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RESUMEN

PREVALENCIA DE Staphylococcus aureus RESISTENTE A LA
METICILINA, AISLADOS EN TRABAJADORES DE GRANJAS

PORCINAS DE LA PROVINCIA DE PICHINCHA 2014.
AUTOR: Rivadeneira Rojas Sebastian Andree.

ANTECEDENTES: Staphylococcus aureus meticilino resisitente puede producir
infecciones en tejidos blandos, neumonia, sepsis entre otras. Se pueden transmitir
tanto en la comunidad como en el ambiente hospitalario por el contacto con una
persona infectada, un objeto contaminado, y en la comunidad se anade que puede ser

el resultado del hacinamiento, falta de limpieza y/o zoonosis.

OBJETIVO: Determinar la  prevalencia de  Staphylococcus — aureus
meticilinoresistente (MRSA) en trabajadores vinculados al cuidado de ganado

porcino, mediante métodos fenotipicos y genotipicos.

METODOS: El aislamiento de S. aureus se realizé por inoculacién de hisopados
nasales, simultinecamente en CHROMagar MRSA® y agar manitol salado (MSA).
Los aislamientos de MRSA fenotipicamente sospechosos en CHROMagar MRSA®,
han sido sometidos para confirmacion genotipica utilizando un ensayo de PCR
multiple para nuc (un gen S. aureus-especifica de la especie, que codifica
termonucleasa enzima), mecA (resistencia a la meticilina gen) y luk s/f (genes que
codifican la toxina PVL). Ademas, se utiliz6 la deteccion simultanea por el sistema

Vitek2® para determinar la resistencia a los agentes antimicrobianos.



RESULTADOS: La frecuencia de aislamiento de S. aureus fue de un 30,4% (35 de
115) en los cuidadores de ganado porcino. Los aislamientos de S. aureus de los
humanos tenian una mayor resistencia a los siguientes antimicrobianos: penicilina G
(91,4%), eritromicina (37,1%), clindamicina (31,4%) y tetraciclina (25,7%). En
menor porcentaje hubo resistencia a gentamicina (11,4%) y trimetoprima-
sulfametoxazol (5,7%) y quinolonas (8,6%). No hubo resistencia (0%) a la
rifampicina, vancomicina ni linezolid. El sistema Vitek2® informo la frecuencia de
resistencia a la oxacilina (meticilina) del 20% (7/35) en S. aureus aislados en los
porcicultores. Esta proporcion representa la prevalencia de MRSA, del 6,08%

(7/115) en la muestra calculada en los cuidadores de ganado porcino.

CONCLUSIONES: El aislamiento de S. aureus a nivel nasal es de un 30,4%
(35/115) y la prevalencia de MRSA en los cuidadores de ganado porcino en la
provincia de Pichincha es de un 6,08% (7/115). Estas proporciones son similares a
las identificadas alrededor del mundo. La investigacion de los potenciales factores
de transmision de MRSA y su resistencia a multiples antimicrobianos en la
comunidad, debe hacerse tanto en animales como en las personas que los cuidan,

con el fin de evaluar el impacto en la salud humana.

PALABRAS CLAVE: S. aureus; MRSA; prevalencia; Ecuador; cuidador de

cerdos.



1. CAPITULO: INTRODUCCION

« El cientifico que no sabe lo que estd buscando,

no comprendera lo que encuentra.

La Ciencia aumenta nuestro poder en la proporcion,

en que disminuye nuestro orgullo.».

Claude Bernard, Médico Fisiologo Francés.

A inicios del siglo pasado, al poco tiempo del descubrimiento de los antibidticos se
reportd, en investigaciones alrededor del mundo, el surgimiento de resistencia
progresiva a antibidticos. En la actualidad, se confirma que su uso masivo y en
muchos casos el mal uso en infecciones humanas (prescripcion de antibidticos para
tratamiento de infecciones virales), junto con el abuso desproporcionado en la
industria animal como promotores de crecimiento han colaborado enormemente en
que esta resistencia bacteriana se convierta en un problema de salud publica y una

amenaza permanente a nivel local y global.

En Ecuador, como en Latinoamérica, la venta libre de antibidticos ha provocado una
utilizacion desmedida tanto para tratamiento de humanos y animales. Esto representa
uno de los mayores retos al momento de frenar la generacion de cepas bacterianas

resistentes. Entre los microorganismo punteros en adquisicion de resistencia se
3



encuentra Staphylococcus aureus. Esta bacteria es uno de los patdogenos mas
transcendentes de la historia, marcando en el ser humano una amplia gama
infecciones en la gran mayoria de tejidos como neumonias, abscesos, osteomielitis,
celulitis, fascitis necrotizante, sepsis entre otras. Actualmente, se asegura que es
protagonista de gran parte de la morbimortalidad tanto a nivel hospitalario como

comunitario.

La introduccion de la penicilina redujo la tasa de mortalidad de las infecciones
sistémicas por S. aureus en la década de los 40’s, pero al poco tiempo se lograron
identificar cepas resistentes que habian desarrollado mutaciones para sobrevivir bajo
la nueva presion evolutiva. Cuando se detectod el aparecimiento de resistencia a la
penicilina, se cred la oxacilina (meticilina), un derivado semisintético invulnerable a
las penicilinasas, el mismo que a corto plazo fue superado nuevamente, por la
aparicion de cepas de S. aureus resistentes. En 1953, se aisla la vancomicina un
antibidtico que puede ser usado en caso de cepas resistentes a la meticilina. A finales
del siglo XX, se reporta la primera cepa en el Japon, con patrén de resistencia a la
vancomicina en esta bacteria. Con esta pequefia revision historica se demuestra la

capacidad agresiva de S. aureus para adquirir resistencia a los antibioticos.

S. aureus se presenta frecuentemente en el cuerpo humano de forma asintomatica,
colonizando mucosas y piel. Sin embargo, este microorganismo puede causar un
amplio espectro de patologias que van desde infecciones en tejidos blandos hasta el
compromiso sistémico letal. Es por eso que en la actualidad se considera que la

colonizacién, es un factor de riesgo para el desarrollo de infecciones clinicas. Los
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primeros reportes de S. aureus resistente a meticilina (MRSA, por sus siglas en
inglés), se realizaron en hospitales, considerandolo como un agente patogeno
nosocomial (HA-MRSA). No obstante a inicios de este siglo, se reportd en
poblaciones aparentemente sanas, sin exposicion previa al ambiente hospitalario, los
primeros brotes de MRSA adquirido en la comunidad (CA-MRSA). Por esta razon
se empezoO a investigar, y se identificd que individuos en relacion estrecha con la
ganaderia podrian presentar un riesgo de colonizacion por cepas MRSA. En Europa,
se ha descrito varios casos de contagio de MRSA asociado a la comunidad en
trabajadores en granjas porcinas. El primer caso fue descrito en Holanda alrededor
del 2005, donde se evidencid que cepas de MRSA eran comunes entre los
trabajadores y el ganado porcino. En base a esta evidencia, se empezo a investigar
los mecanismos de transferencia y el comportamiento del MRSA entre el ganado y
los humanos. Finalmente, demostrando que cepas MRSA pueden colonizar ambas

poblaciones a nivel nasal.

En Ecuador, no existen estudios que indiquen la proporcion de portadores de MRSA
a nivel nasal. Se debe tomar en cuenta que este microorganismo es capaz de
establecerse en el ser humano y potencialmente ser causa importante de infecciones;
ya que, el manejo de este tipo de cepas representa un gran desafio clinico. Es por eso
que el objetivo del presente estudio es determinar la prevalencia de portadores

nasales de MRSA en los cuidadores de ganado porcino, en Pichincha.



2. CAPITULO: REVISION BIBLIOGRAFICA

«La verdadera ciencia ensefia, sobre todo, a dudar y a ser ignorante.

Miguel de Unamuno, Escritor Espafiol.

2.1. Taxonomia del género Staphylococcus aureus

Dominio: Bacteria

Reino: Eubacteria

Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Bacillales

Familia: Staphylococcaceae

Género: Staphylococcus

Especie: S. aureus !'?

2.2. Staphylococcus

Es un género bacteriano que incluye 40 especies. Son bacterias Gram positivas que
se agrupan en racimos. Poseen una membrana citoplasmatica simple con una pared
celular formada por peptidoglicano.! Este se conforma por mureina , acido teicoico

y polisacaridos. Algunas especies pueden ser comensales o patdogenos en la piel, asi
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como en las mucosas de los seres humanos y vertebrados de sangre caliente,
asimismo se encuentran en el medio ambiente (agua, aire, alimentos). Son
halotolerantes, algunas especies pueden resistir hasta un 20% de concentracion de
cloruro de sodio. La temperatura 6ptima del crecimiento y proliferacion es de 30-

37°C.3

2.3.  Staphylococcus aureus

El Staphylococcus aureus es una de las 40 especies en el género Staphylococcus.
(Tabla 1) La mayoria de las otras especies s6lo se encuentran en otros mamiferos y
no infectan a los seres humanos.®* El médico alemdn Anton Rosenbach fue el
primero en describir brevemente esta bacteria en 1880, como un microorganismo sin
capacidad de movimiento, mismo que crece en ramilletes. Actualmente se conoce
que el Staphylococcus aureus, es una bacteria esférica de 0,5 a 1 pm de didmetro,
Gram positiva, inmovil (sin flagelos), no formadora de esporas, no encapsulada, con
una morfologia de cocos que se agrupan en forma de racimos de uvas, al contrario
de los Streptococcus que forman cadenas. Tiene el distintivo de ser un anaerobio
facultativo, debido a que se puede encontrar normalmente en la piel y en
membranas, sean estas mucosas o epiteliales, tal es asi que un buen reservorio por su

humedad y temperatura son las fosas nasales.*?

2.3.1. Etimologia
El Staphylococcus aureus lleva su nombre del latin staphylé en “racimos” y coccus
refiriéndose a “bayas”, que al crecer en cultivos agar sangre forma colonias de color

amarillo-dorado, debida a la produccion de un pigmento carotenoide, de alli su
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nombre aureus que significa “oro” (Figura 1); término acuiiado por Alexander

Ogtson en 1880. A quien se le acredita como el descubridor oficial de esta

bacteria.>?

2.3.2.

Pruebas bioguimicas para la identificacion del género Staphylococcus

Para la identificacion se pueden realizar pruebas bioquimicas basadas en

caracteristicas generales propias del género Staphylococcus

2.3.2.1.

6-8

Poseen catalasa (catalasa positivo). Esta enzima descompone el peroxido de
hidrégeno (H20:2) en agua y oxigeno molecular. Esta es una diferencia
esencial con los estreptococos que no la poseen.

Ausencia de oxidasa (Oxidasa negativo)

Fermentan la glucosa pero no son productoras de gas, como los
estreptococos y otros aerobios.®

Pruebas bioquimicas para la identificacion de S. aureus

Las pruebas bioquimicas especificas para la identificacion de S. aureus incluyen:

Presencia de coagulasa (Coagulasa positivo). Esta es una enzima que puede
ser secretada por el microorganismo (exoenzima) capaz de coagular el
plasma sanguineo catalizando la transformacion del fibrindgeno en fibrina.’
Presencia de Proteina A (Proteina A positivo)!%!!

Crecimiento en medio agar manitol salado (Manitol-sal positivo). Este medio
contiene una alta concentracion de NaCl (10%-7%), ademads, es selectivo
para Gram positivas que poseen coagulasa. S. aureus es capaz de metabolizar

el manitol presente en el medio de crecimiento generando subproductos



acidos que reducen el pH del medio. Adicionalmente, el medio tiene como

componente rojo-fenol que cambia de rojo a amarillo en pH 4acidos, por lo

que S. aureus presentan un halo amarillo brillante, mientras que otras
especies de Staphylococcus presentan coloracion rojiza.’

e Presencia de proteina de union al fibrindgeno (Proteina de union al
fibrindgeno positivo). Esta proteina permite que S. aureus se adhiera sobre el
fibrindgeno del plasma para crear una proteccion de fibrina.’

e Presencia de DNAasa y termnonucleasa (DNAasa y termnonucleasa

positivo)Estas enzimas catalizan la hidrolisis acidos nucleicos (DNA y

RNA).°

2.3.3. Pruebas para la identificacion genética de .S. aureus

2.3.3.1. La identificacion del gen nuc

Este gen fue descrito por Odd G. Brakstad, Kjetill Savac and Johan Maeland, en
“Detection Stahlylococcus aureus by Polimerase Chain Reaction Amplification
of the nuc Gene”, en el Journal of Clinical Microbiology, en Julio 1992. Este gen
es propio de esta especie y codifica la nucleasa termoestable presente inicamente en
Staphylococcus aureus. Se puede usar la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
para amplificar una secuencia conservada del gen. Luego por medio de
electroforesis en agarosa se puede visualizar la banda que tiene aproximadamente
270 pares de bases.!>!3

La amplificacion del gen nuc es un potencial test para el diagnostico rapido de

infecciones por S. aureus. Se puede realizar esta prueba directamente en muestras



clinicas, incluyendo muestras de los pacientes con la terapia antimicrobiana en
curso. La especificidad reportada es de alrededor del 99% y una sensibilidad que

bordea el 90%.!2

2.4. Factores de Virulencia

Aunque S. aureus fue reconocido hace s6lo 130 afos, con toda seguridad ha sido
uno de los principales microorganismos asociados a infecciones, matando a los seres

humanos durante miles de afios.!'%!!-14-16

Staphylococcus aureus tiene varios factores de virulencia (Ver Cuadro 1), uno de
los mas importantes es la presencia de la proteina A en la pared celular que le
protege de la digestion ante macrofagos y leucocitos.!® La produccion de coagulasa
ayuda de sobremanera, interfiriendo en la formacion de redes de fibrina, incluso,
protege al microorganismo de la fagocitosis. También, puede producir una toxina
extracelular llamada hemolisina, que es la encargada de destruir los globulos rojos
de la sangre, es por esto que el agar sangre, el area que rodea las colonias es
transferente, conociéndose como la zona hemolitica.!” Otra toxina importante es la
leucocidina que otorga la capacidad de dafiar la funcionalidad de los macréfagos y
leucocitos.!”!® Estos microrganismos también pueden poseer superantigenos como
la toxina asociada al sindrome de shock toxico (TSST-1) y la toxina epidermolitica
que puede desencadenar un cuadro de exfoliacion epidérmica generalizada
existiendo dos tipos la A y B.!° También puede producir enterotoxinas, que estdn
asociadas a intoxicaciones alimentarias, estas tienen la caracteristica de ser

resistentes al calor.!” Estos son los factores mas importantes, sin embargo, no todas

10



las cepas de Staphylococcus aureus tienen todas las toxinas descritas (Figura 2).

11,20

A continuacidon se explican los diversos factores de virulencia en la siguiente

cuadro.?!

Cuadro 1. Factores de Virulencia del S. aureus.

FACTOR DE
VIRULENCIA

FUNCION

MSCRAMM (Microbial
surface components
recognizing adhesive
matrix molecules).

Se conocen con el nombre de componentes microbianos de
superficie que se adhieren a moléculas titulares. Es un
complejo que media la adhesion a las células huésped,
componente fundamental para la colonizacion, % * 1622724

Proteina A.

Es un componente importante de la célula de la pared. Se une a
la region Fc de IgA e IgG, ejerciendo un efecto anti-opsonina y
por lo tanto fuertemente antifagocitica. % * 16

Proteina de wunion a

fibronectina.

Promueven la adhesion a células y matrices de tejido mucoso.
2,4

Proteina de wunion al
fibrinégeno.

Impide la unidén de redes de fibrina y activacion de factores de
la coagulacion. 2224

Factor de aglutinacion.

Mejora la cohesion de los organismos en presencia de plasma.
24

Capsula. Evade las defensas del huésped. %*
Coagulasa. Genera capa de fibrina protectora alrededor de S. aureus >2*
Estafilocinasa. Fibrinolisis.

Las proteasas.

Degradar proteinas antibacterianas y proteinas de la matriz. 2

Penicilinasa.

Producida por cepas resistentes al antibidtico penicilina,
debido a que lo degrada. La capacidad de codificar esta enzima
es a través del intercambio de pladsmidos que contienen

el gen. 2>

Las lipasas.

Promover propagacion intersticial de microorganismos. ¥’

Hialuronidasa.

Degrada 4cido hialurénico — matrices de coldgeno en los

11
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tejidos. > 2

Fosfolipasa C.

Enzima asociada con cepas recuperadas de pacientes con
distrés respiratorio del adulto y coagulacion intravascular
diseminada. Aparentemente los tejidos afectados por esta
enzima se vuelven mas susceptibles al dafio y destruccion por
componentes bioactivos del complemento y sus productos

durante su activacion, 2162224

o —Hemolisina.

Destruye eritrocitos y lisa plaquetas. Es la toxina mejor

estudiada. Se polimeriza en tubos que atraviesan las
membranas, generando la pérdida de moléculas importantes

intracelulares y eventualmente, desencadena la lisis osmotica.

B-Hemolisina.

Degrada esfingomielina / toxico intraceluar para las células.?

Leuco - cidina/toxina.

Destruye a globulos blancos. 2

Panton-Valentine
leucocidina.

Es formadora de poros en los PMN, provocando la lisis
intracelular. La produccion de esta toxina hace que las cepas
sean mas virulentas. Se produce predominantemente en cepas
de origen extrahospitalario. *22-24

Las exotoxinas /
enterotoxinas.

(Seis principales tipos
antigénicos: A, B, C, D, E
y G)-

Enterotoxinas termoestables, capaces de estimular un efecto
emético directamente en el centro del vomito, ubicado en el
tronco encefalico. Producen intoxicaciones alimentarias, la
aparicion aguda, de corta duracion y rapida recuperacion. El
periodo de incubacién es generalmente de 1 a 6 horas. >*222
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Los superantigenos por
ejemplo: ¢ o enterotoxina
F y toxina Exfoliativa (A

y B).

Estimulan una mayor respuesta de los linfocitos T (como el 20
por ciento de las células T responden, en comparacioén con 0,01
por ciento responden a los antigenos procesados
habituales).>!®2° Mantiene alta afinidad por el complejo de
histocompatibilidad tipo II, generando una masiva liberacion
en la circulacion de grandes cantidades de citoquinas de células
T, tales como interleucina-2 (IL-2), el interferon-y (IFN-y), y
factor de necrosis tumoral-a (TNF-a).232

1. Sindrome de choque toxico: Mediada por una toxina
termoestable, capaz de inducir una reaccion masiva
inmunologica, se caracteriza por aumento de la
permeabilidad endotelial y su efecto citotdxico
generalizado. 232

2. Sindrome de la piel escaldada: La toxina escinde la
desmogleina-1, que es un componente de los
desmosomas (Estructuras especializadas para la
adhesion célula a célula). La escision origina pérdida de

la capa superficial de la piel. >

*Realizado por Sebastian Rivadeneira Rojas.

2.5. Colonizacion

Staphylococcus aureus es uno de los comensales habituales del ser humano, y a la

par, constituye la causa mas frecuente de infecciones clinicas.! Uno de los primeros

reportes acerca de investigaciones de portadores de esta bacteria se realizd en 1931

por Danbolt."?” Al incrementarse la incidencia en 1947, Danbolt describi6 que esta

bacteria habita en la piel y mucosas de seres humanos y animales. 2’ -?° El sitio mas

frecuente de colonizacion, son las narinas anteriores. Otros lugares en el organismo

incluyen el periné, faringe, tracto gastrointestinal, vagina y axila. 7% Varios

estudios longitudinales han tratado de demostrar la razon por la que Staphylococcus

aureus alcanza la nariz, existiendo varias vias de transmision, tales como la via aérea
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y la de contacto, confirmando que esta ultima es la que mas se asocia con el hecho
constante de hurgarse la zona del vestibulo nasal(como se definidé originalmente
“Nose picking zone™).!?33% Constituye, una via directa de auto-inoculacion, siendo
la mucosa nasal el nicho ecologico ideal del S. aureus, ya que es un sitio con

humedad, ventilacién y temperatura céalida, apropiada para su crecimiento. 2’2’

2.5.1. Defensa nasal
Se ha identificado que a nivel de la mucosa de las narinas la inmunidad innata
desempeifia un rol fundamental, al contribuir con la secrecion de inmunoglobulina A

y G, lisozima y lactoferrina, que son bacteriostaticos.?’

que juntoa la inmunidad
humoral incrementa concentraciones de alfa-defensinas y mediadores de la
inflamaciéon como quimioticticos, como respuesta contra la colonizacion de S.

aureus, sin embargo, esta es inefectiva ya que no representa suficiente actividad

bacteriostatica ni bactericida.>**’>! (Figura 4)

2.5.2. Patogenia
S. aureus puede residir en los tejidos superficiales o tegumentarios, sin causar
ningin dafio, este estado se llama colonizacion.!® Sin embargo, esta bacteria puede
volverse infecciosa.>!® por lo que se han descrito tres factores que facilitarian su
ingreso:
e Launion a las células de la mucosa nasal, mediada por los 4cidos teicoicos a
la mucina de la mucosa nasofaringea. 202734

e La adherencia al tejido tegumentario por pequefias disrupciones o traumas

directos que generan discontinuidad en la piel. 2032734
14



e La adherencia del S. aureus a las células endoteliales, a través de las
proteinas de unién a la fibronectina, fibrinégeno y matriz, descritas en el
cuadro anterior. (Ver Cuadro 1). **¥>-3*

Una vez que la bacteria atraviesa la defensa muco-cutdnea, se hospeda a nivel

tisular, por su pronta diseminacién forma abscesos, uno de los estados infecciosos

mas comunes de este microorganismo. *>*° Sin embargo, algunas veces el germen
puede seguir irrumpiendo, buscando planos més profundos y de preferencia sin
irrigacion.®3® Ante el fracaso del sistema inmunolégico las colonias llegan al

torrente  sanguineo, se diseminan y producen focos de infeccion a

distancia.'*(Figura 3)

Es asi como, de infecciones por S. aureus de piel y partes blandas, se pueden

producir infecciones invasivas como endocarditis, meningitis, sepsis, osteomielitis,

bursitis, artritis, erisipela, celulitis, entre otras.!7-26-33-36

2.6. Resistencia a la meticilina

2.6.1. Historia

El descubrimiento de la Penicilina, por Alexander Fleming en 1928, dio nuevas
esperanzas en el tratamiento de enfermedades infecciosas, de hecho se enfoco en el
uso contra S. aureus. La penicilina se implant6 entre las décadas de 1930-1940, no
obstante las bacterias adquirieron agilmente la enzima B-lactamasa (penicilinasa),
una enzima que es capaz de escindir el farmaco, haciéndolo inofensivo. Hasta la
década de 1950, la resistencia a la penicilina fue generalizada, evidenciandose los

primeros brotes a nivel nosocomial.’” Poco después, las cepas de origen comunitario
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demandaron la utilizacion de antibidticos alternativos para el tratamiento de
infecciones causadas por S. aureus.’’

A finales de 1950, en Europa se emite un reporte de resistencias tanto hospitalarias y
comunitarias de Staphylococcus sp., manejando tasas de resistencia a la penicilina de
90% y 70%, respectivamente.>%!® Al presente, mas del 95% de las cepas de S.
aureus que son los causantes mas frecuentes de infecciones por todo el mundo, ya
no se tratan con penicilina.'® !’

Esto llevd al desarrollo de nuevas estructuras antibidticas. Alrededor de 1960, se
amplia el anillo 6-aminopenicilanico permitiendo de esta manera resguardar el
precursor del anillo B-lactdmico, ofreciendo resistencia a la accion de las B-
lactamasas.?**%% A esta penicilina semisintética se la llamé METICILINA, que
tiene un analogo idéntico conocido como OXACILINA en Brasil. Poco tiempo
después se empez6 a informar resistencia a la meticilina, existiendo un aumento en
el nimero de cepas en la década de 1970 y 1980, siendo los principales brotes de
infecciones resistentes en los Estados Unidos, Inglaterra, y muchos otros paises
industrializados.>® %

Paralelamente, en la década de 1980 surgieron los primeros aislamientos de
infecciones causadas por S. aureus en pacientes sin factores de riesgo de exposicion
de MRSA nosocomial (HA-MRSA), dando lugar a la designacion de CA-MRSA
(adquirida en la Comunidad). Afirmandose en la década de 1990 un incremento de

la colonizacion asintomética de CA-MRSA.#° Se identificoé que estas cepas

presentaban genes que codifican la sintesis de la Leucocidina Panton-Valentine
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(PVL), una toxina de gravedad en las infecciones de tejidos blandos como también
en la neumonia. %404

Asi al término del siglo XX, el MRSA en los hospitales habria aumentado de 2.4%
de 1975 a 35% en 1996. Actualmente los hospitales advierten que mas del 80% de
las cepas de S. aureus aisladas, son MRSA 3% 3° (Figura 5)

A inicios del siglo XXI, se definen los criterios para identificacion clinica de CA-
MRSA:

e Presentar un cultivo positivo para MRSA, tomado al ingreso y que se
confirme dentro de 48 horas después de su estancia hospitalaria. Ademas
descartan factores de riesgo nosocomial.>>4243

o No haber sido hospitalizado en los ultimos 12-24 meses, ni haber
recibido atencion sanitaria en ningun nivel de salud o intervenciones
como: Dialisis, cirugia, catéteres, implantes.®>4>43

¢ El mal uso o abuso de antibioticos, con esquemas incompletos en los ultimos
3 meses. 334243

Los brotes de infecciones causadas por CA-MRSA estan aumentando globalmente y

en todas las edades. Alrededor del 2005, %7213 varios paises informaron de su
presencia como un patogeno emergente, incluyendo los Estados Unidos, Australia,

Nueva Zelanda, diferentes paises de la Union Europea y en Sudamérica como Brasil,

Uruguay y Colombia®”*®* En Brasil hay varios informes de aislamientos que

confirman la presencia de este patogeno en la comunidad como causas de

forunculosis, infecciones en tejidos blandos con complicaciones sépticas y

neumonias graves.?!**
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En 1958 la FDA aprueba el uso de vancomicina,*’-3*

para el tratamiento de MRSA.
A finales de la década de los 80’s, se informan sobre las primeras cepas de
Enterococcus faecium aisladas en hospitales en Francia, que presentan patrones de
resistencia a la vancomicina.*’ En 1988, Uttley et al., fueron los primeros en reportar
resistencia a la vancomicina en E. faecalis y E. faecium en Reino Unido.!1#346-50 A
principios de 1990, las infecciones por Enterococcus resistentes a la vancomicina
(VRE) tenian un efecto sustancial en los hospitales del Noreste y Oeste de los
Estados Unidos. En 1993 el 7,9% de las muestras de Enterococos en ambientes
nosocomiales eran VRE notificados por el CDC. 60

La vancomicina ha sido y es el agente terapéutico mas confiable contra las
infecciones causadas por MRSA. Sin embargo en 1996, el Dr. Keiichi Hiramatsu
en el Japon, reporta a nivel hospitalario la primera cepa de MRSA en adquirir
resistencia a la vancomicina, esta fue aislada en un paciente que contrajo una
infeccion postoperatoria.!’%5%>2 A mediados de la primera década de los 2000, se
informd sobre varios aislamientos de resistencia a la vancomicina en S. aureus

(VRSA por sus siglas en ingles) en EE.UU, Francia, Corea, Africa del Sur y

Brasil >%°!

2.6.2. Resistencia hospitalaria y comunitaria.

El Centro de control de las enfermedades y prevencion de los Estados Unidos (CDC)
categoriza como MRSA nosocomial (HA-MRSA) a aislamientos de S. aureus en
personas que: han tenido contacto frecuente o reciente con los hospitales o centros

de salud (tales como hogares de ancianos o centros de didlisis) en los ultimos 12
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meses, han sido objeto recientemente de un procedimiento médico invasivo, o el mal
uso o abuso de antibidticos en los 3 tltimos meses.>”>*>® La adquisicion de MRSA
asociado a la comunidad carecen de todos los factores nosocomiales™* (Ver
Cuadro 2). Aunque HA-MRSA y CA-MRSA tienen diferencias clinicas, ambos se
transmiten de la misma manera, con mayor frecuencia a través del contacto directo
54-56

de piel a piel y/o contacto con elementos o superficies contaminadas.

Cuadro 2. Principales caracteristicas y diferencias entre HA-MRSA y CA-
MRSA.

MRSA nosocomial.
(HA-RSA) 2

MRSA adquiridas en la comunidad.
(CA-MRSA).*

Resistentes a multiples antibidticos. 374

Resistentes por lo general a B-lactdmicos

e infrecuentemente a macrolidos. 37°*7

Factores nosocomiales:
Hospitalizaciones Ultimos 24 meses,
estancia en Unidad de Cuidad
Intensivos, realizacion de
procedimientos invasivos como sondas o
catéteres, cirugias  recientes,
cualquier tipo de didlisis. >’

y/o

Aislamientos en pacientes que no tienen
factores de riesgo nosocomial.!®

Producen una gran cantidad de procesos

infecciosos graves: 57s; 37343758

e Sepsis.

e Sitio de cirugia.

e Infeccion sitio de insercion.
Ejemplo: de catéteres 0

dispositivos intracavitarios.

Bacteriemia (Blood Stream).

e Infecciones oportunistas por
compromiso del Sistema
inmunologico.

Producen principalmente infecciones en
la piel, tejidos blandos,
reportes  frecuentes de
necrotizante.'

y existen
neumonia

No tiene grupo etario especifico, sin
embargo los mas susceptibles son las
edades extremas. Su diagnéstico de
infeccion por HA-MRSA se identifica a
partir de las 48 horas de ingreso. !

Pacientes adultos, aparentemente sanos.
En el caso de infeccion el diagnostico de
CA-MRSA se identifica como una causa
reciente, menor de 48 horas de ingreso
hospitalario.'®
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*Realizado por Sebastian Rivadeneira Rojas.

2.6.3. Mecanismos de resistencia a los antibioticos en el S. aureus

Hay tres formas generales en que las bacterias se vuelven resistentes a los
antibioticos. Impiden el ingreso de las drogas a nivel intracelular, cambio
conformacional del farmaco de modo que no afecta a las bacterias, y modificacion

del sitio diana de la droga, sin proporcionar efecto alguno.>!%4>° (Figura 6)

Primer mecanismo:

Disminucion de la concentracion en el espacio intracelular bacteriano.

La baja del total de la droga que estd presente en la cé€lula bacteriana es una
habilidad muy practica que aumenta la supervivencia de los microorganismos. Esta
estrategia es tan eficaz que las bacterias han desarrollado diferentes componentes
para reducir la cantidad de medicamento que ingresa.'®*

El MRSA presenta una membrana plasmatica con poros, muchos antibidticos llegan
a nivel intracelular por estos agujeros, por lo que las bacterias disminuyen el nimero
de poros. En consecuencia, existe insuficiente droga como para perjudicar a las
bacterias.***>

Adicionalmente otro mecanismo que disminuye la concentracion de antibidtico, son
los sistemas de reflujo, son bombas que eliminan el principio activo, evitando una

eventual averia intra-plasmatica.*>**>° Existen tres tipos de bombas:

o Especificas para una droga
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Tercer mecanismo:

Variacion del sitio de accion (diana).

Las bacterias han desarrollado otro conjunto de estrategias, donde transforman el

sitio de accion del antibidtico.?>"-% Existen varios mecanismos:

o CONFIGURACION RIBOSOMAL: El ribosoma es un componente
bacteriano que produce proteinas y su funcionamiento es esencial para el
crecimiento y supervivencia bacteriana. Existen bacterias que alteran la
estructura genética ribosomal, por medio de mutaciones que lo hacen
indemne al ataque de los antibiéticos.??>7-%

o RECEPTORES: Son proteinas ubicadas en la pared celular que entran en
contacto con el antibiotico, lo capturan y/o no permiten su ingreso dentro de
la bacteria. Son vias secundarias que impiden la llegada al sitio de accion,
como el S. aureus que posee proteinas de union a la penicilina, como la
PBP-2A (Codificada por el gen mecA). °*-5!

o HIPERPRODUCCION MOLECULAR: Es una manera efectiva que las
bacterias utilizan para protegerse, consiste en aumentar la produccion de la
molécula diana. Consecuentemente, teniendo mas moléculas afines
presentes, se necesitarda mas antibiotico para frenar el funcionamiento
bacteriano. En este caso el antibidtico llega intacto y puede bloquear
proporcionalmente una molécula de proteina bacteriana, sin embargo al
presentarse cinco moléculas se demandaria cinco veces mas de antibidticos a

nivel intracelular.® Es un mecanismo eficiente, ya que no siempre se puede

aumentar la cantidad de farmaco administrado a los pacientes. Esto es
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debido a las limitaciones fisicas de la absorcion y el riesgo de toxicidad por

sobredosis. 737

2.6.4. Mecanismos de transferencia genética

Los genes de resistencia pueden estar presentes en el cromosoma, o en los
plasmidos.®!® Cuando la poblaciéon de bacterias estd expuesta al antibidtico, las
bacterias resistentes poseen una ventaja selectiva. Estas bacterias sobreviven al
tratamiento con antibidticos, mientras que las bacterias susceptibles mueren.*%3-64
Las bacterias supervivientes que tienen los genes de resistencia, ahora pueden
dividirse y repoblar con bacterias con las mismas caracteristicas. Asi, la exposicion a
los antibidticos en esquemas incompletos, favorece la supervivencia de bacterias
resistentes.%* La exposicién continua a los antibidticos proporciona una presion
selectiva para mantener los genes de resistencia dentro de una poblacion de
bacterias.%

La conjugacion bacteriana es uno de los principales mecanismos para la propagacion
de resistencia a antibiodticos, este mecanismo es conocido por algunos autores como
el apareamiento bacteriano.’®> Una célula (la célula donante) forma un tubo largo
(llamado pilus sexual) que se extiende y se une a otra célula (la célula receptora), y
conecta a las dos células bacterianas. Durante la conjugacion, el ADN contenido en
el plasmido conjugativo es transferido desde una bacteria a otra.>!? Para que un

evento de recombinacion entre el ADN del plasmido y el ADN cromosomal ocurra,

este debe romperse y luego re-unirse para incluir el nuevo ADN en el genoma de la
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bacteria.®* La célula donante copia sus pladsmidos y envia una copia a la célula
receptora antes de que las bacterias se disgreguen. °”** Una vez que el plasmido esta
presente en la segunda bacteria, puede convertirse en un donante también y pasar el
plasmido a més bacterias. Cuando el plasmido contiene genes de resistencia a
antibioticos, este proceso da como resultado la propagacion de la resistencia entre
las dos bacterias. Todo este proceso puede llevarse a cabo en cuestion de minutos y
puede dar lugar a la rapida propagacion de plasmidos de resistencia.’*%

Los transposones son otro elemento genético importante que facilita la movilidad
entre bacterias de genes de resistencia.**>% Los transposones son pequefios
fragmentos de ADN que se encuentran en los cromosomas o en plasmidos. Estos
fragmentos tienen la capacidad de trasladarse de un lugar a otro en el genoma, es
decir, “saltan" del cromosoma al pldsmido o viceversa cambiando su ubicacion.
Cuando los genes de resistencia se incluyen entre estos elementos transferibles, su

propagacion es mucho mayor. 362

2.7. Genética de la resistencia en S. aureus

2.7.1. Gen mecA

El gen mecA tiene 533 paredes de bases, y cumple la funcion de codificar una
proteina ligadora a penicilina (PBP) designada PBP-2A.37%6% S gureus produce
normalmente cuatro tipos de proteinas ligadoras a la penicilina. Estas enzimas estan
ancladas en la membrana citoplasmatica y tienen como funcién el ensamblaje y el
control de las tltimas etapas de la biosintesis de la pared celular. Estas cuatro PBP
son susceptibles a la transformacion por los antibidticos B-lactdmicos, conduciendo

asi a la inhibicién de la sintesis de la pared celular y la muerte bacteriana.’”*® La
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PBP-2A es antagonica a la accion de todos los antibidticos B-lactdmicos disponibles,
tiene baja afinidad a esta clase de antimicrobianos, lo que explica la resistencia. 3’

El gen mecA estd regulado por dos genes MECI y mecR1.%%7 Ademas esta
controlado por un gen represor mecl. En ausencia de los antimicrobianos f-
lactamicos, el mecl reprime la expresion del gen mecA y mecRI-MECI. Sin embargo,
en la presencia de antibidticos [-lactamicos, el gen mecl se escinde
autocataliticamente; permitiendo, la transcripcion del gen mecA y la posterior
sintesis de PBP-2A. %832 (Figura 7)

Se han descrito, otros factores cromosémicos implicados como los genes que
sintetizan las proteinas femXAB (factores esenciales de expresion de resistencia a
meticilina).”!"’? Giannouli et al., atribuyen a estos genes las respuestas atipicas de
resistencia frente a la meticilina en cepas mecA negativas. Han destacado la
importancia del papel de la familia femXAB en la formacion de los puentes de
pentaglicina que consolidan las cadenas de peptidoglicano en S. aureus. Con esto es
innegable, que el gen mecA no es un determinante absoluto de la resistencia a la

meticilina. 772

2.7.2. Patrones de resistencia a la vancomicina

La resistencia a la vancomicina se produce por la presencia de genes van

(identificados con letras desde la A hasta la G)*"°

que codifican para la sintesis de
peptidoglicano por una via alternativa que produce una pared mas gruesa,

impidiendo de esta manera que la vancomicina entre al medio intracelular.®' De

acuerdo a un cambio conformacional, el residuo D-alanil-D-alanina del monémero
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mureina se sustituye por un péptido D-alanil-D-lactato, a la que la vancomicina no
tiene afinidad y posteriormente se inactiva frente a las cepas portadoras.’>(Figura 9).

2.7.3. Papel de la Leucocidina Panton-Valentine (PVL)

Las leucocidinas son proteinas solubles y después de someterse a un cambio
estructural, se convierten en proteinas integrales de membrana.!” La familia de las
leucocidinas consiste en toxinas estafilocdcicas, utilizadas para formar poros en las
membranas celulares de las células del huésped y absorber nutrientes que la bacteria
infectante necesita para su metabolismo.'”?!"”> Varios miembros de la familia han
sido aislados de bacterias patdgenas, la mayoria estafilococos, pero también de
Clostridium y Bacillus.’” El primero en ser caracterizado fue el complejo de la
Leucocidina Panton-Valentine, (PVL).3” Responsable de las infecciones profundas
de la piel y tejidos blandos, tales como forinculos, abscesos, neumonia necrotizante,
que presenta hemorragia pulmonar, necrosis extensa en los septos alveolares, con la
destruccion de epitelio de los bronquios y los bronquiolos®! con zonas necroticas en
la mucosa de la traquea.” Encontrandose en infecciones por CA-MRSA con los
genes que codifican la produccién de PVL.”

La PVL fue descrita por primera vez como "leucocidina sustancial" por Van de
Velde en 1894, pero se asocid por primera vez con la piel e infeccion en tejidos
blandos, por Panton y Valentine en 1932. La configuracion, es un hecho debido a la
transduccion de dos genes, Luk-s y Luk-f, que se ensamblan sinérgicamente para
formar un heptamero de 1410 pares de bases.

Estas proteinas se unen a receptores especificos en los polimorfonucleares,

macréfagos y células epiteliales. En altas concentraciones de la toxina la bacteria
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puede incrustarse en la membrana de la célula huésped y formar un poro y empezar
la lisis celular.*7>'7475 Pero a bajas concentraciones de PVL, esta ingresa y
disrumpe el funcionamiento mitocondrial e induce la cascada de caspasas, que
desencadena la apoptosis celular.”*” (Figura 8)

La importancia clinica ha sido estudia por Gillet et al., quienes encontraron tasas
alarmantes de supervivencia en pacientes con neumonia por MRSA. A las 48 horas
del ingreso hospitalario los portadores de cepas que expresaban PVL era del 63%,

mientras que, para pacientes infectados con cepas que carecian la toxina era de un

98%.4’43’76

2.8. Métodos de diagndstico especificos de MRSA

2.8.1. Identificacion Fenotipica en medios de cultivo

El CHROMagar MRSA® se utiliza para el cultivo de S. aureus, permite el
crecimiento de cepas MRSA produciendo colonias de color rosa malva. A pesar del
alto costo, este método tiene una sensibilidad del 98% y una especificidad del
100%.4%77

Otro medio es la prueba de difusion en disco antibidtico, en agar manitol-salado, que
ha probado resultados favorables en la deteccion de la resistencia a la meticilina,

siendo un método eficaz y relativamente mas barato. '

2.8.2. Vitek2 Compact®

Es un sistema automatizado de identificacién de especies y estudio de sensibilidad

antimicrobiana.®® La identificacion esta mediada por la inyeccion de una
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concentracion de microorganismos en tarjetas diminutas, con determinados paneles
de reacciones bioquimicas. Este sistema realiza la identificacion a través de un
método colorimétrico. ®® La sensibilidad antimicrobiana se lleva a cabo en forma
similar con soluciones normalizadas de diferentes antibidtico, que se leen con
respecto a los valores de corte de sensibilidad establecidos por el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, siglas en inglés). ® Este sistema,
utilizando el espectrofotometro tiene la capacidad de establecer en un tiempo

promedio de seis horas los patrones de susceptibilidad antimicrobiana.”

2.83. PCR

El uso de técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR
por sus siglas en inglés). Esta es una de las técnicas mdas precisas para la
identificacion de MRSA.> El reciente desarrollo de la PCR en tiempo real se ha
habilitado como una prueba fiable y rapida de tipificacion, caracterizacion y
cuantificacion de los aislados clinicos, ademas apoya la seleccion y aplicacion de las
estrategias de control de infecciones, incluyendo el uso apropiado de antibioticos.’
En cotejo con los métodos de cultivo y pruebas de sensibilidad estandar que pueden
tardar de 48-96 horas, este método permite disminuir los tiempos de reporte en el

laboratorio para identificacion de cepas MRSA 40-80-82
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2.9. Resistencia a los antibioticos en el Ecuador

2.9.1. Uso inadecuado de antibidticos

Esta descrito que las bacterias son causantes de una amplia gama de infecciones
tanto en humanos como en animales, 37 por lo que es necesario el adecuado uso de
antibidticos para su manejo, * tanto en la medicina humana como en la veterinaria.
Si bien la distribucién de los antibioticos para humanos es regulada aparentemente,
se ha reportado muchos casos del abuso de antibioticos en infecciones virales.>!

La agropecuaria y la veterinaria, poseen la misma problemadtica, primero porque
existe una libre distribuciéon de antimicrobianos, por su venta libre mayormente en
los sectores rurales donde los cuidadores de ganado adquieren consultando por el

1’ 46

sintoma de un animal, ** en vez de acudir al veterinario, y en segundo plano esta en

que no se completa un esquema adecuado, ya que suspenden el tratamiento cuando
ha desaparecido el sintoma. 23!

Esta descrito en el 2006 que el gasto en la ganaderia de antibioticos, bordeo los US$
4°409.886. (Fuente IMSC — Edifam), estos farmacos no solo se utilizaron para tratar
infecciones bacterianas sino también para prevenirlas, siendo motivo de debate, y
por ultimo, también se ha reportado que en mayor parte los antibioticos han sido
utilizados como promotores de crecimiento especialmente en la cria de aves y
cerdos. 23137 El fundamento es que se ha comprobado que el suministro continuo de
ciertos antibidticos a dosis subterapéuticas via oral, permite el control de bacterias

1.3

Gram positivas que colonizan el intestino animal.®” De esta manera, este tipo de

productos, favorecen la absorcion de mas nutrientes con el fin de establecer un

crecimiento equilibrado, acorde con el alimento recibido. 72143
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Los antibioticos usados como promotores de crecimiento es el que mas interrogantes
presentd éticamente y al que incluso se le ha culpado de producir resistencia

bacteriana. 377

Es por eso que en otros paises se ha prohibido el uso total de
antibidticos como promotores de crecimiento o de al menos de aquellos similares

que se prescriben en la terapéutica en la medicina humana. 7?'** (Ver Cuadro 3)

Cuadro 3. Antibacterianos de uso en la medicina humana y su equivalente en la
medicina veterianaria

Antimicrobianos
Terapéutica medicina humana Semejante en medicina veterinaria
Amoxicilina Amoxicilina
Ampicilina Ampicilina
Avoparcina Vancomicina
Cefalexina Cefalexina
Ceftriaxona Ceftiofur
Ciprofloxacino Ciprofloxacino, enrofloxacina
Cloxacilina Oxacilina
Estreptomicina Estreptomicina
Penicilina Penicilina
Quinupristina Virginiamicina
Tetraciclina Tetraciclina, oxitetraciclina,
clortetraciclina
Trimetoprima/Sulfametozasol Trimetoprima/Sulfametozasol

*Tomado del Libro, Resistencia antimicrobiana en el Ecuador. Zurita J. y
Goémez A. 2006.%

2.9.2. Transferencia de resistencia antimicrobiana de animales a humanos

Hoy por hoy, se conoce que los mecanismos de resistencia a los antimicrobianos no

21,83

difieren entre humanos y animales, se plantea que la administracion de

antibidticos ejerce una presion selectiva sobre la poblacion de bacterias dentro de las

cuales se encuentran algunos individuos mejor adaptados (resistentes).33 86
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Por lo que cualquier aislamiento bacteriano resistente en animales puede ser
potencialmente contagioso para la especia humana. Eventualmente esto puede llevar
a la aparicion de una infeccion causada por una bacteria, que posea genes de
resistencia de origen animal, es decir que estos genes se hayan seleccionado por el
uso de antibidticos en animales.®>® Existen varias vias de transmision:

1. Por la presencia de bacterias resistentes en los tejidos animales que pudieran
transferir su informacion genética a las bacterias presentes en el intestino
humano a través de la cadena alimentaria. 3558

2. Por la bioacumulacién en los residuos ganaderos (estiércol) con los

problemas de contaminacién ambiental de suelos y aguas. 3%’

3. Por contacto estrecho, al transferirse las bacterias directamente colonizando

y transfiriendo la resistencia a flora bacteriana comensal en los humanos.*’

4. Por contacto indirecto con las superficies y el polvo de las granjas.*’->

2.10. MRSA v su relacion con el ganado porcino

Como se ha tratado, la transferencia de MRSA puede darse entre personas y
animales en contacto estrecho.®”%® Se ha descrito que un tipo de MRSA comunitario,
el complejo clonal o linaje clonal 398 (CC398) ha estado presente entre el ganado
porcino y el humano,*-62:64.89

Los complejos clonales, se definen como miembros de un grupo que genéticamente
son similares (genotipo) con un mismo origen, que se distinguen por su variacion en

la localizacion de sus genes. Se ha estudiado que el linaje de MRSA-CC398 es el

que estd estrechamente mas asociado al cerdo y constituye una particular
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inquietud.**"7>* Esta cepa que fue descrita en el 2003 se ha propagado
ampliamente entre el ganado porcino de varios lugares. Uno de los primeros
reportes, fue referido en Holanda donde se lo cataloga como zoonosis.”* En varios
lugares del mundo como Norteamérica y el Sudeste asidtico, han estudiado que esta
linea de MRSA - CC398, puede colonizar al ganado porcino y a sus cuidadores, sin
generar sintoma alguno en ambas especies. Ademads, se afirma que existen también
otros tipos de ganado que pueden ser colonizados con MRSA como el bovino,
avicola, vacuno.5>88%

Los estudios de prevalencia de MRSA del linaje CC398, varian de acuerdo a la
ubicacion. Por ejemplo los valores emitidos en Europa de portadores varian entre
1.3% de cerdos muestreados en Suiza hasta prevalencias del 40% de cerdos
muestreados en Bélgica y los Paises Bajos.””?> En muchos paises que han hisopado
ganado porcino como en Alemania la prevalencia oscila entre el 49% y 80%. En

Canada, un estudio inform6 que 25% del ganado porcino y 45% de las granjas

evaluadas estaban colonizadas con MRSA. 4697

2.11. Transferencia de MRSA a polcicultures

Numerosos estudios reportan que las personas que viven o trabajan en granjas de
cerdos, incluidos los agricultores y sus familiares, como también veterinarios y
trabajadores de mataderos, estan en mayor riesgo de ser colonizados por MRSA.%%!
En Bélgica, el 37,8% (48/127) de las personas que trabajan o viven en 25 de las 49
granjas investigadas fueron portadores de MRSA del linaje del CC398.°** Otro

estudio informo6 que el 9,5% (14/146) de cuidadores belgas que participaron tuvieron
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una prevalencia de 7,5% (11/146) de MRSA. Por otra parte, Van Cleef et al., en el
afio 2010, inform6 que 5,6% (14/249) de los trabajadores con ganado porcino,
fueron MRS A-positivo.3>87%8

Aunque las rutas exactas de transmision entre cerdos y seres humanos no se han
esclarecido todavia, es probable que, a transmision se produzca por contacto directo
e indirecto (aire, superficies y/o medio ambiente contaminado).’®*1% (Ver
Flujograma 1 y 2) Mas aun, la presencia de MRSA en los seres humanos se ha
asociado con la intensidad de contacto con los animales y su entorno. Por lo tanto,
son necesarios mas estudios para determinar los factores precisos de MRSA para
colonizar a los seres humanos.”®%

Existe evidentemente, la obligacion de evaluar el riesgo de transmision fuera del
ambito hospitalario (es decir, en la comunidad saludable).”® Ya que se ha descrito
que es un potencial patégeno causante de infecciones en piel asi como abscesos
profundos, celulitis, fascitis necrotizante y endocarditis. Sin embargo, estos datos
deben ser interpretados con cautela debido a que la incidencia de estas infecciones
por esta bacteria es muy baja. Por lo tanto, es prudente seguir investigando acerca
del comportamiento del MRSA con centros de control que deben estar

continuamente alertas.*»>1%!
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Transmision directa Transmision indirecta

Cerdo » Humano Cerdo «——> V «— Cerdo
Vectores
e Contacto e Humanos (ej. granjeros,
veterinarios)

e Animales de compaiiia

e Otro tipo de ganado

e Roedores

e Trasmision por aire

e Materiales contaminados.

e (Comida, agua, ambiente
contaminado.

*Realizado por Sebastian Rivadeneira

Flujograma 1. Revision esquematica de las rutas potenciales de transmision de
MRSA entre cerdos. (Traducido y modificado por Sebastidn Rivadeneira, Esquema
que ha sido tomado del articulo de “Transmission Dynamics of Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus in Pigs” de Crombé F.!017103)
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continua) y estrategias de intervencion teorica (linea punteada). (Traducido y modificado por Sebastian
Rivadeneira, del esquema que ha sido tomado del articulo de “Transmission Dynamics of Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus in Pigs” de Crombé F. 101-10%)
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2.12. Justificacion

A inicios del siglo pasado, al poco tiempo del descubrimiento de los antibioticos se
reportd, en investigaciones alrededor del mundo, el surgimiento de resistencia
progresiva a antibidticos. En la actualidad, se confirma que su uso masivo y en
muchos aislamientos mal utilizado en infecciones humanas (prescripcion de
antibioticos para tratamiento de infecciones virales), junto con el uso
desproporcionado en la industria animal como promotores de crecimiento han
colaborado enormemente en que esta resistencia bacteriana se convierta en un
problema de salud publica y una amenaza permanente a nivel local y global.!%1%
Los productos veterinarios que se comercializan en el pais, principalmente, por
medio de un gran nimero de almacenes o farmacias veterinarias, especialmente, las
ubicadas en las zonas rurales, son los causantes de un uso desmedido de antibioticos.
Las personas que atienden estos locales no siempre tienen el suficiente acervo
cientifico. Como es bien sabido, todos los antibidticos deben ser administrados
siguiendo pautas previamente establecidas en cuando dosis, frecuencia de
administracion y duracion del tratamiento. Debido a que en la mayoria de locales no
se cuenta con el personal adecuado, la prescripcion de los antibidticos se la hace

totalmente empirica, es muy raro que se apliquen las pautas que senala

anteriormente. '’

La historia de la resistencia a los antimicrobianos en Staphylococcus es muy bien
conocida. En los afios 40, se identificaron cepas de S. aureus resistentes a las
Penicilinas G y V, tan solo a pocos afos de su introduccion para el tratamiento de

infecciones humanas. Por los afios 60s, la industria farmacéutica supero este
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problema con una penicilina semisintética del grupo de las oxacilinas (meticilina).
Sin embargo, al poco tiempo cepas resistentes a este compuesto aparecieron dando
lugar a pocas alternativas de tratamiento, una de ellas, la vancomicina.'”

A inicios de este siglo se logran identificar cepas resistentes a la oxacilina en la
comunidad. La resistencia hospitalaria era bien conocida para la época pero se
desconocian los mecanismos de la resistencia comunitaria. Tomando como
evidencia que la colonizacidon de cepas resistentes inicia a nivel nasal en personas
que no han tomado antibioticos directamente, como tampoco han estado expuestas al
ambiente hospitalario, se logré determinar que el factor de riesgo mas sustancial es
el contacto con ganado. Encontrandose una mayor colonizacidon de cepas resistentes
en trabajadores que manipulan ganado porcino. Sin embargo, no se afirma que este
tipo de animales sean los causantes de la resistencia asociada a la comunidad, es mas
se conoce que otros tipos de ganado y animales domésticos estan vinculados con la
posible transferencia.!%0-193

Mientras que un gran porcentaje de los antibidticos de uso humano se vende a través
de la formula de un médico, esta figura es practicamente ausente en el campo
veterinario cuando se habla especificamente de ganaderia. Cada vez hay mas
pruebas que sugieren que los animales de granja actian como vectores 0 reservorios
de MRSA e incluso pueden albergar cepas zoondticas de MRSA.2%21:105

Se ha demostrado que las personas con exposicién ocupacional al ganado, tienen un
mayor riesgo de colonizacion por MRSA y por lo tanto a infeccion a posteriori. A

pesar de ello, se ha documentado que el MRSA est4 presente en cerdos sanos y es

ahora mas frecuente en muchos paises incluyendo EE.UU. y Canada. *'#® Existe un
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considerable riesgo ocupacional de colonizacidon nasal. Los estudios realizados en
las comunidades en las zonas rurales y productoras de ganado porcino de Alemania
y Holanda encontraron que el riesgo de la exposicion parece estar limitado a las
personas que tienen contacto directo con cerdos (ganaderos). 10319

Los datos de exposicion indican que el riesgo de colonizacion puede evolucionar en
una infeccion clinica. Actualmente en el Ecuador no se poseen estadisticas, con
respecto a la colonizacion en porcicultores, es por €so que son necesarios mas
estudios para comprender mejor la dindmica temporal de la exposicion para
determinar su riesgo.

2.13. Problema

(Cudl es la prevalencia de portadores nasales de Staphylococcus aureus en
poblaciones que estan al contacto continuo con ganado porcino? ;En qué frecuencia
las cepas de Staphylococcus aureus son resistentes a meticilina? ;Cudl es la

prevalencia de la toxina PVL los aislamientos de S. aureus?

2.14. Objetivo principal

Establecer la prevalencia de portadores nasales de MRSA en las comunidades de
produccion porcicola, identificados mediante pruebas fenotipicas y genotipicas en

trabajadores vinculados al cuidado continuo de este tipo de ganado.
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2.15. Obijetivos especificos

- Identificar portadores de MRSA en trabajadores de cuidado porcino mediante
cultivos solidos de Manitol-Salado y CHROMagar MRSA® comparando su utilidad

con el Vitek2® en muestras obtenidas de hisopados nasales.

- Analizar la presencia de los genes nuc, mecA y luks y F codificantes de PVL

en los aislados registrados como MRSA.

- Determinar la sensibilidad y especificidad a través de la comparacion entre
los distintos métodos de diagnostico para deteccion de la resistencia de meticilina en

S. aureus.

2.16. Hipdtesis

Por lo descrito con relacion al MRSA, se ha senalado la posibilidad de colonizacion
nasal en cierto tipo de poblaciones sin exposicion al ambiente hospitalario o
exposicion a antibidticos recientemente, se ha sefialado que los trabajadores de sitios
de produccion de ganado porcino, estan expuestos a un riesgo inminente de contagio
con MRSA. Se pretende mediante la comprobacion fenotipica y genotipica de los
aislados positivos, corroborar la misma tendencia de una relacion de que por cada
100 trabajadores en granjas porcicolas, 9 presentaran colonizacién nasal por
MRSA. %103 Enfocandose en la metilcilino resistencia, adquirida en la comunidad,
esta debe cumplir los pardmetros descritos de correlacion genética, en mismo
numero con la presencia de genes mecA y genes Luk codificantes de la toxina

Panton-Valentine.
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3. CAPITULO: METODOLOGIA

« Me ensefiaron que el camino del progreso, no es ni rapido ni facil.

Nada en la vida es de temer, todo es para ser entendido».

Marie Salomea Sktodowska-Curie,

Premio Nobel de Fisica (1903) y Quimica (1911).

3.1. Tipo de Estudio

Para determinar la colonizacion nasal de MRSA en cuidadores de ganado porcino se
plante6 un estudio Transversal que precisa una Gnica toma de muestra, en una sola
intervencion con los individuos, de Prevalencia, para determinar la frecuencia de
los portadores nasales de MRSA y Experimental, debido a que las muestras
obtenidas en este caso mediante hisopados nasales, se procesaron en laboratorio,
para comprobar la existencia microbioldgica de la bacteria, tanto por medios

fenotipicos y genotipicos.

3.2. Poblaciéon

3.2.1. Identificacion de la poblacion.

En 2012 se realizé un convenio en una cooperacion realizada entre el Ministerio de
Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP), la Agencia Ecuatoriana
para el Aseguramiento de la Calidad (AGROCALIDAD) y la Asociacion de
Porcicultores del Ecuador (ASPE) para ejecutar el primer censo de granjas
porcicolas, su proposito fue capturar la mayor informacion necesaria para construir

una linea base de la industria y produccién de la produccion de ganado porcino.'?’
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En el informe del censo se evidencio las provincias que aportan con mas poblacién
porcina del pais, son en orden de importancia:(Figura 11) Manabi (12,4%),
Pichincha (12,4%), Chimborazo (9,4%), Loja (9%), Azuay (8,5%), Guayas (8,2%),
Cotopaxi (6,8%), Tungurahua (5,9%), y Bolivar (5,5%). Es asi que en Pichincha
tiene una de las poblaciones de ganado porcino mas grandes del pais y es una
poblacién adecuada para obtener la muestra. ' (Figura 12)

Primeramente se estudiaron los sectores productores porcicolas de Pichincha,
determinando que las zonas mas dindmicas de produccidén de ganado porcino estan
en Mejia, Rumifiahui y Quito, 108109

3.3. Trabajo de Campo

El pilar clave fue el hisopado de narinas anteriores y una adecuada técnica era
fundamental, para poder recolectar la mayor cantidad de microorganismos.'1%!!!
Por lo que se siguieron estos pasos:
1. Lavarse las manos previamente.
2. Se abre retirando la bolsa estéril que contiene el hisopo, en el punto indicado
por la diagrama en la parte exterior del paquete.
3. Posterior se gira para quitar el tapon del tubo del medio de transporte.
4. Retirar el hisopo.
5. Colocar el hisopo aproximadamente 2,5 cm (aproximadamente %: de
pulgada) en la fosa nasal, en sentido vertical, se abarco la zona vestibular
nasal anterior. (Figura 10)

6. Girar el hisopo contra la mucosa nasal anterior por lo menos 5 veces durante

10 segundos.
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7. Utilizando el mismo hisopo se realiza el mismo procedimiento por la otra
fosa nasal.

8. Colocar el hisopo de nuevo en el medio de transporte Stuart.

9. Se empuja el extremo del hisopo firmemente para asegurarse de que el
hisopo se inserta en el medio. Se debe asegurar de que la punta del hisopo
estd en contacto con el medio humedecido.

10. Se fija la tapa del tubo de transporte

11. Al concluir el procedimiento se etiqueta el hisopo en la etiqueta pre impresa
con los datos del participante

12. Se debe retirar y desechar los guantes.

El hisopado se realizara exclusivamente a los trabajadores en contacto continuo con
ganado porcino con previa instruccion y documentacion del estudio, certificando su
participacion con la firma del consentimiento informado.!'!%!!!

Posterior a la recoleccidn, la muestra se mantendra en medios de transporte Stuart y
se deriva inmediatamente a los analisis en los Laboratorios Zurita & Zurita,

ubicados en Quito, para poder cultivar y aislar las bacterias del hisopado. (Ver

Flujograma 3)
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i Trabajo de
Hisopado nasal bilateral campo
(Consentimiento Informado) '

Cultivo en Agar Cultivo en CHROMagar
manitol-salado. MRSA®

¢ Microbiologia
[ Coagulasa (+) ] : d

v Colonias rosa malva.

| :

e . ' Aislamient ti !
Al’lahSlS en V1tek2® : 1slamientos Sugestivos :
K de MRSA '

\ 1

PCR multiplex de genes
nuk, mecA y luk s/f (PVL)

Biologia
molecular

*Realizado por Sebastian Rivadeneira
Flujograma 3. Metodologia para identificacion de MRSA utilizada en el presente

estudio.

3.4. Variables.
En el siguiente cuadro se detalla las variables clasificadas por:

o Factores sociodemograficos, de exposicion, caracteristicas fenotipicas y

genotipicas.
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3.5.

Criterios de inclusion v exclusion.

Las variables descritas previamente aseguran el orden y seguimiento de las muestras

recolectadas, asi como también nos servirdn para categorizar si la muestra obtenida

es adecuada para el estudio, por lo que se debe filtrar con los siguientes criterios:

3.6.

CRITERIOS DE INCLUSION
Personas involucradas en la actividad porcicola que estén en cuidado y
contacto continuo.
Mayores de 18 afios de edad.
Personas sin importar sexo que hayan entendido el objetivo del estudio y
estén de acuerdo con firmar el consentimiento informado.
Personas que permitan realizarse el hisopado nasal anterior, en ambas fosas y
transportado en medio Stuart.

CRITERIOS DE EXCLUSION
El uso de antibidticos reciente. Menor de 3 meses a la fecha de la toma.
Hospitalizacion o intervencion en algin nivel de salud dentro de los 2
ultimos afios.

Calculo de la muestra

Para el calculo de la muestra se identificd 13 estudios recientes alrededor del mundo

con similar metodologia y objetivos al presente estudio, identificando la prevalencia

en los individuos portadores de MRSA nasal, vinculados al trabajo con ganado

porcino.
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Categorizacion de las variables

Variables

Definicion Dimensiones

Conceptual

Indicador
Definicion Operacional

Unidad de Medida o Categorizacion

r

FACTORES SOCIODEMOGRAFICOS

Sexo

Caracteristicas fenotipicas
Sexuales.

1. Masculino.
2. Femenino.

Edad

Localidad

Caracteristicas sociales
y geograficas que
permiten definir una
poblacion.

Anos cumplidos a la fecha

Parroquia donde esté ubicado el
sitio de produccion.

Grupos etarios definidos por la OMS.

Menores de 24 afios: Joven
25 - 35 afos: Adulto joven
36 - 45 afos: Adultez temprana
46 — 60 anos: Adultez media
Mayores de 60 afios: Adulto mayor
Aloag
Checa
Cotogchoa
Guamani
Machachi
Pintag
Sangolqui
Tambillo
Tumbaco
. Yaruqui

Nl I Rl I N

—_
=]

Ocupacion
en relacion
ganado
porcino

Tipo de actividad

p—

porcino.

Cuidador en contacto continuo con ganado



Determinar la fuerza de
la exposicion y
cuantificar la labor con
el ganado porcino.

Anos de

trabajo.

Anos que ha dedicado
continuamente al ganado porcino

Afos agrupados por tendencia:
Menores de 15 anos dedicados. Corta practica.

. Mayores de 15 afios dedicados. Larga practica.

Horas al dia
al promedio

Horas diarias

Horas al dia agrupadas por la Jornada.

g % Descartar factores dedica . Media jornada: Menor de 4 horas.

é &) extrinsecos de actividad . Jornada completa: Mayor de 4 horas.

o g meticilino-resistencia porcicola.

S @ hospitalaria. Exposicion  Alguna vez ha sido hospitalizado. . Si - CRITERIO DE EXCLUSION

é = en . No - CRITERIO DE INCLUSION.
Hospitales
Uso reciente Uso de antibiodticos reciente, . Si - CRITERIO DE EXCLUSION

de ultimos 2 meses. . No - CRITERIO DE INCLUSION.

antibiodticos

= Fosas Cuantas Ambas - CRITERIO DE INCLUSION

= Establece las nasales

Eﬁ caracteristicas de la

% muestra tomada por Medio de Tipo de transporte Stuart - CRITERIO DE INCLUSION

z § hisopado nasal frentea  transporte

§ = los analisis fenotipicos Crecimiento Sugestivo de 1. Positivo

= g como primer filtro. Aislamiento bacteriano. colonias 2. Negativo

E > bacteriano. Agar manitol doradas.

53 3 Por cultivo y salado.

§ por prueba 1. Positiva

S bioquimica. Coagulasa 2. Negativa

@)

=




CARACTERISTICAS E IDENTIFICACION BACTERIANA

Identificacion
fenotipica y genética, Determinacion
de bacterias que son ~ de especiey
sugestivas de S. aureus. perfil de
resistencia.

SUGESTIVA DE S. aureus

CHROMagar MRSA®:

Crecimiento Colonias Rosa Malva. 1.

bacteriano Sugerentes de MRSA.
especifico.

N

Positivo
Negativo.

IDENTIFICACION

Vitek2®

0 0NN N

Staphylococcus aureus
Staphylococcus lugdunensis
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus vitulinus
Staphylococcus warneri
Staphylococcus lentus
Staphylococcus caprae
Staphylococcus epidermidis
Kocuria rosacea

10. Staphylococcus coagulasa

positivos, no identificados.

Perfiles De Resistencia:
Penicilina, Eritromicina, Tetraciclina,
Trimetropin-Sulfametoxazol,
Clindamicina, Gentamicina,
Ciprofloxacina, Levofloxacina,
Moxifloxacina, Presencia de Metilasa,
Oxacilina disco FOX, Vancomicina,

Para cada antibidtico se configura
los cohortes correctos en
milimetros ajustado a los rangos
de:

Resistente

Intermedio

Sensible

Linezolid, Rifampicina. L.

2.
3.

Comprobacion e  Nuc

genética en S. e MecA 1. Positivo.

aureus o Luks/f 2. Negativo.

confirmados por codifican

Vitek2®. PVL.

*Realizado por Sebastian Rivadeneira Rojas.



2009 0 148 Suiza Huber et al.
2004 2 29 Singapur Sergio et al.
2009 2 101 Irlanda Horgan et al.
2009 5.5 90 Malaysia Neela et al.
2010 9 60 Holanda Kock et al.
Identificar Prevalencia de MRSA 2007 9 11 Italia Pan et al
Portadores Nasales - Trabajadores 2010 9 54 Espafia Morcillo et al.
con Cerdos (Pig farmers) 2008 15 13 China Cui et al.
2007 20 25 Canada Khanna et al.
2010 22 9 USA Osadebe et al.
2004 23 26 Holanda Voss et al.
2007 23 86 Alemania Meemken et al.
2008 45 20 Iowa Smith et al.
Mediana 9.00
Moda 9.00

*Realizado por Sebastian Rivadeneira Rojas.

El valor mas adecuado para tomarlo como una proporcion estimada es del 9%(0.09).

Aplicando la formula para muestreo en poblaciones infinitas!!?:

. (Za);gp}(q)

Donde:

* Za?=1.96 al cuadrado (si la seguridad es del 95%) 0 1.96%=3.8416

* p = proporcion esperada = 9% = 0.09

*q=1-p=0091

« § = precision (5.5%) = 0.055% = 0.003025

N =104
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Requiriendo una muestra 104 personas contacto directo con ganado porcino en sitios
de produccion en la provincia de Pichincha. Con el fin de prevenir alguna falla
ulterior en el proceso de andlisis de la muestra, se recomienda incrementar el 10% a
la muestra. Sumando asi, 114 personas. La muestras total recolectadas, fue en un
total de 115 hisopados.

3.7. Procedimientos de recoleccion de informacion:

El consentimiento informado ha sido firmado por los participantes en el estudio,
previo a la realizacion del hisopado nasal y legitimando el permiso de obtencion de
datos como los de filiacién y actividad diaria. Fueron informados sobre el titulo,

objetivos, riesgos y beneficios del procedimiento y de la presente investigacion.

3.8. Analisis de datos

3.8.1. Recoleccion de datos - Fase pre analitica

Posterior a la firma del consentimiento informado, cada participante completo las
variables solicitadas en el estudio, mismas que son tabuladas en una matriz de Excel.
Se les asignd un codigo, el mismo que es ttil para guardar la confidencialidad de las
personas, el mismo que fue ingresado en los procesos automatizados en el
laboratorio de la Unidad de Investigacion en Biomedicina de Zurita & Zurita. Se

registro la fecha y hora de toma, junto con la procedencia de la muestra.

3.8.2. Fase Analitica — Laboratorio

Una vez que el hisopo, llego al centro de Investigaciones en el medio de transporte
Stuart, se procedid a la incubacion en los medios solidos manitol-salado y para

preservar las muestras, se aislan en medios de enriquecimiento de tioglicolato,
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mismos que son guardados a temperaturas de 37°C. Posterior a las 24 y 48 horas, se
leen los crecimientos en los agares y se procedio a dar pases en aquellas colonias
doradas-amarillas, sospechosas de S. aureus; para la prueba coagulasa, se estima 24
horas mas para la lectura de la formacién de coagulo en plasma de conejo que es el
componente que precipita esta enzima. Una vez categorizadas las muestras en el
primer filtro, se ingresaron al sistema automatizado del Vitek2® para la lectura de
género y especie con el panel de resistencias antibioticas. En aquellas cepas, con
resistencia a la oxacilina (meticilina) se procede a la inoculacion en medio sélido de
CHROMagar MRSA®, para proceder con la lectura de 24 a 48 horas. Las colonias
sugestivas de MRSA en este agar, se tefiiran de color rosa malva.

Paralelamente al identificar el perfil de resistencia a la meticilina, se proceso en el
area de biologia molecular con Reaccion en Cadena de la Polimerasa, donde se
amplificaron 3 genes. El especifico de la especie, nuc. El especifico de resistencia la
meticilina, mecA., y los genes luks y lukF, que se unen y codifican a la toxina PVL.

Todos estos datos son tabulados en la matriz de Excel.

3.8.3. Recopilacion de Resultados — Fase Post analitica

Una vez completa la matriz de Excel, se corroboraron los datos de los codigos con
los de los pacientes y sus resultados, se comprobd el numero de muestras
procesadas. Tras este filtro de seguridad los datos son extrapolados a una matriz del
software de IBM-SPSS® 20™ edicion. Tras el ingreso a la nueva matriz, se deriva a
analizar los datos estadisticamente:
e Para el estudio descriptivo de prevalencia se corrieron frecuencias en cada
variable. Las mismas que nos sirvieron para el contaje.
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Se purifico la base de datos, tras eliminar participantes de acuerdo a los
criterios de inclusion y exclusion.

Se comprobo6 por frecuencias los distintos tipos de bacterias encontradas.
Posterior se cre6 una base de datos secundaria pura de los aislamientos de S.
aureus en cuidadores de ganado porcino. La misma que nos sirve para,
evaluar los diferentes métodos de diagndstico utilizados tanto los fenotipicos
y genotipicos en base a los resultados que emite el sistema automatizado del
Vitek2®. Usando las medidas de evaluacion como la sensibilidad,
especificidad, valores predictivos positivos y negativos junto con la Razon de
Verosimilitud (Likelihood Ratio: LR)

En la poblacion general de cuidadores de ganado porcino, se plantearon
tablas de contingencia para determinar riesgo relativo utilizando las variables
de exposicion:

o Carga horaria promedio dedicada al dia a esta labor: Agrupadas como
medio jornada de 4 horas y completa de 8 horas.

o Afios Laborales que han venido trabajando en la tarea porcicola:
Separadas por una cohorte de menos de 15 afos como corta
trayectoria y mayor a 15 afios como larga trayectoria.

Adicionalmente, se estudiaron los perfiles de antibioticos de las cepas de S.

aureus para identificar los diversos patrones de resistencia y sensibilidad.
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3.9. Aspectos Bioéticos

Es necesario sefialar que este trabajo, no es un estudio de intervencioén o que expone
al participante a un proceso invasivo, para esto se ha disefiado un consentimiento
informado, que cumple las normas y parametros bioéticos, estipulados en la 64*
Asamblea General, realizada en Fortaleza, Brasil, en octubre 2013 en
conmemoracion de la Declaracion de Helsinki. Adicionalmente fue adecuado a las
normas del Ministerio de Salud Publica del Ecuador, de la libre participacion en
procesos de investigacion sin fines de lucro, y que fue analizado y aprobado
finalmente por el Comité de Etica de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador,
con este ultimo aval, se garantiza que el estudio estd dentro de los lineamientos
¢ticos que demandan el anonimato, privacidad, autonomia, voluntad vy
confidencialidad de los pacientes en tanto a sus derechos.

Cabe recalcar, este estudio, declara no tener Conflictos de Interés.

3.10. Aspectos administrativos

Esta tesis fue posible gracias a los fondos de investigacion del Proyecto No MIC-
004 de la Unidad de Investigaciones en Biomedicina de Zurita & Zurita
Laboratorios Los fondos se utilizaron en materiales para PCR, Vitek2®, e

identificacion de los Staphylococcus
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4. CAPITULO: RESULTADOS

« Siuna persona es perseverante, aunque sea dura de entendimiento,

se hard inteligente; y aunque sea débil, se convertira en fuerte».

Leonardo Da Vinci

Polimota del Renacimiento, Italia.

4.2. Frecuencia Bacteriana aislada en las muestras nasales.

Se trabajaron 115 hisopados nasales, (Figura 13). S. aureus con una prevalencia del
65.08%, en un segundo lugar S. lugdunensis en un 9.52%, seguido de S. sciuri con
una frecuencia de 6.35%, en cuarto puesto S. vitulinus, con un 4.76%, en quinto
lugar S. lentus con un 3.17%, y en tltimo lugar con un empate en las frecuencias de

S. caprae, S. epidermidis, S. warneri, Kocuria rosacea con 1.59% en cada especie.

4.3. Distribucion de bacterias identificadas segun su ubicacion geografica

Tras la identificacion de las diferentes bacterias por Vitek2®, se encontrd que de los
73 cultivos que evidenciaron crecimientos bacterianos, 35 son S. aureus, de los
cuales 12/35 (34.28%), estan ubicados en Sangolqui presentando la prevalencia mas
alta de esta bacteria a nivel nasal en los cuidadores de esta zona. Incluso esta zona
maneja la mayor frecuencia de S. lugdunensis, 3 aislamientos (50%) sobre los 6 en

total encontrados, comparando con los demads lugares entre esta especie. (Tabla 1)
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En segundo lugar Pintag ha presentado 9/35 (25.71%) portadores nasales de S.
aureus, seguido de Tumbaco con un 8/73 (22.85%). Tambillo 4/35 (11.42%).

Guamani con 3/35 (8.57%) cepas de S. aureus.

4.4. Frecuencias de meticilino resistencia v sensibilidad en las cepas aisladas

de S. aureus, segun distribucion geografica

Obteniendo los analisis del Vitek2® para determinar la sensibilidad y resistencia de
las cepas aisladas en los distintos sitios de produccién de ganado porcino de las
parroquias de Pichincha, se evidencia que Guamani desplegd 3/7 (42.85%) de
aislados MRSA que fueron 7 (Tabla 3). Seguido de sitios como Yaruqui, Pintag,
Salngolqui y Tumbaco con 1 caso (14.28%) de MRSA, por cada ubicacion.
Tambien, se puede destacar los lugares con mas frecuencia de S. aureus sensibles a
la meticilina, esta en primer puesto Pintag con un 8/28 (28.57%), Sangolqui 7/28
(25%), Tumbaco 6/28 (21.42%) y Tambillo con el 4/28 (14.28%) de MSSA

comparada con el subgrupo de S. aureus sensibiles a la meticilina.

4.5. Crecimiento fenotipico de meticilino resistencia en las cepas de S. aureus

Posterior a la identificacion por pruebas bioquimicas se inocula S. aureus
sospechosos, para comprobar resistencia a la meticilina, en un agar especifico que
exhibira colonias color rosa malva sugerente de MRSA para esta prueba de los 35
aislados, el 22.85% presentaron este tipo de colonias sugerentes de meticilino

resistencia, mientras el 77.15% carecia de crecimiento en este tipo de agar sélido
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conocido como CHROMagar MRSA®, catalogdndolos fenotipicamente como

MSSA. (Figura 14)

4.6. Prevalencia de MRSA en cuidadores de ganado porcino, Pichincha.

Se obtuvo una muestra de 115 cuidadores en contacto continuo de ganado porcino
que cumplen con los criterios de inclusion, aseverando de esta manera, que no han
estado expuestos a ningun factor nosocomial, posterior a la construccion de una base
de datos en el programa IBM-SPSS® 20™ edicion. Se corren las frecuencias de
meticilino resistencia y sensibilidad de S. aureus aislados, por medio del sistema

automatizado del Vitek2®. (Figura 15)

En esta muestra se evidencia una prevalencia de 6.08% de S. aureus meticilino

resistentes (7/115).

4.7. Perfiles de resistencia de los S. aureus aislados a nivel nasal.

Tras agrupar S. aureus aislados en la muestra obtenida, se obtienen 35 cepas de los
115 individuos, tras introducir al sistema aumatizado del Vitek2®, que reporta los
perfiles de sensibilidad y resistencia a diversos antibioticos, se obtiene las siguientes

frecuencias: (Figura 16)

4.7.1. Cefoxitina (reporte de oxacilina)

Se evidencia 7 (20%) aislamientos de los 35 S. aureus, que presentan meticilina
(oxacilina) resistencia (MRSA) por Vitek2®, en comparacion a los 28/35 S. aureus
(80%) sensibles a la meticilina (MSSA) entre todas las cepas encontradas de esta
especie.
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4.7.2. Penicilina

La resistencia a este medicamento es marcado en S. aureus, ya que bordea el 91.4%
(32/35) de todas las cepas aisladas, opuesta a una sensibilidad disminuida de un

8.6% (3/35) a este B-lactmico, de todas las cepas de esta especie.
4.7.3. Gentamicina

Los aislamientos de S. aureus identificadas, muestran una resistencia de un
11.4%(4/35) ante una sensibilidad acogedora de 88.6% (31/35) frente a este

aminoglucoésido.

4.7.4. Quinolonas

El comportamiento para este grupo de antibidticos, los perfiles de resistencia de S.
aureus, aislados demuestran que frente a la ciprofloxacina prueban una resistencia
entre todas las cepas de un 8.6% (3/35) y una sensibilidad de un 14.3%(5/35). Sin
embargo, segun los discos de concentracion minima inhibitoria que maneja el
Vitek2®, se acredita que existe una sensibilidad intermedia del 77.1% (27/35) para
esta quinolona de tercera generacion. También, existié un empate en la resistencia
frente a levofloxacino y moxifloxacino, del 8.6% (3/35) y una sensibilidad del

91.4%(32/35) en ambos farmacos.
4.7.5. Metilasa

Metilasa constitutiva o inducible, tiene como funcién introducir un grupo metilo en
en el ARN ribosomico. Esta modificacion va a conferir resistencia cruzada entre

macrolidos y lincosamidas.!'? La presencia de metilasa en este grupo de S. aureus,
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de un 28.6%(10/35) y ausencia de esta enzima en los aislados es de un

71.4%(25/35).

4.7.6. Eritromicima

Es interesante que las cepas que pasaron por el Sistema automatizado del Vitek2®
hayan reportado una resistencia frente a este macrdlido de un 37.1%(13/35) y con

una sensibilidad de un 62.9%(22/35).

4.7.7. Clindamicina

Se demuestré que existe una resistencia de un 31.4%(11/35) a esta lincosamida pero

con una buena respuesta de 68.6%(24/35) de sensibilidad.

4.7.8. Vancomicina

La respuesta a este glicopéptido fue eficaz de todas las cepas aisladas, ya que
presentd un 100% de respuesta sensible, segin los pardmetros que maneja el

Vitek2®.

4.7.9. Tetraciclina

El comportamiento de este grupo de S. aureus, presentd una resistencia de

25.7%(9/35) y una sensibilidad del 74.3%(26/35).

4.7.10. Trimetoprima-Sulfametoxazol

Este fairmaco compuesto de un bacteriostatico como el trimetoprima junto a una
sulfonamida, tiene un perfil de resistencia de un 5.7%(2/35 y un 94.3%(33/35) de

sensibilidad.
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4.7.11. Rifampicina v Linezolid

La sensibilidad en todos los aislados demostré en ambos antibioticos una cobertura

del 100%.

4.8. Distribucion del perfil de resistencia v sensibilidad a la meticilina de S.
aureus aislados, acorde al grupo etario y sexo.

De la muestra obtenida de 115 participantes, se manifesto que 35 (30.43%)
participantes presentan a nivel nasal S. aureus, en primer plano se plantea un analisis
cruzado multivarial, que consta con la primera variable que es la sensibilidad y la
resistencia a la meticilina, y en segundo plano se subordina los subgrupos conforme

el sexo y de edad; esta ultima catalogada segun los criterios de la OMS. (Figura 17)

Visualizando de esta manera:

e Primer grupo S. aureus meticilino sensibles (MSSA):

o En el sexo masculino, el grupo etario portador nasal, con mayor
porcentaje es el adulto joven (25-35 afios), abarcando el 50% en
este subgrupo, seguido del hombres que se encuentran en la

adultez temprana (35-45 afios), con un 30%.

o En las mujeres, la distribucion presenta una propension mas
homogénea, en grupos etarios como la adultez media (46-60
afos) y mayor (sobre los 60 afios), comparten el 29.41%.

Paralelamente, englobando mas de la mitad de la totalidad en este
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género en este subgrupo, seguido de la adultez temprana y media,

con el 23.52% y 17.64% respectivamente.

e Segundo grupo 8. aureus meticilino resistentes (MRSA):

o Los hombres mantienen unica distribucidén, encontrada en este
estudio, siendo 2 notables aislamientos de portadores MRSA, en

personas que cursan la adultez media. (Figura 17)

o En el sexo femenino, la reparticion de aislamientos se mantiene
como primer grupo a la adultez media con el 40% de los
aislamientos de MRSA, seguido con una paridad en la
distribucion en mujeres jovenes junto a las que cursan la adultez
joven y temprana, con un 20% cada grupo, que presentan MRSA

a nivel nasal.

4.9. Distribucion de la presencia de genes nuc, mecA v Luk s/F codifican
PVL, en S. aureus aislados, ordenados de acuerdo a su patron de meticilino
sensibilidad vy resistencia.

Uno de los objetivos principales del estudio es el de identificar la presencia genética
de nuc, mecA y Luk s/F codifican PVL, en S. aureus identificados, por lo que

mediante PCR Multiplex, se encontraron: (Figura 18)

e Primer grupo S. aureus meticilino sensibles (MSSA):

o Se encontraron 28 MSSA (80%), con los siguientes modelos

genéticos.

56



27 cepas (96.42%) presentaron el gen nuc, y un caso

(3.57%) que carecia el mismo.

26 aislados (92.85%) no presentaron gen mecA, acorde
con la teoria que lo describe como el gen de la meticilino
resistencia, sin embargo 2 aislamientos (7.14%) fueron

positivos.

22 cepas (82,14%) de MSSA encontrados, no presentaron
los genes que codifican a PVL pero 5 aislamientos

(17.85%) fueron positivos.

e Segundo grupo 8. aureus meticilino resistentes (MRSA):

o Entre los 7 aislamientos de MRS A manifiestos:

En su totalidad todos presentaron el gen nuc.

5 aislados (71.42%) fueron positivos para el gen mecA, no
obstante, contradictoriamente 2 aislamientos (28.58%) no

presentaron este gen. (Figura 18)

De todos solo un caso exhibi6 los genes que codifican a

PVL. El 85.71% restante mostraron ausencia de Luk s/f.

e Presencia de genes luk s/f fue de 6 de 35 S. aureus aislados (17.14%).

Que representa en el total de la muestra calculada (n=115) el 5.21% de

prevalencia de estos genes que codifican la toxina PVL.
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4.10. Factores de exposicion en los cuidadores de ganado porcino.

4.10.1. Carga promedio de horas al dia que emplean a la porcicultura.

El contingente de individuos por estudiar son los 35 aislamientos portadores de S.
aureus a nivel nasal, en los que se ha dividido, por el factor de exposicion que es la
carga en tiempo (horas el dia) que esta sometido el trabajador con el ganado porcino

y el patron de meticilino resistencia. (Figura 19).

Frente a esto se delimita la variable de carga horaria, en media jornada (menor de 4
horas) y la jornada completa (mayor a las 4 horas), para asi definir el peso de esta

variable se plantea el calculo de riesgo relativo (RR) en una tabla 2x2. (Ver Tabla)

Interpretando el riesgo relativo estadisticamente:

1) Cuando tiene un valor igual a 1 figura que aquellos sujetos expuestos al
factor en estudio tienen un menor riesgo, mientras que un valor mayor a 1,
expresa la exposicion otorgando mayor riesgo. Un valor igual a 1 significa
que el riesgo es el mismo en ambos grupos, siendo nula la variable y la

exposicion.

Calculo:

El riesgo relativo (RR) seria = a/(a+b) / c/(c+d) = 0.33/0.13 = 2.53 (I.C.95%)

Este valor define la magnitud o fuerza de la asociacién, reconociendo la
comparacion de la frecuencia con que ocurre el evento entre los que tienen el factor

de riesgo y los que no lo tienen. En este caso es de 2.53, es mayor a 1, puntualiza
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que existe un riesgo entre la variable temporal (horas al dia) proporcional y la

adquisicion de meticilino resistencia. (Tabla 4)

4.10.2. Aios dedicados a la porcicultura

Acogiendo el mismo contingente de 35 individuos que presentaron colonizacion por
S. aureus a nivel nasal, se agrup6 en cohortes de 15 afios, se formaron 3 grupos que
no son compatibles para el andlisis del riesgo relativo (Tablas 2x2). (Figura 20). Por
lo que se divide por tendencia, en los aislamientos que hayan laborado menos de 15
afios como corta trayectoria y a los mayores de 15 afios como larga. (Ver Tabla 5) se

construyo una tabla de 2x2 para el estudio:

El riesgo relativo RR = a/(at+b) / ¢/(c+d) = 0.41/0.08 = 4.79 (1.C.95%)

Reiteradamente se asegura que la magnitud o fuerza de asociacion, para que la
frecuencia en que ocurre la meticilino resisitencia entre los que tienen el factor, es de
4.79, comprobandose, un riesgo entre la variable temporal de afios proporcional para

la adquisicion de meticilino resisitencia. (Tabla 5)

4.11. Indices estadisticos de valoracion necesarios para la evaluacion de una

prueba diagnostica.

Para este apartado se utilizaran indices de confiabilidad clinica, como son:

1) Sensibilidad
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o Es el indice que tiene la funcion de desplegar una proporcion de
resultados positivos en individuos con una determinada enfermedad.
Por ello, mide la tasa de individuos enfermos correctamente
diagnosticados, revelando la capacidad de una prueba para detectar
a un sujeto verdaderamente enfermo. Por lo tanto, una alta

sensibilidad demuestra, un bajo ntimero de falsos negativos.!!311°

2) Especificidad

o Es el indice que expresa el porcentaje de resultados negativos en
pacientes que no padecen esa enfermedad (“casos sanos”). La
especificidad mide la destreza de una prueba para detectar
correctamente individuos sanos, determinando la probabilidad de
que un individuo sano tenga un resultado negativo. Una alta

especificidad indica una baja frecuencia de falsos positivos. 37113

3) Valor predictivo positivo

o El valor predictivo positivo de una prueba, basada en la probabilidad
de que una prueba positiva correspondiese a un verdadero enfermo
o el porcentaje de pacientes enfermos con verdaderos resultados

positivos con respecto al total de casos correspondientes. 137113

4) Valor predictivo negativo

o El valor predictivo negativo de una prueba serd la probabilidad de

que una prueba negativa determinase cabalmente a un individuo
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efectivamente sano o el porcentaje de individuos sanos con

verdaderos resultados negativos con relacion total de casos

correspondientes. '1>7!113

. a s d
Sensibilidad = Especificidad = ——

a+c b+d
vep= 2 vep=
a+b c+d
RPP — SENSIb-".IC.iad RN T Sen.s,llb!hdad
1-Especificidad Especificidad

*Realizado por Sebastian Rivadeneira

5) Razones de Verosimilitud (Cociente de Potencia /Eficiencia Pronostica)

o Son indices de valoracion clinicamente Utiles y no obedecen a la

prevalencia de la enfermedad en la poblacion estudiada. ''3'1°

o Estos miden cudn potente es la prueba para determinar un resultado
concreto (positivo o negativo) segin la presencia o ausencia de

enfermedad. 3113

o La ventaja de los cociente frente a los valores predictivos positivo y
negativo de la prueba radica en que éstos no dependen de la

proporcion de enfermos en la muestra; sino tan so6lo de la
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sensibilidad y especificidad de ésta, de ahi su utilidad clinica a la

hora de comparar pruebas diagnésticas con una de referencia.''3 11

1) Cociente de probabilidad positivo o de verosimilitud / likelihood ratio of

positive test (LR +)

o Este indica mejor capacidad para diagnosticar la presencia de
enfermedad. 4 mayor likelihood ratio positivo, mejor es el test para

confirmar a un verdadero positivo. '1>"11°

» LR (+) =tasa de verdaderos positivos / tasa falsos positivos

2) Cociente de probabilidad positivo o de verosimilitud / likelihood ratio of

positive test (LR -)

o Es un indice de eficiencia pronostica de una prueba al resultar
negativa. Esta es inversa a la anterior, entre menor es el valor
aumenta la vigor diagndstico. Interpretandose como la probabilidad

de que la enfermedad esté ausente dado un resultado negativo.''3 113

» LR (-) = tasa de falsos negativos/ tasa de verdaderos negativos
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INTERPRETACION:

De acuerdo al valor existen intervalos de los puntajes, que representan la

utilidad de la prueba en escalas!!¢:

Interpretacion de los Cocientes de verosimilitud (LR) con respecto al puntaje.

Likelihood ratio positivos: Likelihood ratio negativo:
Pauta. Mayor puntaje Pauta. Utilidad de LR (-). Son el

proporcional la utilidad clinica. inverso de los LR (+)

> 10 = excelente test < 0,1 = excelente test

6 a 10= buen test 0,16 a 0,1 = buen test
3 a 6 =regular test 0,33 a 0,16 = regular test

1 a 3= mal test 1 a 0,33 = mal test
1 = inutil 1 = inutil

*Realizado por Sebastian Rivadeneira Rojas.

4.11. Métodos de identificacion fenotipicos

4.11.1. Coagulasa frente al Vitek2®

El contingente para el andlisis de esta prueba son todos los individuos de la muestra

(n=115), por haber sido sometidos con coagulasa en el estudio. (Figura 21)

La coagulasa como se describié es una enzima, que se considera de primera mano

para la identificacion entre Staphylococcus aureus, adicionalmente se ha estudiado
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que existe una /ibre y otra que es fija a la capside de la bacteria; tanto que su
comportamiento temporal para la formacion del codgulo. Existen varias que se
disgregan facilmente, generando lecturas de falsos negativos, debido a ello se
plantea la valoracion de esta prueba frente a la identificacion del Vitek2® como
“Gold standard”. Sin importar el tipo de coagulasa, se toman los resultados de la
lectura hecha a las 24 horas, y su concordancia con el resultado generado por el

sistema automatizado. (Ver Tabla 6)

Seglin los resultados, se edifica una tabla de 2x2 para la siguiente busqueda

aplicando las medidas de evaluacion:

Resultados:
Sensibilidad 82.86%
Especificidad 81.25%
Valor predictivo positivo 66%
Valor predictivo negativo ~ 92%
Likelihood ratio test + +4.42 (Utilidad de nivel Regular)
Likelihood ratio test - -0.21 (Utilidad de nivel Regular)

4.11.2. CHROMagar MRSA® frente al Vitek2®

El contingente para el analisis de esta prueba son todos los individuos que fueron
inoculados en agar solido especifico, como es el CHROMagar MRSA®, un agar

colorimétrico, que permite el crecimiento de colonias MRSA con pigmento rosa
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malva categorizandolas como positivas. De la muestra (n=115) se sometieron a este
paso aquellos que fenotipicamente cumplian con la sospecha de S. aureus, siendo un
namero de 35 muestras y a continuacién se compara la efectividad de este agar para
determinar la meticilino resistencia en S. aureus. (Figura 22) Segun los datos del
crecimiento en este agar versus los perfiles de resistencia a meticilina del sistema
Vitek2®, se construye una tabla de 2x2 para la siguiente indagacion, se aplican las

medidas de evaluacion previamente descritas. (Ver Tabla 7)

Resultados

Sensibilidad &85.71%

Especificidad 92.80%

Valor predictivo positivo 75.00%

Valor predictivo negativo ~ 96.30%

Likelihood ratio test + +12.00 (Excelente Utilidad)

Likelihood ratio test - -0.15 (Buen nivel de Utilidad)

4.12. Evaluacion de los métodos diagndsticos genotipicos

4.12.1. Gen mecA vs. Vitek2®

El contingente, para estudiar la potencia diagnostica, del PCR Multiplex que
determina entre ellos la presencia del gen mecA, se aplico en una muestra, de todos
los aislamientos de S. aureus aislados (n=35). A este conjunto se corrid6 el PCR

Multiplex y fueron analizados paralelamente con el Vitek2®. (Figura 23)
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Segun los datos generados del PCR versus los resultados del perfil de resistencia a la
meticilina del sistema Vitek2®, se enmarcan las cepas MRSA. Ajustando una tabla
de 2x2 para analizar la potencia de la prueba genética a través indices de evaluacion

diagnostica, previamente descritos. (Ver Tabla 8)

Resultados

Sensibilidad 71.40%

Especificidad 92.86%

Valor predictivo positivo 71.43%

Valor predictivo negativo ~ 92.86%

Likelihood ratio test + +10.00 (Excelente Utilidad)

Likelihood ratio test - -0.31 (Utilidad de nivel Regular)

4.12.2. Gen nuc vs.Vitek2®

De la misma manera para estudiar la potencia diagndstica, del PCR Multiplex que
determina la presencia del gen nuc, se compara en la muestra a todos los
aislamientos de S. aureus aislados con el resto de bacterias identificadas (n=68).
Debido a que el gen nuc, teéricamente esta presente en especies aureus. A este
conjunto se corrieron los genes del Multiplex estudiado y fueron analizados

paralelamente con el Vitek2®. (Figura 24)
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Se comparan las cepas que tengan o no el gen nuc versus los resultados del sistema

Vitek2®, en S. aureus, se construye una tabla de 2x2 para las siguientes, usando las

medidas de evaluacion previamente descritas: (Ver Tabla 9)

Sensibilidad 97.1%

Especificidad 88.75%

Valor predictivo positivo

Valor predictivo negativo

Likelihood ratio test +

Likelihood ratio test -

Resultados
79.07%
98.61%
+ 8.63 (Buen nivel de Utilidad)

-0.03

(Excelente Utilidad)
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5. CAPITULO: DISCUSION

« Duda siempre de ti mismo, hasta que los datos no dejen lugar a dudas.

La ciencia es el alma de la prosperidad de las naciones

y la fuente de vida de todo progreso.».

Louis Pasteur

Quimico Francés,

Pionero de la “Edad de Oro de la Microbiologia.”

5.1. Colonizacion bacteriana nasal

La colonizacion por S.aureus en las fosas nasales ha sido bien documentada en la
literatura médica. Estos estudios de portadores se han realizado en individuos tanto
de la comunidad como en los hospitales. Debido a que en la ultima década se ha
reportado una incidencia importante de portadores de S. aureus en los trabajadores
en granjas porcicolas, sobre todo en Europa, donde se ha identificado una importante

colonizacion.

En este estudio, se encontré un 69.08% de colonizaciéon por S. aureus en los
porcicultores, de la provincia de Pichincha. Un dato importante que concuerda con

los datos reportados en la literatura.
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En Chile un estudio realizado por Platzer M. Liesbeth et al., describieron la flora
bacteriana a nivel nasal e identificaron a Staphylococcus coagulasa negativo como la
mas frecuente; seguido en orden de frecuencia S. aureus, Difteroides sp.,
Corynebacterium sp. y Streptococcus viridans, 1o que es similar a lo descrito por
otros autores. En esta poblacion, encontraron una prevalencia de S. aureus de 22.7%

en una muestra de 454 participantes.'!’

Nadimpalli, Maya et al., en el 2014 en Carolina del Norte, en cuidadores que estan
al contacto con ganado porcino, se reveld que S. aureus una prevalencia de 72.7%
(16/22)''8 El estudio realizado en el 2012 en Alemania por Oppliger, Anne et al.,
evidenciaron que en 75 individuos que trabajan con ganado porcino 44 (57%)

presentaron colonizacion nasal de S. aureu.'"

En este estudio ademés de los portadores de la especie S. aureus, se encontrd
también la especie S. lugdunensis, con una frecuencia de 5.21% (6 aislamientos). Se
conoce hoy por hoy, que Staphylococcus lugdunensis es un patdgeno oportunista
que comparte una relacion muy estrecha con la presencia de Staphylococcus aureus
y Staphylococcus epidermidis, descrito por Simon Heilbronner et al., En su estudio
realizado en Dublin, Irlanda en 2011, explica que la colonizacion de esta bacteria
asintomaticamente puede oscilar entre el 1% al 5%, en piel y mucosas.'?* Es un
nuevo aporte, debido a que es la primera vez que se reporta esta especie de

Staphylococcus como colonizadora de las fosas nasales.

69



5.2, S. aureus meticilino resistente (MRSA) en cuidadores de ganado

porcino.

Se encontrd una prevalencia de 35/115 de Staphylococcus aureus (30,43 %). De
estos, 7 aislamientos de los 115 hisopados (6.08%) presentaron resistencia a
oxacilina (meticilina) considerandose MRSA. Por lo tanto la prevalencia de
colonizacidn nasal en trabajadores de granjas porcinas de la Provincia de Pichincha,

es similar a lo reportado globalmente.

Estudios con pequefias muestras de trabajadores como el de Nadimpalli, Maya et
al.,’"® que realizé6 un seguimiento en 22 porcicultores, identificé una sola cepa de
MRSA (5%), algo similar con el estudio aleméan de Oppliger, Anne et al.,'"” de su
muestra de 75 hisopados nasales, 5 fueron MRSA (6.6%).'> En Singapur, en el
2007, Sergio et al., en 29 trabajadores de granjas porcinas, la colonizacion nasal de

MRSA fue en un caso (2%).'?!

Voss y colaboradores, en los Paises Bajos en 2005, por primera vez en Europa se
reportaron 6 aislamientos de colonizacion nasal en trabajadores de granjas porcinas,
confirmada genotipicamente con la presencia del gen mecA.'** Quienes afiaden que
no solo los cerdos son el Unico reservorio, también se puede encontrar en ganado
bovino, vacuno y en perros.'?? En el 2008, Meemken et al., en Alemania, se hisopa a
86 trabajadores porcicolas, evidenciando 20 aislamientos de colonizacioén nasal por
MRSA.¥ En China en el mismo afo, Cui et al,’®* de 13 individuos 3 cepas de
MRSA. Al afio siguiente con la misma metodologia, en Malasia Neela et al.,** se

aislo Scepas (5.5%) de MRSA de 90 porcicultores. En Espafia, Morcillo et al., En el
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2012, se identifico una prevalencia del 9.3% de 54 porcicultores portadores de
MRSA.'** Khanna et al., en el afio 2008, en Canad4 encontré una prevalencia de

MRSA del 20% en cuidadores de granjas porcinas.'?

Estudios con un nimero de muestra mayor como el realizado en Irlanda, por Horgan
et al., en sitios de produccion porcicola por 2 afios (2007-2009), recolectaron 101
muestras aislando 2 aislamientos (2%) de MRSA nasal.!’! Huber et al,. en el afio
2012, en Suiza realiza una investigacion de deteccion de MRSA en 148 granjeros y
133 veterinarios en contacto con cerdos, encontraron que todos los granjeros eran

negativos para MRSA vy solo 4 veterinarios eran positivos.!?°

En el afio 2012, Porphyre T. et al.,'® concluye acerca de la prevalencia del MRSA a

nivel nasal en porcicultres, un corolario muy importante:

“La ganaderos porcicolas estdn susceptibles a la colonizacion de MRSA vy
potencialmente de producir una cadena de contagio, sin embargo existen dos
parametros al estudiar la prevalencia en estos individuos. Cuando iniciaron los
estudios, se notificd que porcentajes del 20% a 35% de MRSA. Si bien estas cifras
pueden parecer alarmantes, deben ser interpretados con cautela. Debido a que,
estudios recientes con mejores tamafios de muestras y factores de precision
estadistica, han indicado que la colonizacion nasal esta presente en razén del 7%-

9%, 100

Si bien no esta claro el origen, las teorias apuntan a que la transferencia puede ser
bidireccional, entre el cuidador y el cerdo, debido al abuso y mal uso de antibiodticos

en ambas poblaciones que pueden generar una metilicilino resistencia. En la
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actualidad se conoce, que la vestibulo nasal en animales y humanos es un lugar
propicio para la subsistencia del S. aureus pero tampoco se niega otros lugares como
el periné, el recto, las zonas intertriginosas, faringe e incluso superficies palmares
sean también zonas que pueda habitar esta bacteria, ergo las superficies fisicas de las
estructuras de las granjas, que estan contiguas a los cerdos y sus desechos, son

potenciales vectores de transmision entre el mismo ganado y sus cuidadores.!%%10!

5.2.1. Datos demograficos

Los trabajadores de las granjas porcicolas de la provincia de Pichincha tienen una
edad promedio de 46 a 60 afios, todos en la adultez media; tanto en hombres como
en mujeres. En la muestra la edad minima fue de 18 afios y la maxima 72 afos. 79

mujeres y 36 eran hombres en total.

De acuerdo con el estudio realizado en Tenerife, Espaia, en el 2010, por Morcillo
Rehberger A. reportod el porcentaje de aislamiento de MRSA que en cuidadores de
ganado porcino fue del 9.3% (5/54).'?* Todos de género masculino y su grupo etario
en la mayoria cursaban su adultez media.'** En el 2009 en Italia, Monaco Monica et
al., informaron que el promedio de edad de los cuidadores de ganado porcino fueron
portadores de MRSA a nivel nasal, oscilaba entre los 58 afios, correspondiente al

grupo etario del adulto medio (46-60 afios).*?

5.3. Factores de exposicion medidos con riesgo relativo

Existen varios estudios que han comprobado que mientras un individuo este

expuesto mas al ambiente de crianza del ganado porcino, serd proporcional el riesgo
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de adquirir una cepa de S. aureus resistente a la meticilina.'! En la presente tesis, se
demostrd que los cuidadores de ganado porcino, que laboraban la jornada completa
(8 horas diarias) y que han dedicado mas de 15 afios a esta actividad, representaba
un riesgo relativo del 2.53 y 4.79 respectivamente. En comparacion con estudios
similares, se encontrd que si existe un riesgo proporcional al tiempo de exposicion al

contacto estrecho con cerdos y su transmision de MRSA.

Una investigacion en Holanda, publicada en “British Medical Journal”, en el 2013,

1,” revelo, los riesgos relacionados de porcicultores y la

por Dorado-Garcia A. et a
colonizacion nasal de MRSA, sus resultados demostraron que el uso de antibioticos
administrados en los Ultimos 3 meses al ganado se asociaba a un riesgo relativo
(RR) de colonizacion de MRSA de un 3.8. Otro factor evaluado fue la carga horaria
promedio, donde se afirmé que mas de 20 horas promedio por semana marcaria un
RR de 2.5. Asimismo, publicaron los factores de proteccion (FP), que evitarian la
colonizacion, tales como el uso de toallas y métodos de limpieza dentro de los

ambientes de la granja con valor de proteccion de 0.6 y el uso de diferentes

vestuarios, en las diferentes zonas laborales, el FP fue del 0.5.

[,'?7 en Pomerania,

En un estudio reciente en 2014, realizado por Dahms et a
Alemania, se hisoparon 78 ganaderos porcicolas, a nivel nasal y orofaringeo, en
forma seriada. Se encontraron 20 participantes portadores de MRSA (25.6%), donde
se evidencid6 que las personas que eran portadoras asintomadticas, trabajaban

promedio al dia un promedio de 8 horas al dia, mientras que las que no estaban

colonizadas. Otro factor de riesgo ambiental que es interesante, fue el obtener
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hisopados ambientales, en los corrales donde viven los cerdos, encontraron 6 cepas
de MRSA sobre la muestra de 17 colecciones; correlacionando, que el factor
temporal versus exposicion directa al ganado y al ambiente, incrementa el riesgo de

ser portadores de MRSA a nivel nasal en los trabajadores.

En 2013, Ménaco M. et al., ** en Roma, compard poblaciones expuestas a la labor
porcicola frente aquellas personas que solo van de visita a las granjas, encontrando
que los cuidadores de cerdos que tienen mds afios de trabajo, posee un riesgo
relativo de 3.2 veces mas alto con la poblacion transitoria. Incluso se afirmoé que las
cepas de MRSA, poseen resistencia a tetraciclinas, fluoroquinolonas, clindamicina y

eritromicina, que es muy comun a nivel comunitario.

Las vias de transmision potenciales fueron especificadas en un amplio estudio en el
Reino Unido, en el afio 2012, realizado por Porphyre T. et al.,’”’ se propuso un
modelo de transmision de meticilino resisitencia en los S. aureus y las personas que
pueden estar en riesgo de colonizacion por MRSA (Figura 25). Entre ellos, cinco
poblaciones estan al contacto directo presentan mayor riesgo estos son: fuerza de
trabajo principal, explicitamente porcicultores (F) y sus animales de compafiia -
mascotas (FCA) que circulan dentro de la granja de cerdos, otra poblacion en riesgo
son los veterinarios porcicolas (VP), los transportadores o distribudores de ganado
porcino (T) y los encargados de los cerdos en el matadero en inglés Slaughter house
workers (SHW). También se toma en cuenta a poblaciones que indirectamente
pueden ser poradoras, como los veterinarios de las mascotas (V), las familias de los

porcicultores y de toda la red laboral (GH), junto con sus animales de compaiiia en
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los hogares (CA). Esta red de contagio de MRSA, ha ampliado el campo de
investigacion en la Medicina humana y Veterinaria, sugiriendo que la colonizacion
nasal no solo esta enfocada a los porcicultores, sino en toda la cadena laboral
involucrada, debido a ello se recomienda hisopar a todos los individuos relacionados
con esta actividad, con el fin de identificar la transmisibilidad del MRSA en la

comunidad con relacion al ganado porcino.

54. Utilidad del CHROMagar MRSA®

En el presente estudio, de 35 aislamientos de S. aureus, inoculados en este medio, se
obtuvieron 2 falsos positivos y un falso negativo, se obtuvo una sensibilidad
85.71%, especificidad 92.80%, un valor predictivo positivo 75.00%, valor predictivo
negativo 96.30%, un LR positivo 12.00 (excelente utilidad) y un LR negativo 0.15
(Buen nivel de utilidad). Resultados que contrastan con la utilidad encontrada en

varios estudios de evaluacion diagnostica de este medio.

En una investigacion, en el Japon en 2004, evalud en ese entonces un nuevo medio
cromogénico para el aislamiento de MRSA, el CHROMagar MRSA®, Haruhiko
taguchi et al., con la Facultad de Medicina, de la Universidad de Kyorin,
concluyeron que CHROMagar MRSA®, logra 100% tanto en especificidad y
sensibilidad util para la deteccion del S. aureus resistente a la meticilina.”” Un afio
después, en los Paises Bajos, Bram Diederen et al., en una muestra 216 cepas de
MRSA y 241 MSSA. La sensibilidad de CHROMagar MRSA®, después de 24 h de
incubacion fue de 95,4%, aumentando a 100% después de 48 h. La especificidad ya

era 100% después de 24 h.'?® No obstante, un estudio reciente en Febrero/2014, en
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Bélgica Marina Mukovnikova et al., evaluaron la eficacia de este método, en una
muestra de 1200 hisopados, donde el 92.9%, 99.7%, 81.3% y el 99.9% de
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo respectivamente,
fueron reportadas en este estudio. Con un LR positivo de 30 y LR negativo de 0.07;

representado una excelente utilidad en ambas razones de verosimilitud.*8

5.5. La prueba de coagulasa en S. aureus

El presente estudio varias especies de S. coagulasa negativos identificadas, 15
fueron falsos positivos (S. lugdunensis y S. sciuri). De los 35 aislamientos de S.
aureus, en uno la coagulasa resultd negativa. Calculandose, una sensibilidad y
especificidad baja con respecto a los estudios de evaluacién de coagulasa como
método fenotipico en S. aureus, con valores de 82.86% y 81.85% respectivamente;
con coeficientes de verosimilitud (LR) con un nivel regular de utilidad. Comparando
con otras investigaciones de igual metodologia, como en la India, 2008 por Tiwari
HK et al., comparo los diferentes métodos fenotipicos de diagnostico para el S.
aureus, se determind que la prueba del tubo de la coagulasa mostr6 muy buena

sensibilidad (98,7%), especificidad (98,1%), PPV (99,5%) y VPN (94,4%).%?

Otro estudio multicéntrico, en el 2001, por Arjanne van Griethuysen et al.,
publicado en la Sociedad Americana de Microbiologia, determin6 que los
aislamientos mas frecuentes que suelen ser falsos positivos ante la coagulasa son

especiess de S. lugdunensis, S. schleiferi y S. haemolyticus.

Otra investigacion en Turquia en el afio 2011, NS Osen et al. el test de la coagulasa

en 24 horas, identificé correctamente 57 especies (95%) de 60 S. aureus aislados.'?’
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Este mismo estudio fue evaluado en el 2014, por Sandeep Thirunavukkarasu et al.,
En Bangalore, India, se evalud la utilidad de la coagulasa, donde se inform6 una

sensibilidad del 84.1% y 90 de especficidad.?”'%

5.6. Perfiles de resisitencia de los S. aureus aislados

En un estudio en Italia, en el afio 2009, realizado por Monica Monaco et al.,
informoé de 9 cepas MRSA sin criterios nosocomiales, y en relacion con el ganado
porcino se encontraron dentro 879 pacientes (1%). Por medio del sistema Vitek2®.
De estas 9 cepas, 7 cepas (77.7%) resistentes a tetraciclinas, 4 cepas (44.44%)
fueron resistentes a eritromicina, levofloxacina y clindamicina, 1 cepa (11.11%) a

gentamicina y 1 cepa (11.11%) a trimetoprima-sulfametoxazol.**

Uno de los estudios mas completos actualmente que ha detallado los perfiles de
resistencia antimicrobiana en S. aureus, es el de Oppliger, Anne et al., Realizado en
2012, reportando resistencia a la tetraciclina en 39 cepas (52%), frente a la
eritromicina 20 (27%), clindamicina 17 (23%), penicilina 56 aislamientos (75%),
trimetoprima-sulfametoxazol 3 cepas (4%), ciprofloxacino y levofloxacino igual

proporcion de resistencia 6 (8%), y no existio resistencia a la gentamicina.'"”

En esta tesis, el sistema Vitek2® generd los siguientes informes de los 35
asilamientos de S. aureus, 32 cepas (91.4%) resistentes a la penicilina, 4 resistentes
(11.4%) a la gentamicina, en el grupo de las quinolonas 3 cepas (8.6%) fueron
identificadas como resistentes a ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino. Un

valor muy similar a la proporcion de Oppliger, de 8%.
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La eritromicina, con 13 aislados (37.1%), seguido de la resistencia a la clindamicina
11 cepas (31.4%), Presencia de metilasa (28.6%) se encuentran relativamente mas
altas comparadas con las de Oppliger.””® También se encontré una proporcion
reducida de resistencia a la tetraciclina 9 aislamientos (25.7%) frente al 52% de
Oppliger. En todos estos estudios no se encontrd resistencia a la rifampicina,
vancomicina ni linezolid, datos que concuerdan con los hallazgos del presente

estudio.

5.7. Presencia de genes nuc, mecA v luk s/f codificantes de PVL en los

S. aureus aislados.

La identificacion genotipica en los S. aureus meticilino resisitentes, se determind
primeramente por la identificacion del gen nuc, especifico de la especie aureus,
seguido el gen mecA, que otorga la meticilina resisitencia y los genes /uk s/f que

codifican a la toxina PVL.

Para comparar la presencia del gen nuc, se requirieron los 35 aislamientos de S.
aureus junto con las otras especies de Staphylococcus reportadas por el sistema
Vitek2® y se evidencio del total de S. aureus un aislado no poseia este gen, y que
incluso especies como S. lugdunensis y S. sciuri, presentaron gen nuc positivo. Por
lo que se obtuvo una sensibilidad 97.1%, especificidad 88.75%, valor predictivo
positivo 79.07% y negativo 98.61%, con coeficientes de verosimilitud (LR) positivo

+ 8.63 (Buen nivel de Utilidad) y negativo - 0.03 (Excelente Utilidad).

El siguiente gen en identificar fue mecA que de 7 aislamientos de MRSA por el

sistema Vitek2®, 5 presentaron este gen. Evaluando de esta manera su potencia

78



diagnostica con una sensibilidad 71.40%, especificidad 92.86%, valor predictivo
positivo 71.43% y negativo 92.86%, con coeficientes de verosimilitud (LR) positivo

de + 10.00 (Excelente Utilidad) y negativo - 0.31 (Utilidad de nivel Regular).

Comparando estos resultados con otros estudios con igual metodologia, se puede
contender que las pruebas genotipicas pueden tener variante genéticas, que afecten
su sensibilidad y especificidad para la identificacion bacteriana. Sin embargo, siguen
siendo un referente al momento de confirmar en este caso la especie aureus y la
resistencia a la meticilina. Por ejemplo un estudio con similar, que compara las
pruebas fenotipicas y genotipicas, para la tipificacion de cepas de S. aureus y la
identificacion resistencia a la meticilina, que se realizdo en 2014, en Bagdad, Irak;
por Dhafar Al-Ugaili et al., compard 23 cepas de MRSA identificadas por Vitek2®
versus la presencia de genes nuc y mecA. Se evidencio que el 100% de aislamientos
presentaban el gen nuc especifico de la especie, no obstante 19 (82.6%) presentaron
el gen mecA.®® Por lo que se investigd las posibles causas que otorgarian la
meticilina resistencia en estos aislados mecA negativos, plantedindose una

hipétesis,de la posible “hiperproduccioén” de B-lactamasas como causa.®”

Fang, H., y Hedin, G, describieron en un estudio publicado en el Journal of Clinical
Microbiology, la utilidad comparada de la PCR en tiempo real para la identificacion
del gen nuc, en 304 muestras, y obtuvieron S. aureus-nuc negativas. Determinando
que para esa investigacion este método de deteccion de S. aureus, mantuvo un

93,3% de sensibilidad, 89.6% de especificidad.'**!3!
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Otro estudio de investigacion, realizado en Helsinki, Finlandia, en enero de 2010,
por Pasanen T. et al., en el cual, evaluaron la utilidad de la PCR para la deteccion de
los genes nuc y mecA, en 128 muestras, se comprobd que la PCR-Duplex maneja
una sensibilidad del 93.5%, especificidad del 88.6%, un valor predictivo positivo del
17.3% vy negativo del 99.8%. En comparacion con los métodos fenotipicos,
recomendando que las pruebas genotipicas son una alternativa para la practica

adicional, pero que se debe tomar en cuenta la concordancia clinica.!*

Con respeto a la prevalencia de PVL en la muestra total (5.21%), es muy similar a la
estudiada por otros autores como Pizarro Velasco C. que en 108 muestras 11
aislamientos de S. aureus(10.2%,) eran PVL positivos.!** Graham K. concluyé que la
prevalencia de PVL en MRSA de la comunidad es completamente casual, ya que
encontré <5% de S. aureus posee los genes que codifican la toxina PVL.!** Un
estudio en el 2012, por Cheikh Fall et al., que estudid la presencia de MRSA en
cerdos y sus cuidadores, de 52 muestras en humanos 7 fueron S. aureus PVL

positivos.!*
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6.1.

6. CAPITULO: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

«Si tenéis el habito de tomar las cosas con alegria,

rara vez os encontraréis en circunstancias dificiles.

Si no vives para servir, no sirves para vivir.».

Sir Lord Robert Baden Powell of Gilwell

Fundador del Movimiento Scout Mundial, Jefe Scout Mundial

_Conclusiones

Existe una prevalencia de colonizacion de S. aureus de un 30.04% (35/115)
comparado con las investigaciones descritas de flora bacteriana nasal, esta
proporcion es similar en los porcicultores.

Asi como también se aislo S. aureus a nivel nasal, se ha descrito por primera
vez que en porcicultores en el Ecuador la colonizacion de S. lugdunensis. Un
patdégeno oportunista que puede estar presente asintomaticamente en
mucosas, hasta en un 5% descrita por otros estudios, que coincide con la
proporcion encontrada del 5.21% de toda la muestra.

La prevalencia de MRSA en cuidadores de ganado porcino es del 6.08%
(7/115), coincide con las tasas reportadas globalmente. También se puede
obtener una proporcion de los 35 S. aureus aislados 7 fueron MRSA

representando el 20% dentro de los aislamientos de esa especie.
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Adicionalmente se puede aseverar que la prevalencia de en cuidadores de
ganado porcino. Depende mucho del numero de participantes en las
muestras, debido a que se evidencié un amplio intervalo de frecuencias
alrededor del mundo, en muestras relativamente menores (<40) comparadas
con aquellas que superaban los 100 individuos, donde su prevalencia oscila
entre el 7% al 9%.

Datos demograficos como la edad, han coincidido con los estudios descritos,
que la mayoria de portadores de MRSA, se encuentran en el grupo etario de
adultez media (45-60 afos). Con un predominio en mujeres ( 4 aislamientos)
frente a los hombres (3 aislamientos), por lo que indistintamente el sexo no
parece ser un factor influyente al momento de ser colonizados.

Se puede afirmar que junto con la literatura y este estudio, que los factores de
riesgo como son la carga horaria promedio (jornadas completas) y los afios
dedicados a esta actividad, son proporcionales al tiempo de exposicion y de
adquisicion de MRSA nasal.

Hoy en dia estd claro que los porcicultores no son la tinica poblacion en
riesgo de colonizacion de MRSA a nivel nasal, sino también todos
individuos que cumplen un rol en la cadena de produccion de ganado
porcino. (veterinarios, familias, encargados en el matadero) asi también
como sus animales de compaiia.

Si bien el CHROMagar MRSA® es un agar ideal para el crecimiento y
aislamiento de S. aureus resistentes a meticilina, sin embargo se encontrd 2
falsos positivos y 1 falso negativo, con valores de 85.71% y 92.80%, de
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sensibilidad y especificidad respectivamente. Sin embargo, esta prueba posee
una excelente utilidad clinica, debido a que permite el crecimiento de
colonias de MRSA especificas, cumpliendo adecuadamente su rol como
método fenotipico, no obstante siempre se debe complementar la
identificacion bacteriana con los criterios clinicos y genotipicos.

Si bien el test de la coagulasa en 24 horas, es un método cotidiano para la
diferenciacion de S. aureus, en el presente estudio se obtuvo un 82.86% y
81.85% de sensibilidad y especificidad, respectivamente. Si bien, los indices
de verosimilitud para esta prueba fueron de un nivel regular de utilidad, no se
descarta que esta prueba deba realizarse como entrada, para identificacion
bacteriana en sospecha de especie aureus. Solo se debe tomar en cuenta, que
S. aureus no es el Unico productor de esta enzima sino otras especies. Por lo
que siempre se necesitara de otras pruebas fenotipicas y/o genotipicas para la
confirmacion de especie.

La literatura cientifica concuerda con el presente estudio al referirse que S.
aureus de la comunidad, pueden también presentar resistencia en gran escala
a la penicilina (91.4%), como también a macrélidos (37.1%), clindamicina
(31.4%), y ligeramente a trimetoprima-sulfametoxazol (5.7%), siendo estos 3
ultimos los mas usados y recomendados en el tratamiento en infecciones de
partes blandas por MRSA/MSSA de la comunidad. Por lo que se sugiere
tener presente estas frecuencias a la hora de emitir un tratamiento.

No se ha evidenciado resistencia en la comunidad de ningln aislamiento de

S. aureus, frente a vancomicina, linezolid, ni rifampicina.
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e La resistencia ante quinolonas coincide con los estudios encontrados, en
aislamientos de S. aureus, en una frecuencia del 8%.

e La prevalencia de los genes luk s/f, que codifican a la toxina, la leucocidina
Panton-Valentine, fue del 5.21% de los 115 individuos. Dentro de los 35 S.
aureus aislados se encontr6 6 cepas indistintamente entre MRSA (1/6) y
MSSA (5/6). Eso significa que la colonizacion nasal de S. aureus PVL
positivos, en los seres humanos, parece ser baja, y no se relaciona su
presencia con la meticilino resistencia, por lo que no representa un riesgo
amenazador para la transmision entre la comunidad.

e Con la presente tesis, se puede concluir que tanto los métodos fenotipicos y
genotipicos posee margenes de error, y que con el tiempo estos cada vez son
perfeccionados, es por eso que determinar una prueba de referencia tUnica,
seria un proceder erréneo. Al contrario, el uso de todos los métodos descritos
potenciara conjuntamente los resultados emitidos, llegando a wuna

identificacion mas precisa.

6.2. Fortalezas del estudio

La fortaleza epidemioldgica que tiene este estudio es el calculo de la muestra,
pues se maneja un error minimo del 0.05, con adecuada precision y se superod
con el 10% de lo previsto. Afianzando, los resultados estadisticamente mas
solidos.

El calculo de la muestra, se edifico de acuerdo con varios estudios alrededor
del mundo, que mantengan similares objetivos y metodologia, se explica
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detalladamente los autores y las muestras que manejaron, como también
valores aberrantes, que podrian confundir al momento de leer prevalencias.
Mas ain si un estudio en porcicultores y su relacion con la colonizacion de
MRSA nasal, en el Ecuador no se ha llevado a cabo.

El manejar criterios clinicos de inclusion y exclusion para los participantes,
determina de manera mas precisa la poblacién que queremos estudiar, en este
caso el haber seleccionado a cuidadores de ganado porcino excluyendo
contacto con hospitales u otro tipo de riesgo nosocomial dentro de los criterios
de exclusion permite conocer en buena manera en la prevalencia de cepas de
MRSA meramente comunitario.

El proponer variables clinicas que sugieran sospecha de exposicion a la
resistencia a la meticilina, hace que el estudio sea mas dindmico y no
solamente englobado a una prevalencia; sino también al poder establecer el
origen de indices estadisticos generados, por los diferentes factores
ambientales que el cuidador porcicola, pudiera estar expuesto como las horas
diarias dedicadas y la trayectoria laboral, entre otras variables.

En microbiologia, para la identificacion de Staphylococcus aureus se utilizaron
las pruebas convencionales o clasicas que se realizan en forma manual, sino
también por pruebas fenotipicas y genotipicas, todo ello asegura la
identificacion en forma precisa y confiable de los aislamientos de MRSA.
Finalmente, el evaluar la prevalencia de Staphylococcus aureus mediante el
estudio genético recalca que la microbiologia es tan variante como sus

bacterias, la flexibilidad de su tnico cromosoma enrollado permite tantos
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cambios en poco tiempo. Puede que una prueba considerada como Gold
Standard, cambie en corto tiempo lo que nos asegura no se manejen verdades
absolutas. Siempre hay que considerar la flexibilidad e indices de error en las

pruebas diagnostica, como en todo examen de laboratorio clinico.

6.3. Debilidades del estudio.

Una gran barrera al momento de realizar el estudio es el obtener informacion
acerca de las granjas y su ubicacion; muchas de estas se encuentran en zonas
rurales, donde existe desconfianza de ser estudiados. No toda la poblacion
particip6d con plenitud en el proyecto, por temor a conocer los resultados que
puedan afectar a su produccion.

Estudios actuales han sugerido que el hisopado es la mejor via para poder
aislar al S. aureus, se ha demostrado que el vestibulo nasal es una de las zonas
mas propicias, sin embargo se recomienda que al menos en dos lugares con
mayor frecuencia de colonizacion se deban hisopar y no solo por una ocasion;
sino en al menos 3 intervenciones, espaciadas entre semanas y meses. Asi,
muchos definen a S. aureus como transitorios o perennes.

Existen factores de proteccion para romper con las cadenas de transmision,
como son simples métodos de asepsia y antisepsia en los corrales y en el
material usado para el cuidado de ganado. La vestimenta propia para cada
galpon, el uso de antisépticos como al clorhexidina en las manos de los
porcicultores al momento antes de rotar de ambiente, la limpieza previa al

ingreso y salida en cada criadero, la restriccion de visitas. Las visitas fueron
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cortas por lo que esta educacion se implementd de manera breve. Habria que
profundizar este aprendizaje de ruptura de la cadena de transmision en los
trabajadores agricolas.

La investigacion en cerdos tanto a nivel nasal, rectal, perineal y/u orofaringeo,
ha demostrado reforzar el hallazgo de cepas MRSA que no pueden estar
presentas en un solo lugar en el cuerpo del animal. Como también, se ha
sugerido que se debe hisopar las superficies en contacto con los cerdos, para
corroborar la presencia de estas cepas en zonas inertes y asi ser vectores de
transferencia por contacto.

Se ha estudiado adicionalmente que el uso de antibidticos no solo en el
humano sino en los cerdos, pueden generar resistencia antibidtica, el registrar
esos datos enriqueceria a posteriori teorias del origen de la resistencia a la
meticilina, de origen comunitario asociado al ganado.

Se recomienda para un proximo estudio hisopar a las familias de los
cuidadores de ganado porcino, veterinarios, personas externas a las granjas
como comerciantes o personas en los camales (sitios de sacrificio), junto con
otros tipos de animales que puedan coexistir en las granjas como mascotas,
ganado vacuno, bovino y/o aves de corral; para comparar los riesgos de
exposicion y de transmision, aquello concebiria una idea mas amplia de la

difusion del MRSA comunitario.
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6.4. Recomendaciones

En el caso de los cerdos y otros animales, se ha descrito que pueden actuar
como reservorios, junto con los cuidadores que mantienen contacto directo
entre si, veterinarios, comerciantes y por ende con sus familiares. Formandose
una cadena de dispersion del MRSA .Por lo que se necesita més estudios que
valoren la colonizacidn nasal en estas poblaciones sea en animales de granja o
domésticos como en los humanos.

Se ha descrito que para romper esta cadena, existen medidas Optimas para
como son: la higiene de manos, cambio constante de vestimentas diferentes
para cada ambiente, precauciones de contacto como uso de los métodos de
barrera (guantes) y descolonizacion asi como limpieza ambiental y de
superficies. Directrices simples, que han evidenciado la disminucién de la de

colonizacion de MRSA
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FIGURAS

Figura 1. Colonias de Staphylococcus aureus en agar sangre: caracteristica de esta
bacteria, la formacién de colonias doradas. (Imagen tomada del libro, “infecciones
producidas por Staphylococcus aureus”de Albert Pahissa Berga)
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Figura 2. Factores De Virulencia Del S. aureus. (Imagen tomada del articulo,
“Cervantes-Garcia Et Al. Caracteristicas generales del Staphylococcus aureus. 2014;
61(1):28-40.)
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Figura 3. Sitios de Infeccion comunes del Staphylococcus aureus: (Imagen que ha sido
modificada y traducida de la su original que fue tomada del libro de Melles DC. Natural
Population Dynamics and Carriage of Staphylococcus aureus. 2008. Pg. 20).
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Figura 4. Anatomia Interna de las Narinas Anteriores: Diferentes factores que aseguran

Cartilago mayor
de la nariz

Vibrisas
(Pelos Nariz)

Cartilago menor de la nariz

la humidificacion y aclimatacion del ingreso del aire. Lugar propicio de colonizacion para la
adherencia del S. aureus. (Imagen que ha sido modificada y traducida de la su original que
fue tomada del libro de Melles DC. Natural population dynamics and carriage of
Staphylococcus aureus. 2008. Pg. 30)
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Figura 5. Tendencia in crescendo de las tasas de incidencia de MRSA en los ultimos
30 afios. (Imagen que ha sido modificada y traducida de la su original que fue tomada del
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libro de Melles DC. Natural Population Dynamics and Carriage of Staphylococcus aureus.
2008. Pg. 75)
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Figura 6. Mecanismos de resistencia Bacteriana (Imagen modificada y traducida por Sebastian
Rivadeneira, tomada del capitulo de resistencia a antibioticos, del Libro de Mandell, Douglas, and
Bennett's Principles and Practice of Infectious Diseases Edicion 2014)
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Figura 7. Mecanismos de accién para activar el gen mecA y la formacion de PBP-2A.
(Imagen que ha sido modificada y traducida de la su original que fue tomada del libro de

Melles DC. Natural Population Dynamics and Carriage of Staphylococcus aureus. 2008. Pg.
120)
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Figura 8. Mecanismos de accion de los genes codificantes /uk s/f para PVL. Mecanismo de
accion de la Toxina PVL en bajas y altas concentraciones, y sus acciones citotoxicas. (Imagen
Tomada de Zaidi T, Zaidi T etal. Staphylococcus aureus corneal infections: effect of the
Panton-Valentine leukocidin (PVL) and antibody to PVL on virulence and pathology. Invest
Ophthalmol Vis Sci. 2013 Jul. 54(7):4430-8.)



Staphylococcus aureus Enterococcus species

Baciflus subtilis
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Figura 9. La resistencia a la vancomicina. En enterococos resistentes a la vancomicina
(VRE) se puede transmitir activamente por una variedad de bacterias Gram positivas a
través de un plasmido conjugado. El transposén que alberga el complejo de genes vanA,
Tnl546, se realiza por conjugacion. Este plasmido es altamente transmisible a varias
especies de bacterias como la Listeria monocytogenes, Streptococcus sanguis, Streptococcus
lactis, Streptococcus pyogenes ¢ incluso a Staphylococcus aureus.
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Figura 10. Procedimiento adecuado de hisopado nasal anterior, protocolizado por la

CDC. (Figura tomada del Manual de procedimientos Médicos del Centro de prevencion de
enfermedades de los Estados Unidos)
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Prevalencia de los diferentes microorganismos identificados.
Figura 13. Distribucion de crecimiento bacteriano. Frecuencias de los diferentes tipos
de Staphylococcus encontrados, identificados por Vitek2®. En las muestras provenientes de
los 115 hisopados nasales.

= Resistente
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N=35

Figura 14. Frecuencias de crecimiento en CHROMOagar MRSA® como prueba
fenotipica, evidenciando la sensibilidad y resistencia a la meticilina, en las cepas de
S.aureus aisladas, provenientes de los hisopados nasales de cuidadores de ganado porcino,
en la provincia de Pichincha, 2014.
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Figura 15. Prevalencia de S.aureus resistente a meticilina, identificados por Vitek2®.
En cuidadores en contacto continuo de ganado porcino, sin factores de riesgo nosocomial,
en la provincia de pichincha, 2014. (N=115)
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Figura 17. Distribucion de S. aureus meticilino sensibles y resistentes, divididos por
grupo etario y sexo. Muestras provenientes de hisopados nasales en cuidadores en contacto
continuo de ganado porcino, provincia de Pichincha, 2014.
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Figura 18. Distribuciéon genética de la presencia de nuc, meca y luk s/f codifican PVL,
en los S. aureus aislados de acuerdo a su patron de meticilino sensibilidad y resistencia.
Muestras provenientes de hisopados nasales en cuidadores en contacto continuo de ganado
porcino, provincia de Pichincha, 2014.
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Figura 19. Distribucion de aislamientos de S. aureus, en relacion a la carga horaria
promedio diaria, dedicada por los cuidadores al contacto continuo de ganado porcino,
agrupados por sexo y perfil de resistencia a la meticilina. Provincia de Pichincha, 2014.
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Figura 20. Distribucion de aislamientos de S. aureus, en relacion a los afios laborales
dedicados, al cuidado continuo en los porcicultores, agrupados por sexo y perfil de
resistencia a la meticilina. Provincia de Pichincha, 2014.
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u Prueba de Coagulasa (24 horas) positiva H Prueba de Coagulasa (24 horas) negativa

S. AUREUS OTRAS ESPECIES
IDENTIFICACION VITEK®

Figura 21. Comparacion de resultados fenotipicos obtenidos de la prueba de
coagulasa en 24 horas versus identificacion por Vitek2®, para la especie S. aureus, en
la muestra obtenida en cuidadores al contacto continuo de ganado porcino sin criterios
nosocomiales. Provincia de Pichincha, 2014.
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u Crecimiento en CHROMagar® MRSA positiva B Crecimiento en CHROMagar® MRSA negativa

MRSA MSSA
IDENTIFICACION VITEK®

Figura 22. Comparacion de resultados fenotipicos obtenidos del crecimiento en agar
solido colorimétrico (CHROMagar MRSA®) vs. Identificacion por el perfil de
resistencia en Vitek2®, en los S. aureus aislados, en la muestra obtenida en cuidadores
al contacto continuo. Provincia de Pichincha, 2014.
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Figura 23. Comparacion de resultados Presencia del gen mecA por PCR multiplex
versus identificacion por Vitek2®, en MRSA aislados, de la muestra obtenida en

cuidadores al contacto continuo de ganado porcino, sin criterios nosocomiales.
Provincia de Pichincha, 2014.
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B Gen nuc positiva B Gen nuc negativa

S. AUREUS OTRAS ESPECIES
IDENTIFICACION VITEK®

Figura 24. Comparacion de resultados genéticos, del PCR Multiplex que detecta gen
nuc en S. aureus versus identificacion bacteriana por Vitek2®, en la muestra obtenida

en cuidadores al contacto continuo de ganado porcino, sin criterios nosocomiales.
Provincia de Pichincha, 2014.
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Figura 25. Representacion del modelo de transmision de MRSA en las granjas de
cerdos en la comunidad. La exposicion a los cerdos (circulo gris). Entre estas poblaciones,
dos involucran mascotas (perros y/o gatos) (CA: animales de compaiiia, FCA: los
animales de compaiiia en la granja de cerdos). Las seis poblaciones restantes involucran
los seres humanos con exposicion CA-MRSA (F: Los cuidadores de la granja de cerdos,
VP: Veterinarios porcicolas, T: Transportadores, SHW: Trabajadores del matadero
V: veterinarios mascotas, GH: la poblacion humana en general — familiares de toda
esta red laboral). Flechas continuas representan los contactos entre individuos de
diferentes poblaciones. Flechas discontinuas representan la exposicion directa a los cerdos.
(Tomado y modificado por Sebastian Rivadeneira del articulo de: Porphyre T, Giotis ES,
Lloyd DH, Stirk KDC. A metapopulation model to assess the capacity of spread of
meticillin-resistant Staphylococcus aureus ST398 in humans.)
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TABLAS

Tabla 2. Taxonomia de las especies del Staphylococcus. Las Diversas Especies del Género
Staphylococcus. (Tabla traducida y modificada del capitulo referente a Especies de
Sthaphylococcus, de Gillaspy AF, Iandolo J. Staphylococcus. Encyclopedia of Food
Microbiology. 2009. p. 293-303.)

Especies de Staphylococcus reconocidos en la

actualidad.

S, arletiae
S auricularis
S. caprae

S. caseolyticus

S. cohnii

S. delphini

S. equorum

S. fleureftii

S. haemoyticus
S. hyicus

S. kloosii

S. lugdunensis
S. muscae

S. pasteuri

S. piscifermentans
S. pulvereri

S. saprophyticus
S. sciuri

S. simulans

S. vitulinus

S. xylosus

S. aureus

S. capitis

S. carnosus

S. chromogenes
S. condimenti

S. epidermidis

S. felis

S. gallinarum

S. hominis

S. infermedius

S. lentus

S. lutrae

S. nepalensis

S. pettenkoferi

S. pseudinfermedius
S. saccharolyticus
S. schleiferi

S. simiae

S. succinus

S. warneri
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Tabla 3. Ubicacion por las parroquias productoras de Ganado porcino en la Provincia
de Pichincha, junto con la distribucién del crecimiento bacteriano. Recuento por cepas
encontradas de los diferentes Staphylococcus.

UBICACION GEOGRAFICA
Aloag | Yaruqui | Checa |C0togch0 | Guamani |Machachi| Pintag |Sangolgu1' Tambillo | Tumbaco
FRECUENCIAS
S. aureus 2 1 2 3 9 12 4 8
s ] S. lugdunensis 1 1 1 3
'g 2 S. sciuri 2 1 1
b1 T; S. vitulinus 1 1 1
R =
-3 : S. warneri 1
g = S.lentus 1 1
e .§ S. caprae 1
o =
2 S. epidermidis 1
(=]
= o
Staphylococcus sp. 1 1 1

Tabla 4. Frecuencias de las cepas identificados por VITEK®, divididas por su
sensibilidad y resistencia a la meticilina en los distintos sitios de produccion de ganado
porcino. Provincia de Pichincha, 2014.

Oxacilina
Sensible Resistente
N % N %
Aloag 0 0.00% 0 0.00%
Yaruqui 0 0.00%
Checa 1 2.86% 0 0.00%
Cotogchoa 2 5.71% 0 0.00%
UBICACION Guamani 0 0.00% 3 8.57%
GEOGRAFICA Machachi 0 0.00% 0 0.00%
Pintag 8 22.86%
Sangolqui 7 20.00%
Tambillo 4 11.43% 0 0.00%
Tumbaco 6 17.14%
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Tabla 4. Contaje diferenciado, por carga horaria (exposicion) entre los aislamientos de
S. aureus meticilino sensible y resistente.

S. aureus | S. aureus
meticilino meticilino
resistente sensible
JORNADA COMPLETA 4 (a) 8 (b) 12 (a+b)
MEDIA JORNADA 3(c) 20 (d) 23 (c+d)
7 28 35

*Realizado por Sebastian Rivadeneira Rojas.

Tabla 5. Contaje diferenciado, por afios laborales dedicado a la porcicultura

(Exposicion) entre los aislamientos de S. aureus meticilino sensible y resistente.

S. aureus | S. aureus
meticilino meticilino
resistente sensible
LARGA TRAYECTORIA |5 (a) 7 (b) 12 (a+b)
CORTA TRAYECTORIA |2 (¢ 21 (d) 23 (c+d)
7 28 35

*Realizado por Sebastian Rivadeneira Rojas.
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Tabla 6. Contaje diferenciado, por resultados de coagulasa vs. Vitek2®, en S. aureus
aislados, como prueba fenotipica inicial aplicada a la totalidad de la muestra.

S. aureus Otras Especies
Coagulasa positiva 29 (a) 15 (b) 44 (a+b)
Coagulasa negativa 6 (c) 65 (d) 71 (ct+d)
35 80 115

*Realizado por Sebastian Rivadeneira Rojas.

Tabla 7. Contaje diferenciado, por resultados de coagulasa vs. Vitek2®, en S. aureus
aislados, como prueba fenotipica inicial aplicada a la totalidad de la muestra.

S. aureus | S. aureus

meticilino meticilino

resisitente sensible
Crecimiento en CHROMagar MRSA® | 6 (a) 2 (b) 8 (atb)
(Colonias rosa malva). Presente
Sin  Crecimiento en CHROMagar | 1 (c) 26 (d) 27 (c+d)
MRSA® (Colonias rosa malva). Ausente

7 28 35

*Realizado por Sebastian Rivadeneira Rojas.
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Tabla 8. Contaje diferenciado, por presencia de gen mecA identificado por PCR
Mulitplex vs. Perfiles de resistencia emitidos por Vitek2®, comparando la prueba
genotipica para determinar la meticilino resistencia.

S. aureus | S. aureus
meticilino meticilino
resisitente sensible
Presencia de gen mecA 5 (a) 2 (b) 7 (atb)
Ausencia del gen mecA 2 (c) 26 (d) 28 (c+d)
7 28 35

*Realizado por Sebastian Rivadeneira Rojas.

Tabla 9. Contaje diferenciado, por presencia de gen nuc identificado por PCR
Mulitplex vs. Identificacion bacteriana determinada por Vitek2®, como prueba

genotipica para determinar la especie.

S. aureus | S. aureus
meticilino meticilino
resisitente sensible
Presencia de gen nuc 34 (a) 9 (b) 43 (atb)
Ausencia del gen nuc 1(c) 24 (d) 25 (ctd)
35 33 68

*Realizado por Sebastian Rivadeneira Rojas.
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ANEXOS

GLOSARIO

Agar Cromogénico

Medio de cultivo que marca un color y textura ante el crecimiento de colonias
especificas.

Agar CHROMagar
MRSA®

Medio de cultivo que ante el crecimiento de colonias de Staphylococcus
aureus meticilino resisitente, otorga un color rosa malva. Periodo de
incubacion es de 48 hora promedio.

Agar manitol-salado

(Siglas en Inglés:MSA), Medio de cultivo que permite el crecimiento de
microorganismos afines al cloruro de sodio (NaCl 7.5%-10%), Haciéndolo
selectivo para Staphylococcus. Se tornan colonias amarillas-doradas si son
coagulasa positivos y rojos si son coagulasa negativos.

Fenotipo Rasgo morfologico o caracteristica fisica observable de un organismo
(Proviene de filamento - fibra)Es un polimero de fibrindgeno, que constituye
Fibrina una malla protéica insoluble, que forma un tapoén hemostésico.
Es una glicoproteina que constituye el factor I de la coagulacion, escencial
para la formacion del coagulo. Se encuentra en los granulos de alfa de las
Fibrinégeno plaquetas. Precurso de la fibrina.
Conjunto de genes/material génetico que posee un organismo, que determina
Genotipo los caracteres morfologicos (fenotipo).
Hemolisina Citotoxina que lisa eritrocitos.
Hemolisis Destruccion de eritrocitos
Leucocidina Citotoxina que lisa leucocitos.
Antibidtico betalactamico, inhibe la sintesis de la pared celular y de enlaces
entrecruzados de peptidoglicano de las bacterias gram positivas. Espectro
meticilina idéntico a la oxacilina.
Nose Picking Hurgarse la nariz
Antibidtico betalactamico, inhibe la sintesis de la pared celular y de enlaces
entrecruzados de peptidoglicano de las bacterias gram positivas. Espectro
Oxacilina idéntico a la meticilina.
Es la transmicién de una enfermedad que proviene de un animal a un ser
Zoonosis humano
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Identificacion fenotipica
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CHROMagar MRSA® - Colonias rosa malva.
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PCR Multiplex — Analisis Genotipico

PESO
MOLECULAR

2000pb

1650 pb
Genes luk s/f codifican a la Leucocidina Panton-

1000 pb Valentine (1410 pb)

850 pb

650 pb

500pb

400b Gen mecA otorga la meticilo resistencia (530 pb)
300pb

Gen nuc especifico para Staphylococcus aureus (210
pb)

200pb

100 pb
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Pontificia Universidad Catolica del Ecuador
Facultad de Medicina

Consentimiento Informado

Titulo de Investigacion: Prevalencia de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina,
aislados en trabajadores de granjas porcinas, de la provincia de Pichincha, 2014.

Se le pide a usted, participar en un estudio de investigacion. Este formulario de consentimiento, donde
describe los procedimientos del estudio, los riesgos y los beneficios de la participacion, en la realizacion
del HISOPADO NASAL JUNTO CON OBTENCION DE INFORMACION SOBRE SU
ACTIVIDAD CON EL CUIDADO CON LOS CERDOS, el mismo que no tiene ningiin costo alguno.
Este proceso de informarle y de requerirle su permiso, se conoce como CONSENTIMIENTO
INFORMADO. Si usted decide participar en este estudio, se le pedira que firme este formulario al final
de haber comprendido y tras haber aclarado todas sus dudas.

POR QUE SE HACE ESTE ESTUDIO?

El proposito de este estudio es investigar qué tipo de bacterias tiene en sus FOSAS NASALES. Se sabe
que bacterias normales viven en nuestra nariz pero hay otro tipo de bacterias que las personas que estan
en contacto con ganado porcino, son mas susceptibles de contagio y son aquellas que poseen cierta
resistencia a antibidticos (medicinas). Uno de los objetivos con este hisopado, es encontrar el mecanismo
de como desarrollan estas bacterias y causan resistencia a ciertos antibidticos.

;COMO ES EL PROCEDIMIENTO?

El Material principal es un HISOPO NASAL, que es un recolector de moco nasal, tipo palillos de
plastico, flexibles, que tienen el aspecto similar a un cotonete, se movera dentro de su nariz, en cada uno
de sus orificios nasales, verticalmente, sin causar ningun dafio, ni sangrado, ni dolor. El procedimiento
dura aproximadamente 20 segundos en cada fosa nasal. Posterior a la toma, serd guardada en un medio de
transporte especial, y sera analizada en un laboratorio para identificar la bacteria.

PASOS:
e Se procede al abrir el estuche que contiene el hisopo (Cotonete).

e Introducir en una narina, aproximadamente 2 a 3 cm y rotelo frotando suavemente las paredes de cada
orificio nasal, repetir procedimiento en ambas fosas nasales.

e Posterior, se finaliza introduciendo el hisopo en el tubo conteniendo el medio de transporte. EI mismo que
es rotulado con su nombre y sera analizado, para buscar las bacterias que le hemos explicado.

:QUE ESTA INVOLUCRADO EN EL ESTUDIO?

La informacion personal que se recoge de usted como la edad, el sexo, y detalles laborales como las horas
diarias y los afios que ha dedicado al cuidado porcino. Nos ayudaran a orientarnos en la frecuencia que
dedica usted a esta labor. TAL INFORMACION SERA CONFIDENCIAL Y ANONIMA. Esta
informacion sera guardada en una base de datos privada, Nadie tendra acceso a ella, unicamente el autor
de esta investigacion.
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CUALES SON LOS RIESGOS DEL ESTUDIO?
No hay riesgos de salud para la participacion en este estudio.
(CUALES SON LOS COSTOS? R —

No tiene ningln costo este examen en este estudio de investigacion. Como también no se le pagara por
participar.

.QUE PASA CON LA PRIVACIDAD?

Los registros del estudio que le identifican seran personales. Toda la informacion obtenida y muestras de
laboratorio (hisopado nasal) generados seran estrictamente privadas y se almacena en un ordenador
protegido por contraseiia y s6lo puede acceder el autor de la investigacion.

CUALES SON MIS DERECHOS COMO PARTICIPANTE?

La participacion en este estudio es voluntaria. Si usted decide no participar en este estudio, no hay
ninguna replica laboral, ni médica ni represion social alguna. En el caso de ser afirmativo, se le dard una
copia firmada de este documento. Este documento forma de un consentimiento que no tiene una fecha de
caducidad.

(CUAL ES EL BENEFICIO?

Usted posterior a su participacion voluntaria, y tras la obtencion de la muestra de su nariz, siendo estos
pasos requisito para procesar e identificar al Staphylococcus aureus, Seran comunicados via telefonica
sus resultados, en los casos positivos, se procedera a realizar un seguimiento en su entorno familiar y
laboral.
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Para mayor informacion, puede comunicarse al Autor de la investigacion, el mismo que respondera
cualquier duda.

Sebastian Rivadeneira Rojas
Estudiante de la Facultad de Medicina- Pontificia Universidad Cato6lica del Ecuador.
0999745142 - Movistar



CONSENTIMIENTO
PARTICIPANTE

%“Eﬂﬁ' s 'ms““’o%
El proyecto de investigacion y la obtencion de informacion han sido explicados, de las manera que usted
decida voluntariamente su participacion. Los procedimientos experimentales en este caso el Hisopado
Nasal, es seguro, sin potencial de generar ningin dafo.

He entendido, que no tiene ninguin costo alguno realizarse como también no recibiré remuneracion a
cambio. Voy a recibir una copia de la informacion de este formulario de consentimiento donde se detalla
los propositos del estudio, los mismos que me han explicado con claridad y he tenido oportunidad de
realizar preguntas, las mismas que estan claras.

Adicionalmente, estoy de acuerdo en participar voluntariamente en este estudio. Que tiene como Titulo de
Investigacion:

Prevalencia de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, aislados en trabajadores de granjas

porcinas, de la provincia de Pichincha, 2014.

Mi participacion es libre, desinteresada y no tengo que firmar este formulario si no quiero ser parte de
este estudio de investigacion. Pero si deseo participar, he informado datos de filiacion, y detalles breves
sobre mi actividad laboral (Afos que le he dedicado a esta actividad, horas promedio al dia) relacionada
al cuidado de ganado porcino. Para que se me pueda contactar e informar los resultados he dado mis
numeros de contacto. Al firmar estoy consciente de lo antedicho.

Para mayores de edad:
Firma del Participante o huella dactilar:
Fecha: Hora: AM /PM

Para menores de edad:
Representante legal:
Nombre: Parentesco:

Firma de Representante o huella dactilar:
Fecha: Hora: AM /PM
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RECOLECCION DE DATOS R
Edad: afos Sexo: M F
¢ Ocupacion:
¢ Afios dedicados a la actividad porcicola: afios
e Horas diarias promedio dedicadas a la actividad porcicola: horas/dia.
e ;Usted alguna vez ha sido hospitalizado méas de 3 dias? SI NO
¢ ;Ha tomado antibioticos en los tltimos 2 meses? SINO
NUMERO DE HISOPADO:
LABORATORIO
Variable Indicador Escala
Definicion operacional
Aislamient Crecimiento de bacteria en estudio. 1. Si
0 por Agar Manitol Salado 2. No
cultivo de
S. aureus Crecimiento de bacteria en estudio. 1. Si
CHROMagar MRSA® 2. No
Vitek2® 3. Si
Identificacion de especie de 4. No
Staphilococcus aureus
Meticilino Perfil de resistencia por Vitek2® 1. Si
Resistencia Meticilino resistencia 2. No
Comprobacion genética 1. Positivo
1. Nuc 2. Negativo
2. mecA 1. Positivo
2. Negativo
3. PVL 1. Positivo
2. Negativo
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