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RESUMEN

En los Ultimos afios se ha descrito la cepa SARMI8TGue ha sido identificado en animales, espeeiatenen
cerdos y cuya transmisién a los seres humanoegassicion directa o por contaminacion del medibiante ha
sido demostrada. El objetivo del estudio ha siderdanar la prevalencia y caracteristicas fenaipiz moleculares
de aislados de SARM procedentes del Cerdo Negnari@a especie autdctona de las Islas Canarias.

La prevalencia de SARM en las muestras procedetgeSerdo Negro Canario es elevada (62%). Todos los
aislados correspondieron a la cepa ST398. Nuestsgltados indican que los cerdos negros represaenta
reservorio importante para la transmision de SARMY, o que es necesario la aplicacion de medidegeptivas
para tratar de impedir la colonizacion de SARMa@nttabajadores expuestos.

Un numero importante de aislados presentaron efevadltirresistencia a los antibidticos gentamicina,
tobramicina, cotrimoxazol y clindamicina, por loeges preciso un mayor control del consumo de &titios de los
cerdos en las granjas, con la finalidad de ewitaeleccién y difusién de microorganismos resistent

Palabras Clave Staphylococcus aureusistente a la meticilina, SARM, ST398, cerdoraecanario, salud
publica, multirresistencia.

SUMMARY

In the last years there has been described than S#RSA ST398, which has been identified in animals
especially in pigs and whose transmission to thradruafter direct exhibition or by environment ptiln has been
demonstrated. The aim of the study has been tardigte the prevalence and phenotypic characterigtios
molecular of isolated of MRSA proceeding from thacd canary pig, autochthonous species of the Gdskmnds.

MRSA prevalence in the samples proceeding from Koleanary pig is raised (62 %). All the isolated
corresponded to the strain ST398. Our results atdithat the black pigs, represents an importasgrveir for
MRSA transmission, for what there is necessaryaghglication of preventive measures to try to préwdRSA
settling in the exposed workers.

An important number of isolated presented high imadistance to the antibiotics gentamicin, tobramyc
cotrimoxazole and clindamycin, for what there isgise a major control of the consumption of antibgby pigs in
the farms, with the purpose of avoiding the sebectind diffusion of resistant microorganisms.

Key words: Methicillin-resistant Staphylococcus aureudMRSA, ST398, Black canary pig, Health public,
multiresistance

ISSN 1579-1734. Dep6sito legal GR-222/2002.



R.ABREU, A. MORCILLO, J.C. GONZALEZ, et al.

753

Staphylococcus aureussistente a meticilina aislados de cerdo negrar@an

Hig. Sanid. Ambientl1: 752-758 (2011)

INTRODUCCION

Staphylococcus aureuss un patégeno versatil que
normalmente coloniza areas como las fosas nasales
de los seres humanos y animales saludables. Se
asocia con una variedad de manifestaciones cligicas
es causa importante de infeccion nosocomia$.
aureusresistente a la meticilina (SARM), que fue
inicialmente un patégeno nosocomial, en los Gl§mo
afios ha surgido en la comunidad entre personas sin
contacto previo hospitalario. Mas recientemente, s
ha descrito un clon especifico, el ST398, que Ha si
identificado en animales, especialmente en cerglos,
cuya transmisién a humanos, después de exposicidn
directa o por contaminaciéon del medio ambiente,
puede representar un problema importante de salud
publica (Voss et al., 2005; Wulf et al., 2008).

En Holanda, Voss et al. (2005) demostraron por
primera vez la transmision de SARM entre cerdos,
granjeros y miembros de su familia, y entre una
enfermera que vivia cerca de una granja porcina y u
paciente en el Hospital. En todos los casos la cepa
aislada fue SARM ST398.

Un reciente estudio de Schijffelen et al. (2010),
analiza el genoma de una cepa de ST398, SCCmec
Tipo V, aislado en un caso de endocarditis humana e
un hospital holandés. Los autores indican que arpes
de que hasta ahora aislamientos de SARM ST398 no
han causado enfermedad invasiva frecuentes en el se
humano, puede ser debido a la ausencia de varios
factores de virulencia comunes en otras cepas de
SARM. Sin embargo, la cepa ST398 presenta una alta
capacidad para adquirir elementos moviles, lo que
puede llevar a la rapida adquisicion de los fastore
que contribuyen a la virulencia en las infecciones
humanas.

En Canarias, existe una raza porcina autéctona
denominada Cerdo Negro Canario, y aunque su
origen sigue siendo controvertido, hoy en dia se
considera descendiente del tronco mediterraneo, lo
cual le confiere a esta raza una importancia geméti
indudable, estando incluida desde 1997 en el
Catalogo Oficial de las Razas Ganaderas de Espafia
como de proteccién especial.

En nuestro estudio hemos determinado
prevalencia, caracteristicas fenotipicas y geruatpi
de Staphylococcus aureuseticilina resistente en el
Cerdo Negro Canario.

la

MATERIAL Y METODOS

Todas las muestras nasales de los cerdos se
recogieron en una misma granja, donde las con-
diciones de crianza y alimentacion de los animales
son mejores que en la mayoria de las instalacidees
granjas del sector porcino en la isla, ya queata tte
una especie autdctona protegida por estar en peligr
de extincién. Durante el periodo de marzo a mayo de
2011 se tomaron muestras nasales correspondientes a

100 cerdos. En todos los casos la toma fue realizad
por personal veterinario experto. Para el estudio
hemos dividido los cerdos en tres grupos de edad:
lactantes (de 15 dias a 1 mes), destetados (3 a 5
meses) y cerdas de cria entre 1 a 4 afios.

Aislamiento e identificacién de la bacteria

Las muestras nasales fueron recogidas mediante
una torunda con medio de conservacién AmiesRayon
(Deltalalf’) e incubadas en Caldo Corazén-Cerebro al
7% de Cloruro de sodio (NaCl) durante 18-48 h a
37°C. Posteriormente, se sembraron 10 ul del caldo
en un medio de cultivo cromogénico MRSA-ID
(bioMerieuX), se incubaron en condiciones aerébi-
cas a 37°C durante 24-48 h, donde la identificacio
directa de cepas de SARM esta basada en la colora-
cion espontanea verde de las colonias productaras d
a-glucosidasa en presencia del antibidtico cefoitin
A estas colonias sospechosas de SARM se les realizo
diferentes ensayos: tincion de Gram, test de catala
y test de coagulasa (Slidex®Staph Plus, bioMé-
rieux®). La resistencia a la meticilina se confirmé
mediante la deteccién de la proteina de unién a la
penicilina 2 (Penicillin Binding Protein o PBP2),
mediante el test de aglutinaciéon en latex (MRSA-
screen; DenkaSeikenCoTM, Japan).

La identificacion definitiva de la especie y su
estudio antimicrobiano se realiz6 mediante el emuip
automatizado VITER 2 (bioMerieuX). La cepaS.
aureus ATCC 29213e us6 como cepa referencia.
Todas las muestras se almacenaron a -80°C para
posteriores estudios.

Estudio de la resistencia antimicrobiana

Para realizar el estudio de resistencia antimicro-
biana trabajamos con cultivos puros y frescos {colo
nias de menos de 24 horas) cultivados en agar
Columbia méas sangre de cordero al 5% (AQaxS
bioMérieux) durante 24 horas a 37°C. El in6culo se
preparaba a partir de 4 o 5 colonia y ajustandd@lda
a 0.6 de turbidez en la escala de Mac Farland. &lara
estudio de la resistencia antimicrobiana de isla-a
mientos obtenidos, utilizamos las tarjetas AST-P588
gue son utilizadas como test para la determinad#on
la sensibilidadin vitro y son especificas para el
sistema automatizaddlTEK 2 (bioMérieux). EIVI-
TEK 2 permite detectar de manera rapida y automa-
tizada la resistencia a meticilina con cefoxitina a
concentracién de 6 mg/L, la sensibilidad a pemiaili
oxacilina, eritromicina, clindamicina, quinuprisain
dalfopristina, gentamicina, tobramicina, ciproflexa
cino, levofloxacino, tetraciclina, éacido fusidico,
cotrimoxazol, rifampicina, tigeciclina, fosfomicina
linezolid, vancomicina, teicoplanina y mupirocina.
Los datos de resistencia se obtuvieron a través del
programa informatico bioLIAISON (bioMeriéux).
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Como cepas de referencia se util&6aureusATCC
29213.

Tipado molecular

Electroforesis en Gel de Campos Pulsantes (PFGE)
Los aislamientos de SARM fueron analizados
por PFGE, segun el protocolo empleado por
Montesinos et al., 2002. Este método consta de tres
fases: La fase de extraccion, en la que el DNA
cromosOomico fue embebido en bloques de agarosa

Edad N° de N° de % de

muestras muestras positividad
positivas

15 dias a 1 mes 62 37 59.7

(lactantes)

3 a5 meses 22 17 77.3

(destetados)

1 a 4 afios 16 8 50.0

(cerdas de cria)

TOTAL 100 62 62.0

Tabla 1. Prevalencia de SARM en muestras
nasales de cerdos negros segun grupos de edad.

Antibiético % de
resistencia
Bencilpenicilina 100,0
Oxacilina 100,0
Gentamicina 88,7
Tobramicina 88,7
Levofloxacino 0,0
Eritromicina 8,7
Clindamicina 87,1
Linezolid 0,0
Vancomicina 0,0
Teicoplanina 0,0
Tigeciclina 0,0
Fosfomicina 1,3
Nitrofurantoina 3,2
Acido fusidico 0,0
Trimetoprima/sulfametoxazol 85,5
Rifampicina 0,0
Quinupristina/Dalfopristina 0,0
Mupirocina 0,0

Tabla 2. Resistencia de las cepas de SARM a los
antibioticos estudiados.

en los que se llevara a cabo la lisis; la fase de
restriccién, donde se utilizé la enzima de coftpa

I; y la electroforesis, mediante la cual los fragios

de DNA se separaron en geles de agarosa con un
CHEF Mapper XA sistema (Bio-Rad Laboratories).
Los geles fueron teflidos con bromuro de etidio y
fotografiados bajo iluminacién UV.

Cassete cromosomico estafilococico mec (SCCmec)
La tipificacion del SCCmec (staphylococcal
chromosome cassette mec), se realiz6 por PCR
multiplex, técnica que consta de tres partes:
extraccion del DNA, amplificacion del DNA vy
estudio de los fragmentos de DNA amplificados,

separados mediante una electroforesis.

Gen me&

La presencia del game® en el subtipo obtenido
en PFGE, se determind mediante PCR siguiendo el
protocolo de Murakami et al., 1991, empleando para
ello una PCR a Tiempo Real (Multicolor Real Time
iIQTM, SYBR Green Supermix, BioRadTM).

Multi Locus SequenceTyping (MLST)

Los aislamientos se analizaron por MLST, téc-
nica desarrollada por Enright y Spratt en 1998 - (En
right, 1999), siguiendo el protocolo de Enrightabt
2000. El perfil alélico y la Secuencia Tipo (Seque
ceType o ST) se asignd de acuerdo con la base de
datos de MLST d&. aureughttp://www.mlst.net).

RESULTADOS

El porcentaje de muestras positivas para el total
de 100 Cerdos Negros Canarios estudiados fue del
62,0%. La distribucion del total de muestras positi
vas, segun los distintos grupos de edad de lo®serd
se observa en la Tabla 1. La mayor prevalencia de
SARM se encuentra en los cerdos destetados (3 a 5
meses), seguido de los lactantes y cerdas dertréa e
1 a 4 afos.

En la Tabla 2 se muestra la resistencia de los
aislados de SARM a los distintos antibidticos
ensayados, donde ademas de los beta-lactamicos,
podemos observar una elevada resistencia a los
aminoglucésidos: gentamicina y tobramicina, a la
clindamicina y al cotrimoxazol.

En la Figura 1 (PFGE), podemos ver el patron de
corte que presentan las muestras analizadas; en los
carriles 1,8 y 15: se deposita marcador de peso
molecular (Lambda Ladder PFGE Marker, New
England Biolabs, 1zasa); en los carriles 2-7 y 9-14
las muestras nasales de Cerdo Negro Canario a
estudiar.

DISCUSION

Los resultados de nuestro estudio indican que los
cerdos negros estudiados estan frecuentemente
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colonizados por SARM, y concretamente por la cepa
ST398. En Europa, Canada, USA vy algunos paises
de Asia, y debido a la gran preocupacion desde el
sector sanitario y veterinario, para la deteccion y
control de este reservorio de SARM, se han
publicado en los dltimos afios diversos estudios. E
la tabla 3 se muestra la prevalencia de colonipacio
de cerdos por SARM obtenida en los distintos
estudios, el pais de realizacién del mismo y ekgun
de muestreo de los animales. Se observa una gran
diversidad de prevalencias que oscilan desde el 80%
obtenido por Huijsdens et al. (2006) en cerdos de
granjas de Holanda a estudios que no lo detectan,
como el realizado por Horgan et al. (2010) en tt&an

Todos los aislados de nuestro estudio pertenecen a
un mismo clon, el ST398, que es el que mayoritaria-
mente se asocia al ganado y en especial a la cabafia
porcina y la referida por la mayoria de los autores
consultados en sus estudios (Voss et al. 2005;
Huijsdens et. al, 2006; de Neeling et al. 2007; fWul
Voss, 2008a; Van Belkum et al., 2008; Van
Duijekeren et al. 2008; Lewis et al. 2008; Smitlalet
2009; van den Broek et al., 2009; Huber et al. 0201

Sin embargo, se han identificado otros clones de
SARM procedentes de cerdos en diversos paises.
Armand-Lefevre et al. (2005) en un estudio realizad
en Francia encontraron, una gran diversidad descepa
de SARM, identificando los clones ST433, ST9,

2 3 4 5

67 8 9 10 11

Figural. Gel de electroforesis en campos pulsantes.

1213

Figura 2. Gel de electroforesis SCCmec.

ST97, ademas del ST398. Khanna et al. (2008), en un
estudio realizado en Canada encontraron el ST398 y
el ST5/USA100. Battisti et al. (2010) en Italia,- en
contraron las cepas ST398, ST9, ST97. En Asia,
existe un gran predominio
de la cepa ST9 (Guardabassi
et al. 2009; Cui et al. 2009).

En la caracterizacion ge-
notipica mediante electrofo-
resis en campo pulsantes
(PFGE), al realizar el ana-
lisis de las imagenes obteni-
das se evidencia el aisla-
miento de un mismo pulso-
tipo. El estudio del genotipo
segun los patrones obteni-
dos y posterior secuencia-
cion de los mismos y, ba-
sandonos en los criterios de
Tenover, indicd que todas
las cepas de los SARM ais-
lados pertenecen a un mis-
mo clon, la cepa porcina
ST398.

En todas las cepas obte-
nidas de SARM se docu-
mento la presencia del gen
MecA.

En la Figura 2, estudio
de SCCmec, los carriles 1y
2 muestran las cepas control
con los tipos de cassette de
resistencia IV y V, y los
carriles 3 al 7 muestran las
muestras a estudiar.

14 15
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En la tipificacion del SCCmec (Staphylococcal
chromosome cassette mec), al estudiar el cassette
cromosomico estafilococico de las cepas de SARM
ST398 se obtuvo que el 100 % de las cepas presentan
el SCCmedipo IV.

En Espafia, Gbmez-Sanz et al. (2010) en Logrofio,
encontraron en un estudio realizado en cerdosdde di
tintos grupos de edad, recogidas en 2 matadertzs de
Rioja, las cepas ST398 (en mayor proporcion) y
ST1379.

Morcillo et al. (2010), realizaron un estudio de |
prevalencia de SARM en cerdos de diferente raza en
dos grupos de edad, lechones (hasta 2 meses) y de
cebo (mas de 3 meses) provenientes de distintas
granjas de Tenerife con cria intensiva y cuyas
muestras nasales fueron recogidas en el Matadero
Insular de Tenerife, obteniendo una prevalencia de
90% del total de cerdos y del 100% en los lechones

superior a la obtenida en nuestro estudio en cerdo
negro canario. Smith et al. (2009) encontraron una
tendencia de descenso significativo de la previaenc
de este microorganismo a medida que aumenta la
edad de los animales, siendo los cerdos de 15
semanas 0 menos, los méas colonizados en
comparacion con los adultos (OR: 2.17, 95% I1.C.).
En este mismo sentido, en Espafia, Gdmez-Sanz et al.
(2010) que distinguen entre cerdos de cebo (53
muestras) y lechones (53 muestras) obtuvieron
prevalencias del 21 y 49% respectivamente,
indicando, como conclusion de su estudio, que es
importante considerar la edad de los animales a la
hora de disefiar y comparar los estudios, ya que
existen diferencias de colonizaciéon segun grupos de
edad. Sin embargo, en Canada Khanna et al. (2008)
estudiaron cerdos de tres grupos de edad y no en-
contraron diferencias entre lechones lactantes%20
de positividad), desteta-
dos (28 % de positivi-

Referencia Pais N° | Prevalencia Punto de dad) y cerdos de cebo
muestreo (26% de positividad).

Huijsdens et al. (2006) Holanda 10 80% Granja Los aislados de
SARM de este estudio
De Neeling etal. (2007) Holanda 540 39% Matadero presentan resistencias
elevadas a diversos

Guardabassi et al. (2007)  Dinamarca 100 10% Granja antimicrobianos. Exis-
ten diversos estudios

Khanna et al. (2008) Canada 285 25% Granja que mc]u_yen datos .de
susceptibilidad a dis-

_ , : tintos antibioticos de las

Van Duijkeren et al. (2008] Holanda 310 11% Granja cepas de SARM ais-
lados de cerdos. Asi, el

Meemken et al. (2008) Alemania 678 13% Granja 23% de los aislamientos
de SARM del estudio de

Wulf y Voss (2008) Holanda - 39% Matadero Neeling et al. (2007) en
Holanda, presentaron

N 2000 . =T e e resistencia a eritromi-
mith et al. ( ) stados Unidos () ranja cina y clindamicina. En
este  mismo estudio

Guardabassi et al., (2009, Hong Kong 100 16% Granja indican que el 36%
fueron resistentes a la

Cui et al., (2009) China 509 11,4% Granja gentamicina y tobrami-
cina, porcentaje inferior

Gb6mez-Sanz et al., (2010; Espafia 106 35% Matadero al obtenido por n(_)sotros
para los dos aminoglu-
coésidos testados, genta-

Broens et al. (2010) Holanda 117 = 59,8-0,0% @ Granja-Matadero micina y tobramicina.
Para el resto de los anti-

Huber et al. (2010) Suiza 800 1,3% Granja bidticos encuentran el
100% de sensibilidad,

Horgan et al. (2010) Irlanda 440 0% Matadero sin embargo nosotros
obtenemos un porcen-
taje elevado de resisten-

Morcillo et al. (2010) Espafia 100 90% Matadero cia al cotrimoxazol
(85,5%), superior al

Tabla 3. Prevalencia de colonizacion de cerdos por SARM

52% que obtienen van
Duijkeren et al. (2008),
que afirman que la
presion de la seleccion
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antimicrobiana es uno de los factores probables que
han facilitado la emergencia y dispersion del SARM
veterinario, siendo las tetraciclinas y el cotrimpal

los mas empleados y a los que estos microorganismos
son mas resistentes. En otro estudio holandés, van
den Broek et al. (2009) encuentran elevada resis-
tencia a cotrimoxazol, eritromicina y clindamicina,
siendo del 52% para los tres antibioticos, infeabr
obtenido por nosotros para cotrimoxazol y
clindamicina un 85.5 % y 87.7 % respectivamente.

CONCLUSIONES

La prevalencia de SARM en muestras nasales

procedentes de Cerdos Negros Canarios es elevada.

Un importante nimero de aislados de SARM presen-
taron elevada multirresistencia a los antibiéticos
ensayados. Consideramos imprescindible la apli-
cacion de medidas preventivas en las granjas para
tratar de impedir la colonizacion de SARM en los
trabajadores expuestos y un mayor control del
consumo de antibioticos de los cerdos en las gganja
con la finalidad de evitar la seleccion y difuside
microorganismos resistentes.
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