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RESUMEN

El género Staphylococcus se caracteriza por su capacidad para colonizar distintos habitats humanos,
como piel y mucosas. Se estima que alrededor del 30% de los individuos sanos estan colonizados por
este patdgeno primario y oportunista, el cual produce alrededor de 240.000 casos de enfermedades
de origen alimentario, representando una de las causas mds importantes de intoxicacidn alimentaria
de origen bacteriano. La especie S. aureus resistente a meticilina (MRSA) se ha convertido en una de
las causas mas importantes de infeccidn entre pacientes de edad avanzada. Uno de los principales
factores de riesgo para desarrollar una infecciéon por cepas MRSA es ser portador crénico de este
microorganismo. Este hecho no sélo aumenta el riesgo de infeccidn grave (endocarditis, neumonia o

bacteriemia), sino también se ha relacionado con un aumento en la mortalidad asociada a MRSA.

En funcién de lo indicado anteriormente, el objetivo principal de este trabajo fue investigar la
incidencia de portadores sanos asintomaticos nasales y de piel de estafilococos en una poblacién de
estudiantes del grado en Biotecnologia de la Universidad de Almeria y su posible relaciédn con los
niveles de IgA y otros factores de riesgo. Se llevd a cabo ademas la busqueda de estafilococos MRSA
(meticilin-resistentes) a partir de la coleccién de aislados nasales y dérmicos procedentes de la

poblacién de estudio.

Los resultados revelaron que la condicion de portador nasal de estafilococos coagulasa positivos
estuvo estrechamente vinculada con la deteccién de anomalias inmunoldgicas en la IgA de muestras
de saliva. Por otro lado, el analisis de la poblacion de estudio reveld la existencia de individuos
“atipicos” por presentar un mayor grado de resistencia o sensibilidad a la cefoxitina y la oxacilina.
Ademas, la capacidad de determinadas cepas para coagular el fibrindgeno (actividad coagulasa) se

relaciond de forma significativa con una mayor resistencia a dichos antibidticos.

Palabras clave: portador asintomatico, estafilococos meticilin-resistentes, coagulasa, desérdenes

inmunolégicos, Inmunoglobulina A
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ABSTRACT

The genus Staphylococcus is characterized by its ability to colonize different human habitats, such as
skin and mucous membranes. It is estimated that around 30% of healthy individuals are colonized by
this primary and opportunistic pathogen, which produces around 240.000 cases of foodborne diseases,
which represents one of the most important causes of food poisoning. The species of methicillin-
resistant S. aureus (MRSA) has become one of the most important causes of infection among elderly
patients. One of the main risk factors for developing an infection with MRSA strains is to be a chronic
carrier of this microorganism. This fact not only increases the risk of serious infection (endocarditis,

pneumonia or bacteremia), but has also been linked to an increase in mortality associated with MRSA.

Based on the above, the main objective of this work was to investigate the incidence of carriers of
asymptomatic nasal and cutaneous staphylococci in a population of biotechnology students, and its
possible relationship with IgA levels and other risk factors. In addition, the search for methicillin-
resistant staphylococci was carried out from the collection of nasal and dermal isolates.

The results revealed that the nasal carrier condition of coagulase-positive staphylococci was closely
related to the detection of IgA immunological disorders in saliva samples. On the other hand, the
analysis of the study population revealed the existence of "atypical" individuals due to a greater degree
of resistance or sensitivity to cefoxitin and oxacillin. In addition, the ability of certain strains to
coagulate fibrinogen (coagulase activity) was significantly associated with greater resistance to such
antibiotics.

Keywords: asymptomatic carrier, methicillin-resistant staphylococci, coagulase, immune disorders,

immunoglobulin A



Trabajo Fin de Grado Biotecnologia Irene Molina Panadero

1. INTRODUCCION
1.1. El género Staphylococcus y su papel como agente etiolégico de enfermedades en humanos

Staphylococcus aureus pertenece al género

Staphylococcus, de la familia Micrococcaceae. Es un 3# ‘%;"

coco Gram positivo, aerobio o anaerobio facultativo, b
y % %

que puede tener un diametro de 0,5 a 1,5 um. Los & ¢ ?, .';

cocos pueden aparecer como células Unicas, o té .‘ <

agrupados en pares, tétradas, cadenas cortas o

formando racimos (Figura 1). Crece bien en medios r%%ﬂ?ﬁ

no selectivos, tolera altas concentraciones de NaCl, ‘Q L ] v”ﬁ' ?.

es coagulasa, DNAsa y catalasa positivo, y fermenta ;}3 s ® ,&

el manitol. Estas caracteristicas permiten BN (B
diferenciarle de otras especies de Staphylococcus FIGURA 1. STAPHYLOCOCCUS AUREUS.

(Barrios, 2012).

S. aureus puede provocar infecciones leves y superficiales en la piel y tejidos blandos, como abscesos
o foliculitis, asi como infecciones mds graves de los tejidos blandos, como fascitis necrotizantes,
asociadas a bacteriemia (Neyra et al., 2014). También causa cuadros clinicos producidos por toxinas,
como el sindrome del shock téxico, la intoxicacién alimentaria y el sindrome de piel escaldada. S.
aureus provoca infecciones agudas y superficiales, pero también puede producir infecciones mas
complejas como osteomielitis, neumonia y endocarditis aguda. Los factores de virulencia de S. aureus
y su efecto bioldgico se resumen en la Tabla 1y se representan esquemdticamente en la Figura 2.

Leucodicina
Hialuronidasa Panton-Valentine
Proteina A (PVL) B»ohlm
\ Llpasa
o Enterotoxinas: A, B, C1-3,D, E,H

/ o Sindrome del choque téxico-1 (TSST-1)
> Toxmas exfoliativas A, B

Peptidoglicano
Céapsula: serotipos Sy 8
Toxina-cc -
< o
Hemolisinas: e
S I e
o
Elastasas (metaloproteasas) #
Fosfolipasa C
Acido lipoteicoico Adhesinas: MSCCRAMMS factor de agrega-

cidn (clumping factor), proteina de union a la
fibronectina, proteina de union al fibrindgeno,
sialoproteinas, proteinas de union a colageno,
polisacaridos de adhesion.

FIGURA 2. ILUSTRACION FACTORES DE VIRULENCIA (FUENTE: CERVANTES-GARCIA ET AL., 2014).
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FACTORES DE VIRULENCIA EFECTO BIOLOGICO

COMPONENTESDELAESTRUCTURA |

Capsula Impide la quimiotaxis y la fagocitosis, inhibe la
proliferacién de células mononucleares

Peptidoglicano Estabilidad osmdtica y produccion de
pirégenos  enddgenos;  quimioatrayente
leucocitario

Acido teicoico Regula la concentracién catidnica de Ia
membrana celular, se une a la fibronectina
Proteina A Altera la funcion ciliar, estimula la respuesta
inflamatoria, media en el dafo tisular con
produccién de radicales toxicos de oxigeno

Coagulasa Convierte el fibrinégeno en fibrina
Catalasa Cataliza la descomposicién de H,0»
Fibrolisina Disuelve los coagulos de fibrina
Lipasa Hidroliza los lipidos
Nucleasa Hidroliza el DNA
Penicilinasa Hidroliza la penicilina
TOXINAS
Hemolisinas Rotura de membranas celulares
Leucocidinas Alteracion de la permeabilidad celular
Exfoliatinas Epidermdlisis
Toxinas TSST Shock Toxico
Enterotoxinas Intoxicacion alimentaria
Bacteriocinas Muerte de otras bacterias

TABLA 1. FACTORES DE VIRULENCIA DE S. AUREUS (FUENTE: BRizziO, 2009).

En humanos, el nicho ecoldgico de esta bacteria se encuentra en la nasofaringe, eventualmente en la
piel y de manera escasa, en el recto o el drea perineal (Crossley et al., 2009), donde pueden producir
importantes infecciones, ademas de dar paso a infecciones secundarias invasivas (Chen et al., 2011),

por lo que es considerado un patdgeno con un alto grado de virulencia (Cervantes-Garcia et al., 2014).

Staphylococcus aureus se puede considerar una bacteria patdégena nosocomial ya que afecta a una
gran proporcion de pacientes hospitalizados o inmunocomprometidos. El principal mecanismo de
transmisién es el contacto directo (Alvarez-Lam y Ponce-Bittar, 2012) aunque también se transmite en

alimentos contaminados provocando graves intoxicaciones alimentarias.

El problema principal de S. aureus se debe a su capacidad para resistir el tratamiento con antibiéticos,
entre los que destaca la Meticilina. El grupo de estafilococos MRSA hace referencia a dicho fenémeno
(cepas de S. aureus meticilin-resistentes).

Se pueden encontrar otras especies del género Staphylococcus como integrantes de la microbiota
normal de la piel, como Staphylococcus epidermidis. Sin embargo, en determinados momentos puede
producir importantes infecciones complejas en huéspedes inmunocomprometidos. También
Staphylococcus saprophyticus, a nivel genotourinario, puede provocar importantes infecciones en la

mujer.
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1.1.1. Importancia de los estudios de prevalencia de portadores sanos de estafilococos coagulasa
positivos

La prevalencia se puede definir como el porcentaje de personas de una poblaciéon que son afectadas
por una enfermedad en un momento dado o durante un periodo de tiempo. Junto con la incidencia
(rapidez con la que ocurre una enfermedad) permite cuantificar la morbilidad, que es la cantidad de
individuos afectados por una enfermedad en un espacio y tiempo determinados. Estos estudios son
descriptivos, observacionales, estaticos (no existe seguimiento) y faciles de realizar.

En Europa, la prevalencia de individuos que padecen infecciones por S. aureus ha ido aumentando
estos ultimos afos. Gonzdlez et al., estimaron en 2016, que entre el 5 y el 10% de los pacientes
ingresados en los hospitales contraen una infeccién. Cerca del 50% de las mismas son producidas por
Staphylococcus aureus que habita en fosas nasales, faringe y piel de portadores sanos, los cuales
podrian transmitir el microorganismo a los pacientes y personal sanitario, bien por transmision aérea
a partir de secreciones nasales, tos o estornudos, o bien por contacto directo mediante la interaccidn

médico-paciente o enfermero-paciente.

Rodriguez-Noriega et al. (2014) encontraron una tasa de prevalencia de Staphylococcus aureus de un
18,2% en portadores nasales, constituyendo este hecho un factor de riesgo para el desarrollo de
infecciones relacionadas con el agente patégeno. Ademads, ser portador nasal incrementa Ia
probabilidad de dispersion del agente, tanto entre los pacientes como entre el personal sanitario. Hay
gue tener en cuenta que la tasa de portacidn nasal puede variar mucho de un pais a otro, alcanzando

en algunos casos valores hasta del 59%.

Mediaceja et al. (2014) realizaron un estudio sobre factores de riesgo asociados a la colonizacién de
bacterias potencialmente patdgenas en la faringe de adultos sanos, encontrando un porcentaje de
portadores de S. aureus de un 10,7% a nivel faringeo. Otros estudios internacionales revelan una la
prevalencia de portacion faringea de hasta un 92,6% en relacidn con la nasal (63,1%) en unidades de
cuidados intensivos (Alvarez-Lam y Ponce-Bittar, 2012), lo que supone un riesgo de infeccién muy

elevado para este grupo de pacientes.

1.1.2. Problemadtica actual relacionada con la aparicion de resistencia a antibidticos: estafilococos
resistentes a la meticilina (MRSA: Methicillin Resistant Staphylococcus aureus)

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) se ha convertido en una de las causas mas
importantes de infeccion entre pacientes de edad avanzada (Cuevas et al., 2004). Uno de los
principales factores de riesgo para desarrollar una infeccién por cepas MRSA es ser portador crénico
de este microorganismo. Este hecho no sélo aumenta el riesgo de infeccidén grave (endocarditis,
neumonia o bacteriemia), sino que también se ha relacionado con un aumento en la mortalidad
asociada a MRSA (Datta y Huang, 2008).

El género Staphylococcus se caracteriza por su capacidad para colonizar distintos habitats humanos,
como piel y mucosas. Se estima que alrededor del 30% de los individuos sanos estan colonizados por

este patédgeno primario y oportunista, el cual produce alrededor de 240.000 casos de enfermedades
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de origen alimentario, representando una de las causas mas importantes de intoxicacién alimentaria

de origen bacteriano (Hanson, 2011).

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y el Centro Europeo para la Prevencién y
Control de Enfermedades (ECDC) publicaron un estudio sobre las tendencias y fuentes de zoonosis, y
brotes alimentarios en el afio 2015, afirmando que las intoxicaciones causadas por las enterotoxinas
estafilocécicas son responsables del 7,4% de todos los brotes informados por la UE (EFSA, 2017).
Ademas, S. aureus tiene la capacidad de desarrollar resistencia a determinados antibidticos, problema
gue complica el tratamiento, aumenta los costes de su control y, a medio-largo plazo, dificulta el

tratamiento de este tipo de infecciones.

Algunas cepas de S. aureus tienen la capacidad de producir B-lactamasas, enzimas que destruyen el
anillo B-lactdmico presente en penicilinas, cefalosporinas, etc., e impiden su interacciéon con las
proteinas de union a la penicilina (PBP). Las PBPs son enzimas localizadas en la membrana bacteriana
gue estan implicadas en la sintesis del peptidoglicano de la pared celular. La resistencia a penicilina
condujo al desarrollo de penicilinas semisintéticas, como la meticilina, resistentes a la accién de las B-
lactamasas de S. aureus, para las que este microorganismo también desarrollaria rdpidamente

mecanismos de resistencia (Barrios, 2012).

Se ha descrito por algunos autores que la resistencia de ciertas cepas MRSA a la meticilina esta
mediada por la presencia de los genes mecA o mecC, los cuales codifican una proteina adicional de
unidn a la penicilina, denominada PBP2a (Figura 3), que presenta baja afinidad por los antibiéticos del
grupo de B-lactamicos (Garcia-Alvarez et al., 2011). Otros trabajos relacionan la resistencia a meticilina
por parte de S. aureus, con la produccién de una enzima codificada por plasmidos, que inactiva el
antibiético mediante la abertura de su anillo betalactamico. Estas cepas producen altas cantidades de

B-lactamasas, que hacen que la accidn de la oxacilina y meticilina sea lenta (Gil, 2000).

5
R—N—
Antibigtic
Toxinas e CH,

betalactamicos

citoliticas ¢
enzimas

( mecA

Adhesinas de & an
superficie (,\'I X
—d e

< 2>

Pared Celular

» Membrana
PVL

FIGURA 3. S. AUREUS RESISTENTE A METICILINA (FUENTE: TORRES-ESCOBAR, 2014).
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1.2. Factores relacionados con la aparicidn de portadores sanos de estafilococos

Cuando un individuo nace, se expone de forma inmediata al ambiente externo y en consecuencia a la
microbiota tipica de ese entorno. Su piel y mucosas son colonizadas por cientos de especies de
bacterias, y un pequefio nimero de hongos, que podran ser considerados como su propia microbiota
comensal, inocua desde un punto de vista sanitario. La presencia de los microorganismos comensales
resulta esencial para la vida del ser humano, dado su papel en los procesos digestivos, en la sintesis de
vitaminas y en la prevencién de la colonizacién por microorganismos patdgenos, gracias en parte a
mecanismos de competencia por los nutrientes y el espacio, asi como a la produccidn de bacteriocinas
(Parlet et al., 2019).

S. aureus es un organismo oportunista, que puede colonizar los objetos con los que comUnmente
tenemos contacto, ademds de los alimentos que consumimos, ocasionando graves estragos en la
salud. Esto incluye infecciones epidérmicas, septicemia o shock téxico, entre otros; es también una de
las bacterias mas cominmente aisladas en infecciones adquiridas en la comunidad, asi como en los
hospitales (infecciones nosocomiales), ya que el microorganismo también presenta una notable

capacidad invasiva (Zendejas-Manzo et al, 2014).

1.2.1. Desérdenes inmunoldgicos

S. aureus es una bacteria inmunogénica, productora de importantes toxinas. Sin embargo, tras la
toxiinfeccidn de origen estafilocdcico no se produce “memoria inmunoldgica”, por lo que no se impide

que se puedan desarrollar otras infecciones futuras de la misma naturaleza.

El déficit de inmunoglobulinas (Figura 4), es la causa mas frecuente de inmunodeficiencia, y se produce
cuando existe un defecto en alglin componente del sistema inmune, o cuando éste se ve afectado por
factores externos (Duraisingham et al., 2015; Esposito et al., 2015). Las inmunodeficiencias se han
relacionado cominmente con infecciones crdnicas, infecciones recurrentes, infecciones por agentes

infecciosos raros u oportunistas, o procesos curativos incompletos (Lankisch et al., 2015).

El déficit de IgA se define como la ausencia o disminucidn de la concentracién de IgA sérica por debajo
de 5 mg/dL, con niveles séricos normales o aumentados de IgG, IgM, IgD e IgE, y una respuesta normal
de tipo IgG a la vacunacidn. La IgA se produce de forma predominante por las células B en las placas
de Peyer, amigdalas y otros tejidos linfoides submucosos, y supone un 15-20% de total de las

inmunoglobulinas (Girbés y Cerda, 2004).
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FIGURA 4. TIPOS DE INMUNOGLOBULINAS.

El déficit de IgA combinado con el hecho de ser portador de S. aureus, puede derivar en infecciones
respiratorias causadas por inmunodeficiencia comun variable (IDCV), abscesos cutaneos, retraso
ponderoestatural o infecciones oportunistas en pacientes con inmunodeficiencia combinada grave
(IDCG) (Girbés y Cerda, 2004). Pupo-Rodriguez et al., en 2016, llevaron a cabo un estudio sobre la IgA
en portadores de S. aureus, encontrando valores por debajo de los normales. Esta inmunoglobulina es
la mas abundante en el suero después de la IgG, y entre sus funciones estan la de inhibir la adherencia
bacteriana y la neutralizaciéon de enzimas, virus y toxinas. La IgA se encuentra en secreciones como el
sudor, confiriendo una mayor proteccion al organismo a nivel de las superficies mucosas y cutaneas,
que es donde se encuentra mayoritariamente S. aureus. Tales aspectos de la IgA podrian explicar la
estrecha relacidn entre déficit de IgA-enfermedad-portador de S. aureus.

1.2.2. Otros factores

Staphylococcus aureus es un patégeno que puede colonizar las fosas nasales, las mucosas orofaringeas
y la piel de algunas personas, pudiendo establecer una relacion con el huésped portador asintomatico,
siempre que se mantenga un cierto equilibrio entre el microorganismo y el sistema inmune del
hospedador. No obstante, las infecciones por S. aureus son mas prevalentes en los portadores que en
los no portadores y, generalmente, son causadas por la cepa colonizadora y dependera del estado
inmunolégico del portador, siendo los portadores nasales la principal fuente de transmisién
(Hernandez et al., 2003). Las hospitalizaciones prolongadas, intervenciones quirdrgicas, estancia en
cuidados intensivos, el uso irracional de antibidticos y la proximidad al personal médico u otros
pacientes colonizados o infectados por MRSA, son factores que favorecen la portacion nasal y dérmica

de S. aureus de forma asintomatica (Leibovici et al., 2000).
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Algunos autores han detectado una estrecha relacion entre el desarrollo de enfermedad respiratoria
de tipo alérgico y la frecuencia de bacterias patdgenas en la nasofaringe, destacando la presencia de
S. aureus (Adegbola et al., 2014).

Por otra parte, las toxinas estafilocécicas se pueden transmitir a las personas a través del consumo de
alimentos contaminados por falta de higiene e inadecuadas practicas de cocinado y conservacién.
Muchos brotes de intoxicacién por enterotoxinas estafilocdcicas se producen en el hogar por un
inadecuado tratamiento térmico en el cocinado, por lo que es recomendable adoptar buenas practicas
de higiene en la preparacién y conservacién de los alimentos, especialmente en alimentos que vayan
a consumirse crudos (Omwenga et al., 2019). Sin embargo, cabe destacar que la susceptibilidad del
huésped al patdgeno no solo depende de la cantidad de toxina que se ha ingerido o con la cual se ha
tenido contacto, sino también del tipo de cepa que se ha adquirido, ya que diversas especies presentan
resistencia contra antibidticos (cepas MRSA). Esto Ultimo ocurre debido a la adquisicidon de plasmidos

y a las modificaciones adaptativas que alberga en su genoma (Zendejas-Manzo et al., 2014).

Se han descrito otros habitos que pueden aumentar la probabilidad de ser portador de S. aureus MRSA.
La enfermedad respiratoria crdénica, el uso frecuente de antibidticos, la higiene personal, el contacto
con animales, trabajar en guarderias o practicar deportes de contacto podrian ser factores de riesgo a

tener en cuenta en el riesgo de portacidon de S. aureus MRSA (Fritz et al., 2008; Lo et al., 2008).

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

En funcion de lo indicado anteriormente, el objetivo principal de este trabajo fue investigar la
incidencia de portadores sanos asintomaticos nasales y de piel de Staphylococcus coagulasa positivos
en una poblacién de estudiantes del grado en Biotecnologia de la Universidad de Almeria y su posible

relacidn con los niveles de IgA y otros factores de riesgo.
2.2. Objetivos especificos

1. Elaboracion de Cuestionario/Entrevista en el programa estadistico SPSS dirigida a la

recopilacion de datos de los sujetos de la poblacion.
2. Caracterizacién de la poblacion de estudio.

3. Deteccién de cepas de Staphylococcus DNasa y coagulasa positivas a partir de muestras

nasales y de piel.

4. Establecimiento de la relacién entre desdrdenes en los niveles de IgA salival y presencia de

Staphylococcus DNasa y coagulasa positivos en los sujetos de la poblacién de estudio.

5. Deteccién de cepas de Staphylococcus MRSA -meticilin-resistentes- procedentes de la

poblacién de estudio.
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3. MATERIAL Y METODOS

A continuacion, se indican los materiales, medios de cultivo, reactivos, protocolos de muestreo,
tratamiento de las muestras y disefo experimental, necesarios para la consecucion de los objetivos

del trabajo.
3.1. Seleccién de la poblacién de estudio

Para llevar a cabo este Trabajo Fin de Grado, se selecciond una poblacién de alumnos del grado de
Biotecnologia de la Universidad de Almeria. La poblacidon estuvo compuesta por un total de 71
voluntarios que cumplian con una serie de requisitos de forma previa a la toma de muestras. Dichos
requisitos fueron no presentar sintomas aparentes de infeccidon y no haber tomado antibidticos con
una anterioridad de al menos 48 h. Los datos de la poblacién se recopilaron por medio de la

observacién, encuesta y registro en un formulario disefiado al efecto (ver apartado 3.2.).

3.2. Elaboracién de la encuesta en el programa estadistico SPSS

Mediante un formulario de preguntas elaborado con el programa estadistico SPSS versién 25.0.
(Statistical Package for Social Sciences), se realizd una investigaciéon observacional, descriptiva y
analitica, con objeto de caracterizar los portadores nasales y de piel de Staphylococcus aureus
meticilin-resistentes, en una poblacién de estudiantes del Grado de Biotecnologia de la Universidad de

Almeria.
Dichas cuestiones se enumeran a continuacion:
- Sexo
- Historial de desérdenes digestivos
- Historial de intoxicacion alimentaria grave
- Problemas diagnosticados en la piel

El cuestionario elaborado en el programa SPSS sirvid para recopilar, ademas, la informacidn

relacionada con las variables objeto de este estudio, las cuales fueron:
- Deteccion de portadores de estafilococos fermentadores de manitol
- Deteccion de portadores de estafilococos DNasa positivos
- Deteccion de portadores de estafilococos coagulasa positivos
- Cuantificacién y rango de IgA mediante inmunodiagndstico

- Deteccion de cepas de estafilococos meticilin-resistentes (MRSA)

La organizacion de los datos de la poblacién en el programa SPSS puede observarse en el Anexo 1,

incluido al final de esta memoria.
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3.3. Medios de cultivo y reactivos

Irene Molina Panadero

En la Tabla 2 se indica la composicién de los medios de cultivo y reactivos utilizados para la consecucién

de los objetivos del trabajo, asi como la funcidon que cumplen en cada caso.

MEDIO

Agar Salado Manitol

Caldo BHI

Agar Mueller Hinton

Plasma de conejo
HCI1N

Discos de
antibidticos

COMPOSICION
Digerido enzimatico de caseina
Digerido enzimatico de tejido animal
Extracto de carne de res
D-Manitol
Cloruro de sodio
Rojo de fenol
Agar bacteriolégico
Extracto de Levadura
D (+)-Glucosa (Anhidro)
Digerido Enzimatico de Caseina
Agar Bacterioldgico
Digerido enzimatico de caseina
Digerido enzimatico de tejido animal
Cloruro de sodio
Acido desoxirribonucleico
Agar bacterioldgico
Infusidn de cerebro y corazén
Digerido péptico de tejido animal
Digerido pancreatico de caseina
Cloruro sddico
Glucosa
Fosfato disddico de hidrégeno

Extracto de carne bovina
Hidrolizado acido de caseina
Almidon

Agar bacteriolégico

Plasma de conejo liofilizado

HCl al 98% 12N

Glicerol al 20%

Oxacilina (OX). Oxoid
Cefoxitina (FOX). Oxoid

CANTIDAD/L
50¢g
50g
10g
100g
75,0 g
0,025¢
150g
20¢g
10g
50g
150¢g
150¢g
50g
50g
20¢g
150g
80g
50g
16,0g
50g
20¢g
25¢

20¢g
17,5g
15¢g
17,0g

Vial 10 mL

lug
30 pg

FUNCION

Medio semiselectivo vy
diferencial para el
crecimiento de S. aureus.

Medio nutritivo general
para el crecimiento de
bacterias.

Deteccion de actividad
desoxirribonucleasa.

Medio liquido enriquecido

para el cultivo  de
patégenos, incluyendo
bacterias aerobias y
anaerobias.

Medio  estandar  para

determinar la sensibilidad
de bacterias a antibioticos y
otros agentes
quimioterapéuticos.
Deteccién de la actividad
coagulasa.
Revelado de
DNasa.
Agente crioprotector para
conservaciéon de cepas vy
otras muestras bioldgicas a
-80 °C.

Discos de Antibiograma
para deteccion de cepas
MRSA.

la actividad

TABLA 2. COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS UTILIZADOS.
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3.4. Diseiio Experimental

Irene Molina Panadero

En el Esquema 1 se muestra el disefio experimental relacionado con el desarrollo del trabajo, desde el

momento en el que se realizaron los muestreos hasta la fase final de antibiograma.

PROTOCOLO DE MUESTREO Y ACTUACION PARA ANALISIS DE STAPHYLOCOCCUS DNASA/COAGULASA +

TORUNDA TORUNDA
ESTERIL (1) ESTERIL (2)
NASAL PIEL

Siembra para
aislamiento (incubacion
37C,24h)

\

Inoculacién prueba de
la coagulasa (BHI +

37C,24h)

Siembra para
aislamiento (incubacién

Si es necesario, aislar de nuevo en
manitol antes de sembrar en DNasa

SALIVA

Congelar 1mL/
Refrigerar 1 mLen
eppendorf para analisis
de IgA

Todas las cepas aisladas (Manintol +

y Manitol -), sospechosas de ser

Staphylococcus, se sembraron en

agar DNasa

plasma de conejo) a
C— Agar DNasa

partir de las cepas
DNasa positivas

l Incubacién 24 horas a 37C

(Revelado de Ia\ [ Confirmacién DNasa con CLH 0,1 N

coagulasa

Conservacion en

cepas confirmadas
como Staphylococcus
DNasa/Coagulasa
positivas

cultivo puro de las
P —

Espectro discos antibiético en Mueller

Hinton (cepas MRSA)

Cefoxitina
Oxacilina

ESQUEMA 1. DISENO EXPERIMENTAL.
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3.5. Toma de muestras, manipulacion del material bioldgico y conservacion de los aislados.

Para llevar a cabo la toma de muestras biolégicas, se utilizdé un escobillén estéril para el exudado nasal,
asi como para el muestreo de la zona de piel localizada en torno a nariz, boca y barbilla. La siembra
inicial de las muestras bioldgicas se llevd a cabo en medios semiselectivos para el crecimiento de
Staphylococcus spp. fermentadores o no de manitol (Tabla 2). Posteriormente, se comprobé la
capacidad DNasa de todas las cepas sospechosas, tanto de las fermentadoras de manitol como de las
no fermentadoras. Sélo a partir de aquellas que fueron DNasa positivas se evalud la actividad coagulasa
de las mismas; a estas ultimas se les realizd, finalmente, un antibiograma frente a los antibidticos B-

lactamicos cefoxitina y oxacilina, con objeto de determinar si se podian catalogar como cepas MRSA.

La incubacién de los cultivos se realizd siempre en las mismas condiciones, a 37 °C, y en oscuridad
durante 24 horas. Todas las cepas sospechosas de pertenecer al género Staphylococcus fueron

confirmadas mediante visualizacién a microscopio éptico.

La coleccidn de cepas se conservd en tubos con agar APHA refrigerados a 4 °C, los cuales se
resembraron mensualmente. Para su conservacion a largo plazo se mantuvieron congelados a -80 °C

en glicerol al 20%.

En paralelo, se tomaron muestras de aproximadamente 5 mL de saliva a partir de cada individuo, en
condiciones de ayuno de un minimo de 8 horas. La mitad de este volumen fue mantenido a 4 °Cy el
resto se congeld a -20 °Cy se reservo para realizar el inmunoensayo de deteccion de IgA en saliva.

3.5.1. Protocolo para la deteccion de cepas fermentadoras del manitol

Este protocolo permite la deteccion de cepas de
Staphylococcus fermentadoras o no del manitol. Dicho A ch
sustrato, asi como el caracter salino del medio lo ‘“g
convierten en un medio practicamente selectivo para el

aislamiento de Staphylococcus aureus (Figura 5).

Tras realizar los muestreos de fosas nasales y piel a partir
de cada individuo, se sembraron las placas de manitol y se
incubaron durante 24-48 horas a 37 °C. Transcurrido el
periodo de incubacién, se procedido a la seleccién de
colonias sospechosas de ser Staphylococcus, las cuales se

volvieron a sembrar en manitol salado, para confirmar su
FIGURA 5. PRUEBA DE FERMENTACION DE
MANITOL.

capacidad para fermentar dicho sustrato. Se seleccionaron
tanto colonias fermentadoras del manitol (color amarillo)
como no fermentadoras (color rosa), ya que existen especies no fermentadores con relevancia clinica,
como es el caso de S. epidermidis. Una vez realizados los aislamientos se realizé el pase de las cepas

de interés a APHA y de ahi a tubos de agar inclinado para su conservacién en frioa 4 °C.

13
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3.5.2. Protocolo para la deteccion de la capacidad desoxirribonucleasa (DNasa)

Gracias a esta prueba es posible detectar cepas de S.
aureus que poseen actividad DNasa. La enzima
desoxirribonucleasa (DNasa) es capaz de romper los
enlaces fosfodiéster internos de la molécula de ADN. En el
medio de cultivo agar DNasa sin indicador, la hidrdlisis de
ADN se observa por la aparicidon de un halo tras el periodo
de incubacién y adicién de HCI 0,1 N. El acido hace que
precipite el ADN sin hidrolizar haciendo que el medio se
opaque. Por lo tanto, colonias productoras de DNasa, que

hidrolizan el ADN, se observan con una zona clara

alrededor del crecimiento tras la adiciéon del HCl 0,1 N

(Figura 6). FIGURA 6. PRUEBA DE DETECCION DE
ACTIVIDAD DNASA

3.5.3. Protocolo para la deteccion de la capacidad coagulasa

Este protocolo permite diferenciar entre cepas de S. aureus, que tienen actividad coagulasa, de otras
cepas que genéricamente se las denomina estafilococos coagulasa negativos (ScoN). Mediante la
capacidad coagulasa determinadas cepas son capaces de producir la coagulacion del fibrindgeno
presente en el plasma sanguineo, lo que supone un importante indicador de patogenicidad.

Para llevar a cabo este procedimiento, las cepas seleccionadas como DNasa positivas se sembraron en
caldo BHI, y se incubaron durante 24 horas en agitaciéon a 120 rpm y 37 °C. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacidn, por cada mL de cultivo bacteriano se afiadié 0,5 mL de plasma de conejo y se
dejé incubar 4 horas a 37 °C. El revelado de la prueba consistié en observar la formacidn del codgulo.
Se establecié para ello 3 niveles de coagulacion: negativa (sin codgulo), débil (formacidn de fibras
débiles y dispersas en el medio que permanece liquido), intermedia (se observan codgulos mas densos
y el medio se espesa), y fuerte (el medio se observa totalmente coagulado) (Figura 7).

FIGURA 7. PRUEBA PARA DETECCION DE ACTIVIDAD COAGULASA

14



Trabajo Fin de Grado Biotecnologia Irene Molina Panadero

3.6. Busqueda de estafilococos meticilin-resistentes (MRSA): antibiograma

Para la deteccidn de cepas de estafilococos resistentes a meticilina se suelen utilizar dos antibidticos,
oxacilina y cefoxitina (Swenson et al., 2005).

Este procedimiento se llevé a cabo en placas con medio agar Mueller Hinton. A partir de una placa de
cultivo reciente del microorganismo, se tomaron 2-3 colonias con un asa de siembra y se
resuspendieron en un tubo con solucién salina al 0,9%.
Elinéculo se ajustd a una turbidez equivalente al 0,5 de
la escala de MacFarland. Dicha suspension se sembré
en masa sobre el medio de cultivo con ayuda de un
escobillon estéril y, tras dejar secar 5 minutos, sobre la
placa inoculada se depositaron los discos impregnados
con los dos tipos de antibidticos seleccionados. Los
discos se colocaron con la ayuda de unas pinzas
estériles, a una distancia no inferior a 15 mm del borde
de la placa, y separados al menos 30 mm entre si.

Transcurridas 24 horas de incubacién a 35-37 °C, se

observé la aparicidon de halos de inhibicidn alrededor

de la zona de crecimiento bacteriano (Figura 8). FIGURA 8. ANTIBIOGRAMA

Se considerd sensibilidad a la oxacilina cuando el halo de inhibicién fue mayor de 13 mm para un disco
de oxacilina de 1 pug, mientras que se considerd sensibilidad a la cefoxitina cuando el halo de inhibicién

fue superior a 20 mm para un disco de 30 pg (Anand et al., 2009).

3.7. Analisis de IgA en saliva

La cuantificacion de IgA en muestras de saliva se llevd a cabo mediante un kit de inmunodiagnéstico
espectrofotométrico proporcionado por la empresa Monlab (Monlabtest, MO-165037). El ensayo se
llevd a cabo a una longitud de onda de 600 nm. Se mezclaron 10 pL de muestra con 800 pL de tampdn
Tris (R1 de Monlab), e inmediatamente se midid la absorbancia (Al). Posteriormente, se pipeted en la
cubeta 200 uL de anti-IgA (R2 de Monlab). Se volvié a mezclar y se midioé la absorbancia (A2)
exactamente 2 minutos después de ainadir la anti-IgA. En paralelo, se prepard una recta de calibracion
con un multicalibrador de proteinas séricas proporcionado por Monlab (M0O-16504). La concentracion

de IgA en la muestra se calculd por interpolacion de su diferencia (A2-A1) en la curva de calibracion.

Valores de IgA de referencia en adulto: 80-310 mg/dL.
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3.8. Andlisis estadistico

Tras la realizacion de las encuestas y los experimentos asociados a la poblacidn de estudio, los datos
se recopilaron y fueron sometidos a un andlisis estadistico mediante el programa Statistical Package
for Social Sciences (SPSS) versién 25.0. Se llevd a cabo un primer andlisis descriptivo dirigido a la
caracterizacion de la poblacién de estudio en funcidn de variables poblacionales enddgenas, como son
sexo, tendencia a padecer desdrdenes digestivos, frecuencia de toxiinfeccidon alimentaria, afecciones
dérmicasy rango detectable de IgA en saliva. Posteriormente, se establecié un andlisis mediante tablas
cruzadas, con objeto de establecer la relacién entre parejas de variables, incluyendo en este caso los
resultados derivados del caracter portador de los individuos. Por otro lado, con objeto de detectar
posibles cepas de Staphylococcus MRSA (meticilin-resistentes), los resultados derivados del
antibiograma fueron analizados mediante un analisis de varianza unifactorial ANOVA vy test de la

minima diferencia de Fisher (p<0,05) con el paquete estadistico Statgraphic Centurion XVII.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacidn, se describirdn los resultados derivados del estudio realizado en una poblacién de
estudiantes de la Universidad de Almeria, con relacién a su papel como portadores nasales o dérmicos
de estafilococos coagulasa positivos. Los resultados describirdn inicialmente las caracteristicas basicas
de la poblacién de estudio, en funcién de algunos factores de riesgo que pudieran estar relacionados
con el hecho de ser portadores de estafilococos como es el caso de posibles afecciones de la piel,
problemas digestivos o deficiencias en IgA.

En una segunda parte de los resultados, se describird la coleccidon de cepas aisladas a partir de los
individuos de la poblacidn, en funcién de su capacidad para fermentar el manitol, degradar acidos
nucleicos (actividad DNasa) y producir enzimas de tipo coagulasa. La presentacion de tales resultados
se realizara de forma independiente en funcién del origen de las cepas (nasal o piel).

Una vez establecida la presencia en la poblacidn de portadores de estafilococos coagulasa positivos,
se tratard de establecer la existencia de relaciones causales entre este problema y el resto de los
factores poblacionales, asi como con posibles anomalias inmunoldgicas relacionadas con la

concentracién de IgA en saliva.

Finalmente, teniendo en cuenta el interés sanitario que despierta la aparicion de cepas de
estafilococos meticilin-resistentes, se mostrara en un ultimo apartado de resultados, el amplio
espectro de sensibilidad-resistencia a los antibidticos de las distintas cepas aisladas de la poblacion de
estudio, a los antibidticos oxacilina y cefoxitina, ambos utilizados para determinar la aparicidon de cepas

resistentes.

4.1. Descripcidon de la poblacién de estudio

La poblaciéon de estudio estuvo formada por 71 individuos, de los cuales 26 fueron hombres y 45 fueron
mujeres. Como se ha indicado en el apartado 3.2. del Material y Métodos, a los individuos de la
poblacién se les realizé una entrevista en orden de caracterizar la poblacién respecto a una serie de
variables de interés sanitario. En las Figuras 9, 10 y 11 se muestra la descripcion de la poblacion de
estudio en funcidn de la frecuencia y tipo de afecciones de la piel, asi como en funcidn de la frecuencia
con la que padecen desdrdenes digestivos (Figuras 9, 10 y 11). En sendas Figuras, se refleja tanto el
recuento absoluto de individuos correspondientes a cada categoria, como el porcentaje que supone

dicho recuento en la poblacién total de estudio.
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FIGURA 9. DESCRIPCION DE LA POBLACION EN FUNCION DEL SEXO Y PRESENCIA DE AFECCIONES DERMICAS

Si se tienen cuenta las caracteristicas de la poblacién en funcidn del sexo, se observa que, en el total
de la poblacidn, 22 individuos manifestaron tener frecuentemente problemas en la piel (en torno al
30% de la poblacién), siendo 18 de ellos correspondientes al grupo de las mujeres (aproximadamente
el 25% del total de la poblacidn). Si esta proporcion la trasladamos a los datos de subpoblaciones, con
objeto de diferenciar los resultados en funcién del sexo, resulta que en torno al 40% de las mujeres
alegaron tener problemas dérmicos en algun momento de su vida, mientras que sélo el 15% de los
hombres manifestaron padecer este tipo de problemas. En esta fase inicial de la entrevista, no se hizo

hincapié en determinar si el tipo de afeccién dérmica manifestado era de origen infeccioso.

Cuando estos porcentajes se trasladaron a la poblacidn total, se obtuvo en torno a un 25% de afectados
que fueron mujeres, frente a menos del 6 % de afectados que fueron hombres. Por tanto, aunque
podria resultar precipitado determinar una posible relacién causa-efecto entre el factor endégeno
“sexo” y la variable “afecciones dérmicas”, cabe destacar la mayor prevalencia de problemas en la piel

en el grupo de mujeres con respecto al de hombres en la poblacién de estudio.

Entre los diferentes tipos de problemas dérmicos que manifestaron los individuos de la poblacién de
estudio (Figura 10), se incluyeron piel atdpica, acné, infeccién de origen fungico, dermatitis seborreica,
y psoriasis, entre otros. Cabe destacar que, en el grupo de mujeres, se detectaron casos de todas las
afecciones dérmicas indicadas anteriormente, mientras que, en el grupo de los hombres, sdlo se
describieron 3 casos de piel atdpica y uno de acné. No fue objeto de este estudio establecer la posible
relacién estadistica entre género y predisposicién a padecer distintas afecciones de la piel (de origen
infeccioso o no), para lo cual hubiera sido imprescindible incrementar el tamafio poblacional. Obviando
este hecho, y teniendo en cuenta la temdtica principal de este Trabajo fin de Grado, diversos autores
describen la relacidon entre distintos problemas de la piel y la deteccién o aislamiento de
Staphylococcus aureus en los individuos afectados. Asi, en 2009, Balci et al. realizaron un estudio a
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pacientes con psoriasis y concluyeron que la mayoria de los individuos fueron positivos para
enterotoxinas producidas por S. aureus. Por su parte, Totté et al. (2016a), encontraron que pacientes
con psoriasis parecian estar colonizados con S. aureus con mas frecuencia que otros individuos sanos.
Segun indican estos autores, es posible que la sobreabundancia de S. aureus en el microbioma de
pacientes con psoriasis pueda estar implicada en la perpetuacién de la inflamacidn crénica. Por otro
lado, en el caso de los pacientes con acné, la relacién entre la colonizacion y la enfermedad fue menos

evidente.

30

Tipo de problema
en la piel
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M Ficl atopica

W Acne

M infeccion por hongos
O Dermatitis seborreica
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FIGURA 10. DISTRIBUCION DE LA POBLACION EN FUNCION DEL SEXO Y TIPO DE AFECCIONES DERMICAS

De igual modo, segun el estudio de Totté et al. (2016 b), la aparicién de dermatitis y piel atépica podria
estar relacionada con una colonizacidon excesiva de S. aureus. Por el contrario, trabajos recientes
defienden que la presencia de un grupo de estafilococos coagulasa negativos pertenecientes a la
microbiota comensal de la piel, podrian estar implicados en incrementar los mecanismos de defensa
naturales de la piel. Sin embargo, no descarta que otras cepas altamente patégenas de S. aureus
interfieran con dicho grupo, causando un desequilibrio a nivel de la piel del hospedador (Parlet et al.,
2019).

Los resultados obtenidos con respecto a la frecuencia de desérdenes digestivos (Figura 11) en la
poblacion de estudio mostraron que el 38% de los individuos manifestaron padecer algun tipo de
problema digestivo al menos una vez al afio. Entiéndase por desérdenes digestivos, aquellos trastornos
de salud que ocurren en el aparato digestivo, que pueden suponer una gravedad de leve a seria, y que
puede ser de origen microbioldgico o abidtico. De entre los individuos que indicaron padecer este tipo
de problemas, en torno al 70% fueron mujeres. Si se describe la poblacion en funcién de la mayor o
menor frecuencia de padecer desérdenes digestivos, 14 individuos del total alegaron una frecuencia
superior a tres veces por afio, siendo 10 de ellos mujeres. No hay que olvidar que, en esta fase del
trabajo, los resultados son meramente descriptivos, y que el establecimiento de relaciones entre
ambos pardmetros necesitaria una revisidon exhaustiva del tamafio de la poblacién. A pesar de que no

se considerd este punto como uno de los objetivos del trabajo, si se detecté una mayor proporcién
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mujeres que padecian desérdenes digestivos con mayor frecuencia que los hombres (13,3% frente al

3,8%, respectivamente, para frecuencias superiores a 4 veces al afio).

30
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B Hombre
M vjer

Recuento

1.41%
1

Munca 1-2 veces/afo 34 veces/afio =4 veces/afio

Frecuencia problemas desoérdenes digestivos

FIGURA 11. DESCRIPCION DE LA POBLACION EN FUNCION DEL SEXO Y DE LA FRECUENCIA DE APARICION DE
DESORDENES DIGESTIVOS

Las toxiinfecciones alimentarias constituyen un grupo de enfermedades que se producen como
consecuencia de la ingestidn de alimentos contaminados, bien por el propio microorganismo

patdgeno, o bien por toxinas producidas por él.

Con respecto a nuestra poblacion de estudio, en la Figura 12 se puede observar que hasta 16 individuos
(22,5%) manifestaron haber sido afectados por una infeccion/intoxicacion alimentaria que requiriera
ingreso hospitalario. De ellos, solo 4 tenian conocimiento de que el agente causante habia sido
Salmonella spp. En ningln caso describieron haber sufrido intoxicacion estafilocdcica, aunque si
describieron un cuadro de sintomas muy caracteristicos, como es nduseas y vomitos, dolor abdominal,
diarrea, e incluso fiebre y dolor de cabeza. En los casos en los que no se pudo identificar el origen de
la intoxicacidn, se descarté durante la entrevista a los individuos la posibilidad de que el problema

fuera de origen abidtico (contaminacidn quimica de los alimentos).
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FIGURA 12. DISTRIBUCION DE LA POBLACION EN FUNCION DE INTOXICACIONES GRAVES.

4.2. Caracterizacion de la poblacién de estudio en funcidn del aislamiento de cepas fermentadoras
de manitol, DNasa y coagulasa positivas.

La coleccion de cepas aisladas de fosas nasales y piel de los individuos de la poblacién fue caracterizada
en funcién de distintas capacidades bioquimicas con objeto de catalogarlas como posibles
estafilococos. Para ello se determind inicialmente su capacidad para fermentar el manitol, en segundo
lugar, su capacidad para degradar acidos nucleicos (actividad DNasa) y finalmente, sélo a las cepas que
fueron DNasa positivas, se las caracterizd en funcidn de su capacidad para coagular plasma de conejo
(actividad coagulasa). Teniendo en cuenta que algunos autores describen una relacion muy estrecha
entre cepas DNasa positivas-Coagulasa positivas (hasta el 90%), no se vio necesario realizar la prueba
coagulasa a las cepas DNasa negativas (Subramanian et al., 2017). Una vez caracterizadas las cepas en
este sentido, dicha informacion se traslado a la base de datos de forma que todos los individuos se
catalogaron en funcién de ser o no portadores de cepas fermentadoras de manitol, DNasa positivas y

coagulasa positivas a nivel nasal o dérmico.

De este modo, se considerd que cerca del 48% de la poblacién fue portadora de estafilococos
fermentadores de manitol en piel (20 mujeres y 14 hombres), mientras que el 42,25% de individuos lo
fue a nivel de las fosas nasales (18 mujeres y 12 hombres) (Figura 13).
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FIGURA 13. PORTADORES DE ESTAFILOCOCOS FERMENTADORES DE MANITOL DE PIEL Y NASALES

Subramanian et al. (2017) observaron la incidencia de cepas de S. aureus fermentadoras de manitol en
una poblacién de estudio. Estos autores revelaron que el 81,23% de las cepas aisladas fueron manitol
positivas, frente al 18,77% que fueron negativas. En este trabajo, el porcentaje de portadores de cepas
fermentadoras de manitol se encuentra alrededor del 42-47%, discrepancia que puede deberse
principalmente a las diferencias poblacionales, aunque no se puede descartar la influencia de los

métodos de deteccidn utilizados en cada caso.

Tras conocer qué cepas eran capaces de fermentar el manitol en medios de cultivo semiselectivos,
éstas fueron caracterizadas en funcidn de su capacidad DNasa. Con relacién a la poblacién de estudio,
se detectd cerca de un 62% de portadores nasales DNasa positivos (44 individuos), aunque sélo 29 de
ellos fueron posteriormente identificados como coagulasa positivos (66%). Por tanto, se puede
concluir que el 40,1% de la poblacién total fueron portadores nasales de estafilococos DNasa-

Coagulasa positivos (Figura 14).

Portador nasal Staphyl. dnasa positivos

Portadores nasales de estafilococos
coagulasa positivos:

29/44 (66%)

FIGURA 14. CARACTERIZACION DE PORTADORES DE CEPAS NASALES DNASA Y COAGULASA POSITIVAS
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En el caso de las muestras procedentes de piel, los resultados revelaron la presencia de 32 individuos
fermentadores de manitol (aproximadamente el 45% de la poblacién). Entre estos individuos, 25
resultaron ademas tener actividad coagulasa, lo que supuso el 78% de los fermentadores de manitol.
Cuando estas cifras se trasladaron a la poblacién total, se concluyé que en torno al 35% de la poblacidn

total fueron portadores dérmicos de estafilococos DNasa-Coagulasa positivos (Figura 15)

Portador piel Staphyl. dnasa positivos

Portadores en piel de estafilococos
coagulasa positivos:

25/32 (78%)

FIGURA 15. CARACTERIZACION DE PORTADORES EN PIEL DE CEPAS DNASA Y COAGULASA POSITIVAS

Estudios recientes han puesto de manifiesto el grave problema de los falsos negativos con respecto a
la deteccién de cepas patdgenas de S. aureus. Este problema hace especialmente referencia a las
pruebas diagndsticas aplicadas en este trabajo, es decir, fermentacidon de manitol, asi como actividades
DNasa y coagulasa. Segun lo indicado por Subramanian et al. (2017), el diagnéstico de S. aureus
teniendo en cuenta sdlo la actividad coagulasa puede ser insuficiente, ya que se pueden detectar hasta
el 10-15% de falsos negativos, a causa del encubrimiento del factor de aglomeracién por parte de
polisacaridos capsulares. Tampoco las pruebas de fermentacién de manitol o actividad DNasa son
concluyentes a la hora de identificar una posible cepa de S. aureus. Por tanto, la aplicacidon de un
protocolo combinado parece lo mds adecuado a la hora de determinar la mayor o menor
patogenicidad de un aislado sospechoso procedente de muestras dérmicas o nasales, asi como de
incrementar la probabilidad de encontrar cepas de estafilococos resistentes a antibioticos (MRSA), tal
como describen algunos autores (Mama et al., 2019).

4.3 Prevalencia de portadores sanos nasales y dérmicos de estafilococos coagulasa positivos y su
relacién con desdrdenes en los niveles de IgA en saliva

En epidemiologia, se denomina prevalencia a la proporcién de individuos de un grupo o una poblaciéon
gue presentan una caracteristica determinada en un momento concreto. Como se ha indicado en el
apartado anterior, la prevalencia de portadores de estafilococos coagulasa positivo nasales y dérmicos
en la poblacién total de estudio, ha resultado ser aproximadamente del 40% y del 35%,

respectivamente.
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Con objeto de establecer una posible relacion entre la condicion de portador de estafilococos
coagulasa positivos, y padecer desérdenes en la concentracion de IgA, se cuantificé dicha
inmunoglobulina en saliva en todos los individuos de la poblacién, estableciéndose una serie de rangos
de concentracién que fueron desde el mas bajo, a concentraciones menores a 2 mg/dL, hasta el mas

elevado, superando los 20 mg/dL (Figura 16).

Rango IgA en saliva

& Muy bajo (< 2)

M Bajo (2,01-5)

M intermedio (5,01-15)
E Alto (15,01-20)
CIMuy alto (> 20)

FIGURA 16. RANGO DE INMUNOGLOBULINA A EN MG/DL

A la vista del diagrama de sectores mostrado en la Figura 16, practicamente el 50% de la poblacion de
estudio se situd en el rango intermedio de IgA en saliva (5,01-15 mg/dL), mientras que el 10% de la
misma se localizé en torno a los valores mas extremos, por debajo de 2 mg/dL y por encima de 20
mg/dL. Con objeto de establecer una relacién entre los niveles de IgA y la condicion de portador de
estafilococos coagulasa positivos se realizé el andlisis estadistico de los datos en el programa SPSS, de
modo que se confirmé la existencia de una evidente relacidn significativa entre el hecho de ser
portador nasal de estafilococos coagulasa positivos y la concentracién de IgA en saliva (p < 0,05; grados

de libertad = 4; chi-cuadrado experimental= 9,61; ver chi-cuadrado tedrica en ANEXO 2) (Figura 17).

Se pudo observar una mayor proporcion de portadores nasales cuando el rango de IgA se encontré en
los extremos de la distribucion (Figura 17). El porcentaje de portadores de estafilococos coagulasa
positivos en las categorias extremas (Muy bajo-Muy alto), fue del 60 y del 100%, respectivamente. Se
observan, por tanto, dos escenarios muy diferentes. En el caso de aquellos portadores que muestran
bajos niveles de IgA en saliva, la condicidn de portador podria darse a causa de déficit de IgA, estando
estos individuos mas expuestos a la entrada de este tipo de agentes patdgenos. Por otro lado, teniendo
en cuenta que fue condicidn indispensable para formar parte del estudio que los individuos de la
poblacién no estuvieran enfermos, resulta interesante el hecho de que todos los individuos
pertenecientes a la categoria mas alta de IgA, se hayan descrito como portadores nasales de
estafilococos coagulasa positivos. En este caso, al contrario que los individuos que presentaban niveles
bajos de IgA, estos sujetos muestran una barrera innata a nivel de las mucosas que podria favorecer el
equilibrio entre patédgeno y hospedador, convirtiendo a este Ultimo en un portador asintomatico. En

cualquiera de los casos, la condicion de portador podria aumentar la probabilidad de padecer
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infecciones de origen estafilocécico, ademas de convertir al individuo en un reservorio potencial de

infeccidn para individuos sensibles (Joachim et al., 2018).
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FIGURA 17. RELACION ENTRE RANGO DE IGA Y PORTADOR NASAL DE ESTAFILOCOCOS COAGULASA POSITIVOS

Con objeto de establecer otras posibles interacciones significativas de interés, se analizd la relacién
entre la condicién de ser portador nasal de estafilococos coagulasa positivos, y el hecho de haber
padecido algun tipo de toxiinfeccidn alimentaria grave (Figura 18). No se considerd en este caso el tipo
concreto de toxiinfeccion alimentaria declarada por los sujetos de estudio, debido principalmente a la
falta de detalle en la sintomatologia y diagndstico. En este caso, el andlisis estadistico de los datos
reveld la existencia de una relacién causa-efecto entre ambas caracteristicas poblacionales (p < 0,05;

grados de libertad = 1; chi-cuadrado experimental= 6,65; ver chi-cuadrado tedrica en ANEXO 2).

Mas del doble de los individuos que manifestaron haber padecido una intoxicacion alimentaria grave
resultaron ser portadores nasales de estafilococos coagulasa positivos (Figura 18). Por tanto, al igual
qgue se ha indicado anteriormente, el hecho de ser portador crénico de estafilococos coagulasa
positivos no implica que el individuo se convierta en inmune frente a un determinado patdgeno.
Incluso en determinados momentos, la barrera natural de estos individuos podria verse comprometida
y, en consecuencia, la bacteria dejaria de ser inofensiva para el huésped desencadenando un tipico

proceso infeccioso.
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FIGURA 18. RELACION ENTRE PORTADOR NASAL DE ESTAFILOCOCOS COAGULASA POSITIVOS Y HABER PADECIDO
TOXIINFECCION ALIMENTARIA GRAVE

4.4. Busqueda de estafilococos meticilin-resistentes (MRSA)

Las infecciones causadas por cepas de estafilococos resistentes a la meticilina (MRSA) suponen un
grave problema clinico y epidemiolédgico que, a menudo, requiere un tratamiento con antibiéticos a
largo plazo (Camarena y Sanchez, 2002). Las tasas de aparicion de MRSA son muy elevadas en los
Estados Unidos, y sureste de Europa, pero relativamente bajas en el norte de Europa. Aunque
tradicionalmente se han relacionado las cepas MRSA con la resistencia a penicilina, otros estudios muy
relevantes han relacionado también a estas cepas con la aparicién de resistencias frente a la oxacilina

y la cefoxitina (Balhausen et al., 2014).

Para la busqueda de cepas de estafilococos resistentes a meticilina se llevé a cabo un antibiograma a
partir de todas las cepas de la coleccién de origen nasal y dérmico que mostraron actividad coagulasa
débil, intermedia o fuerte. De un total de 213 cepas aisladas a partir de los 71 individuos de la
poblacién, sélo fueron ensayadas mediante antibiograma 56 de ellas. Los resultados de
susceptibilidad/resistencia se interpretaron en funcidén de la medida de los halos de inhibicién del
crecimiento de cada cepa frente a la oxacilina y la cefoxitina (Figura 19). Para cada ensayo realizado
entre una cepa y un disco de antibidtico se tomaron dos medidas de halo de inhibicidn. Los puntos de
corte empleados en la interpretacidn de la sensibilidad fueron los indicados por Anand et al. (2009).
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FIGURA 19. DISTRIBUCION HALOS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO (MM) FRENTE A CADA UNO DE LOS ANTIBIOTICOS
ENSAYADOS.

En la Figura 19 se muestra un grafico circular en el que la linea naranja representa el perfil de
susceptibilidad/resistencia de todas las cepas ensayadas frente al antibidtico cefoxitina (FOX),
mientras que la linea azul representa el de la oxacilina (OX). Estas lineas representan la distribucidn de
los halos de inhibicion, en milimetros, observados tras realizar el antibiograma. En el centro de la Figura
19 se ha sefialado una zona de color rojo, que corresponderia a la zona de maxima resistencia. Algunos
autores consideran que una cepa es resistente a la cefoxitina cuando el didametro del halo es menor de

20 mm, mientras que para la oxacilina el limite descrito estd en torno a 13 mm (Anand et al., 2009).

Los diametros de inhibicién de la cefoxitina han llegado a superar en algunos casos los 60 mm de
didmetro, mientras que la oxacilina muestras valores maximos en torno a 40 mm. En la Figura 19 los
perfiles del antibiograma descritos para cada antibidtico parecen ser paralelos, de hecho, en algunos
casos coinciden en una misma cepa los picos de mayor susceptibilidad o resistencia los picos (flechas
en color rojo). Aunque hay cepas que estan cerca de la zona de riesgo, ninguna de ellas ha mostrado
una clara resistencia frente a los dos antibiéticos ensayados.

Hay que destacar que el uso de cefoxitina prevalece sobre la oxacilina cuando se buscan resistencias
mediadas por el gen mecA. Ademads, la cefoxitina no presenta problemas de estabilidad en su

conservacion (Ardanuy et al., 2011).

En la Tabla 3, se muestra un resumen de los estadisticos descriptivos relacionados con el antibiograma
realizado a la subcoleccién de cepas coagulasa positivo. Se indican en este caso los valores medios,

desviacidn y coeficiente de variacién de los datos, valores minimos y maximos de los halos detectados
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frente a cada antibidtico, asi como el coeficiente de curtosis, que hace referencia a la mayor o menor

simetria de los datos con respecto a la media.

116 116
40,40 29,69
8,65 6,82
21,40% 22,97%
25,0 14,0
65,0 48,0
40,0 34,0
0,94 -1,09

TABLA 3. RESUMEN DE ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS PARA LOS RESULTADOS DEL ANTIBIOGRAMA

El didmetro medio de los halos observados frente a la cefoxitina (FOX) se encuentra en torno a 40 mm
y la oxacilina en 29,69 mm. También se aprecia que la desviacién estandar en la cefoxitina es mayor,
mientras que, en el caso de la oxacilina, el valor promedio no superd los 30 mm. La dispersion de los
resultados en ambos casos fue muy similar, observdndose un coeficiente de variacidon en torno al 21-
22%. Hay que indicar que la curtosis estandarizada se puede utilizar para comparar si las muestras
provienen de distribuciones normales. Miden la mayor o menor concentracion de datos alrededor de
la media. Si este coeficiente es nulo, la distribucion se dice normal (similar a la distribucién normal de
Gauss) y recibe el nombre de mesocurtica. Si el coeficiente es positivo, la distribucion se llama
leptocurtica, mds puntiaguda que la anterior. Hay una mayor concentracion de los datos en torno a la
media. Si el coeficiente es negativo, la distribucidn se llama platicurtica y hay una menor concentracion
de datos en torno a la media. Seria mas achatada que la primera. Valores de estos estadisticos fuera
del rango de -2 a +2 indican desviaciones significativas de la normalidad, lo que tenderia a invalidar las
pruebas que comparan las desviaciones estandar. En este caso, ambas tienen los datos de curtosis
estandarizada se encuentran dentro del rango indicado, aunque en el caso de la cefoxitina la

distribucidon fue leptocurtica, mientras que en el caso de la oxicilina fue platicurtica (Tabla 3).

La distribucion de los datos se ha representado mediante un grafico de frecuencias relativas, de forma
gue se puede observar cémo la grafica de distribucion de frecuencias para la cefoxitina (FOX) muestra
una ligera asimetria positiva (cola a la derecha del grafico), mientras que en el caso de la oxicilina (OX)
se observa una ligera asimetria negativa (cola a la izquierda del grafico). A la vista de los resultados
indicados en el grafico de distribucidn, podria intuirse que en general las cepas son mds sensibles a la
cefoxitina (cefalosporina de 22 generacién) mientras que parecen ser mas resistentes a la oxacilina
(Figura 20).
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FIGURA 20. DISTRIBUCION DE LOS RESULTADOS DEL ANTIBIOGRAMA MEDIANTE UN
HISTOGRAMA DE FRECUENCIAS RELATIVAS

Con objeto de analizar la posible influencia de los factores “Individuo”, “Procedencia”, “Coagulasa”,
“Cepa” y “Repeticidon” sobre la mayor o menor amplitud de los halos de inhibicidn se llevé a cabo un
analisis de varianza multifactorial (ANOVA) y un test de minima diferencia significativa (LSD test) a un
intervalo de confianza del 95%. El factor “Individuo” indica la procedencia de la cepa segun el sujeto
de estudio. La “Procedencia” se refiere al origen de la cepa (nasal o dérmico). El factor “Cepa” se refiere
a cada una de las cepas que se sometieron al antibiograma. El factor “Coagulasa” se refiere a la
capacidad de las cepas ensayadas para producir la coagulacién del suero de forma débil, moderada o
fuerte. Por ultimo, analizando la influencia del factor “Repeticion” se tratéd de confirmar que los

resultados eran repetitivos para cada cepa.

Con la realizacion del test ANOVA se tratd de determinar qué factores tuvieron un efecto
estadisticamente significativo sobre la medida de los halos de inhibicidn del crecimiento frente a
cefoxitina (FOX) y oxacilina (OX). El valor de P en la tabla ANOVA permite identificar los factores que
fueron estadisticamente significativos (P < 0,05). Por Ultimo, para cada factor significativo, el test de
Rangos Multiples (test LSD) indica qué medias fueron significativamente diferentes de otras, entre los

niveles de una misma variable.

Para cada una de las variables de estudio (@ FOX y @ OX) se mostrara a continuacion una tabla ANOVA,
que revelara en cada caso que factores influyeron de forma significativa, asi como los graficos
derivados del test de rangos multiples, que confirmaran las posibles diferencias entre grupos de

homogeneidad.

En la Tabla 4 se muestra el andlisis de varianza multifactorial ANOVA para la variable didmetro de halo

de inhibicidn frente al antibiético cefoxitina (@ FOX):
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0,00
0,75
0,00
0,00
0,73

TABLA 4. ANALISIS ANOVA MULTIFACTORIAL PARA LA VARIABLE @ FOX (MM)

Para llevar a cabo este andlisis el programa ha realizado una descomposicién de la variabilidad del
didametro de los halos de la cefoxitina en contribuciones debidas a varios factores. Los valores de P
prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. En este caso, quedd patente la
influencia de los factores “Individuo”, “Coagulasa” y “Cepa” sobre la medida de los halos de inhibicion
del crecimiento frente a los discos de cefoxitina, con un 95% de nivel de confianza. Por el contrario, no
se observé influencia significativa de los factores “Procedencia” y “Repeticion” sobre dicha variable (P

> 0,05).

En la Figura 21 se puede ver la representacion del test de minima diferencia significativa (test LSD) para
la variable @ FOX en funcién del factor “Individuo”. En dicha Figura se pone de manifiesto la existencia
de individuos que podrian catalogarse como mas o menos sensibles al efecto de la cefoxitina.
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FIGURA 21. REPRESENTACION DE LA INFLUENCIA DEL FACTOR INDIVIDUO FRENTE A @ FOX (TEST DE MINIMA
DIFERENCIA SIGNIFICATIVA)
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Asi, todos aquellos localizados dentro de recuadro rojo podrian considerarse mas resistentes que
aquellos localizados en el recuadro verde, los cuales muestran las medidas de halos de inhibicién
mayores en el antibiograma. Aun detectdndose multiples solapamientos entre individuos, cabe
destacar la mayor susceptibilidad del individuo 42, frente a la de los individuos 25, 26, 45 y 62, que

mostraron una mayor resistencia a la cefoxitina (Figura 21).

En la Figura 22 se muestra el analisis de la minima diferencia significativa para la variable @ FOX en
funcién del factor “Cepa”. Las cepas rodeadas en color rojo (28-MSPIEL-1 y 35-MSNASAL-1) se
consideraron como las mas resistentes a la cefoxitina en comparacién con el resto. Las cepas rodeadas
en verde fueron las mas susceptibles (24-MSNASAL-1, 28-MSPIEL-2, 60-MSNASAL-1y 63-MSPIEL-2). En
este caso, ademas, se pudo determinar la procedencia de las cepas mas interesantes desde un punto
de vista clinico (individuos 28 y 35). Algunos trabajos definen el limite entre resistencia y sensibilidad
de una cepa a la cefoxitina en torno a 21 mm de halo de inhibicién (Ardanuy et al., 2011). Aunque en
este caso, no se puede considerar que ninguna de las cepas ensayadas sea estrictamente resistente, si

se pone de manifiesto la cercania de al menos dos de ellas a los valores considerados de riesgo.
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FIGURA 22. REPRESENTACION DE LA INFLUENCIA DEL FACTOR CEPA FRENTE A @ FOX (TEST DE MINIMA
DIFERENCIA SIGNIFICATIVA)

Cabe destacar la mayor dispersidn de los resultados en la Figura 21, lo que puede explicarse por el
hecho de que en un mismo individuo se pudieron aislar diferentes cepas, que mostraron sensibilidades

diferentes a la cefoxitina.
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Con respecto al factor “Coagulasa”, en la Figura 23 se pone de manifiesto la clara influencia del mismo
sobre la variable @ FOX. Asi, mediante el test de la minima diferencia significativa pudieron detectarse
dos grupos de homogeneidad diferentes siendo el correspondiente al de la actividad “coagulasa
fuerte” el que mostrd los resultados de mayor resistencia en el antibiograma frente a cefoxitina. Este
hecho podria justificar el mayor interés de las cepas de estafilococos coagulasa positivas en el
desarrollo de resistencias frente a este tipo de antibidticos. Adicionalmente, una mayor actividad

coagulasa puede ser indicativo de una mayor patogenicidad de la cepa.

En esta figura no se observd solapamiento entre la categoria “coagulasa fuerte” con el resto de las
categorias, mientras que los datos correspondientes a la actividad “coagulasa débil y media” no fueron

significativamente diferentes entre ellos.
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FIGURA 23. REPRESENTACION DE LA INFLUENCIA DEL FACTOR COAGULASA FRENTE A @ FOX (TEST DE MiNIMA
DIFERENCIA SIGNIFICATIVA)

Siguiendo el mismo protocolo de interpretacion y discusién de los resultados del antibiograma para
la cefoxitina, se muestra a continuacién, el analisis de la varianza multifactorial (ANOVA) para la

n o u n o«

variable @ OX en funcién de los factores “Individuo”, “Procedencia”, “Coagulasa”, “Cepa” y
“Repeticidon” (Tabla 5).

0,00
0,61
0,00
0,00
0,71

TABLA 5. ANALISIS ANOVA MULTIFACTORIAL PARA LA VARIABLE @ OX (MM)
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Aligual que en el caso de la variable @ OX, destacd la influencia de los factores “Individuo”, “Coagulasa”
y “Cepa” sobre la medida de los halos de inhibicién del crecimiento frente a los discos de oxacilina, con
un 95% de nivel de confianza (Tabla 5). De nuevo, los factores “Procedencia” y “Repeticién” no

influyeron significativamente sobre la variabilidad de variable (P > 0,05).

En la Figura 24 se representa el test de minima diferencia significativa (test LSD) para la variable @ OX
en funcidn del factor “Individuo”. En dicha Figura se pone de manifiesto la existencia de individuos que
son mas o menos sensibles al efecto de la cefoxitina. Destacan en este caso dos individuos (63 y 35),
que se salen de la zona considerada de respuesta normal (recuadro amarillo). En el recuadro verde se
incluye el individuo 63, considerado como el mas sensible a la oxacilina, mientras que en recuadro rojo
(zona de resistencia) destaca el 35, aunque solapa estadisticamente con otros individuos que también

podrian considerarse mas resistentes que el resto (el 7 y el 35).
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FIGURA 24. REPRESENTACION DE LA INFLUENCIA DEL FACTOR INDIVIDUO FRENTE A @ OX (TEST DE MiNIMA
DIFERENCIA SIGNIFICATIVA)

En la Figura 25, se observa también una enorme diversidad en lo que se refiere a la susceptibilidad de
las cepas frente a la oxacilina. En términos generales, la coleccidn de cepas ensayada se concentra en
torno a 17 y 41 mm de halo de inhibicién frente a la oxacilina (recuadro amarillo). Sélo dos cepas
destacaron en cuanto al resto: la que presentd mds sensibilidad fue la cepa 63-MSPIEL-2, mientras que
la mas resistente fue la 35-MSNASAL-1. En este caso, se detectaron sendas coincidencias en los

antibiogramas realizados para los dos antibidticos de eleccidn.
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Por ultimo, en la Figura 26, se pone de manifiesto la influencia significativa del factor “Coagulasa” con

relacion a la variable @ OX. Al igual que en el caso de la cefoxitina, el grupo de cepas que mostraron

una actividad coagulasa mas fuerte se revelé como el grupo mas resistente al efecto de la oxacilina

(Figura 25). El limite entre resistencia y sensibilidad de una cepa a la cefoxitina se establece en torno a

10 mm de halo de inhibicién (Ardanuy et al., 2011). En este caso, no se puede considerar que ninguna

de las cepas ensayadas sea estrictamente resistente, aunque es evidente que la cepa 35-MSNASAL-1

se encuentra cercana al limite de lo considerado como resistente.
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FIGURA 26. REPRESENTACION DE LA INFLUENCIA DEL FACTOR COAGULASA FRENTE A @ OX (TEST DE MiNIMA DIFERENCIA
SIGNIFICATIVA
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5. CONCLUSIONES
Tras el anterior andlisis de resultados se alcanzaron las siguientes conclusiones:

i- El protocolo de muestreo y andlisis de resultados llevado a cabo en este trabajo puso de manifiesto

la existencia de individuos portadores sanos, nasales y dérmicos, de estafilococos coagulasa positivos.

ii- La condicidn de portador nasal de estafilococos coagulasa positivos estuvo estrechamente vinculada
con la deteccidn de anomalias inmunolégicas en la IgA de muestras de saliva, entendiéndose por
“anomalia” los valores extremos de concentracidn que se encuentran fuera del rango considerado

como normal para dicha IgA (5-20 mg/dl).

iii- A pesar de no haberse detectado cepas estrictamente resistentes a los antibidticos cefoxitina y
oxacilina, el anadlisis de la poblacién de estudio reveld la existencia de individuos “atipicos” por
presentar un mayor grado de resistencia o sensibilidad a los antibiéticos seleccionados, lo que hace
sospechar que podria existir una importante influencia endégena en el desarrollo de resistencias

frente a estos antibidticos.

iv- La capacidad de determinadas cepas para coagular el fibrindgeno (actividad coagulasa) se relacioné
de forma significativa con una mayor resistencia a los antibidticos cefoxitina y oxacilina, mientras que

la procedencia nasal o dérmica de las mismas no parecid influir en el desarrollo de tales resistencias.

v- Para asegurar la deteccion de cepas de estafilococos meticilin-resistentes (MRSA), y teniendo en
cuenta la variabilidad fenotipica de las cepas de Staphylococcus spp. (especialmente S. aureus), puede
ser adecuado aplicar un protocolo de diagndstico que combine la deteccion de las actividades DNasa

y coagulasa, de forma previa al antibiograma.
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ANEXO 2. Tabla de distribucion de la Chi-cuadrado

Irene Molina Panadero

df X.Qg.% X.Qggn X.2973 X.Qgsn X.Qgrm X.2100 X%sn X?rm X%m X.Qrms

1 0.000 0.000 0.001 0.004 0.016 2.706 3.841 5.024 6.635 7.879

2 0.010 0.020 0.051 0.103 0.211 4.605 5.991 7.378 9.210 10.597
3 0.072 0.115 0.216 0.352 0.584 6.251 7.815 9.348 11.345 12.838
4 0.207 0.297 0.484 0.711 1.064 7.779 9.488 11.143 13.277 14.860
5 0.412 0.554 0.831 1.145 1.610 9.236 11.070 12.833 15.086 16.750
6 0.676 0.872 1.237 1.635 2.204 10.645 12.592 14.449 16.812 18.548
7 0.989 1.239 1.690 2.167 2.833 12.017 14.067 16.013 18.475 20.278
8 1.344 1.646 2,180 2.733 3.490 13.362 15.507 17.535 20.090 21.955
9 1.735 2.088 2.700 3.325 4.168 14.684 16.919 19.023 21.666 23.589
10 2.156 2.558 3.247 3.940 4.865 15.987 18.307 20.483 23.209 25.188
11 2.603 3.053 3.816 4.57H H.078 17.275 19.675 21.920 24.725 26.757
12 3.074 3.571 4.404 5.226 6.304 18.549 21.026 23.337 26.217 28.300
13 3.565 4.107 5.009 5.892 7.042 19.812 22.362 24.736 27.688 29.819
14 4.075 4.660 5.629 6.571 7.790 21.064 23.685 26.119 29.141 31.319
15 4.601 5.229 6.262 7.261 8.547 22.307 24.996 27.488 30.578 32.801
16 5.142 5.812 6.908 7.962 9.312 23.542 26.296 28.845 32.000 34.267
17 5.607 6.408 7.564 8.672 10.085 24.769 27.587 30.191 33.409 35.718
18 6.265 7.015 8.231 9.390 10.865 25.980 28.869 31.526 34.805 37.156
19 6.844 7.633 8.907 10.117 11.651 27.204 30.144 32.852 36.191 38.582
20 7.434 8.260 9.591 10.851 12.443 28.412 31.410 34.170 37.566 39.997
21 8.034 8.897 10.283 11.591 13.240 29.615 32.671 35.479 38.932 41.401
22 8.643 9.542 10.982 12.338 14.041 30.813 33.924 36.781 40.289 42.796
23 9.260 10.196 11.689 13.001 14.848 32.007 35.172 38.076 41.638 44.181
24 9.886 10.856 12.401 13.848 15.659 33.196 36.415 39.364 42.980 45.559
25 10.520 11.524 13.120 14.611 16.473 34.382 37.652 40.646 44.314 46.928
26 11.160 12.198 13.844 15.379 17.292 35.563 38.885 41.923 45.642 48.290
27 11.808 12.879 14.573 16.151 18.114 36.741 40.113 43.195 46.963 49.645
28 12.461 13.565 15.308 16.928 18.939 37.916 41.337 44.461 48.278 50.993
29 13.121 14.256 16.047 17.708 19.768 39.087 42 557 45.722 49.588 52.336
30 13.787 14.953 16.791 18.493 20.599 40.256 43.773 46.979 50.892 53.672
40 20.707 22.164 24.433 26.509 20.051 51.805 H5.TH8 59.342 63.691 66.766
50 27.991 29.707 32.357 34.764 37.680 63.167 67.505 71.420 76.154 79.490
60 35.534 37.485 40.482 43.188 46.459 74.397 79.082 83.208 88.379 91.952
70 43.275 45.442 48.758 51.739 55.329 85.527 90.531 95.023 100.425 | 104.215
80 51.172 53.540 57.153 60.391 64.278 96.578 101.879 | 106.629 | 112.329 | 116.321
90 59.196 61.754 65.647 69.126 73.291 107.565 | 113.145 | 118.136 | 124.116 | 128.299
100 | 67.328 70.065 74.222 77.929 82.358 118.498 | 124.342 | 129.561 | 135.807 | 140.169

42




