegidos se analizaron utilizando los softwares OligoAnalyzer y Blastn para estimar

si los oligonucledtidos que se usaran son 6ptimos para la PCR.
e PCR confirmatoria para nuevas cepas (nuc)

Una vez que obtuvimos el ADN se realizé la PCR confirmatoria para las cepas
aisladas de quesos por medio de la deteccidén del gen nuc presentes en el genoma

de esta bacteria, se usaron los oligonucleétidos para el gen nuc F(5



GCGATTGATGGTGATACTGTTA 3) y R(5 AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC
3’) proporcionado por el Laboratorio de Patogenicidad Microbiana del Centro de
Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas de la Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla.

Para la reaccion se ocupo el GoTaq Green Master Mix (12.5 pl), Nuclease water
free (5.5 pl), Oligonucledtidos F (1 ul) y R(1 ul) y ADN (3.5 pl) para tener una
concentracion final de 20 ul. La amplificacion se llevé a cabo en un termociclador
donde se colocaron las diferentes muestras de ADN obtenidas con anterioridad para
empezar con los diferentes ciclos involucrados en la PCR, desnaturalizacion inicial
a 94° C por 5 minutos, desnaturalizacion a 94° C por 1 minuto, alineamiento a 55°C
durante 30 segundos y extension a 72° C por 1 minuto todo esto durante 37 ciclos,

para al ultimo una extension final por 7 minutos a 72° C.

Los productos de amplificacion se visualizaron por medio de una electroforesis en
gel de agarosa al 1.5%, con el mismo marcador de peso usado anteriormente, el

cual se tifié con bromuro de etidio y se visualizé bajo luz UV.
e RAPD-PCR

Para el caso de la elaboracion de la técnica de RAPD-PCR, se ocup6 un
oligonucledtido analizado con anterioridad (5’ TGCTTGCGCGCCGT 3’) y uno de la
bibliografia OLP11 (5'-ACGATGAGCC-3') (Zare, S. et al. 2019).

Esta reaccién se llevdé a cabo en un volumen total de 19 pl con los siguientes

reactivos: GoTaq Green Master Mix (12.5 ul), Nuclease free water (5.5 pl),
Oligonucleétido (1 pl) y ADN (3.5 ul) En el termociclador primero se hizo la
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos seguidos de 50 ciclos de 1 minuto
de desnaturalizacién a 94° C, 1 minuto de alineamiento a 35°C y 2 minutos de

extension a 72°C, por ultimo, una extension final de 7 minutos a 72°C.



De igual forma, una vez que se obtuvieron los productos amplificados estos se
analizaron por medio de la técnica de electroforesis en gel de agarosa al 3% el cual

se tifid con bromuro de etidio y se visualizo bajo luz UV.

Cabe aclarar que hasta este paso se analizaron todas las muestras obtenidas de
Tlaxcala, Puebla y las que fueron proporcionadas provenientes de la Comarca

Lagunera.
e Andlisis de patrones

Se identificaron todas las bandas existentes en el conjunto de muestras y se
realizaron tablas de acuerdo con el lugar de las muestras y el oligonucleétido. Se
analizaron los geles conforme a la presencia o ausencia de bandas, en este caso

se asigno un valor de 1 si la banda esta presente o un 0O si esta ausente.

En el caso de este estudio, con la informacion obtenida a partir del RAPD-PCR se
crearon dendrogramas con ayuda del programa en linea DendroUPGMA el cual al
ingresar los datos calcula una matriz de similitud, transforma los coeficientes de
similitud en distancias y realiza un agrupamiento utilizando el algoritmo Método de

grupos de pares no ponderados con media aritmética (UPGMA).



10. RESULTADOS

e Revision bibliografica

El presente trabajo ha sido elaborado a partir de revisiones bibliograficas de
diversas bases de datos, como son PubMed, NCBI, Elsevier, Google Scholar,

ScienseDirect, Springer, Scielo, entre otros.
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Figura 1. Resultados de busqueda de articulos en PubMed utilizando palabras clave

Staphylococcus aureus y RAPD-PCR.

Como se puede observar en la Figura 1, el resultado de la busqueda de articulos
usando como palabras clave “Staphylococcus aureus”y “RAPD-PCR” arroj6 un total
de 164 documentos para poder consultar, de los cuales se encontraron
aproximadamente 25 documentos que hablaban sobre la bacteria S. aureus y su
tipificacion por medio de la técnica RAPD-PCR, 15 documentos sobre la tipificacion
de esta bacteria, pero haciendo uso de otras técnicas diferentes basadas en PCR y
30 documentos basados en la tipificacion de acuerdo a resistencia de la bacteria a
antibioticos. Los documentos restantes que fueron consultados arrojaron

informacion general y molecular de S. aureus.
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Figura 2. Programa Oligoanalyzer usado para analizar primers de este trabajo.
e Muestreo

Las muestras de queso fresco se obtuvieron de los estados de Puebla y Tlaxcala
como se muestra en la Tabla 1, y las muestras de ADN de la Comarca Lagunera
fueron proporcionadas por el Laboratorio de Patogenicidad Microbiana del Centro
de Investigaciones en Ciencias Microbiologicas de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla (Tabla 2).

Tabla 1. Muestras adquiridas de Puebla y Tlaxcala, puntos de venta donde fueron adquiridos y origen
de los quesos.

Muestra Tipo de queso Local/Tienda/Mercado Origen
Muestra 1 Queso panela Local 1 Indefinido
Muestra 2 Queso panela Local 2 Indefinido
Muestra 3 | Queso de canasta Local 3 =anta Ana

Chiautempan

Santa Ana

Muestra 4 Queso panela Local 3 _
Chiautempan
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Muestra 5 Queso panela Local 4 Tlaxco
Quesos Puebla

Muestra 1 Queso fresco Mercado 1 Chipilo

Muestra 2 Queso panela Tienda 1 Indefinido

Muestra 3 Queso panela Tienda 2 Chipilo

Muestra 4 Queso panela Local 1 Indefinido

Muestra 5 Queso panela Mercado 1 Vigas, Veracruz

Tabla 2. Cepas de Comarca Lagunera proporcionadas por el Laboratorio de Patogenicidad

Microbiana.
Cepas de Comarca Lagunera
Al C2 L3 L4
R T2 L1 K3
M C1 X1 C4
D2 L2 P1 G2
H2 K2 Y 2(+)

¢ Aislamiento e identificacidon microbiana

Una vez obtenidas las muestras se procedié a la identificacion microbiana y al
aislamiento de acuerdo con la NOM-110-SSA1-1994 y NOM-115-SSA1-1994.

Para su identificacion, segun la Norma Oficial Mexicana 115, una vez inoculada la

muestra en placa Baird-Parker, se seleccionaron colonias tipicas de Staphylococcus

aureus las cuales son negras, circulares, convexas, brillantes, lisas y muestran un

halo claro alrededor de la colonia. Posterior a eso, se aislaron de 5 a 8 colonias de

cada muestra adquirida.



En las figuras 3 y 4 se muestran ejemplos de la identificacion de la bacteria 'y de los

aislamientos realizados para su posterior procesamiento para la tipificacion.

Figura 3. Placas Agar Baird-Parker con crecimiento de la muestra 1 (M1) de Puebla en las

diluciones 1072 (izquierda) y 10~3 (derecha).

Figura 4. Placas Agar Baird-Parker con crecimiento de muestra 2 (M2) y muestra 4 (M4) en la

diluciéon 1072 de Tlaxcala.
¢ Prueba bioquimica (coa)

Después de haber seleccionado las colonias candidatas de ser S. aureus, se les
realizaron las pruebas de la presencia de coagulasa en tubo y la deteccion del gen
nuc que codifica para la termonucleasa, por PCR de punto final.
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Los resultados obtenidos para la prueba de coagulasa se leyeron a partir de 4 horas
de incubacion y se observo la presencia de un coagulo haciéndole al tubo una

pequefia inclinacion (Figura 5 y 6). Todos los resultados fueron recopilados en la

Tabla 3.

Figura 5. Pruebas confirmatorias de coagulasa para colonias aisladas de muestras de Tlaxcala de

Staphylococcus aureus.

Figura 6. Pruebas confirmatorias de coagulasa para colonias aisladas de muestras de Puebla de

Staphylococcus aureus.

Tabla 3. Resultados de prueba coa y nuc de colonias aisladas de quesos de los estados de Puebla
y Tlaxcala, asi como cepas de la zona de la Comarca Lagunera.

TLAXCALA
Muestra Prueba coa | Prueba nuc Muestra Prueba coa | Prueba nuc
M1.1 + - M3.5 + -
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M1.2 + - M3.6 + -
M1.3 + - M3.7 + -
M1.4 + - M3.8 + -
M1.5 + - M4.1 - NA
M1.6 + - M4.2 + -
M1.7 + - M4.3 + -
M1.8 + - M4.4 + -
M2.1 + - M4.5 + -
M2.2 + - M4.6 + -
M2.3 + - M4.7 - NA
M2.4 + - M4.8 - NA
M2.5 + - M5.1 + -
M2.6 + - M5.2 + -
M2.7 + - M5.3 + -
M2.8 + - M5.4 + -
M3.1 + - M5.5 + -
M3.2 + - M5.6 + -
M3.3 + - M5.7 - NA
M3.4 + - M5.8 - NA
PUEBLA
M1.1 + - M3.5 - NA
M1.2 + + M3.6 - NA
M1.3 + + M3.7 + -
M1.4 + - M3.8 - NA
M1.5 + + M4.1 + +
M1.6 + + M4.2 - NA
M1.7 - NA M4.3 + +
M1.8 + - M4.4 - NA
M2.1 + - M4.5 - NA
M2.2 + - M4.6 + -
M2.3 + - M4.7 - NA
M2.4 + - M4.8 - NA
M2.5 + - M5.1 + -
M2.6 + - M5.2 + -
M2.7 + - M5.3 + -
M2.8 + - M5.4 + -
M3.1 - NA M5.5 + +
M3.2 + + M5.6 + +
M3.3 - NA M5.7 + +
M3.4 - NA M5.8 + +
COMARCA LAGUNERA
Al + - K2 + +
R + + L3 + -
M - + L1 + -
D2 - + X1 - +




H2 + + P1 + +
C2 + - Y + -
G2 + + L4 + -
T2 + - K3 + +
Cl - - C4 + -
L2 - - 2(+) - +

Se observé que el 87.5% de las cepas de S. aureus que se eligieron provenientes
de Tlaxcala fueron positivas a la prueba de coagulasa, este es el porcentaje de
positividad mas alto comparado con las cepas de Puebla y la Comarca Lagunera

gue solo fue el 70% en ambos lugares (Tabla 3).

Es importante destacar que la presencia del gen nuc, en general fue baja, ya que
se observé que ninguna de las cepas de Tlaxcala lo presentd, sélo el 27.5% de las
cepas provenientes de Puebla y el 50% en las cepas de la Comarca Lagunera
(Tabla 3). El 27.5% de las cepas de Puebla presentaron positividad tanto a la prueba
de coagulasa como a la presencia del gen nuc, y sélo el 25% de las cepas de la

Comarca Lagunera (Tabla 3).

e Pruebas de sensibilidad a antibioticos

Como se sabe, la resistencia a antibioticos comunes esta creciendo a nivel global.
Datos recientes manifiestan que mas del 90% de S. aureus muestra resistencia a

Penicilina y mas del 50% a Oxacilina (Chavez, 2020).

Los resultados obtenidos, como se puede observar en las figuras 7 y 8 se tomaron
las medidas de los halos de inhibicibn y tomando como referencia los datos
establecidos de cada antibiotico fue como se determiné si se trataba de Resistencia,

Intermedia o Sensible.

Los datos obtenidos para la sensibilidad a antibi6ticos se adjuntan en la tabla 4 con
todas las muestras analizadas. Como se puede observar la mayoria de las colonias
aisladas y adquiridas presentan resistencia o resistencia intermedia a la penicilina

(77.5%), ampicilina (68.6%), eritromicina (71.9%) y gentamicina (59.5%), y casi



todas las cepas presentaron sensibilidad ante el antibiético vancomicina a

excepcion de algunas de la comarca lagunera que presentaron resistencia o

resistencia intermedia para este antibiético.

Figura 7. Resultados de
antibiogramas realizados a las
colonias aisladas positivas a
coagulasa. En esta figura se
muestran resultados de la
colonia M1.4 (colonia 4 de la

muestra 1) de Tlaxcala.

Figura 8. Resultados de
antibiogramas realizados a
colonias positivas a coagulasa.
Se muestran resultados de las
colonias M1.4 (colonia 4 de la
muestra 1) y M4.6 (colonia 6 de

muestra 4) de Puebla.

Tabla 4. Resultados de prueba de resistencia a antibiéticos de colonias aisladas de los estados de
Puebla y Tlaxcala, asi como de la Comarca Lagunera. *AM=Ampicilina, E=Eritromicina,
SXT=Sulfametoxasol/Trimetroprim,
TE=Tetraciclina, VA=Vancomicina, OX=0xacilina, CLM=Clindamicina; R=Resistente, |=Resistencia

CF=Cefalotina,

intermedia, S=Sensible, NA=No aplica.

PE=Penicilina,

GE=Gentamicina,

Cepa e AM E CF PE GE | SXT | TE VA | OX C|i/|L
M1.1 | S R R S S S S I NA
M1.2 S | S R S S S S R NA
M1.3 S | S R S S S S I NA
M1.4 S | S R S S S S R NA
M1.5 S | S R S S S S R NA
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R S S S S S S S R R | NA

M S S S S S S S S R | NA

D2 S [ S [ S S S S | NA

H2 S R S R S S S R S | NA

c C2 S R S R S S S S S | NA
T2 S S S S S S S R R | NA

C1 S R S R S S S S S | NA

0 L2 S R S R S S S S S | NA
K2 S R S R S S S S S | NA

M L3 S R | R S S S S S | NA
L1 S R [ R S S S S S | NA

A X1 S [ S S S S S S S | NA
P1 S S S S S S S R R | NA

R Y R [ R R R S S S S | NA
L4 R R R R S R S R R | NA

K3 R R S S S S S S S | NA

c C4 R R S R S R R S S | NA
G2 S R S S R R S S S | NA

A 2 (+) S R S R R R S R S | NA
% R 68.6 | 719 | 46 | 775 | 595 | 29.9 | 30.3 | 7.86 | 13.4 | 37

Haciendo un andlisis de los datos de las graficas, se puede observar que las
bacterias provenientes del estado de Puebla presentan una mayor resistencia a la
mayoria de los antibiéticos y las cepas recuperadas de Tlaxcala, presentan
mayormente resistencia intermedia a un namero considerable de antibiéticos, es
importante destacar que aunque las cepas de la Comarca Lagunera no presentaron
resistencia tan frecuentemente, excepto a eritromicina y penicilina si es importante

destacar la resistencia a Vancomicina y Oxacilina (Figuras 9 y 10).

Del total de cepas aisladas incluidas en el presente trabajo se observo que la
mayoria de las cepas (63%) presentd multirresistencia, es decir resistencia a 4 o
mas antibidticos, es importante destacar que algunas hasta a siete antibidticos; el
19.3% presento resistencia a tres antibioticos y solo 1 cepa fue sensible a todos los
antibioticos probados y fue recuperada de un queso proveniente de Tlaxcala (Figura
11).

Analizando la multirresistencia se puede observar que las cepas provenientes de
Puebla mostraron una mayor frecuencia ya que el 96.4% (27/28) fueron resistentes
a cuatro o mas antibioticos, el 60% (21/35) de las cepas provenientes de Tlaxcala
fueron multirresistentes y para la Comarca Lagunera la mayor frecuencia fue para
la resistencia a 2 antibi6ticos que fue del 45% (9/20), esto se puede observar en la

figura 12.
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Figura 9. Antibitticos a los que las cepas de S. aureus recuperadas mostraron una mayor
frecuencia de resistencia comparando Puebla, Tlaxcala y Comarca Lagunera. En Puebla es donde
se observa mayor resistencia a antibioticos exceptuando a Penicilina y Tetraciclina, siendo Tlaxcala
el estado con mayor resistencia a estos antibiéticos. La Comarca presenta mayor resistencia para

Vancomicina y Oxacilina.
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Figura 10. Frecuencia de resistencia intermedia comparando Puebla, Tlaxcala y Comarca
Lagunera. Se observa que para los antibioticos Ampicilina, Eritromicina, Penicilina, Gentamicina y

Oxacilina, el estado de Tlaxcala presenta mayor resistencia intermedia en comparacion con Puebla
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y Comarca. Para el antibiético Vancomicina no se obtuvo alguna muestra con resistencia

intermedia.

1,1% 3, 4%

mS mRl1 =wR2 = R3 = Multirresistentes

Figura 11. En el gréafico se pueden observar que el 63% de las cepas aisladas incluidas en el

estudio fueron multirresistentes en contraste con las sensibles que sélo fue una cepa.
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Figura 12. Multiresistencia a antibiéticos de acuerdo con muestras de Puebla, Tlaxcala y Comarca
Lagunera.
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e Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN de las colonias se utilizé el Kit ZymoBIOMICS ADN
Miniprep y posteriormente se realizaron electroforesis en gel de agarosa al 1% con

la finalidad de visualizar una extraccion exitosa del ADN (Figura 13).

Una vez obtenido el ADN se procedi6 a realizar el disefio del oligonucle6tido in silico

y posteriormente la prueba confirmatoria (nuc) y RAPD-PCR.

P:M1.2 P:M1.3 P:M1.5 P:M1.6 P:M2.2 P:M3.2 P:M4.1 P:M4.3 P:M5.2

P:M5.6 P:M5.7 P:M5.8

Figura 13. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. En él se pueden observar el ADN de

las colonias aisladas del estado de Puebla de la muestra 1, 2, 3,4y 5.
e Disefio y prueba in silico de oligonucleotidos a utilizar

El disefio del oligonucleétido se obtuvo utilizando el programa bioinforméatico
Primer3Plus, para el RAPD-PCR (5 TGCTTGCGCGCCGT 3)).

Primero con ayuda de la base de datos NCBI se buscé el genoma completo de
Staphylococcus aureus para descargarlo en formato FASTA y poder ocuparlo en el

programa Primer3Plus, este programa busca y muestra los mejores resultados para
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oligonucledtidos dando valores especificos como él %G-C, Tm, su longitud, etc.,

como se observa en la figura 14.

Una vez que se obtuvo el oligonucleétido, se analizO6 en dos programas
bioinforméticos, Oligoanalyzer y Blastn, para detectar si se trata de un

oligonucledtido con buenas caracteristicas y si existe alineamiento con el genoma

de Staphylococcus aureus.

Como se puede observar en la figura 15, el programa Oligoanalyzer muestra

resultados especificos del primer que se esta analizando.

Y en el caso de Blastn muestra si existen o no alineamientos entre la secuencia de
interés, en este caso el oligo, y el genoma de la bacteria. Como se puede observar

en la figura 16 si existid alineamiento con cepas conocidas de Staphylococcus

aureus en su base de datos.

News: Try out our new tool: Wileyv-DNA -Editor - A DNA/Plasmid editor running in vour browser!

2 . More... Source Code
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence Help About
| < Back |
Pair 1: |Primer |

Left Primer 1:  |[TGCTTGCGCGCCGT |

3

Start: 270249  Length: 14bp Tm: 60.0C GC: 714 % ?—SI'Q‘ End:0.0 TB:100 HP:396 3'Stab:5.7 Penalty: 4.021

Right Primer 1: |GCTGCGGGCGACACA |
Start: 270377 Length: 15bp Tm: 60.0C GC:73.3% Any:0.0 End: 00 TB:11.0 HP:0.0 3'Stzb:3.7 Penalty: 5.022

Pair: Product Size: 129 bp ‘?—;“— End:68 TB:210 Penalty: 9.043

Figura 14. Resultado de la busqueda de oligonucleoétidos para RAPD-PCR en Primer3Plus.



Results

SEQUENCE 5-TGCTTG CGCGCC GT -3
COMPLEMENT 5-ACG GCG CGC AAGCA-3
LENGTH 14

GC CONTENT 714%

MELT TEMP 59.8°C

MOLECULAR WEIGHT 4246.8 g/mole

EXTINCTION COEFFICIENT 117100 L/{mole-cm)
nmole/0D;s: 2.54

UE/ODsp 3627

Figura 15. Resultados del andlisis del oligo para RAPD-PCR en Oligoanalyzer.

Graphic Summary Alignments. Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ¥ [ Select columns ¥ Show (2]
select all 100 sequences seiected GenBank Graphics  Distance tree of results  EEMSA Viewer
Desciplion Sciemiﬁs Name ;i:; ST:::‘E 2:32: v:ue ‘::’“ Accvl_en Accession
- - - - -
aureus strain 195 complete genome Staphylococcus aureus 282 282 100% 22 100.00% 2754414 gil2108847713|CP077931.1
aureus strain 196 complete ggnome Staphylococeus aureus 282 282 100% 22 100.00% 2754404 gil2108844849/CP0T7926 1
aureus strain 197 complete ggnome Staphylococcus aureus 282 282 100% 22 100.00% 2754402 gil2108842274|CP0T7926 1
aureus strain 200 complete ggnome Staphylococeus aureus 282 282 100% 22 100.00% 2719166 gil2108837207|CP077924 1
aureus strain 201 complete ggnome Staphylococeus aureus 282 282 100% 22 100.00% 2719235 gil2108834633|CP077923 1
aureus strain 276 complete ggnome Staphylococeus aureus 282 282 100% 22 100.00% 2730804 gil2108829426|CP077921.1
aureus strain 277 complete ggnome Staphylococeus aureus 282 282 100% 22 100.00% 2749120 gil21088265642|CP077920 1
hyle aureus strain 278 plasmid unnamed Staphylococcus aureus 282 282 100% 22 100.00% 2732781 gil2108824004|CP077919.1
aureus strain 282 complete ggnome Staphylococeus aureus 282 282 100% 22 100.00% 2732780 gil2108816241|CP0779151
hyl aureus strain 328 ch _complete genome Staphylococcus aureus 282 282 100% 22 100.00% 2764234 gil2108794564|CP077897.1
aureus strain 329 complete ggnome Staphylococeus aureus 282 282 100% 22 100.00% 2795787 gil2108791902|CP077894 1
hyl aureus strain 332 ch _complete genome Staphylococcus aureus 282 282 100% 22 100.00% 2745575 gil2106789269/CP077893.1
hyle aureus strain 356 ch complete genome Staphylococcus aureus 282 282 100% 22 100.00% 2855358 gil2108778283| i
: hyl aureus strain 358 ch _complete genome Staphylococcus aureus 282 282 100% 22 100.00% 2855863 gi\2106772634\

Figura 16. Resultado de analisis del oligo para RAPD-PCR en Blastn.
« PCR confirmatoria (nucA)

Esta prueba molecular confirmatoria se realiz6 con primers disefiados anteriormente
por el Laboratorio de Patogenicidad Microbiana los cuales son F 5’ (GCG ATT GAT
GGT GATACTGTTA)3yR 5 (AGC CAAGCC TTG ACG AAC TAA AGC) 3.



Los productos de PCR se visualizaron bajo luz UV en gel de agarosa al 1.5% tefido
con bromuro de etidio en luz UV como se observa en las figuras 17 y 18. El amplicon
obtenido para nuc es de 239 pb, todos los resultados obtenidos se resumieron en la
Tabla 3 junto con los resultados de la prueba de coagulasa. Como se observa, todas
las colonias aisladas del estado de Tlaxcala no amplificaron el gen nuc, para las
cepas de Puebla 4 colonias de la muestra 1 amplificaron para nuc, 1 colonia de la
muestra 3 (M3.2), 2 colonias de la muestra 4 (M4.1 y M4.3) y 4 colonias de la
muestra 5 (M5.5, M5.6, M5.7 y M5.8). De la Comarca Lagunera, el 50% (10/20) de

las muestras fueron positivas al amplicon de nuc.

M1.1 M1.2 M1.3 M1.4 M1.5M1.6 M1.8 M1.1 M1.2 M1.3'M1.4 M1.5 M1.6 M1.7

Figura 17. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio con resultados de PCR para
detectar gen nuc de Staphylococcus aureus. Colonias aisladas de la muestra 1 de Puebla

(izquierda), colonias aisladas de la muestra 1 de Tlaxcala (derecha).
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M2.8 M3.2 M3.7 M4.3 M4.6 M4.1 M5.1 W M5.2 M5.3 M5.4 M5.5 M5.6 M5.7 M5.8

Figura 18. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio con resultados de PCR para
detectar gen nuc de Staphylococcus aureus. Colonias aisladas de las muestras 2, 3, 4y 5 del

estado de Puebla.
« RAPD-PCR y analisis de dendrogramas

La reaccién de RAPD-PCR se realiz6 con la finalidad de poder observar si todas las
muestras obtenidas y analizadas con anterioridad presentaban polimorfismos o no
para detectar si tienen relacién, se parecen entre si 0 existen un alejamiento ya sea
entre colonias de las mismas muestras o muestras del mismo estado. Al usar un
solo primer al azar, tanto el sacado de la literatura OLP11 (5° ACGATGAGCC 3)
como el elaborado en este trabajo (5° TGCTTGCGCGCCGT 3’), se observé una
infinidad de bandas y se esperaba que, en cuanto a bandeo, entre las mismas
colonias de cada muestra hubiera gran similitud, sin embargo, en muchas colonias

de una muestra se logré apreciar que no sucedio asi.

El producto de estas reacciones se visualizé en gel de agarosa al 3%, tefiido con
bromuro de etidio, bajo luz UV, como se puede apreciar en las figuras de ejemplo
(Figuras 19, A B y C), las demés imagenes se pueden visualizar en el Anexo 1.
Posterior a la obtencion del bandeo en los geles de agarosa, se procedio a realizar
tablas en donde se recabd, mediante un sistema binario donde 1 representa

presenciay 0 ausencia, el nUmero total de bandas de cada colonia de cada muestra.



Y una vez recabados todos los datos, se crearon los dendrogramas con ayuda del
programa en linea DendroUPGMA el cual utiliza el método UPGMA para la creacion
de arboles filogenéticos. Este método admite que las especies son grupos por si
mismos, relaciona los dos grupos mas cercanos sustentado en la matriz de
distancias, vuelve a calcular la matriz de distancia y repite el proceso hasta que

todas las especies estan conectadas a un mismo grupo.

A M1.6 M1.8 M2.1M2.2M2.3 C-

M4.4 M4.5 M4.6 M5.1 M5.2 M5.3

otk
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Figura 19. Geles de Agarosa con reacciones de RAPD-PCR. A) se aprecian muestras del estado
de Puebla, B) muestras del estado de Tlaxcala y C) de la Comarca Lagunera. Las reacciones
marcadas por son las realizadas con el primer de la literatura y las de verde fuerte

realizadas con el primer de este trabajo.
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Figura 20. Dendrograma obtenido por el programa DendroUPGMA, contiene los aislados de las

muestras de Puebla, Tlaxcala y de la zona de la Comarca Lagunera.

En este trabajo se relacionaron todas las muestras (Puebla, Tlaxcala y Comarca
Lagunera) analizadas con el oligonucleétido reportado en la literatura ya que se
considerd que con este primer se obtuvo una mejor relacion genética en cuanto a

las muestras.

En la figura 20 se presenta el dendrograma obtenido por el programa mencionado
anteriormente (dendroUPGMA) donde se relacionan las muestras aisladas de
Puebla, Tlaxcala y la Comarca Lagunera, como se puede observar se logré dividir
en tres grandes subgrupos (A, By C). En el grupo A, se encuentran relacionadas
muestras de Puebla, solamente 2 colonias de Tlaxcalay 1 de la Comarca Lagunera.
Lo importante a resaltar de este grupo es que, si bien algunas colonias
pertenecientes a una misma muestra comparten similitudes de al menos el 90%,
como algunas colonias de la muestra 5 (PM51, PM52, PM53, PM54 y PM55),
también se puede encontrar similitud entre colonias de la misma muestra de
diferente estado por ejemplo de la muestra 5 del estado de Puebla (PM56) y
Tlaxcala (TM54 y TM55). La Unica cepa de la Comarca Lagunera presente en este
grupo (R) presenta al menos 30% de similitud con colonias aisladas del estado de
Puebla de la muestra 5. Otra cosa importante de recalcar es que existen cepas
aisladas de una misma muestra que comparten entre sélo aproximadamente un
60% de similitud como aislados de la muestra 2 de Puebla (M2.3, M2.2, M2.1, M2.7
y M2.5)

En el caso del grupo B se desglosan dos subgrupos grandes, en uno se encuentra
una sola colonia de la muestra 4 de Puebla (PM46) y del otro se ramifican otros dos
subgrupos pequerios dentro de los cuales se encuentran relacionados aislados de
los tres lugares del trabajo (Puebla, Tlaxcala y Comarca Lagunera), sin embargo,
aungue se llegan a encontrar en el mismo grupo existe una notable separacion entre
los aislados de los diferentes lugares. Lo Unico importante a recalcar es que en uno
de los subgrupos pequeiios existe una similitud de por lo menos 90% entre colonias,

aunque del mismo estado Tlaxcala, de diferentes muestras 1y 2 (TM21 y TM13,



TM14). De igual forma se muestran similitudes del 100% entre aislados del mismo
lugar, por ejemplo, de Tlaxcala de la muestra 1 (TM15, TM16, TM17 y TM18) y de

la Comarca Lagunera con las muestras X1, C1y D2.

Y por ultimo esta el grupo C. Este se encuentra ramificado en dos subgrupos
pequefios, el primero muestra una similitud de aproximadamente 90% entre
aislados de diferente estado, pero nimero igual de muestra los cuales son de la
muestra 3 del estado de Tlaxcala (TM35, TM36, TM37, TM38) y una colonia de la
muestra 3 de Puebla (PM37). Y en el segundo subgrupo se encuentran puros
aislados del estado de Tlaxcala. Lo importante a destacar de este subgrupo es que
se encuentran similitudes de por lo menos el 90% entre aislados de diferentes
muestras, por ejemplo, entre colonias de la muestra 5 (TM53) y colonias de la
muestra 3 las cuales entre ellas presentan similitud del 100% (TM31y TM32, TM33,
TM34).

Por otro lado, es importante destacar la resistencia a los antibioticos Oxacilina y
Vancomicina los cuales son antibidticos importantes a la hora de detectar a S.
aureus. Es por eso que se realizaron los siguientes dendrogramas (figuras 21y 22)

para poder detectar la relacion genética entre cepas resistentes a estos antibiéticos.

En la figura 21 se representa el dendrograma de cepas que presentaron resistencia
a Oxacilina. En él se destaca la division de tres grupos grandes (A, By C), donde el
grupo A solo contiene a una sola cepa de la Comarca (R), en el grupo B se observa
la relacion entre cepas de la misma muestra del estado de Tlaxcala del 100 % entre
TM16 y TM15 y aproximadamente el 90% entre estas cepas y TM12, a su vez este
subgrupo presenta una relacién de aproximadamente 60% con otra cepa de la
misma muestra del estado de Tlaxcala (TM14). Y el grupo C representa una similitud
escalonada entre cepas de la Comarca Lagunera (L4, P1, T2) terminando en una
relacion de aproximadamente del 90% entre las cepas D2 y M. Este dendrograma
solo presenté similitud de por lo menos el 10% entre cepas de diferentes lugares

que fueron Tlaxcala y la Comarca Lagunera.
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Figura 21. Dendrograma de cepas resistentes a Oxacilina de Tlaxcala y Comarca Lagunera.
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Figura 22. Dendrograma de cepas resistentes a Vancomicina de Tlaxcala y Comarca Lagunera.

Por otro lado, en la figura 22 se representa el dendrograma obtenido al comparar

las cepas con resistencia a Vancomicina. En este se obtuvieron dos grandes grupos



Ay B. En el grupo A solamente se encuentra la cepa TM34, y en el grupo B se
obtuvo una similitud escalonada entre cepas de la Comarca Lagunera (R, 2 (+), L4,
H2) y otras dos cepas que a su vez obtuvieron una similitud de aproximadamente el

90% también de la Comarca Lagunera (P1y T2).

Por ultimo, se realizdé un analisis comparando cepas de un mismo lugar tanto de
Puebla como de Tlaxcala y que todas las cepas fueran homdélogas. En el caso de la
figura 23 se presenta el dendrograma de las cepas de la muestra 2 de la Tienda 1
del estado de Puebla. Como se puede observar se obtuvieron dos grupos Ay B, sin
embargo, en el grupo A solo se posiciond una sola cepa (PM22) la cual tiene una
relacion un poco alejada de las demas cepas. En el caso del grupo B se obtuvo una
relacion escalonada entre las cepas PM23, PM21, PM27 Y PM25, seguido de por
lo menos el 90% de similitud entre las cepas PM25 y cepas que obtuvieron 100%
de similitud (PM28, PM26 y PM24). Algo muy importante de mencionar es que todas
las cepas de esta muestra son coa + y nuc — y con respecto a la resistencia a
antibioticos solo hay dos diferencias, para el antibiético ampicilina solo la cepa PM25
resulté sensible en comparacion con todas las demas resistentes y para el

antibiotico Tetraciclina la cepa PM24 resulté ser sensible y las demas resistentes.
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PM27
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Figura 23. Dendrograma de cepas de Tienda 1 del estado de Puebla.



Por otra parte, se obtuvo el dendrograma con las cepas del Local 3 del estado de
Tlaxcala. En este caso es muy notable los dos grupos obtenidos Ay B, en el grupo
A con una similitud del 100% se encuentran las cepas TM34, TM33, TM32 y TM31
y en el grupo B de igual forma con una similitud del 100% se encuentran las cepas
TM38, TM37, TM36 y TM35. Comparandolas de manera completa, todas las cepas
de esta muestra obtuvieron resultados de coa + y nuc — y refiriéndonos a sus
resistencias a antibiéticos , solo en el caso de la cepa TM34 para los antibiéticos
Tetraciclina, Vancomicina y Clindamicina result6 diferente a las demés cepas siendo
para Tetraciclina con resistencia intermedia a diferencia de las demas sensibles,
para Vancomicina resistente en comparacion con las demas sensibles y para

Clindamicina sensible en comparacion con las demas resistentes (Figura 24).
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Figura 24. Dendrograma de cepas del Local 3 del estado de Tlaxcala.



11. Discusion

Staphylococcus aureus es una de las principales bacterias patégenas causantes de
ETA’s ya que, al consumirla, puede llegar a causar intoxicacion debido a la ingestion
de alimentos contaminados con sus enterotoxinas termoestables producidas por

ella, como es el caso de la enterotoxina B estafilocdcica (EBE) (CFSPH, 2007).

Dentro de la gama de alimentos en los que puede estar presente esta bacteria son
los lacteos (Borbolla-Sala, el al. 2004) debido a que esta bacteria puede encontrarse
en el ganado bovino, del cual se obtienen estos productos, y puede llegar a propiciar
mastitis. Es por eso que en este trabajo se estudiaron y analizaron quesos frescos
provenientes de los estados de Puebla y Tlaxcala.

Al encontrar S. aureus en muestras recolectadas directamente de los puntos de
venta esto denota que tal vez las vacas de las cuales fue extraida la leche y
posteriormente elaborado el queso puede llegar a presentar a la bacteria o una
infeccion importante debido a ella, o bien, al momento de elaborarlos y manipularlos
no se tomaron las normas de seguridad alimentaria correctas para garantizar su

inocuidad (Perdomo y Meléndez, 2004).

Realizar las pruebas bioquimicas, en este caso coagulasa, fue con el fin de
determinar si las colonias aisladas de las diferentes muestras aisladas tienen la
capacidad de coagular dicha enzima. Esta prueba es muy sensible y especifica para
esta bacteria ya que la presencia de esta proteina representa un importante factor
de virulencia (Zandejas-Manzo et al. 2014). En este estudio se observo que la
mayoria de las colonias de las muestras obtenidas son coagulasa positiva, lo cual
es un indicativo de que se tratan del patégeno Staphylococcus aureus y de que tal

vez se pueda tratar de bacterias virulentas.

Por su parte la prueba molecular para detectar el gen nucA se realiz6 con el fin de
confirmar si las colonias aisladas de las diferentes muestras adquiridas se trataban
de S. aureus productoras de enterotoxinas y virulentas. El gen nucA codifica para la

enzima termonucleasa también es producida por la mayoria de las cepas de esta



bacteria y de igual forma es usado como un principio para la deteccion de S. aureus
(Hamdan-Partida, et al., 2016).

La prueba de resistencia a antibiéticos es importante realizarla ya que se tiene
registrado que S. aureus es resistente a la penicilina y vancomicina (Bustos, et al.,
2006). Sin embargo, aunque la mayoria obtuvieron resistencia o resistencia
intermedia a Penicilina, por lo menos todos los aislados de los estados de Puebla 'y
Tlaxcala fueron sensibles al antibiético vancomicina, esto quiere decir que, aunque
se puede tratar de esta bacteria son cepas no resistentes a este antibiotico y podria
llegarse a utilizar como tratamiento para las vacas con mastitis, si es que de ahi

proviene la bacteria en cuestion.

De acuerdo con los datos de resistencia a antibiéticos obtenidos en este trabajo, se
detectdé una mayor resistencia bacteriana en el estado de Puebla en comparacion
con Tlaxcala y la Comarca Lagunera para los antibiéticos Gentamicina, Ampicilina,
Eritromicina, Cefalotina, Clindamicina y Trimetroprim/Sulfametoxasol. La resistencia
a estos antibiéticos concuerda con lo publicado por Novales (2011) donde hace
énfasis en que de las cepas obtenidas para su estudio presentaron un alto nivel de

resistencia para los mismos antibiéticos.

El uso excesivo y constante de los antibiéticos ha ocasionado el surgimiento de
bacterias que son resistentes a mudltiples antibiéticos o multirresistentes que
ocasionan que aun los farmacos mas eficientes ya no lo sean. Existe un grupo
bacteriano denominado ESKAPE el cual incluye seis patdgenos que presentan
multirresistencia a antibiéticos y dentro de ellos se encuentra la bacteria de estudio:
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp (Guevara,
et al., 2021).

Por otro lado, hablando de la prueba PCR para la deteccion de nuc, en el caso de
las muestras obtenidas del estado de Puebla solamente 11 colonias aisladas, las
cuales son de las muestras 1, 3, 4 y 5, salieron positivo a esta prueba. En el caso

de las colonias de las muestras de Tlaxcala no se encontré ninguna cepa que



resultara positiva y para la Comarca Lagunera, en los archivos del Laboratorio de
Patogenicidad, se tuvo registrado que 7 de 20 cepas dieron positivo a la prueba
molecular. Esto nos abre una brecha en nuestro panorama ya que entonces
hablamos de que no todas las cepas que dan positivo a la prueba coagulasa dan
positivo a prueba termonucleasa. Es posible que en un futuro trabajo puedan
detectarse otro tipo de genes, como femB, el cual también es otro indicador clinico

para la deteccion de Staphylococcus aureus (Hamdan, et al., 2015).

Existen varios métodos para la tipificacion molecular como la biotipificacion, la
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), la tipificacibn de secuencias
multilocus (MLST) y las basadas en PCR han manifestado ser confiables, pero son
costosas, laboriosas y técnicamente exigentes. RAPD-PCR es una técnica que tiene
como principio la PCR y es efectiva para relacion clonal entre cepas, ademés de
gue una técnica muy sencilla, econémica y 0til que ha sido empleada para la
tipificacion de aislados de S. aureus (Reinoso, et al., 2004; Pereira, et al., 2002;
Zare, et al., 2019; Meza, et al., 2006).

La tipificacibn molecular hecha en este trabajo expuso que existen polimorfismos
genéticos en las colonias aisladas de Staphylococcus aureus de las diferentes
muestras recolectadas de Puebla y Tlaxcala y de las muestras de la zona de la
Comarca Lagunera. Esto se puede deber debido a que los aislamientos estan
sometidos a muchos factores de presion selectiva como el uso de antibidticos contra

una infeccion (Meza, et al., 2006).

Con el uso del oligonucleétido hallado en la literatura OLP11 el polimorfismo
genético de las pruebas aisladas se observo que esta presente gracias a la técnica
de RAPD-PCR, que mostr6 patrones de bandas claros y en mayoria de los casos
comunes en casi todas las muestras. Esto concuerda con el trabajo hecho por Zare
y colaboradores (2019) donde de igual forma hicieron uso de este oligonucleétido
para la tipificacion de S. aureus de aislamientos de infecciones en humanos, billetes

de banco, alimentos y leche de vacas con mastitis.



El dendrograma obtenido como resultado de los polimorfismos encontrados por la
amplificacion, refleja que los aislamientos de este trabajo pertenecientes a
diferentes lugares de México presentan una gran diversidad de polimorfismos,
generando 3 grandes grupos lo cuales se dividen a su vez en subgrupos pequeios
presentando similitudes de 100%, 90%, 60% y hasta 30%. Lo mas importante a
destacar es que existieron similitudes entre muestras distintas de un mismo estado
y entre diferentes muestras de diferentes estados lo cual es un indicativo de la

existencia de diversidad genética.

Tomando en cuenta los dendrogramas obtenidos a partir de resistencia a los
antibioticos vancomicina y oxacilina donde resultaron ser algunas cepas de Tlaxcala
y Comarca Lagunera para el caso de oxacilina y solo una cepa de Tlaxcala y unas
cuantas de la Comarca para vancomicina es importante recalcar que, aunque
coinciden tener en comun esta caracteristica en la mayoria de las cepas no se
logran apreciar grandes similitudes entre cepas de los dos diferentes lugares. Esta
relacion se realiz6 con la finalidad de hacer una comparacién entre antibiéticos que
se han descrito como importantes en la deteccidén de Staphylococcus aureus MRSA

(resistente a la meticilina) (Elkady, et al., 2022).

Por ultimo, es importante recalcar que con los dendrogramas realizados para las
cepas de un mismo lugar y muestras en el caso de Puebla se observé diversidad
esperando que por ser cepas de la misma muestra fueran mayormente semejantes
por los resultados obtenidos de las pruebas de coa y nuc y la sensibilidad de
antibiéticos. Caso contrario con las cepas de Tlaxcala, en este caso si se obtuvo
una mayor similitud en cuanto a cepas de una misma muestra, sin embargo, algo
de llamar la atencién es la cepa TM34 la cual solo resulto ser diferente en cuanto a
resistencia a ciertos antibiéticos y en el dendrograma de resistencia a Vancomicina
tuvo similitud con una cepa de la Comarca Lagunera (R). Se podria pensar que los
genes productores de estas resistencias podrian no encontrarse de forma endégena
en el genoma de la bacteria, sin duda esta cepa podria ser de interés para futuras

investigaciones.



12. Conclusiones.

Es de importancia hacer conciencia en que elaborar alimentos con altos indices de
bacterias patégenas puede conllevar a grandes problemas de salud publica. Existe

mucha desinformacion acerca de este tema.

Por otro lado, se piensa que las bacterias aisladas de todas las muestras obtenidas
de diferentes zonas del pais pueden resultar ser virulentas y productoras de toxinas
debido a todos los resultados de las pruebas hechas en este trabajo. Al realizar la
tipificacion genética con la técnica de RAPD-PCR, los aislados de diferentes
muestras y lugares presentaron polimorfismos lo cual es un indicativo de que entre

ellos existe diversidad genética.

La cepa TM34 extraida del estado de Tlaxcala y de la muestra 3 podria llegar a ser
de interés para futuras investigaciones debido a las diferencias obtenidas respecto

a las demés cepas de su mismo grupo.

RAPD-PCR es una técnica que puede ser utilizada para poder detectar las fuentes
de la infeccién y el manejo de estas por Staphylococcus aureus, asi como estudios

epidemioldgicos.

13. Referencias

Aguas, E. M., Jiménez, |. N., Iguaran, E. M., y Morales, K. P. (2017). Importancia en
Salud Publica y modelamiento de Staphylococcus Aureus en alimentos. Mente
Joven, 6, 36-53.

Alvarado, V. H., Mora, M., Arias, M. L., Rojas, N., y Chaves, C. (2011). Resistencia
antimicrobiana de cepas de Staphylococcus aureus, Costa Rica. Revista
Costarricense de Salud Publica, 20(2), 102-106.

Anangono Martinez, D. T. Resistencia antibidtica de Staphylococcus aureus en

vacas con mastitis en tres estratos lecheros del canton Mejia.



Boothby, J., Genigeorgis, C., y Fanell, M. J. (1979). Tandem
coagulase/thermonuclease agar method for the detection of Staphylococcus

aureus. Applied and environmental microbiology, 37(2), 298-302.

Borbolla-Sala, M. E., del Rosario Vidal-Pérez, M., Pifla-Gutiérrez, O. E., Ramirez-
Messner, |., y Vidal-Vidal, J. J. (2004). Contaminacion de los alimentos por Vibrio
cholerae, coliformes fecales, Salmonella, hongos, levaduras y Staphylococcus
aureus en Tabasco durante 2003. Salud en Tabasco, 10(2), 221-232.

Brakstad, O. G., Aasbakk, K., y Maeland, J. A. (1992). Detection of Staphylococcus
aureus by polymerase chain reaction amplification of the nuc gene. Journal of clinical
microbiology, 30(7), 1654-1660.

Bustos, J., Hamdan, A., y Gutiérrez, M. (2006). Staphylococcus aureus: la

reemergencia de un patdgeno en la comunidad. Rev Biomed, 17(4), 287-305.

Cervantes-Garcia, E., Garcia-Gonzalez, R., y Salazar-Schettino, P. M. (2014).
Caracteristicas generales del Staphylococcus aureus. Revista Mexicana de
Patologia Clinica y Medicina de Laboratorio, 61(1), 28-40.

Contreras, G. L. P., Pérez, E. M., Pacheco, S. V., y Almazéan, S. E. G. (2003).
Resistencia a antibioticos y metales pesados en cepas clinicas de Staphylococcus
aureus. Revista Medica del Hospital General de México, 66(1), 13-21.

Corbellini, C., Lechero, P., y de la Enfermedad, I. E. (2002). La mastitis bovina y su
impacto sobre la calidad de la leche. Argentina: Instituto de Tecnologia
Agropecuaria, Proyecto Lechero, EEA INTA Pergamino. Recuperado el, 15.

Cotaquispe, R., Sarmiento, R., Lovon, S., y Rodriguez, J. (2021). Caracterizacion
fenotipica y genotipica de Staphylococcus spp con resistencia a meticilina en pollos
comerciales. Revista de Investigaciones Veterinarias del Peru, 32(3).

Crespo, A., Blanco, O., Cubero, O. F., Molina, M. C., y Cubas, P. (1999). Técnicas

y métodos para la iniciacion en el estudio de la evolucién molecular con aplicaciones



especiales para el andlisis de los hongos liguenizados. Botanica Complutensis, 23,
13-51.

Cuenca, F. F., Cerero, L. L., y Hernandez, A. P. (2013). Técnicas de tipificacion
molecular para la vigilancia y control de la infeccion. Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica, 31, 20-25.

Chévez-Jacobo, V. M. (2020). La batalla contra las superbacterias: No mas
antimicrobianos, no hay ESKAPE. TIP. Revista especializada en ciencias quimico-

bioldgicas, 23.

Delgado, R. L. C., y Torres, D. J. M. (2003). Evaluacion bacteriol6gica de quesos
frescos artesanales comercializados en Lima, PerU, y la supuesta accion bactericida

de Lactobacillus spp. Revista Panamericana de Salud Publica, 14(3), 158-164.

Denso Pepper, C. (1988) National Center of Biotechnology Information. Windows.

Bethesda, Maryland: Biblioteca Nacional de Medicina de Estados Unidos.

Diaz, A. S., Renteria, L. F., Cortez, J. A., y Palacios, E. S. (2014). PCR: reaccién en
cadena de la polimerasa. Herramientas moleculares aplicadas en ecologia:

aspectos tedricos y practicos, 53.

Diaz-Rivero, C., y de Garcia, B. G. (2001). Staphylococcus aureus en queso blanco
fresco y su relacion con diferentes microorganismos indicadores de calidad

sanitaria. Revista salud publica y nutricion, 2(3).

Eley, A. R. (1992). Intoxicaciones alimentarias de etiologia microbiana.

In Intoxicaciones alimentarias de etiologia microbiana (pp. 208-208).

Elkady, F. M., Al-Askar, A. A., Tawab, A. A., Alkherkhisy, M. M., Arishi, A. A., y
Hashem, A. H. (2022). Comparative Genotypic Analysis of RAPD and RFLP Markers
for Molecular Variation Detection of Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
Clinical Isolates. Medicina, 58(9), 1245.



Fernandez Bolafos, O. F., Trujillo Graffe, J. E., Pefia Cabrera, J. J., Cerquera
Gallego, J., y Granja Salcedo, Y. T. (2012). Mastitis bovina: generalidades y

meétodos de diagndstico. Revista electronica de Veterinaria, 13(11), 1-20.

Foster, T. J., y Geoghegan, J. A. (2015). Staphylococcus aureus. Molecular Medical
Microbiology, 655-674.

Guevara Diaz, J. A., Maldonado, M. R., Valadez Padilla, D. E., Muro Diaz, R.,
Palomares, M., y Rikimatsu, I. (2021). Resistencia bacteriana: organismos del grupo
ESKAPE. Enfermedades Infecciosas y Microbiologia, 41(3), 111.

Hakimi Alni, R., Mohammadzadeh, A., Mahmoodi, P., y Alikhani, M. Y. (2017).
RAPD-PCR analysis of Staphylococcus aureus strains isolated from different

sources. Comparative Clinical Pathology, 26(4), 823-830.

Hamdan-Partida, A., Gonzalez Garcia, S., y Bustos-Martinez, J. (2015).
Identificacion de Staphylococcus aureus utilizando como marcadores los genes
nucA y femB. Ciencias Clinicas, 16(2), 37-41.

Iza, B., y Pamela, D. (2021). Deteccién de Staphylococcus aureus y perfil fenotipico
de resistencia a antibiéticos en alimentos de restaurantes aledafios a la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Central del Ecuador (Bachelor's thesis, Quito:
UCE).

Jasper, D. E., Infante, F. I. D. E. L., y Dellinger, J. D. (1985). Relationships among
the results of coagulase, staphylococcal toxin, and thermonuclease tests on
staphylococci from cow milk. Journal of clinical microbiology, 21(4), 582-584.

Johnson, W. M., Tyler, S. D., Ewan, E. P., Ashton, F. E., Pollard, D. R., y Rozee, K.
R. (1991). Detection of genes for enterotoxins, exfoliative toxins, and toxic shock
syndrome toxin 1 in Staphylococcus aureus by the polymerase chain
reaction. Journal of Clinical Microbiology, 29(3), 426-430.



Lachica, R. V. F., Genigeorgis, C., y Hoeprich, P. D. (1971). Metachromatic agar-
diffusion methods for detecting staphylococcal nuclease activity. Applied
microbiology, 21(4), 585-587.

Lakhundi, S., y Zhang, K. (2018). Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus:
Molecular Characterization, Evolution, and Epidemiology. Clinical microbiology
reviews, 31(4), e00020-18. https://doi.org/10.1128/CMR.00020-18

Lépez-Pueyo, M. J., Barcenilla-Gaite, F., Amaya-Villar, R., y Garnacho-Montero, J.
J. M. I. (2011). Multirresistencia antibidtica en unidades de criticos. Medicina
Intensiva, 35(1), 41-53.

Lujan, D., Valentin, M., y Molina, M. (2006). Evaluacion de la presencia de
Staphylococcus aureus en quesos frescos artesanales en tres distritos de Lima—

Perd. Revista Salud Publica y Nutricion, 7(2).

Manjarrez Lopez, A. M., Diaz Zarco, S., Salazar Garcia, F., Valladares Carranza,
B., Gutiérrez Castillo, A. D. C., Barbabosa Plliego, A., ... y Veldzquez Ordofiez, V.
(2012). Identificacion de biotipos de Staphyloccocus aureus en vacas lecheras de
produccién familiar con mastitis subclinica en la regién centro-este del Estado de

México. Revista mexicana de ciencias pecuarias, 3(2), 265-274.

Martinez Jiménez, L. (2021). Resistencia a daptomicina en el género

Staphylococcus: Analisis lipidico y genético. Proyecto de investigacion:.

Mellenberger, R., y Kirk, J. (2001). Vacas lecheras infectadas con Staphilococus

aureus.

Meza, J. E. L., Ramos, J. E. H., Zarzosa, A. O., Noria, O. C., Alarcén, J. J. V., Patifio,
A. B., y Aguirre, V. M. B. (2006). Caracterizacion molecular de aislamientos de
Staphylococcus spp. asociados a masttis bovina en  Tarimbaro,

Michoacan. Técnica pecuaria en México, 44(1), 91-106.


https://doi.org/10.1128/CMR.00020-18

Munive, M. G. R., Gonzéalez, A. G., y Dugua, X. A. ADN polimérfico amplificado al
azar (RAPD) y regiones intermedias entre secuencias simples
repetidas. Herramientas moleculares aplicadas en ecologia: aspectos tedéricos y

practicos, 101.

Novales, M. G. M. (2011). Resistencia antimicrobiana del Staphylococcus aureus en
México. Boletin Médico del Hospital Infantil de México, 68(4), 262-270.

Pacha Becerra, P. A. (2015). Evaluacion de la diversidad genética de
Staphylococcus aureus aislados desde leche de estanque de rebafios lecheros de

las provincias de Bio Bio y Nuble, region del Bio Bio, Chile.

Palomino-Camargo, C., y Gonzélez-Mufioz, Y. (2014). Técnicas moleculares para
la deteccion e identificacion de patdégenos en alimentos: ventajas Yy
limitaciones. Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Publica, 31, 535-
546.

Perdomo, I., y Meléndez, P. (2004). Determinacion y aislamiento de Staphylococcus
aureus y Clostridium perfringens enterotoxigénicos a partir de alimentos. Revista
Colombiana de Ciencias Quimico-Farmacéuticas, 33(1).

Pereira, M. S. V., Leal, N. C., Leal, T. C. A., Sobreira, M., De Almeida, A. M. P.,
Siqueira-Junior, J. P., y Campos-Takaki, G. M. (2002). Typing of human and bovine
Staphylococcus aureus by RAPD-PCR and ribotyping-PCR. Letters in applied
microbiology, 35(1), 32-36.

Pic6é Sirvent, M. B., y Pérez de Castro, A. M. (2012). Marcadores moleculares

basados en PCR: Marcadores RAPD (Random amplified polymorphic DNA).

Ramirez-Lépez, C., y Vélez-Ruiz, J. F. (2012). Quesos frescos: propiedades,
métodos de determinacion y factores que afectan su calidad. Temas selectos de

ingenieria de alimentos, 6(2), 131-148.



Reinoso, E., Bettera, S., Frigerio, C., DiRenzo, M., Calzolari, A., y Bogni, C. (2004).
RAPD-PCR analysis of Staphylococcus aureus strains isolated from bovine and
human hosts. Microbiological research, 159(3), 245-255.

Restrepo, J., Ortiz, L., Cardona, X., y Olivera, M. (2012). Evaluacién de la
sensibilidad y especificidad del diagnostico molecular del Staphylococcus aureus en

leche de vacas afectadas por mastitis. Biosalud, 11(2), 40-51.

Ruiz, A. R. (2015). Mastitis bacteriana en ganado bovino: etiologia y técnicas de
diagnéstico en el laboratorio. Recuperado de http://www. ammveb.

net/articulos/Mastitis_bacteriana. pdf.

Salto, I. (2013) Identificacion y cuantificacion de Staphylococcus aureus en queso

cotijo artesanal madurado.

Saltos Sol6rzano, J. V., Marquez Bravo, Y. J., Lopez Apolinario, A. I., Martinez
Abreu, J., y Guerrero Proafio, D. G. (2018). La implementacién de procedimientos
estandarizados en la prevencion de enfermedades transmitidas por los alimentos.
Conteo microbiolégico del Staphylococcus aureus en quesos frescos. Revista
Médica Electrénica, 40(2), 371-382.

Stephen, J., Harbeck, R., McCarter, Y., Ortez, J., Rankin, I., y Sautter, R. (2005).
Manual de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana. Seattle: University of

Washington.

Suarez, M. J., Arias, M. L., y Gamboa, M. D. M. (2008). Deteccién de la enterotoxina
A de Staphylococcus aureus mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y su correlacién con las pruebas de coagulasa y termonucleasa. Archivos

latinoamericanos de nutricién, 58(1), 59-63.

Velasquez, S. D. C. J., Higuera, L. D. T., Arango, J. L. P., Bautista, J. L. R., Castro,
F. E. G., y Burbano, R. E. P. (2020). Perfil de resistencia antimicrobiana en
aislamientos de Staphylococcus spp. obtenidos de leche bovina en
Colombia. Revista Argentina de Microbiologia, 52(2), 121-130.



Zare, S., Derakhshandeh, A., Haghkhah, M., Naziri, Z., y Broujeni, A. M. (2019).
Molecular typing of Staphylococcus aureus from different sources by RAPD-PCR
analysis. Heliyon, 5(8), e02231.

Zendejas-Manzo, G. S., Avalos-Flores, H., y Soto-Padilla, M. Y. (2014).
Microbiologia general de Staphylococcus aureus: Generalidades, patogenicidad y
métodos de identificacién. Revista Biomédica, 25(3), 129-143.



ANEXO 1.

Fotografias de geles de agarosa 3% con reacciones de RAPD-PCR

PUEBLA

MP

M3.2 M3.7 M4.1M4.3 M4.6

M5.1 M5.2 M5.3 M5.4 M5.5 C-

M1.1 M1.2 M1.3 M1.4 M1.5 C-

Figura 25, 26 y 27. Geles de
agarosa el 3% tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados
bajo UV con reacciones de
RAPD-PCR del estado de Puebla.
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TLAXCALA

M1.3M1.4M1.5M1.6M1.7M1.8

M2.1M2.3M2.4M2.5M2.6M2.2

Figura 28, 29 y 30. Geles de
agarosa el 3% tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados
bajo UV con reacciones de
RAPD-PCR del estado de
Tlaxcala.

M2.7M2.8M3.1M3.2 M3.3 M3.4




COMARCA
LAGUNERA

L4

K3 12* 2(+

Figura 31, 32 y 33. Geles de
agarosa el 3% tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados
bajo UV con reacciones de
RAPD-PCR de Comarca
Lagunera.
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