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Resumen

El objetivo de este estudio fue determinar la frecuencia de S. aureus, incluyendo resistentes
a meticilina y la produccién de enterotoxina A en fosas nasales de estudiantes universitarios en
México. Este fue un estudio transversal realizado en 471 estudiantes universitarios de una ciudad
del suroeste de México. Las muestras nasales y los datos sociodemogrdficos fueron obtenidos
de los pacientes. Las cepas fueron identificadas como S. aureus basdndose en la morfologia,
tincion de Gram, prueba de catalasa, prueba de coagulasa y fermentacién en agar manitol
salado. Las cepas se biotipificaron, se determiné la resistencia a meticilina por difusion en agar
y la produccién de enterotoxina A por Dot- Blot. La frecuencia de portadores nasales de S.
aureus fue 10,40 %; 73,46 % resistentes a meticilina; 36,73 % producen enterotoxina A. En un
andlisis bivariado, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en pacientes que
viven cerca de aguas residuales y granjas con el estado de portador de S. aureus, (p=0,01, OR
2,59 [1,06-5,81]; p=0,01, OR 3,18, [1,07- 8,33]). Los portadores nasales muestran una diversidad
de cepas de S. aureus, mayormente resistentes a meticilina, pero no todas producen
enterotoxina A.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, portador asintomdtico, SARM, enterotoxina.
Abstract

The aim at this study was determine the frequency of S. aureus, including methicillin-resistant
and enterotoxin A production in nostrils of university students in Mexico. This was a cross-sectional
study conducted in 471 university students from a city in southwestern Mexico. Nasal samples
and sociodemographic data were obtained from the patients. Strains were identified as S.
aureus based on morphology, Gram stain, catalase test, coagulase test and fermentation on
salted mannitol agar. Isolated strains were subjected to biotyping, their methicillin resistance was
analyzed using the agar diffusion method and examined their enterotoxin A (SEA) production
by a Dot-blot analysis. The nasal carriage rate of S. aureus was 10.40%; 73.46% of the isolates
were resistant to methicillin; 36.73% of the strains produced enterotoxin A. In the bivariate
analysis, a statistically significant difference was found in patients who lived near sewage and
farms with S. aureus carriage (p=0.012, odds ratio 2.59, [ 1.06-5.81]; p=0.009, odds ratio 3.18, [1.07-
8.33]) and the first group also associated with methicillin resistant S. aureus carriage (p=0.020,
odds rafio 3.38, [1.30-8.06]). Nasal carriers show a wide variety of strains of S. aureus, mostly MRSA
strains, but not all produce enterotoxin A.
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Infroduccion

Staphylococcus aureus es un patdégeno humano
invasivo con una elevada incidencia y morbilidad en la
comunidad y en hospitales. Personas sanas y enfermas,
presentan el riesgo de desarrollar diversas infecciones de
la piel y ftejidos blandos, endocarditis, osteomielitis,
meningitis, bacteriemia y neumonia (incluida la neumonia
desarrollada como complicacién de la influenza) () con

tasas de mortalidad que van de 5,60 a 40 % (23),

La cavidad nasal se ha considerado como un hdbitat
microbiano clinicamente importante, particularmente
para S. aureus, el cual coloniza la zona anterior de las
narinas “). Varios estudios han demostrado que esta drea
es consistente  para el aislamiento de este
microorganismo; sin embargo, cuando las narinas son
tratadas tépicamente para eliminarlos de la zona, en la
mayoria de los casos, el microrganismo también
desaparece de otras dreas del cuerpo (24,

En la poblacién, aproximadamente el 20% de los
individuos portan al menos una cepa de S. aureus en fosas
nasales y son llamados portadores persistentes. En una
gran proporcién de la poblacién (60%), se aisla S. aureus
infermitentemente y la cepa cambia con frecuencia, a
este tipo de portadores se les denomina portadores
infermitentes. Por Ultimo, en una minoria de personas (20%)
no se aisla S. aureus y son denominados no portadores (),

El estado de portador se considera como un factor de
riesgo importante para el desarrollo de infecciones
invasivas por S. aureus “. Sin embargo, en los Ultimos anos,
el estudio de portadores ha considerado no solo el
agislamiento del microorganismo, sino la busqueda de
factores de virulencia de impacto epidemiolégico como
la resistencia a meticilina y la produccidon de toxinas (28,
La busqueda de cepas de S. aureus enterotoxigénicas es
un punto importante, debido a que las cepas presentes
en las fosas nasales podrian ser transferidas a los alimentos
por una mala manipulacion y ocasionar una intoxicacion
alimentaria. Por lo tanto, en este estudio se determind la
frecuencia de portadores nasales de S. aureus, resistencia
a meticilina y la produccién de enterotoxina A.

Métodos

Tipo de estudio y poblacion: este es un estudio
fransversal que se llevd a cabo en 471 estudiantes
universitarios en la region suroeste de México (Ciudad de
Chilpancingo), seleccionados durante los meses de Enero
a Junio de 2016. En el estudio, se incluyeron todos los
estudiantes de 18 a 25 anos de edad, excepto aquellos
con enfermedades respiratorias agudas, que hubiesen
consumido antibidticos durante siete dias antes de la
toma de muestra, con deformidades anatémicas de la
nariz, con alguna condicién fisica que no permitiera la
colecta de la muestra o que no otorgaran el
consentimiento informado. La investigacién fue aprobada
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por el Comité de Etica en Investigacién de la Universidad
Autdénoma de Guerrero.

Recoleccion de datos: después de firmar el
consentimiento informado, los datos sociodemogrdaficos
de los pacientes fueron colectados via cuestionario. A los
estudiantes se les preguntd acerca de la facultad ala que
pertenecian, ingreso a hospitales y tratamiento
antimicrobiano durante el Ultimo ahfo, enfermedades
cronicas respiratorias, infecciones en la piel o Ulceras
cronicas. Debido a que S. aureus coloniza mascotas vy
animales de granja @), se les preguntd la convivencia con
mascotas y si residian cerca de granjas y/o aguas negras;
después de que los participantes llenaron el cuestionario,
se les realizé la toma de muestra.

Toma de muestra y andlisis microbioldgico: la muestra
para el cultivo fue obtenida de la zona anterior de las
fosas nasales de cada uno de los participantes con un
hisopo de algoddén humedecido previamente con
solucién salina estéril con ligeros movimientos circulares en
fres ocasiones. El  hisopado fue inmediatamente
inoculado en agar manitol salado e incubado por 24
horas a 35°C. Los aislados fueron identificados como S.
aureus basados en pruebas convencionales morfolégicas
y bioguimicas, incluyendo: tincion de Gram, catalasa,
coagulasa libre y fermentacion de manitol.

Caracterizacién de biotipos de Staphylococcus
aureus: se ha descrito la biotipificacion de S. aureus para
entender la diversidad de las cepas, lo cual se ha
realizado a partir de perfiles bioquimicos que incluyen las
pruebas de Voges- Proskaler, reduccién de nitratos;
fermentacion de trehalosa, sacarosa, lactosa y glucosa;
descarboxilaciéon de la lisina y ornitina 19 por lo cual, estas
pruebas fueron utilizadas. Ademds, se incorpord la
produccién de ureasa, lipasa y beta hemdlisis en sangre
de carnero.

Determinacion de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (SARM): SARM fue identificado mediante el
ensayo de susceptibilidad a cefoxitina (discos de 30 ug)
usando el método de difusion en agar y la interpretacion
de la prueba se realizé de acuerdo a los protocolos del
Instituto de Estdndares de Laboratorio Clinico (1),

Determinacion de la enterotoxina A de
Staphylococcus aureus: se redlizd la determinacion de la
enterotoxina A a partir de cultivos bacterianos liquidos de
24 horas de las cepas estudiadas, incluida la cepa control
S. aureus subsp. aureus (ATCC® 25923™). Para lo cudl, se
colocé 6 ul de sobrenadante en una membrana de
nitrocelulosa (Santa Cruz Biotechnology, Inc, EUA). La
membrana se dejé secar y después fue bloqueada con
leche deslactosada al 5% en TBS-T (Tris base, Cloruro de
Sodio, Tween) durante una hora, seguido de fres lavados
de 10 minutos con la misma solucién de bloqueo. Después
de los lavados, la membrana fue expuesta a un
anticuerpo anti- seA dilucién 1:5000 a 25°C durante una
hora. Después de fres lavados de cinco minutos con
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solucién de bloqueo, la membrana fue incubada con un
anticuerpo de tipo IgG conejo anti-ratén conjugado con
peroxidasa de rdbano (Santa Cruz Biotechnology, Inc,
EUA) dilucion 1:5000. Después de tres lavados de cinco
minutos con solucién de bloqueo y uno con TBS-T, la
membrana fue incubada con el sustrato TMB (3, 3', 5, 5’
tetrametilbencidina) (Santa Cruz Biotechnology, Inc, EUA)
por un minuto. Los puntos fenidos fueron observados
como puntos morados en la membrana, confirmando la
produccién de la enterotoxina A.

Andilisis estadistico: para la descripcion de los datos se
usaron medidas de distribucién, tendencia central
(mediona y rango intercuartiico). Las variables
cudlitativas se compararon utilizando el test de chi-
cuadrado. El andlisis del riesgo se realizé por andlisis
bivariado, calculdndose razones de prevalencia y su
infervalo de confianza del 95%. Para las variables
cuantitativas, se determiné la distribucién de los datos y se
analizaron mediante el estadistico de prueba U de Mann-
Whitney. El andlisis estadistico se realizd con el programa
STATA 12.00%.

Resultados

El estudio incluyd 471 estudiantes universitarios, de una
edad promedio de 21 anos, con distribucion homogénea
en cuanto al género (223 hombres, 248 mujeres); el 5,30%
de los estudiantes muestreados refirié asma; 8,49%
presentd una herida en zonas anatémicas distintas a fosas
nasales; 28,23% fumaba; 49,92% usé antibidticos durante

el Ultimo ano y 11% estuvo hospitalizado dentro de este
mismo lapso de tiempo; 10,40% refirid vivir cerca de aguas
negras; 5,94% de granjas y 37,50% convivia con ninos. Del
total de la poblacion estudiada, se aislaron 49 cepas de
S. aureus (10,40%), con mayor frecuencia en alumnos que
residian cerca de aguas negras (20,83%) y en los que
habian estado hospitalizados en el Ultimo ano (19,23%). Al
determinar la resistencia a meticilina, se encontrd que el
73,46% (36/49) de las cepas fueron S. aureus resistentes a
metficilina (SARM), los cuales fueron mds frecuentes
también en estudiantes que residian cerca de aguas
negras (18,75%) y en aquellos que se lavaban las manos
con una frecuencia promedio de 4 ocasiones en el
franscurso del dia (Tabla 1). Se determind la produccién
de enterotoxina A en las cepas aisladas, encontrdndose
una frecuencia del 36,73% (18/49) (Figura 1). Las cepas de
S. aureus productoras de enferotoxina A (S. aureus seA+),
se aislaron con mayor frecuencia en pacientes que
habian estado hospitalizados durante el Ultimo ano previo
a la obtencion de la muestra. En cuanto a las Facultades
a las cuales pertenecian los estudiantes, las frecuencias
para los portadores de S. aureus van del 5,55% al 11,81%,
en estudiantes de la Facultad de Economia vy Filosofia y
Letras. No se encontraron portadores nasales
asintomdticos para este microorganismo, sin encontrarse
una diferencia significativa entre las frecuencias. La
captacién de estudiantes fue mayor en la Facultad de
Ciencias Quimicas, debido a la ubicaciéon del laboratorio
de Investigacion.

Tabla 1. Caracteristicas sociodemogrdficas de la poblacién universitaria portadora de S.

aureus, SARM y S. aureus enterotoxigénico

Caracteristicas sociodemogrdficas Selilleieos 5 CICIE LD
total N=471 N= 49 (seA+)p

Edad © 21 (20-22) 21 (20-22) 21 (20-22) 20 (20-21)
Género n (%)

Hombres 223 (47,34) 29/13,18 19/ 8,52 9/ 4,03

Mujeres 248 (52,66) 20 /8,06 17/ 6.85 9/3.62
Facultad

Ciencias Quimicas 347 (73.67) 41 (11,81) 31 (8,93) 16 (4,61)

Ingenieria 84 (17,83) 7 (8.33) 4 (4,76) 1(1.19)

Derecho 18 (3,82) 1(5.55) 1(5.55) 1(5.55)

Economia 19 (4,03) 0 0 0

Filosofia y Letras 3 (0,63) 0 0 0
Asma n (%) 25 (5,30) 4 /16,00 1/ 4,00 2/ 8,00
Presencia de heridas n (%) 40 (8,49) 7/ 17,50 3/ 7.50 2/ 5,00
Hdbito tabdquico n (%) 133 (28,23) 12/ 9.02 10/ 7.51 5/3.75
Uso de antibidticos ¢ n (%) 221 (46,92) 26/ 11,76 20/ 9,04 10/ 4,52
Hospitalizaciéon < n (%) 52 (11,04) 10/ 19,23 7/ 13,46 5/9.61
Cercaniadn (%)

Aguas negras 48 (10,19) 10/ 20,83" 9/18,75" 3/ 6,25

Granjas 28 (5.94) 7/ 25,00° 4/14,28 2/7.14
Convivencia con ninos n (%) 177 (37.57) 15/ 8,47 8/ 4,51 9/ 5,08
Frecuencia de lavado de manos e 2(2-4) 3(2-5) 4(2-5)" 3(2-5)

(a) Datos reportados con mediana (p25-p75). Los datos restantes son presentados en frecuencias absolutas y relativas.
(b) Determinado por dot-blot. (c) durante el Ultimo afo. (d) ubicacién de la vivienda con respecto a aguas negras y
granjas. (e) durante el dia. (*) Estadisticamente significativos, calculados por Xi cuadrado. (**) Estadisticamente
significativos, calculados por U de Mann-Whitney. SARM) Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.
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Figura 1. Produccion de enterotoxina A en S. aureus aislados de portadores asinfomdticos entre estudiantes
universitarios. Linea 1-4. Sobrenadantes de cepas de S. aureus aisladas de portadores asintomdticos entre
estudiantes universitarios. Linea 5. Control positivo. Linea 6. Control negativo

Con los datos obtenidos, se determind que los pacientes
que residian cerca de aguas negras y granjas tenian 2,59
(1,06- 5,81, p=0,01) y 3,18 (1,07- 8,33, p=0,01) veces mds
riesgo de portar S. aureus respectivamente; y en el caso
del primer grupo, también tenian 3,38 (1,30- 8,06, p=0,02)
veces mds riesgo de ser portadores de SARM (Tabla 2).

Al redlizar la caracterizacién en biotipos de las 49
cepas aisladas, se encontrd una amplia variabilidad de
cepas al determinarse 24 biotipos, siendo los mds

Tabla 2. Factores de riesgo asociados con el

enterotoxigénico

S. aureus

Factor de riesgo

frecuentes el 6, 10 y el 13, agrupdndose 5 cepas en el
primero y 6 en los otros dos (Tabla 3).

Al comparar la resistencia a meticilina, se encontrd
que, en la mayoria de los biotipos (95.83%), se
encontraban cepas con esta caracteristica; no
comportdndose de la misma forma la produccién de
enterotoxina A, la cual se presentd con diferentes
frecuencias, solo en 10 biotipos distintos (41,66%).

estado portador de S. aureus, SARM vy S. aureus

S. aureus (seA+)d

OR (IC 95%)
Hospitalizaciona

OR (IC 95%)

OR (IC 95%)

Si 10 2,31 (0,95-5,16) 0,03 7 2,09(0,72- 5,24) 0,09 5 3,32 (0,88-10,97) 0,02
Nob 42 1 45 1 47 1
Cercania

AgQuas negras

Si 10 2,59 (1,06-581) 0,01* 9 3,38 (1,30-8,06)  0,02* 3 1,81 (1,32- 6,75) 0,35
Nob 38 1 39 1 45 1

Granjas
Si 7 3,18 (1,07-8,33) 0,01* 4 2,14(0,50- 6,77) 0,17 2 2,05 (0,21-9,49) 0,34
Nob 21 1 24 1 26 1

Convivencia con ninos

Si 15 0,70 (0.34-1,38) 028 8

NoP 162 1 169

0,44 (0,17-1,04)  0,05* 9

1,69 (0,58-4.92) 0,26
168 1

(a) durante el Ultimo ano. (b) Consideradas como pardmetros de referencia, por lo tanto, para el cdiculo de OR. estdn asignados con la
unidad. (c) ubicacién de la vivienda con respecto a aguas negras y granjas. (d) determinado por dot-blot. (*) Estadisticamente
significativos, modelo de regresién logistica bivariado. SARM) Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.

Discusion

El estado de portador de S. aureus en fosas nasales ha
sido reconocido como un factor de riesgo para el
desarrollo de infecciones 1, Esimportante comprender las
dindmicas de la colonizacién nasal y la virulencia para
disenar estrategias que reduzcan las tasas de infecciéon vy
diseminacién. En el presente estudio, la presencia de S.
aureus en fosas nasales fue de 10,40%. También, se
determiné la frecuencia de SARM, la cual fue de 73,46%
del total de los aislados. En este estudio, se detectaron no
solamente los portadores nasales de S. aureus, sino
también una caracteristica importante como es la
produccién de enterotoxina A, encontrdndose una
frecuencia del 36,73% del total de las cepas aisladas.

Kasmera 47(1);14-20. 2019

Diversos estudios han realizado la busqueda de S.
aureus en fosas nasales en trabajadores en el drea de la
salud, reportando frecuencias de 11,04%; 15,00% y 20,58%
en Nepal, Madagascar y Brasil respectivamente (1213.14);
también se han descrito estudios en ninos donde las
prevalencias son de 48,00%; 21,81% y 18,10% en Brasil, EUA
y China respectivamente (151, Sin embargo, es
importante considerar en la poblacion, personas que no
sean estudiantes o  trabajadores  directamente
relacionados al drea de la salud, lo que permitiria obtener
informacion en relacién a ofros factores de riesgo no
relacionados al cuidado de la salud que podrian ser
significativos. Ademds de aportar los datos en relacién a
la frecuencia de este patdégeno en dicha poblacion.
Dentro de estos factores, se encuentra el residir cerca de
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granjas. En este sentfido, diversos estudios han
evidenciado la presencia de SARM en casos de mastitis
bovina 18] y, de manera general, en granjas lecheras de
bovinos, ovinos y caprinos (12, ademds, de demostrar la
presencia de este microorganismo en el aire circulante en
granjas (29, confirmando en este estudio, que el ambiente
en granjas o vivir préximos a estos lugares, podria
favorecer el estado de portador de S. aureus. No
solamente la residencia cercana a granjas fue
importante; sino también la cercania de la misma a aguas

negras. En este aspecto, se ha determinado la presencia
de S. aureus en una planta tratadora de aguas residuales
relaciondndola a la llegada de aguas residuales de un
hospital de la ciudad como mecanismo de fransmision (21);
considerando un aporte relevante de este estudio; sin
embargo, esta investigacién no tuvo capacidad de
demostrar el mecanismo de transmisién; pero se supone
gue los mecanismos de diseminacion podrian ser similares
al reportado.

Tabla 3. Perfiles bioquimicos de S. aureus en portadores asinftomdaticos

Biotipo

n
N=

NV oONONOT A WN —

T T T
+ 4+ + o+ o+

+

1
1
1
4
1
5
2
1
3
6
11 4 - -
1
6
2
4
1
1
1
1
1
1
1
1
1

.
I T T T T T i T T e S S e e I T
+ o+

+ + 4+
'

+

IR T Tk T T T T T SR S

+ o o+ o+

- - + + 1 (100) 0 (0)
+ - + - 0 (0) 0 (0)
+ - + - 1 (100) 1 (100)
+ - - + 1(25) 4 (25)
+ - + - 1 (100) 0 (0)
+ + + + 3 (60) 3 (60)
+ - + + 2 (100) 0 (0)
- + + + 1 (100) 0 (0)
- - + + 3 (100) 1(33.3)
+ - + + 6 (100) 0 (0)
+ + + + 2 (50) 3 (75)
+ + - + 1 (100) 1 (100)
+ - + + 3 (50) 2 (33.3)
+ - + + 2 (100) 0 (0)
+ + + + 2 (50) 1(25)
- + + - 1 (100) 0 (0)
- + + + 1 (100) 0 (0)
+ + - + 1 (100) 0 (0)
+ - + - 1 (100) 1 (100)
- - + + 1 (100) 0 (0)
- - - + 1 (100) 1 (100)
+ - - + 1 (100) 0 (0)
+ - + 1 (100) 0 (0)
+ + - + 1(100) 0 (0)

Ure= urea. Cit= citrato. Glu= glucosa. Orn= ornitina. Nit= nitrato. Sac= sacarosa. Lac= lactosa. Ace= produccién de
acetoina. Tre= trehalosa. +) positivos. -) negativos. RM) resistencia a meticilina. SeA) Produccidén de enterotoxina A.

Se ha redlizado la buUsqueda de S. aureus
enterotoxigénico en una amplia variedad de alimentos
como helado 22, queso (23, y leche (24); sin embargo, es
poca la informacién en portadores asintomdticos, siendo
el gen de la enterotoxina A el mds frecuentemente
encontrado en estos estudios (2524, |a cual fue
determinada,  parficularmente, en la  presente
investigacion, evidencidndose que el 36,73% de los
portadores asintomdticos estdn colonizados por una cepa
enterotoxigénica, aportando informacién reciente
acerca de la circulaciéon de estas cepas en portadores en
la poblacion universitaria, la cual frecuentemente se
desempena como manipuladora de alimentos y pueden
fransmitir estas cepas a alimentos y ocasionar brotes de
infoxicacion alimentaria por S. aureus. Por ofro lado, se ha
descrito la actividad superantigénica de esta
enterotoxina, e incluso, se ha intentado relacionar con
diversas enfermedades autoinmunes como esclerosis
multiple 22, dermatitis atépica ), asma 2); o cual
remarca la importancia de la determinacion de esta
entferotoxina en las cepas aisladas.

Por Ultimo, la biotipificacion permitid observar una gran
diversidad de cepas de S. aureus circulondo en
portadores asintomdticos universitarios y no solo a nivel
bioquimico, sino también en cuanto a caracteristicas de
virulencia, donde en Ila mayoria de biotipos se
encontraron cepas de SARM; sin embargo, no en todos los
biotipos se encontrd la presencia de la enterotoxina A.
Esta enterotoxina se fransfiere a partir de elementos
genéticos moviles 9 al igual que la resistencia a
metficilina, por ende, encontrar esta diversidad, permite
vislumbrar la capacidad de estas cepas para adquirir
material genético y generar cepas con un alto potencial
virulento. Cabe mencionar que no solo las caracteristicas
de virulencia se ftransfieren a partir de elementos
genéticos mobviles, sino  también  caracteristicas
metabdlicas; por ejemplo, la utilizacién de la argining,
incluso esta se ha relacionado con la resistencia a
meticilina, infiiendo que ambas caracteristicas son
transferidas de la misma manera B, por lo que los perfiles
bioguimicos y de virulencia de estas cepas, describen la
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diversidad genética de S. aureus en un grupo particular
de importancia clinica y alimentaria.
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