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Resumen

Micrococcus sp. es una bacteria ubicua en numerosos ambientes, pertenece a la flora normal
en los mamiferos, y se ha encontrado en alimentos. Esta bacteria saprofita puede actuar como re-
servorio de genes de resistencia a antibiéticos. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la
multiresistencia a antibidticos y el patron plasmidico en cepas de Micrococcus sp. aisladas de
quesos artesanales e industriales provenientes de establecimientos comerciales ubicados en los
Municipios Maracaibo y San Francisco-Estado Zulia. Se identificaron 29 cepas de Micrococcus
sp., obteniéndose el mayor nimero de aislados de queso duro artesanal (58,62%) consumido en
alto grado en el Zulia, siendo el 37,93% de las cepas multiresistentes a los antibioticos ensaya-
dos. Los porcentajes de resistencia que se obtuvieron fueron E>RA>NEO>VA=0X. E1 79,31 % de
las cepas mostraron plasmidos, con tamanos entre 1,254 y > 23,130 kpb, observandose que el
62,07% de los aislados presenté s6lo una banda plasmidica. Los resultados demuestran que
existe un alto porcentaje de cepas de Micrococcus sp. aisladas de quesos con resistencia a los anti-
microbianos, la cual podria diseminarse a otras poblaciones bacterianas. Esto genera un alerta
en cuanto al uso inadecuado y extendido de los tratamientos con antimicrobianos contra infec-
ciones ocasionadas por el consumo de alimentos contaminados.
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Antimicrobial multiresistance and plasmid profile
in Micrococcus sp. isolated from cheeses for commercial
establishments of Zulia State, Venezuela

Abstract

Micrococcus sp. is an ubiquitous bacterium in numerous environments, belongs to the
normal flora in the mammals, and has been found in food. This saprophytic bacteria maybe acts
a gene resistance plasmids reservoir. The aim of this research was the antibiotic multiresistan-
ce evaluation and the plasmidic profile in Micrococcus strains isolated of handcrafted and ma-
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nufacters cheeses of commercial establishments located in the Maracaibo and San Frascisco
Municipality, Zulia State. 29 Micrococcus strains were identified, the highest number being ob-
tained of isolated of dry handcrafted cheese (58,62%) consumed in high degree in the Zulia Sta-
te, being 37,93% of the strains multiresistant to the tested antibiotics. The percentages of resis-
tance that was obtained were E>RA>NEO>VA=0X. 79,31% of the strains showed plasmids,
with sizes between 1,254 and >23,130 kpb, being observed that 62,07% of the isolated showed a
unique plasmidic band. The results demonstrate that exists a high percentage of Cheese Micro-
coccus strain with antimicrobial resistance, which might be spread to other bacterial popula-
tions. This generates an warning results for the inadequate and widespread use of the treat-
ments with antimicrobial against infections caused by the consumption of contaminated food.

Key words: Antimicrobial resistance; cheeses; Micrococcus sp.; plasmids.

Introduccion

Pocos estudios han sido reportados so-
bre los genes involucrados en la resistencia
a antibioticos en el género Micrococcus, a pe-
sar de ser una bacteria muy abundante en la
naturaleza, presente en polvo y agua, asi
como también en utensilios y equipos em-
pleados en alimentaciéon, que no han sido
higienizados adecuadamente (1). También
se les ha aislado de hortalizas secas, huevos
desecados, cereales, leche cruda y leche
pasteurizada, entre otros (2,3). Ocasional-
mente pueden aislarse de muestras clinicas
humanas, como bacteria oportunista, en in-
fecciones de piel y membranas mucosas
principalmente (4).

Algunos estudios realizados en alimen-
tos, reportan cepas de Micrococcus sp. resis-
tentes a antibioticos como carbenicilina,
cloxacilina, cefaloridina, novobiocina y van-
comicina, entre otros (5-6).

En Venezuela, y especialmente en la re-
gion zuliana, un 55% de la leche que se pro-
duce es destinada a la elaboracion de que-
sos, y cerca de un 40% de ésta es usada de
forma cruda para la produccion de queso ar-
tesanal (7), por lo que es importante detectar
la presencia de Micrococcus sp. y otros pato-
genos resistentes a los antibidticos en este
tipo de muestras.

Por otra parte, la determinacién de
plasmidos en Micrococcus sp. aislados de
muestras ambientales ha sido reportada,

indicando que el tamano de los plasmidos
involucrados en la resistencia antibiética,
pueden oscilar entre 2 y 51 kpb (6, 8-10).

El interés del estudio de los plasmidos
presuntamente implicados en la resistencia
antimicrobiana, yace en el hecho de que este
microorganismo puede actuar como disemi-
nador de genes de resistencia que pueden
ser transferidos a otros microorganismos
patogenos presentes en el queso, ocasionan-
do un problema de salud publica. Los traba-
jos de Verma y col., 1989 (11).y Luna y col.,
1999 (12) comprueban, mediante experi-
mentos de transformacion y conjugacion, la
transferencia de genes de resistencia a es-
treptomicina y eritromicina respectivamen-
te, a partir de cepas de Micrococcus sp. a
otros grupos bacterianos.

En base a lo expuesto anteriormente, el
objetivo de esta investigacion fue evaluar la
multiresistencia a los antibiéticos y el patron
de plasmidos en cepas de Micrococcus sp. ais-
ladas de queso, como un trabajo preliminar
que permitira posteriormente indagar sobre
la relacion de estos elementos genéticos con
la portacion de resistencia a antibioticos y su
diseminacion en la poblacion bacteriana.

Materiales y Métodos

Poblacién de estudio: Se estudiaron
cepas de Micrococcus sp., las cuales fueron
aisladas a partir de 30 muestras de quesos
procesados industrial y artesanalmente (Ta-
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Tabla 1
Procedencia de los aislados de Micrococcus sp. a partir de diferentes tipos de quesos de procesamiento
artesanal e industrial.

Tipo de Queso Numero de Cepas % de Aislamiento
aisladas

Queso Duro (A) 17 58,62

Queso Semi Duro (A) 1 3,45

Queso Palmita (A) 2 6,90

Queso de Matera (A) 3 10,34

Queso de Mano (I) 3 10,34

Queso Amarillo (I) 3 10,34
Queso Artesanal: A; Queso Industrial: I. Aislamiento en medio Agar Manitol Salado al 10% de NaCl.

bla 1) los cuales fueron obtenidos de dife- Sensibilidad a antibiéticos: Para eva-
rentes establecimientos comerciales ubica- luar la sensibilidad a antibioticos, se utilizo
dos en los Municipio Maracaibo y San Fran- el sistema de prueba de susceptibilidad de
cisco del Estado Zulia, Venezuela. difusiéon de discos de antibioticos (16) em-

pleando los siguientes antibioticos manu-
facturados por Difco (Dispens-O-Disc Su-
ceptibility Test System). Para la seleccion de
los antibiodticos se siguieron las recomenda-
ciones de Sharma y Anand (5) y Sharpes y
Holt (17): Eritromicina (15 ug) (E), Estrepto-
micina (10 pg) (S), Penicilina G (10 U) (P),
Oxacilina (1 pg) (0OX), Tetraciclina (30 pg)
(TE), Carbenicilina (100 pug) (CB), Cloranfeni-

Coleccion de las muestras de quesos
y aislamiento de las cepas: Las muestras
de quesos (250 g aprox.) debidamente iden-
tificadas y refrigeradas fueron transporta-
das al Laboratorio de Genética y Biologia
Molecular de la Facultad Experimental de
Ciencias de la Universidad del Zulia para ser
procesadas inmediatamente.

Se procesaron 10 g de cada uno de los col (30 ug) (C), Neomicina (5 ug) (NEO), Van-
quesosy se colocaron en 90 mL de agua pep- comicina(30 pug) (VA), Kanamicina (30 ug)
tonada al 0,1% (13). Una vez homogéneas (K), Rifampicina (5 pg) (RA), Ceftriaxone(30
las muestras, se sembraron en placas de ug) (CRO), Polimixina B (300 U) (Pb). La cepa
agar manitol salado con NaCl al 10%, e incu- bacteriana utilizada para el control de cali-
baron a 37°C por 24 horas, hasta el creci- dad del antibiograma fue Staphylococcus au-
miento de las colonias bacterianas. Las co- reus ATCC 25923 (18).

lonias blancas y pequenas presuntivas de
Micrococcus sp., no fermentadoras del mani-
tol (14), se inocularon en caldo nutriente a
37°C por 24 horas, para posteriormente ser
almacenadas a -20°C en glicerol al 20% (15).

Extraccion de los plasmidos: Se utili-
z6 el protocolo de lisis alcalina modificada
(19) empleando lisozima (0,5 mg/mlL), para
determinar el tamano y numero de las ban-
das plasmidicas presentes en las cepas bac-

Identificacion y caracterizacion de terianas. La separacion y observacion de los
los aislados: Se realiz6 una caracterizacion plasmidos se realizé por electroforesis en un
macro y micro-morfologica de las colonias gel de agarosa al 0,7% con un marcador de
bacterianas, asi como su identificacion taxo- corrida (Gel Loading, Buffer 6X Only High
nomica, para lo cual se emplearon pruebas mas SyBr Green 100X) y el marcador de peso
bioquimicas reportadas en la literatura (14). molecular (PM) lambda HindIII (Sigma), en
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una camara horizontal sumergida con
buffer TBE 1X a 60 voltios durante 2 horas
con 50 minutos. E1 ADN fue visualizado en
un transiluminador UVP Chromato-Vue
modelo TM-36 y fotografiado con una cama-
ra digital FinePix S7000 de Fujifilm. El ta-
mano de los plasmidos se determin6 segun
publicaciones previas, utilizando la aplica-
cion Origin Lab, Origin Pro 7,5 para
Windows (20-22).

Analisis estadistico: Se realizaron
calculos porcentuales para determinar el
porcentaje de cepas bacterianas resistentes
a los diferentes antibidticos y el porcentaje
de los perfiles plasmidicos presentados por
las mismas. La prueba de Correlacion de
Pearson a un nivel de significancia del 95%,
se aplico para comprobar si existe alguna
relacion entre la resistencia a los antimicro-
bianos que presenten las cepas con el tipo
de quesos.

Resultados y Discusion

Fueron aisladas e identificadas 29 ce-
pas de Micrococcus sp., caracterizandose
como cocos Gram positivos, presentes prin-
cipalmente en pares, tétradas o grupos irre-
gulares, usualmente no métiles, ni forma-
dores de esporas. Se caracterizaron por ser
aerobios obligados y productores de pig-
mentos carotenoides, por crecer en presen-
cia de NaCl al 5% con temperatura 6ptima
entre 25°- 37°C. Igualmente, resultaron po-
sitivos para las pruebas bioquimicas de ca-
talasa y oxidasa (17).

El mayor porcentaje de aislamientos se
obtuvo a partir de queso duro artesanal (Ta-
bla 1), se presume que este microorganismo
pudo acceder a la leche a través de diferen-
tes fuentes como el agua contaminada,
utensilios o equipos sin limpiar, asi como
mala manipulacion por parte de los emplea-
dos al momento de procesar el queso, aun-
que no se descarta la posibilidad de que el
queso pudo contaminarse una vez dentro
del establecimiento comercial.

En el municipio Maracaibo y San Fran-
cisco, son muy frecuentes los establecimien-
tos donde se venden los quesos artesanales,
éstos por el tipo de procesamiento tienden a
presentar mayor contaminacién con algu-
nos microorganismos, lo que pudiera expli-
car un mayor porcentaje de micrococos en el
queso duro. No obstante, se encontraron ce-
pas en quesos procesados industrialmente,
lo cual indica que los quesos ya pasteuriza-
dos podrian contaminarse post-procesa-
miento por fuentes externas o que las cepas
de Micrococcus sp. consideradas como ter-
moduricas, hayan resistido el proceso de
pasteurizacion de la leche.

Elestudio de susceptibilidad a antibi6-
ticos arrojo que un 37,93% de las cepas se
comportaron como multiresistentes, ya que
mostraron resistencia a 3 6 mas antibioti-
cos, seguido de un 41,38% de cepas resis-
tentes, las cuales mostraron resistencia a 1
0 2 antibiéticos (Tabla 2). La multiresisten-
cia no ha sido reportada previamente en
aislados de Micrococcus provenientes de
quesos.

Se obtuvieron 22 patrones de resisten-
cia diferentes (Tabla 2), siendo muy comun
en estos patrones E“con un 44,83%, y E' con
un 24,14%. Este alto porcentaje de cepas
con resistencia a que este antibi6tico quizas
se debe a que es indicado en el tratamiento
de infecciones en bovinos, potrillos, cerdos,
ovejas, perros y gatos, el cual junto con la
Amoxicilina, Tilosina, y Ampicilina tienen
mejor difusion a través de la ubre, después
de la infusién intramamaria (23).

Con respecto al resto de los antibi6ticos
se observaron porcentajes de cepas resisten-
tes que oscilaron entre 2 y 35% (Tabla 2), coin-
cidiendo con reportes de varios autores (5, 8).

En Venezuela, no se dispone de una re-
glamentacion especifica para los limites per-
misibles de antimicrobianos en leche, tam-
poco se aplican programas de control, y peor
aun, en muchos casos no se realiza la practi-
ca comun de retiro de la leche proveniente de
animales que se encuentran bajo tratamien-
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Tabla 2

Patrones de resistencia a antibiodticos y perfiles plasmidicos de cepas de Micrococcus sp.

aisladas a partir de quesos.

Numeracién de la Cepa Patréon de resistencia Tamarnos aprox. En pb

1 RA®-NEO"-E-CB'-S' NP

2 E*-RA*VA*-CRO*-K'-C-OX-CB-VA' 21,572

3 E' > 23,130

4 NEO"-TE"-VA' NP

5 E®-0X* NP

6 RA®-NEO"-TE*-K' 20,036

7 E*-CRO" > 23,130

8 RA®-NEO"-CB"-VA"-S' 23,130

9 E*-RA"-CB'-Pb' 18,603

10 RA*-NEO"-E' 23,130

11 ox* 18,992, 1,870, 1,254
12 RA*-NEO"-VA"-CRO*-E'-S' 18,992, 1,870, 1,254
13 E*-VA*-K" 18,603

14 E*-NEO"-VA*-OX-CRO'-K' 15,573

*15, 19, 22 E" 20,036 - 21,572 - NP

16 E*-NEO"-OX*-CB" 19,194, 3,072, 1,935
17 E-RA-CB-S' NP

18 E"-RA"-NEO"-K*-S*-C" 18,603
20 E-RA'-CB-S' 19,194

21 E-OX' NP

23 Pb*-OX' 20,036

24 RA"-C"-E'-CB-VA' 15,573

25 RA*-NEO"-TE"-OX"-CB"-CRO"-K"-E'-S' 14,254

26 ox NP

27 RA"-OX*-CB' > 23,130

28 E*-RA"-TE"-OX"-CB*-K*-S" 19,077, 3,310, 2,027
29 E*-RA-VA"-S*-C* 20,998

Eritromicina (15 ug) (E), Estreptomicina (10 ug) (S), Oxacilina (1 pug) (OX), Tetraciclina (30 pg) (TE), Carbenicilina
(100 ug) (CB), Cloranfenicol (30 pg) (C), Neomicina (5 pug) (NEO), Vancomicina (30 pg) (VA), Kanamicina (30 pg) (K),
Rifampicina (5 pg) (RA), Ceftriaxone (30 pg) (CRO), Polimixina B (300 U) (Pb). NP: No presentaron plasmidos. *Las
tres cepas mostraron el mismo fenotipo de resistencia, sin embargo cada una mostré un patrén diferente de bandas
plasmidicas, cada uno fue separado por el simbolo -.
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to, siendo por tanto, probable que una parte
importante de la leche cruda producida en el
pais se encuentre contaminada con resi-
duos de antimicrobianos. Estos agentes po-
drian estar ejerciendo una presion selectiva
hacia la prevalencia de bacterias patégenas
antibiotico-resistentes en productos ali-
menticios (7).

Los analisis estadisticos revelaron que
no se encontré correlacion entre el tipo de
queso analizadoy la resistencia a los antimi-
crobianos, ni diferencias significativas entre
estas variables, lo que indica que las cepas
aisladas de los diferentes tipos quesos y las
cepas resistentes pertenecen a una misma
poblacion bacteriana.

Durante la realizacion de este trabajo,
se logro la extraccion y observacion de ban-
das de DNA plasmidico en el 79,31 % de las
cepas estudiadas (Figuras 1, 2 y 3). El nu-
mero de bandas plasmidicas oscil6 entre 1y
3 (Tabla 2) observandose que en el 62,07%
de las cepas se present6 una sola banda de
DNA. Los tamanos de las bandas plasmidi-
cas observadas oscilaron entre 1,254 y >
23,130 kpb (Tabla 2). Los perfiles plasmidi-
cos obtenidos se encuentran entre los ran-
gos de tamano reportados para Micrococcus
sp. a nivel mundial (6, 8-10,23, 24). Aunque
no se demostré durante este estudio que es-
tos elementos extracromosomales estén in-
volucrados con la resistencia a los antimi-
crobianos, no se descarta esta posibilidad,
ya que la resistencia para muchos de los
antibacterianos ensayados, se hayan codifi-
cadas a nivel plasmidico (25).

Se obtuvieron por lo menos 5 perfiles
plasmidicos diferentes: perfil 1: cepas con
una banda plasmidica cuyo tamano fue >
23.130 pb, la banda de mayor tamario que
muestra el marcador de peso molecular em-
pleado; perfil 2: cepas con una banda plas-
midica cuyo tamano se ubic6 aproximada-
mente entre 23.130y 15.573 pb; perfil 3: ce-
pas con tres bandas plasmidicas cuyos
tamanos aproximados fueron 18.992,
1.870, 1.254 pb; perfil 4: cepa con tres ban-

Figural. Perfil plasmidico delascepas 1,3, 4, 5,
7, 8,10 ,11,12 de Micrococcus sp. MP:
marcador de peso molecular, lambda
Hindlll, electroforesis en gel de agarosa

Figura 2. Perfil plasmidico de las cepas 26, 27,
28, 29, 22 de Micrococcus sp. MP:
marcador de peso molecular, lambda
Hindlll, electroforesis en gel de
agarosa al 0,7%.
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MP 2 6 9 13 14 15

16

17 18 19 20 21 23 24 25

Figura 3. Perfil plasmidico de las cepas de Micrococcus sp 6, 9, 13, 14,15, 16,17, 18, 19, 20 21, 23, 24, 25.
MP: marcador de peso molecular, lambda Hindlll, electroforesis en gel de agarosa al 0,7%.

das plasmidicas cuyos tamanos aproxima-
dos fueron 19.194, 3.072, 1.935 pb y perfil
5: cepa con tres bandas plasmidicas cuyos
tamanos aproximados fueron 19.077,
3.310, 2.027 pb (Tabla 2).

Hasta ahora no existen reportes de
plasmidos en Micrococcus sp. aislados de
alimentos en Venezuela, por lo que se consi-
dera un estudio pionero dentro del area de la
genética microbiana de alimentos, aportan-
do datos preliminares significativos de gran
utilidad para otros investigadores orienta-
dos en esta area. Por esta razon se reco-
miendan estudios que permitan caracteri-
zar la funcién de los plasmidos en los Micro-
coccus sp. aislados de muestras de quesos.

Conclusiones

El alto porcentaje de cepas de Micro-
coccus multiresistentes a antibiéticos y la
presencia de bandas plasmidicas en la ma-
yoria de los aislados, permite presumir una
gran diseminacion de genes de resistencia
en este grupo bacteriano no patégeno. Es
importante resaltar que las cepas estudia-
das fueron frecuentemente aisladas a partir
de queso duro artesanal, altamente consu-
mido en nuestra region, siendo la mayor re-
sistencia registrada hacia la Eritromicina, lo

cual se traduciria en la inefectividad de este
antibiotico como terapia contra infecciones
causadas por Micrococcus sp. y otras bacte-
rias patégenas emparentadas, presentes en
los quesos.
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