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RESUMEN

Staphylococcus spp. son bacterias que forman parte de la microbiota de seres
humanos, principalmente en la nariz, y también son reconocidos patdégenos
resistentes a multiples antimicrobianos que producen diversas enfermedades. Se
transmite entre humanos y mascotas, por lo que el personal médico y técnico
veterinario pueden actuar como reservorios y diseminadores de cepas de
Staphylococcus spp. multirresistentes, sin embargo su impacto para la salud
publica ain no se ha esclarecido del todo. Por lo anterior, este estudio pretende
establecer la presencia de cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes en
la nariz del personal médico y técnico asociado a la atencion en clinicas de
pequefios animales de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile. Las muestras nasales fueron obtenidas mediante torulado
de una fosa nasal, realizando cultivo tradicional en medio selectivo y definiendo las
especies aisladas desde la nariz mediante PCR para el gen nuc para las especies
S. aureus y S. pseudintermedius. A las cepas aisladas se les hizo antibiograma
por Kirby-Bauer de acuerdo al CLSI (2015), incluyendo los siguientes
antimicrobianos: amoxicilina (10ug), amoxicilina/acido clavulanico (30ug), cefoxitin
(30ug), cefadroxilo (30ug), ciprofloxacino (5ug), clindamicina (2ug), doxiciclina
(30uQ), eritromicina (15ug), gentamicina (10ug), mupirocina (30ug). Finalmente, a
todas las cepas meticilino resistentes (cefoxitin) se les determiné la Concentracion
Minima Inhibitoria (CIM) por un método estandar (CLSI 2015) y la presencia del
gen mecA mediante PCR. La portacién nasal de Staphylococcus spp. en las 67
personas en estudio fue de 100% y del 51% para Staphylococcus spp. meticilino
resistente. Del total de cepas (236) aisladas, 10 correspondieron a Staphylococcus
aureus, todas ellas fueron meticilino resistente. EIl andlisis de los antibiogramas
del total de cepas de Stpahylococcus spp. permitié la identificacién de 56 perfiles
de resistencia, donde todas las cepas meticilino resistentes fueron
multiresistentes. Los mayores porcentajes de resistencias se presentaron frente a
la amoxicilina, clindamicina y eritromicina (28,1%, 19,4% vy 16,7%
respectivamente). La CIM para la oxacilina varié entre 0,5y 16 pug/mL en las 56
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cepas resistentes, logrando identificar la presencia del gen mecA en 47 de las 56
(83,9%) cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes. Se discuten
diferencias de prevalencia segun origen de las muestras. Los resultados de este
estudio permiten concluir que el personal de la RAV analizado es portador nasal
de Staphylococcus spp. meticilino resistentes portadores del gen mecA, situaciéon
que, indudablemente, constituye un problema de salud publica que debiera ser
abordado de acuerdo a lo recomendado por la OMS, la OIE y FDA.

PALABRAS CLAVES: Staphylococcus spp., resistencia, meticilina, personal
técnico, gen mecA.
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ABSTRACT

Staphylococcus spp. they are bacteria that are part of the microbiota of
humans, mainly in the nose, and are also recognized pathogens resistant to
multiple antimicrobials that produce various diseases. It is transmitted between
humans and pets, so that medical personnel and veterinary technicians can act
as reservoirs and disseminators of strains of Staphylococcus spp.
multiresistant, however its impact on public health has not yet been fully
clarified. Therefore, this study aims to establish the presence of strains of
Staphylococcus spp. resistant methicillin in the nose of medical and technical
personnel associated with the care of small animal clinics of the Faculty of
Veterinary and Animal Sciences of the University of Chile. The nasal samples
were obtained by torulation of a nostril, performing traditional culture in a
selective medium and defining the species isolated from the nose by PCR for
the nuc gene for S. aureus and S. pseudintermedius species. Isolated strains
were tested by Kirby-Bauer according to CLSI (2015), including the following
antimicrobials: amoxicillin (10ug), amoxicillin / clavulanic acid (30ug), cefoxitin
(30uQ), cefadroxil (30ug), ciprofloxacin (5ug), clindamycin (2ug), doxycycline
(30uQ), erythromycin (15ug), gentamicin (10ug), mupirocin (30ug). Finally, all
the methicillin-resistant strains (cefoxitin) were determined the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) by a standard method (CLSI 2015) and the
presence of the mecA gene by PCR. The nasal portability of Staphylococcus
spp. in the 67 people in the study it was 100% and 51% for Staphylococcus
spp. methicillin resistant. Of the total strains (236) isolated, 10 corresponded to
Staphylococcus aureus, all of them were methicillin resistant. The analysis of
the antibiograms of the total strains of Stpahylococcus spp. allowed the
identification of 56 resistance profiles, where all the methicillin-resistant strains
were multiresistant. The highest percentages of resistance were presented
against amoxicillin, clindamycin and erythromycin (28.1%, 19.4% and 16.7%
respectively). The MIC for oxacillin varied between 0.5 and 16 pg / mL in the 56
resistant strains, achieving the presence of the mecA gene in 47 of the 56
(83.9%) strains of Staphylococcus spp. methicillin resistant. Differences in

prevalence according to the origin of the samples are discussed. The results of
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this study allow us to conclude that the personnel of the analyzed RAV is a
nasal carrier of Staphylococcus spp. methicillin resistant carriers of the mecA
gene, a situation that undoubtedly constitutes a public health problem that
should be addressed according to the recommendations of WHO, OIE and
FDA.

KEY WORDS: Staphylococcus spp., resistance, methicillin, technical

personnel, mecA gene.
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INTRODUCCION

El género Staphylococcus estad constituido por bacterias, cocaceas Gram
positivas, que a menudo se encuentran como microbiota residente o transitoria
en la piel, especialmente en las fosas nasales de personas y de animales, entre
ellos el perro. Sin embargo, pueden causar enfermedades que van desde una
simple infeccion de la piel a infecciones mas graves como septicemia, lo que
demuestra su potencial impacto clinico en medicina humana, en medicina
veterinaria y en salud publica toda vez que las cepas pueden transmitirse
bidireccionalmente. Por lo anterior, la portacion nasal de Staphylococcus spp.
en individuos sanos constituye una fuente potencial de infeccion. Este
escenario se ve agravado por la emergencia de resistencia antimicrobiana,
evento que se inicid rapidamente después que en 1930 se descubrieran las
primeras drogas con efecto antimicrobiano. Asi, los niveles de resistencia de
Staphylococcus frente a penicilinas y otros antimicrobianos alcanzan valores de
hasta 90%.

Infecciones por cepas de Staphylococcus spp. multiresistentes a
antimicrobianos (MDR) se pueden adquirir en la comunidad pero, también son
importantes como infecciones nosocomiales, representando serios problemas,
tanto en medicina humana como veterinaria. Particularmente importante es la
emergencia actual de resistencia a meticilina en Staphylococcus spp., situacién
que fuera colocada de manifiesto por la OMS durante el afo 2017,
considerando a este patdégeno como de prioridad elevada para la basqueda de

nuevos antimicrobianos.

Estudios realizados en un hospital veterinario académico, demostraron que los
miembros del personal veterinario portadores de cepas de S. aureus resistente
a meticilina pueden constituir una fuente de infeccion para los animales,
quienes una vez infectados por las cepas humanas, pueden transmitir la
infeccion a otros miembros del personal. Por lo tanto, la prevencion y la
reduccion de la propagacion de cepas de Staphylococcus spp. son elementos
esenciales en salud publica y salud animal que debieran ser analizados desde

el punto de vista de una salud.
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Considerando entonces la emergencia de resistencia antimicrobiana de
Staphylococcus spp. junto a su potencial riesgo de transmision entre animales
y el hombre, este estudio plantea determinar la portacion nasal de cepas de
Staphylococcus spp. meticilino resistente en el personal asociado a clinica de
pequefios animales que trabajan en la Red de Atencion Veterinaria (RAV),
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias (FAVET) de la Universidad de
Chile.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Staphylococcus: caracteristicas microbiolégicas generales

El género Staphylococcus spp. es un grupo de bacterias formado por cocaceas
Gram positivas, cuyo didmetro oscila entre 0,5 y 1,5 micras. Se encuentran
agrupadas como células unicas, en pares, tétradas, cadenas cortas o formando
racimos de uvas, de hecho el nombre de Staphylococcus tiene su origen del
griego “staphyle” que significa racimo de uvas. Son bacterias inmoviles, no
esporuladas, no poseen capsula, son anaerobias facultativas, con una gran
capacidad de adaptacion y algunas son capaces de producir una enzima
extracelular denominada coagulasa. La coagulasa es un factor de agregacion y
constituye una prueba diagndstica muy sensible y especifica para algunas
especies del género. Esta proteina representa un importante factor de
virulencia, y su deteccion en el laboratorio microbiolégico se realiza para
determinar y diferenciar especies. En este género se han reportado 35
especies y 17 subespecies, algunas de ellas forman parte de la microbiota de
piel y mucosas en humanos, y otras se encuentran sélo en la microbiota de
otros mamiferos y aves (Cervantes-Garcia et al., 2014; Zendejas-Manzo et al.,
2014).

La especie S. aureus es el patbgeno mas importante del género mientras que
las especies como S. epidermidis y S. saprophyticus son reconocidas como
patdgenos oportunistas capaces de actuar bajo determinadas circunstancias
como es el caso de hospedadores inmunocomprometidos (Chans, 2007). Por
su facil propagacion, pueden transmitirse de una especie animal a otra, siendo
frecuentes los casos de transmision humano-animal y viceversa. Por lo general,
cada especie tiende a ocupar una localizacibn anatomica especifica en el
hospedador, la cual a veces es indicada por su nombre como S. epidermidis
gue coloniza la piel (Cervantes-Garcia et al., 2014; Zendejas-Manzo et al.,
2014). Entre las especies que colonizan al hombre, las de mayor importancia
clinica son: S. aureus, S. epidermidis y S. saprophyticus; en tanto que en
animales se encuentran ademas de S. aureus, S. pseudintemedius, S.

intermedius, S. saprophyticus y S. schleiferi.
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2. Staphylococcus spp. que afectan al hombre

Staphylococcus aureus

S. aureus, del grupo de los coagulasa positivos (SCP), es una causa
importante de infecciones de la piel y tejidos blandos y coloniza
aproximadamente al 30% de la poblacibn humana en todo el mundo,
destacandose como un importante patdgeno humano que produce infecciones
tanto en la comunidad como a nivel hospitalario. En la comunidad, las
infecciones por S. aureus son a menudo agudas, piogénicas y superficiales,
aunque también puede producir, con menor frecuencia, infecciones profundas
como osteomielitis, neumonia y endocarditis aguda. A nivel nosocomial S.
aureus es un importante agente de infecciones de herida quirdrgica y de
prétesis, entre otros. También S. aureus es causa de una serie de infecciones
producidas por toxinas como el sindrome del shock tdxico, la intoxicacion
alimentaria y el sindrome de piel escaldada. En modelos animales las cepas
capsuladas de S. aureus demuestran mayor virulencia (Prieto y Gomez, 1996).
Esta especie es reconocida hoy como un patégeno de prioridad elevada segun
a la OMS ya que se ha observado una emergencia de cepas de S. aureus
resistentes a meticilina (SARM). El uso de diferentes tipos de antibidticos a lo
largo de los afios ha llevado a la aparicion de cepas SARM multirresistentes,
producto de mutaciones en genes que codifican para proteinas diana y también
mediante la adquisicion y acumulacién de genes que confieren resistencia a

antibiéticos (Livermore, 2000).

Staphylococcus epidermidis

Es del grupo de Staphylococcus coagulasa negativos (SCN), siendo una de las
especies que mas frecuentemente se aisla. Comparte las caracteristicas del
género con respecto a la morfologia y fisiologia. Con respecto a la
patogenicidad, S. epidermidis es capaz de producir macromoléculas de
superficie y extracelulares, que inician y luego aumentan la adhesion
bacteriana a la superficie de cuerpos extrafios. En el caso de la colonizacion de

catéteres intravenosos, puede aparecer flebitis y fiebre, y eventualmente una
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bacteriemia y sepsis. La colonizacion de valvulas cardiacas protésicas puede

producir endocarditis precoces y tardias (Prieto y Gomez, 1996).

Las cepas de S. epidermidis aisladas dentro del ambito hospitalario
frecuentemente son resistentes a meticilina. La mayoria de las veces que se
aisla S. epidermidis de una muestra clinica en el laboratorio de microbiologia,
este constituye un contaminante. Esta especie, al ser parte de la microbiota
normal de la piel en humanos, muchas veces contamina las muestras en el
momento de la obtencién, creando dificultades para interpretar los resultados
de los cultivos. Es el contaminante mas importante en muestras de
hemocultivo, liquidos biologicos o exudados de herida, donde su aislamiento
debe ser interpretado con precaucion, teniendo en cuenta las condiciones de

extraccion de la muestra y la condicion clinica del paciente (Rupp y Fey, 2014).

Staphylococcus saprophyticus

Staphylococcus saprophyticus es uno de los mas reconocidos patégenos
urogénicos. Pertenece al grupo SCN y con frecuencia causa infeccidén urinaria
no complicada en pacientes ambulatorias jovenes y de mediana edad, lo que
indica que S. saprophyticus tiene una capacidad potencial para adherirse y
crecer persistentemente en el tracto urinario. La mayoria de las cepas de S.
saprophyticus muestran una fuerte adherencia a las células uroepiteliales.
Ademas, de la adherencia, también se ha informado que la ureasa desempefa
un papel en el crecimiento persistente e invasion de las bacterias en la vejiga.
S. saprophyticus no posee ningun factor de virulencia encontrado en S. aureus,
como coagulasa, enterotoxinas, exoenzimas y proteinas de unién a la matriz

extracelular (Kuroda et al., 2005).

3. Staphylococcus en animales y su relacién con personas

S. pseudintermedius

S. pseudintermedius es la causa mas comun de pioderma en perros y
normalmente coloniza la piel y las mucosas. Esta especie se conocia
anteriormente como S. intermedius pero, gracias a las nuevas tecnologias

moleculares, actualmente se reconocen tres especies dentro del grupo S.
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intermedius (SIG): Staphylococcus intermedius, S. pseudintermedius, vy
Staphylococcus delphini (Sasaki et al., 2007). La prevalencia de infecciones por
S. pseudintermedius resistentes a la meticilina (MRSP) en animales ha
aumentado sustancialmente durante las décadas del 80 y 90. MRSP es un
potencial patégeno de perros, gatos y caballos; se ha asociado con pioderma,
otitis, infecciones de las vias urinarias, heridas, infecciones del sitio quirurgico,
y septicemia (Cain, 2013). La colonizacién de MRSP varia en los tejidos, pero
lo mas frecuente son las fosas nasales, aunque se incluyen también la mucosa

oral, la piel y mucosa rectal (Cain, 2013).

Se han reportado hallazgos de infecciones por MRSP en los seres humanos;
en la mayoria de los casos, se sospecha la transmision desde el perro al
hombre (Cain, 2013). En humanos se ha demostrado colonizacion nasal por S.
pseudintermedius sensible a la meticilina (MSSP) y MRSP, en particular en
personal veterinario y en personas que residen en hogares con perros que
cursan con infecciones por S. pseudintermedius. Los estudios sefialan que una
de las causas mas frecuentes de contaminacion es no lavarse las manos
después de la manipulacién de animales de compaiiia infectados, siendo este
un factor de riesgo para la portacion nasal de MRSP (Walther et al., 2012). La
colonizacion humana con MRSP probablemente es transitoria y suele
desaparecer una vez que ocurra la resolucion clinica de la infeccion en
mascotas. También se ha demostrado la contaminacion ambiental de los
hogares y hospitales veterinarios con MRSP, asociados a pacientes con
lesiones activas infectadas por este patégeno (Cain, 2013).

S. aureus

Se ha informado colonizacion de perros sanos con cepas de S. aureus pero,
con menor frecuencia que la colonizacion por S. pseudintermedius, cuya
prevalencia de cepas meticilino resistentes es de 2,1% mientras que en S.
aureus y S. schleiferi subsp. coagulans es de 0,5%. En gatos, las evidencias
son contradictorias en cuanto a si S. pseudintermedius o S. aureus es la
especie coagulasa positiva colonizadora primaria (Denamiel et al., 2009; Cain,
2013).
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Hay reportes de transmision de SARM de humanos a animales, como de
animales a humanos. Puntualmente, en hospitales veterinarios es posible
compartir cepas entre el personal y los animales, donde la direccion de la
transmision se analiza en funcion de la evidencia circunstancial, como el tiempo
de infeccion y/o el tipo de cepa asociada al hospital. Durante los brotes es
posible que la transmisién pueda producirse en ambas direcciones. Se han
observado infecciones en personas aun después de un periodo breve de
contacto directo de apenas 4 horas con animales colonizados. También, se han
informado cepas compartidas entre personas y mascotas en hogares o
establecimientos de salud. SARM se propaga por animales o personas con
heridas infectadas u otras enfermedades asociadas; sin embargo, también
puede producirse la transmision de manera inaparente desde personas o
animales colonizados a personas o animales que se transforman en portadores
asintomaticos. En practicas veterinarias se ha informado contaminacién

ambiental, ain en ausencia de pacientes infectados por SARM (CFSPH, 2011).

S. schleiferi

S. schleiferi es la Unica especie en que se han descrito dos subespecies sobre
la base de la produccion de coagulasa: S. schleiferi subsp schleiferi (coagulasa
negativa) y S. schleiferi subsp coagulans (coagulasa positiva). Las dos
subespecies no son genotipicamente distintas ni tampoco difieren en su
comportamiento clinico, y ambas han sido descritas como causantes de
infecciones en perros, asociadas principalmente con pioderma y otitis en perros
con dermatitis alérgica. S. schleiferi coagulasa positiva se ha aislado de perros
y gatos portadores, y se pueden encontrar junto con S. pseudintermedius. En
seres humanos, S. schleiferi coagulasa negativo esta bien documentado como
un componente normal de la microbiota preaxilar, aunque se ha asociado con
infecciones nosocomiales, incluyendo infecciones del sitio de implantacion

quirdrgica y marcapasos (Cain, 2013).

S. schleiferi subsp. coagulans es una subespecie descrita en el meato auditivo
externo de perros con otitis externa mientras que, en el hombre se asocia a

infecciones nosocomiales de heridas quirdrgicas. También fue encontrado en
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un paciente inmunosuprimido con trasplante hepatico que tenia su mascota con

otitis por Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans (Kumar et al., 2007).

4. Portacién de cepas de Staphylococcus en personas y su importancia
en la medicina veterinaria

Staphylococcus spp. son colonizadores comunes y patdégenos oportunistas de
la piel y mucosas de seres humanos y animales, especialmente mamiferos. S.
aureus (SA) es un Staphylococcus coagulasa positiva (SCP) frecuentemente
aislado de seres humanos donde aproximadamente un 25% de las personas
sanas se encuentran persistentemente colonizadas. S. pseudintermedius (SP)
es el principal SCP que coloniza los perros y gatos sanos, aunque SA también
puede ser aislado a partir de estos animales, con menos de un 20% de
aislamiento en aquellos que cohabitan con sus propietarios. La presencia de
estos microorganismos en los seres humanos y animales en contacto cercano
no se debe subestimar, teniendo en cuenta que es un ambiente potencial para

gue se produzca la transmision (Lozano et al., 2010).

Los SARM han evolucionado como uno de los principales patégenos
nosocomiales en los sistemas de salud humanos, provocando un aumento del
riesgo de mortalidad para los pacientes y enormes costos para las compafias
de seguros de salud en todo el mundo (Walther et al., 2008). En el campo de la
medicina veterinaria, los brotes nosocomiales causados por SARM han llamado
recientemente la atencién, principalmente en las clinicas equinas y de
mascotas. Personal veterinario colonizado por via nasal parecen tener un
impacto en el aumento de las tasas de infeccidn en pacientes animales, al igual

gue los trabajadores de salud en los hospitales (Weese et al., 2006).

Las manos y las fosas nasales de los individuos colonizados son las principales
fuentes de transmision de SARM. Algunos estudios investigaron la
contaminacion ambiental de SARM fuera del entorno hospitalario; los informes
incluyen la colonizacion continua de un personal médico que estaba
relacionado con la contaminacion del entorno domeéstico. Lo anterior, es decir la
contaminacion de las viviendas de los animales, revel6 la posibilidad de

colonizacion humana y animal. Las fosa nasales de personas suelen presentar
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un 80% de portacion, y la adicibn de muestras de la garganta puede aumentar

este valor a 92% (Grema et al, 2015).

Se ha descrito la asociacion entre la colonizacién nasal por Staphylococcus
aureus y la evolucion de la infeccion por SARM; asi, multiples estudios han
confirmado la colonizacién nasal como un factor de riesgo para la infeccion
subsiguiente, donde la mayoria de las infecciones son causadas por la cepa
colonizadora. La colonizacion nasal persistente se asocia con una mayor carga
de colonizacion y/o con el estado persistente de colonizacion lo que a su vez se
asocia a un mayor riesgo de infeccion. La alta carga de colonizacion nasal (>
80%) también se ha asociado con la colonizacién en otros sitios del cuerpo vy
mayores tasas de transmision al entorno circundante (Stenehjem y Rimland,
2013).

5. Resistencia a antimicrobianos en cepas de Staphylococcus aureus

Las cepas de S. aureus tienen un amplio rango de resistencia a los antibiéticos
y se pueden encontrar cepas monoresistentes y multirresistentes. El
surgimiento de cepas de S. aureus multirresistentes representa una respuesta
secuencial a la presion selectiva impuesta por la terapia antimicrobiana. Sin
embargo, se ha observado que la acumulacion y la diseminacion de resistencia
en S. aureus es producto del intercambio de determinantes de resistencia pre-
existentes portados por elementos genéticos moviles como plasmidos,
transposones (Tn) y secuencias de insercion (IS) (Velazquez-Meza, 2005).
Aunque la frecuencia relativa de cada uno de los tipos de resistencia puede
variar segun el area geogréafica y el tipo de paciente, se puede dar la posibilidad
que en una misma cepa coexistan distintos mecanismos (Gil, 2000).

5.1. Resistencia a los antibiéticos B-lactamicos

Staphylococcus aureus ha demostrado un gran poder de adaptacion a los
agentes antimicrobianos, adquiriendo paso a paso resistencia a todos los
antibioticos disponibles para el tratamiento de las infecciones que ocasiona.
Existen tres mecanismos de resistencia a los antibidticos B-lactamicos en S.
aureus: resistencia mediada por enzimas (penicilinasas o B-lactamasas) (Figura

1) las cuales inactivan el antibibtico; resistencia intrinseca que se debe a la
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incorporacion en el ADN bacteriano del gen mecA. Este gen se encuentra a
nivel cromosomal y asociado a un complejo que contiene dos elementos
regulatorios (mecR1 y mecl) (Figura 2) que controlan la transcripcion del gen
mecA y que en conjunto tienen un tamafio de 30 a 50 Kb. El tltimo mecanismo
de resistencia es la modificacion de las proteinas de unién a penicilinas (PBPS).
Ademas de lo anterior, S. aureus puede expresar el fendbmeno de tolerancia, en
el que ocurre una disociacion de las acciones inhibitoria y bactericida de los

antibidticos B-lactamicos (Gil, 2000; Gonzélez y Mena, 2010).

Las bacterias del género Staphylococcus tienen cinco PBPs. Las PBPs son
enzimas que catalizan la etapa terminal de la sintesis del peptidoglicano de la
pared bacteriana y se localizan en la membrana celular de la bacteria. Las PBP
1, 2 y 3 son esenciales y tienen alta afinidad con los antibiéticos B-lactamicos
(sitios objetivo o sitios blanco), uniéndose a éstos por enlaces covalentes. La
resistencia a la meticilina en estafilococos se debe a la produccion de una PBP
adicional, mutante, denominada PBP2a, que presenta baja afinidad con los
antibidticos B-lactamicos. Esta proteina alterada es codificada por un gen
cromosomico denominado mecA, que es responsable de la resistencia de los

estafilococos a los B-lactamicos (Gil, 2000).
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Figura 1. Induccion de la sintesis de B-lactamasa estafilococica en presencia

de penicilina (Gonzalez y Mena, 2010).
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Figura 2. Mecanismo de resistencia a meticilina (Gonzalez y Mena, 2010).

5.1.1. Resistencia a penicilina

La penicilina se comenzo6 a usar como tratamiento en las infecciones causadas
por S. aureus a principio de los afios 40 sin embargo, un afio después de su
utilizacion, ya existian cepas resistentes. La resistencia a penicilina puede
deberse a la produccion inducible de la enzima penicilinasa (B-lactamasa) y es
conferida por una enzima cuyo gen se encuentra en un plasmidio, que inactiva
la penicilina G, carboxipenicilinas y ureidopenicilina, aunque las cefalosporinas
no son hidrolizadas por ella (Lowy, 2003). EI mecanismo de induccién consiste
en que la penicilina y sus analogos favorecen la produccion de una proteina
antirepresora que inhibe a la proteina represora de la betalactamasa, y con ello
aumenta la sintesis de penicilinasa. Esta enzima es inactivada por los

inhibidores de B-lactamasas (acido clavulanico, sulbactam y tazobactam).

La presion ejercida por el amplio uso de la penicilina hizo que las cepas
productoras de B-lactamasas se hicieran mas prevalentes. El incremento de la
resistencia a penicilina en S. aureus, producto del uso clinico de esta droga, no
sélo se debié a la seleccion de unos pocos microorganismos mutantes que
eran capaces de producir B-lactamasas. Evidencias genéticas indican que los
genes que codifican su produccién se encuentran en plasmidos y esta
informacion puede ser transferida de un microorganismo a otro por
conjugacion, mecanismo desarrollado y demostrado por S. aureus en todo el
mundo (Chambers, 1997). Mas del 90% de las cepas de S. aureus han
desarrollado resistencia a penicilina, sin embargo, cuando la cepa es sensible,
este antibidtico constituye una droga de primera linea y de amplio uso, su

toxicidad es baja debido a que actua inhibiendo la sintesis del peptidoglucano,
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principal constituyente de la pared celular bacteriana, el cual no esta presente

en las células eucariotas del hospedero (Lowy, 2003).

5.1.2. Hiperproduccién de B-lactamasas (resistencia “border-line” a
oxacilina)

La resistencia a oxacilina en S. aureus puede deberse a la produccion excesiva
de B-lactamasas, conociéndose a los microorganismos que expresan esta
forma de resistencia, como cepas con resistencia “border_line” (Borderline

resistant Staphylocccus aureus-BORSA) o resistencia de bajo nivel (Gil, 2000).

Su mecanismo es una hiperproduccion de penicilinasa, mediada por plasmidos.
Estas cepas producen altas cantidades de enzima, lo que hace que la
degradacion de oxacilina y meticilina, que fueron desarrolladas para resistir la
accion hidrolitica de la penicilinasa, sea lenta, presentando una concentracién

minima inhibitoria (CIM) frente a oxacilina de hasta 8 pg/ml (Gil, 2000).

5.1.3. Portaciéon nasal de Staphylococcus spp. meticilino resistentes en el
hombre

La colonizaciéon nasal de Staphylococcus spp. es frecuente en humanos. La
tasa de colonizacion nasal varia en funcion a la poblacién estudiada; se ha
establecido que existen factores del hospedador que incluyen hospitalizacion,
cirugia, residencia en centros de atencion a largo plazo, didlisis o abuso de
drogas por via intravenosa, y de las cepas que son el genoma, pared celular,
capsula, y las proteinas de superficie que se asocian tanto a la colonizacién
como a la infeccién (Graham et al., 2006). Es posible distinguir tres tipos de
portacién de Staphylococcus spp. en adultos sanos asociada a dichos factores:
alrededor del 20% de las personas son portadoras persistentes, el 60% son
portadoras intermitentes y aproximadamente el 20% casi nunca lo son. Sin
embargo, en estudios longitudinales se ha observado que las colonizaciones no
son permanentes en un mismo individuo, sino transitorias y por lo tanto pueden

mostrar cambios a través del tiempo (Vandenbergh et al., 1999).

La prevalencia de portadores de SARM en la poblacién general varia de menos

de 1% hasta 5%, variacion que puede deberse a la region geografica
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analizada. En los Paises Bajos, menos de 1% de las cepas de S. aureus de
muestras clinicas son resistentes a meticilina, y la portacion nasal se produce
en 0,03% de las personas que son internadas. En cambio, en Corea se ha
informado que mas de 50% de las cepas humanas de S. aureus eran
resistentes a meticilina en aproximadamente 1,5% de la poblacion portadora de
SARM. En EE. UU. se informé que en general, 5,6% de la poblacién de estudio
estaba colonizada. Se espera que exista un aumento de riesgo de colonizacion
entre los trabajadores de la salud humana y veterinaria, debido a la exposicion
ocupacional. India inform6 un indice de portadores de 11% en los trabajadores
de la salud y 5% en los trabajadores no relacionados con la salud (CFSPH,
2011).

En los Paises Bajos, SARM fue detectada en 1,7% de los enfermeros que
tuvieron contacto con cerdos o terneros y 0,15% de los enfermeros que no
tuvieron contacto con el ganado. Se ha informado que existe un nivel elevado
de portacion de SARM entre el personal veterinario, asi, los valores de
colonizacion en empleados de hospitales y clinicas de especialidades de
Europa y América del Norte varian de 0% a 10%, y en ocasiones se ha
informado que alcanzan 27%. Los estudios en médicos veterinarios resaltan
gue en los especialistas en medicina de pequefios se estd observando un
aumento de portadores. En 2005, en un foro universitario de medicina interna
veterinaria, se informé colonizacion de SARM en 7% de los veterinarios, 12%
de los técnicos y en ninguno de los participantes que no estuvo en contacto con
animales. En ese estudio, 15,6% del personal que trabajaba con animales
grandes y 4,4% de los que trabajaban con animales pequefios estaban
colonizados (CFSPH, 2011).

Japoni et al. (2004) han reportado tasas de 42,4% para SARM y 23,5% para
Staphylococcus aureus meticilino sensible (SAMS) en pacientes hospitalizados
y que la prevalencia de la portacién nasal en el personal hospitalario ha variado
entre 28,2% y 44,5%. La tasa disminuy0 progresivamente con el aumento de la
edad, asi, en los adultos jovenes (18-39 afios) se encontr0 una tasa de
colonizacion significativamente mas alta que los mayores de 59 afios y alcanzé
a un valor de 34,4% (Munckhof et al., 2009).
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En Chile, un estudio realizado con muestras obtenidas de la zona retrofaringea
mediante torulado de manipuladores de alimentos de 19 casinos de
alimentacion colectiva de 11 comunas de Santiago, determiné un 34% de
colonizacion por Staphylococcus aureus (Figueroa et al., 2002).

De acuerdo a los estudios sefalados anteriormente, el promedio de la
portacién nasal de cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes seria de

un 30% para personal hospitalario.

5.1.4. Resistencia a meticilina: Mecanismo de accion

Se han notificado cepas SARM en todo el mundo (Veldazquez-Meza, 2005;
Kanafani y Fowler, 2006). La resistencia a meticilina fue denominada
“‘intrinseca” debido a que no se produce destruccidon del antibidtico por accion
de enzimas B-lactamasas (Chambers, 1997), y es conferida por la presencia de
una proteina adicional de unién a penicilina (PBP), denominada PBP2’ o
PBP2a, la cual no estd presente en las cepas sensibles a meticilina
(Velazquez-Meza, 2005). Las PBPs son enzimas que catalizan las reacciones
de transpeptidacién del peptidoglucano durante la sintesis de la pared celular.
S. aureus produce al menos cuatro PBPS (PBP1, PBP2, PBP3 y PBP4), que
son inhibidas por los antibidticos B-lactamicos, incluyendo la meticilina. Las
cepas SARM ademas de sintetizar estas PBPs, producen una PBP adicional
conocida como PBP2a (Velazquez-Meza, 2005; Hanssen y Sollid, 2006).

Las cepas de S. aureus que son resistentes a meticilina por este mecanismo, lo
son también a todos los B-lactamicos, incluyendo las penicilinas, cefalosporinas
(a excepcion de las nuevas cefalosporinas anti-SARM, ceftobiprol y ceftarolina)
y carbapenemes (Veldzquez-Meza, 2005).

Es muy importante detectar en forma eficiente a los microorganismos
resistentes dentro de la poblacion causante de una infeccion porque si el
paciente es tratado con oxacilina, las cepas resistentes van a persistir en el
sitio de la infeccién. La adquisicion del gen mecA, que codifica para la proteina
PBP2a de union a la penicilina, confiere resistencia a todos los betalactamicos,
incluso a las penicilinas semisintéticas. Este gen codifica la formacion de la

PBP2a, la que tiene una baja afinidad por meticilina y oxacilina y por lo tanto,
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estas cepas son resistentes al tratamiento con estos agentes antimicrobianos
(Fasola et al., 1992).

Es necesario recordar que todas las cepas SARM y cepas de Staphylococcus
coagulasa negativa resistente a meticilina (SCNRM) deben ser consideradas
como resistentes a todos los B-lactamicos y a las combinaciones de [-

lactamicos con inhibidores de B-lactamasas (Palavecino, 2002).

El método de difusion con sensidiscos (Kirby-Bauer) es considerado un método
de screening que detecta la mayoria de los SAMR pero en algunos casos el
resultado necesita ser confirmado mediante determinacion de concentracion
minima inhibitoria (CIM) que es un método cuantitativo oficial para detectar
estas cepas (Palavecino, 2002).

Galarce et al. (2016) han reportado que 100% (8/8) de cepas aisladas de gatos
gue presentaron resistencia fenotipica a meticilina fueron poseedoras del gen
mecA de un total de 72 cepas de SCP. Tres cepas fenotipicamente sensibles a
meticilina también fueron poseedoras del gen mecA, lo cual se puede explicar

por la ausencia de sintesis de la proteina.

6. Transmisién bidireccional.

Como ya fue sefialado con anterioridad, la meticilino resistencia involucra a las
distintas especies de Staphylococcus, siendo S. aureus la especie de mayor
significado clinico en el hombre, mientras que en perros la especie de mayor
significado clinico son los Staphylococcus del grupo intermedius (SIG). Pese a
lo anterior, existe la posibilidad de transferencia de determinantes génicos de
resistencia entre las poblaciones bacterianas de los animales y del hombre,
aunque se presume que menos del 4% de la resistencia antibiética en el
humano puede estar asociada a las cepas animales. Existen evidencias
fenotipicas y genotipicas basadas en la Caracterizacion por Secuencia de
Multilocus (MLST), Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) e
identificacion del tipo de gen spa, que sugieren que los aislados de SARM de

perros y gatos son similares a los de humanos (Denamiel et al., 2009).

Un estudio molecular basado en tipificacion multilocus de secuencias (MLST),

electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), presencia del gen accesorio
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regulador (agr) y tipificacion del gen spa demostré que la transmisibilidad de
cepas Staphylococcus entre mascotas y el personal veterinario es factible en el
caso de cepas de S. aureus. La similitud genética observada entre las cepas de
origen humano y de animales de compafia que asisten a la clinica veterinaria,
refuerza el aspecto de que la transmision y evolucion de S. aureus inter-
especies es continua. Asi, al encontrar en las mascotas tipos de gen spa que
habian sido recuperados solo en cepas humanas se demuestra la evolucion y
movilidad de las poblaciones bacterianas entre hospederos (Drougka et al.,
2016).

Un estudio transversal realizado por Boost et al. (2008), determind la portacion
nasal y la susceptibilidad a antibiéticos de S. aureus en 830 perros y 736
propietarios. Se investigd la relacion de los aislados usando antibiogramas y
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE). S. aureus se aislé en el 24%
de los propietarios y el 8,8% de los perros. De los 17 duefios y sus perros
colonizados, no se asocio la portacion de esta bacteria en caninos con el
contacto humano cercano, aunque si se asocio fuertemente con la actividad de

atencion en salud (Boost et al., 2008).

Otro estudio en que se exploré la prevalencia y las caracteristicas moleculares
de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) en las préacticas
médicas veterinarias, se evalud la portacién de SARM entre 96 veterinarios, 70
técnicos veterinarios y 292 perros con los que tuvieron contacto en 71 clinicas
privadas en Japén. Solo dos perros donantes de sangre y un perro con
enfermedad hepatica resultaron SARM positivos, donde las cepas identificadas
por tipificacibn de secuencia multilocus, tipos de spa y tipos de SCCmec
demostraron concordar con las cepas aisladas del personal veterinario en las
mismas clinicas que los perros con SARM positivos. La mayoria de los
aislamientos de SARM del personal veterinario eran del mismo genotipo
(SCCmec tipo Il y tipo de spa) que un clon principal de SARM adquirido en el
hospital en Japon (Ishihara et al., 2014).

7. Situacion en Chile

El primer reporte de aislamiento de S. schleiferi subespecie coagulans en

perros en Chile, permitio evidenciar 6,8% y 21,2% de positividad en perros con
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pioderma y otitis, respectivamente. Todas las cepas presentaron sensibilidad a
meticilina, aunque se encontré un 18,2% de resistencia a kanamicina y un
27,3% de resistencia a clindamicina en cepas aisladas desde otitis, y solo una
cepa presento resistencia a quinolonas (Mufioz et al., 2012).

Galarce et al. (2016), describen por primera vez la presencia de cepas de
Staphylococcus coagulasa positiva (SCP) poseedoras del gen mecA en gatos
sanos (n = 66 gatos) y gatos con lesiones cutaneas (n = 68 gatos). Del total de
cepas aisladas, un 66,7% correspondieron a S. intermedius, siendo la especie
de SCP mas frecuentemente aislada desde estos animales. La resistencia
antimicrobiana mas detectada en las cepas aisladas desde ambos grupos de
animales fue frente a ampicilina. En este estudio se detectaron ocho (11,1%)
cepas de SCP con resistencia fenotipica a meticilina, correspondiendo seis de
ellas a S. intermedius y dos a S. schleiferi subespecie coagulans. EI gen mecA
se detectd en todas las cepas que demostraron resistencia fenotipica a
meticilina, y también se detect6 este gen en tres cepas sensibles a meticilina,

aisladas desde gatos con dermatopatias (12,5%).

Nufiez et al. (2017), estudiaron la resistencia antimicrobiana de cepas de
Staphylococcus coagulasa positiva aisladas desde piel de perros sanos y con
pioderma. Analizaron 51 muestras de perros con pioderma y 132 muestras de
perros sanos (nariz, boca e ingle). La frecuencia de aislamiento de
Staphylococcus coagulasa positiva (SCP) fue mayor en perros con pioderma
(82%; n=42) que en perros sanos (30%; n=39) (p=0,000001), de la misma
forma que la resistencia antimicrobiana fue mayor en las cepas aisladas de los
perros enfermos (55%) que en los sanos (31%) (p=0,0064). Se observo
multirresistencia solo en las cepas aisladas de perros con pioderma,
detectando siete cepas resistentes a oxacilina, 5 (16%) de animales enfermos,
y 2 (13%) de perros sanos. En animales sanos se describieron 9 perfiles de
resistencia, y 16 en perros enfermos, donde la resistencia a clindamicina y

amoxicilina fueron las mas frecuentes, respectivamente.

Otro estudio realizado por nuestro grupo de investigacion, sobre la resistencia
antimicrobiana de cepas de Staphylococcus spp. aisladas desde médicos
veterinarios de un hospital veterinario docente, nos permitié aislar 35 cepas

desde 10 profesionales a partir de nariz, manos y boca. De las 35 cepas

29



analizadas, el 94,3% (n=33) fueron coagulasa negativas, y el 71,4% (n=25)
resultaron resistentes al menos a un antimicrobiano. Las mayores resistencias
correspondieron a oxacilina (48,6%), clindamicina (45,7%) y a mupirocina
(37,1%). Del total de cepas resistentes, el 72% de las cepas exhibio
multirresistencia, detectando 14 perfiles, donde el mas frecuente fue oxacilina-
clindamicina-mupirocina. Llamé la atencion que 9 de los 10 médicos
veterinarios (90%) fueron portadores de Staphylococcus spp. oxacilina

resistente (Da Costa et al., 2017).

Segun lo expuesto anteriormente, parece interesante determinar la portacion
nasal de cepas de Staphylococcus resistentes a antimicrobianos con especial
énfasis en la meticilino resistencia en el personal de la Red de Atencion
Veterinaria de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile. Los resultados serviran para complementar y comparar la
informacion existente en las mascotas, brindando con ello herramientas

objetivas que aporten a la practica clinica veterinaria y a la salud publica.
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Hipotesis

Basado en que Staphylococcus spp. se transmiten entre humanos y mascotas,
y a que un elevado porcentaje de perros y gatos presentan cepas meticilino
resistentes, se espera detectar al menos un 30% de portacion nasal de
Staphylococcus resistente a meticilina en personal asociado a la atencion

clinica de pequefios animales.

Objetivo general
> Establecer la presencia de cepas de Staphylococcus meticilino
resistentes en la nariz del personal médico y técnico asociado a la

atencion en clinicas de pequefios animales

Objetivos especificos

1. Definir las especies y determinar el nivel de portacion nasal de
Staphylococcus spp. meticilino resistentes en el personal de la Red de
Atencion Veterinaria de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
de la Universidad de Chile.

2. Identificar los perfiles de resistencia a antibidticos de uso en medicina
Humana y Veterinaria en las cepas de Staphylococcus aisladas.

3. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) en las cepas
meticilino resistentes.

4. Determinar la presencia del gen mecA en las cepas de Staphylococcus

meticilino resistentes.
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MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio transversal con cepas de Staphylococcus spp. obtenidas
desde muestras nasales del personal asociado a la atencion clinica de
especies menores de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile. Las muestras fueron obtenidas desde la Red de Atencion
Veterinaria (RAV) de la Universidad de Chile: Sede Bilbao, Sede Hospital
Docente Favet y Sede El Roble. El muestreo fue por conveniencia, obteniendo
las muestras durante el periodo comprendido entre Agosto y Noviembre de
2017. Este estudio cont6 con el apoyo de la Directora de la RAV, Doctora Alicia
Valdés.

Criterios de Inclusion:

e Meédico veterinario y enfermeros.

e Que trabaje en contacto con perros y gatos con antigiedad de tres
meses.

e Estar sin tratamiento antimicrobiano tépico o sistémico por al menos dos
semanas (14 dias) antes de la obtencion de muestra (Mufioz et al.,
2012).

e No presentar lesidbn nasal macroscépica que haga sospechar de una

patologia viral, bacteriana o micética.

Obtencion de muestras y transporte

Al personal en evaluacion se les entregé una hoja de informacion sobre el
estudio y se les pidié que firmaran el formulario de consentimiento informado
(Anexo 1) y que llenasen una pequefia encuesta con datos personales (Anexo
2). Por consideraciones éticas, las muestras de torulado nasal fueron obtenidas
por los mismos profesionales de acuerdo a un protocolo general utilizado
anteriormente (Anexo 3). Este consistio en un hisopado nasal, mediante la
introduccién de una térula estéril humedecida en solucion salina fisiologica
estéril al interior de una fosa nasal (aproximadamente dos centimetros). Para
ello se debid girar la torula lenta y suavemente contra la mucosa nasal en 360°,

tres veces y luego se depositaron en el medio de transporte Stuart (Oxoid®)
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(Carmona et al., 2012; Lépez et al., 2014). Se obtuvieron muestras de todo el
personal asociado a clinica menor de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile, que cumplieron con los criterios de
inclusion. Las muestras fueron transportadas en ambiente refrigerado hasta el
laboratorio, en un tiempo maximo de 4 horas antes de su procesamiento. La
identificacion de la térula con las iniciales del nombre completo y cddigo de

sede se mantuvo en forma confidencial durante todo el estudio.

Aislamiento e identificacién de Staphylococcus spp.

Todos los andlisis se realizaron en el Laboratorio de Bacteriologia Clinica
Veterinaria-Favet, Universidad de Chile. Las torulas fueron sembradas en
placas de agar sangre (5% de sangre ovina) y placas de agar Sal-Manitol
(BD®) mediante la técnica del reloj, e incubadas a 36°C+1°C durante 24 horas
con el fin de conseguir colonias aisladas. Se seleccionaron 4 colonias
sospechosas, dos en cada placa. En agar sangre: colonias circulares, con
presencia de endopigmento (blanco, amarillo, cremoso) y en agar sal manitol:

colonias tanto manitol negativo (rojo) como positivo (amarillo).

Identificacion de Género

a) Tincion Gram
A todas las colonias sospechosas se les realiz6 tincion Gram, para
confirmar la presencia de cocaceas Gram positivas, con morfologia similar
a racimos de uva o bien en pares, en cadenas cortas o individuales (Figura
3).
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Figura 3. Tincion Gram, cocaceas Gram positivas, agrupadas en racimos

(Elaboracion propia).

b) Caracterizacion de fermentacién de manitol

Se caracterizd6 la fermentacion de manitol como: fermentadora y no

fermentadora de manitol (Figura 4).

Figura 4. Placa de agar sal manitol con crecimiento de colonias de
Staphylococcus spp. fermentadora (color amarillo del medio) y no fermentadora

de manitol (color rosado del medio) (Elaboracion propia).
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c) Caracterizacion de hemdlisis
Se caracteriz6 la hemodlisis en agar sangre como: hemolisis beta, hemolisis

caliente fria y no hemoliticas (Figura 5).

Figura 5. Placa de agar sangre con crecimiento de colonias de Staphylococcus
spp. hemdlisis beta (flecha blanca) y hemodlisis caliente-fria (flecha negra)

(Elaboracion propia).

d) Prueba de Catalasa
Para determinar la presencia de catalasa, en un tubo estéril se agregd
agua oxigenada (H.0;) de 10 volumenes diluida en agua destilada en una
proporcion 1:2. Luego se tomo una colonia a partir de un medio de cultivo
sin sangre y se sumergié en el tubo que contiene el agua oxigenada
diluida. El desprendimiento de burbujas se consideré una prueba positiva,
lo que indicé desprendimiento de oxigeno libre demostrando la produccién
de la enzima (Gerhardt et al., 1981). Como control positivo se utilizé6 una
cepa clinica aislada de un perro, donada gentilmente por el Dr. Nicolas
Galarce y mantenida en el cepario del Laboratorio de Microbiologia de la

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias.

Identificacién de Coagulasa
Se buscé determinar la presencia de coagulasa libre en todas las cepas de

Staphylococcus identificadas. En un tubo estéril se agreg6 0,3 ml de un cultivo
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joven crecido en caldo Tripticasa de Soya (TSB) a 36°C durante 18-24 horas y
se le adicion6 0,3 mL de plasma citratado de conejo diluido en agua destilada
en una proporcion 1:3. Se incubd en estufa a 37°C y se observaron cada 30
minutos hasta un maximo de 24 horas. La coagulacion del plasma indicé la
produccion de la enzima coagulasa libre (Figura 6). Como control positivo se
utilizé una cepa clinica aislada de un perro, donada gentilmente por el Dr.
Nicolas Galarce y mantenida en cepario en el Laboratorio de Microbiologia de
la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias. Como control negativo se
utilizé un tubo que solo contenia plasma diluido y medio de cultivo sin sembrar

bacterias.

Prueba de Coagulasa

Figura 6. Prueba de coagulasa luego de 24 horas de incubacién donde se

observa una prueba negativa (ausencia de coagulacién) y una prueba positiva

(presencia de coagulacion) (Elaboracion propia).

Identificacidn de las especies del género Staphylococcus

Para ello se caracterizO la presencia del gen que codifica la enzima
termonucleasa utilizando la amplificacion especie especifica del gen nuc
mediante la técnica de PCR descrita por Sasaki et al. (2010), parcialmente
modificada (Tabla 1).

La extraccion de ADN bacteriano se hizo por calor. Para ello se utiliz6 un
cultivo joven crecido durante la noche y diluido en 500 uL de agua libre de
nucleasas. El cultivo se coloc6 a 100°C por 10 minutos en bafio termorregulado
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y luego se centrifugd durante cinco minutos a 15000 rpm. Se utilizé 5 pL del
sobrenadante para la PCR (Dashti et al., 2009).

Mezcla de reaccion de PCR: Para la mezcla de amplificacion del ADN
purificado se utilizd6 un tubo Eppendorf de 0,2 mL en que se deposité 15 pL de
Master Mix (GoTaqg Green Master Mix, Promega), 5 uL de cada uno de los
partidores a concentracion de 1 pmol (IDT), y 5 pL de la muestra de ADN

templado, obteniendo un volumen total de 30 pL.

Amplificacién del ADN: Se utilizé un termociclador modelo Multigene Gradient
(Labnet International Inc.) de 96 pocillos de 0,2 mL, y las mezclas de reaccion
se sometieron a ciclos térmicos, un ciclo a 95°C durante 2 minutos; 30 ciclos a
95°C durante 30s, 55°C durante 30 s, y 72°C durante 30s; y luego una vez a
72°C durante 2 minutos

Tabla 1. Partidores a utilizar en el protocolo de PCR para la identificacion de

especies de Staphylococcus.

Primer Partidor (5"-3") Tamarfo (pb) Especies
au-F3 TCGCTTGCTATGATTGTGG 359

au-nucR  GCCAATGTTCTACCATAGC S. aureus
pse-F2 TRGGCAGTAGGATTCGTTAA 926 S. pseudintermedius
pse-R5 CTTTTGTGCTYCMTTTTGG '

Visualizacion de los productos del PCR: Se realiz6 mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1,5% en buffer Tris acetato EDTA (TAE) 1X. Siete
microlitros (7 pL) del producto de PCR se depositaron en el pocillo respectivo
del gel. La electroforesis se llevo a cabo a 90 V por 60 minutos. Se utilizé6 como
marcador de peso molecular el Accuruler 100bp Plus DNA, 500 uL
(MAESTROGEN), que contiene fragmentos de ADN de entre 100 y 3000 pb.
Luego, el gel se incubé en bromuro de etidio (0.5 pg/mL) por 30 minutos y las
bandas obtenidas fueron visualizadas en un transiluminador de luz ultravioleta

(Transiluminador UVP®) y fotografiado digitalmente. Como controles positivos y
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negativos se emplearon las cepas S. aureus ATCC 25923 y S.
pseudintermedius ATCC 49444; mantenidas en cepario en el Laboratorio de
Microbiologia de FAVET de la Universidad de Chile. Como control de reactivos
se utilizé una mezcla de 15 pL de Master Mix, 5 pL de cada uno de los

partidores, y 5 pL de agua libre de nucleasas.

Pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos

Método Kirby-Bauer

Una vez identificadas las cepas, se analizé su susceptibilidad a antimicrobianos
mediante el método de difusidon en placa de Kirby-Bauer, de acuerdo al “Clinical
and Laboratory Standard Institute” (CLSI, 2015). A partir de cinco colonias de la
cepa pura se hizo una suspensién en caldo comun a 36°C+1°C por maximo 18
- 24 horas, y se ajustd su turbidez al estandar n° 0,5 del nefelometro de
McFarland (concentracién aproximada de 1,5 X 10® bacterias/mL). Con un
hisopo se transfirio el indculo de cada cepa y se sembré en tres improntas toda
la superficie de una placa petri con medio agar Mueller-Hinton (Difco) de 4 mm
de espesor, dejando secar la placa por 30 minutos en estufa a 36°C+1°C. En
seguida se colocaron los sensidiscos de antibidticos separados
equidistantemente entre ellos, con una pinza estéril sobre el agar realizando
una ligera presion. Se invirtieron las placas petri para evitar la acumulacién
excesiva de humedad y se incubaron en estufa a 36°C+1°C por 18 horas. Los
antimicrobianos analizados (Oxoid®) fueron aquellos de uso humano y/o
veterinario: amoxicilina (10ug), amoxicilina/acido clavulanico (30ug), cefoxitin
en sustitucion de la oxacilina/meticilina (30pg), cefadroxilo (30uQ),
ciprofloxacino (5ug), clindamicina (2ug), doxiciclina (30ug), eritromicina (15ug),
gentamicina (10ug), mupirocina (30ug). La cepa de S. aureus ATCC 25923 fue
utilizada como control de calidad de la prueba. Se utilizo cefoxitin (FOX) ya que
es mejor marcador de resistencia a la meticilina que la oxacilina (Laspina et al.,
2008).

La determinacién de resistencia se realizé mediante medicion, en milimetros,
de los halos de inhibicién con un Vernier de precision y sus valores fueron

evaluados de acuerdo a los puntos de cortes establecidos por el CLSI para
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cada droga. Los resultados fueron expresados como porcentaje de sensibilidad
y resistencia, considerando la sensibilidad intermedia dentro del grupo de las
cepas resistentes. Se consider6 una cepa multirresistente, cuando presento
resistencia a 3 0 mas antimicrobianos (Magiorakos et al., 2012). Ademas, se

describieron los perfiles de resistencia fenotipica.

Del total de cepas aisladas por persona, se seleccionaron para el resto del
estudio solo aquellas que mostraron diferencia en los siguientes fenotipos:
fermentacion de manitol, tipo de hemodlisis, actividad de coagulasa y perfil de

resistencia antimicrobiana.

Concentracion minima inhibitoria (CIM) mediante dilucion en agar para
cepas meticilino resistentes por Kirby-Bauer

Esta técnica se realiz6 segun las recomendaciones del CLSI (2015) analizando
diez concentraciones de la droga (256 a 0,125 ug/ml). Para ello, una mezcla de
18 ml de medio agar Mueller-Hinton (Difco) mas 2 ml de la dilucién de cada una
de las concentraciones del antimicrobiano se colocaron en una placa petri. A
partir de cinco colonias de la cepa pura se hizo una suspension en caldo
comun a 35°C por maximo 16-20 horas, y se ajusto su turbidez al estandar n°
0,5 del nefelémetro de McFarland (concentracién aproximada de 1,5 X 10°
bacterias/ml). Se ocupd como droga pura la Oxacilina sal sédica (Ehrenstorfer),
de 99% de pureza, y agua como solvente y diluyente para realizar las
diluciones al doble de acuerdo a lo establecido por el CLSI (CLSI, 2015). Con
un “Replicador de Steer” se imprimio el inéculo de cada cepa en la superficie
de una placa petri con medio de agar Mueller-Hinton (Difco) con 2% de NacCl,
dejando secar la placa por 30 minutos en estufa a 35°C. La impresion se inicid
en una placa control sin antimicrobiano y luego se imprimieron de la menor a
mayor concentracion. En seguida se incubaron en estufa a 35°C por 16-20
horas. Todas las cepas se analizaron por duplicado. La CIM se leyo
directamente observando la minima concentracién de oxacilina que fue capaz
de inhibir el crecimiento de la cepa y su interpretacion se basoé en los puntos de
corte establecidos para oxacilina en el CLSI (2015) de acuerdo a la capacidad
de producir coagulasa (SCP y SCN). La cepa de S. aureus ATCC 29213 fue

utilizada como control de calidad de la prueba.
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Deteccion del gen mecA en cepas resistentes a la oxacilina por CIM
Para ello se procedio a detectar la presencia del gen mecA mediante la técnica

de PCR descrita por Ishihara et al. (2010), parcialmente modificada (Tabla 2).

La extraccion de ADN bacteriano se hizo de la misma forma que lo descrito en

el punto anterior.

Mezcla de reaccion de PCR: Para la mezcla de amplificacion del ADN
purificado se utilizé un tubo Eppendorf de 0,2 mL en que se depositdé 15 yL de
Master Mix (GoTaqg Green Master Mix, Promega), 5 yuL de cada uno de los
partidores a concentracion de 1 pmol (IDT), y 5 puL de la muestra de ADN
templado, obteniendo un volumen total de 30 pL.

Amplificacién del ADN: Se utilizé un termociclador modelo Multigene Gradient
(Labnet International Inc.) de 96 pocillos de 0,2 mL, y las mezclas de reaccién
se sometieron a los siguientes ciclos: un ciclo a 95°C durante 2 minutos; 30
ciclos a 95°C durante 30s, 55°C durante 30 s, y 72°C durante 30s; y luego una

vez a 72°C durante 2 minutos.

Tabla 2. Par de partidores a utilizar en el protocolo de PCR para el gen mecA.

Primer Partidor (57-3") Tamafo (bp) Gen

mecAl TGT CCG TAA CCT GAATCAGC

519 mecA
mecA?2 TGC TAT CCACCC TCA AAC AG

Visualizacion de los productos del PCR: Se realiz6 mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1,5% en buffer Tris acetato EDTA (TAE) 1X. Siete
microlitros (7 pL) del producto de PCR se depositaron en el pocillo respectivo
del gel. La electroforesis se llevo a cabo a 90 V por 60 minutos. Se utiliz6 como
marcador de peso molecular el Accuruler 100bp Plus DNA, 500ul
(MAESTROGEN), que contiene fragmentos de ADN de entre 100 y 3000 pb.
Luego, el gel se incub6 en bromuro de etidio (0,5 pg/mL) por 30 minutos.

Posteriormente, las bandas obtenidas fueron Vvisualizadas en un
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transiluminador de luz ultravioleta (Transiluminador UVP®) y fotografiado
digitalmente. Como control positivo para el gen mecA se empled una cepa S.
aureus meticilino resistente SARM ATCC 43300, y como control negativo se
utilizé una cepa S. aureus ATCC 25923 mantenida en cepario en el Laboratorio
de Microbiologia de la FAVET de la Universidad de Chile. Como control de
reactivos se utilizé6 una mezcla de 15 yL de Master Mix, 5 uL de cada uno de

los partidores, y 5 pL agua libre de nucleasas.

Medidas de bioseguridad

Las practicas y los procedimientos béasicos de contencién del nivel de
Bioseguridad 2 (BS-2) fueron el requisito minimo para la manipulacion de las
muestras y de las cepas (OMS, 2006; Conicyt, 2008). Como medidas de
bioseguridad en el trabajo practico se utilizé delantal manga larga, guantes de

latex, uso de desinfectantes y autoclavado del material contaminado.

Dado que el proceso de visualizacién del producto amplificado involucré el uso
de bromuro de etidio (mutagénico) y un transiluminador de luz UV, al momento
de visualizar el gel se utilizé6 gafas con filtro UV, con posterior eliminacion del

gel incubado en bromuro de etidio por incineracion.

Andlisis de datos

Los datos fueran introducidos y almacenados en una base de datos, utilizando
una planilla electronica, Microsoft Excel. La portacion nasal, resistencia,
sensibilidad y los perfiles de resistencia fenotipica a los antimicrobianos de uso
habitual en medicina humana y/o veterinaria se expresaron como porcentajes.
Se caracterizaron los portadores de SARM y de Staphylococcus spp.
resistentes a meticilina en cuanto a edad, sexo, enfermedades dérmicas y o
alérgicas y, la tenencia de mascotas. Se analiz6 la asociacion entre la portacion
de meticilino resistencia y las variables: 1) Sedes (referida al lugar de origen de
la muestra), 2) Sexo (codificada como hombre o mujer) y 3) Tenencia de
mascotas (codificada como Si o No). Dichos analisis se realizaron mediante la
prueba de Chi Cuadrado de Pearson, mediante la construccion de tablas de
contingencia, considerando valores de p menores a 0,05 para establecer una

asociacion estadisticamente significativa. Esta prueba consiste en una
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estadistica de contraste de hipotesis para datos presentados en forma de
namero de observaciones por categoria, por tanto, es la prueba de mayor uso
en la comparacion de variables de tipo categoricas y para la comparacion de
proporciones (Martinez-Gonzalez et al., 2006).
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RESULTADOS

Participaron en el estudio 67 profesionales de las tres sedes de la Red de
Atencion Veterinaria (RAV) de la Universidad de Chile, siendo 13 de la sede
Favet, 16 de la sede El Roble y 38 de la sede Bilbao. De los 67, 60 eran
meédicos veterinarios y 7 enfermeros. De los participantes 18 (27%) son
hombres, 49 (73%) mujeres, con una edad promedio de 32 afos. El promedio
de mascotas por persona fue de 4 y solo 7 personas tenian alergia en la piel.
De las 67 personas, se aislaron 236 cepas de Staphylococcus spp. con un

promedio de 3 cepas por personas.

1. Definir las especies y determinar el nivel de portacion nasal de
Staphylococcus spp. meticilino resistentes en el personal de la Red de
Atencion Veterinaria de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
de la Universidad de Chile.

De las 236 aisladas, 56 de ellas fueron resistentes a meticilina y de ellas, 10
correspondieron a S. aureus (Figura 7) y el resto no amplificé con los partidores

para el gen nuc de S. pseudointermedius.

El nUmero de personas portadoras de SCP segun sede se muestra en la Tabla 3.
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Carril 1: MTM, Carril 2: SARM ATCC 43300; Carril 3: S.
pseudointermedius ATCC 49444, Carril4 a 10: cepas de
Staphylococcus spp. aisladas.

Figura 7. Visualizacion del gel de agarosa del gen nuc para S. aureus (359 bp)
de origen nasal de personas que presentaron resistencia fenotipica a la

meticilina. MTM: marcador de tamafio molecular.

Figura 8. Portacién nasal de cepas de Staphylococcus spp. en el total de
trabajadores de la Red de Atencion Veterinaria analizados segun su actividad
de coagulasa (n=67). SCN: Staphylococcus coagulasa negativa; SCP:

Staphylococcus coagulasa positiva.
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Tabla 3. Numero de personas portadoras nasales de Staphylococcus
coagulasa positiva segun sede.

Sedes Personas portadoras de SCP (%) Totales de personas (100%)

Favet 4 (30,8%) 13
El Roble 5 (31,3%) 16
Bilbao 15 (39,5%) 38

SCP: Staphylococcus coagulasa positiva.

De las 67 personas que participaron del estudio, 33 fueron portadoras de cepas
de Staphylococcus spp. sensibles a la meticilina, mientras que, 34 fueron
portadores de cepas de Staphylococcus spp. resistentes a la meticilina (Figura 9),
correspondiendo a 5 personas de la sede Favet; 7 personas en la sede El Roble
y 22 personas en la sede Bilbao.
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Susceptibilidad a la meticilina

Figura 9. Portacion nasal de cepas de Staphylococcus spp. meticilino

resistentes en personal de la Red de Atencion Veterinaria (n=67).
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De las 56 cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes (MR) 11 fueron

coagulasa positiva y 45 negativas (Figura 10).

Figura 10. Cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes segun su
actividad de coagulasa (n=56). SCN MR: Staphylococcus coagulasa negativa
meticilino resistentes; SCP MR: Staphylococcus coagulasa positiva meticilino

resistentes.
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2. Identificar los perfiles de resistencia a antibiéticos de uso en medicina
Humana y Veterinaria en las cepas de Staphylococcus aisladas.

En la Figura 11 se presentan las resistencias antimicrobianas de todas las
cepas analizadas, observando la mayor frecuencia frente a amoxicilina,

eritromicina y clindamicina.
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Figura 11. Porcentajes de resistencia antimicrobiana de 236 cepas de
Staphylococcus spp. aisladas del personal de las distintas sedes de la Red de

Atencién Veterinaria.
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Solo 14 de las cepas aisladas fueron sensibles a todas las drogas analizadas;

las 222 restantes fueron resistentes a uno o mas antimicrobianos (Figura 12).

RalAM

S (6%) (15%)

Ra2AM
(20%)

Figura 12. Susceptibilidad antimicrobiana de las 236 cepas de Staphylococcus
spp. aisladas de la nariz del personal de la Red de Atencién Veterinaria. S:

sensible; R: resistente; MDR: multiresistente; AM: antimicrobiano.

La mayoria de las cepas multiresistentes (MDR) (60%) se originaron desde la
sede Bilbao (Figura 13).

Figura 13. Porcentaje de cepas de Staphylococcus spp. multiresistentes

segun sede (n=140).
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Se observaron 56 perfiles de resistencia antimicrobiana, donde los mas
frecuentes son los que se presentan en la Figura 14. Destaca el perfil de
resistencia simple a amoxicilina, seguido por la resistencia triple a Amixicilina +
Clindamicina + Eritromicina + Mupirocina, y la resistencia doble a Amixicilina +

Eritromicina.
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Figura 14. Perfiles de resistencias antimicrobianos mas frecuentes en el total

de cepas de Staphylococcus spp. analizadas. AMC: Amox Ac. Clav.; AML:
Amoxicilina; CDX: Cefadroxilo; FOX: Cefoxitin; CIP: Ciprofloxacina; CD: Clindamicina; DO:

Doxiciclina; E: Eritromicina; CN: Gentamicina; MUP: Mupirocina.
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Al analizar los 56 perfiles, se encontr6 que 24 de ellos siempre contenian
resistencia a meticilina (Figura 15), siendo el mas frecuente Amoxicilina +
Cefadroxilo + Cefoxitin + Ciprofloxacina + Clindamicina + Eritromicina, seguido

por Amoxicilina + Cefadroxilo + Cefoxitin + Clindamicina + Eritromicina.
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Figura 15. Perfiles de multiresistencia que incluyen a meticilina en el total de

56 perfiles de resistencias identificados. AMC: Amox Ac. Clav.; AML: Amoxicilina;

CDX: Cefadroxilo; FOX*: Cefoxitin; CIP: Ciprofloxacina; CD: Clindamicina; DO: Doxiciclina; E:
Eritromicina; CN: Gentamicina; MUP: Mupirocina.
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3. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) en las cepas
meticilino resistentes por Kirby-Bauer.

Todas las cepas analizadas (56) presentaron valores de CIM considerados
como resistentes (Tabla 4) a la oxacilina (Tabla 5), donde 11 cepas
presentaron valores “Border Line” (8ug/mL) y una sobrepasé este limite

(16pg/mL).

Tabla 4. Criterio de interpretacion de la CIM para Oxacilina (ug/mL) CLSI
(2015).

S R
SCP <2 >4
SCN <0,25 >0,5

Tabla 5. CIM para la oxacilina en cepas de Staphylococcus spp. segun

actividad de coagulasa.

N° de cepas Coagulasa Valores de CIM (ug/mL) Interpretacién
11 SCP 8 R
6 SCN 2 R
3 SCN 0,5 R
5 SCN 1 R
2 SCN 4 R
1 SCN 16 R
28 SCN 1 R
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4. Determinar la presencia del gen mecA en las cepas de Staphylococcus
meticilino resistentes.

El gen mecA (Figura 16) fue detectado en 83,9% (Tabla 6) de las cepas que

presentaron resistencia fenotipica a meticilina.

1 23 45 6 7 8 9101112

Carril 1: MTM, Carril 2: SARM ATCC 43300; Carril 3: S.
pseudointermedius ATCC 49444, Carril4 a 12: cepas de
Staphylococcus spp. aisladas.

Figura 16. Visualizacién del gel de agarosa del gen mecA (519 bp) en las
cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes segun CIM. MTM:

marcador de tamafio molecular

Tabla 6. Cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes portadoras del

gen mecA segun su actividad de coagulasa (n=56).

Coagulasa Numero mecA positiva
SCP 11 4
SCN 45 43
Totales 56 47
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En la Tabla 7 se presenta un resumen de las caracteristicas de las personas
portadoras segun sede de origen. Es importante destacar que SARM fue
encontrado en 9 personas provenientes de la sede Bilbao.

Tabla 7. Resumen de las personas con sus cepas meticilino resistentes en las

distintas sedes. MDR: multiresistente

Sedes

FAVET El Roble Bilbao Totales

N° de cepas de SMR 8 14 34 56
N° personas con cepas de SMR 5 7 22 34
Perfil de Resistencia MDR MDR MDR MDR
Sexo masculino 1 1 8 10
Sexo femenino 4 6 14 24
Rango de edad 25-50 26-35 26-57 25-57
Personas con alergia dérmica 0 0 2 2
N° de mascotas 6 40 80 126
Cepas mecA positivas 8 14 25 47

Para las variables analizadas (Sedes, Sexo y Tenencia de mascotas) no se
encontr6 evidencia estadisticamente significativa para determinar una
asociacion con la portacion de meticilino resistencia. Un resumen del analisis

de estadistico se proporciona en la Tabla 8.
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Tabla 8. Evaluacion de la asociacion estadistica entre las variable Sedes, Sexo
y Tenencia de mascotas con la portacion de meticilino resistencia del personal
de la Red de Atencidn Veterinaria (n= 67) mediante Chi Cuadrado de Pearson.

Portaciéon de meticilino resistencia

Variables

Valor de p
Sedes 0,3916
Sexo 0,3037
Tenencia de mascotas 0,1450
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DISCUSION

Staphylococcus spp. son una causa muy frecuente de morbimortalidad
asociada a bacteremias. El escenario actual se ha complicado con la
emergencia de multiresistencia asociada a meticilina, particularmente para S.
aureus en el hombre y, en menor cuantia, para S. pseudointermedius en
mascotas. De hecho la resistencia a la meticilina es tomada como marcador de

la resistencia a otros antibiéticos.

El 27 de febrero de 2017, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publico
su primer listado de “patdgenos prioritarios” resistentes a los antibidticos, en la
que se incluyen 12 familias de bacterias mas peligrosas para la salud humana
que necesitan urgentemente nuevos antibidticos. La lista se divide en tres
categorias segun la urgencia: prioridad critica, alta o media. S. aureus,
resistente a la meticilina figura como “Prioridad 2: ELEVADA” (OMS, 2017).
Este hecho, sumado a la evidencia de trasmision de estas bacterias entre
personas y sus mascotas, hizo plantear el estudio de la portaciébn nasal de
Staphylococcus meticilino resistentes en profesionales que trabajan
periddicamente con perros y gatos en un centro de atencion universitaria, como
lo es la RAV de la Universidad de Chile.

Del total del personal analizado, 13,43% (9 personas) resultaron portadoras de
S. aureus meticilino resistente, sin pesquisar colonizacibn por S.
pseudointermedius. Estos resultados son similares a lo encontrado por Von Eiff
et al. (2001) quienes estudiaron la colonizacion nasal de S. aureus como factor
de bacteremia en unidades de cuidados generales e intensivos de 32
hospitales universitarios y comunitarios en Alemania. El estudio determiné que
en el personal del hospital, un 13% fue portador de nasal de S. aureus. Pese a
lo anterior, Drougka et al. (2016) encontraron que de los 18 miembros del
personal veterinario, un 38,9% de ellos fueron portadores nasales de S. aureus.
Este elevado valor es importante ya que la colonizacion de la mucosa nasal en
humanos por S. aureus establece un estado de portador que predispone

subsecuentemente a una infeccion (Boyce, 1996).

La frecuencia de colonizacion de cepas SCP (36%) en los profesionales de la
RAV fue lo esperado segun el trabajo de Castellano Gonzalez et al. (2005)

aunque muy elevada si es comparada con los estudios de Hanselman et al.
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(2006) quienes informan una colonizacion de solo el 6,5% en personal
veterinario. Los resultados de este estudio sugieren un mayor riesgo para los
profesionales veterinarios, sin embargo las diferencias con otros estudios se
podrian deber a la ubicacién geografica y los métodos de cultivo aunque se
requiere mas investigacion para definir con mayor precision el riesgo

ocupacional.

Si bien el nivel de portacion de S. aureus y de Staphylococcus coagulasa
positiva en la nariz de personal de la RAV de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile no demostré ser tan alta, el
nivel de portacién de cepas de Staphylococcus spp. resistente a meticilina si
sobrepasoé las expectativas de este estudio (al menos 30%) ya que se detectd
un 51% de personas portadoras. Este valor se encuentra sobre los valores
presentados por Morris et al. (2010), en que la portacion de Staphylococcus
resistentes a la meticilina por el personal de la practica de dermatologia
veterinaria fue de solo 11,1%. De la misma manera ocurre con los datos
sefalados por Drougka et al. (2016), quienes aislaron siete cepas de S. aureus
desde 18 personas asociadas a la salud veterinaria, donde la prevalencia de
SARM fue de un 16,7% (3 personas), y también difiere de los presentados en
Japoén por Ishihara et al. (2014), en que la portacién de SARM en el personal

veterinario fue de 22,9% (22 veterinarios), de un total de 96 analizados.

La mayor frecuencia de portacion nasal de cepas SCN que cepas SCP en las
personas de la RAV (80%), esta dentro de lo esperado ya que tanto S. aureus
como SCN son parte de la microbiota residente de la piel junto a bacterias
corineiformes (Evans et al., 1950; Gonzélez y Delgadillo, 2002). Su presencia
no debe ser subvalorada ya que tambén causan infecciones de importancia
clinica y ademas constituyen un factor condicionante para una mayor

morbimortalidad (Laspina et al., 2008).

En cuanto a los perfiles de resistencia a otros antimicrobianos, se observo una
mayor frecuencia frente a amoxicilina, clindamicina y eritromicina,
probablemente por ser éstos los de mayor uso en la préactica clinica. Esto
también fue observado en la investigacion de Otth et al. (2008). La mayor
sensibilidad se presento frente a amoxicilina con acido clavulanico y doxiciclina,

similar a lo observado por Brown et al. (1976). En el presente trabajo también
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se encontrd que las cepas meticilino resistentes fueron siempre multiresistentes
a una gran diversidad de antimicrobianos y en perfiles diversos, como fue
tempranamente sefialado por Gill et al. (2005). El uso inadecuado y el abuso
(Laxminarayan et al. 2013) asociado a la seleccién natural y co-seleccion

probablemente son los factores que permiten explicar esta multiresistencia.

Llama la atencién que la cuantificacion de la resistencia a oxacilina (CIM) en la
mayoria de las cepas fuera menor o igual a 8 ug/mL, valor que se asocia a
resistencia de bajo nivel producido por hiperproduccién de betalactamasas o a
la produccién de PBP modificada distintas a la PBP2 (Castellano Gonzélez et
al., 2005). Todas estas cepas amplificaron con los partidores para el gen mecA
por lo que es dable suponer que el mecanismo de resistencia debiera ser por la
presencia de PBP2 y por lo tanto una resistencia de alto nivel (mayor o igual a
8 pg/mL). Si bien es cierto se han reportado cepas de SARM carentes del gen
mecA y B-latamasas negativas su frecuencia de aislamiento es menor al 1%
(Zaher et al., 1997). Se ha propuesto un mecanismo alternativo de resistencia
que puede ser el responsable de la resistencia intrinseca de bajo nivel,
ademas, de la produccion de B-lactamasas y del gen mecA (De Lancastre et
al., 1994). En consecuencia, la determinacién de la CIM y el gen mecA no
deben ser utilizados como Unicos criterios para la deteccién de resistencia a

oxacilina.

La presencia del gen mecA es la principal evidencia en la deteccién de cepas
meticilino resistentes, determinante génico que es adquirido por parte de
Staphylococcus spp. (Elhassan et al., 2015). De hecho en este estudio, de las
cepas de Staphylococccus spp. resistentes a meticilina segun Kirby-Bauer y
CIM, un 83,9% de ellas presentaron el gen mecA. La ausencia del gen mecA
en aislados Staphylococcus spp. meticilino resistentes ha sido descrita (Aziz et
al. 2014).

El fenotipo de resistencia a la meticilina es mucho mas frecuente entre las
diferentes especies de Staphylococcus coagulasa negativo (SCN), que en S.
aureus. Esta resistencia se debe principalmente a la adquisicion del gen mecA
que codifica la proteina fijadora de penicilina (PBP) PBP2a, que posee baja
afinidad por los betalactamicos. La resistencia a la meticilina implica resistencia

a todos los betalactamicos, incluyendo penicilinas, combinaciones de
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betalactamico con inhibidor de betalactamasa, cefalosporinas, monobactamas
y carbapenémicos. La expresion fenotipica de la resistencia mediada por el gen
mecA es compleja y se afecta por diferentes factores como la temperatura, el
pH, la osmolaridad, la presencia de secuencias cromosomicas reguladoras y de
otros genes cromosOmicos no relacionados. Estos cambios en la expresion de
la resistencia bajo diferentes condiciones de cultivo son transitorios y
fenotipicos (Ardanuy et al., 2011).

La expresion fenotipica de la meticilino resistencia suele ser heterogénea, lo
que significa que, a pesar que todas las células de una poblacion poseen el
gen, so6lo algunas lo manifiestan en su fenotipo, haciendo dificil su deteccion en
el laboratorio por los métodos no genotipicos (Ardanuy et al., 2011). La regién
que rodea a mecA en SARM es muy variable “hipervariable”, evento
relacionados a la presencia de elementos méviles variables asociados con la

region mecA (Huygens et al., 2002).

El descubrimiento de SARM que lleva el gen mecC ha causado especulaciones
sobre el origen, la epidemiologia y el impacto de estos aislados. La mayoria de
los aislados se encontraron en los ultimos afios y ha habido un aumento en el
namero y la frecuencia. La identificacion del gen mecC no se ha practicado
sistematicamente para el SARM que sea negativo para mecA, lo que significa
que la prevalencia real del SARM que porta mecC puede subestimarse.
Registros indican que el SARM portador de mecC puede estar mas
ampliamente distribuido, pero aun no reconocido. La caracterizacion inicial de
las cepas MRSA que transportan mecC mostrO que, en general, eran
susceptibles a la mayoria de las otras clases de antibiéticos. Se observaron
eventos de transmision en el hogar en cinco casos, lo que indica que los SARM
gue transportan mecC estan bien adaptados como colonizadores humanos,
evidencia sugiere la transmision y el desarrollo de bacteremia e infeccion de la
piel en humanos. Los rumiantes (vacas lecheras y ovinos) son portadores
sanos SARM mecC positivo (una nueva zoonosis). Las infecciones que podria
causar por la portacion de cepas mecC positivas serian las mismas que se
presentan en las causadas por otros S. aureus, incluidas las enfermedades que

amenazan la vida como la bacteremia (Petersen et al, 2013).
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CONCLUSIONES

1.

Todo el personal analizado es portador nasal de Staphylococcus spp.
coagulasa negativa y positiva, con escasa presencia de S. aureus.

El 51% del personal de la RAV se encuentra colonizado a nivel nasal
con cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes.

Las cepas de Staphylococcus spp. aisladas presentaron variados
perfiles de resistencia y multiresistencia frente a los antibioticos de uso
en medicina Humana y Veterinaria.

Las cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes analizadas
presentan un nivel de resistencia bajo a la oxacilina.

La mayoria de las cepas de Staphylococcus spp. meticilino resistentes

albergan el gen mecA.
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Anexo 1

UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

MAGISTER EN CIENCIAS ANIMALES Y

VETERINARIAS

Documento de Consentimiento Informado para
Personal asociado a Clinica Menor de la Facultad de

Ciencias Veterinarias y Pecuarias Universidad de Chile.

Documento de Consentimiento Informado para Personal asociado a
Clinica Menor de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
Universidad de Chile.

Este formulario de consentimiento informado es para el personal que trabaja en
la Red de Atencion Veterinaria de FAVET Chile en las distintas sedes (Bilbao,
Hospital Docente FAVET, El Roble) y a quienes les pediremos que participen
en la investigacion del Proyecto de Tesis titulado “Portacion nasal de cepas
de Staphylococcus meticilino resistentes en personal de la Red de Atencién
Veterinaria de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile” del candidato a magister, Romay Coragem da Costa,
programa de Magister en Ciencias Animales y Veterinarias de la Escuela de
Postgrado de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias (FAVET) de la

Universidad de Chile. Este documento tiene dos partes:
I. Informacién sobre el estudio

[I. Formulario para obtener la firma.
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PARTE I:

Estamos investigando la portacion nasal de cepas de Staphylococcus meticilino
resistentes en personas que trabajan en clinica menor de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile ya que el género
Staphylococcus esta constituido por bacterias que a menudo se encuentran
como flora residente o transitoria en la piel, especialmente en las fosas nasales
de personas y perros. Sin embargo, pueden causar enfermedades que van
desde una simple infeccidén a infecciones mas graves como una septicemia, lo
gue demuestra su potencial impacto clinico en medicina humana y en medicina
veterinaria mientras que, su transmisibilidad demuestra su potencial impacto en
salud publica. En nuestros trabajos previos hemos observado cepas de
Staphylococcus meticilino resistentes en gatos, perros y como hallazgo en
algunos médicos veterinarios. Este proyecto tiene como Objetivo general
“Establecer la presencia de cepas de Staphylococcus meticilino resistentes en
la nariz del personal asociado a clinicas de pequefios animales”. Para ello, se
realizar4 un estudio transversal con cepas de Staphylococcus spp obtenidas
desde muestras nasales del personal que atiende en la Red de Atencién
Veterinaria (RAV) de la Universidad de Chile: Sede Bilbao, Sede Hospital
Docente Favet y Sede El Roble. La obtenciéon de las muestras se realizara
durante el periodo comprendido entre Julio y Agosto de 2017. Este estudio

cuenta con el apoyo de la Directora de la RAV, Doctora Alicia Valdés.

Criterios de Inclusioén:

e Médico veterinario y enfermeros.

e Que trabaje en contacto con perros y gatos con antigiedad de tres
meses.

e Estar sin tratamiento antimicrobiano tépico o sistémico por al menos dos
semanas (14 dias) antes de la obtencion de muestra.

e No presentar lesidbn nasal macroscopica que haga sospechar de una

patologia viral, bacteriana o micética.
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Obtencion de muestras

Por consideraciones éticas, las muestras de torulado nasal seran obtenidas por
los mismos profesionales de acuerdo a un protocolo general utilizado
anteriormente (Anexo 2). Consistira en un hisopado de una fosa nasal,
mediante la introduccién de un hisopo estéril humedecido en solucién salina
fisiolégica estéril al interior de una fosa nasal (aproximadamente dos
centimetros). Para ello se deberd girar la térula lenta y suavemente contra la
mucosa nasal en 360°, tres veces y luego, se depositard en el medio de
transporte Stuart (Oxoid®). Las muestras seran transportadas en refrigeracion

por el investigador, hasta el laboratorio para su procesamiento.

Seleccién de Participantes

Le estamos invitando a tomar parte de esta investigacion porque es importante
tener informacion sobre la portacion nasal de cepas de Staphylococcus
meticilino resistentes en personas asociadas al trabajo en clinica menor ya que
estan en contacto estrecho con los perros y gatos. El estudio se basé en: a)
Elevada portacion de cepas meticilino resistente en perros sanos y gatos, b)
Que Staphylococcus spp se pueden transmitir bidireccionalmente entre

humanos y animales.

Descripcién del Proceso

Las muestras biol6gicas obtenidas durante este procedimiento de investigacion
se usaran so6lo para este estudio, y seran destruidas después que la
investigacion se haya completado. El estudio dura 6 (seis) meses en total pero,
la obtencion de muestras se concentrara en dos meses. Durante ese tiempo,

nos gustaria encontrarnos con usted para la obtencion de sus muestras.

Confidencialidad

La informacion que recolectamos para este proyecto de investigacién se

mantendra confidencial, y solo los investigadores podran verla pero, sin
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conocer la identidad de las personas a excepcion del investigador Dr. Romay

Coragem da Costa y mi profesora tutora, Dra. Consuelo Borie.

El conocimiento que obtendremos de este estudio se publicara en una revista

cientifica con orientacion a la salud publica.

Derecho a negarse a participar y a retirarse

Usted no tiene que aceptar participar de esta investigacion si no desea hacerlo.
Si usted tiene algunas preguntas puede hacerlas ahora e incluso después de
gue haya comenzado el estudio a las siguientes personas: [Romay Coragem
da Costa / romaycoragem@gmail.com], [Consuelo Borie P. / cborie@uchile.cl /
Fono: 229785626]
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PARTE II:

Consentimiento Informado

He sido invitado para participar en una investigacion sobre “Portacion nasal de
cepas de Staphylococcus meticilino resistentes en personal de la Red de
Atencion Veterinaria de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile”. Entiendo que ello significa que tendré que entregar una
muestra de hisopado nasal. Soy consciente de que no hay beneficio personal
para mi y que no seré compensado. Se me ha proporcionado el nombre de dos

investigadores que pueden ser contactados facilmente por mail o teléfono.

He leido o me ha sido leida la informacion respecto al proyecto. He tenido la
oportunidad de preguntar dudas sobre ello y se me ha respondido
satisfactoriamente. Consiento voluntariamente a participar en este estudio y

entiendo que tengo el derecho de retirarme en cualquier momento.

Nombre del Participante: ...

Firma del Participante: ................coooiiiinnn.

Fecha: . [icin.... [ooo..... (Dia/mes/afio)
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Anexo 2

[\ [0110] o] (=TT

Tiene alguna enfermedad dérmica: Si I:I / Nol:l

Tiene mascota: Sl’l:l / Nol:l Cuantas: ..........

Perrol:ll Gato|:| / Otros|:|

Anexo 3

Protocolo Obtencion de Muestras para Aislamiento de Cepas de Staphylococcus coagulasa
positivo

+ Nariz: Introducir el hisopo estérilhumedecido en solucion salina ' N -
fisiologica al interior de la fosa nasal derecha (aproximadamente e A
dos cm), girar lentay suavemente contrala mucosa nasal en 360° e
tres veces (Fig. 1). Q

|

Fig.1 Toma de muestra de nariz
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