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I. REVISION Y ANTECEDENTES

1.
Género Staphylococcus

El término Staphylococcus viene del griego Staphyle = racimo y kokkos = granos, denomina-
cion inicialmente otorgada por Ogston hacia 1880, aunque tanto Koch como Pasteur ya lo

habian observado.

Los miembros del género Staphylococcus son cocos Gram-positivos aislados o formando pa-
rejas, tétradas, cadenas cortas y grupos a modo de racimos irregulares (figura 1.1), debido a su
capacidad de division celular en tres planos perpendiculares sucesivos y a que las células hijas
no se separan completamente. Los estafilococos son bacterias aerobias o anaerobias faculta-

tivas, inmoviles y no formadoras de esporas que generalmente no poseen capsula.

Figura 1.1- (a) Tincién de Gram de Staphylococcus. (b) Imagen de microscopio electrénico. En ambos casos puede

observarse su agrupacién formando tétradas.
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que poseen caracteristicas Unicas si se comparan con sus congéneres menos virulentos. Entre
estas caracteristicas se incluyen la produccion de la enzima coagulasa vy el factor de afinidad
por el fibrinégeno que tienen valor diagndstico en el laboratorio puesto que ayudan a dis-
criminar entre los estafilococos coagulasa positivos (S. aureus) y los estafilococos coagulasa
negativos. (Mandell, 2006).
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I. REVISION Y ANTECEDENTES

2.
Especie Staphylococcus aureus

La especie Staphylococcus aureus o “estafilococo dorado” se caracteriza por un rapido crecimien-
to en agar sangre y otros medios solidos no selectivos (figura 1.2). Las colonias individuales
son lisas, opacas y convexas, con un didmetro de 1 a 3 mm dentro de las primeras 24 horas de
cultivo. En ciertas condiciones, la pigmentacién amarillenta o dorada clasica causada por los ca-
rotenoides no se distingue con facilidad, pero esta pigmentacién puede estimularse mediante
una incubacién adicional a temperatura ambiente y con luz diurna durante 24-48 horas. El Sta-
phylococcus aureus es B—hemolitico (figura 1.2), es decir, destruye por completo los eritrocitos.

Figura 1.2— Colonias de S. aureus en agar sangre.

Es un microorganismo anaerobio facultativo, mesdfilo, requiere de aminoacidos y vitaminas

para su crecimiento, es capaz de fermentar la glucosa y el manitol con produccion de 4cido,
y tolera rangos de pH y temperaturas muy amplios. Del mismo modo, tolera concentraciones
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salinas de hasta un 20% de cloruro sédico permitiendo emplear esta caracteristica para su

aislamiento selectivo.

Puede producir una amplia variedad de enfermedades, desde infecciones cutaneas relativamente
benignas, como foliculitis y forunculosis, hasta enfermedades profundamente arraigadas y con
gran riesgo para el paciente como son la osteomielitis, neumonia y endocarditis (Gordon y Lowy,
2008). La lesion anatdmica basica inducida por el S. aureus es un exudado piégeno o un absceso.

Ademés de producir muchos tipos de infecciones en las que el microorganismo esta fisicamente
presente en el propio lugar de la infeccion, también el Staphylococcus aureus es capaz de producir
enfermedades a distancia mediadas por secrecion de toxinas (toxemia o toxinosis). La diseccién
genética y molecular de Staphylococcus aureus ha revelado un gran ndmero de adhesinas de su-
perficies que intervienen en la adherencia y colonizacion de los tejidos dianas (Mandell, 2006).

En el ser humano el Staphylococcus aureus muestra preferencia por la regién anterior de las
fosas nasales, en especial en los adultos, pudiendo existir como residente o como miembro
transitorio de la flora normal. Las tasas de portadores nasales varfan entre el 10% y el 40%,
tanto en la poblacién general como en el ambiente hospitalario. El hecho de ser portador
nasal eleva el riesgo de infeccién en ciertas poblaciones, como en el caso de pacientes con fo-
runculosis recurrentes y pacientes sometidos a procedimientos médicos, como hemodialisis
o didlisis peritoneal prolongada o cirugfa. El estado de portador nasal de S. aureus constituye
también un medio de persistencia y diseminacion de estafilococos multirresistentes, en espe-
cial S. aureus resistente a la meticilina (SARM).

Los individuos proclives a las infecciones estafilocécicas son los recién nacidos, las mujeres en
periodo de lactancia, los enfermos crénicos, aquellas personas con afecciones cutédneas e in-
cisiones quirdrgicas y aquellas cuyos sistemas inmunoldgicos estan deprimidos por el uso de
corticosteroides, radioterapia, farmacos inmunosupresores 0 medicamentos anticancerosos.

La heterogeneidad de las enfermedades que es capaz de producir y la capacidad Unica de
Staphylococcus aureus para desarrollar resistencias a casi cualquier nuevo antibidtico reflejan
la extraordinaria capacidad de este microorganismo para adaptarse y sobrevivir en una gran
diversidad de entornos. El S. aureus contiene numerosos fragmentos moviles de ADN exdge-
no, cComo secuencias de insercion, transposones, bacteriéfagos e islas de patogenicidad que
contienen determinantes especificos responsables de la enfermedad y de la resistencia anti-
bidtica (Kuroda et al,, 2001; Baba et al., 2002).

El Staphylococcus aureus ha constituido siempre un obstaculo para la terapia antimicrobiana, y ha
superado todos los agentes terapéuticos que se han desarrollado en los dltimos 50 afos. En 1928
Fleming descubrio las Penicilinas cuyo mecanismo de accién antibacteriano se basa en la inhibi-
cion de la sintesis de la pared celular de las bacterias. A finales de 1940 se empezd a comercializar
la penicilina en Estados Unidos lo que sin duda marcd el comienzo de la era antibidtica moderna.

24



I. REVISION Y ANTECEDENTES

3.
Resistencia de Staphylococcus aureus
a los antibidticos

3.1. Generalidades.

Los antibiodticos son farmacos empleados para el tratamiento de las enfermedades in-
fecciosas producidas por bacterias. La diana farmacoldgica no se localiza en un deter-
minado tejido del organismo infectado, sino en la bacteria. Por tanto, la molécula del
antibidtico a utilizar debe ser toxica para la bacteria a la vez que lo menos tdxica posible

para el ser humano.

Los antibiodticos pueden ejercer su acciéon de dos maneras: bacteriostatica, es decir, inhi-
biendo temporalmente el crecimiento de la bacteria, o bactericida, es decir, destruyen-
do la viabilidad celular. Los mecanismos de accion son los siguientes:

- Inhibicién de la sintesis de la pared celular. En este grupo se encuentran los B-lacta-
micos y glicopéptidos que actlan inhibiendo distintos procesos implicados en la

sintesis del peptidoglicano.

- Inhibicién de la sintesis proteica, actuando a diferentes niveles en las subunidades
ribosomales 30S y 50S. En este grupo se encuentran los aminoglucésidos, tetracicli-
nas, macrolidos, lincosamidas, estreptograminas, cetélidos, cloranfenicol, acido fusi-
dicoy mupirocina.

- Bloqueo de la sintesis de los Acidos Nucleicos. En este grupo se encuentran las sulfona-
midas y la trimetoprima, que actuan inhibiendo el metabolismo del acido félico, las
quinolonas, que interfieren en la sintesis de la replicacién del ADN por inhibicion del
ADN-girasa, y la rifampicina, que actla inhibiendo la ARN-polimerasa dependiente
del ADN afectando asf a la transcripcion.
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3.2.

3.3.

Resistencia a glicopéptidos.

La resistencia multiple y el incremento de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
ha provocado un aumento del consumo de glicopéptidos, lo que ha derivado en la apa-
ricién de cepas con sensibilidad disminuida a la vancomicina.

En 1997 fue comunicado por primera vez en Japdn, un caso de fracaso terapéutico con
vancomicina en un paciente infectado por una cepa de SARM (Hiramatsu et al,, 1997). A
partir de entonces se han comunicados casos similares, teniendo todos ellos en comun
el haber recibido un tratamiento prolongado y no efectivo con vancomicina, en el trans-
curso del cual se aislaron cepas de SARM con sensibilidad disminuida a glicopéptidos.
Estas cepas se conocen con el nombre de VISA (vancomycin intermediate-resistan S.

aureus) o GISA (glycopeptide intermediate-resistant S. aureus).

Se han comunicado dos tipos de resistencia a los glucopéptidos en Staphylococcus ais-

lados en la clinica:

1. Resistencia de bajo nivel: (CMI de vancomicina 4 a 8 mg/L). Este tipo de resistencia afec-

ta tanto al Staphylococcus aureus como a los Staphylococcus coagulasa negativos.
- Sensibilidad disminuida a los glicopéptidos.
- Resistencia heterogénea.
- Engrosamiento de la pared.
- Subpoblaciones de lento crecimiento.

2. Resistencia de alto nivel: (CMI de vancomicina >16 mg/L). Este tipo de resistencia

afecta al Staphylococcus aureus.

- Produccion de gen vanA (ligasa Van A, D-alanil-D-lactato con baja afinidad

por glicopéptidos).
« Fenotipo vanA.

El gen vanA es un gen que confiere resistencia de alto nivel del SARM a la Vancomicina
y Teicoplanina. Este gen aparecié por primera vez en Michigan en el afio 2002 y es un
gen de adquisicion externa a partir de Enterococcus con fenotipos muy raros que hasta
el momento no tenemos en Espafa (Tenover y Pearson, 2004).

Mecanismos de resistencia a los macroélidos, lincosamidas
y estreptograminas.

Los Macrélidos, Lincosamidas y Estreptograminas (MLS) acttan en la subunidad 50S del
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ribosoma bacteriano, blogueando la sintesis de proteinas. Los mecanismos de resisten-

Cia pueden ser:

1. Modificacién de la diana bacteriana del farmaco por accién de una metilasa codifica-

da por genes erm.
2. Expulsién activa del antimicrobiano.
3. Inactivacién del propio farmaco.
4. Modificaciéon de la diana por mutaciéon del ARNr o de proteinas ribosomales.

De estos 4 mecanismos, el mas frecuente es el codificado por los genes erm, cuyo origen

se encuentra en los transposones.

3.4. Mecanismos de resistencia a las fluoroquinolonas.

Se han descrito varios mecanismos de resistencia a las fluoroquinolonas en Staphylococ-

cus aureus que son:
1. Mutaciones en los genes gyrA y gyrB que codifican la produccion de la topoisomerasa Il.
2. Mutaciones en los genes parCy parE que codifican la produccién de la topoisomerasa IV.

3. Mutaciones en el gen norA responsable de una bomba de expulsion activa.

3.5. Mecanismos de resistencia a los aminoglucosidos.

En Staphylococcus aureus se han descrito basicamente tres mecanismos de resistencia a

los aminoglucésidos:
1. Mutaciones puntuales en la diana ribosémica.
2. Alteracion de la permeabilidad de la membrana.

3. Modificacion enzimatica del antibidtico por acetilacién, fosforilacion o nucleotidila-
cion de grupos amino e hidrofilo, siendo este Ultimo el mecanismo de resistencia con

mayores implicaciones clinicas.

3.6. Mecanismos de resistencia a oxazolidinona

Actualmente, la oxazolidinona es utilizada en la practica clinica (Linezolid) y aunque la
resistencia es poco frecuente, se han descrito Staphylococcus aureus con resistencia a
este antibidtico (Cuevas et al.,, 2008). Esta resistencia se debe a la mutacion G2576U en el
gen que codifica la subunidad 23S del ARNr (Pillai et al., 2002).
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3.7.

Recientemente se ha descrito la existencia de otro mecanismo de resistencia mediado
por la adquisicion de la ARNr (A2503) metilasa, codificada por el gen cfr de localizacion
plasmidica (Arias et al., 2008).

Resistencia a B—lactamicos.

Poco después de que la penicilina estuviera disponible para su uso comercial se publicé
el aislamiento de una cepa de Staphylococcus aureus resistente a la misma debido a la
produccién de una B-lactamasa o penicilinasa. Aunque inicialmente su apariciéon fue
esporadica, este tipo de resistencia se extendiod rapidamente, siendo frenada temporal-
mente, por la aparicion de la meticilina, ya que en 1961, el mismo afo de su introduc-
ciébn como agente terapéutico, se informo la aparicion de una cepa resistente a la misma
(Barber, 1961). A partir de ese momento, estas cepas han ido extendiéndose progresiva-

mente y constituyen en la actualidad un problema a nivel mundial.

Los B-lactdmicos y la penicilina actian uniéndose a un grupo de enzimas bacterianas
denominadas “penicillin binding proteins” o PBPs. Estas proteinas son responsables de la
transpeptidacion, transglicosilacion y carboxipeptidacion, que son funciones importantes
para la sintesis del peptidoglicano. Al inhibir la sintesis de este componente principal de la
pared bacteriana, ésta se desestabiliza y se produce la lisis y muerte bacteriana.

Las B-lactamasas son enzimas que producen la hidrolisis del anillo f-lactamico (figura 1.3),
causando la ausenci de actividad antimicrobiana. Los agentes antimicrobianos B-lacta-
micos inducen la produccion de 3-lactamasas en la mayoria de los estafilococos y en con-
creto las del Staphylococcus aureus hidrolizan gran variedad de compuestos B-lactamicos
entre los que se incluyen las aminopenicilinas, carboxipenicilinas y las ureidopenicilinas.

Figura 1.3- (a,b) Molécula y estructura quimica de penicilina. (c) Anillo -lactdmico.
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3.8. Meticilina.

La resistencia a los antibiéticos inhibidores de las f—lactamasas como la meticilina, na-
fcilina, cloxacilina, dicloxacilina y oxacilina, se ha denominado resistencia intrinseca o
resistencia a la meticilina. Los estafilococos resistentes a la meticilina son productores
de sélo una PBP dentro de las cuatro existentes, la PBP2 o PBP2a, la cual presenta baja
afinidad por los B-lactdmicos. Esta PBP2a es codificada por un elemento genético, el
gen mecA (de aproximadamente 2kb), y este a su vez se encuentra formando parte del
cassette cromosoémico estafilocécico o SCCmec que le confiere resistencia a la meticilina.

Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec)

El SCCmec es un fragmento de ADN exdgeno de 21-67 kb que no se encuentra en es-
tafilococos sensibles a la meticilina, que se integra en el cromosoma del SARM en un
unico lugar (attBscc) situado cerca del origen de la replicacion del S. aureus. El attBscc
se encuentra en un marco de lectura abierta (ORF, Open Reading Frame), de funcion
desconocida, designado orfX, que esté bien conservado entre las cepas clinicas de Sta-
phylococcus aureus. (figura. 1.4).

Fig. 1.4- Cassette Cromosdmico estafilococico y gen mecA.

5 orf ccrA ccrB mecl meck mecA IS orf 3

Aquellos Staphylococcus portadores del gen mecA y que expresan la proteina PBP2a se
consideran resistentes, no sélo a la meticilina, sino también a practicamente la totalidad
de los antibidticos B—lactdmicos (Hiramatsu et al.,, 2001).

La rapida identificacion y tipificacion de cepas de SARM es una cuestion importante en
la descripcion de la epidemiologia molecular y la evolucion del SARM, ofreciendo mu-
chas ventajas para el control de la transmision, tanto en la atencion sanitaria como en
la comunidad. La descripcién del SCCmec se considera una técnica esencial junto con la
tipificacion de secuencias multilocus o MLST (Multi Locus Sequence Typing), descripcion
del spa, y la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) (Deurenberg y Stobberingh,
2008; Faria et al.,, 2008).

Se han descrito 8 tipos de SCCmec I, II, lll, IV (IVa, Vb, IVc, IVd), V, VI, VIl y VIII que se cla-
sifican en largos o cortos dependiendo de su tamafo (figura 1.5) Los SCCmec |, Il, lll, VI,
VIIl, que son los cassettes mas largos, se han asociado desde hace muchos afios a cepas
hospitalarias (Ito et al.,, 2001), sin embargo el SARM comunitario presenta normalmente
los cassettes IV, V, VII (Malachowa y Deleo, 2010). Posteriormente, se propusieron dos
candidatos diferentes para el SCCmec IV: el HDE288 (Oliveira et al,, 2001) y CA05, 8/6-3-P
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(Ma et al, 2002), el primero de ellos ha sido reclasificado como el tipo de SCCmec VI (Oli-
veira et al,, 2006). Mas adelante se describe una cepa (WIS), con el elemento ccr (CCRQ)
y la clase mec (C2), este tipo fue nombrado como SCCmecV (Ito et al,, 2004). Mas recien-
temente, ha aparecido en la literatura el tipo SCCmec VIl (Berglund et al,, 2008; Higuchi
et al., 2008), sin embargo, el Grupo de Trabajo Internacional para la Clasificacion de los
elementos del cassette cromosémico estafilocodcico (IWG-SCC)) ha determinado que la
combinacién ccrC y mec class C1 (Berglund et al.,, 2008) debe ser reconocido como el
prototipo oficial. Por uUltimo, el SCCmec tipo VIII descrito recientemente se considera una
cepa epidémica de Canadd (Zhang et al,, 2009).

Recientemente en un analisis molecular en 26 paises de Europa se pudo apreciar el do-
minio en Espafa del SCCmec IV que también fue encontrado en el sur de Francia, mien-
tras que el cassette cromosémico SCCmec V se asocia a clones presentes en los cerdos.
(Vindel et al,, 2009; Grundmann et al,, 2010).

Fig. 1.5—- Comparacion de los distintos tipos de SCCmec.
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Dada laimportancia de la rapida identificacién y tipificacion de los Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (SARM), para entender la epidemiologia molecular y la evolucion
del SARM se han desarrollado marcadores moleculares como PCR Multiplex en tiempo
real para la deteccién del cassette cromosomico (SCCmec) del SARM. El disefio de este
sistema se basa en la definiciéon establecida de tipos de SCCmec, es decir, la combinacion
del complejo mec clase con el alotipo ccr. También en Estados Unidos y Taiwan utilizaron
en un estudio reciente este método de deteccion rapida de BD-GeneOhm™ de SARM,
obteniendo una alta tasa de deteccién entre los aislamientos de SARM que albergan
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tipos de SCCmec comunes y no comunes de los EE.UU. y Taiwan. Los tipos de SCCmec
aislados fueron I, II, I, IV, V,V (5C2 y 5), VI, VII. También se pudo encontrar el genotipo ST8
con SCCmec tipo IV asociados con clones comunitarios (Boyle-Vavra 'y Daum, 2010).

Como ya hemos mencionado anteriormente, la resistencia a la meticilina se debe a la
existencia de unas proteinas de unién a la penicilina (PBP2a o PBP2') que estan codifica-
das por el gen mecA. Estas proteinas tienen actividad transpeptidasa y muy baja afinidad
por los antibidticos B—lactamicos.

En la siguiente tabla (tabla 1.1) se muestran los diferentes mecanismos de resistencia
por los que el Staphylococcus aureus adquiere resistencia a los antibidticos —lactdmicos,
Aminoglucésidos, Fluoroquinolonas, Glucopéptidos, Macrélidos y lincosamidas.

Tabla 1.1- Mecanismos de resistencia antibiotica del S. aureus.
ANTIBIOTICO DIANA CELULAR GENES DE RESISTENCIA MECANISMO
R-lactamasas Bla—7 Hidrolisis enzimatica
B-lactdmicos PBP2a mecA del nucleo B-lactédmico.
Baja afinidad para PBPs.
Madificacion por
Aminoglucésidos RNAr 305 aacA-aphD, aadA, aadD, acetil-transferasas,
aadD, aphA, aphC, spc, strA adenil-transferasas o alteraciéon
ribosomal de las fosfotransferasas.
Mutaciones en los genes de la
Fluoroquinolonas DNA girasa gyrA /gyrB, norA, DNA girasa, bombas de expulsion,
grlA (o parC) mutaciones en el gen de la DNA
topoisomerasa V.
Glicopéptidos Complejos Desconocido, Van A Secuestro por la pared celular.
D-Ala-D-Ala
Macrélidos, RNAr 505 ermA, ermB, ermC, msrA Metilacién del RNAr.
lincosamidas Bombas de expulsion.
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4.
Procesos infecciosos
relacionados con SARM

La importancia de este microorganismo en la epidemiologia y la clinica es extraordinaria. En
los hospitales puede presentarse de forma epidémica y endémica, por lo que debe tenerse en
cuenta como uno de los agentes etioldgicos mas importantes en las infecciones nosocomiales.
Por otro lado, este microorganismo es con frecuencia multirresistente, obteniendo en muchas

ocasiones un fracaso de los tratamientos empiricos y dificultando el manejo de las infecciones.

El impacto de la resistencia sobre la mortalidad del SARM es un hecho probado aunque es
dificil asegurar que el conjunto de otros factores de riesgo de mortalidad en los enfermos no

influyan en la misma, sin atribuirlo en la totalidad a la resistencia.

En los servicios de cuidados intensivos la mortalidad bruta en enfermos infectados puede
llegar a alcanzar cifras de entre un 30% a un 50% de casos. La morbilidad de las infecciones
por SARM podria ser superior a la de Staphylococcus aureus sensible (SASM) y la duracion de
la estancia atribuible a estas infecciones es mayor. Esto puede deberse a la dificultad en su
tratamiento, asi como a las patologias asociadas que padecen los enfermos afectados (Pujol
et al,, 1994; Rodriguez-Bafo et al., 2009).

4.1. Patogenia de las infecciones producidas por
Staphylococcus aureus.
Las mucosas y la piel suponen una defensa de barrera mecanica frente a una invasion local

de los tejidos. Si por un traumatismo, enfermedad mucocutédnea o por una intervencion

quirdrgica se rompe esta barrera, el microorganismo puede llegar a los tejidos subyacen-
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4.2.

4.3.

tes y formarse un absceso (tejido necroético, fibrina y gran cantidad de leucocitos polimor-
fonucleares neutrofilos). Asimismo, se puede producir una liberacién de toxinas en la piel y
otros érganos causando exantema cutaneo y sintomas generales. El Staphylococcus aureus
es capaz de multiplicarse y desbordar los mecanismos locales de defensa y, en ocasiones,
alcanzar el sistema linfatico o torrente sanguineo, ocasionando una bacteriemia estafilo-
cocica, que puede complicarse con metastasis sépticas y/o con el desarrollo de un sindro-
me inflamatorio sistémico con shock y fallo multiorgénico (Mandell, 2006).

La patogenia de las infecciones invasoras incluye la colonizacion, la invasién epitelial o
de la mucosa, la neutralizacion de las defensas del huésped, la destruccién tisular y la
respuesta inflamatoria local o generalizada. En las intoxicaciones alimentarias, la fase
inicial es la ingestion de una cepa toxigénica, sequida por la produccion de la toxina, su
absorcién y la apariciéon de la enfermedad. Los principales factores de virulencia de este
microorganismo se basan en los componentes de su pared bacteriana, en la gran canti-
dad de enzimas y toxinas que produce y su capacidad, en determinadas circunstancias,
de supervivencia intracelular (Lowy FD, 1998).

Componentes de la pared celular.

El componente fundamental de la pared del Staphylococcus aureus es el peptidoglicano,
el cual supone el 50% del peso de la pared celular, siendo responsable de la forma vy
estabilidad del microorganismo. Ademas, presenta actividad endotoéxica, desencadena
la produccion de interleucina—1, estimula la quimiotaxis y agregaciéon de los leucoci-
tos, activa el complemento e induce la produccién de anticuerpos opsonizantes. Otros
componentes importantes de la pared celular son los &cidos teicoicos (40% del peso de
la misma), polimeros de fosfato especificos de especie, que median en la unién de los
estafilococos a las superficies mucosas y tienen la capacidad de inducir la produccién
de anticuerpos. Ademas, la capa externa de peptidoglicano incorpora, mediante union
covalente, distintas proteinas. Muchas cepas de Staphylococcus aureus estan recubiertas
por una capsula externa de naturaleza polisacarida, que protege a la bacteria de la fago-
citosis por parte de los leucocitos, y aumenta su capacidad de adherencia.

Enzimas.

Entre las sustancias con actividad enzimatica que sintetiza Staphylococcus aureus desta-
can las siguientes:

- Catalasa: desdobla el peréxido de hidrégeno, que es un componente muy téxico, en
otros menos toxicos como son el agua y oxigeno.

- Coagulasa ligada y libre: convierten el fibrinégeno en fibrina, por lo que pueden indu-
cir la formacion de una capa de fibrina alrededor del microorganismo.
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- Hialuronidasa: hidroliza el acido hialuronico, que forma parte del tejido conectivo.

- Penicilasa: inactiva la penicilina mediante la hidrolisis de su anillo f-lactamico.

4.4 Toxinas.

4.5.

Algunas cepas de Staphylococcus aureus producen proteinas extracelulares adicionales:
toxina a, 3, & y gamma (capacidad hemolitica), Leucocidina de Panton-Valantine (PVL)
(induce la degranulacién de los leucocitos polimorfonucleares y la liberacion de media-
dores de la inflamacién), toxinas exfoliativas (actUan destruyendo los desmosomas del
estrato granuloso de la epidermis y pueden producir el sindrome de la piel escaldada);
enterotoxinas (son eméticas y causan toxiinfecciéon alimentaria); toxina del shock toxico
0 TSST-1 (induce la liberacién de citosinas por macrofagos vy linfocitos T, produce la ex-

travasacion de las células endoteliales y pueden tener efecto citotodxico).

Infecciones mas frecuentes.

La prevencion de infecciones estafilocédcicas es problemética dado que muchos indivi-
duos son portadores asintomaticos y algunas enfermedades como la foliculitis se pue-
den contraer por simple contacto cutaneo. En algunas actividades como el cuidado de
ninos, ancianos, pacientes hospitalizados, asi como la manipulacion de alimentos, las
personas portadoras deben ser excluidas o tratadas con antimicrobianos para eliminar

su estado de portador.

En los hospitales es un microorganismo que es causa de numerosos e importantes bro-
tes ya que es dificil eliminarlo y muy facil transmitirlo (por contacto persona—persona,
uso de catéteres y el estado de los pacientes que lo habitan), facilitando la aparicion y
dispersion de las denominadas cepas hospitalarias (HA-SARM).

Un porcentaje determinado de pacientes colonizados por SARM desarrolla una infec-
cién por este microorganismo, frecuentemente relacionado con algin procedimiento
invasivo o con factores de riesgo especificos (Ellis et al., 2004; Nguyen et al., 2005). Las
zonas preferentes de colonizacién por SARM son la mucosa nasal, piel, faringe y tracto
gastrointestinal, pero el lugar de colonizacion no es un buen predictor de la infeccién,
ya que no suele coincidir el lugar de colonizacién con el de infeccién.

A continuacion se describen las infecciones mas significativas causadas por SARM:

4.5.1. Bacteriemia.

La incidencia de bacteriemias por SARM con respecto al total de Staphylococcus
aureus (EARSS, 2007) alcanza cifras de hasta un 50% en los paises del sur del con-
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4.5.2.

4.5.3.

tinente como Espana, incluyendo Gran Bretafa e Irlanda, en contraste con algu-
nos paises como Holanda, donde no llegan al 1% debido a politicas extremas de
control. En nuestro pafs la densidad de incidencia de bacteriemias en el afio 2008
fue de 7.2 x 100.000 pacientes/dias (EARSS, 2008).

La mayoria de los casos de bacteriemia por SARM se producen en pacientes hos-
pitalizados y su apariciéon suele asociarse al uso de dispositivos intravasculares,
aunque también a infecciones del tracto respiratorio e infecciones de piel y par-
tes blandas (Hope et al., 2008).

La mortalidad asociada a la bacteriemia por Staphylococcus aureus es elevada, en
torno al 30% a los 30 dias de diagnostico, debido al aumento de la bacteriemia
por SARM'y a la mayor mortalidad asociada a bacteriemia por SARM con respecto
a la bacteriemia por Staphylococcus aureus sensibles a la meticilina (SASM) (34% y
27% respectivamente), aunque las causas que justifican este aumento de la mor-

talidad aun no estan claras (Wyllie et al., 2006; Cosgrove et al., 2003).

También la estancia hospitalaria después de la infeccion en los pacientes con
bacteriemia por SARM 'y SASM se incrementa significativamente, asi como el coste
de la resolucion de estas infecciones es mucho mayor en los pacientes con SARM

que la que se atribuye a las bacteriemias por SASM (Cosgrove et al., 2005).

Infeccion Respiratoria.

La neumonia es la segunda infeccién nosocomial méas frecuente y el Staphylococ-
cus aureus se halla entre sus tres primeras etiologias. Los episodios causados por
SARM se asocian sobre todo con la ventilacion mecanica prolongada, aunque los
pacientes con otros factores predisponentes tales como Enfermedad Obstructiva
Crénica (EPOC) o el uso de corticoides pueden también desarrollar neumonia

precoz por SARM.

Infeccion de Piel y Partes blandas.

Dado que Staphylococcus aureus es un colonizador habitual de la piel, consti-
tuye la causa y la probabilidad mas frecuentes de que el agente causal de una
infeccion cutédnea sea el SARM. A los factores de riesgo generales para la infec-
cion por SARM hay que anadir algunos especificos para las infecciones cutédneas
y de tejidos blandos, como pueden ser heridas, traumatismos, quemaduras o

distintas dermatosis.

Las infecciones puedes estar limitadas a las capas mas superficiales de la dermis

o bien afectar a las mas profundas.
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4.54.

4.5.5.

- Infecciones superficiales. Aquellas que incluyen foliculitis, forinculos, eczemas

e impétigos.

-Infecciones profundas. De tipo ulceroso, incluyendo abscesos, celulitis, linfagitis

con linfadenitis, mastitis, fascitis necrosante y piomitosis.

Otros factores que las predisponen son la diabetes mellitus, inmunosupresion y

vasculopatias entre otros.

Infecciones Osteoarticulares.

Las infecciones osteoarticulares constituyen un amplio y heterogéneo campo de
entidades, aunque la mortalidad asociada a estas infecciones no es elevada si
lo son las secuelas y alteraciones funcionales asociadas. En el caso de la artritis
séptica es el Staphylococcus aureus el responsable del 37-56% de los aislamientos
tanto en adultos como en nifos. En la Osteomielitis, el agente causal mas frecuen-
te es el SARM y estd en relacion directa con la adquisicion nosocomial, la cirugfa
previa y la epidemiologia del centro en cuestion. Por Ultimo, las infecciones de
protesis articulares causadas por SARM suelen presentarse como una infeccion
temprana cuyo sintoma principal es el dolor y desarrollo, con frecuencia, de una

fistula, o bien de manera tardia en relacién con una infeccién bacteriémica.

Infeccion de Sitio Quirdrgico.

La infeccion de sitio quirdrgico (ISQ) anteriormente denominada infeccion de
herida quirdrgica es la tercera infeccion nosocomial mas frecuente (14-16%) vy
representa el 38% de las infecciones en el paciente quirurgico. El Staphylococcus
aureus sigue siendo la causa mas frecuente de ISQ aunqgue estdn aumentando
los microorganismos multirresistentes, y entre ellos el SARM, posiblemente como
reflejo de la mayor gravedad o inmunodeficiencia de los enfermos quirtrgicos o

del uso indiscriminado de antibidticos.

La presencia de SARM y Staphylococcus aureus sensibles a la meticilina (SASM)
en la herida quirlrgica incrementa 12 y 3 veces respectivamente la tasa de mor-
talidad en los 90 dfas posteriores a la cirugia. También la estancia hospitalaria
después de la infeccién y el coste de la resolucion de estas infecciones es mucho
mayor en los pacientes con SARM que la que se atribuye a la ISQ por SASM (Enge-
mann et al., 2003). La presencia de cuerpos extranos (proétesis y puntos de sutura)

aumentan el riesgo de ISQ.
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4.5.6. Infeccion del tracto urinario (ITU).

La bacteriuria por Staphylococcus aureus, se produce a través de diversos meca-
nismos, principalmente por propagacién ascendente después de la instrumen-
tacion (por ejemplo, sondaje vesical) o siembra hematdgena en el tracto geni-
tourinario. La bacteriuria se asocia fuertemente con bacteriemia en pacientes
infectados con Staphylococcus aureus, por lo que se dice que la bacteriemia es un
importante precursor para la bacteriuria. Las tasas de mortalidad hospitalaria son
mayores en pacientes con bacteriemia por Staphylococcus aureus con bacteriuria
si se comparan con los pacientes sin bacteriuria (39% vs 17%, respectivamente).
Se consideran como predictores significativos de mortalidad un urocultivo posi-
tivo y ser portador de sonda vesical permanente (Chihara et al., 2010).
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5.
Epidemiologia del SARM

5.1. Historia y Evolucion del SARM.

Como ya hemos mencionado con anterioridad, la historia del Staphylococcus aureus re-
sistente a meticilina se remonta a 1961, cuando se aislé por primera vez en un hospital
del Reino Unido (Barber, 1961). A partir de ese momento, el SARM comenzé a extenderse
a hospitales de todo el mundo, hasta que a finales de la década de los 80 y durante la
década de los 90 su prevalencia se hizo manifiesta en gran cantidad de paises (Johnson
et al, 2001; Styers et al., 2006).

A comienzos de este siglo, se demostrd que la mayoria de las hasta entonces denomi-
nadas cepas hospitalarias, por ejemplo el SARM de origen hospitalario (HA-SARM o
Hospital Acquired MRSA) pertenecian a sélo 5 complejos clonales (CC o Clonal Complex)
que eran: CC5, CC8, CC22,CC30y CC45 (Enright et al,, 2002) y que generalmente poseian
uno de los SCCmec de mayor tamafo (tipos |y lll) (Robinson y Enright, 2003), explicando
en parte su resistencia a la mayor parte de los agentes antimicrobianos empleados en la
clinica (Tenover et al.,, 2001).

Es asumido que en los humanos, el uso inadecuado de los agentes antimicrobianos
puede llevar a la seleccion y emergencia de microorganismos resistentes a estos anti-
bidticos, por lo que el uso de un tratamiento prolongado de antimicrobianos se consi-
dera un factor de riesgo para la adquisiciéon de SARM de origen hospitalario, asi como
una hospitalizacion prolongada, ingreso en una unidad de cuidados intensivos, proce-
dimientos quirdrgicos o proximidad a un paciente hospitalario que esta colonizado con
SARM (Thompson et al.,, 1982; Boyce, 1989).
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Una segunda fase en la historia del SARM surgié a mediados de los 90 cuando comen-
zaron a comunicarse infecciones en pacientes no hospitalizados de cepas de SARM dis-
tintas a la cepa hospitalaria (Herold et al.,, 1998; Chambers, 2001). En este momento
surge la denominada cepa comunitaria (CO-SARM o Community Acquired MRSA) y en
la actualidad se encuentra distribuida a nivel mundial. A pesar de que ha habido cierta
discrepancia sobre el origen de algunos casos, los analisis genéticos han demostrado
una clara diferencia con el HA-SARM, ya que predominan los pertenecientes al ST1, ST8,
ST30, ST59, ST80 y ST93 (Vandenesch et al, 2003) y la gran mayoria posee SCCmec de
menor tamano (tipos IV y V), explicando su mayor susceptibilidad a los agentes antimi-
crobianos. Por otro lado, el CO-SARM es portador del gen que codifica para la toxina
Panton-Valentine Leucocidina (PVL).

Los factores de riesgo para su adquisicion son diferentes en comparacién con el HA-
SARM, donde la mayoria de los casos se han relacionado con el uso de drogas intraveno-
sas, homosexualidad, deportes de contacto, nifos y personal militar y carcelario (Pathak
et al., 2010; Fontanilla et al., 2010; Maree et al.,, 2010; Ellis et al., 2009; David et al., 2008;
Sztramko et al., 2007).

A pesar de que el SARM se aislo por primera vez en 1972 en vacas con mastitis en Bélgica
(Devriese et al,, 1972), los animales no parecen tener un papel importante durante la
historia del SARM. Basandose en los resultados de tipaje disponible en agquel momen-
to, se concluyd que esos primeros aislamientos tenfan un origen humano (Devriese y
Hommez, 1975). Posteriormente, en otros aislamientos de SARM aislados en animales
(principalmente animales de compania) las cepas presentaban genotipos humanos.
Este hecho no resultd sorprendente, debido al incremento de la prevalencia de SARM
en miembros de la comunidad que no estaban hospitalizados en ese momento. El pro-
blema con los SARM y los animales de compania crecié desde entonces y en 2005 causd
Cierta preocupacion cuando en Holanda se vio la posible asociacién entre el SARM y la
ganaderia porcina (Voss et al., 2005).

Esta tercera fase en la historia del SARM surgié de manera accidental mediante un ines-
perado aislamiento de SARM en una familia de granjeros de cerdos y en uno de sus cer-
dos (Voss et al,, 2005). Los resultados de las investigaciones posteriores mostraron que
granjeros de una misma zona geografica eran portadores de SARM en un orden 760 ve-
ces superior al de la poblacion holandesa general. Los estudios de PFGE mostraron que
todas las cepas eran resistentes al corte de la enzima Smal, mientras que otras técnicas
moleculares como el spa-typing o el estudio de polimorfismos demostraron la estrecha
relacion entre todas las cepas aisladas.

Unos meses mas tarde un granjero de cerdos, un veterinario que trabajaba mayorita-
riamente con cerdos, el hijo de dicho veterinario y la enfermera que lo trataba resul-
taron colonizados por una cepa de SARM, llegando a la conclusion de que el trabajo
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con cerdos era un factor de riesgo para la colonizacién de SARM en humanos (Voss et
al., 2005).

Por aquel entonces, la importancia de este tipo especifico de SARM no estaba clara,
ademas, el hecho de que pudiera extenderse el problema a otros animales era sélo una
especulacion. Sin embargo, con el paso del tiempo comenzaron a aparecer comuni-
caciones a cerca de este tipo de SARM no sdélo en cerdos, sino también en otro tipo de
animales como ganado, caballos o perros entre otros y personas relacionadas con la
ganaderia (Nemati et al., 2008; de Neeling et al,, 2007; Sergio et al.,, 2007; van Loo et al.,
20073; Witte et al., 2007; Khanna et al., 2008; Wulf et al,, 2008a; Denis et al,, 2009) y que
ademas era capaz de causar enfermedad en los animales (Vanderhaeghen et al., 2010;
Sergio et al., 2007; Witte et al., 2007) al igual que en el hombre (van et al,, 2007; Witte et
al., 2007; Huijsdens et al., 2006; Lewis et al., 2008; Wulf et al., 2008a).

Podemos decir que este SARM posee ciertas caracteristicas:

- No es tipificable mediante el protocolo estdndar de electroforesis en gel de campos
pulsantes empleando la enzima Smal debido a la metilacién de la diana para dicha

enzima (Bens et al., 2006).

- Se corresponde mayoritariamente con el MLST ST398 y por tanto todas ellas pertene-

cen al Complejo Clonal 398 (van Loo et al,, 2007a).
- Presenta diversos spa-types.

- Son portadoras de SCCmec tipo Va y V, aunque algunos estudios han encontrado el
tipo Il (Nemati et al., 2008; van Loo et al., 2007a; Wulf et al.,, 2008 ¢).

- Generalmente carecen de PVL que si suele estar presente en el HA-SARM y CO-SARM
(Walther et al., 2009).

- Resistencia a tetraciclina y frecuentemente a los macrélidos, lincosamidas, aminoglu-
cosidos, fluoroquinolona y trimetropima (Nemati et al., 2008; Vanderhaeghen et al.,
2010; Witte et al,, 2007; Denis et al., 2009; Lewis et al., 2008).

En un primer momento, debido a su resistencia a la digestién con la enzima de restricciéon
Smal (Voss et al, 2005; de Neeling et al,, 2007; van Belkum et al., 2008; Rasschaert et al,,
2009), se propuso denominar a estas cepas como SARM No Tipificable (NT-SARM o Non
Typeable MRSA). Esta propuesta no tuvo mucho éxito ya que se podian tipificar mediante
otros métodos y posteriormente se comenzaron a usar otras enzimas de restriccion para
las que no era resistente (Rasschaert et al,, 2009). La cepa ST398 parece estar ausente en
la poblacion humana hasta las primeras comunicaciones de principio de los 2000 y los
datos resultantes del tipaje indican que su presencia en el ser humano es reciente y esta
asociada a su aparicion en el ganado y mas especificamente en el cerdo (van Loo et al,
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2007a; Armand-Lefevre et al,, 2005). Todo esto apoya la hipdtesis de un origen asociado
al ganado por lo que el término mas apropiado para referirse a esta cepa es el de SARM

asociado a ganado o LA-SARM (del inglés Livestock—Associated MRSA).

Reservorios.

El reservorio se refiere al hospedador o huésped de largo plazo de un patégeno que
causa una enfermedad infecciosa zoondtica. Frecuentemente, hospedador no es afec-
tado por la enfermedad que lleva el patégeno, o permanece asintomatico sin riesgo
para su vida. El reservorio del Staphylococcus aureus resistente a la meticilina es esen-
cialmente humano, si bien en los Ultimos afios se le ha ido identificando en reservorios
animales especialmente cerdos y en menor grado otros animales como el caballo y el

ganado vacuno.

5.2.1. Reservorio humano.

El principal reservorio del SARM es el paciente colonizado o infectado por el mi-
croorganismo (Pujol et al., 1996). Esta colonizaciéon puede llegar a ser prolongada
en el tiempo, incrementadndose asi la posibilidad de diseminacién del microor-
ganismo dentro del mismo hospital y desde el hospital a otros centros. Por cada
caso de infeccion por SARM detectado mediante muestras clinicas, seguramente
existen dos pacientes que estadn colonizados (especialmente a nivel de las fosas
nasales pero también periné, axilas y vias respiratorias altas) (Wenzel et al., 1998)
que son conocidos como portadores. Estas personas sélo son detectables me-
diante los sistemas de vigilancia activa y tienen gran importancia epidemiologi-
ca, ya que actlan como reservorios del microorganismo y lo transmiten a otros
pacientes (Wenzel et al,, 1998; Sopena y Sabria, 2002). Por tanto, cuando habla-
mos de reservorio humano nos referimos tanto a pacientes con infecciones por

SARM, como a un numero elevado de pacientes colonizados.

A nivel hospitalario, el personal sanitario debe considerarse como potencialmen-
te contaminante (Dancer, 2008) ya que puede constituir un reservorio y juega
un papel importante en la transmisién a otros pacientes por su proximidad a los
mismos (figura 1.6). Dado que en la comunidad existen cada vez méas portadores
sanos, tanto de cepas de origen hospitalario como de origen comunitario, se pro-
duce a ese nivel una transmision extrahospitalaria que se introducird posterior-
mente en el hospital mediante el de ingreso de nuevos pacientes. Es por ello que

las visitas constituyen igualmente un posible reservorio a través de portadores.
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5.2.2.

5.2.3.

Fig.1.6- Vias de transmisién del SARM.
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Reservorio ambiental.

El SARM se ha aislado de diversos objetos y superficies en las habitaciones de los
pacientes colonizados (Oie y Kamiya, 1996), existiendo la posibilidad de que el
microorganismo se transmita desde estas superficies a otros pacientes que ingre-
sen posteriormente en la misma habitacion o mediante objetos de uso comun
como puede ser el estetoscopio (Oie y Kamiya, 1996; Sexton et al., 2006). Aunque
parece que este tipo de transmision no es tan importante como la transmisién
cruzada entre personas, debe tenerse en cuenta en circunstancias especiales

como pueden ser los pacientes con grandes quemaduras.

Reservorio animal.

Entre los afios 1970 y 2000, el SARM se ha aislado esporadicamente en animales,
sobre todo en vacas, caballos y animales de compania (Faireset al.,, 2010; Cuny et
al., 2010), pero el reservorio principal del LA-SARM en los paises afectados son los
cerdos, donde la presencia del microorganismo no tiene relevancia comercial ya
que es un microorganismo oportunista y los cerdos estdn sanos. El problema se
presenta cuando este microorganismo es capaz de colonizar al ser humano don-
de actualmente son una causa importante de infeccién hospitalaria en muchos
palses europeos, presentando grandes diferencias en cuanto a la prevalencia y las
politicas de control (EFSA, 2009).

El problema de la aparicion de microorganismos resistentes tales como el LA-
SARM estd estrechamente relacionado con un mal empleo de los agentes an-
timicrobianos en la medicina humana y veterinaria. Las explotaciones porcinas
intensivas en las que los animales se encuentran hacinados y estabulados son
mas numerosas que las explotaciones expansivas, donde el animal se encuentra
en libertad. La terapia preventiva o el tratamiento de animales sanos que convi-
ven con otros enfermos pueden suponer un factor de riesgo para la aparicion de

42



I. REVISION Y ANTECEDENTES

estas cepas cuando se emplean subdosis, se prolonga demasiado el tratamiento
o no se realiza un diagnoéstico apropiado.

Un estudio realizado por van Duijkeren (van Duijkeren et al., 2008) desveld que el
numero de cerdos colonizados por Staphylococcus aureus era mas alto en granjas
que aplicaban tratamientos orales en sabana, a menudo con tetraciclinas, compa-
rado con aquellas granjas que no lo hacian; sin embargo, otro estudio de Broens
(Broens et al., 2010) no encontro tal asociacion.

El LA-SARM se ha asociado en ocasiones con una infeccion profunda de la piel y el
tejido blando, neumonia y septicemia en humanos. Cuando la prevalencia de este
microorganismo en animales de produccion es alta, las personas en contacto con
estos animales (especialmente ganaderos y veterinarios, y sus familias) tienen un
mayor riesgo de colonizacion e infeccion que la poblacion general (figura 1.7).

Figura 1.7- Rutas de transmision del SARM asociado al cerdo desde animales colonizados al ser humano.
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Estudios realizados en distintos paises europeos indican que la prevalencia de
este patdgeno entre los profesionales que desarrollan su actividad en granjas de
cerdos oscila entre un 20% y un 40%, normalmente portadores sanos (Voss et al.,,
2005; Denis et al., 2009).

EL LA-SARM parece ser el SARM predominante en los cerdos, ya que de los muchos
estudios realizados, solo en dos de ellos mencionan la deteccion de SARM diferen-
tes al asociado al ganado. En Singapur fue aislado un ST22 (Sergio et al., 2007). Este
SARM habia sido encontrado en la poblacion hospitalaria de Singapur y también se
le conoce como UK-EMRSA-15, uno de los mayores clones hospitalarios del Reino
Unido, indicando contaminaciéon humana de los cerdos. En Canada, el 14% de los
SARM aislados en cerdos eran pertenecientes al clon humano CMRSA-2, mientras
que el 74,4% pertenecian al LA-SARM (Khanna et al,, 2008). El porcentaje restante
pertenecia a clones poco frecuentes diferentes a los ya mencionados.
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La mayoria de las comunicaciones de LA-SARM en cerdos proceden de Europa,
especialmente de Holanda (Voss et al., 2005; de Neeling et al.,, 2007; Huijsdens et
al., 2006; van Duijkeren et al.,, 2008), pero también se han encontrado en Bélgica
(Denis et al,, 2009), Dinamarca (Guardabassi et al., 2007), y Alemania (Cuny et al.,
2010; Witte et al,, 2007) entre otros paises europeos. Asimismo, también hay ais-
lamientos en Canadd (Khanna et al.,, 2008), Singapur (Sergio et al.,, 2007) y Estados
Unidos (Smith et al., 2009).

Los estudios demuestran que la colonizacion de cerdos sanos y los porcentajes
de prevalencia varfan de unos paises a otros, desde un 10% en Dinamarca (Guar-
dabassi et al.,, 2007), 24,6% en Canada (Khanna et al,, 2008) a un 40% en Bélgica 'y
Holanda (de Neeling et al., 2007).

En el caso de los cerdos y otros animales, estos actUan como reservorios con los
que entran en contacto las personas que tienen contacto directo con ellos y por
consiguiente los familiares de estos, favoreciendo asf la dispersién de este micro-

organismo y constituyendo un serio problema para su control.

5.3. Mecanismo de transmision.

En la transmisién humana el mecanismo fundamental es el de contacto directo o indi-
recto mediado por las manos, que evidentemente se realiza mayoritariamente a través
del personal sanitario que tiene una relaciéon directa con los pacientes, incluyéndose en
este grupo a médicos, enfermeros, auxiliares de enfermeria y cualquier otra persona que

realice cuidados sanitarios en centros residenciales.

En la comunidad esta transmisiéon tiene lugar tanto en el dmbito familiar como en el

laboral o en cualquier otro dmbito en el que se produzcan contactos repetidos.

El entorno de los pacientes constituye un medio habitualmente contaminado por Sta-
phylococcus aureus y mas concretamente por SARM, dada la capacidad de supervivencia
ambiental que tienen estos microorganismo dentro de un amplio rango de temperatura

y humedad.

Esta contaminacion es especialmente importante en la proximidad del enfermo y en el
conjunto del material que se utiliza para el cuidado del mismo (ropa de cama, estetosco-
pio, fonendoscopio, otoscopios, ordenadores, mesilla auxiliar, teléfono, esfigmomano-
metro, y buscapersonas). Los habitos de un correcto lavado de manos, antes y después
del trato a un paciente, evita que estas actien como un vector potencial de transmision,
evitando la colonizacion de pacientes y personal (Muto et al,, 2003). El grado de conta-
minacion del material inerte, del suelo y del mobiliario disminuye a medida que se aleja
del paciente (Dancer, 2008).
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El mecanismo de transmision puede romperse en cualquier momento y aqui juega un
papel fundamental la limpieza y desinfeccién, la higiene de manos y las precauciones
estandares no solo para el control de la diseminacion del SARM, sino también el de
otros muchos patdgenos del medio hospitalario. La propagaciéon de esta bacteria que se
considerar como un comensal para el hombre podria perpetuarse por una transmision
dinamica entre el hombre y el medio ambiente.

Cuando se trata de reservorios animales la transmisiéon se realiza por el contacto di-
recto del personal que trabaja tanto en centros de produccién y sacrificio, asi como en
los del cuidado del animal. Como ya hemos mencionado anteriormente, un estudio rea-
lizado por Voss en 2005, ha documentado la aparente transmision de SARM entre cerdos
y granjeros y sus familiares, destacando especialmente que los granjeros de cerdos son
mucho mas propensos a ser colonizados por SARM que la poblacién general (Huijsdens
et al,, 2006; Voss et al., 2005).

Huésped susceptible.
- Cualquier persona sana o enferma puede colonizarse por SARM.

A nivel hospitalario, son especialmente susceptibles de ser colonizados por HA-SARM
aquellos pacientes con estancias prolongadas o admisiones reiteradas en el hospital;
otros factores del huésped tales como edades extremas y enfermedad subyacentes (dia-
betes, neoplasia y trasplantes) pueden incrementar la sensibilidad a la infeccién y puede
variar con la medicacién que altera la flora normal (antibioticos, corticoides, antineopla-
sicos, inmunosupresores entre otros). La cirugfa, la radioterapia y dispositivos extrinse-
cos tales como sondaje urinario, ventilacion mecénica o catéteres vasculares, facilitan
el desarrollo de infecciones por que permiten a patdégenos potenciales traspasar las
barreras defensivas naturales.

Una vez que el paciente se coloniza por SARM se convierte en un riesgo elevado para
la transmision a otros pacientes y para él mismo, ya que desde su estado de portador
se puede producir una infeccién en cualquier localizacion. Se calcula que entre un 10%
y 30% de los pacientes colonizados desarrollan una infeccién que evidentemente va a
tener un grave impacto en su evolucién e incluso puede ser la causa de su muerte.

En la comunidad se producen cada vez mas colonizaciones—infecciones, como lo de-
muestra el incremento cada vez mayor de lo que denominamos infecciones extra hos-
pitalarias por SARM o SARM comunitario (CO-SARM).

En el caso de aquellas personas que estan relacionadas con el ambito de la veterinaria y/
o la ganaderia, el contacto con los animales y su entorno son considerados actualmente
factores de riesgo, siendo por tanto estas personas y sus familiares susceptibles de ser
colonizados por el LA-SARM.
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6.
Situacion actual del SARM

Desde su primera aparicién, las cepas de SARM se han extendido considerablemente. Actual-
mente, la preocupacion es el incremento de este microorganismo en personas que no han
tenido contacto con la atencion sanitaria (SARM-CO) y en aquellas personas que trabajan en

contacto con animales de granja, especialmente con el cerdo (SARM-LA).

Dada la importancia del tema en salud publica, la Furopean Food Safety Authority (EFSA) ha
realizado el primer estudio sobre prevalencia de este microorganismo en las explotaciones

porcinas europeas.

El muestreo se llevé a cabo entre enero y diciembre de 2008 e incluye 1.421 instalaciones de
cria 'y venta, y 3.176 explotaciones reproductoras que mantenian y comercializaban cerdos
de engorde y de sacrificio. En el estudio participaron 24 estados miembros y 2 paises no
pertenecientes a la UE, en 17 de los cuales (70,8%) se detectd SARM en las explotaciones de
reproduccién o de produccion, mientras que en 7 de ellos no detectaron SARM en ninguna

de las explotaciones investigadas.

El SARM ST398 resulté ser la cepa més detectada, aunque algunos paises han notificado el

aislamiento de otras cepas con una prevalencia mucho menor.

En las instalaciones que mantienen cerdas reproductoras, la prevalencia de SARM en los 24
estados miembros participantes fue del 22,8%, donde el SARM ST398 ha sido la cepa predo-
minante, contando con el 92,5% de los aislamientos de SARM. El analisis de los resultados
separados segun la orientacion de la explotacion indica que el SARM ha sido detectado mas
frecuentemente en las explotaciones orientadas a la produccion que en las explotaciones
orientadas a la reproduccion.
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En la actualidad es evidente que las personas que tienen contacto frecuente con cerdos y terneros
vivos tienen tasas de carga bacteriana extremadamente altas (prevalencia del 25-35%) si las com-

paramos con personas que no tienen contacto con este tipo de animales (van Cleef et al,, 2011).

En hospitales de las areas de cria densa en los Paises Bajos, la mayoria de los recientemente
identificados como portadores de SARM presentan el clon ST398 (van Rijen et al., 2008), indi-
cando que el SARM no sélo es un patdégeno humano, sino también un patégeno zoondtico.

Las medidas preventivas para evitar la propagacion de este microorganismo deben dirigirse
a aquellas personas que trabajan con animales o viven en granjas y la evolucién futura del

ST398 debe ser cautelosamente vigilada.

En los hospitales y centros médicos de Estados Unidos durante las Ultimas décadas la preva-
lencia de SARM ha aumentado constantemente. En la década de 1990, el SARM representd

entre el 20% vy el 25% de los S. aureus aislados en pacientes hospitalizados (Boyce, 1995).

El Nacional Nosocomial Infection Surveillance System, actualmente denominado Nacional Health-
care Safety Network (NHSN), ha demostrado un continuo incremento en la incidencia de infec-
ciones nosocomiales causadas por SARM en los pacientes ingresados en unidades de cuidados
intensivos, llegando a representar el 56,8% de los aislamientos de S. gureus en las UCI de EEUU y
en las UCI de Latinoamérica, Asia, Africa y Europa representa un 84,1% (Rosenthal et al., 2010).

Aproximadamente 1,7 millones de individuos adquieren la infeccion por SARM en Estados
Unidos durante la hospitalizacion y de ellos aproximadamente 100.000 mueren, todo esto
supone un coste de entre 27.083 y 34,000 ddlares por paciente, que es de 1,5 a 3 veces
mayor que en un paciente con infeccién por Staphylococcus aureus sensible a meticilina.
Consecuentemente el coste anual en servicios sanitarios asociado a la infeccion por SARM
es de 6,5 billones de dolares (Diekema y Climo, 2008). Por lo tanto la prevencion y control
en la transmision del SARM constituye un desafio para los profesionales del control de la

infeccion en todo el mundo.

Como en todo el mundo, el SARM también es un patdgeno altamente prevalente en muchos
pafses de Europa. En Holanda su prevalencia entre aislamientos clinicos es del 1%, encon-
trandose estas cifras entre una de las mas bajas de Europa. Esta baja prevalencia se debe
fundamentalmente a su politica nacional de “Busqueda y destruccion” (“Search and Destroy”)
que implica un estricto screening y aislamiento de todos aquellos pacientes considerados con

riesgo de ser portadores de SARM en el momento de su admisién hospitalaria.

Espafa no ha sido distinta al resto de Europa. Antes de 1981 no habia sido aislado ningun SARM
y no empezo a ser problematico hasta 1986 cuando se describié un brote epidémico de ex-
traordinarias dimensiones en el Hospital General Gregorio Marafién de Madrid. En ese momento
surgieron brotes de SARM en otros hospitales de Madrid y Barcelona, asi como en el resto de

Espafa, implantdndose progresivamente una situacion de endemia permanente y creciente.
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En un estudio de las infecciones por SARM en los periodos comprendidos entre 1993 y 2003
en Espafa, donde participaron 17 regiones, se pudo ver que el 23,8% de las infecciones por
Staphylococcus en pacientes hospitalizados eran SARM. Los pacientes infectados por SARM
tenfan una edad mayor que los infectados por SASM ya que la prevalencia de infeccion por
SARM aumenta linealmente con la edad. La proporcion de SARM es mayor entre pacientes in-
gresados en unidades de cuidados intensivos que en los que ingresan en unidades médicas,
quirdrgicas, obstétricas o unidades pediatricas representando el 34%, 25%, 22%, 11% y 9%
respectivamente (Asensio et al., 2006).

Diversos estudios de prevalencia multicéntricos han mostrado un aumento en el porcentaje
de resistencia a meticilina del Staphylococcus aureus a lo largo de la década de 1990 hasta
alcanzar cifras que segun los datos del European Antimicrobial Resistance Surveillance System
(EARSS) oscilan entre el 23 y 28% (EARSS, 2008). En los ultimos datos del estudio EPINE, se
puede observar como en los hospitales espafioles, la prevalencia de SARM con respecto a
los Staphylococcus aureus sensibles se encuentra en un periodo de meseta, representado el
SARM en los afios 2008 y 2009 el 36,2% y 28,1% respectivamente del total de Staphylococcus
aureus (EPINE, 2009).

Comparando la prevalencia de resistencia a antibiéticos en aislamientos invasivos de Sta-
phylococcus aureus resistentes y sensibles podemos decir que en los aislamientos de SARM
la resistencia a antibidticos como Ciprofloxacino, Eritromicina y Gentamicina es considera-
blemente mas elevada que en los aislamientos de SASM. En un estudio nacional de resisten-
cia del SARM realizado en el afo 2006 en Espana, el SARM mostro resistencia en 135 de los
aislamientos al ciprofloxacino (93,3%), tobramicina (72,6%), gentamicina (20,0%), eritromi-
cina (66,7%) vy clindamicina (39,3%). Todos los aislados fueron sensibles a los glucopéptidos
(Vindel et al.,, 2009).

En cualquier caso, la situaciéon en los distintos hospitales es heterogénea. El aumento progre-
sivo en la frecuencia de infecciones por SARM a la que asistimos durante los Ultimos afios del
siglo XX podria estar dando paso a una situacién de meseta, situacion que no es ajena al desa-
rrollo de programas de control en nuestros hospitales y a la sustitucion de determinados clo-

nes anteriormente predominantes, como es el caso del denominado clon ibérico, por otros.

La situacién de nuestro pafs serfa intermedia entre paises con elevados porcentajes de resis-
tencia a meticilina (Estados Unidos, Reino Unido) y aquellos con porcentajes inferiores al 5%

(Paises Bajos, Escandinavia).

En el Hospital Universitario de Canarias (HUC) en el afo 1997 se constataron cifras de inci-
dencia de infeccién por SARM de un 32%, que con la implementacién de las medidas de ais-
lamiento de contacto, descolonizacién nasal con Mupirocina tépica, bafos diarios con jabon
de povidona yodada en ese momento (en la actualidad jabon de Clorhexidina 4%) y despis-
taje de SARM en pacientes, se lograron reducir hasta un 14% en los dos afos siguientes. Sin
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embargo, las tasas volvieron a aumentar notablemente en los anos 2000 (33%), 2001 (46%),
2002 (34%), 2003 (40%), 2004 (47%), 2005 (52%) y 2006 (41%) a pesar de seguir manteniendo
siempre la misma politica de control de la infeccion.

A pesar de la controversia entre los profesionales del control de la infeccion durante los Ulti-
mos anos sobre la transmision del SARM, muchos estudios recientes demuestran que la trans-
misién del SARM puede ser controlada por la implementacion de medidas preventivas efecti-
vas, no solo en hospitales con una baja prevalencia de SARM sino también en aquellos donde
el SARM es altamente endémico.

Varios factores pueden haber contribuido a este aumento significativo en la prevalencia de
SARM como por ejemplo: presidn selectiva ejercida por la exposicién a agentes antimicrobia-
nos, especialmente fluoroquinolonas, fuera de la UCly / o en la comunidad (Fridkin et al., 2002;
Madaras—Kelly et al., 2006), las tasas crecientes en la comunidad de colonizacién y la infeccion
por SARM (Fridkin et al., 2005; Kuehnert et al., 2006), la adhesion a las practicas inadecuadas de
control de infecciones, o una combinacion de todos estos factores.

Los impactos econdmicos de las infecciones asociadas a cuidados sanitarios causada por el
Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (SARM) son bien conocidos por los medios
de comunicacién, organizaciones de consumidores y autoridades sanitarias por lo que la vigi-
lancia y notificacion del SARM en hospitales de algunos paises de la Unién Europea y Estados
Unidos han sido establecidas por la legislacion estatal. Al mismo tiempo, organizaciones na-
cionales responsables del control de la infeccion y organismos asesores de salud publica han
publicado directrices para promover la aplicacion de estos programas de control del SARM en
los centros sanitarios, recomendando diferentes directrices como: vigilancia activa mediante
screening y aislamiento de los pacientes, la higiene de manos, concertar el traslado de los
pacientes, precauciones de contacto y uso de los métodos de barrera y descolonizacion asi
como limpieza ambiental y de superficies.

El valor de estas estrategias estd fuertemente apoyado por la experiencia en los Pafses Bajos y
escandinavos, que han sido capaces de proteger sus instituciones de la transmision del SARM
y han conseguido disminuir las tasas de bacteriemias después de intensificar los programas
nacionales de control. Una piedra angular en el éxito de la aplicacion de cualquier estrategia
en la atencién sanitaria consiste en integrar su objetivo en la cultura y la ética de todos los
profesionales que trabajan en estas instituciones (Struelens et al., 2009).

Muchos trabajos en este dmbito han demostrado que hospitales que han implantado progra-
mas de vigilancia y control de infecciones han reducidos la tasa de infeccion nosocomial hasta
en un 20%. Estas reducciones aumentan progresivamente cuando la vigilancia ha estado en
funcionamiento al menos durante un afo.

Alrededor del 25% de los pacientes que se colonizan con SARM durante la hospitalizacion de-
sarrollan infecciones y constituyen un reservorio importante para la transmision del SARM en
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la comunidad por lo que se deben poner en marcha estrategias de prevencion del SARM en
los hospitales y estas tienen como objetivo primario la prevencién de la transmision cruzada.
Estas estrategias incluyen promocién de las practicas de higiene de manos, limpieza y des-
infeccion medioambiental, identificacion temprana de los pacientes portadores y un manejo
adecuado de los pacientes colonizados/infectados por SARM bajo aislamiento de contacto.
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/.
Vigilancia Activa

La vigilancia activa tiene como objetivo fundamental la deteccion precoz de este importante
reservorio de SARM formado por aquellos pacientes con colonizacién asintomatica, identi-
ficando a aquellos pacientes colonizados y sometiéndolos a aislamiento de contacto para
minimizar las infecciones en estos pacientes y controlar la transmisién de los mismos tanto

por contacto directo como por contacto indirecto.

Las pruebas acumuladas sugieren que la vigilancia activa para identificar los portadores de
SARM, utilizacion de las medidas de aislamiento y la descolonizacion nasal reducen la tasa de
infeccion de SARM en los paises donde la prevalencia de esta enfermedad es baja, por lo que se
ha definido como rentable la instauracion de sistemas de vigilancia activa (Shitrit et al., 2006).
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8.
Métodos para la deteccion del SARM

8.1. Medios de cultivos.

Son muchos los métodos habilitados para la deteccion del SARM, basados en el cultivo que
ofrecen un alto grado de sensibilidad y especificidad (Nahimana et al., 2006), incluyendo

desde los medios selectivos hasta los mas recientes como los métodos cromogénicos.

Estos ultimos son los mas empleados actualmente, ya que ademas de eliminar los pro-
blemas de baja sensibilidad y especificidad, disminuyen considerablemente el tiempo

entre la toma de la muestra y obtencién de los resultados.

8.2. Métodos moleculares.

8.2.1. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Otro de los métodos empleados para la deteccion rapida de SARM es la Reac-
cién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR o Real Time PCR)
directamente del frotis nasal, la cual proporciona resultados precisos en un
tiempo inferior a una hora. Esta técnica se emplea en la Vigilancia Activa (VA)
a nivel hospitalario para la identificacion de pacientes portadores de este mi-
croorganismo permitiendo la rdpida implementacion de las precauciones de

contacto para limitar su transmision.
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8.2.2. Tipificaciéon molecular de microorganismos. Electroforesis en
Gel de Campos Pulsantes (PFGE).

Los sistemas de tipificacién molecular constituyen una de las aportaciones
microbiolégicas mdas importantes de los ultimos afos. Estos sistemas com-
prenden gran variedad de técnicas que tienen como objeto comparar la com-
posicion de los acidos nucleicos de dos o mas microorganismos de manera
que se pueda conocer la relacion epidemioldgica existente entre ambos, pu-
diendo determinar si proceden de un precursor comun o por el contrario no

se encuentran relacionados.

Uno de los métodos moleculares aplicados para el estudio epidemioldgico es la
macrorrestriccion del ADN cromosémico mediante la técnica de Electroforesis
en Gel de Campos Pulsantes (PFGE o Pulsed Field Gel Electrophoresis). Esta técnica
es una de las mas empleadas ya que presenta gran versatilidad y permite cono-
cer la clonalidad de diferentes aislados en situaciones epidémicas con tiempo y
espacio definido.
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9.
Control del consumo de antimicrobianos
y politica de antibidticos

Como ocurre con otros microorganismos multirresistentes, el uso de antimicrobianos puede
facilitar la adquisicion, el mantenimiento del estado de portador del paciente y la transmisiéon
del SARM. Algunos estudios han demostrado una relacion entre el consumo de antimicrobia-
nos (sobre todo, de cefalosporinas, macroélidos, y de manera particular las fluoroquinolonas) y
la incidencia de SARM (Muller et al., 2003; Monnet et al., 2004).

La exposicion prolongada a antibidticos de amplio espectro como cefalosporinas de tercera
generacion y fluoroguinolonas constituyen un factor de riesgo independiente para la colo-
nizacion e infeccion por SARM segun numerosos estudios. Sin embargo, las intervenciones
centradas en el consumo de antimicrobianos han demostrado un impacto que, aunque sig-
nificativo, parece muy limitado (Madaras—Kelly et al., 2006). Por todo ello y aunque el efecto
de las politicas de control de antibiodticos en la prevencion del SARM es incierto, algunas guias
incluyen medidas genéricas relacionadas con el uso apropiado de antibidticos y en particular
sobre el uso de fluoroquinolonas.
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Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

1.
Justificacion

El Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (SARM) es una bacteria Gram (+) resistente
a gran variedad de antibiéticos y un importante patdégeno humano. Las cepas de SARM son
resistentes a todos los B-lactémicos debido a la proteina ligadora de penicilina (PBP2a), la
cual tiene una baja afinidad por todos los 3-lactdmicos (Berger—Bachi y Rohrer, 2002). Esta
proteina estéd codificada por el gen mecA, que reside en un elemento genético mévil denomi-
nado Cassette Cromosomico Staphylocécico (SCCmec). Ademas, las cepas de SARM son con

frecuencia resistentes a muchos otros antibidticos.

La epidemiologia de este microorganismo ha cambiado drasticamente en los Ultimos afos,
pasando de ser inicialmente un patégeno nosocomial causante de infecciones a nivel hospi-
talario (HA-SARM) (Haddadin et al., 2002; Johnson et al., 2005), a ser cada vez mas comun su
adquisicion en la comunidad entre personas que carecen de contacto con centros sanitarios
(CO-SARM) y mas reciente, un tercer grupo de cepas de SARM se han identificado en aso-
ciacion con el ganado, especialmente cerdos, denominado como Livestock Associated MRSA
(LA-SARM). Actualmente se considera que puede ser causante de enfermedad en la poblacion
(Vandenesch et al,, 2003; Faria et al., 2005).

La primera colonizacién de SARM en cerdos fue comunicada en Holanda (Voss et al., 2005),
donde los cerdos se consideraron como posible fuente de infeccion de SARM en humanos.
Actualmente han sido identificados en gran cantidad de paises (Voss et al., 2005; Guardabassi
et al, 2007; van Cleef et al,, 2010b), con gran diversidad de prevalencias: 81% en cerdos de
Holanda (de Neeling et al., 2007) 0 2.9% en cerdos de Suiza (Huber et al,, 2010), incluso no lo

detectan como en el estudio de Bagcigil et al (2007) en Turqufa (Bagcigil et al., 2007) y en el

57



ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE LA COLONIZACION DE SARM EN LA CABANA PORCINA DE TENERIFE

de Horgan (Horgan et al., 2010) en Irlanda. Ademas de encontrarse en cerdos, también se han
encontrado en otros animales como perros, caballos, ganado vacuno, pollos, etc. (Alves et al.,
2009; Cuny et al,, 2010; Faires et al,, 2010; Weese, 2010).

Estudios realizados han documentado la transmision de SARM entre cerdos y granjeros y sus
familiares (Huijsdens et al., 2006; van Loo et al.,, 20073a; Denis et al., 2009), destacando espe-
cialmente un trabajo realizado en Holanda que indica que los granjeros de cerdos son mas
propensos a ser colonizados por SARM (x760) que la poblacion general (Voss et al., 2005).

A nivel hospitalario ha sido comunicado el primer brote de SARM de origen porcino (Wulf
et al,, 2008b), indicando que no sélo es un patégeno humano sino también un patégeno
zoonotico, afectando a aquellas personas que trabajan estrechamente con animales, espe-
cialmente el cerdo.

Estudios realizados confirman la deteccién de SARM en carne con porcentajes de positivi-
dad variables (van Loo et al., 2007b; Lin et al., 2009; Lozano et al., 2009; Pu et al., 2009; de
Jonge et al, 2010). Aunque en la actualidad no se ha relacionado la adquisicion de SARM
por comer carne contaminada, es preocupante el hecho de que el SARM haya entrado en la
cadena alimentaria.

En una revision realizada por Otter y French (Otter y French GL., 2010), indican que dado el
aumento de infecciones por SARM que han surgido en Europa, sobre todo del clon ST398
asociado al cerdo, es necesario aumentar la comprensién de la epidemiologia de estas infec-
ciones, para guiar las nuevas iniciativas de control y evitar que se conviertan en infecciones

endémicas en Europa.
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2.
Objetivos

Los objetivos de este estudio son:
- Determinar la prevalencia de colonizacién de SARM en cerdos en la isla de Tenerife.
- Determinar la prevalencia de colonizacion de trabajadores del sector porcino.

- Realizar la tipificacion genética de los aislamientos de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, tanto en cerdos como en trabajadores del sector porcino.

- Determinar el perfil de resistencia a antibidticos de las cepas aisladas tanto en cerdos
como en personal del sector porcino.
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1.
Introduccion

En la isla existen principalmente dos razas porcinas que son el Cerdo Negro Canario y Cerdo
Landrace. La primera de ellas es minoritaria y se encuentra actualmente en proceso de re-
cuperacion de la especie y su origen aun no ha sido determinado, aunque la mayoria de los
autores afirma que los ancestros de la raza llegaron acompanando a los primeros pobladores
de las islas procedentes del norte de Africa y constituyen hoy dia el ltimo reducto de estas
poblaciones porcinas. La raza de cerdo Landrace, cuyo origen es danés estd ampliamente dis-
tribuida por Espafna, es mayoritaria en la isla debido a su uso en la industria carnica. Las mues-
tras analizadas en este estudio corresponden a cerdos de esta raza procedentes de granjas de
la isla de Tenerife.

Todos los cerdos que van a ser sacrificados deben acudir al Matadero Insular de Tenerife (MIT),
ya que todo animal que va a ser sacrificado cumpliendo con la exigente legislacion de la Union
Europea, debe acudir a esta institucion de manera que se asegure la calidad higiénico-sanitaria
de la misma y la pertinente inspeccion veterinaria del animal por parte de un veterinario.

El método de sacrificio para el ganado porcino empleado en la actualidad en el MIT es me-
diante cdmara de dioxido de carbono y posterior sangrado del animal. Los cerdos fueron
transportados al MIT en vehiculos propios de cada granja, un maximo de 24 horas antes de
su sacrificio y durante su permanencia en el matadero los cerdos permanecen estabulados
por granjas, ya que son animales muy territoriales y pueden surgir rivalidades entre machos
de distintos “clanes”.
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2.
Distribucion y tamano de las granjas

En laisla de Tenerife se encuentran 43 granjas porcinas. De estas, fueron seleccionadas de forma
aleatoria 28 granjas distribuidas por todo el territorio insular atendiendo a criterios de localizacion
geografica y procedencia (figura 3.1). Asi, hemos dividido las granjas seguin el nimero de cerdas
reproductoras en granjas pequenfas (1-10), medianas (11-100) y grandes (> 100) (Tabla 3.1).

Tabla 3.1- Granjas muestreadas en los distintos municipios de la isla de Tenerife.

MUNICIPIO GRANDE MEDIANA PEQUENA TOTAL
La Laguna 2 3 5
Arona 1 1 2
Guimar 1 1
El Rosario 1 2 3
Guia delsora 1 1
Arico 1 1 2
Icod de los Vinos 1 1
Candelaria 1 1
Adeje 1 1
Fasnia 1 1
Tegueste 1 1
Buenavista del Norte 1 1 2
La Orotava 1 1
Los Realejos 1 2 1 4
San Miguel 1 1 2
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Figura 3.1- Distribucién geogréfica de las granjas incluidas en el estudio.

TEGUESTE 1

LA LAGUNA 5

EL ROSARIO 3
NN
LOS REAJEJOS 4 CANDELARIA 1

BUENAVISTA 2 LA OROTAVA 1

ICOD DE LOS VINOS 1
GUIMAR 1

FASNIA 1
GUIA DEISORA 1

SAN MIGUEL 2

ARONA 2
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3.
Muestras de origen animal

Las muestras fueron tomadas por el personal veterinario del MIT, justo antes del momento del

sacrificio del animal y mientras éste permanecia inconsciente, evitando asi los inconvenientes

de mantener inmovilizado a un animal de grandes dimensiones y la resistencia que pudiera

presentar el animal a dicha toma. Clasificamos las muestras en dos grupos dependiendo de la

edad del animal, distinguiendo asi entre cerdo de cebo/engorde (< 6 meses de vida) y lechén

(< 1 mes de vida).

Durante el periodo comprendido entre noviembre 2009 y enero 2011, se tomaron muestras

nasales y rectales de 300 cerdos seleccionados de forma aleatoria procedentes de las granjas

incluidas en el estudio, 279 de cerdos de cebo y 21 de lechones, que fueron clasificadas segun

el tamano de la granja de origen (Tabla 3.2).

Tabla 3.2— NUumero cerdos seleccionado seguin grupo de edad y tamafio de la granja; Grande: >100 cerdos;

mediana: 11-100 cerdos; pequefa: <10 cerdos
TAMANO DE LA GRANJA Ne. DE GRANJAS Ne. DE MUESTRAS CEBO LECHON
Grande 14 245 231 14
Mediana 10 41 36 5
Pequena 4 14 12 2
TOTAL 28 300 279 21
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4.
Muestras de origen humano

Con la finalidad de detectar portadores de SARM entre los trabajadores del sector porcino,
bien en granjas de cria 0 en el matadero, se realizd una busqueda activa de portadores. Se so-
licitaron los permisos oportunos y se les informo sobre los objetivos v la finalidad del estudio,
dando su consentimiento, con una participacion del 100%.

Con el objetivo de recabar informacion, se disefd un sencillo cuestionario que fue cumpli-
mentado en el momento de la recogida de la muestra en todos aquellos casos que accedie-
ron a participar en el estudio. Este cuestionario estad basado en el realizado por Smith et al.
2009, e incluye los siguientes items:

- Edad

- Tiempo que lleva trabajando en contacto con cerdos (afos)
- Tarea que realiza

- Numero de cerdos que manipula/dia

- ;Extrae sangre?

- (Ha visitado el hospital en los Ultimos 12 meses?

- Infecciones en la piel, heridas que tardan en curar, etc.
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5.1.

5.2.

5.
Toma de muestras

Muestras de origen animal.

A cada cerdo se le realizaron dos tomas de muestra, una nasal y otra rectal. Para ello
se empled una torunda con medio de conservacién Amies Rayon (Deltalab™). Previo
a la toma de la muestra se anoto6 la fecha, granja de procedencia y origen de la toma
de muestra (nasal o rectal). La toma nasal se llevd a cabo introduciendo la torunda por
ambas fosas nasales unos 10 cm de profundidad y realizando pequefos giros a ambos
lados. Para la toma rectal se introdujo la torunda 1 o 2 centimetros por el orificio anal
y posterior frotis de la zona perianal. Posteriormente las muestras se conservaron en
nevera isotérmica a 4°C hasta su recepcion en el laboratorio, siempre dentro de las 24

horas posteriores a la toma.

Muestras de origen humano.

Se tomaron un total de 54 muestras de origen humano, que corresponden a personal
del Matadero Insular de Tenerife, asi como ganaderos, transportistas y empleados de las
granjas de procedencia de las muestras tomadas en cerdos. La zona de toma de la mues-
tra fue la mucosa nasal, introduciendo la torunda y haciéndola girar en el vestibulo nasal
(tabique y cara interna de aletas nasales). En aquellas personas que presentaban heridas

recurrentes en la piel se les realizd una toma de muestra en la lesién.
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6.
Aislamiento e identificacion de
Staphylococcus aereus

Una vez tenemos la muestra en el laboratorio, rotulamos un tubo eppendorf por muestra y
le anadimos caldo corazén—cerebro (BHI o Brain Heart Infusion; Panreac™, Barcelona, Espafa)
al 7% cloruro sodico (NaCl). Posteriormente se introduce la torunda con la muestra, se parte
por el extremo distal y se incuba en estufa (Selecta™, Barcelona, Espafia) a 37°C durante 24
horas. Este caldo favorece la proliferacion de la carga bacteriana de Staphylococcus aureus en
aquellas muestras que pueden presentar baja carga de esta bacteria y limitar el crecimiento
de otros microorganismos debido al elevado contenido en sales.

Transcurridas 24 horas se realiza una siembra en placas agar cromogénico chrom/D MRSA (bio-
Mérieux S.A., Marcy—-I'Etoile, France) previamente atemperadas. Estas placas permiten la iden-
tificacion directa de cepas SARM mediante el
desarrollo espontédneo de una coloracion verde
(verde malaquita) en las colonias productoras
de alfa—glucosidasa y la presencia del antibidti-
co cefoxitina, para el cual son resistentes.

Pasadas 24 horas procedemos a la lectura de
las placas y en caso de negatividad las reincu-
bamos hasta las 48 horas a 37°C.

Figura 3.2- Colonias de Staphylococcus aureus resistente
a meticilina en agar cromogénico.
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6.1. Identificacion de Staphylococcus aureus (SLIDEX STAPH PLUS).

Principio:

Es un test rdpido de aglutinacién de particulas de latex para la identificacion de
cepas de Staphylococcus aureus a partir de aislamiento en medios de cultivo. El
reactivo Slidex Staph Plus™ (bioMérieux S.A., Marcy—I'Etoile, France) contiene par-
ticulas de latex azul sensibilizadas mediante fibrinbgeno humano y anticuerpos
monoclonales. De esta forma permite la deteccion simultanea del factor de afini-
dad por el fibrindgeno, de la proteina A por el fragmento FC de los IgG de ratén
y de un antigeno de grupo ligado a las estructuras periféricas especificas del

Staphylococcus aureus.

Procedimiento:

Para el procesado de las muestras debemos atemperar los reactivos hasta que
alcancen la temperatura ambiente y homogeneizar los mismos de manera cuida-
dosa, evitando la formacién de burbujas en el cuentagotas. Elegimos una tarjeta
desechable y en uno de los circulos depositamos una gota del reactivo R1 (latex
anti Staphylococcus aureus) para posteriormente agregar las colonias sospechosas
(anticuerpo) con un asa de siembra (1 6 2 colonias sospechosas). Posteriormente,
mezclamos cuidadosamente durante 10 segundos con ayuda del asa de siembra
y lo extendemos sobre la superficie del circulo realizando ligeros movimientos de
rotacion durante 20 segundos. Transcurrido este tiempo procedemos a la lectura

del ensayo e interpretamos los datos.

Interpretacion de resultados:

Se interpretan como positivas aquellas muestras en la que observamos aglutina-
cion (figura 3.3).

Figura 3.3- Test de aglutinacion Slidex Staph Plus™ para la identificacion de S. aureus.

POSITIVO =p 4= NEGATIVO
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6.2. Identificacion de Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA-Screen)

Principio:
Es un test para la deteccion rapida de PBP2' presente en aislamientos de Staphylo-
coccus aureus para la identificacion de Staphylococcus aureus resistente a meticili-
na. La penicillin binding protein 2’ (PBP2’) se encuentra en la membrana celular del
SARM. MRSA-Screen™ (Denka Seiken Co, Japan) consiste en un reactivo sensibi-
lizado con anticuerpos monoclonales frente a PBP2"y reactivos de extraccion de
PBP2’ a partir de bacterias.

Procedimiento:

A partir de un cultivo fresco (menos de 24h), cogemos con un asa de siembra
4-5 colonias de 2,5 mm de didmetro vy las resuspendemos en un tubo de micro-
centrifuga en el que previamente hemos afadido 4 gotas del reactivo Extraction
Reagent-1. Acto seguido, lo ponemos en un termo-bloque a 95°C durante 3 mi-
nutos y posteriormente lo dejamos enfriar a temperatura ambiente para anadirle
una gota del reactivo Extraction Reagent-2. Mezclamos bien y centrifugamos 5
minutos a 3000rpm.

Para la prueba de aglutinacion, trabajaremos sélo con el sobrenadante. El proce-
dimiento se detalla a continuacion.

1. Afadir 50 ul del sobrenadante a cada circulo.
2. Al circulo 1 afadir una gota del reactivo Sensitized Ldtex.
3. Al circulo 2 afadir una gota del reactivo Control Ldtex.

4. Rotar la tarjeta durante 3 minutos.

Interpretacion de los resultados:

Se interpretan como positivas aquellas muestras en la que observamos aglutina-
cion (figura 3.4).

Figura 3.4— Test de aglutinacion MRSA Screen™ para la identificacion de SARM.

POSITIVO =p . 4= NEGATIVO
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/.
Extraccion y purificacion de
acido desoxirribonucleico (ADN)

La extraccion y purificacion del dcido desoxirribonucleico (ADN) se realizé de manera automatiza-
da mediante el equipo Maxwell™ 16 (Promega™, Madison, USA). Este sistema automatizado proce-
sade 1 a 16 muestras en un tiempo de 30 minutos partiendo de la suspension bacteriana.

Procedimiento:

Se toman 2-3 colonias frescas (cultivo de menos de 24 horas) y se resuspenden en suero
fisioldgico 0,9% (B-Braun™, Espana). Posteriormente, preparamos la Solucién de Lisis a
partir de 200 pl de buffer de lisis mas 20 ul de proteinasa K. A continuacién se pipetean
en un tubo eppendorf 200 ul de la muestra 'y 220 ul de la solucion de lisis y se mezclan
bien. Pipeteamos todo el volumen (420 pl) del eppendorf en el cartucho de extracciéon
y colocamos una punta en la Ultima posicion del cartucho. Por dltimo, colocamos en
la gradilla los eppendorf de eluido con 50 ul de agua destilada y se procede a poner en
marcha el sistema.

El ADN se obtiene transcurridos 45 minutos y lo mantenemos en congelacion (preferi-

blemente a —80°C) hasta el momento de su procesamiento.

72



lll. MATERIAL Y METODOS

8.
Amplificacion del gen mecA

Una vez hemos obtenido el ADN mediante el protocolo automatizado de extraccion (Maxwe-
[I™ 16), amplificamos el gen mecA mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). El gen
mecA es un gen que codifica la PBP2' (penicillin binding protein o PBP2’), que es aquella que

confiere resistencia a los 3—lactdmicos, entre ellos la penicilina.

Procedimiento:
Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

La preparacion del “Mix” de los reactivos que intervienen en la amplificacion debe rea-
lizarse a baja temperatura para mantener inactivas las enzimas que intervienen en la
reaccion. Colocamos el nimero necesario de eppendorf en un bloque de enfriamientoy

preparamos el Mix. Para ello afadimos por cada muestra a amplificar:
- 30,85 pl de agua destilada estéril.
- 10 pl de Polimejor 5X.
-5 ul TOX PCR Buffer (15 mM Mg, pH 9), (Promega™, Madison, USA).
-2 pl de dNTPs 2,5 mM (Promega™, Madison, USA).
-1 pl de la mezcla de primers a 25 uM (MecA-1y MecA-2).
-0,15 pl de Tag polimerasa a 10U / pl.

En la reaccion de amplificacion se usé Polimejor (Sucrosa 0,35 M, Cresol 80 ug/ml) por su

capacidad de incrementar la eficacia de la PCR.
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Condiciones:

El termociclador (iO5 Real Time PCR, BIORAD) debe realizar la siguiente programacion:
-3 minutos a 95°C.
-30 ciclos:
- Desnaturalizacion: 94°C durante 1 minuto.
-Hibridacion: 60°C durante 1 minuto.
- Extension: 72°C durante 1 minuto.

- 10 minutos a 72°C.

Los primers utilizados para esta PCR son los siguientes:
-MecA-1:5-(1319) GGG GTC GTT ACA ACG TTA CAA G (1341)-3'
- MecA-2:5'-(1814) AGT TCT GCA GTA CCG GATTTG C(1836)-3'

Interpretacion de los resultados:

Los resultados se muestran a tiempo real. Si hay amplificacion del gen mecA, muestra
pertenece a un Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM).
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9.
Amplificacion del
Cassette Cromosdmico Estafilococico (SCCmec)

Una vez hemos obtenido el ADN mediante el protocolo automatizado de extraccion (Maxwe-

1™ 16), amplificamos el SCCmec mediante Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Procedimiento:

PCR.

El procedimiento debe realizarse a baja temperatura para mantener inactivas las enzimas
que intervienen en la reaccion, evitando asi que la reaccion empiece antes de tiempo. Co-
locamos el nimero necesario de eppendorf en un bloque de enfriamiento, uno por cada
muestra de ADN y dos mas para los controles negativo y positivo. Posteriormente prepa-

ramos el Mix para la reaccion. Para ello anadimos por cada muestra a amplificar:
-9,6 ul de agua destilada.
-5 ul 5X Polimejor.
- 2,5 ul 10X PCR Buffer (30 mM Mg, pH 9).
1,5 pl MgCl2.
-2 12,5 mM dNTPs.
-0,5 ul Tag polimerasa (5U/ul).
- 2,5 yl primer mix (82 ul TE + 8 ul cada primer).

En cada eppendorf dispensamos 24 ul del Mix y afadimos 1 ul del ADN correspondiente
(volumen final por tubo eppendort. 25 pl).
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La amplificacion se realiza en un termociclador (iCycler, Bio—Rad Laboratories™, USA) de
manera automatizada y con los siguientes ciclos:

-4 minutos a 95°C.
-30 ciclos:
- Desnaturalizacion: 94°C durante 30 segundos.
- Hibridacion: 53°C durante 90 segundos.
- Extension: 72°C durante 60 segundos.
-15 minutos a 72°C.

En la reaccion de amplificacién se usd Polimejor (Sucrosa 0,35M, Cresol 80 ug/ml) por su
capacidad de incrementar la eficacia de la PCR.

Electroforesis.

Para poder visualizar el ADN amplificado realizamos una electroforesis en un gel de aga-
rosa al 2%.

Pesamos 0,6 g de agarosa y los fundimos en 30 ml de TBE 0,5X. Se hierve y tras atempe-
rarlo lo vertemos con cuidado sobre el soporte con el peine correspondiente al nimero
de muestras que queremos analizar. Dejar solidificar.

Cuando el gel estd solidificado llenamos la cubeta de electroforesis con tampdn TBE
0,5X, introducimos el gel en la cubeta de electroforesis y sacamos el peine del gel con

cuidado de no romper los pocillos resultantes.

Posteriormente pasamos a cargar los pocillos con 5 ul de la muestra amplificada y de-
jamos libre un pocillo para cargar el correspondiente peso molecular. Conectamos los
electrodos (comprobar que el gradiente es del polo negativo al positivo) y ponemos en
marcha la electroforesis.

Finalizada la electroforesis realizamos la tincion del gel. Para ello tefiimos el gel en una
solucion de bromuro de etidio (500 ml de TBE 0,5X y 250 ul de bromuro de etidio al 1%)
durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo visualizamos el gel en el transiluminador
de luz ultravioleta y guardamos una copia de la fotografia resultante.
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10.
Estudio de genotipado. Electroforesis en gel
de campos pulsantes (PFGE)

La tipificacién molecular de microorganismos mediante Electroforesis en Gel de Campos
Pulsantes (PFGE) tiene como objetivo conocer la relacion epidemiolégica entre las distintas
cepas aisladas. Mediante esta técnica separamos fragmentos de ADN cromosomicos de ele-
vado tamafno mediante una técnica especial de electroforesis, en la que se aplican campos
eléctricos de incidencia pulsante. Mediante este sistema se consigue dividir el cromosoma
bacteriano en patrones sencillos, de 10 a 20 bandas, lo cual facilita la comparacién entre
las distintas cepas, permitiendo establecer diferentes grados de similitud genética entre las

bacterias estudiadas.

Esta técnica se caracteriza por poseer un alto poder discriminatorio y es el método de elec-
cion para este tipo de estudios.

Procedimiento:

El protocolo empleado esta basado en el descrito por Montesinos et al.,, 2002, y puede

dividirse en las siguientes fases:

10.1. Siembra en placa.

Las colonias con las que se inicia el protocolo de electroforesis en gel de campos pulsan-
tes deben ser frescas, es decir, con menos de 24 horas de incubacion. Las sembramos en

agar sangre a 37°C durante 24 horas.
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10.2. Preparacion del indculo.

El inoculo se prepara en caldo LB (Luria—Bertoni). Para ello cogemos aproximadamente
3-4 colonias del microorganismo en cultivo en agar sangre e incubamos en estufa a
37°C durante 18 horas.

10.3. Extraccion del ADN cromosomico.
Determinacién del inéculo del microorganismo.

Para trabajar con una cantidad de ADN adecuada, debemos tener un crecimiento bac-
teriano adecuado y que determinaremos mediante el empleo de un espectrofotémetro.
Para ello medimos la absorbancia a 540nm y en funcién de la densidad dptica obtenida,

trabajaremos con uno u otro volumen de muestra.
- 0,6-0,7 se cogerdn 10 ml de inéculo.
- 1,3 se cogeran 7 ml de indculo.
-> 1,5 se cogeran 5 ml de inéculo.

Centrifugamos el volumen escogido durante 10 minutos a 3000 rpm y descartamos el
sobrenadante. El pellet o sedimento lo resuspendemos en 4-5 ml de PET IV con la ayuda
de un vortex y lo centrifugamos nuevamente durante 10 minutos a 3000 rpm. Una vez
centrifugado, descartamos el sobrenadante y resuspendemos el sedimento o pellet en
T ml de PET IV,

10.4. Preparacion de los insertos.

Antes de comenzar, los moldes de los insertos deben limpiarse con agua destilada, alco-
hol y nuevamente con agua destilada. Una vez secos, se sellan en su parte inferior con

cinta adhesiva.

Los insertos se preparan con agarosa de bajo punto de fusion al 1,6% (Certified Low
Melt Agarose, Bio—Rad Laboratories™, USA), que se mantiene a 40-45°C en un termo-
bloque hasta el momento de la preparacion del inserto. Para ello se mezclan 300yl
de agarosa y 300ul de la suspension de microorganismos con PET IV en un tubo de
microcentrifuga, quedando a una concentracién final de agarosa del 0,8%. La mezcla
resultante permite la obtencién de entre 5y 6 insertos (100 ul/ inserto) que solidifican

a 4°C durante 40-50 minutos.
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10.5. Lisis celular.

Una vez solidificados los insertos se transfieren a un tubo de 5 ml mediante la ayuda de
una pera de goma. En cada tubo dispensaremos la correspondiente solucion de lisis que
esta constituida por:

-Tampoén de Lisis | (2 ml/muestra)

-Lisozima 100 mg/ml (20 pl/muestra) (Lysozyma, Sygma™, Saint Louis, USA)

- Lisostafina 15 mg/ml (8 ul/muestra) (Lysostaphin, Sygma™, Saint Louis, USA)
-RNAsa 10 mg/ml (4 ul/muestra) (Ribonuclease A, Sygma™, Saint Louis, USA)

Los insertos se dejan en incubacion durante 24 horas a 37°C y transcurrido este tiempo se
descarta el tampodn de Lisis | y se sustituye por 2 ml de tampon de Lisis Il con el fin de inhibir
las nucleasas y eliminar las proteinas que puedan permanecer unidas al ADN. Los insertos se
incuban durante 48 horas a 50-55°C. Tanto la lisis celular, como posteriormente la digestion

enzimatica tendran lugar en el mismo inserto por difusion a través de la agarosa.

Transcurrido este tiempo se guardan a 4°C donde pueden permanecer hasta un ano.

10.6. Lavado de los insertos.

Para poder llevar a cabo la digestion enzimatica del ADN, es necesario realizar una serie
de lavados que eliminen los detergentes empleados para la lisis celular ya que pueden
inactivar las enzimas de restriccion.

Para ello, transferimos un inserto (aquel con el que continuaremos durante el resto del
proceso) a un tubo estéril de 10 mly le afadimos 4-5 ml de tampon TE donde lo deja-
mos a 4°C durante 18 horas.

Se realizan dos lavados mas antes de realizar la digestion enzimatica. En este punto, los

insertos pueden permanecer durante un periodo de T mes.

10.7. Digestion enzimatica de los insertos (Macrorrestriccion).

Las endonucleasas (enzimas) que se emplean en el analisis de restriccién del ADN cro-
mosémico en la Electroforesis en Gel de Campos Pulsante, presentan una baja frecuencia

de corte, de manera que se generan fragmentos de gran tamafo y poco NUMerosos.

Para la digestion enzimatica no emplearemos el inserto en su totalidad, sino que corta-
remos un fragmento, entre 1/3 y 1/4 del inserto, ayuddndonos con un cubreobjetos y
un portaobjetos.
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Por cada muestra (inserto) dispensaremos 200 ul que se corresponden con:
- 148 ul de agua estéril.
-2 ul de BSA.
-30 ul de enzima Apal (Promega™, Madison, USA).

- 20 ul de tampdn A (especifico para la enzima Apal) (Promega™, Madison, USA).

Las muestras (insertos) permanecen en incubacién a 37°C (temperatura especifica para
la enzima) durante 18 horas.

10.8. Preparacion del gel de agarosa.

Vamos a trabajar con agarosa al 1%. Preparamos un gel de agarosa al 1% en TBE 0,5X. Para
ello afadimos 1 gramo de agarosa (Pulsed Field Certified Agarose, Bio—Rad Laboratories™,
USA) a 100 ml de TBE 0,5X, mezclamos bien y dejamos hervir hasta en tres ocasiones para
lograr su correcta fusion. Mientras dejamos que la agarosa se enfrie (aproximadamente 30
minutos), preparamos el molde donde vamos a preparar el gel. Debemos limpiar previa-
mente el soporte y el peine correspondiente a quince pocillos con agua destilada antes
de verter la agarosa, de manera que eliminemos el posible polvo y suciedad que poste-
riormente se conviertan en artefactos que dificulten el revelado del gel. Una vez colocado
el peine colocaremos los insertos de manera consecutiva en cada uno de los dientes del
peine, dejando libres las posiciones de los extremos y una central para colocar el peso mo-
lecular (Lambda Ladders, Promega—Markers™, Madison, USA). Cuando la agarosa se halla
enfriado la vertemos cuidadosamente evitando que ésta arrastre alguno de los insertos y
esperamos a que el gel solidifique (aproximadamente 20 minutos).

10.9. Colocacion en el sistema CHEF-DRIII.

De todos los sistemas desarrollados, el més extendido ha sido el CHEF (Clamped Homo-
geneous Electric Field Electrophoresis). Sus mayores ventajas son la facilidad de manejo
y la capacidad de separar multiples muestras generando patrones de bandas rectos, que

hacen mucho més facil la compara-

- . . | L |

cion entre ellos. Este sistema dispone N ERIE PP S R
de veinticuatro electrodos dispuestos
periféricamente v fijos a un contorno

hexagonal (figura 3.5).

Figura 3.5- Esquema de la distribucién de
electrodos en el sistema CHEF de electrofo-
resis en campo pulsante. El angulo sefalado

(120°) es el &ngulo de reorientacion entre el

campo eléctrico Ay el B. o
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El aparato utilizado es el CHEF-II (BioRad Laboratories™, USA). Se preparan tres litros de
tampon de electroforesis TBE 0,5X (300 ml TBE 5X en 2700 ml de agua destilada miliQ) y
se vierten en la cubeta de electroforesis hasta el nivel correspondiente. En este momen-

to, ponemos en marcha el sistema de acuerdo con los siguientes parametros:
- Controlador de pulsos:
-Bloque I: 6 w/cm, 12 horas, pulso inicial 5 segundos y pulso final 15 segundos.
-Bloque Il: 6 u/cm, 12 horas, pulso inicial 15 segundos y pulso final 40 segundos.

- Bomba de recirculacion del tampdn de electroforesis. Debe programarse a una velocidad
aproximada de 1 L por minuto y nunca debe ponerse en marcha con la cubeta vacia.

- Refrigerador. Debe programarse a 14°C.

- Desmontar el molde que contiene el gel y depositarlo, sujeto a la bandeja, en la cubeta
de PFGE. Antes de introducirlo en la cubeta, debemos eliminar la agarosa sobrante
que pueda haber quedado adherida al gel de manera que evitemos posibles obstruc-
ciones del sistema. Debe comprobarse que la cubeta tiene el marco adecuado para la

bandeja, ajustar la misma en el espacio correspondiente y cerrar la tapa de la cubeta.

- Conectar los electrodos y poner en marcha el sistema.

10.10. Extraccion del gel y tincion.

Una vez finalizada la PFGE, abrimos la tapa y extraemos el gel junto con la bandeja. Con
cuidado, deslizamos el gel sin la bandeja dentro de la solucion de bromuro de etidio
(500 ml de TBE 0,5X y 250 ul de bromuro de etidio al 1%) y lo dejamos a temperatura

ambiente y agitacion durante 20 minutos.

Transcurrido este tiempo visualizamos el gel en el transiluminador bajo luz ultravioleta y

guardamos una copia de la fotografia resultante.

10.11. Analisis de las imdgenes obtenidas.

El término de andlisis de imagenes hace referencia a la comparacion de dos o mas pa-
trones de bandas correspondientes a las distintas cepas. El objetivo de la comparacién
de los patrones de bandas, especialmente en la deteccién de brotes, es determinar la
existencia de identidad entre patrones (tanto en el niumero como en la posicion de las
bandas). Un objetivo adicional, serian los estudios poblacionales realizados durante lar-
gos periodos de tiempo, en el que se intenta determinar el grado de similitud que existe

entre cada par de patrones que se estan estudiando.

Para realizar la comparacion, existen comercializados distintos software especificos. En

este analisis hemos utilizado el InfoQuest™ FP software.
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El primer paso del andlisis es asignar los pesos moleculares a las distintas bandas en fun-
cion de la movilidad electroforética. Para ello se requiere de un marcador de peso mo-
lecular. A continuacion, el siguiente paso consiste en determinar el grado de homologia
entre dos patrones a partir del nimero de bandas compartidas y no compartidas.

La representacién del grado de similitud se realizé6 mediante el dendrograma, el cual
es el sistema de representaciéon grafica mas ampliamente utilizado por su sencilla in-
terpretacion. Este sistema clasifica los patrones jerdrquicamente en forma de arbol tras
compararlos entre sf, mediante el algoritmo matematico UPGMA (Unweighted Pair Group
with Mathematical Averaging) con una posicion de tolerancia del 1% y un margen de

confianza del 0,5%.

Los distintos tipos y subtipos que se definen segun los criterios de Tenover (Tenover et
al, 1995) son:

a.ldénticos. Cuando los dos aislamientos presentan el mismo nimero de bandas y éstas
tienen aparentemente el mismo tamano. En este caso ambos aislamientos representan

la misma cepa.

b. Genéticamente relacionados. Cuando el nimero de diferencias entre los dos aisla-
mientos sea inferior o igual a 3. Esto es debido a que un Unico cambio genético, en el
mas desfavorable de los casos (mutacién espontanea que afecte a un lugar de restriccion:
creando uno nuevo o haciendo desaparecer uno ya existente), se traduce en un maximo
de tres diferencias entre los patrones de un aislamiento y su ancestro. En este caso, las dos
cepas pueden considerarse genéticamente relacionadas (una subtipo de la otra 0 ambas
derivadas de un ancestro comun) y sus diferencias pueden ser la consecuencia de los
cambios genéticos que se acumulan en las sucesivas generaciones bacterianas.

c. Posiblemente relacionados. Cuando los cambios entre los dos patrones pueden ser
atribuidos a dos hechos genéticos independientes, el nimero de cambios puede llegar
a ser hasta de 6 (inserciones o delecciones de ADN; o ganancia o pérdida de lugares de
restriccion). Aunque estos aislamientos puedan también corresponder a una linea evo-
lutiva comun, su relacidon genética no es tan cercana y por tanto, es menos probable su
relacién epidemioldgica. Este nimero de variaciones puede verse entre aislamientos
separados por largos periodos de tiempo (> 6 meses), entre aislamientos que proceden
de brotes que han afectado a un gran ndmero de personas o entre aislamientos que

proceden de situaciones endémicas prolongadas.

d. No relacionados. Cuando los cambios entre los dos patrones son atribuibles a tres o
mas cambios genéticos independientes, lo cual se traduce en un numero de diferen-
cias entre los dos patrones superior a 6. En este caso interpretaremos que las dos cepas

pertenecen a clones distintos, sin relacion epidemioldgica.
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1.
Secuenciacion automatica y tipificacion de
secuencias de locus multiples (MLST)

Este procedimiento permite determinar las secuencias de regiones internas de siete genes
altamente conservados de ~ 500 pb. Este procedimiento ha sido validado para Staphylococcus
aureus y permite determinar, de acuerdo a secuencias conocidas disponibles en el sitio www.
mlst.net, si la cepa de Staphylococcus aureus evaluada pertenece a clones ya conocidos o si
se trata de clones nuevos. Para cada gen las diferentes secuencias se designan como alelos
distintos y cada aislamiento es definido por alelos de cada uno de los siete loci determinando

su perfil alélico o secuencia tipo (ST o Sequence Type).

11.1. Amplificacion de alelos de genes Housekeeping.

Los siete genes Housekeeping o regiones genémicas altamente conservadas son ampli-
ficados por separado usando la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR). Las reaccio-
nes de amplificacion son realizadas mediante el uso del termociclador PTC-100 (Peltier
Thermal Cycler, Bio—Rad Laboratories™, USA). Los genes con sus correspondientes pri-

mers y secuencias que se utilizaron para la tipificacién se muestran en la tabla 2.3.
El volumen final de la reaccién es 25 ul y consta de los siguientes reactivos:

- 14,5 yl Agua destilada.

-5 ul Polimejor.

- 2,5ul Buffer 10X (1,5 mM MgCl2).

- Tl dNTP mix 2.5 mM=100 uM de cada dNTP en la concentracién final.
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- 0,5 pl de primer mix 25uM.
-1 ul ADN bacteriano.

- 0,5 ul de Tag ADN Polimerasa (Promega™, Madison, USA).

Tabla 3.3- Primers empleados para la amplificacion de los genes empleados en la tipificacion de Staphylo-
coccus aureus por MLST.

GEN PRIMER SECUENCIA (5'-3)
arcC-Up TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC
Carbamate Kinase (arcC)
arcC-Dn AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
arof-Up ATCGGAAATCCTATTTCACATTC
Shikimate dehydrokinase (arof)
arof-Dn GGTGTTGTATTAATAACGATATC
glpF-Up CTAGGAACTGCAATCTTAATCC
Glycerol kinase (glpf)
glpF-Dn TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
gmk-Up ATCGTTTTATCGGGACCATC
Guanylate kinase (gmk)
gmk-Dn TCATTAACTACAACGTAATCGTA
pta-Up GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG
Phosphate acetyltransferase (pta)
pta-Dn GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
tpi-Up TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA
Triosephosphate isomerase (tpi)
tpi-Dn TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
yqiLl-Up CAGCATACAGGACACCTATTGGC
Acetyl coenzyme A acetyltransferase (yqil)
yqiLl-Dn CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC
Enright MC et al (2000)

Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes:
- 3 minutos a 95°C.
- 30 ciclos:
- Desnaturalizacion: 94°C durante 45 segundos.
- Hibridacion: Th durante 30 segundos.
- Extension: 72°C durante 30 segundos.
- 10 minutos a 72°C.
- 15°C “forever’

La Th hace referencia a la temperatura de hibridacién de los primers (Tabla 3.4).

84



lll. MATERIAL Y METODOS

Th (°C) GENES

55°C arcC

50°C arok

57°C glpF

55°C gmk

58°C pta

5o°C i Tabla 3.4—Temperaturas de hibridacion (Th) usadas en la

- amplificacion de los foci.

55°C yqiL

Antes de comenzar la secuenciacion comprobamos mediante electroforesis en gel de
agarosa que sélo tenemos una Unica y robusta banda de ADN, ya que si existiera mas de

una, aparecerian solapamientos de secuencias.

11.2. Purificacion enzimatica del producto de PCR (EXOI-SAP).

La Exonucleasa | es un enzima con actividad exonucleasa que actla sobre los primers
sobrantes de la reaccion de PCR, cortdndolos desde el extremo 3'al 5’y descomponién-
dolos en nucledtidos. Por otro lado, el enzima SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) actla
sobre los nucledtidos desfosforilandolos quedando asi inactivos. El objetivo de esta pu-
rificacion es eliminar los primers y los desoxirribonucleotidos trifosfato (ANTPs) sobran-
tes de la PCR de manera que no interfieran en las reacciones posteriores.

El volumen final de la reaccion es 4,5 pl y consta de los siguientes reactivos:
- 2,5 ul Agua destilada.
- 0,25 pl Exol (20U / pl; Fermentas, Inc, Hanover, MD).
-1 Wl SAP (1U / ul; Fermentas, Inc, Hanover, MD).
- 0,75 ul de producto de PCR.
Las condiciones para la reaccion de purificaciéon enzimatica son las siguientes:
- 37°C/ 30 min.

- 80°C/ 15 min (para la inactivacién de los enzimas).

11.3. Reaccidon de secuenciacion.

La reaccidon de secuenciacion tiene como objetivo determinar la secuencia de nucleoti-
dos de la region que queremos estudiar. El equipo empleado en nuestro estudio fue el
ABI 3130XL (Perkin—Elmer Applied Biosystems™, Foster City, California).

El volumen final de la reaccion es 6.5 ul y consta de los siguientes reactivos:
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- 4,5 ul ADN purificado (paso anterior).
- 0,863 ul Agua destilada estéril.
- 0,637 ul Primer Forward o Reverse 5uM.

- 0,5 pl kit BigDye Terminator Cycle Sequencing v1.1 (Perkin-Elmer Applied Biosyste-

ms™, Foster City, California).
Las condiciones para la reaccién de secuenciacion son las siguientes:
- 94°C / 3 minutos [94°C / 30segundos, 55°C 5segundos, 60°C 4minutos] 25 ciclos.

- 72°C 4 minutos / 4°C “for ever”.

11.4. Purificacion de la reaccion de secuenciacion.
Esta purificacion la realizamos mediante precipitacion con Etanol / EDTA / Acetato Sédico.
A la reaccion de secuenciacion se afiaden los siguientes reactivos:
- 0,65 ul EDTA 125 mM.
- 0,65 ul Acetato sédico 3 M.
16,25 pl Etanol 100% .

Mezclamos invirtiendo los tubos, sellamos con papel de aluminio e incubamos 15 minu-
tos a temperatura ambiente. A continuacién, centrifugamos a 4°C durante 30 minutos a
12.000 rpm. Finalizada la centrifugacién, decantamos el sobrenadante y afadimos 22,75
ul Etanol 70%, para volver a centrifugar durante 15 minutos a 6270 rpm a 4°C. Decanta-
mos el sobrenadante y secamos las muestras en Speed-Vac 15 minutos, manteniendo
las muestras protegidas de la luz durante este tiempo. Resuspendemos el pellet en 15
ul de formamida desionizada (Perkin—Elmer Applied Biosystems, Foster City, California)
y transferimos a la placa del secuenciador para posteriormente realizar la electroforesis
capilar con el “Analizador genético ABI 3130XL"empleando para ello capilares de 36 cm
y el polimero POP6™ (Perkin-EImer Applied Biosystems, Foster City, California) junto con
el software “Run 3130 XL Data Collection v3.0™" (Perkin—EImer Applied Biosystems™, Fos-

ter City, California).

Finalizada la electroforesis pasamos al andlisis de la misma mediante el software “Se-
quencing Analysis 5.2™" (Perkin—Elmer Applied Biosystems™, Foster City, California) del

cual obtendremos un electroferograma.
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11.5. Asignacion, interpretacién y comparacion de las secuencias de
locus multiples (MLST).

De acuerdo a las secuencias obtenidas de cada uno de los 7 loci, los alelos se numeraron
consecutivamente. El perfil alélico obtenido se compard con el perfil de cepas de diver-
sas regiones geograficas disponible en linea (www.mlst.net). Las secuencias se conside-

raron como alelos distintos cuando se encontrd diferencias en al menos un nucledétido.
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12.
Estudio de la resistencia antimicrobiana

Para realizar el estudio de resistencia antimicrobiana trabajamos con cultivos puros y frescos
(colonias de menos de 24 horas). Para ello, una vez identificadas las colonias de SARM, las
sembramos en una placa de agar Columbia con sangre al 5% (Agar COS) (bioMérieux S.A.,
Marcy-I'Etoile, France) durante 24 horas a 37°C. Para el estudio de resistencia antimicrobia-
na de los aislamientos utilizamos las tarjetas AST-P588; Estas tarjetas son especificas para el
sistema VITEK 2 (bioMérieux S.A., Marcy—I'Etoile, France) como test para la determinaciéon de
la sensibilidad in Vitro. El VITEK 2 permite detectar de manera rédpida y automatizada las resis-
tencias bacterianas, validando e interpretando los resultados de las pruebas de sensibilidad y

mecanismos de resistencia frente a los antibidticos de los distintos microorganismos.

Semanalmente se analizan distintos microorganismos de referencia a modo de control. En el
caso del S. aureus se analiza 1 vez a la semana la identificacion y antibiograma (AST P588) de

la cepa de referencia S. aureus ATCC 29213.

Los antibidticos testados se muestran en la tabla 3.5.

Preparacion del inéculo:

Se realiza mediante la técnica de patrén de turbidez. Se toma un tubo de 5 ml se le afa-
de 3 ml de solucion salina estéril al 0,85%, se toman 2 ¢ 3 colonias bien aisladas de un
cultivo puro y se emulsionan en la solucién salina. La turbidez final debe ser equivalente
a 0,5 de Mc Farland.

Programar la estacion de trabajo e introducir el carrusel en la bandeja del VITEK 2.
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Tabla 3.5- Antibioticos testados en nuestro estudio.

GRUPO FARMACOLOGICO

ANTIBIOTICO

B-lactamico

Bencilpenicilina, Oxacilina

Aminoglucésidos

Gentamicina, Tobramicina

Quinolonas Levofloxacino

Macroélido Eritromicina
Lincosamidas Clindamicina
Oxazolidinonas Linezolid

Glicopéptido

Teicoplanina, Vancomicina

Glicilciclinas

Tigeciclina

Fosfonatos

Fosfomicina

Nitrofuranos

Nitrofurantoina

Bacteriostaticos

Acido fusidico, Trimetoprima

Rifamicinas

Rifampicina

Sulfonamida

Sulfametoxazol

Estreptograminas

Quinupristina/Dalfopristina

Acido pseudoménico

Mupirocina
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13.
Composicion de los reactivos

Bromuro de Etidio 1%.

10 pl de Bromuro de Etidio en 990 ul de agua destilada. Hacer alicuotas de 500 ul en

tubos plasticos de 1 ml con tapdn de rosca. Mantener a 4°C y en oscuridad.

TE.
10 mM Tris=HCl, 0,11 mM EDTA (pH 8).
Para 500 ml mezclar:
-5 ml Tris Base 1 M pH 7.6.
20 ul EDTA 0,5 M pH 8.
495 ml agua destilada.

Autoclavar y conservar a 4°C.

TBE 5X.
1 M Tris pH 7.5, 1 M Acido Bérico, 2 mM EDTA pH 8.
Para 500 ml mezclar:
- 27 g de Tris Base.
1,85 g de EDTA.
360 ml de agua destilada.

Mezclar bien y afadir:
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-13,75 g de Acido Bérico.
- 140 ml de agua destilada.

Autoclavar y conservar a temperatura ambiente.

Polimejor.

Sucrosa 0,35 M, Cresol 80 ug/ml.

PET IV.
10 mM Tris pH 7.6; 1 M NaCl.
En un bote de cristal de 500 ml anadir:
-5 ml Tris base 1 M.
-29,2 g NaCl.
-Completar con agua destilada.

Autoclavar y conservar a 4°C.

Tampédn de Lisis I.

6mM Tris—HCl (pH 7.5); TM NaCl; 100 mM EDTA (pH 7.5); 0,2% Desoxicolato sodico; 0,5 Brij
58, 0,2% Deoxicolato, 0,5% Sarcosilato (SLS).

En un bote de cristal de 100 ml mezclar:
=600 pl Tris pH 7.6.
=25 ml NaCl 4 M.
-20mI EDTA 0,5 M pH 7.6.
-41,9 ml agua destilada.
Autoclavar y afadir:
-5 ml Desoxicolato 4%.
- 2,5 ml Sarcosil 20%.
-5 ml Brij 1%.

Conservar a 4°C.

Tampédn de Lisis Il.
0,5 M EDTA (pH 9-9.5), 1% Sarcosil.
En un bote de cristal de 100 ml mezclar:
- 18,6 g de EDTA.

-80 ml de agua destilada.
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- Ajustar pH (9-9.5) anadiendo 15 lentejas de NaOH (aproximadamente).
Autoclavar y afadir:
-5 ml de Sarcosil 20%.

Conservar a 4°C.

Caldo LB.
Para 500 ml mezclar:
500 ml de agua destilada.
-5 g de Triptona.
- 2,5 g de extracto de levadura.
-5 g de Cloruro Sédico.

Dispensar 15 ml en tubos de cristal con tapdn y autoclavar.

Brij 58.

Solucién al 10% en agua destilada. Conservar a temperatura ambiente.

Deoxycolato 4%.
Para 50 ml anadir:
-2 g de Deoxycolato de Sodio.
- 50 ml de agua destilada.

Conservar a temperatura ambiente.

EDTA 0,5M.
Para 100 ml mezclar:
- 18,6 g de EDTA.
- 100 ml de agua destilada.
- Afadir 10-12 lentejas de NaOH para ajustar el pH a 8.

Conservar a temperatura ambiente.

Lisoestafina.

Solucion de 15 mg/ml en agua destilada. Se reparte en alicuotas de 250 ul en tubos tipo

eppendorfy congelar a -20°C.
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Lisozima.
Solucion de 100 mg/ml en agua destilada. Se reparte en alicuotas de 300 ul en tubos

tipo eppendorfy congelar a =20°C.

NaCl 4 M.
Para 100 ml mezclar:
-23,3 g de NaCl.
- 100 ml de agua destilada.

Autoclavar y conservar a temperatura ambiente.

Proteina K.

Solucion de 10 mg/ml en agua destilada. Se reparte en alicuotas de 500 pl y congelar a

-20°C.

RNAsa-A.
Solucién de 10 mg/ml en agua destilada. Debe hervirse durante 5 minutos antes de

repartir en alicuotas de 600 pl en tubos tipo eppendorfy congelar a —20°C.

Sarcosyl 20%.
Para 100 ml anadir:
- 20 g de N-Lauroylsarcosine.
- 100 ml de agua destilada.

Conservar a temperatura ambiente.

Tris Base 1 M.
Para 100 ml anadir:
-12 g de Trizma.
- 75 ml de agua destilada.
- Afadir HCl hasta ajustar el pH a 7.6 (USAR GUANTES Y MASCARILLA)
-Completar con agua hasta 100 ml.

Conservar a temperatura ambiente.
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14,
Andlisis estadistico

La muestra se describe resumiendo cada variable mediante la frecuencia relativa de aparicion

de cada una de sus categorfas debido a su escala nominal.

Las comparaciones de frecuencias para estas variables entre grupos se realizan mediante la
prueba chi-cuadrado de Pearson o Exacta de Fisher cuando las tablas de contingencia son del

tipo 2x2 y no se puede aplicar la primera.

Todos los calculos se realizan con el paquete estadistico de ordenador SPSS 17.0 para Windo-
ws de IBM Co ™.
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IV. RESULTADOS

1.

Aislamiento de SARM

en muestras nasales de cerdos

Todos los resultados que mencionaremos son referidos a muestras nasales, ya que en ningun

caso la muestra rectal resultd positiva si la nasal era negativa.

Enlatabla 4.1 se muestran el nimero de aislamientos de SARM segun las 27 granjas de proce-

dencia de los cerdos. El porcentaje de positividad de las muestras de cerdos fue del 85,3%.

Tabla 4.1- Aislamientos de SARM en muestras nasales de cerdo, distribuidas por municipio y granjas de origen.

GRANJA MUNICIPIO TAMANO TOTAL MUESTRAS (+) | % POSITIVOS

1 Adeje Grande 16 16 100
2 Arico Mediana 3 2 66,7
3 Arico Grande 27 24 88,9
4 Arona Grande 11 11 100
5 Arona Pequena 2 2 100
6 Buenavista del Norte Grande 18 16 88,9
7 Buenavista del Norte Mediana 2 2 100
8 Candelaria Pequena 1 0 0

9 El Rosario Mediana 6 6 100
10 El Rosario Grande 28 20 71,72
11 El Rosario Mediana 1 1 100
12 Fasnia Grande 20 20 100
13 Guia de Isora Mediana 3 3 100
14 Gufmar Grande 33 29 87,87

N
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N
15 Icod De Los Vinos Grande 15 15 100
16 La Laguna Mediana 2 2 100
17 La Laguna Grande 32 27 84,37
18 La Laguna Grande 16 11 68,75
19 La Laguna Mediana 5 4 80
20 La Laguna Mediana 10 10 100
21 La Orotava Grande 20 15 75
22 Los Realejos Mediana 8 3 37,50
23 Los Realejos Mediana 1 1 100
24 Los Realejos Grande 6 6 100
25 Los Realejos Pequena 8 4 50
26 San Miguel Grande 2 2 100
27 San Miguel Pequena 3 3 100
28 Tegueste Grande 1 1 100

TOTAL 300 256 85,3

1.1. Cerdos de cebo.

En la tabla 4.2 se muestra la prevalencia en SARM de las muestras de cerdo de cebo se-

gun su granja de origen. El 84,2% (235/279) fueron positivos y sélo una de las 28 granjas

testadas resultd negativa para SARM, la ya mencionada ne 8.

Tabla 4.2— Aislamientos de SARM en muestras de cerdo de cebo, distribuidas por granjas

NUMERO MUNICIPIO TAMANO TOTAL MUESTRAS (+) | % POSITIVOS

1 Adeje Grande 15 15 100
2 Arico Mediana 3 2 66,7
3 Arico Grande 25 22 88
4 Arona Grande 11 11 100
6 Buenavista del Norte Grande 18 16 88,9
7 Buenavista Del Norte Mediana 2 2 100
8 Candelaria Pequena 1 0 0

9 El Rosario Mediana 6 6 100
10 El Rosario Grande 28 20 713
11 El Rosario Mediana 1 1 100
12 Fasnia Grande 20 20 100
13 Gufa De Isora Mediana 3 3 100
14 GUimar Grande 32 28 87,5

N
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N
15 Icod De Los Vinos Grande 15 15 100
16 La Laguna Mediana 2 2 100
17 La Laguna Grande 22 17 773
18 La Laguna Grande 16 11 68,7
19 La Laguna Mediana 5 4 80
20 La Laguna Mediana 5 5 100
21 La Orotava Grande 20 15 75
22 Los Realejos Mediana 8 3 37,5
23 Los Realejos Mediana 1 1 100
24 Los Realegjos Grande 6 6 100
25 Los Realejos Pequena 8 4 50
26 San Miguel Grande 2 2 100
27 San Miguel Pequena 3 3 100
28 Tegueste Grande 1 1 100

TOTAL 279 235 84,2

1.2. Lechones.

En la tabla 4.3 se muestra que la prevalencia de SARM de las muestras de lechones es
del 100% (21/21). Se incluyeron muestras procedentes de 6 granjas y todas resultaron
positivas. Si comparamos el porcentaje de positividad de los cerdos de cebo en relacion
a los lechones, se obtienen diferencias significativas (p = 0,031), siendo el porcentaje de

lechones positivos superior al de cerdo de cebo.

Tabla 4.3— Aislamientos de SARM en muestras de lechones, distribuidas por granjas.

NUMERO MUNICIPIO TAMANO TOTAL POSITIVOS

1 Adeje Grande 1 1

3 Arico Grande 2 2

5 Arona Pequena 2 2

14 Guimar Grande 1 1

17 La Laguna Grande 10 10

20 La Laguna Mediana 5 5
TOTAL 21 21
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2.1.

2.2.

2.
Aislamiento de SARM en cerdos
segun tamafno de granja

Cerdos de cebo.

En la tabla 4.4 se muestra la distribucion de las muestras de cerdo de cebo segun el ta-

manfo de la granja (grande, mediana y pequena), asi como la prevalencia de SARM segun

grupo de edad de los animales. Se observa que el porcentaje de cerdos positivos es

mayor en las granjas de mayor tamano, si bien esta diferencia no es significativa.

Tabla 4.4- Aislamientos de SARM en el total de muestras seguin tamafo de la granja y edad de los cerdos.

TAMANO GRANJA GRANJAS N CEBO (+) % POSITIVOS
Grande 14 231 199 86
Mediana 10 36 29 80,5
Pequena 4 12 7 58,2
TOTAL 28 279 235
Grande: >100 cerdos; mediana: 11-100 cerdos; pequena: <10 cerdos.
Lechones.

En la tabla 4.5 se puede observar que todas las muestras son positivas y no hay diferen-

cias segun el tamafo de la granja.

Tabla 4.5 Aislamientos de SARM en el total de muestras segun tamafo de la granja y edad de los cerdos.

TAMANO GRANJA GRANJAS N MUESTRAS (+)
Grande 4 14 14
Mediana 1 5 5
Pequena 1 2 2
TOTAL 6 21 21
Grande: >100 cerdos; mediana: 11-100 cerdos; pequena: <10 cerdos.
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3.
Estudio de genotipado de cepas
procedentes de cerdos

3.1. Cepas procedentes del total de cerdos.

En el estudio de Electroforesis en Gel de Campos Pulsantes del total de aislados de
SARM, se obtuvieron 12 patrones de bandas diferentes (A7 hasta A12) (Figura 4.1). Segun
los Criterios de Tenover, todos ellos pertenecen a un mismo pulsotipo (Pulsotipo A).
Segun su andlisis por Multi Locus Sequence Typing (MLST), todos los subtipos pertenecen
a un unico clon: ST398. El andlisis de agrupamiento de pulsotipos se muestra en el den-
drograma (Figura 4.2).

Figura 4.1- Macrorrestriccion con Apal y posterior PFGE. Peso molecular: carriles 1, 8 y 15. SARM: carriles
2-7y 9-14.
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Figura 4.2—. Dendrograma de los patrones generados por Apal-PFGE de los aislamientos de SARM.
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Al estudiar el cassette cromosémico estafilocdcico, obtuvimos dos tipos diferentes, SCC-
mec IV en un 37% vy el SCCmec V en un 63%.

La tabla 4.6 muestra los distintos patrones de bandas obtenidos en la Electroforesis en
Gel de Campos Pulsantes (PFGE), la frecuencia de aparicion de los mismos y el tipo de
Cassette Cromosomico Estafilocdcico al cual pertenecen. Se observa que los patrones
mas frecuentes son el ATy el A5, sequidos del patrén A2. La figura 4.3 muestra la distri-
bucion de los distintos patrones de bandas obtenidos.

Tabla 4.6— Distribucion de las cepas aisladas de SARM, segun patron de banda y cassette cromoso-
mico estafilococico.

PFGE apal .
FUENTE Sulsicea Numero SCCmec MLST Sequence Type
Al 81 V ST398
Total de
cepas aisladas A2 51 Y ST398
de cerdos
A3 24 Y ST398
A4 13 Y ST398
A5 65 \ ST398
A6 2 IV ST398
A7 11 vV ST398
A8 5 Y ST398
A9 1 \ ST398
AlO 1 V ST398
All 1 \ ST398
Al2 1 V ST398
TOTAL 256
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Figura 4.3- Distribucion de los distintos patrones de bandas obtenidos en la Electroforesis en Gel de
Campos Pulsantes con la enzima de macrorrestriccion Apal.
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3.2. Cepas procedentes de cerdos de cebo.

La tabla 4.7 muestra los distintos patrones de bandas obtenidos en la Electroforesis en
Gel de Campos Pulsantes, la frecuencia de aparicién de los mismos y el Cassette Cro-
mosémico Estafilocdcico que poseen. EI SCCmec obtenido con mas frecuencia fue el
SCCmec V, como se observa en la figura 4.4. Los patrones de bandas mas frecuentes son
el ATy el A5, sequidos del patron A2 (Figura 4.5).

Figura 4.4- Distribucién de las cepas de SARM segun SCCmec.
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Tabla 4.7- Distribucion del total de aislados de SARM cerdos de cebo segun subtipo y SCCmec.

Pgslft/iq’f: ! NUMERO SCCmec MLST Sequence Type
Al 74 v $T398
- 48 % 57398
A3 24 1\ ST398
s 12 Y 5T398
A 60 v ST398
A9 2 Y 5T398
A7 7 v 5T398
A8 5 v 5T398
A9 i v 57398
ATl i v 5T398
A2 i v 57398
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Figura 4.5- Distribucion de los distintos patrones de bandas o subtipos obtenidos en la Electroforesis en Gel
de Campos Pulsantes con la enzima de macrorrestriccion Apal en los SARM aislados en cerdos de cebo.
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3.3. Lechones.

La tabla 4.8 muestra los distintos patrones de bandas obtenidos en la Electroforesis en Gel
de Campos Pulsantes, la frecuencia de aparicion de los mismos y el Cassette Cromosémico
Estafilococico que poseen. EI SCCmec mas frecuente sigue siendo el SCCmec V (figura 4.6).

A diferencia de los cerdos de cebo, en el caso de los lechones sélo se ven representados los
patrones Al, A2, A4, A5, A7y A10. Este Ultimo solo ha aparecido en los aislamientos de SARM
de los lechones. Los patrones mas frecuentes son el ATy el A5, a diferencia de los aislados de
SARM en cerdos de cebo, donde el A7 se encuentra muy representado (figura 4.7).

Tabla 4.8— Distribucion del total de aislados de SARM lechones seguin subtipo y SCCmec.

PFGE Apal Subtipo NUMERO SCCmec MLST Sequence Type
Al 7 \% ST398
A2 3 IV ST398
A4 1 % ST398
A5 5 \% ST398
A7 4 \% ST398
Al0 1 \% ST398

Figura 4.6- Distribucion de los lechones aislados de SARM segun SCCmec.
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Figura 4.7- Distribucion de los distintos patrones de bandas o subtipos obtenidos en la Electroforesis en Gel
de Campos Pulsantes con la enzima de macrorrestriccion Apal en los SARM aislados en lechones.
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4.
Resistencia antibidtica
de las cepas procedentes de cerdos

4.1. Total de muestras.

En la tabla 4.9 se observa el porcentaje de resistencia del total de cepas de SARM a los
antibioticos ensayados. Las mayores resistencias, sin considerar los f-lactamicos, apare-
cen en clindamicina, aminoglucdésidos y trimetoprima/sulfametoxazol (cotrimoxazol).

Tabla 4.9- Resistencia de las cepas de SARM a los antibioticos testados.

GRUPO FARMACOLOGICO ANTIBIOTICO % RESISTENCIA
— E
Aminoglucésidos ?entamjc‘ina 383
obramicina 394
Quinolonas Levofloxacino 133
Macrélidos Eritromicina 336
Lincosamidas Clindamicina 504
Oxazolidinonas Linezolid 0,0
e g
Glicilciclinas Tigeciclina 0,0
Fosfonatos Fosfomicina 0,0
Nitrofuranos Nitrofurantoina 05
Bacteriostaticos TAr Tr‘:eotggrﬂ Cai 30;)7
Rifamicinas Rifampicina 0,0
Sulfonamida Sulfametoxazol* 38,7
Estreptograminas Quinupristina/Dalfopristina 00
Acido Pseudoménico Mupirocina 0,0

* combinado como Trimetropin/Sulfametoxazol = Cotrimoxazol.
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4.2. Resistencia a los antibiéticos segun SCCmec

Enlasfiguras 4.8 y 4.9 se observa el porcentaje de resistencia de las cepas de SARM con respec-
to a los antibidticos aminoglucoésidos, segun tipo de Cassette Cromosdmico Estafilocécico.

Figura 4.8— Resistencia a gentamicina segun SCCmec.
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Figura 4.9- Resistencia a tobramicina seguiin SCCmec.
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Los aislados de SARM que tienen SCCmec IV presentan una resistencia mayor a la gentamicina y
tobramicina que los que presentan el SCCmec V' y esta diferencia es significativa (p <0,001).

En las figuras 4.10, 4.11 y 4.12 se observa la susceptibilidad de los aislados de SARM, depen-
diendo del cassette cromosémico, para los antibioticos levofloxacino, eritromicina y cotri-
moxazol. No existe diferencias significativas entre la susceptibilidad de los aislados testados
segun SCCmec a eritromicina, pero si en el caso de los antibiéticos levofloxacino (p<0,001),
siendo mas resistentes los que presentan el SCCmecV, a diferencia del caso de cotrimoxazol,
donde son los que presentan SCCmec IV los mas resistentes a este antibiético (p<0,001).

Figura 4.10- Resistencia a levofloxacino segun SCCmec.
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Fig 4.11- Resistencia a eritromicina segun SCCmec
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Figura 4.12- Resistencia a trimetropin/sulfomexazol (cotrimoxazol) segun SCCmec.
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4.3. Cerdos de cebo

Las resistencias a los distintos antibidticos testados de las cepas aisladas en cerdos de
cebo se muestran en la tabla 4.10. Son resistentes a los 3—lactdmicos y para el resto de

antibioticos la resistencia oscila entre el 0,3% a nitrofurantoina y el 47,6% a clindamicina.

Tabla 4.10- Resistencia antibiotica en los SARM aislados en cerdos de cebo.

Grupo Farmacolégico Antibidtico % Resistencia
— oo F
Aminoglucésidos $emam,ic.ma 396
obramicina 40,7
Quinolonas Levofloxacino 12,2
Macrélidos Eritromicina 30,1
Lincosamidas Clindamicina 47,6
Oxazolidinonas Linezolid 0,0
L g
Glicilciclinas Tigeciclina 00
Fosfonatos Fosfomicina 0,0
Nitrofuranos Nitrofurantoina 03
Bacteriostaticos TAr f::gtz;s:iﬁg 40(3?8
Rifamicinas Rifampicina 00
Sulfonamida Sulfametoxazol* 40,8
Estreptograminas Quinupiristina/Dalfopristina 0,0
Acido Pseudoménico Mupirocina 00

* combinado como Trimetropima/Sulfametoxazol = Cotrimoxazol.
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4.4 Lechones.

Las resistencias a los distintos antibidticos testados de los aislados de lechones se mues-

tran en la tabla 4.11.

La resistencia a los B-lactamicos es del 100% y en el resto de valores la resistencia oscila

entre el 4,8% a tobramicina hasta el 81% a clindamicina.

Tabla 4.11- Resistencia antibiotica en los SARM aislados en lechones.

GRUPO FARMACOLOGICO ANTIBIOTICO % RESISTENCIA
Bencilpenicilina 100
B-lactdmico
Oxacilina 100
) . Gentamicina 23,8
Aminoglucésidos
Tobramicina 238
Quinolonas Levofloxacino 2338
Macrélido Eritromicina 71
Lincosamidas Clindamicina 81
Oxazolidinonas Linezolid 0,0
Teicoplanina 0,0
Glicopéptido
Vancomicina 0,0
Glicilciclinas Tigeciclina 0,0
Fosfonatos Fosfomicina 0,0
Nitrofuranos Nitrofurantoina 0,0
o Acido fusidico 0,0
Bacteriostaticos
Trimetoprima* 14,28
Rifamicinas Rifampicina 0,0
Sulfonamida Sulfametoxazol* 14,28
Estreptograminas Quinupiristina/Dalfopristina 0,0
Acido Pseudoménico Mupirocina 0,0

* combinado como Trimetropima/Sulfametoxazol = cotrimoxazol.
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5.
Patrones de resistencia en el
total de muestras

Se han obtenido un total de 20 patrones de resistencia antibidtica (tabla 4.11) y cuatro de ellos
se han encontrado con mayor frecuencia, representando el 66% del total, como se observa en la
(tabla 4.12).

Tabla 4.12- Patrones de resistencia.

PATRON DE RESISTENCIA ANTIBIOTICO FRECUENCIA PORCENTAJE
PG+OXA 50 19,5
PG+OXA+LVX 13 5,1
PG+OXA+GEN 1 04
PG-+OXA+SXT 11 43
PG+OXA+CLIN 13 51
PG+OXA +TOB 1 04
PG+OXA +ERI+CLIN 44 17,2
PG-+OXA +ERI+CLIN+ SXT 3 1,2
PG+OXA+GEN+TOB 8 312
PG-+OXA+GEN+TOB+ SXT 41 16,0
PG+OXA+GEN-+TOB +CLIN+ SXT 8 312
PG+OXA+GEN+TOB +ERI+CLIN+ SXT 34 13,3
PG+OXA+GEN+TOB+ERI+CLIN+FOS+ SXT 1 04
PG+OXA+ LVX +ERIH-CLIN 1 04
PG+OXA + LVX +CLIN 19 742
PG+OXA+TOB+ LVX + SXT 2 08
PG+OXA+GEN+TOB +ERIH+CLIN+NIT 1 04
PG+OXA+TOB+ERIH+-CLIN 1 04
PG+OXA+GEN-+TOB+ERI+CLIN 1 04
PG-+OXA+GEN+TOB +CLIN 3 1,2

Total 256 100,0

PG: Bencilpenicilina; OXA: Oxacilina; GEN: Gentamicina; TOB: Tobramicina; ERI: Eritromicina; CLIN: Clindamicina; FOS:
Fosfomicina; NIT: Nitrofurantoina; LVX: Levofloxacino; SXT: Trimetoprima/Sulfametoxazol.
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Si comparamos los patrones de resistencia mas frecuentes de las cepas aisladas de cerdos,
segun SCCmec, se observa que existen diferencias significativas (tabla 4.13). Los patrones ben-
cilpenicilina/oxacilina y bencilpenicilina/oxacilina/eritromicina/clindamicina aparecen con mas
frecuencia en las cepas que presentan el SCCmec V'y los patrones bencilpenicilina/oxacilina/
gentamicina/tobramicina/cotrimoxazol y bencilpenicilina/oxacilina/gentamicina/tobramicina/
eritromicina/clindamicina /cotrimoxazol en las cepas que presentan el SCCmec IV.

Tabla 4.13- Patrones de resistencia antibiotica mas frecuentes seguin SCCmec.

SCCmec
Tipo IV Tipo V Total
0 50 50
PG+ OXA 0,0% 52,6% 29,6%
0 44 44
PG + OXA + ERI + CLIN 0,0% 46,3% 26,0%
41 0 41
PG + OXA + GEN + TOB + SXT 55,4% 0,0% 24,3%
PG + OXA + GEN + TOB + ERI + CLIN + SXT = ! 4
44.6% 1,1% 20,1%
74 95 169
TOTAL 100,0% 100,0% 100,0%

PG: Bencilpenicilina; OXA: Oxacilina; GEN: Gentamicina; TOB: Tobramicina; ERI: Eritromicina; CLIN: Clindamicina; FOS:
Fosfomicina; NIT: Nitrofurantoina; LVX: Levofloxacino; SXT: Trimetoprima/Sulfametoxazol= Cotrimoxazol.

Tabla 4.14- Andlisis Estadistico de los patrones de resistencia segun SCCmec.

VALOR gl SIG. ASINTOTICA (BILATERAL)
Chi-cuadrado de Pearson 165,057a 3 ,000
Razon de verosimilitudes 222,645 3 ,000
Asociacion lineal por lineal 108,380 1 ,000
N de casos vélidos 169

a. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 14,89.
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6.
Aislamiento e identificacion de SARM en
trabajadores del sector porcino

6.1. Aislamiento de SARM en trabajadores del sector porcino

El porcentaje de aislamiento de SARM en muestras nasales de trabajadores fue del 9,3
(5/54). Todos pertenecian al sexo masculino y su media de edad fue de 40+9.7 afios. En
la tabla 4.15 se observan las caracteristicas de los trabajadores incluidos en el estudio, asf
como la distribucion del porcentaje de positividad segun las distintas variables. Las cin-
Co muestras positivas se corresponden con 3 granjeros, 1 matarife y 1 veterinario. Todos
habian estado en contacto con cerdos y el 60% (3/5) de los positivos habia manipulado
sangre u otros fluidos de los animales. El 80% (4/5) de los trabajadores positivos tuvieron
contacto en su trabajo con mas de 50 cerdos al dia. Ninguno habia ingresado en el hospi-
tal en los Ultimos doce meses, ni tenfa infecciones o heridas en la piel de dificil curaciéon.

Tabla 4.15. Prevalencia de SARM en trabajadores del sector, segun variables estudiadas

VARIABLE ‘ ‘ % POSITIVIDAD
OCUPACION
Veterinario 19 53(1/19)
Auxiliar de Veterinario 2 0(0/2)
Expedicion de canales 1 0(0/1)
Matarife 7 14,3 (1/7)
Limpieza matadero 1 0(0/1)
Limpieza oficinas 1 0(0/1)
Oficina 2 0(0/2)
Operario de granja 17 17,5 (3/17)
Mantenimiento 1 0(0/1)
Transportista del Matadero 3 0(0/3)
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%

NUMERO DE CERDOS QUE MANIPULA AL DIA

0-50 17 5901/17)
51-100 11 9,1 (1/11)
101-200 17 11,8(2/17)

> 201 9 11(1/9)

MANIPULACION DE SANGRE U OTROS FLUIDOS

Si 20 15 (5/20)
No 34 0(0/34)

INGRESO EN EL HOSPITAL EN LOS ULTIMOS 12 MESES
Si 8 0(0/8)
No 46 10,9 (5/46)

INFECCIONES EN PIEL O HERIDAS QUE NO CURAN

Si 4 0(0/4)
No 50 10 (5/50)
EDAD
18-30 14 7,1(1/14)
31-45 25 12 (3/25)
46-56 16 6,2 (1/16)

6.2. Estudio de genotipado de las cepas aisladas en trabajadores del
sector porcino.

La tabla 4.16 muestra los distintos subtipos obtenidos en la Electroforesis en Gel de
Campos Pulsantes, la frecuencia de aparicion de los mismos y el Cassette Cromosdémico
Estafilococico que poseen. El estudio de genotipado por Electroforesis en Gel de Cam-
pos Pulsantes y posterior MLST muestran que todos pertenecen a un Unico pulsotipo
(pulsotipo A), viéndose representados sélo cinco de los doce subtipos encontrados en
cerdos (A1, A2, A3, A4y A5). Todos ellos pertenecen a un solo clon: ST398, denominado
actualmente a nivel internacional como “clon porcino’, ya que este animal actla como
reservorio del mismo.

Tabla 4.16- Distribucién del total de aislados de SARM en trabajadores del sector porcino segun subtipo

y SCCmec.
SUBTIPO (Apal) NUMERO SCCmec MLST Sequence Type
Al 1 V ST398
A2 1 \Y ST398
A3 1 v ST398
A4 1 \% ST398
A5 1 v ST398
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6.3. Estudio de resistencia antibidtica en cepas aisladas en
trabajadores del sector porcino.
Las resistencias a los distintos antibidticos testados se muestran en la siguiente tabla
(Tabla 4.17).

Estas cepas presentan resistencias, sin considerar los 3-lactdmicos, a gentamicina, to-
bramicina, levofloxacino, trimetoprima y sulfametoxazol. Al resto de antibidticos ensa-

yados estas cepas presentan el 100% de sensibilidad.

Tabla 4.17- Resistencia antibiotica en los SARM aislados en trabajadores del sector.

GRUPO FARMACOLOGICO ANTIBIOTICO % RESISTENCIA
(s Bencilpenicilin 1

p-lacraico Toadina o0
Aminoglucésidos Gentam‘ic.ina 40
Tobramicina 40
Quinolonas Levofloxacino 20
Macrolido Eritromicina -
Lincosamidas Clindamicina 40
Oxazolidinonas Linezolid =
e :
Glicilciclinas Tigeciclina -
Fosfonatos Fosfomicina -
Nitrofuranos Nitrofurantoina =
Bacteriostéticos A’;ido fusidico -
Trimetoprima*® 40
Rifamicinas Rifampicina -
Sulfonamida Sulfametoxazol* 40
Estreptograminas Quinupristina/Dalfopristina -
Acido Pseudomanico Mupirocina -

* combinado como Trimetropin/Sulfametoxazol = Cotrimoxazol.

6.4. Patrones de resistencia en los SARM aislados de trabajadores del

sector porcino.

Se han obtenido 4 patrones de resistencia antibiética que se muestran en la tabla 4.18.

Tabla 4.18- Patrones de resistencia antibiética de los SARM aislados en trabajadores del sector porcino.

PATRON DE RESISTENCIA ANTIBIOTICA NUMERO
PG + OXA + LVX + CLIN 1
PG + OXA + GEN + TOB + CLIN + SXT 1
PG + OXA + GEN +TOB + SXT 1
PG + OXA 2

PG: Bencilpenicilina; OXA: Oxacilina; GEN: Gentamicina; TOB: Tobramicina; ERI:
Eritromicina; CLIN: Clindamicina; FOS: Fosfomicina; NIT: Nitrofurantoina; LVX:

Levofloxacino; SXT: Trimetoprima/Sulfametoxazol = Cotrimoxazol.
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V. DISCUSION

1.
Aislamiento de SARM en muestras nasales
procedentes de cerdos

1.1. Prevalencia del aislamiento de SARM en cerdos.

Los resultados de nuestro estudio indican que los cerdos estan altamente colonizados
en su mucosa nasal por SARM, ya que la prevalencia es del 85,3%.

En todos los casos, si bien se tomd muestra nasal y rectal, los resultados presentados
son siempre referidos a las muestras nasales, ya que en ningln caso la muestra rectal
era positiva cuando la nasal era negativa. Por otra parte, los cultivos procedentes de las
muestras nasales presentaban menor variedad de colonias, en la muestra rectal hay una

mayor cantidad y variedad de colonias, lo que dificulta el aislamiento.

La primera colonizacién de SARM en cerdos fue comunicada en Holanda por Voss et al.
(2005), que obtuvieron un porcentaje de colonizacion muy inferior al nuestro (0,35%), si

bien eran pocas las muestras incluidas en su estudio.

Dada la importancia del tema en salud humanay animal, la Furopean Food Safety Autho-
rity (EFSA) realizo el primer estudio a nivel de la Union Europea sobre prevalencia de este
microorganismo en las explotaciones porcinas. El estudio se llevd a cabo en 24 estados
miembros, incluido Espafa, y dos paises extracomunitarios, durante el 2008. Se detecté
este microorganismo en 17 paises, entre ellos Espafia, dando una prevalencia para nues-
tro pais del 46% en explotaciones de reproduccion de cerdos y el 51% para instalaciones
de produccién (EFSA, 2009).

Actualmente este microorganismo ha sido identificado en gran cantidad de paises, prin-
cipalmente de Europa y en América del Norte. En la tabla 5.1 se muestran la prevalencia
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de colonizacion de cerdos por este microorganismo obtenida en los distintos estudios,
el pais de realizacion del mismo y el punto de muestreo de los animales. Como se obser-
va, los distintos estudios obtienen gran diversidad de prevalencias, si bien en todos los
casos inferiores a las nuestras y oscilan desde el 80% obtenido por Huijsdens et al. (2006)
en cerdos de granjas de Holanda a estudios que no lo detectan, como el realizado por

Horgan et al. (2010) en Irlanda.

Tabla 5.1- Prevalencia de colonizacién de cerdos por SARM.

REFERENCIA PAIS N PREVALENCIA PUNTO DE MUESTREO
Huijsdens et al. (2006) Holanda 10 80% Granja
De Neeling et al. (2007) Holanda 540 39% a 81% Matadero
Guardabassi et al. (2007) Dinamarca 100 10% Granja
Khanna et al. (2008) Canada 285 25% Granja

Van Duijkeren et al. (2008) Holanda 310 11% Granja

Meemken et al. (2008) Alemania 678 13% Granja
Wulf y Voss (2008a) Holanda - 39% Matadero

Smith et al. (2009) Estados Unidos 299 70% Granja

Guardabassi et al., (2009) Hong Kong 100 16% Granja

Cui et al,, (2009) China 509 11,4% Granja
Gomez-Sanz et al,, (2010) Espaha 106 35% Matadero
117 59,8% Matadero

Broens et al. (2010) Holanda

117 0% Granja

Huber et al. (2010) Suiza 800 1,3% Granja
Horgan et al. (2010) Irlanda 440 0% Matadero

Las muestras de nuestro estudio fueron recogidas en el Matadero Insular de Tenerife,
que recibe los cerdos de todas las granjas de la Isla. Un estudio realizado en Espafa,
en 2 mataderos de La Rioja, en muestras nasales de cerdos y lechones, obtuvieron una
prevalencia de colonizacién por SARM del 35%, inferior a la obtenida por nosotros (Go-
mez-Sanz et al, 2010). De Neeling et al. (2007) examinaron 540 cerdos de 9 mataderos
de Holanda y encontraron que 209 (39%) eran portadores de SARM en sus fosas nasales,
sugiriendo que este porcentaje que consideraron elevado, ya que es muy superior al
indicado previamente también en Holanda por Voss et al. (2005), podria ser debido a la
exposicion de cerdos a este microorganismo en los establos y camiones de transporte

de los animales de la granja al matadero.

Wulf y Voss, (2008a) en otro estudio también en Holanda, indican que el 39% de los
cerdos del matadero eran positivos para SARM, afirmando que es necesario un esfuerzo
para evitar una mayor propagacion de esta cepa de SARM, por el importante problema
de salud publica que pueden representar.
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Broens et al. (2010), encuentran que la prevalencia de SARM en cerdos en mataderos
en el momento del sacrificio era del (59,8%). La toma de la muestra la realizaron en di-
ferentes momentos desde el origen en la granja hasta el momento del sacrificio en el
matadero. Todos los cerdos estudiados eran negativos en la granja antes del transporte
y a su llegada al matadero encontraron una positividad del 10,3%, relacionando este
incremento con las condiciones del transporte. Asi, después del transporte de los ani-
males desde la granja al matadero y en la propia instalacion, la colonizacion por SARM
se incrementaba. Este incremento ocurria en el caso de los camiones de transporte que
no eran debidamente desinfectados, ya que en muchas ocasiones la desinfeccion no era
adecuada, ya que ésta dependia de factores como la carga bacteriana, el tipo de desin-
fectante, material del vehiculo, tiempo de exposicidn al mismo, etc. Ya en el matadero,
y en el caso de los corrales del matadero, a estas variables habria que afadir que el sue-
lo normalmente era rugoso y dificultaba la eliminacién de todos los microorganismos.
Estos autores indican, que si bien los cerdos de distintas granjas suelen mantenerse se-
parados, el contacto directo es posible, especialmente a través de las heces, por lo que,
la transmision de SARM entre los cerdos de las distintas granjas es posible. Los autores
consideraron que este incremento en tan corto periodo de tiempo, de la granja al mata-
dero, indicaba una muy rdpida transmisién de este microorganismo.

Nosotros consideramos que las condiciones de transporte pueden influir, pero también
las condiciones de la toma de muestra. En nuestro caso, realizamos la toma de la mues-
tra en el matadero, cuando los cerdos permanecian inconscientes sin que el animal
ofreciera resistencia alguna. En las granjas, pueden presentarse inconvenientes a la hora
de inmovilizar al animal por la resistencia fisica que muestran a la introduccion de la to-
runda. En nuestro estudio, al no existir grandes distancias entre las granjas y el matadero
Insular, el tiempo de transporte, en todos los casos, fue inferior a las 2 horas. Por otra
parte, en el matadero, permanecian menos de 24 horas, siempre separados en corrales
segun la granja de origen y siendo desinfectados los corrales entre los distintos lotes de
cerdos mediante soluciones de hipoclorito sodico al Tppm CL.

Horgan et al. (2010) realizaron un estudio de prevalencia en la industria porcina de Irlan-
da, tomando muestras en cerdos en 3 mataderos diferentes. De los 440 cerdos analiza-
dos, en ninguin caso obtuvieron ningun aislamiento positivo para SARM.

Existen diversas publicaciones de prevalencia de SARM en cerdos de granja y con resul-

tados dispares.

Van Duijkeren et al. (2008), también en Holanda, encontraron que un 11% de 310 cerdos
estudiados eran positivos para SARM. Meemken et al,, (2008) en Alemania encuentran un
porcentaje de positividad del 13% (85/678) cuando estudiaron cerdos procedentes de
347 granjas diferentes. Huber et al. (2010) en un estudio realizado en Suiza concluyen
que el SARM, y especialmente el ST398, ha entrado dentro de la cadena ganadera suiza.
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Sin embargo, la prevalencia en su estudio es muy baja (1,3%), sugiriendo que el riesgo de

transmision desde el ganado al ser humano o a la comida de origen animal es limitado.

El SARM, como ya hemos visto se encuentra ampliamente distribuido en el mundo, afec-
tando no sdélo a Europa, sino también al resto de continentes. En América, los primeros
datos de prevalencia de SARM en Canada fueron los aportados por Khanna et al., (2008)
que encontraron una prevalencia del 25%, cuando estudiaron la colonizacién nasal de
285 cerdos en 20 granjas diferentes. Smith et al. (2009) en un estudio realizado en lowa,
Estados Unidos, encontraron una prevalencia de SARM elevada, donde 147 de 209 cer-
dos resultaron portadores de SARM (70%).

En Asia, los estudios de Guardabassi et al., (2009) en Hong Kong y Cui et al,, (2009) en
China, encontraron una prevalencia de SARM en cerdos del 16% y 11,4% respectivamen-

te, en ambos casos en cerdos que eran muestreados en las granjas.
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2.
Aislamiento de SARM en cerdos
segun grupos de edad

Otro factor que parece estar implicado en la prevalencia de SARM asociado a los cerdos es la
edad de los animales. En nuestro estudio se obtuvieron diferencias significativas segun los dos
grupos de edad estudiados (p=0,031), siendo el porcentaje de lechones positivos superior al
de cerdo de cebo, de forma similar a lo obtenido en el estudio de Smith et al. (2009) que en-
contraron una tendencia de descenso significativo de la prevalencia de este microorganismo
a medida que aumenta la edad de los animales, siendo los cerdos de 15 semanas 0 menos, l0s
mas colonizados en comparacion con los adultos (OR: 2.17, 95% 1.C.). En este mismo sentido,
en Espafia, Gbmez-Sanz et al. (2010) que distinguen entre cerdos de cebo (53 muestras) y le-
chones (53 muestras) obtuvieron prevalencias del 21y 49% respectivamente, indicando, como
conclusion de su estudio, que es importante considerar la edad de los animales a la hora de
disefiar y comparar los estudios, ya que existen diferencias de colonizacién segun grupos de
edad. Nosotros obtuvimos estas mismas diferencias, pero los porcentajes de colonizacién son
muy superiores en nuestro estudio, alcanzando en lechones el 100% de positividad.

Sin embargo, en Canada Khanna et al. (2008) estudiaron cerdos de tres grupos de edad, le-
chones lactantes (20% de positividad), destetados (28% de positividad) y cerdos de cebo (26%
de positividad), no encontrando diferencias significativas de prevalencia entre los distintos
grupos de edad.

Por el contrario, Weese et al. (2010) evaluaron la colonizacién por SARM en los lechones de for-
ma longitudinal a lo largo de una serie de dias, encontrando asociacién significativa entre la
edad de los cerdos y la probabilidad de la colonizacion. Esta se incrementaba desde el 1% en
lechones de 1 dia, al 35% de positivos antes del destete y con un pico del 64% a la edad de 42
dfas. En el Ultimo dia de muestreo (70 dias) el 41% de los lechones eran portadores de SARM.
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3.
Estudio de genotipado de SARM de muestras
procedentes de cerdos

Todos los aislados de nuestro estudio pertenecen a un mismo clon, el ST398, que es el que
mayoritariamente se asocia al ganado y en especial a la cabafa porcina y la referida por la ma-
yorfa de los autores consultados en sus estudios (Voss et al. 2005; Huijsdens et. al, 2006; de Ne-
eling et al. 2007; White et al. 2007, Wulf y Voss, 2008a; Van Belkum et al., 2008; Van Duijekeren
et al. 2008; Lewis et al. 2008; Smith et al. 2009; Van den Broek et al., 2009; Huber et al.,, 2010).

Sin embargo, se han identificado otros clones de SARM procedentes de cerdos en diversos
pafses. Armand-Lefevre et al. (2005) en un estudio realizado en Francia encontraron en 14
aislamientos de infecciones en cerdos, una gran diversidad de cepas de SARM, identificando
los clones ST433, ST9, ST97, ademas del ST398.

Khanna et al. (2008), en un estudio realizado en Canada encontraron el ST398 y el ST5/USA100,
colonizando las fosas nasales de los cerdos. Battisti et al. (2010) en ltalia, encontraron las cepas
ST398, ST9, ST97.

En Espafa, Gbmez-Sanz et al. (2010) en Logrofio, encontraron en un estudio realizado en
cerdos de distintos grupos de edad, recogidas en 2 mataderos de la Rioja, las cepas ST398 (en

mayor proporcion) y ST1379.

En Asia, existe un gran predominio de la cepa ST9. Asi Guardabassi et al. (2009) en Hong Kong,
encontraron una prevalencia del 16% (16/100) en cerdos y en todos los casos se identificd
el ST9. Cui et al. (2009), también en este mismo pais, encontraron esta misma cepa ST9y en

Malasia fue identificada por Neela et al. (2009).
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Al estudiar los cassettes cromosdmicos estafilocécicos de las cepas de SARM ST398 se obtu-
vieron dos tipos diferentes, IV'y V, siendo el SCCmec V el predominante como se observa en
la figura 5.1.

Figura 5.1- Distribucion del total de los aislados de SARM segun SCCmec.

Tipo IV
37%

\

Tipo V
63%

Hasta el momento se han descrito 8 tipos de Cassette Cromosdmico Estafilococico, que son:
AL LV (IVa, IVe, Ve, IVd), V, VI, VIl'y VIII. Los SCCmec I, 11, I1l, VI, VIII, que son los cassettes mas
largos, se han asociado desde hace muchos afos a cepas hospitalarias, sin embargo el SARM

comunitario presenta normalmente los cassettes IV, V, VIl (Malachowa y Deleo, 2010).

La mayoria de los estudios describen para la cepa porcina ST 398 los SCCmec /Il IVy V. En nuestro
estudio los encontrados son el [Vy V, que coinciden con los de menor tamafio, como lo des-
criben Vanderhaeghen et al. (2010). Estos indican que estos cassettes al ser de menor tamafno

confieren a la cepa mayor susceptibilidad antibidtica que las que presentan SCCmec mayores.

También en Espana, Gomez-Sanz et al. (2010) en su estudio realizado en cerdos de 2 matade-
ros de la Rioja, encuentran los SCCmec IV, V, de forma similar a los encontrados por nosotros y
en el estudio de Witte et al. (2007) sobre aislamiento de SARM en animales de Centroeuropa,
encuentra los cassettes cromosémicos /V'y V, no sélo en cerdos, sino en caballos y perros. De
forma similar también Van Duijekeren et al. 2008 en Holanda, encuentran los cassettes IV, Ven
SARM aislados de muestras nasales de cerdos.

De Neeling et al. (2007) estudiando aislados de SARM de cerdos de 9 mataderos de Holanda,
encontraron los cassettes cromosémicos /1 (3%), IV (39%) y V (57%), por tanto éste ultimo es el
mayoritario, de forma similar a nuestro estudio y al de Gbmez-Sanz et al. (2010). También en
Holanda, Van Belkum et al. (2008), encuentran en su estudio realizado en cerdos y humanos
en Holanda, los cassette cromosémico /ll, IV'y V.

Huber et al. (2010) en un estudio realizado en Suiza, aislan de cerdos la cepa ST398, si bien
en un bajo porcentaje (1,3%), encontrando en todos los casos, el cassette cromosdémico V, de
forma similar a lo encontrado por Smith et al. (2009) en Estados Unidos.
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4.
Resistencia antibidtica de las cepas
procedentes de cerdos

Los Cassettes Cromosomicos Estafilococicos (SCC) codifican genes de resistencia a antibio-
ticos y/o factores de virulencia. Considerando que muchos SCCs pueden codificar el gen de
resistencia a la meticilina (mecA), los SCCs pueden ser clasificados en 2 grupos, SCCmec y
no-SCCmec. Todas las cepas de SARM incluidos en nuestro estudio, que pertenecen a la cepa
ST398 contienen el SCCmec que codifica el gen mecA y por tanto tienen resistencia a la meti-

cilina 'y a todos los antibidticos B-lactdmicos.

El problema de la aparicion de microorganismos resistentes tales como el SARM asociado al
ganado, esta estrechamente relacionado con el mal empleo de los agentes antimicrobianos
en veterinaria (de Neeling et al. 2007; Van den Broek, 2009). Las explotaciones porcinas inten-
sivas en las que los animales se encuentran hacinados y estabulados, son mas numerosas que
las explotaciones expansivas, donde el animal se encuentra en libertad. La terapia preventiva
o el tratamiento de animales sanos que conviven con otros enfermos pueden suponer un
factor de riesgo para la aparicién de estas cepas cuando se emplean subdosis, incluso en oca-
siones como promotores de crecimiento a pesar de su prohibicion, se prolonga demasiado el
tratamiento o no se realiza un diagndéstico apropiado. Los cerdos incluidos en nuestro estudio
provenian en todos los casos de granjas de produccion intensiva, si bien no tuvimos acceso a

los datos de uso de antimicrobiano en las mismas.

Un estudio realizado por Van Duijkeren et al., (2008) demostraron que el nimero de cerdos
colonizados por Staphylococcus aureus resistente a meticilina era mas alto en granjas que
aplicaban tratamientos orales en sabana, comparado con las granjas que no lo hacian; sin

embargo, otro estudio de Broens et al,, (2010) no encontrd tal asociacion.
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En nuestro estudio hemos encontrado elevados porcentajes de cepas de SARM resistentes
a Clindamicina (50,4%) y a los aminoglucosidos, tobramicina (39,4%) y gentamicina (38,3%).
También destacan los valores de resistencia obtenidos para los antibiéticos cotrimoxazol
(38,7%) y eritromicina (33,6%) como se observa en la figura 5.2.

Figura 5.2- Resistencia antimicrobiana de los aislados de SARM.
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PG: Bencilpenicilina; OXA: Oxacilina; GEN: Gentamicina; TOB: Tobramicina; ERI: Eritromicina; CLIN: Clindamicina;
LVX: Levofloxacino; SXT: Trimetoprima/Sulfametoxazol .

Existen diversos estudios que incluyen datos de susceptibilidad a distintos antibioticos de
las cepas de SARM aislados de cerdos. Asf, el 23% de los aislamientos de SARM del estudio de
Neeling et al. (2007) presentaron resistencia conjunta a eritromicina y clindamicina, porcen-
taje que en nuestro estudio fue del 17%. En este mismo estudio indican que el 36% fueron
resistentes a la kanamicina, gentamicina y tobramicina, porcentaje similar al obtenido por
nosotros para los dos aminoglucoésidos testados, gentamicina y tobramicina. Para el resto de
los antibioticos encuentran el 100% de sensibilidad, sin embargo nosotros obtenemos un
porcentaje elevado de resistencia al cotrimoxazol (38,7%), si bien inferior al 52% que obtienen
Van Duijkeren et al. 2008, que afirman que la presién de la seleccién antimicrobiana es uno
de los factores probables que han facilitado la emergencia y dispersion del SARM veterinario,
siendo las tetraciclinas y el cotrimoxazol los més empleados y a los que estos microorganis-
mos son mas resistentes. En otro estudio holandés, Van den Broek et al. (2009) encuentran ele-
vada resistencia a cotrimoxazol, eritromicina y clindamicina, superiores a las nuestras, siendo
del 52% para los tres antibioticos.

Smith et al. (2009), en un estudio de susceptibilidad de 15 aislados de SARM de cerdos en-
cuentran que todos son sensibles a la mayoria de los antibidticos testados (cotrimoxazol,
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levofloxacino, vancomicina, aminoglucésidos, etc.). Sin embargo, como hemos mencionado,
nosotros hemos encontrado un porcentaje importante de cepas resistentes a cotrimoxazol,
aminoglucosidos y levofloxacino. Estos autores dan porcentajes de resistencia a eritromicina
menores que los nuestros (20%), sin embargo encuentran un porcentaje del 87% de cepas
resistentes a clindamicina.

Battisti et al. (2010) encuentran altos porcentajes de resistencia al cotrimoxazol (68,8%) y eri-
tromicina (60,9%), superiores a los obtenidos por nosotros.

En nuestro estudio, si comparamos las resistencias a los antibidticos de las cepas aisladas de
lechonesy cerdos de cebo, podemos ver, como los lechones son mas resistentes a levofloxaci-
no, eritromicinay clindamicina que los cerdos de cebo. Sin embargo las cepas de los lechones
son mas sensibles a los aminoglucdsidos y cotrimoxazol (figura 5.3).

Figura 5.3— Comparacion de la resistencia antimicrobiana de los SARM aislados de cerdos de cebo y de lechones.

100 B Cebo ¥ Lechones

90
80
70
60
50
40
3

2

1

LVX

Porcentaje de resistencia
o ©o o

o

Antibidtico

PG: Bencilpenicilina; OXA: Oxacilina; GEN: Gentamicina; TOB: Tobramicina; ERI: Eritromicina; CLIN: Clindamicina;
LVX: Levofloxacino; SXT: Trimetoprima/Sulfametoxazol .

El Unico estudio que hemos encontrado sobre la diferencia de susceptibilidad de las cepas de
los cerdos seguin grupos de edad, es el de Gomez-Sanz et al. (2010), que indican que todas las
cepas mostraron resistencia a los B—lactdmicos y tetraciclina, y para el resto de los antibidticos
obtuvieron diferentes perfiles de resistencia, que eran dependientes del grupo de edad. Asi
los cerdos de cebo eran mas resistentes a la tobramicina y cotrimoxazol que los lechones, de
forma similar a los datos obtenidos por nosotros.
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Si comparamos el Cassette Cromosémico Estafilocdcico IVy V con la resistencia a los antibio-
ticos, se observan diferencias significativas para los antibioticos gentamicina, tobramicina,
levofloxacino y trimetoprima/sulfametoxazol.

Los aislados de SARM que tienen SCCmec tipo [V presenta una mayor resistencia a la gentami-
cina, tobramicina y cotrimoxazol que los que presentan el SCCmec tipo V'y esta diferencia es
significativa (p <0,000). Sin embargo, en el caso del levofloxacino la resistencia es predomi-
nante en las cepas que presentan el SCCmec V (p=0,000). En el estudio realizado por Gomez-
Sanzetal. (2010) en Logrofio, en cerdos en el matadero, detectan que las cepas con SCCmec IV
presentan una mayor resistencia a la gentamicina y tobramicina que las que poseen SCCmec
V, de forma similar a lo obtenido por nosotros.

El patrén de multirresistencia mas comun en nuestro estudio, definiéndolo como resistencia a
mas de 3 antibidticos, fue el que inclufa los B-lactamicos junto a eritromicina y clindamicina,
que aparece en un 17,2% de los aislados de SARM. El 23% de los aislamientos de SARM del
estudio de Neeling et al. (2007) presenta esta misma multirresistencia. Otros estudios también
mencionan esta misma resistencia conjunta (Witte et al. 2007; Kadlec et al., 2009; Battisti et al.
2010; Mulders et al., 2010; Gdmez-Sanz et al., 2010).

Nosotros obtuvimos que los patrones de multirresistencia que incluyen mas antibiéticos se dan
en los aislados de SARM que presentan el SCCmec IV y esta diferencia es significativa (p=0,000),
de forma similar a lo encontrado en el estudio de Gémez-Sanz et al. (2010). Estos indican que
el genotipo de multiresistencia estd generalmente asociado a la presencia del SCCmec V. Asi
en nuestro estudio los patrones bencilpenicilina/oxacilina y bencilpenicilina/oxacilina/eritromi-
cina/clindamicina aparecen con mas frecuencia en las cepas que presentan el SCCmec tipo V
(p=0,000 vy los patrones bencilpenicilina/oxacilina/gentamicina/tobramicina/cotrimoxazol y ben-
cilpenicilina/oxacilina/gentamicina/tobramicina/eritromicina/clindamicina/cotrimoxazol en  las

cepas que presentan el SCCmec tipo IV'y estas diferencias son significativas (p=0,000).
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5.
Aislamiento, identificacion y tipificacion de las SARM
procedentes de trabajadores
del sector porcino

En el mismo periodo de tiempo en que realizamos en el Matadero Insular de Tenerife el mues-
treo de los cerdos para la deteccidon de este microorganismo, se recogieron exudados nasales
de trabajadores del matadero y de distintas granjas, que dieron su conformidad para ser in-
cluidos en el estudio. Los trabajadores de las granjas pertenecian a las mismas granjas de los

cerdos muestreados en el matadero.

El porcentaje de positividad de trabajadores del sector porcino fue del 9,3% (5/54). Del estu-
dio de los datos epidemioldgicos obtenidos de la breve encuesta cumplimentada por cada
trabajador sobre sus caracteristicas personales, profesionales y sanitarias, podemos indicar
que todas las cepas de SARM fueron aisladas de personal que trabajaba en contacto directo
con cerdos, el 80 % (4/5) tuvieron contacto en su trabajo con mas de 50 cerdos al dia. Estos
datos concuerdan con lo mencionado en un estudio realizado en Alemania por Meemken et
al. (2008) donde concluyen que existe una fuerte asociacion entre la intensidad de contacto
con los cerdos y la frecuencia de colonizacién nasal en los trabajadores. Sin embargo, desta-
car que nosotros obtuvimos un porcentaje inferior a la mayoria de los estudios, a pesar de la

elevada prevalencia obtenida en cerdos.

El porcentaje de veterinarios portadores de SARM (5,3%, 1/19) que obtuvimos fue inferior al de
los operarios de granja (17,5%, 3/17). E1 60% de los positivos habia manipulado sangre de los cer-

dos. En ningulin caso tenfan heridas ni habian estado ingresados recientemente en un hospital.

En todos los casos la cepa encontrada era la de origen porcino ST398 y los cassettes cromosdmicos
eran el Vy el V (figura 5.4), coincidiendo con los encontrados en las muestras de origen porcino, si

bien el IV fue el mayoritario a diferencia de los cerdos que se encontrd en mayor frecuencia el V.
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Figura 5.4- Distribucion de los portadores aislados de SARM segun SCCmec.

Existen publicados en los ultimos afos diversos estudios sobre la presencia de SARM en tra-
bajadores en contacto con cerdos, siendo en la mayoria de ellos la prevalencia de portadores
nasales de SARM superiores a la encontrada por nosotros (tabla 5.2). Sin embargo, como ya
hemos mencionado la prevalencia de SARM en cerdos de nuestro estudio es la mds elevada

de todos los estudios consultados.

Voss et al. (2005) demostraron por primera vez la transmision de SARM entre cerdos, granjeros y
miembros de su familia y entre una enfermera que vivia cerca de una granja porcina y un pacien-
te en el Hospital. En todos los casos la cepa aislada era la cepa porcina ST398. Como conclusion
de su estudio afirmaron que la tasa de prevalencia de SARM en trabajadores del sector porcino

era 760 veces superior que la tasa de los pacientes ingresados en los hospitales holandeses.

Armand-Lefevre et al. (2005) en un estudio casos y control realizado en Francia, encontra-
ron un mayor riesgo de los granjeros y personal en contacto con cerdos de ser colonizados
por SARM que el resto de la poblacién, obteniendo una gran diversidad de cepas en traba-
jadores del sector porcino y grupos control, siendo encontrados solo en granjeros las cepas
ST398, ST8, STO.

Tabla 5.2- Diferentes estudios sobre aislamiento de SARM en humanos.

REFERENCIA PAIS N PREVALENCIA POBLACION
26 23% Granjeros
Voss et al. (2005) Holanda
10.000 0,003% Poblacion general
Huijsdens et al., 2006 Holanda - - Granjero y familia
Khanna et al. (2008) Canada 25 20% Granjeros
Waulf et al. (2008 c) Holanda 272 12,5% Veterinarios
Meemken et al., (2008) Alemania 86 23% Trabajadores del sector
Smith et al. (2009) Estados Unidos 20 45% Trabajadores del sector

%

131



ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE LA COLONIZACION DE SARM EN LA CABANA PORCINA DE TENERIFE

N
113 86% Granjeros
116 4% Familiares de granjeros
Cuny et al,, (2009) Alemania
18 86% Veterinarios
44 4% Familiares de veterinarios
Dennis et al. (2009) Bélgica 127 37,8% Trabajadores del sector
Van den Broek et al. (2009) Holanda 50 30% Granjeros
133 3% Veterinarios
Huber et al. (2010) Suiza 148 0% Granjeros
179 0% Empleados de matadero
Horgan et al. (2010) Irlanda 100 2% Trabajadores del sector
534 0,2% Poblacion general
Van Cleef et al. (2010b) Holanda
49 26,5% Granjeros y trabajadores
Van Cleef et al. (2010a) Holanda 249 5,6% Empleados del Matadero
Van Cleef et al. (2011) Holanda 40 17% Trabajadores del sector

Huijsdens et al. (2006) en su estudio realizado en Holanda, demostraron la clara diseminacion
y transmision de SARM entre cerdos y humanos, donde una mujer, esposa de un granjero, pre-
sentd mastitis por SARM y posteriormente su hija contrajo una infeccion por pneumococcus
que necesitéd ingreso y a los 5 dfas le aislaron SARM. Cuando se hizo el estudio se comprobd
que tanto la hija como en la madre eran portadoras de la cepa ST398, coincidiendo con la que
se aislo posteriormente en un estudio realizado en los cerdos de la granja de su propiedad.

Khanna et al. (2008) en Canada encuentran una prevalencia de SARM del 20% en trabajadores
de granjas porcinas, indicando una correlacién entre la presencia de este microorganismo en
las granjas, tanto en cerdos como en humanos (p=0,00025). Igual que en nuestro estudio to-
dos habian estado en contacto con animales y ninguno de los positivos tenfa historia reciente
de hospitalizacién, ni presentaban heridas o infecciones en la piel.

Wulf et al. (2008¢), con ocasién de una convencion internacional en Dinamarca de veterina-
rios de varios paises (todos ellos con frecuente contacto con cerdos), recogieron 272 exuda-
dos nasales, encontrando una prevalencia de portadores de SARM del 12,5%, valor similar al
nuestro. Dentro de los veterinarios participaron 11 espafoles, de los que 2 resultaron posi-
tivos (18%). Encontraron relacién entre la colonizacion nasal por este microorganismo con
la frecuencia de contacto con los cerdos (OR 16,3, IC 3,75-70,6). En todos los casos la cepa
se identificd como ST398, indicando que la transmisiéon de SARM de cerdos al personal que
trabaja con ellos, veterinarios, granjeros, etc. es un problema internacional de salud publica,
debido a la creacion de un nuevo reservorio para SARM comunitario en humanos de Europay
probablemente a nivel mundial.
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Meemken et al. (2008) en Alemania encuentran un 23% de colonizados cuando estudiaron
86 personas con exposicion ocupacional a cerdos (veterinarios, personal laboratorio e inspec-
tores sanitarios) y en todos los casos se identificod la cepa ST398. En el mismo pafs, Cuny et
al. (2009) estudiaron 113 muestras nasales de granjeros en contacto con granjas colonizadas
por SARM y lo compararon con 116 miembros de su familia que no estaban en contacto con
cerdos, encontrando que el 86% de los granjeros eran positivos para este microorganismo
frente al 4% de los miembros de su familia. En el mismo estudio incluyeron 18 veterinarios que
atendian cerdos y 44 familiares no expuestos, encontrando un porcentaje de colonizacién del

86% y 4% respectivamente.

Smith et al. (2009) en su estudio realizado en USA para detectar SARM en trabajadores del sector
porcino, encontraron una prevalencia del 45% (9/20), muy superior al obtenido por nosotros.
Ellos afirman que la alta dispersion de este microorganismo, puede ser causada por la seleccion

de cepas resistentes por la elevada utilizacion de antibidticos en las granjas de cerdos.

Van den Broek et al. (2009) estudiaron 231 personas incluyendo granjeros, familiares y traba-
jadores, resultando 33 de ellas portadoras de SARM (14,3%) y concretamente la cepa ST398.
Determinaron que los trabajadores positivos pertenecian a las granjas cuyos cerdos habfan
dado positivos para este microorganismo, indicando que a mayor proporcion de muestras de
cerdos positivos para SARM, mayor tasa de positividad en personas, concluyendo que trabajar
en granjas con cerdos positivos para este microorganismo representa un riesgo elevado de
ser colonizado por el mismo. Estos autores también sefialan que aquellas personas que toma-
ron las muestras del estudio, tanto de cerdos como de trabajadores y que se incluyeron a su
vez en el estudio, resultaron positivas tras una exposicion breve durante la toma de la mues-
tra, negativizandose la mayoria de ellas en las 48 horas posteriores a la recogida de la muestra.
A estas mismas conclusiones llegan Van Cleef et al. (2011) en su estudio sobre la prevalencia
y duracién de la colonizacion de 199 personas con una corta exposicion a cerdos y ganado
(sin exposicion previa), encontrando que el 17% adquirieron SARM, siendo negativas a las 24

horas en el 94% de los casos.

Denis et al. (2009), en 50 granjas de Bélgica, encontraron que el 37,8% de los trabajadores eran
portadores de SARM ST398, siendo esta prevalencia mayor que la encontrada en pacientes
hospitalizados en Bélgica, indicando la importancia de la realizacion de nuevos trabajos para
estudiar las posibles rutas de transmisién de cerdos a humanos, incluyendo la ruta aérea y el

contacto con superficies contaminadas.

Huber et al. (2010) realizaron en Suiza un amplio estudio de deteccién de SARM en 148 gran-
jeros en contacto con cerdos y 133 veterinarios, encontrando que todos los granjeros eran
negativos para SARM y solo 4 veterinarios eran positivos para este microorganismo. Las cepas

aisladas pertenecian al ST398 y ST8.
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En Irlanda Horgan et al. (2011) realizaron un amplio estudio para detectar SARM en cerdos y
trabajadores en contacto con los mismos, no aisldandolo de cerdos y sélo en el 2% de los tra-
bajadores (2/100), siendo la cepa aislada ST398.

En trabajadores de matadero, destaca el estudio de Van Cleef et al,, (2010a), que indican una
prevalencia en trabajadores de mataderos de Holanda del 5.6%, donde trabajar con cerdos
vivos resulté ser el factor més relevante para la colonizacion por SARM. También estudiaron
muestras ambientales de mataderos a lo largo de la jornada, encontrando la presencia de
SARM en una alta prevalencia y relacionandola con la presencia de esta cepa en el ambien-
te del matadero en las zonas con mayor contaminacion (desangrado, escaldado, depilacién,
etc.). Estos mismos autores (Van Cleef et al., 2010b) indican en otro estudio sobre la prevalen-
cia de esta cepa en 583 personas que vivian en comunidades con alta densidad de cerdos,
que la prevalencia de SARM de los que no tenian contacto directo con cerdos era del 0,2% y
que se incrementaba al 26,5% en aquellas personas que trabajaban o vivian en una granja.

En diversos paises, el SARM ST398 ha causado infecciones en humanos incluyendo endocardi-
tis (Ekkelenkamp et al. 2006), neumonia asociada a ventilacion (Witte et al. 2007) e infecciones
de heridas (Huidsjens et al. 2006).

Wulf et al. (2008b), en Holanda describen el primer brote de un SARM ST398 en un quirdfano
de un hospital holandés, demostrando que la transmision hospitalaria de esta cepa porcina.
Cuando investigaron una infeccién en una Ulcera de un pie diabético de un paciente de qui-
rofano, encontraron 9 casos mas de infeccién y /o colonizacion en el hospital, incluyendo 4
pacientesy 5 trabajadores del hospital. Uno de los trabajadores vivia cerca de una granja, pero
manifestd no haber tenido contacto con los cerdos y no se investigd en la granja, ya que no

se obtuvo autorizacion.

Montesinos et al., 2011 publicaron un estudio sobre prevalencia de SARM en el Hospital Uni-
versitario de Canarias, indicando la deteccién mediante un programa de vigilancia activa de
portadores de SARM de 2 casos de la cepa porcina ST398, siendo en un caso una persona que
trabajaba con cerdos y en el otro no se llegaron a localizar sus antecedentes laborales. Previa-
mente, Potel et al. (2010) publicaron el primer aislado humano de la cepa ST398 en Espafa.

Un reciente estudio de Schijffelen et al. (2010) analizan el genoma de una cepa de ST398 SCC-
mec Tipo V, aislado en un caso de endocarditis humana en un hospital holandés. Ellos indican
que el hecho de que hasta ahora aislamientos de SARM ST398 no han causado enfermedad
invasiva frecuentes en el ser humano, puede ser debido a la ausencia de varios factores de
virulencia comunes en otras cepas de SARM. Sin embargo, la cepa ST398 presenta una alta
capacidad para adquirir elementos maviles, lo que puede llevar a la rdpida adquisicién de los

factores que contribuyen a la virulencia en las infecciones humanas.
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6.
Resistencia a los antibidticos de SARM aislados
en trabajadores del sector porcino

Sianalizamos la resistencia antibidtica de las 5 cepas aisladas de los trabajadores se observa
que aparecen resistencias a los antibidticos similares a las que aparecen en las cepas aisladas
de SARM en cerdos, a excepcion de la eritromicina, ya que todas las cepas aisladas de trabaja-
dores son sensibles a este antibiotico (figura 5.5). No se pudo realizar el tratamiento estadisti-
co de estos datos debido al escaso nimero de aislamientos en personal del sector porcino.

Figura 5.5- Comparacion de las resistencias antibiéticas de los aislados de SARM de trabajadores y cerdos.
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LVX: Levofloxacino; SXT: Trimetoprima/Sulfametoxazol.
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Wulf et al. (2008c¢) aislaron SARM en 34 veterinarios de un total de 272 que acudieron a una
convencion en Holanda. Tras los andlisis de sensibilidad antibidtica el 58% de los aislados
presentaron resistencia a cinco o mas clases de antibioticos, asociandolo con el consumo de
antibidticos por parte del ganado. Asi encontraron en este estudio cepas con elevada resis-
tencia a la tetraciclina (70%), al cotrimoxazol (48%) y a la gentamicina (20%). También indican
4/31 aislados resistentes a la ciprofloxacina correspondiendo a dos veterinarios de ltalia y
otros dos de Espafa.

Smith et al. 2009, indicaron que ninguno de los 9 aislados de SARM ST398 en humanos fue resis-

tente a la eritromicina o quinupristin—dalfopristin, pero 1 (11%) fue resistente a la clindamicina.

Cui et al. (2009) aislaron cepas de SARM, en este caso la ST9 con SCCmec IV, encontrando que
todos los aislados fueron resistentes a cefoxitina, ciprofloxacina, clindamicina y tetraciclina
y encontraron dos perfiles de multirresistencia predominantes: ciprofloxacina/clindamicina/
eritromicina/cefoxitina/gentamicina/tetraciclina/chloramphenicol/ciprofloxacina/clindamicina/
eritromicina/cefoxitina/gentamicina/tetraciclina y todos fueron susceptibles a linezolid, nitrofu-

rantoina, teicoplanina, cotrimoxazol y vancomicina.

En nuestros cinco aislados los patrones de multirresistencia encontrados, aparte de la referi-
da a oxacilina y bencilpenicilina (2 cepas) los patrones bencilpenicilina/oxacilina/levofloxacino/
clindamicina (1 cepa), bencilpenicilina/oxacilina/gentamicina/tobramicina/clindamicina/cotri-
moxazol (1 cepa) y bencilpenicilina/oxacilina/gentamicina/tobramicina/cotrimoxazol (1 cepa).

Van den Broek et al. (2009), comparan prevalencia de SARM en poblacién con y sin contacto
con cerdos, indican que todos los SARM ST398 aislados en humanos presentan alta resistencia
al cotrimoxazol, eritromicina, clindamicina, (52% en todos los casos) y superior a lo obtenido
por nosotros. A los aminoglucésidos presentan 23% de resistencia a la tobramicinay 15% a la
gentamicina, inferior al obtenido por nosotros.
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VI. CONCLUSIONES

La prevalencia de Staphylococcus aureus resistente a meticilina en la cabana porcina de Tene-

rife es elevada y superior a los datos referidos en los distintos estudios consultados, siendo

significativamente mayor en los lechones que en los cerdos de cebo. No existen diferencias
segun el tamano de la granja de procedencia de los cerdos.

2.

Consideramos que la recogida de las muestras nasales de los cerdos en el matadero en el

momento del sacrificio cuando estan inconscientes presenta ventajas con relaciéon a la toma

in vivo en las granjas, ya que no tiene los inconvenientes de inmovilizar y vencer la resistencia

del animal, si bien, como indican otros autores, el transporte y permanencia en el matadero
podria incrementar el riesgo de colonizacidon por este microorganismo.

3.

Se ha obtenido un Unico pulsotipo y doce subtipos, perteneciendo todos ellos a un mismo
clon, el ST398, que es el que mayoritariamente se asocia al ganado y en especial a la cabana
porcina y la referida por la mayoria de los autores.

4,

Al estudiar los cassettes cromosémicos estafilocdcicos obtuvimos dos tipos diferentes,
el SCCmec IV'y SCCmec V, siendo este Ultimo el predominante.

5.

Hemos encontrado elevados porcentajes de aislados de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina que son resistentes a clindamicina, a los aminoglucdsidos tobramicina y gentami-

cina, a eritromicina, levofloxacino y cotrimoxazol.
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)

Los aislados de Staphylococcus aureus resistente a meticilina que presentan SCCmec tipo IV tie-

nen una mayor resistencia a la gentamicina, tobramicina y cotrimoxazol que los que presen-

tan el SCCmec tipo V'y esta diferencia es significativa. Sin embargo, en el caso del levofloxacino
la resistencia es predominante en las cepas que presentan el SCCmec V.

/.

El patron de multirresistencia mas comun en las cepas de Staphylococcus aureus resistente a

meticilina es el que incluye los B—lactdmicos junto a eritromicina y clindamicina. Los patrones

de multirresistencia que contienen mas antibiodticos se dan en los aislados de Staphylococcus

aureus resistente a meticilina que presentan el SCCmec IV y esta diferencia con respecto a los
de SCCmec V es significativa.

8.

El porcentaje de trabajadores del sector porcino portadores nasales de Staphylococcus aureus

resistente a meticilina es del 9,3%, inferior a lo esperado dada la elevada prevalencia encon-

trada en cerdos. El clon encontrado es el ST398, y los cassettes cromosomicos estafilocdcicos
obtenidos son el SCCmec IV'y V, coincidiendo con las muestras de origen porcino.

0.

Todos los portadores nasales de Staphylococcus aureus resistente a meticilina trabajaban con
cerdos diariamente y ninguno tenia infecciones o lesiones en la piel de dificil curacién ni ha-
bian estado ingresados en un Hospital en los ultimos doce meses.

10.

Al valorar la resistencia antibiotica de las cepas aisladas de los trabajadores se observa que

aparecen resistencias similares a las encontradas en las cepas aisladas en cerdos.
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