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RESUMEN

Introduccion: la intoxicacion alimentaria estafiloccocica (IAE)es la enfermedad, ocasionada por
toxinas transmitida por alimentos mas frecuente del mundo, pero no es una enfermedad de
notificacién obligatoria. Por ello la vigilancia de portacién de Staphylococcus aureus en
manipuladores de alimentos, es fundamental para la prevencién de brotes.

Objetivo: detectar genes codificantes de enterotoxinas en aislamientos de S. aureus colectados de la
mucosa nasal de manipuladores de alimentos de un mercado publico de Asuncion, Paraguay en
octubre del 2023.

Metodologia: disefio observacional descriptivo, corte transverso, proyecto piloto. Se tomaron
muestras de hisopado nasal de 30 manipuladores de alimentos y se cultivaron en agar sangre y
manitol salado, las cepas aisladas fueron identificadas por la técnica de espectrometria de masas
MALDI-TOF. La deteccion de los genes de las enterotoxinas A, B, C, D, G, H, I, M, N, O y Ufue
realizada por PCR.

Resultados: se encontro una elevada prevalencia de portacion nasal por S. aureus (40 %, 12/30) en
manipuladores de alimentos de un mercado publico en Asuncion, siendo un 50 % (6/12) portador
del gen de la enterotoxina M y otros genes en menor proporcion: G, I, O, U (17 %, 2/12) y C
(8 %, 1/12).

Conclusion: se reporta la portacion nasal asintomatica de S. aureus portador de enterotoxinas por
parte de manipuladores de alimentos de un mercado publico de Asuncion, cuya importancia radica
en la gravedad de los cuadros clinicos que podria causar la expresion unica de cualquiera de estos

factores de virulencia en caso de un brote alimentario.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, enterotoxinas, enfermedad transmitida por alimentos,

Paraguay.

ABSTRACT

Introduction: Staphylococcal food poisoning (SFA) is the most common foodborne toxin-borne
illness in the world, but it is not a notifiable disease. Therefore, surveillance of Staphylococcus
aureus carriage in food handlers is essential for outbreak prevention.

Objective: to detect enterotoxin-coding genes in S. aureus isolates collected from the nasal mucosa

of food handlers from a public market in Asuncion, Paraguay in October 2023.
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Methodology: descriptive observational design, cross-sectional, pilot project. Nasal swab samples
were taken from 30 food handlers and cultured on blood agar and salted mannitol, the strains were
identified by MALDI-TOF mass spectrometry technique. Detection of enterotoxin A, B, C, D, G,
H, I, M, N, O and U genes was performed by PCR.

Results: we found a high prevalence of nasal carriage of S. aureus (40 %, 12/30) in food handlers
of a public market in Asuncion, with 50 % (6/12) carrying the enterotoxin M gene and other genes
in smaller proportion: G, I, O, U (17 %, 2/12) and C (8 %, 1/12).

Conclusion: we report the asymptomatic nasal carriage of S. aureus carrying enterotoxins by food
handlers in a public market in Asuncién, whose importance lies in the severity of the clinical
pictures that could be caused by the single expression of any of these virulence factors in the event
of a food outbreak.

Key Words: Staphylococcus aureus, enterotoxins, foodborne disease, Paraguay.

INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es uno de los agentes de procesos infecciosos pidgenos mas importantes,
pudiendo ocasionar una amplia variedad de patologias, entre las que se incluyen cuadros de
gastroenteritis, principalmente por la accion de enterotoxinas secretadas y mas raramente por su
accion directa®, los cuales duran usualmente entre 1 a 2 dias, sin mayores complicaciones; no
obstante, también pueden ocurrir, con menor frecuencia, casos de deshidratacion grave y de shock
mortal®.

S. aureus puede establecerse como un habitante normal de la microbiota de la piel y la mucosa
nasal, sin producir ningdn tipo de patologia. Se calcula que un tercio de la poblacion mundial esta
colonizada por S. aureus en forma permanente, lo que facilita su diseminacion en el ambiente
hospitalario y su dispersion en locales de expendio de alimentos®.

S. aureus es una bacteria muy resistente a las condiciones ambientales adversas, con caracteristicas
que la hacen persistente en alimentos con contenido alto en sales y azlcares. Posee ademas una gran
cantidad y variedad de proteinas ancladas a su pared celular (CWA, del inglés, cellwall-anchored),
por el sistema de secrecidn sec y de las sortasas A y B, que le permiten adherirse a las células, a la
matriz de los tejidos y a los objetos inanimados. También tiene la capacidad de producir
indirectamente patologias por toxinas secretadas, como la toxina del sindrome del shock tdxico
(TSST), las enterotoxinas estafilocdccicas (SE, por su siglas en inglés, staphylococcalenterotoxins),

las toxinas exfoliativas y la leucocidina de Panton Valentine®.
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La intoxicacion alimentaria estafilocdccica (IAE) es la enfermedad, ocasionada por toxinas
transmitidas por alimentos, mas frecuente del mundo. La cantidad de casos de IAE probablemente
es mucho mayor a la reportada oficialmente, principalmente en paises de menor desarrollo, en los
cuales existe una mayor prevalencia de casos, pero que también tienen un sistema de registro
deficiente. Las IAE no son de notificacién obligatoria en la mayoria de los paises, por lo que la
vigilancia de portacion de S. aureus en el personal que manipula los alimentos, es fundamental para
poder prevenir los brotes®. La portacion nasal asintomatica por S. aureus complica el control y la
prevencion de 1AE, ya que el contacto usual de las manos con la mucosa nasal, el estornudo y la tos,
diseminan facilmente la bacteria al ambiente y a los alimentos, durante su manipulacion y
expendio®®, Estudios previos realizados en Paraguay, en manipuladores de alimentos de locales de
expendio y en personal de salud revelaron proporciones de portacion de alrededor de un tercio de
los participantes, de los cuales aproximadamente el 20 % eran portadores permanentes®?, similar a
lo encontrado en estudios de la region y en el mundo®9),

Para que ocurra un brote de IAE es necesaria una fuente con estafilococos productores de
enterotoxinas, que pueden ser los manipuladores portadores. Las bacterias deben ser transferidas
desde la fuente a los alimentos, debiendo permanecer a temperatura ambiente por un tiempo
suficiente que permita su multiplicacion hasta una concentracion de 10° a 10® UFC/g, para la
produccion de enterotoxinas en cantidades minimas para ocasionar cuadros de gastroenteritis®,
Las principales fuentes de los brotes de IAE son los rumiantes productores de leche que tienen
mastitis por S. aureus y los portadores humanos que manipulan los alimentos2,

A diferencia de muchos agentes de gastroenteritis, las SE no originan alteraciones organolépticas
perceptibles en los alimentos contaminados, dificultando su deteccién durante el consumo. A pesar
de que las SE pueden detectarse mediante pruebas inmunodiagnosticas directas, la mayoria de los
casos son diagnosticados por los cuadros clinicos que presentan los pacientes, después de que hayan
ocurrido los brotes. Para complicar ain mas, los Kits de inmunoensayo comerciales suelen limitarse
exclusivamente a los serotipos de SE clasicos, los cuales utilizan generalmente anticuerpos de
mamiferos como reactivos para deteccion de las SE, los cuales se unen por su fraccion Fc a la
proteina A de S. aureus, que es producida por la mayoria de las cepas, pudiendo dar resultados
falsos positivos®?,

Las SE constituyen un grupo heterogéneo de proteinas, con una estructura globular homologa, de
las cuales se han identificado mas de 25 serotipos a partir de diferentes brotes de IAE, casos clinicos

y cepas aisladas de animales. La mayoria de los mismos han sido bien descritos (SEA-SEE, SEG,
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SEH, SEI, SElJ, SEIK, SEIL, SEIM, SEIN, SEIO, SEIP, SEIQ, SEIR, SEIS, SEIT, SEIU, SEIV,
SEIW, SEIX, SEIY y SEIZ). Las cinco primeras SE identificadas se denominan en el orden en que
fueron descubiertas (SEA, SEB, SEC, SED y SEE); también se conocen como las enterotoxinas
clasicas, ya que son las cominmente asociadas a brotes de intoxicacion (1AE) debido a su capacidad
para inducir emesis en humanos. Los demas serotipos, se denominan como toxinas similares a las
SE (SEI, del inglés, staphylococcalenterotoxins-liketoxins) y también suponen una amenaza
significativa para los seres humanos, ya que también se han identificado en casos de IAE incluso sin
la presencia de SEs clasicas. Sin embargo, tanto las SE clasicas como las SEls comparten relaciones
filogenéticas, estructura, funcién y homologia de secuencia, caracteristicas que favorecen la
produccion de nuevas SE mediante procesos de recombinacion®4),

Los genes de las SE no clasicas y de las SEI, estan ubicados en un grupo de genes de enterotoxinas
denominados egc (del inglés, enterotoxin gene cluster), que se encuentra en la SAPI gendmica vSaf
formando un operon(10,16-19). Estudios experimentales en conejos han demostrado ademas que las
SE codificadas por los genes egc, ademas de actuar como potentes toxinas gastrointestinales,
muchas SE también pueden actuar como superantigenos (SAgs), activando a los linfocitos T sin la
necesidad de péptidos, liberando citocinas en forma masiva y desarrollando patologias respiratorias
graves o endocarditis“?, por lo que su blsqueda y deteccion es importante en todo tipo de muestras
clinicas y de portacion de S. aureus®>19,

Varios estudios describen los serotipos de SE encontrados en distintas situaciones en Paraguay. Un
interesante estudio de un brote de IAE, en el cual se pudo caracterizar el agente etiologico y los
serotipos de SE de toda la cadena de trasmision, fue reportado en Paraguay, en el afio 2009. Este
brote estuvo asociado al consumo de leche ultrapasteurizada, con mas de 400 personas afectadas en
varias ciudades, 60 de las cuales requirieron hospitalizacion y un lactante menor falleci6. Las cepas
de S. aureus aisladas en el evento, de 3 pacientes, de un manipulador y de las muestras de leche,
tenian los genes sec y sed que codifican las SEC y SED. Esta situacion puso de manifiesto la
necesidad de implementacion de metodologias moleculares que permitan la deteccion rapida e
inequivoca de los serotipos de SE en brotes de IAE, asi como también la vigilancia continua de
portacion en manipuladores de alimentos®”). Un estudio, realizado en el afio 2010, en Paraguay, en
cepas de S. aureus aisladas de muestras clinicas provenientes de procesos infecciosos de piel y
partes blandas de nifios, encontré proporciones relativamente bajas (0 a 2 %) de SEA, SEB, SEC,
SED, SEH®®. En el afio 2018, un estudio de los genomas completos de 10 cepas de S. aureus
procedentes de un biobanco de Paraguay, permitid la identificacién de los serotipos SEG, SEI,

SEM, SEN, SEO, SEU, ademas de los anteriormente citados en este parrafo?.
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El presente estudio se enfoco en la deteccion de genes codificantes de enterotoxinas de S. aureus
aislados en muestras de hisopados nasales de manipuladores de alimentos de un mercado publico de
Asuncion, Paraguay, en octubre del 2023.

METODOLOGIA

Se llevé a cabo un proyecto piloto con disefio observacional, descriptivo y de corte transverso. Se
colectaron muestras de hisopado nasal de manipuladores de alimentos de un mercado publico de
Asuncion, Paraguay, durante el mes de octubre del afio 2023. La indagacion de los datos y la toma
de las muestras fueron realizadas a manipuladores de alimentos que se encontraban trabajando en
locales de expendio de alimentos del comedor del mercado publico y accedieron a participar de
forma voluntaria del estudio.

En cuanto a la colecta de datos, se registraron datos sociodemogréaficos de los participantes, su nivel
educativo, caracteristicas de higiene de las manos, uso de indumentaria de proteccion personal y
consumo de bebidas y alimentos durante la manipulacion, almacenados en una planilla electronica
de Microsoft Excel.

Las muestras fueron tomadas de ambas fosas nasales con hisopos de algoddn, introduciendo la
torunda 1 a 2 cm dentro de cada narina, apoyandola contra el tabique nasal y la base, presionandola
suavemente y rotandola por unos 10 segundos. Posteriormente se introdujeron las muestras
colectadas en tubos con medios de transporte Stuart. Se cultivaron las muestras en agar sangre de
carnero al 5 % y en agar manitol salado. Después de 24 horas de incubacién en estufa a 37°C, se
revisaron los cultivos de agar sangre, escrutando por la presencia de colonias lisas opacas,
cremosas, de color amarillo y con produccion de B-hemdlisis y en las placas del agar manitol
salado, se examind la presencia de colonias lisas cremosas que producian una coloracién amarilla
del medio de cultivo que les rodeaba (fermentacion del manitol). Se realizaron nuevos aislamientos
de las colonias sospechosas de S. aureus, en placas de agar sangre y, después de 24 horas de
incubacion, se les realizé la pruebas para detectar desoxirribonucleasasen agar DNAsa y la prueba
de la coagulasa® y se les practicd una prueba serologica con particulas de latex recubiertas con
anticuerpos en contra del factor de agregacion (CIf, del inglés, clamping factor) de la superficie de
S. aureus®?. Para confirmar la identificacion de las cepas de S. aureus aisladas, se las
repiconuevamente en agar sangre de carnero al 5 %, incubandolas a 37°C por 24 horas; después de
lo cual se realizd la técnica de espectrometria de masas por desorcion/ionizacion laser asistida por
matriz con tiempo de vuelo (MALDI-TOF) (VITEK MS PRIME Biomerieux, Francia), para cuya

calibracion se utilizé la cepa de Escherichiacoli ATCC 8739.
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Los aislamientos identificados como S. aureusfueron sometidos a la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianospor el método de difusion con discos deoxacilina (lpg), cefoxitina (30ug),
penicilina (10ug), gentamicina (10pg), tetracilina (30ug), mupirocina (5ug), trimetoprima-
sulfametoxazol (1,25/23,75ug), ciprofloxacina (5pg), rifampicina (5pug), clindamicina (2pg) y
eritromicina (15ug), siguiendo las guias del Clinical and Laboratory Standard Institute(CLSI). Se
realiz6 ademas la prueba de D-Test para clindamicina. Luego de 24 horas de incubacion a 35°C se
leyeron los halos en milimetros y se realizd la interpretacion del antibiograma.

Para la deteccion molecular de los genes de enterotoxinas, primero se procedio a la extraccion del
ADN gendmico empleando kit comercial (Wizard Genomic, Promega, Madison, EEUU), siguiendo
las instrucciones del fabricante para bacterias Gram positivas. La caracterizacion molecular de los
aislamientos en estudio incluyo la deteccion de genes codificantes de las enterotoxinas SEA, SEB,
SEC, SED, SEG, SEH, SEI, SEM, SEN, SEO ySEU (sea, seb, sec, sed, seg, seh, sei, sem, sen, seo,
seu), empleando oligonucledtidos descritos por Jarraud, et al®®, por Wu, et al®® y Manfredi et al®
y siguiendo las condiciones de reaccion indicadas en la Tabla 1. Todos los oligonucleotidos
utilizados fueron sintetizados por la empresa Macrogen Inc. (Seul, Corea) y la amplificacion fue
realizada en termocicladores Veriti (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, EEUU).Los
ensayos moleculares mencionados fueron realizados en el tampon proveido (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, California, EEUU), a una concentracion final de 0,03U/uL de Taq polimerasa
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, California, EEUU) y 04m M
desoxirribonuclétidos trifosfato (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, EEUU).

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2 %, utilizando
un buffer TAE (0,04M Tris-acetato; 0,001M EDTA) y el intercalante de ADN SYBR® Safe DNA
Gel Stain (Thermo Fischer Scientific, EEUU). La electroforesis se realiz6 con una fuente de poder
constante de 100 V (Biorad, EEUU) durante 30 minutos. Luego, los amplicones se visualizaron con
un transiluminador UV E3100 MyView (Accuris TM Instruments, EEUU) equipado con un
adaptador Smart Doc TM. Se utiliz6 un marcador de peso molecular de 50 pb a 1 kb (Jena
Bioscience, Alemania).

Asuntos éticos: Fueron respetados los criterios éticos de respeto a la voluntad de las personas y
confidencialidad. Las muestras fueron manejadas de manera estricta bajo codigos para su
identificacion y no se divulgaron datos personales de los participantes en forma individual. El
protocolo de investigacion fue aprobado por los Comités de Etica de la Universidad Catélica
Nuestra Sefiora de la Asuncion y del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud, UNA,
cddigo P31/2023 del 01/08/2024.
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Tabla 1: Condiciones de reaccion para deteccién molecular de genes codificantes de factores de

virulencia en S. aureus

Concen-
tracion . . .
de Reac. Condiciones de Ciclado
tivos
Gen Producto(pb) PCR 2 _ o E z 2 - r=) E
=2 &2 & = 8 3z
sea 521
L) 71
seb 667 MMaltiple 1 3 3;1151 * * - - nmcl
sec 284
£ o 727
sed 385 Simple 1 3 0 C . . . Bx
2 mun L M1
5= 77 ®
seh 358 Smple 1 3 0 C * = . 2%
2 min £ Tmn
= o = o 40 K =47 0
e 379 Smple 13 fn‘ufl EJ3i[:u :,: ?._1 0 :,: ?._1 0 :,: 33 lllllhnﬁa
5= 5 = = o, = =] _I.'I =]
sen 620 Simple 1 3 f;‘ﬂ]ft:l 93“[:' E }SD 5 JBSD 5 35 . nmcl
. 95°C  95°C 60°C 60°C . T2°C
seg 642 Smple 1 3 S i 30 30s 30s 2 Smin
. . . 05°C  05°C  60°C 60°C . T2°C
set 376 Smple 1 3 Smm 308 30s 308 > Smin
. 95°C  95°C  60°C 60°C . T2°C
sea 180 Smple 1 3 Smim 305 30s  30s 0 Smin
] . 93°C  95°C  60°C 60°C . T2°C
¥15 3
s 213 Smple 1 3 Som 30s 30s 30s >0 Smmn

*Incluyeron dos ciclos diferentes de D-A-E (Desnaturalizacién-Anillamiento-Extension), 15 ciclos de
desnaturalizacion (95°C por 30 segundos), anillamiento (68°C por 30 segundos) y extension (72°C por 30
segundos), seguidos de 20 ciclos de desnaturalizacion (95°C por 30 segundos), anillamiento (60°C por 30

segundos) y extension (72°C por 30 segundos)

RESULTADOS

Se logro entrevistar a un total de 30 manipuladores de alimentos de un mercado publico de la
ciudad de Asuncion-Paraguay, entre ellos fueron aislados 12 cepas de S. aureus de hisopado nasal,
lo cual representa una prevalencia del 40 % (12/30). También se aisldé una cepa de S. warneri, las
cuales se habian desarrollado con caracteristicas morfoldgicas similares a S. aureus con colonias
amarillas en el agar manitol salado y con B-hemdlisis en el agar sangre, pero prueba de coagulasa

negativa y cuya identificacion fue certificada por la técnica de MALDI-TOF.
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El 67 % (20/30) de los manipuladores de alimentos entrevistados pertenecian al sexo femenino y el
73 % (22/30)se encontraban en el rango etario entre 18 a 45 afios. El 57 % (17/30) de los
encuestados refiri6 poseer instruccion escolar secundaria completa y el 13 % (4/30) inclusive
accedid a la instruccion universitaria completa. En la Tabla 2 se pueden observar los resultados de
la encuesta a los manipuladores de alimentos, respecto a algunas costumbres y habitos higiénicos
que favorecen la transmision de S. aureus a los alimentos, asi como sobre el uso de indumentaria de

proteccion individual.

Tabla 2: Factores de riesgo y utilizacion de indumentarias de proteccion, en manipuladores de alimentos de

un mercado publico de Asuncién-Paraguay, afio 2023 (n = 30)

Caracteristica Frecuencia (N, %o)*

Factores de riesgo relacionados a medidas de higiene

No Portadores de

Portadores de S.
ortadores de S. aureus (18, Total(30,100%)

aureus (12, 40%)

60%)

Utias largas** 5(42) 422 9(30)
Uflas suciag** 1(8) () 1(3)
Manos sucias** 1(8) 2(11) 3(10)
izil;;fff de bebidas (tereré o 8 (67) 9 (50) 17 (57)
Consumo de alimentos¥** 6 (50) 4(22) 10 (33)
Uso de indumentaria de proteccion individual

Delantal** 7(58) 5(28) 12 (40)
Gorro** 6 (50) 13 (72) 19 (63)
Guantes** 5(42) 6(33) 11 (37)
Tapabocas** 4(33) 5(28) 9(30)
Calzado cerrado** 11(92) 15 (83) 26 (87)

*No se encontré diferencia estadisticamente significativa entre cada una de las caracteristicas estudiadas y la
portacion de S. aureus, segin Test Exacto de Fisher (p>0,05)

**al momento de la entrevista, en ambiente laboral

***en area de manipulacion de alimentos

Se encontré que 100 % (12/12) de las cepas de S. aureus resultaron sensibles a la meticilina
(SASM), de las cuales el 67 % (8/12) resultaron resistentes a la penicilina, por lo tanto resistentes a
las penicilinas labiles a las p-lactamasas. Las cepas aisladas de S. aureus fueron 100 % (12/12)
sensibles a mupirocina, trimetoprim-sulfametoxazol, ciprofloxacina y rifampicina. Las resistencias

a los demas antimicrobianos analizados para S. aureusse pueden verificar en la Tabla 3.
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Tabla 3: Nivel de resistencia a los antimicrobianos de cepas de s. aureus aisladas de
manipuladores de alimentos de un mercado publico de Asuncién-Paraguay (n = 12)

Antimicrobiano Resistencia (n, %)
Penicilina 8 (67)
Tetraciclina 1(8)
Gentamicina 1(8)"
Eritromicina 6 (50)
Clindamicina 6 (50)”

*Una cepa de s. aureus no incluida en éste conteo (8 %, 1/12) presentd susceptibilidad intermedia a la
gentamicina.
**Todas las cepas de s. aureus resistentes a eritromicina, resultaron también resistentes a clindamicina

por el mecanismo de induccion, d-test positivo: fenotipo inducible.

La cepa de S. warneri aislada, presento resistencia a la eritromicina y clindamicina, a éste ultimo
por induccion (D-test positivo). Fue sensible a todos los demas antimicrobianos estudiados.

El 58 % (7/12) de los aislamiento de S. aureus estudiados porto al menos un gen codificante de las
siguientes enterotoxinas detectadas: SEC, SEG, SEI, SEM, SEN y SEO. El gen que codifica para la
enterotoxina M, fue el mas frecuentemente encontrado (50 %, 6/12). Cabe resaltar ademas que en
dos cepas de S. aureus (17 %, 2/12) se detectaron de forma simultanea los genes codificantes para
las enterotoxinas SEG, SEI, SEM, SEN y SEO. Las frecuencias globales de portacion de los genes
codificantes de enterotoxinas se encuentran en la Tabla 4.

No se detectaron genes codificantes de enterotoxinas en la cepa de S. warneri aislada.

Tabla 4: Frecuencia de enterotoxinas en cepas de s. aureus aisladas de manipuladores de

alimentos de un mercado publico de Asuncion-Paraguay (n = 12)

Enterotoxina* Frecuencia (N, %)
SEC 1(8)
SEG 2 (17)
SEI 2 (17)
SEM 6 (50)
SEN 2 (17)
SEO 2 (17)

*los genes codificantes para las enterotoxinas sea, seb, sed, seh y seu no fueron

detectados en los aislamientos en estudio.
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DISCUSION

En el presente estudio se ha encontrado una prevalencia de portacion nasal asintomética de S.
aureus del 40 % en manipuladores de alimentos de un mercado publico de Asuncién, Paraguay,
cifra ligeramente superior alas reportadas en otras regiones del mundo, asi como en estudios
anteriores en nuestro pais, en los que se mencionan una proporcién aproximada del 20-33 %, las
cuales pueden variar, por factores como el clima, las condiciones de trabajo y las practicas de
higiene(""24),

En cuanto al perfil de susceptibilidad de los antimicrobianos, el 67 % (8/12) de los aislamientos de
S. aureus resultaron resistentes a la penicilina, por lo tanto resistentes a las penicilinas labiles a las
B-lactamasas (codificada por el gen BlaZ). Todos resultaron sensibles a meticilina (SASM), siendo
el primer trabajo reportado en el pais donde los aislamientos colectados de manipuladores de
alimentos corresponden en un 100 % a cepas SASM("?), Respecto a este punto, en un estudio
multicéntrico donde se reportaron mas de 400 genomas del Cono Sur de las Américas, de los cuales
66 correspondian a S. aureus colectados de bacteriemias en Paraguay en el afio 2019; se describio
como clon dominante entre las SASM al CC398, ampliamente diseminado en la region,
principalmente en Brasil y Paraguay y el segundo méas prevalente en Argentina. Este clon SASM-
CC398 alberga exclusivamente al gen ermT, responsable en gran medida de las tasas de resistencia
a MLSb: fenotipo iMLSb inducible, fenotipo que observamos en el 50 % de los aislamientos SASM
analizados en éste estudio®),

Los aislamientos ademas fueron todos sensibles a mupirocina, trimetoprim-sulfametoxazol,
ciprofloxacina y rifampicina, con datos similares reportados a otros estudios de SASM: 27,

Ante este perfil de susceptibilidad antibidtica, la cefazolina podria ser una opcion viable en caso de
presentarse infecciones por SASM en los manipuladores de alimentos estudiados. Pero
recientemente se reportaron fracasos terapéuticos con cefazolina y un aumento de la mortalidad en
cepas SASM portadoras de los tipos A y C de BlazZ; por lo que se necesitan mas estudios
moleculares para comprender el genotipo de BlaZy las posibles diferencias especificas en el efecto
del indculo de la cefazolina en cepas SASM aisladas en nuestro pais®®).

En cuanto a los genes codificantes de enterotoxinas reportados en éste estudio, el mas frecuente fue
el de la SEM (50 %, 6/12). La SEM ha sido reportada recientemente en Paraguay en cepas de S.
aureus, provenientes de infecciones invasivas en nifios“?. Aunque la SEM no esta directamente
relacionada con intoxicaciones alimentarias en humanos, ha sido identificada como un factor

patogénico importante para inducir una respuesta inflamatoria, en el contexto de la mastitis bovina,
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con produccion de citoquinas como el TNF-a y la IL-6, ademas de inducir a la apoptosis y necrosis
de las células epiteliales de la glandula mamaria®®,

Ademaés se han encontrado genes que codifican las enterotoxinas SEC, SEG, SEI, SEN y SEO que,
a diferencia de las enterotoxinas SEA, SEB y SED, no son las de mayor frecuencia en el mundo®.
La enterotoxina SEC, a pesar de ser hallada en una sola cepa (8 %), es de suma importancia, porque
fue la identificada como una de las principales responsables (junto con la SED) del principal brote
de IAE reportado en nuestro pais. Este evento de IAE estuvo asociado al consumo de leche
ultrapasteurizada, con mas de 400 personas afectadas en varias ciudades, 60 de las cuéles
requirieron hospitalizaciéon y un lactante menor fallecio. Las cepas de S. aureus aisladas en dicha
ocasion, de 3 casos clinicos, un operario de la linea de produccion lactea y de las muestras de leche
ultrapasteurizada, eran portadoras de los genes sec y sed que codifican las SEC y SED. Esta
situacion puso de manifiesto la necesidad de la implementacion de metodologias moleculares que
permitan la deteccion rapida e inequivoca de los serotipos de SE en brotes de IAE, asi como
también la vigilancia continua de portacion de S. aureus y la deteccion oportuna de enterotoxinas en
todo tipo de muestras clinicas y mas adn estudios de portacién en manipuladores de alimentos®?.
Las enterotoxinas estafilococcicas SEG y SEI, junto con las toxinas similares a enterotoxinas
estafilocdcicas SEM, SEN y SEO, fueron identificadas de forma simultanea en el 17 % (2/12) de los
aislamientos de S. aureus en estudio. Las mismas forman parte de un grupo de exotoxinas
producidas por S. aureus que poseen propiedades superantigénicas. Estas toxinas son codificadas
por genes que se encuentran en el clister de genes de enterotoxinas (egc), un operén que se
considera un reservorio potencial de genes de superantigenosdeS. aureus®??. La deteccion de (2/12)
cepas de S. aureusportadoras de los genes seg, sei, sem, sen y seo, revela la alta probabilidad que
estos grupos se encuentren juntos en este tipo de estructuras genéticas, lo querefleja su gran
capacidad de adquirir y mantener multiples genes de virulencia, brindandole versatilidad,
contribuyendo a su diversidad genética y potencial patogénico de la bacteria®.

S. warnerireportada en éste estudio presentaba el fenotipo iIMLSb inducible, resistente de forma
constitutiva a eritromicina e inducible a clindamicina, sin portacién de genes codificantes de
enterotoxinas estudiadas. S. warneries una especie de estafilococo coagulasa negativa que forma
parte de lamicrobiota de la piel humana; aunque es menos patogénica que S. aureus, algunas cepas
pueden portar genes de enterotoxinas, pero no hay reportes que indiquen claramente que esta
especie posea algtin gen de enterotoxina especifico®®.

A fin de prevenir la ocurrencia de brotes de IEA por SE de S. aureus es fundamental reducir la

portacion, a través de la descolonizacion nasal de los manipuladores de alimentos. Es importante
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destacar que la totalidad de las cepas de S. aureus aisladas en el presente trabajo resultaron
sensibles a la mupirocina, el cual es el antimicrobiano de eleccion, para la descolonizacion de
portadores nasales, incluyendo a cepas resistentes a la meticilina. La combinacién de mupirocina
nasal con bafios de clorhexidina parece ser una de las mejores estrategias para la eliminacion de la
portacion. Sin embargo, debido al aumento de la resistencia a la mupirocina, se estan investigando
otros agentes como la solucién de yodo povidona, la cual ha mostrado ser una alternativa
prometedora. La eleccién de tratamientos alternativos debe contemplarse ante la posibilidad de que
exista una alta prevalencia de cepas resistentes a la mupirocina, que no es precisamente el caso de
este estudio®?.

En cuanto a las limitaciones del presente estudio piloto, podemos mencionar el pequefio tamafio de
muestra (n = 30), que si bien no permite extrapolar los resultados obtenidos a la poblacion de
manipuladores de alimentos en general; no por eso dejan de ser sumamente importantes los
hallazgos, teniendo en cuenta los genes de enterotoxinas reportados y la gravedad de cuadros
clinicos que podria causar cada una de esas cepas. En este sentido, el grupo de investigacion
pretende abordar estudios similares con un mayor tamafio muestral, que permita extrapolar los

resultados obtenidos.

CONCLUSIONES

En el presente estudio, se destaca el hallazgo de una alta prevalencia de S. aureus (40 %) portador
de genes codificantes de enterotoxinas (SEC, SEG, SEI, SEM, SEN y SEO), en manipuladores de
alimentos de un mercado publico en Asuncién, Paraguay. En el 50 % (6/12) de las cepas de S.
aureus, se detectdo el gen que codifica a la SEM, demostrado que podria actuar como un
superantigeno, ocasionando inflamacion y dafio celular en humanos y animales. Asi también, se
identificé un aislamiento SASM portador del gen codificante de la enterotoxina SEC, asociada a un

antecedente grave de intoxicacién alimentaria en nuestro pais.
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