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ARTICULO ORIGINAL

Deteccion y expresion de superantigenos y de resistencia
antimicrobiana en aislamientos obtenidos de mujeres portadoras
de Staphylococcus aureus que cuidan y alimentan nifios

Yina Marcela Guaca-Gonzalez', Gladys Fernanda Florez-Restrepo?, José Ignacio Moncayo-Ortiz',
Jorge Santacruz-lbarra', Adalucy Alvarez-Aldana’

' Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Tecnolégica de Pereira, Pereira, Colombia
2 Centro de Biologia Molecular y Biotecnologia, Universidad Tecnoldgica de Pereira, Pereira, Colombia

Introduccion. Staphylococcus aureus coloniza mucosas y piel, y causa graves infecciones en el hombre
y los animales. Es importante establecer el estatus de portadoras de cepas enterotoxigénicas de este
microorganismo en manipuladoras de alimentos, con el fin de prevenir intoxicaciones alimentarias.
Objetivo. Establecer las correlaciones entre los genes de enterotoxinas clésicas, el gen tsst-1, la
produccion de toxinas en cultivo y la resistencia antimicrobiana en aislamientos de S. aureus provenientes
de manipuladoras de alimentos que cuidan nifios en sus comunidades.

Materiales y métodos. Se cultivaron muestras de las fosas nasales y las yemas de los dedos de
las manos, y se identificé S. aureus empleando las pruebas de rutina y métodos automatizados. La
extraccion de ADN se hizo mediante el método de bromuro de cetil-trimetil-amonio (Cetyl-Trimethyl-
Ammonium Bromide, CTAB) modificado. Para la deteccion de superantigenos se emplearon pruebas de
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) simple y mdltiple, y para la de toxinas, estuches comerciales.
Resultados. Se encontré que el 22,0 % de los aislamientos correspondia a portadoras de S. aureus:
17,0 % en los aislamientos de fosas nasales; 5,0 % en los de las manos y 6,7 % simultaneamente en
los dos sitios. La prevalencia de superantigenos fue de 73,7 %. El genotipo mas frecuente fue el sea-
tsst-1, con 10,0 %. La resistencia a un solo antibiético fue de 74,7 % vy, a cuatro antibiéticos, de 3,2 %;
de los aislamientos, el 93,7 % correspondia a cepas productoras de betalactamasas. La deteccién de
genes clasicos y de tsst-1 mediante PCR fue de 48,4 % y la de toxinas en el sobrenadante, de 42,1 %,
con una correlacién de 95,7 %. Las mayores correlaciones se establecieron entre las toxinas TSST-1
(22/22) y SEA (17/18). La correlacion del gen tsst-1 con la proteina y la resistencia fue de 100 %. Todos
los aislamientos con el genotipo sea-tsst-1t fueron resistentes y productores de las toxinas.
Conclusion. La tasa de aislamientos de S. aureus toxigénicos y resistentes obtenidos de mujeres que
cuidan y preparan alimentos para nifios fue de mas de 70 %, lo que demostrd su gran virulencia y la
consecuente necesidad de aplicar estrictamente las normas higiénicas y sanitarias vigentes para evitar
el riesgo de intoxicacién alimentaria.

Palabras clave: Staphylococcus aureus; enterotoxinas; farmacorresistencia microbiana; superantigenos;
genotipo; variacion genética.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i0.3653

Detection and expression of superantigens and resistance in isolates from women carriers of
Staphylococcus aureus who take care of and feed children

Introduction: Staphylococcus aureus colonizes mucous membranes and skin causing severe
infections in humans and animals. It is important to determine carrier status of enterotoxigenic strains
of this microorganism in food handlers to prevent food poisoning.

Objective: To establish the correlations among classic enterotoxigenic genes, tsst-1 gene, the
production of toxins in cultures and antimicrobial resistance in S. aureus isolates from women who
handle the food, feed and take care of children in their communities.

Materials and methods: Nasal swab and finger samples were cultured and S. aureus was identified
using routine methods and automated systems. DNA extraction was done by the CTAB modified
method, and superantigen detection by simple and multiplex PCR, while toxins were detected using
commercial kits.

Contribucion de los autores:

Yina Marcela Guaca-Gonzalez: estandarizacion de los métodos moleculares e identificacion de la bacteria

Gladys Fernanda Florez-Restrepo: procesamiento de muestras, aplicacion de técnicas moleculares y base de datos
José Ignacio Moncayo-Ortiz: elaboracién del proyecto de investigacion y escritura del manuscrito

Jorge Santacruz-Ibarra: toma y procesamiento de muestras e identificacion de la bacteria

Adalucy Alvarez-Aldana: toma de muestras y estandarizacion de métodos
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Superantigenos y resistencia en portadoras de S. aureus

Results: We found that 22.0% of subjects were S. aureus carriers: 17.0% corresponded to nose
samples, 5.0% to hands and 6.7% to both nose and hands. The prevalence of superantigens was
73.7%. The most frequent genotype was sea-tsst-1 with 10%. Resistance to one antibiotic was 74.7%,
and to four antibiotics, 3.2%; 93.7% of the isolates were betalactamase-positive. Classical genes and
tsst-1 gene were detected by PCR in 48.4% of samples and toxins in supernatant were detected in
42.1% of them with 95.7% of correlation.The highest correlations were established for TSST-1 and SEA
with 100% and 94.4%, respectively. The correlation of tsst-1 gene with toxin production and resistance
was 100%. All isolates with genotype sea-tsst-1 were toxin-positive and resistant.

Conclusion: The rate of toxigenic and resistant S. aureus isolates from women in charge of feeding
and taking care of children was higher than 70%, which demonstrates its high virulence. This requires
the strict application of hygienic and sanitary regulations in order to avoid the risk of food poisoning.

Key words: Staphylococcus aureus; enterotoxins; drug resistance, microbial; superantigens; genotype;

genetic variation.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i0.3653

Staphylococcus aureus es un patégeno extraordi-
nariamente versatil que puede sobrevivir en condi-
ciones ambientales hostiles, colonizar las mucosas
y la piel, y causar graves infecciones purulentas
mediadas por toxinas en el hombre y los animales
(1). Entre las infecciones que causa, estan las de
tejidos blandos y de la piel, las asociadas a la aten-
cién en salud, las resultantes de la intoxicacion ali-
mentaria y algunas especialmente agresivas, como
el sindrome de choque téxico, la endocarditis, la
meningitis, la osteomielitis y la neumonia (2,3).

El estado de portador de S. aureus establecido a
partir de muestras de mucosa nasal es un recono-
cido factor de riesgo para desarrollar infecciones
por estafilococos y una fuente reconocida de dise-
minacion de bacterias virulentas y resistentes a los
antibiéticos en los hospitales y la comunidad. El
estado de portador de S. aureus en manipuladores
de alimentos tiene un papel muy importante en la
intoxicacién alimentaria, principalmente cuando se
trata de cepas enterotoxigénicas (4,5).

Se reconocen tres patrones de portadores de S.
aureus en los seres humanos: el persistente, el
intermitente, y quien no es portador. Entre el 10
y el 35 % de los individuos sanos son portadores
persistentes, es decir, casi siempre portan una cepa
de S. aureus; entre el 20 y el 75 % de los individuos
son portadores en forma intermitente, y, por ultimo,
entre 5y 50 % casi hunca son portadores (6,7).

La virulencia de S. aureus es muy compleja, ya que
involucra numerosos factores y diversos sistemas de
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regulacion (8). Se han descrito muchos factores de
virulencia, como la produccién de enzimas, de toxi-
nas y de superantigenos (SAg), asi como la resis-
tencia a los antibioticos, lo cual potencia su habilidad
para colonizar y causar enfermedades (2,3,8,9).

En los dltimos afos, se ha estudiado ampliamente
la presencia de superantigenos en los aislamien-
tos de S. aureus. Muchas cepas producen una
0 mas exoproteinas que incluyen numerosas
enterotoxinas, como la enterotoxina estafilocécica
(Staphylococcal Enterotoxin, SE), la toxina del sin-
drome del choque téxico (Toxic Shock Syndrome
Toxin, TSST,), las toxinas exfoliativas (Exfoliative
Toxins, ET) y las leucocidinas (Panton-Valentine
Leukocidin, PVL) (9).

Los superantigenos poseen la capacidad de acti-
var entre el 5y el 20 % de los linfocitos T, lo que
conlleva una produccién masiva de citocinas pro-
inflamatorias y quimiocinas que pueden causar
desde fiebre e hipotension hasta un choque letal
(2,8,10,11).

Se han identificado cinco clases de enterotoxinas
clasicas codificadas por los genes sea, seb, sec,
sed y see, y una toxina del sindrome del choque
toxico codificada por el gen tsst-1. Ademas, se
han descrito muchos nuevos tipos, denominados
enterotoxinas no clasicas o enterotoxinas nuevas
(11-15). Otro grupo de exoproteinas son las toxi-
nas exfoliativas, codificadas por los genes eta, etb
y etd, las cuales son responsables del sindrome
de piel escaldada, el cual afecta especialmente a
nifios y jovenes (16,17).

La prevalencia de los genes de superantigenos
en los aislamientos de S. aureus de diferentes
origenes y areas geograficas, varia ampliamente.
Muchos estudios clinicos han intentado establecer
una correlacién entre la deteccién de los super-
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antigenos de S. aureus aislados de pacientes con
infecciones estafilocécicas, pero esta no se ha esta-
blecida de una manera concluyente (10,17-19).

Los manipuladores de alimentos que son porta-
dores de cepas de S. aureus productoras de
enterotoxinas y otras exoproteinas aisladas de
muestras de fosas nasales y manos, constituyen
la mas importante fuente de intoxicacion alimen-
taria estafiloc6cica mediante el contacto manual o
mediante las secreciones respiratorias, las cuales
contaminan los alimentos durante su manipulacién
y preparacion (6,7,20).

El objetivo del estudio fue establecer la correlacion
entre la deteccién de los genes que codifican las
enterotoxinas clasicas (sea, seb, sec, sed y see),
el gen de la toxina del sindrome del choque téxico
(tsst-1), la expresion de las toxinas SEA, SEB, SEC,
SED, SEE y TSST-1 en los sobrenadantes del cul-
tivo, y la resistencia a los antibiéticos en aislamien-
tos de S. aureus obtenidos de las fosas nasales y
las yemas de los dedos de manos de mujeres mani-
puladoras de alimentos encargadas del cuidado de
nifios en sus comunidades. Ademas, se detectaron
las toxinas exfoliativas de los genes eta, etby etd.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo con una fase anali-
tica experimental de aislamientos de S. aureus pro-
venientes de muestras de fosas nasales y manos de
portadoras colombianas cuya principal funcién era
el cuidado y la alimentacion de nifios de la comuni-
dad donde residian. La poblacién estuvo constituida
por 406 mujeres.

Las muestras para el cultivo se obtuvieron con un
escobillén estéril humedecido en solucién salina
fisiologica estéril de las fosas nasales y de las
yemas de los dedos de las manos. Las mues-
tras se tomaron, se procesaron y se cultivaron en
agar manitol salado y rojo de fenol (Oxoid) en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad Tecnoldgica
de Pereira.

La identificacién de S. aureus se hizo mediante las
técnicas de rutina (coloracién de Gram, coagulasa
y termonucleasa), y se confirmé usando el sistema
automatizado Vitek 2® (Biomerieux) en colabora-
cién con el laboratorio clinico del area de micro-
biologia del Hospital Universitario San Jorge de
Pereira. Con este sistema automatizado, también
se determind la sensibilidad a 13 antibiéticos, en
tanto que la produccién de betalactamasas se esta-
blecié con sensidiscos de cefinasa.
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Los aislamientos identificados como S. aureus
se almacenaron en caldo de cultivo de cerebro
y corazon (Oxoid) con glicerol al 20 % y se con-
servaron a -80 °C para la posterior extraccion de
ADN vy el andlisis genotipico mediante PCR.

Extraccion de ADN

Se hicieron cultivos de los aislamientos de S. aureus
almacenados a -80 °C en agar de tripticasa de soya
(Oxoid), y se incubaron durante 16 a 24 horas a
37 °C, para luego proceder a la extraccion de ADN.
La extraccién del ADN gendmico se hizo con el
método de bromuro de cetil-trimetil-amonio (CTAB)
(21) modificado para usar lisostafina (22-24). El
ADN extraido se almacen6 a -20 °C en alicuotas
de 20 ng/pl para su posterior andlisis molecular.

Deteccion genotipica de los superantigenos en
los aislamientos de Staphylococcus aureus

La deteccién de los genes que codifican super-
antigenos se hizo mediante PCR mdltiple (PCR-M)
en dos series, Ay B, segun lo descrito por Merhotra,
et al., Ruzickova, et al., y Omoe, et al. (25-27). La
técnica se estandarizé con las cepas de referencia
de S. aureus ATCC: 700679 (Mu50), BAA-1707
(MW2), 13565 (196E), 13566 (S6) y 19095 en
aislamientos clinicos previamente caracterizados
en nuestro laboratorio, en los cuales se habian
detectado uno o mas genes de superantigenos.

En las pruebas de PCR, se utiliz6 como control
positivo una mezcla de ADN de cepas de referen-
cia que amplificaron todos los genes estudiados vy,
como control negativo, agua desionizada estéril.
Como control interno de las reacciones, se utilizd
la pareja de iniciadores femA1y femA2.

La serie A se utilizd para detectar los genes de
las enterotoxinas clasicas sea, seb, sec, sed y
see; con la serie B, se detectaron los genes de
las toxinas exfoliativas de eta, etb, etd y la toxina
del sindrome de choque toxico TSST-1, utilizando
para ambas series los iniciadores mencionados
(25-27).

La reaccion de amplificacion de ambas series se
efectu6 en un volumen final de 25 pl con solucién
tampon 1X (KCI 50 pM, tris-HCI 10 pM; pH 8,0),
MgCl,3 mM, dNTP 200 pM, y con 20 pmoles de los
iniciadores de sea, seb, sec, seey 40 pmoles de sed
para la serie A; y 20 pmoles de los iniciadores de
etaetby tsst-1,1 U de Taq polimerasa (Invitrogen)
y 3 pl de ADN con una concentracion de 20 ng/l,
para la serie B.
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Se utilizé un termociclador MasterCycler Gradient®
(Eppendorf) con un programa de temperaturas
consistente en una desnaturalizacion inicial a 96 °C
durante 3 minutos, seguida de 35 ciclos de desna-
turalizacién a 94 °C durante 1 minuto, anillamiento
a 53 °C durante 45 segundos, una extensién a 74 °C
durante1 minuto y un paso final de extension
durante 7 minutos a 72 °C.

Se tomaron 10 pl de los productos de cada serie y
se corrieron por electroforesis con gel de agarosa
al 2 % en solucién tampén TAE 1X (Tris-EDTA;
pH 8,0) a 70 voltios durante una hora. Se utilizé
un marcador de peso molecular marca Bioline
(HyperLadder IV™) y se tifid con SYBR Safe. Los
resultados se observaron en un fotodocumentador
Gel Doc XR+ System™ de Bio-Rad, con un pro-
grama de Image Lab.

Deteccion de las proteinas de las enterotoxinas
clasicas (SEA-SEE) y de la toxina del sindrome
de choque téxico (TSST-1) mediante ELISA y
aglutinacion

Los aislamientos preservados a -80 °C, positivos
para uno o mas genes de enterotoxinas clasicas,
y el gen tsst-1, se recuperaron en caldo BHI y se
incubaron durante 18 a 24 horas a 37 °C. Las entero-
toxinas clasicas se detectaron en el sobrenadante
del caldo de cultivo en fase estacionaria, utilizando
el estuche Rida Screen Set A,B,C,D,E®, con un
limite de deteccién para el sobrenadante del cultivo
de 0,25 ng/ml (R-Biopharm); para la deteccion
de la toxina del sindrome de choque tdxico, se
empled el estuche TST-RPLA, con sensibilidad de
2 ng/ml (Oxoid). En ambos casos se siguieron las
instrucciones de los fabricantes.

Analisis estadistico

La informacién se recopilé en una base de datos
de Excel; se elaboraron tablas de contingencia y
se analizaron diferentes correlaciones entre la pre-
sencia o la ausencia de genes de superantigenos,
la sensibilidad antimicrobiana y la produccién de
las toxinas de superantigenos en los sobrenadan-
tes del cultivo.

Se aplicé la prueba exacta de Fisher y se consi-
deraron estadisticamente significativos valores de
p<0,05, con un intervalo de confianza del 95 %.

Consideraciones éticas

Las participantes firmaron el consentimiento infor-
mado. El estudio fue aprobado y supervisado por el
Comité de Bioética de la Universidad Tecnolégica
de Pereira.

Superantigenos y resistencia en portadoras de S. aureus

Resultados
Prevalencia del estado de portador

La prevalencia del estado de portador de S. aureus
en las mujeres manipuladoras de alimentos fue del
22 % (89/406): 17,0 % (69/406) en muestras de
fosas nasales y 5,0 % (20/406) en las de manos; en
6,7 % (6/89) de las portadoras hubo colonizacién
tanto en las muestras de fosas nasales como en
las de manos.

Prevalencia de uno o mas de los genes de
superantigenos

La prevalencia de uno o mas genes de superanti-
genos fue de 73,7% (70/95); la mayor prevalencia
fue de 34,7 % (33/95) para un solo gen. La mayor
asociacion se dio entre dos de los genes de
superantigenos, con 24,2 % (23/95), seguida de la
encontrada entre tres y cuatro genes, con 10,5 %
(10/95) y 4,2 % (4/95), respectivamente. En 26,3 %
(25/95) de los aislamientos, no se detectaron los
genes de superantigenos.

Prevalencia individual de los genes de
superantigenos en los aislamientos de
Staphylococcus aureus

El gen con mayor prevalencia fue el etd (45/95;
47,4 %), seguido del tsst-1 (22/95; 23,2 %), el
sea (18/95; 18,9 %), el sed (13/95; 13,7 %), el sec
(11/95; 11,6 %) y el seb (8/95; 8,4 %). Los genes
see y eta fueron los de menor prevalencia (4/95;
4,2 %). El gen etb no se detectd en ninguno de
los aislamientos.

Frecuencia de la asociacion entre los genes de
superantigenos

La asociacion de los genes de superantigenos
permitio establecer ocho genotipos para dos o mas
genes. El genotipo de mayor frecuencia fue el sea-
tsst-1, con 10 % (7/70), seguido del genotipo sea-
etd-tsst-1, con 8,6 % (6/70) (cuadro 1). En las seis
personas con aislamientos simultdneos en fosas
nasales y manos, los genotipos fueron diferentes
en cada pareja de aislamientos.

Resistencia a los antibioticos

El 74,7 % (71/95) de los aislamientos de S. aureus
fueron resistentes a un antibiético; 9,5 % (9/95), a
dos; 6,3 % (6/95), a tres, y 3,2 % (3/95), a cuatro
antibioticos. El 6,3 % (6/95) de los aislamientos
de S. aureus fueron sensibles y el 93,7 % (89/95)
fueron productores de betalactamasas. Los aisla-
mientos resistentes a la tetraciclina (TCY) fueron
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los mas frecuentes (11,6 %; 11/95), seguidos por
los resistentes a la oxacilina/cefoxitina (OXA/FOX-
MRSA) (6,3 %; 6/95) y a la eritromicina (ERI) (4,2 %;
4/95). Los resitentes a la clindamicina (CLI) fueron
los menos frecuentes (3,2 %, 3/95).

Correlacion entre la deteccion de los genes de
superantigenos y la resistencia a los antibioticos

En el cuadro 2, se presentan las diferentes aso-
ciaciones entre la deteccion de los genes de
superantigenos y la resistencia a los antibidticos.
Mediante la prueba exacta de Fisher aplicada
a las diferentes asociaciones, se evidencié una
diferencia estadisticamente significativa solo para
la tetraciclina, con un valor de p=0,0277.

Produccién de enterotoxinas clasicas y
de toxina del sindrome del choque toxico
en el sobrenadante de los cultivos de
Staphylococcus aureus

En las pruebas ELISA y de aglutinacién para la
deteccién de las enterotoxinas clasicas y de la
toxina del sindrome del choque téxico en el sobre-
nadante del cultivo, se encontré6 que el 46,3 %
(44/95) fueron positivas para una o mas toxinas y
el 42,1 % (40/95) fueron productoras de una o mas
enterotoxinas clasicas. La enterotoxina SEA fue
la que se detect6 con mayor frecuencia (17,9 %;
17/95), seguida por la SEC (10,5 %; 10/95), la SEB

Cuadro 1. Prevalencia de los genotipos de superantigenos en
los aislamientos de Staphylococcus aureus

Genotipos

sea, tsst-1 7 (10,
sea, etd, tsst-1 6 (8
sec, etd 5 (7
seb, sed 3 4
seb, sed, etd 2 (2,
sed, etd 2 (2
sed, tsst-1 2 (2
etd, tsst-1 2 (2
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(4,2 % (4/95), la SED (2,1 %; 2/95) y la SEE (2,1 %;
2/95). La toxina TSST-1 se detect6 en 23,2 %
(22/95) de los aislamientos de S. aureus.

Correlacion entre la deteccion de los genes de
las enterotoxinas clasicas y del gen tsst-1 y sus
toxinas en los sobrenadantes del cultivo

El nimero de aislamientos positivos para los genes
de enterotoxinas clasicas y para el gen tsst-1
detectados mediante PCR, fue de 48,4 % (46/95);
en 42,1 % (44/95) de ellos, se detectd la produc-
cién de la proteina mediante las técnicas ELISA y
de aglutinacion.

La correlacion entre la deteccién de los genes de
enterotoxinas clasicas y del gen tsst-1 con las res-
pectivas toxinas, fue de 95,7 % (44/46). La toxina
TSST-1 se detecté en 100 % (22/22) de los casos,
seguida por las proteinas SEA (17/18), SEC (10/11),
SEB (4/8), SEE (2/4) y SED (2/13) (cuadro 3).

Correlacion entre la deteccion de los genes
de enterotoxinas, el gen tsst-1, las toxinas y la
resistencia a los antibioticos

La correlacién entre la deteccion de los genes,
la produccion de toxinas en los sobrenadantes
del cultivo y la resistencia a los antibiéticos en
los aislamientos de S. aureus, se presenta en el
cuadro 4.

El analisis de los resultados evidencié6 que el
gen tsst-1 se correlacion6 en el 100 % de los
aislamientos con la deteccion de la proteina TSST-
1 (22/22), y con la resistencia a los antibiéticos
betalactamicos (22/22), a la eritromicina (2/2),
a la clindamicina (2/2) y a la tetraciclina (3/3). El
gen sea se correlacion6 en 94,4 % (17/18) de los
aislamientos con la produccion de la toxina SEA
y, en 100 %, con la resistencia a oxacilina més
cefoxitina (2/2), a eritromicina (2/2), a clindamicina
(2/2) y a tetraciclina (3/3); su correlacién con la
resistencia a los antibidticos betalactamicos fue de

Cuadro 2. Asociacion entre los genes de los superantigenos, el resultado de la prueba para betalactamasas y la resistencia a

cefoxitina/oxacilina, eritromicina, clindamicina y tetraciclina

SAg/sensibilidad Prueba para OXA/FOX ERI CLI TCY
betalactamasas
P N S R S R S R S R
SAg+ 67 22 67 3 66 4 67 3 59 1
SAg 3 3 22 3 25 0 25 0 25 0
Total 70 25 89 6 91 4 92 3 84 11
p 0,1844 0,1844 0,880 0,3954 0,0277

SAg: superantigenos; P: positiva; N: negativa; S: sensible; R: resistente; OXA/FOX: oxacilina-cefoxitina; ERI: eritromicina; CLI: clindamicina; TCY: tetraciclina
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94,4 % (17/18). En cuanto al genotipo sea-tsst-1,
todos los aislamientos fueron productores de las
toxinas y resistentes a eritromicina, clindamicina
y tetraciclina.

Discusion

El estado de portador de S. aureus en la pobla-
cion estudiada, se detectd en 22 % de los aisla-
mientos: 17 % en muestras de fosas nasales y
5 % en las de manos, porcentajes similares a los
publicados por diferentes autores en individuos
sanos, en quienes se ha establecido un rango de
portadores de 20 a 40 % en muestras de fosas
nasales y de 5 a 10 % en las de manos (28-30).
El estado de portador es un potencial factor de
riesgo para la diseminacién de la bacteria y puede
causar intoxicacion alimentaria por manipulacion
de alimentos, asi como otro tipo de infecciones
estafilococicas.

En este estudio se encontr6 que, en 6,7 % (6/89)
de las mujeres, el estatus de portador se detectd
simultaneamente en las muestras de fosas nasales
y de manos. No se encontraron estudios similares
para hacer analisis comparativos, y los genotipos
de los superantigenos en estos seis aislamien-
tos no mostraron un patron que permitiera concluir

Cuadro 3. Porcentaje de correlacion entre la deteccion de los
genes y toxinas SEA, SEB, SEC, SED, SEE Y TSST-1 mediante
las técnicas ELISA 'y de aglutinacion

Gen Numero de Numero de %
genes detectados toxinas detectadas

sea 18 17 94,4
seb 8 4 50,0
sec 1 10 90,9
sed 13 2 15,4
see 4 2 50,0
tsst-1 22 22 100

Superantigenos y resistencia en portadoras de S. aureus

que la colonizacion simultdnea correspondia a la
misma cepa toxigénica, por lo cual es necesario
hacer estudios complementarios para determinar si
existe o no ‘clonalidad’ en las cepas de S. aureus.

Ademas de velar por el bienestar de los nifios a su
cargo, las mujeres analizadas en el estudio les pre-
paran los alimentos, es decir, también son manipu-
ladoras de alimentos. La deteccion mediante PCR
de los genes de superantigenos en los aislamientos,
evidencié una prevalencia global de 73,7 %, resul-
tado que se ubica en el rango de 71,0 a 86,6 %
encontrado en manipuladores de alimentos en
Kuwait (31,32), y similar a la prevalencia de 74,1 %
hallada en aislamientos de S. aureus de personas
afectadas por intoxicacién alimentaria en Taiwan
(33). En estudios realizados en Latinoamérica, la
deteccion de superantigenos en portadores de S.
aureus ha sido superior a 50 % (34,35).

Aunque no se encontré reportado en otros estudios
en aislamientos de S. aureus de muestras nasales
o de manos de portadores, el gen etd fue el mas
frecuente (47,4 %) de todos los valorados en este
estudio, lo cual constituye un hallazgo importante.
Se ha planteado que la proteina codificada por
el gen etd puede interrumpir la barrera cutanea
epitelial y contribuir, de esta manera, a la propa-
gacion bacteriana (36). Este gen ha sido reportado
también en aislamientos clinicos, con una frecuen-
cia de 10,5 % (37).

Los genes tsst-1y sea siguieron en frecuencia, con
23,2 %y 18,9 %, respectivamente. Estos resultados
concuerdan con hallazgos previos en individuos
sanos portadores de S. aureus productores de las
toxinas. Mehrotra, et al., y otros autores obtuvieron
datos similares para los genes tsst-1 (24,3 %) y sea
(19,6 %) (25,37-39). La distribucion de estos genes
es universal, y se pueden detectar en aislamientos
clinicos, de alimentos y en portadores (25,39,40).

Cuadro 4. Correlacion entre la deteccion de los genes de las toxinas clasicas y el gen tsst-1, las toxinas en los sobrenadantes del
cultivo y la resistencia a los antibioticos en los aislamientos de Staphylococcus aureus

Gen/ Positivo para

antibiético betalactamasas OXA/FOX ERI cul TCY
Correlacion % (toxina/gen)

Sea 94,4 (17/18) 100 (2/2) 100 (2/2) 100 (2/2) 100 (3/3)
Seb 50,0 (4/8) NR NR NR 0,0 (0/2)
Sec 91,0 (10/11) 100 (2/2) 100 (1/1) NR 100 (2/2)
Sed 15,4 (2/13) NR NR NR 50,0 (2/4)
See 50,0 (2/4) 0,0 (0/1) NR NR 50,0 (1/2)
tsst-1 100 (22/22) NR 100 (2/2) 100 (2/2) 100 (3/3)

NR: no se detecté resistencia; OXA/FOX: oxacilina-cefoxitina; ERI: eritromicina;

CLI: clindamicina; TCY: tetraciclina
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El gen sea aparecio principalmente asociado a tsst-
1y etd, con una prevalencia de 10 % para el geno-
tipo sea-tsst-1y de 8,6 % para el genotipo sea-etd-
tsst-1, lo cual demuestra que es dominante en estas
asociaciones y se puede relacionar con cualquier
tipo de genes de superantigenos en aislamientos
de diferentes origenes (41). La importancia de este
gen se ha demostrado en diferentes estudios que
lo reportan como uno de los factores importantes
en la intoxicacién alimentaria (39).

Las asociaciones establecidas entre tsst-1-etd
y sea-etd-tsst-1 en este estudio, son variantes
aun no descritas por los autores de los articulos
revisados. La informacién sobre las asociaciones
de enterotoxinas clasicas, de la toxina del sindrome
de choque toxico y de las toxinas exfoliativas,
es escasa (42,43); por ello, es necesario seguir
investigando su verdadero impacto en la patogenia
de S. aureus.

En el analisis de la sensibilidad a los antimi-
crobianos probados, se evidencié que 74,7 %
presenté resistencia a uno o mas antibiéticos, lo
cual concuerda con los reportes de Teixeira, et
al. (44). Staphylococcus aureus puede producir
betalactamasas codificadas por genes cromosé-
micos o plasmidicos; 93,7 % de los aislamientos
analizados fueron positivos para betalactamasas,
lo cual concuerda con el 96 % reportado por Seo,
et al. Por otra parte, la multirresistencia de 3,2% a
cuatro antibiéticos encontrada en el presente estu-
dio, difiere mucho del porcentaje obtenido (56%)
por Seo, et al. (41). La resistencia antimicrobiana de
los aislamientos sugiere que el estado de portador
es una fuente potencial de diseminacion de cepas
resistentes a los antibidticos.

Los resultados para los 13 antimicrobianos estu-
diados indicaron que, después de la produccién de
betalactamasas, el mayor porcentaje de resistencia
(11,6 %) se present6 frente a la tetraciclina, similar
al reportado por Morales, et al., (16 %) (45).

Al determinar la correlacién entre superantigenos
y resistencia antimicrobiana, la Unica diferencia
estadisticamente significativa fue para la sensibi-
lidad a la tetraciclina. Si bien la tetraciclina no es
el antimicrobiano de eleccién en el tratamiento, la
asociacion entre la sensibilidad frente a su efecto y
la presencia de superantigenos se convierte en un
hallazgo que se debe tener en cuenta, por lo cual
deben hacerse mas estudios para establecer la
correlacién entre la presencia de superantigenos y
la sensibilidad a los antimicrobianos.
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En este estudio se establecié que la correlacion
entre la deteccion de las toxinas en el sobrenadante
del cultivo en los aislamientos que amplificaron
para los genes de las enterotoxinas clasicas y el
gen tsst-1, fue de 95,7 %. En este sentido, Bystron,
et al., encontraron una correlacién de 88,9 % en
aislamientos de S. aureus obtenidos de alimentos
(46), en tanto que Zschock, et al., reportaron
una de 98,8 % en aislamientos de muestras de
vacas con mastitis bovina (47). Esto sugiere que
existe una fuerte correlacion entre el fenotipo y el
genotipo, independientemente de la procedencia
de los aislamientos.

Por dltimo, las correlaciones entre la deteccion de
genes, la produccion de las toxinas y la resistencia
a los antibidticos, permitieron sugerir que la expre-
sién de los genes in vitro es un buen marcador para
determinar el potencial patogénico de aislamientos
de S. aureus en estas cuidadoras de nifos.

Este estudio demostro la gran virulencia de los ais-
lamientos de S. aureus obtenidos de mujeres que
cuidan y preparan alimentos para nifios, ya que, al
correlacionar la presencia de los genes de superan-
tigenos y la resistencia antimicrobiana, se encontré
una tasa de aislamientos toxigénicos y resistentes
mayor de 70 %, lo que implica que eran potencial-
mente patégenos, y exigiria la aplicacion estricta
de las normas higiénicas y sanitarias vigentes para
evitar el riesgo de intoxicacién alimentaria.
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