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Resumen

Los objetivos de este estudio fueron efectuar un relevamiento de la resistencia a antibiéticos (R) en una serie de
64 aislamientos de S. gureus provenientes de alimentos (36) y de manipuladores (28) y conocer la frecuencia del
gen sea (enterotoxina A).

Se determind la R mediante técnica de difusion y dilucién segln pautas del CLSI - M100 S 21, y mediante PCR los
genes mecA (resistencia a meticilina, MET), y sea.

La R fue baja, (MET: 2/64, ambos de manipuladores; gentamicina, GEN: 2/64; clindamicina, CLI 'y eritromicina, ERI:
3/64). No se detectO R en: Trimetoprima-Sulfametoxazol, vancomicina, rifampicina ni minociclina. Se encontraron
4 perfiles de resistencia (MET, GEN, MET+GEN y ERI+CLI). Se confirmaron los genes mecA (2 aislamientos) y sea en
10 aislamientos: 6 de manipuladores y 4 de alimentos, ninguno de ellos MET-R.

Se evidencia la importancia vigilar la resistencia en aislamientos ambientales y de la deteccion de la enterotoxina
A. Estos hallazgos marcan un punto de riesgo potencial, sin precedentes en nuestra zona.
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Abstract

The aims of this study were to make a survey of antibiotic resistance (R) in a series of 64 S. aureus isolates from
food (36) and food handlers (28) and to determine the frequency of enterotoxin A gene (sea) in Posadas.

R was determined by disk diffusion and MICs according to M100-S21 CLSI guidelines. Detection of the genes
encoding methicillin (MET) resistance (mecA) and the staphylococcal enterotoxin A (sea) were made by PCR
technique.

The R was low (MET: 2/64, both from handlers, gentamicin, GEN: 2/64; clindamycin and erythromycin, CLI + ERI:
3/64). R was not detected in: trimethoprim-sulfamethoxazole, VAN, rifampin or minocycline. Four resistance profiles
(MET, GEN, GEN + MET; ERI + CLI) were found. The mecA gene was confirmed in 2 isolates and sea gene in ten: six
from food handlers and four from food, none of which were MET-R.

Our results highlight the importance of surveillance of environmental S. aureus resistance and molecular detection
of enterotoxin A. These findings make a point of potential risk, unprecedented in our area.
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Introduccion

Los miembros del género Staphylococcus se encuentran
entre las bacterias mas frecuentemente encontradas entre
las que colonizan al hombre y algunas especies animales.
Staphylococcus aureus, ¢l patdgeno humano mas impor-
tante del género, produce una amplia gama de infecciones
en pacientes inmunocompetentes, algunas superficiales
y autolimitantes como el impétigo, otras relativamente
benignas como furunculosis, o infecciones de localizacion
profunda como celulitis, abscesos profundos, osteomielitis,
neumonia, sepsis 0 meningitis, en las que puede ser causa

de muerte. Puede producir enfermedades a distancia me-
diadas por toxinas, como el sindrome de piel escaldada.
Es por otra parte, una de las primeras causas de infeccion
nosocomial [1, 2, 3].

A pesar de la disponibilidad de potentes agentes
antibioticos, de mejoras en la salud publica, esta bacteria
sigue comportandose como uno de los patdégenos mas
importantes para el ser humano, y se encuentra entre los
diez patdgenos mas importantes causales de Enfermedades
Tramitadas por Alimentos (ETA) a nivel mundial. Este
coco grampositivo, ocupa uno de los primeros lugares en
los reportes anuales de las redes de vigilancia en salud

Rev. Cienc. Tecnol. / Afio 15/ N° 20 / 2013



62 Martha Helena von Specht et al.: Staphylococcus aureus de origen ambiental, resistencia antibidtica...

publica en la mayoria de los paises [4, 5, 6, 7, 8]. La emer-
gencia de esta patologia depende de diversos factores, entre
ellos la virulencia de la cepa [10], los nutrientes, el pH
del sustrato, la concentracion de sodio y otros compuestos
quimicos, los microorganismos competidores y el estado
del huésped [8, 9, 10].

Su presencia en un alimento no es suficiente para incri-
minar al mismo como sospechoso de producir Intoxicacion
Alimentaria Estafilococica (IAE). Es importante detectar si
el aislamiento es portador de alguna enterotoxina [10, 11,
12]. Estas son proteinas de bajo peso molecular, termoes-
tables y resistentes a enzimas proteoliticas, de las cuales
se han descripto 18 enterotoxinas estafilocdcicas (SE) (20
contando las variables antigénicas de una de ellas, SEC)
relacionadas con intoxicaciones alimentarias en humanos.
Las mas importantes por estar asociadas a brotes son: SEA,
SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED y SEE. Muchos estudios a
nivel mundial indican que SEA es la recuperada con mayor
frecuencia de brotes de intoxicacion alimentaria estafiloco-
cica, seguida por SED. Estas toxinas son codificadas por
los genes sea y sed respectivamente [10, 11, 12, 13, 14].

Las SEs han sido detectadas en una gran cantidad de
alimentos comerciales, con gran incidencia en aquellos de
origen animal o aquellos manipulados directamente por el
hombre [5, 6, 7]. Entre los primeros, predomina la conta-
minacion de productos lacteos, sobre todo leche y quesos
[5, 6,7, 8, 9]. Algunos autores explican que este hecho es
debido a la portacidn asintomatica de esta bacteria, tanto
en humanos como en animales [5; 14]. Sin embargo, en
productos céarnicos, la colonizacién y el desarrollo del mi-
croorganismo tienen relacion directa con la manipulacion
de los mismos, sobre todo en el periodo luego de la coccion
y anterior a la venta [5, 9].

No obstante, la mayor fuente de contaminacién son los
manipuladores de alimentos portadores de S. aureus, con
dos origenes principales, la poblacion de portadores nasa-
les que incluye: al 30% persistente, el 50% intermitente,
y los individuos con ampollas y/o heridas infectadas en
manos y brazos [1, 4, 5, 7, 9]. Si bien, es virtualmente
imposible prevenir algo de contaminacion de los alimentos
durante las manipulaciones de rutina [5, 7, 15], es sabido
que, los puntos criticos de contaminacion estan asociados
directamente con una higiene personal deficiente y una
inadecuada manipulacidn de los alimentos tanto durante
el procesamiento como con el producto elaborado, o al
empleo de materias primas contaminadas por un portador.

Aunque en la provincia no se realizan tratamientos para
descolonizar a los portadores de S. aureus que manipulan
alimentos, resulta importante vigilar la susceptibilidad a los
antimicrobianos no sélo a nivel clinico sino también en el
medio ambiente, ya que el aumento de cepas resistentes
es una preocupacion a nivel mundial [16, 17, 18]. Esta
bacteria ha demostrado ser sumamente versatil, siendo
capaz de resistir la terapia antibidtica [16].

Los antibioticos B-lactamicos han constituido historica-
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mente la primera linea de eleccion en las terapias empiri-
cas, en especial, las cefalosporinas de primera generacion
luego del surgimiento y diseminacidn de los estafilococos
resistentes a penicilina. La resistencia a meticilina, se debe
auna proteina de union a la penicilina modificada (PBP2a)
que es codificada por el gen mecA, y confiere resistencia a
todos los B-lactamicos, incluyendo penicilinas, cefalospo-
rinas y carbapenemes [16]. Originalmente s6lo asociadas
al ambiente hospitalario, S. aureus resistente a meticilina
(SAMR) ha emergido también en la comunidad [3, 16,
19, 20, 21].

En base a los antecedentes sefialados, nos propusimos
caracterizar aislamientos de S. aureus de origen ambiental,
aislados de manipuladores y de alimentos artesanales. Co-
nocer la susceptibilidad a antimicrobianos de uso clinico y
la portacion del gen sea como marcador de la produccion
de la enterotoxina A.

Materiales y métodos
Material biol6gico

Se estudiaron 64 aislamientos ambientales de S. aureus
cedidos por investigadores locales, los que fueron recupe-
rados segun metodologias y normas del Codigo Alimen-
tario Argentino y la ICMSF (Internacional Comission on
Microbiological Specifictions for Food) [5,6]. Los mismos
fueron seleccionados al azar, en base a la distribucion habi-
tual de esta bacteria y provenian de productos alimenticios
(36 aislamientos, 56,25%) y manipuladores de alimentos
(28 aislamientos, 43,75%).

Los productos alimenticios consistian en materias
primas y productos elaborados manualmente para consumo
humano en la provincia. Eran de procedencia lactea no
industrializada: 24 quesos (67%, 24/36), 7 de leche cruda
(19%, 7/36), 3 cuajada (8%, 3/36), y 2 de productos carni-
cos elaborados (6%, 2/36) (empanada y caneldn caseros).

Los aislamientos de manipuladores de alimentos (por-
tadores sanos y asintomaticos), de la ciudad de Posadas,
fueron obtenidos de la zona nasal por hisopado (93%,
26/28), ¢ hisopados de manos con lesiones (7%, 2/28) [6].

Estudios Microbioldgicos

Los aislamientos se identificaron microbiolégicamente
por métodos convencionales [2].

Se estudio la susceptibilidad a los antimicrobianos por
el método de difusion en agar con discos (Laboratorios
Britania, Argentina), segun las normativas del Clinical
and Laboratory Standards Intitute [22], para oxacilina
(OXA, 1pg), cefoxitina (CEF, 30 pg), eritromicina (ERY,
15 pg), clindamicina (CLI, 2 pg), rifampicina (RIF, 5
ug), trimetoprima-sulfametoxazol (TMS, 1,25 pg/23,75



Martha Helena von Specht et al.: Staphylococcus aureus de origen ambiental, resistencia antibidtica... 63

ug), gentamicina (GEN, 10 pg), ciprofloxacina (CIP, 5
ug), minociclina (MIN, 30 pg), teicoplanina (TEI, 30ug)
y tigeciclina (TGC, 15 pg). La sensibilidad disminuida a
vancomicina se evalué mediante la prueba de tamizaje para
vancomicina 8pg/ul, descripta por el CLSI [22].

Estudios moleculares

Se realizo a la extraccion de ADN a todos los aislamien-
tos y la determinacion del gen mecA siguiendo la técnica
de Soloaga y colaboradores (amplicon de 310 pb) [23].
La investigacion del gen sea (amplicon es de 310 pb) y
la deteccion del gen ARNr 16S, como control interno de
amplificacion, en base al protocolo de Monday y colabo-
radores (1999) [24], adaptado por Quiroga Zingaretti y
colaboradores [25].

Resultados
Resistencia a los antibidticos

Del total de aislamientos, 6 presentaron resistencia a
algun antibidtico: 2 (3,1%) a meticilina, 3 (3,1%) a eritro-
micina, 2 (3,1%) a gentamicina y 3 (4,7%) a clindamicina.
No se detectaron aislamientos resistentes a rifampicina,
ciprofloxacina, minociclina, trimetoprima-sulfametoxazol
ni glucopépticos (teicoplanina y vancomicina). La distri-
bucion de la resistencia segtin el origen de los aislamientos
se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1: Distribucién de la resistencia a los antimicrobianos conforme
al origen de los aislamientos (N = 64).

Resistencia Alimento N=36 | Manipuladores N= 28 Total N=64
Meticilina - 2(7,1%) 2 (3.1%)
Eritromicina 1(2,8%) 2 (3,5%) 3 (4,7%)
Clindamicina 1(2,8%) 2 (7,1%) 3(4,7%)
Gentamicina - 2 (7,1%) 2 (3,1%)

Numero de aislamientos resistentes/nimero total de la
poblacidon de origen (porcentaje de resistencia).

En los 2 aislamientos con fenotipo resistente a metici-
lina se detecto el gen mecA.

Los aislamientos con resistencia a Eritromicina (Tabla
1) presentaron ademas, fenotipo de resistencia inducible a
clindamicina (fenotipo MLS ;).

Se detectaron 4 perfiles de resistencia (PR) cuya distri-
bucidn conforme al origen de los materiales y el numero
de casos observados se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2: Distribucion de los perfiles de resistencia (NTotal=5).

N° de Casos
N° de ATB | N° PR | Grupo de antibiéticos [ "
Alimentos |[Manipuladores Totales

1 1 MET 1 1

2 GEN 1 1

2 3 MET+GEN - 1 1

4 ERY+CLI 1 2 3

Total por grupo 1 5 6

Se detecto la presencia del gen sea en 10 (15,6%) del
total de los estafilococos analizados: 6 (21,4%, 6/28) pro-
venian de manipuladores de alimentos y 4 (11,1%, 4/36)
de alimentos (2 de productos carnicos y 2 de leche), (y2=
21,54, (p=0,0001). Entre los 6 aislamientos de manipulado-
res de alimentos, 5 correspondieron a muestras de hisopado
nasal y 1 a hisopado de manos cuyo individuo no registrd
presencia de la enterotoxina A en la correspondiente mues-
tra de hisopado nasal.

Entre los aislamientos resistentes no se detecto la
enterotoxina A.

Discusion

Los microorganismos ambientales juegan un rol
importante en el reservorio y la transmision de genes de
virulencia y de resistencia a los antibidticos [3]. Muchos
autores coinciden en que la presencia de S. aureus en los
alimentos puede estar asociada a intoxicacion con ente-
rotoxinas o ser uno de los tantos modos de colonizar a un
individuo causando portacidn, o incluso llegar a invadir
tejidos provocando cuadros infecciosos [4, 5, 6, 7].

El presente estudio se baso en la caracterizacion de S.
aureus ambientales de la region, mediante la deteccion de
gen sea y la determinacion de los perfiles de resistencia a
los antibidticos.

La vigilancia de la resistencia a antibidticos en S. au-
reus ha sido documentada en Misiones desde un enfoque
clinico [19, 20, 21], como también en manipuladores de
alimentos [26]. Sin embargo, no se registran reportes entre
aislamientos provenientes de alimentos.

La resistencia a f-lactamicos es ampliamente reportada
en la literatura, en particular es copiosamente documentada
para penicilina, tanto en cepas clinicas como en aquellas
provenientes de diversos alimentos [27, 28, 29, 30]. Si bien
se observan variaciones de acuerdo al tipo de alimento y la
regidn, se registran para esta droga los mayores porcentajes
de resistencia en las diferentes series. En el presente estu-
dio consideramos ventajoso analizar la Resistencia global
a todos los B-lactdmicos, es decir la meticilino Resistencia
dado el interés clinico particular por el uso de cefalotina en
las terapias empiricas para esta bacteria [3, 17, 21].

En los tltimos afios ha crecido el interés en la vigilan-
cia de SAMR en la comunidad, debido a la preocupante
expansion y aumento de la prevalencia de estos. Nuestra
provincia, se encuentra entre las primeras en dar la alerta
nacional [19] y caracterizar esos aislamientos clinicos hasta
el nivel molecular [20, 21].

Segun diversos autores, la resistencia a meticilina
continua siendo baja en S. aureus proveniente de diferentes
alimentos, en especial al compararla con los de origen cli-
nico [27, 28, 29]. Nuestros hallazgos (Tabla 1) coinciden
con estos, especialmente al considerar la alta frecuencia
de aislamientos de SAMR entre los S. aureus de origen
clinico en Misiones, superior al 40% [21]. Investigadores
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nacionales y extranjeros reportan variadas frecuencias
entre diferentes tipos de alimentos, como un 15% (22/150)
entre S. aureus aislados de carnes en Estados Unidos [31],
4% en cepas procedentes de quesos en Venezuela [14].
Estos autores atribuyen la procedencia en los alimentos de
SAMR a partir de los manipuladores, debido a su amplia
diseminacion en la comunidad [33, 34].

Si bien resultan dificiles las comparaciones entre dife-
rentes estudios, entre otros aspectos debido a los tipos de
disefio, variables, técnicas utilizadas, es reconocido que
la tasa de colonizacion por S. aureus varia en funcion a la
poblacion estudiada, y no son permanentes en un mismo
individuo [35]. En estudios registrados en Argentina y
otros paises, los reportes sobre colonizacion por S. aureus y
particulamente por SAMR son variados. Investigadores de
Santa Fe, encontraron en poblacién que asiste a un hospi-
tal por diferentes motivos fue de 2,5%. Segun el Centro de
Prevencién y Control de Enfermedades (CDC), en Estados
Unidos entre los afios 2001-2002 la proporcion de SAMR
fue del 0,8% [36]. Trabajos que evaltan colonizacion en
general por SAMR en Europa, recogen prevalencias entre
el 1,1% en Alemania y el 22% en el Reino Unido en perso-
nas que habitan centros de larga estancia [37]. En Espaiia,
se detectd una prevalencia de SAMR del 16,8% [38].

Particularmente en cepas provenientes de manipulado-
res de alimentos, son variados los hallazgos de diferentes
investigadores, tanto respecto de la colonizacién como
de los perfiles de resistencia a antibidticos [39]. Entre los
aislamientos de nuestra coleccion, podriamos situar la
resistencia a meticilina en una posicion intermedia respecto
de los hallazgos de otros investigadores. Estudios recientes
realizados en nuestra zona, detectaron una frecuencia de
SAMR del 12% respecto del total de S. aureus [26] ; en Pa-
raguay [33, 34]. [40] se encontrd un 5,7%. En un extremo
particular, en una investigacion en Santiago de Chile, no
se detecto resistencia a oxacilina en S. aureus provenientes
de manipuladores de alimentos. [32].

Los fenotipos de resistencia encontrados en S. aureus
de origen alimentario de nuestra coleccion (Tabla 1),
difieren de lo que documentan algunos investigadores.
En aislamientos provenientes de quesos en Venezuela,
se encontrd un 91% de estafilococos resistentes a por lo
menos alglin antibidtico, con frecuencias de resistencia a
eritromicina, ciprofloxacina, clindamicina, y rifampicina
superiores al 40% [14]. Algo menores, las frecuencias de-
tectadas en EEUU entre aislamientos procedentes de carnes
fueron menores del 30% para eritromicina y clindamicina y
particularmente bajas (3%) para gentamicina [31]. Por otra
parte, resultan similares a las nuestras, la alta sensibilidad a
TMS, gentamicina, eritromicina y clindamicina. [45]

La deteccién del gen mecA mediante la técnica de PCR
es de uso frecuente en investigaciones clinicas en todo el
mundo [3, 20, 21, 23]. Por su fidelidad para deteccion de
SAMR, esta comenzando a ser utilizada en estudios rela-
cionados aislamientos ambientales [31], la que pudimos
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comprobar en este trabajo, dado que evidenciamos el gen
mecA en todos los aislamientos con fenotipo de resistencia
a meticilina.

Al analizar los perfiles de resistencia a antibioticos,
también son variados los hallazgos reportados entre los
aislamientos de alimentos y manipuladores, algunos de
ellos comunican multirresistencia. Entre estos, un 56% de
cepas multirresistentes provenientes de quesos [14]; o un
78% en S. aureus proveniente de carnes [31]. En manipu-
ladores de alimentos en Chile, no se registrd resistencia a
ningun antibidtico [32]. Si bien nuestros niimeros podrian
resultan escasos, situarian a nuestros estafilococos en una
posicidn intermedia entre estos (Tabla 2). La resistencia a
drogas B-lactamicas y no B-lactamicas como los perfiles
obtenidos en este trabajo, demuestran la importancia de
iniciar la vigilancia en torno a la resistencia antimicrobiana
entre los aislamientos provenientes de alimentos y nos
alertan sobre la expansion y diseminacion de S. aureus en
ambientes extra hospitalarios.

Diversos autores sefialan que la frecuencia de la presen-
cia de enterotoxinas depende no solo del tipo de alimento
sino también de la etapa en el proceso de elaboracion [8,
11, 41], por lo que se involucran tanto materias primas
como productos elaborados y manipuladores. Son variados
los resultados obtenidos por investigadores nacionales y
extranjeros en diferentes tipos de alimentos, entre ellos,
Gubbay y colaboradores [42] resaltan la importancia de la
capacitacion de los manipuladores de alimentos en higiene
personal, y las Buenas Practicas de Elaboracion dado que
detectaron una alta frecuencia del gen de la enterotoxina A
en alimentos listos para el consumo. Autores colombianos
y mexicanos detectaron el gen sea en el 100% de los
aislamientos provenientes de quesos artesanales [8, 43].
Menores frecuencias reportan otros investigadores (11% en
leche y quesos [44], 0% en leche [46], carnes (1% Estados
Unidos) [31,].

En cuanto a los manipuladores de alimentos, la presen-
cia del gen sea fue reportada en el 63% de los aislamientos
en Chile [32], un 55,5% en Argentina [42], 46% en Fin-
landia [47].

Es importante recordar, si bien en nuestra zona son es-
casas las publicaciones que aborden esta problematica con
una confirmacidn al nivel molecular de las enterotoxinas,
es reconocido que la deteccion de al menos un trabajador
con un aislamiento enterotoxigénico en un establecimiento
se debe considerar como riesgo potencial de desarrollar
toxinas y producir IAE [47, 48], mas atin considerando
que en muchos brotes se ha aislado la misma cepa en el
manipulador que en el alimento involucrado en el episodio
toxico [48, 49].

Por otra parte, y al igual que en algunas investigaciones
[31, 32, 42] no se encontro relacion entre la resistencia a
antimicrobianos y la presencia del gen sea.
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conclusion

Se evidencia la importancia de continuar con el control
en aislamientos ambientales ya que los alimentos y los ma-
nipuladores de éstos actian como vehiculos de transmision
de cepas de S. aureus, causando un impacto en la salud
publica.

La posibilidad de diagnosticar fehacientemente la
presencia de enterotoxina A mediante PCR multiple, abre
las puertas al estudio de las intoxicaciones alimentarias
estafilococicas a nivel molecular en nuestra region. Si bien
el numero de aislamientos estudiados es aun escaso, los
datos obtenidos marcan un punto de riesgo potencial del
cual hasta el momento no se tenia registro.
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