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El Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) es un importante patégeno humano que causa
infecciones nosocomial y adquirida en la comunidad en todo el mundo. Desde 2003, el SARM asociado a la
ganaderia (SARM-AG) se ha identificado tanto en animales como en seres humanos en zonas con
ganaderia en Europa, América del Norte y Asia. Asimismo dentro del grupo de SARM-AG estan incluidas
los clones CC398 y CCT9 entre otros. Estudios previos establecieron que la resistencia a la tetraciclina
(tet®) podria ser un buen marcador para la determinacién rapida de las cepas CC398 y CC relacionadas con
otros animales entre los aislados clinicos de SARM.

La exposicion del ser humano a la ganaderia constituye un factor de riesgo para la colonizaciéon por SARM
CC398 y también para el desarrollo de una posible infeccién. La mayoria de infecciones producidas por
SARM CC398 estan relacionadas con infecciones de la piel y tejidos blandos. Sin embargo, se han
reportado en Europa, Asia, y Estados Unidos infecciones graves.

La comarca de Osona (Barcelona) es una comarca con una antigua tradicion en la industria del cerdo y por

consiguiente es una de las comarcas con mayor densidad de cerdos.

Para conocer la importancia de SARM CC398 en un area con alta densidad de granjas de cerdos como es
la comarca de Osona se han realizado tres estudios en diferentes poblaciones. El primero fue en granjas de
cerdos, en donde se observo una alta prevalencia de SARM CC398 en granjeros (58%) y en cerdos (46%).
Se observd que los granjeros de cerdos que trabajan en granjas con mas de 1.250 cerdos tienen mas
probabilidades de ser positivos para SARM CC398. Asimismo se describe por primera vez la prevalencia
de SARM CC398 en Cataluia, la regién de Espafia con mayor densidad de cerdos. El segundo trabajo se
analizaron 4 afios (2012-2015), en donde se observé que la prevalencia de SARM-TetR (especialmente del
linaje CC398) en la comarca de Osona (Barcelona), en pacientes hospitalizados o relacionados con la
asistencia sanitaria es elevada, representando mas del 50% del total de SARM aislados. El aumento de
deteccion de SARM-TetR y especialmente CC398 durante los Ultimos afios hace pensar que en un futuro
podria ser el clon SARM comunitario en nuestra zona. Por otra parte se describen las caracteristicas
clinicas de los pacientes en los que se han identificado SARM-Tet® siendo mas jévenes, con menos
comorbilidad, menos ingresos hospitalarios, con una adquisicion extrahospitalaria y en un 50% con
contacto con granjas de cerdos. Se han detectado infecciones graves por SARM ST398 y con una
mortalidad similar a la de SARM-TetS. En el tercer trabajo se analizaron seis residencias de ancianos y se

observo que la prevalencia de colonizacion por SARM ST398 en residencias de ancianos en la Comarca de
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Osona ( Barcelona, Espafa) representa el 15,6% del total de SARM. Las residencias son un reservorio

conocido de SARM y en la zona estudiada también podrian ser de SARM ST398.

Con estos tres trabajos se demuestra que el SARM CC398 es un linaje prevalente en la comarca de Osona

y con una implicacion clinica significativa.

En este sentido las futuras investigaciones apuntan a conocer en otras poblaciones de riesgo como son los
trabajadores de un matadero de cerdos y la poblacién general en la comarca de Osona, la prevalencia y las

implicaciones clinicas del SARM CC398.



INTRODUCCION







Introduccion 28

1. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE Staphylococcus aureus

Aspectos generales

Staphylococcus aureus (S. aureus) pertenece al género Staphylococcus, de la familia Micrococcaceae. Es
un coco gram positivo, no mévil, aerobio y anaerobio facultativos, no formador de esporas y generalmente
sin cépsula. El nombre del género fue designado por Ogston en 1882 y deriva del griego “staphyle” (racimo)
y coccus (grano, baya o uva) por la forma que adoptan las bacterias en las tinciones (Ogston, 1882) (Figura
1). Es caracteristica la pigmentacion dorada de las colonias (aureus, en latin —dorado), debido a la
produccion de carotenoides durante su crecimiento. Crece bien en medios no selectivos, tolera altas
concentraciones de CINa, es coagulasa, DNAsa y catalasa positivo, y fermenta el manitol. Estas
caracteristicas permiten diferenciarle de otras especies de Staphylococcus (Lowy, 1998).

El genero Staphylococcus contiene 36 especies, 16 de las cuales han sido encontradas en humanos. El

mas virulento y frecuentemente involucrado en la enfermedad humana es S. aureus (Que, 2010).

Figura 1 A. Morfologia de S aureus en forma de racimos. Fuente: MicrobeWiki, the student-edited microbiology resource.

B. Test de coagulasa. C. Agar Sangre. D. Agar cromdgenico MRSA-Brilliance.

S. aureus es un patdégeno con gran capacidad de adquirir diferentes mecanismos de resistencia a
antibiéticos, como se ha puesto de manifiesto a lo largo de la historia. En 1942, sélo un afio después de la
introduccion de la penicilina en la practica médica, Rammelkamp, comunica las primeras resistencias de S.

aureus a esta prometedora droga (Rammelkamp and Maxon, 1942).
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Este microorganismo habia desarrollado la capacidad de producir B-lactamasas, que descomponen el
anillo B-lactamico de la penicilina e impiden su unién con las proteinas de unién a la penicilina (PBP). Las
PBPs son enzimas localizadas en la membrana bacteriana que estan implicadas en la sintesis del
peptidoglicano de la pared celular (Gordon and Lowy, 2008).

A finales de los afios 40, mas de la mitad de los S. aureus aislados en hospitales de Inglaterra y EEUU eran
resistentes a penicilina. A partir de la década de los 50 comenzé a aumentar la tasa de resistencia a este
antibiético, hasta que finalmente perdio su utilidad para el tratamiento de las infecciones estafilocécicas.

La resistencia a penicilina condujo al desarrollo de penicilinas semisintéticas, como la meticilina, resistentes
a la accion de las B-lactamasas de S. aureus, para las que este microorganismo también desarrollaria
rapidamente mecanismos de resistencia.

S. aureus resistente a meticilina (SARM) produce PBPs de baja afinidad para los B-lactdmicos denominadas
PBP2" o PBP2a, que mantienen activa la sintesis de la pared bacteriana en presencia de estos antibiéticos.
Su produccién esta codificada por el gen mecA, como se describird posteriormente. Aunque la meticilina
no se utiliza actualmente en la practica médica, el acrénimo SARM (MRSA en la literatura anglosajona) se
ha continuado usando.

En un principio, las infecciones por SARM estaban confinadas al ambito hospitalario, pero posteriormente
aparecen en la comunidad, lo que despierta el interés de muchos investigadores y hace que este singular

microorganismo se convierta en uno de los mas importantes de los Ultimos afos.
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2. HISTORIA Y PATOGENESIS DEL SARM

La meticilina, primera penicilina resistente a la hidrélisis de las B-lactamasas de Staphylococcus, se
introdujo en la practica clinica en 1960. Un afio después, en 1961, se describe el primer caso de SARM en
Inglaterra, en un aislado intrahospitalario (Jevons, 1961), y en el 1964 se comunica el primer brote de
infeccidon nosocomial (Stewart and Holt, 1963).

La resistencia a la meticilina requiere la presencia del gen mec (se explicara posteriormente); las cepas que
carecen de un gen mec no son resistentes a la meticilina. La resistencia a la meticilina se define en el
laboratorio de microbiologia clinica como la concentracion minima inhibitoria (CMI) de la oxacilina =4 mcg/
mL (CLSI, 2014). También se utilizan otros métodos de deteccidon, como el uso de la prueba de difusién en
disco de cefoxitina, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o test de aglutinacion para detectar el
gen mec. Los aislamientos resistentes a la oxacilina o a la meticilina son también resistentes a todos los
agentes B-lactamicos, incluidas las cefalosporinas (con la excepcion de la ceftarolina, una cefalosporina de
quinta generacién). Las CMlIs de <2 mcg / mL se consideran sensibles.

En los afios siguientes, la prevalencia de SARM fue creciendo en la mayoria de areas geograficas
convirtiéndose en uno de los patégenos intrahospitalarios mas graves en todo el mundo (Chambers and
Deleo, 2009). Los primeros casos de infeccion extrahospitalaria por SARM en adultos se comunicaron a
principios de la década de los ochenta en Detroit entre adictos a drogas intravenosas (Saravolatz et al.,
1982) y posteriormente en internados en instituciones de cuidados prolongados y sujetos con
enfermedades crdnicas o en contacto frecuente con servicios sanitarios.

Hasta la década de los noventa, el SARM raramente causaba infecciones entre los miembros de la
comunidad sin exposicion al entorno sanitario (excepto los usuarios de drogas inyectables). Un primer
brote de SARM entre 1989 y 1991 fue descrito entre indigenas de Australia occidental que no habian
estado en contacto con la asistencia sanitaria (Udo, 1993). Posteriormente, la caracterizacién molecular de
estas cepas demostré la emergencia de un nuevo tipo de SARM, distinto a los aislados en los hospitales
australianos hasta esa fecha, y que se conocerian como WA-MRSA-1 (Coombs et al., 2006).

A finales de los afios noventa, cuatro nifios sin factores de riesgo establecidos para SARM, murieron por

infecciones causadas por SARM en Minnesota y Dakota del Norte, en todos los casos se asociaron a
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neumonia necrotizante o abscesos pulmonares y sepsis (Centers for Disease Control and Prevention (CDC),
1999).

Posteriormente en Europa desde finales de los afios 90, varios estudios comienzan a identificar casos
aislados de SARM en la comunidad. (Larsen et al., 2009; Salmenlinna and Vuopio-Varkila, 2001; Chini et al.,
2006; Dufour et al., 2002). El estudio molecular de las nuevas cepas aisladas objetivo la existencia de
marcadores asociados a Staphylococcus aureus resistente a meticilina asociado a la Comunidad (SARM-
AC), como la presencia del cassette cromosomico estafilococico tipo IV (SCCmec IV) y de los genes que
codifican la Leucocidina de Panton-Valentine (LPV), que los diferenciaba de los aislados SARM-AH
(Vandenesch et al., 2003).

Actualmente, SARM-AC es un patégeno establecido en la comunidad en casi todos los paises del mundo y
especialmente en Europa constituye un importante problema de salud. Asimismo, se han descrito un
aumento de las infecciones invasivas por SARM-AC, y se ha convertido también, en un patégeno

nosocomial importante (David and Daum, 2010). (Tabla 1).

1880 | Alexander Ogston identifica micrococcus en una infecciéon purulenta.
1931 | Asociacion entre colonizacion nasal y forunculosis.

1934 | Se populariza el test de la coagulasa para la identificaciéon de S. aureus.
1944 | Introduccion de fago.

1947 | Se identifica S. aureus resistente a Penicilina.

1952 | Asociacion entre colonizacion nasal por S. aureus e infeccion por la misma cepa determinada por
fago.

1961 | Se identifica S. aureus resistente a Meticilina (SARM).

1991 | Se utiliza el Campo pulsado electroforético para el genotipado de S. aureus.

1994 | Identificacion de microbial surface components recognising adhesive matrix molecules (MSCRAMMS).
2000 | Aparicion de Multilocus sequence typing (MLST) para el estudio clonal de S. aureus.

2001 | Aparicion del Whole genome of S. aureus sequenced.

2001 | EI 80% de las bacteriemias por S. aureus son endégenas.

2001 | Incremento significativo de infecciones por SARM en la comunidad.

2002 | Se identifica S. aureus resistente a Vancomicina.

2005 | Se identifica SARM CC398 en cerdos y granjeros.

Tabla 1. Mayores investigaciones en S aureus. Modificado de Wertheim et al. Lancet Infect Dis. 2005.
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3. PRINCIPALES FACTORES DE VIRULENCIA DE S aureus

3.1 Estructura Bacteriana

Tanto la estructura bacteriana como los factores de virulencia de S aureus estan compuesto por los

componentes de la pared bacteriana, enzimas extracelulares y toxinas.

e Pared bacteriana

La pared bacteriana esta compuesta por una capsula polisacarida cuya funcién es inhibir la fagocitosis por
los polimorfonucleares. También estd compuesta por peptidoglicanos que tienen actividad endotoxina.
Son los encargados de estimular la produccion de pirégenos enddgenos, activacion del complemento, la
formacién de interleucina-1 por parte de los monocitos y la agregacion de los leucocitos polimorfonuclears,
proceso que origina la formacién de abscesos.

Las enzimas que catalizan la construccion de la capa de peptidoglicano se denominan proteinas ligadoras
de penicilina (Penicillin-binding proteins (PBPs) y son las dianas para las penicilinas y otros antibiéticos B-
lactamicos.

Los acidos teicoicos facilitan la unién a la superficie de las mucosas, asi como la membrana
citoplasmatica que entre otras funciones actla de barrera osmotica celular y las proteinas de membrana
que actlan como receptores de adhesién de moléculas (Adhesinas), participan en la evasion de la
respuesta immunitaria y la formacion de biopeliculas. Asi, una de las proteinas prevalente se denomina
microbial surface components recognising adhesive matrix molecules (MSCRAMMSs) que suele estar
implicado en la instauracion de infecciones intravasculares, éseas, articulares o dispositivos protésicos. La
Proteina A recubre la superficie de la mayoria de las cepas de S. aureus e inhibe la opsonizacion y la

fagocitosis uniéndose al receptor Fc de las immunoglobulinas (Ig) (Figura 2).

e Enzimas extracelulares

S. aureus produce diferentes enzimas como la coagulasa que puede estar ligada a la pared bacteriana o
libre , la hialuronidasa hidroliza los acidos hialurénicos del tejido conectivo. La fibrinolisina, disuelve los
codgulos de fibrina, las lipasas hidrolizan los lipidos y garantizan la supervivencia de los estafilococos en

las regiones sebdaceas del huésped y la nucleasa que es capaz de hidrolizar el ADN viscoso. La catalasa,
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tiene la funcion de descomponer el perdoxido de hidrogeno que generan los polimorfonucleares y la

penicilinasa inactiva la penicilina hidrolizando el anillo B-lactamico.
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Figura 2. Estructura de S. aureus. Franklin D. Lowy, M.D. N Engl J Med 1998.

e Toxinas

A. Citotoxinas
Una de las caracteristicas importantes de S. aureus es su capacidad para secretar toxinas que dafan las
membranas de las células del huésped provocando la liberacién del contenido y la muerte de la célula
(Foster, 2005).

S. aureus secreta diversas toxinas, entre las que se encuentran la a-hemolisina, B-hemolisina, y-
hemolisina, leucocidina y la leucocidina Panton-Valentine (PVL). La leucocidina PVL es clasificada como
una citolisina de dos componentes, debido a que depende de que dos proteinas sean secretadas por S.
aureus. Las proteinas LukF-PV y LukS-PV se liberan como monémeros y se insertan en la membrana
plasmatica del huésped, lo que conduce a la formacion de un poro. La presencia de este poro tiene como

consecuencia la liberacion de iones y finalmente la muerte de la célula (Aman et al., 2010). La leucocidina
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de Panton-Valentine (PVL) tiene actividad leucotéxica y no hemolitica. Se encuentra en <5% de las cepas
de SARM intrahospitalarias y practicamente en todas las cepas SARM comunitarias. La produccion de esta
ha sido vinculada a los forlnculos, abscesos cutaneos, e infecciones graves de la piel necrética (Lina et al.,

1985).

B. Enterotoxinas
Las enterotoxinas estan asociadas a intoxicaciones alimentarias, son producidas por el 30% de S. aureus.
Las enterotoxinas estafilococicas son termorresistentes, algunas pueden mantenerse estables incluso al
calentar los alimentos mas de 100 °C durante 30 minutos,15 y son resistentes a la hidrélisis por enzimas
gastricas y pancreaticas. Hasta el momento se han descrito 18 enterotoxinas; SEA, SEB, SEC, SED, SEE,
SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER i SEU, cada una de ellas codificada por
un gen que se denomina con el prefijo seguido de la letra a la que corresponde la enterotoxina que

codifica.

C. Toxinas exfoliativas
Las toxinas exfoliativas son proteasas de serina que catalizan la destruccién de la proteina desmogleina-1,
una proteina que mantiene adheridos a los queratinocitos del estrato granuloso en la epidermis. Estan
presentes en menos del 10% de los estafilococos. Estas toxinas estan relacionadas con el sindrome de piel
escaldada, una enfermedad secundaria a la dermatitis exfoliativa mediada por estas toxinas. Existen dos
formas distintas de toxinas exfoliativas en S. aureus, ETA (Exfoliative toxin A) y ETB (Exfoliative toxin B). ETA
es codificada por un gen cromosomico y es termoestable, mientras que ETB es codificada por un plasmido

y es termolabil.

D. Toxina-1 del sindrome de shock téxico (TSST-1).
La Toxina-1 del sindrome de shock téxico (TSST-1) es una toxina termoestable y resistente a protedlisis que
produce el sindrome de shock toxico al actuar como un superantigeno. Esta patologia esta asociada con la
infecciéon de una herida por S. aureus. La toxina es estructuralmente parecida a las enterotoxinas By C, y el

gen que la codifica esta presente en el 20% de las cepas de S. aureus.
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3.2 Evasion del sistema inmune Humano por parte de S. aureus

Staphylococcus aureus puede causar infecciones superficiales de la piel y ocasionalmente infecciones que
implican la propagacién a través del torrente sanguineo. El organismo expresa varios factores que
comprometen la eficacia de neutréfilos y macréfagos, la primera linea defensa contra la infeccion. S. aureus
secreta proteinas que inhiben la activacion del complemento, la quimiotaxis de neutrofilos o lisan los
neutrdfilos, neutraliza antimicrobianos y su superficie celular se modifica para reducir su eficacia. S aureus
puede sobrevivir en fagosomas, expresa polisacaridos y proteinas que inhiben la opsonizacién por
anticuerpos y complemento, y su pared celular es resistente a la lisozima. Ademds, S. aureus expresa
varios tipos de superantigenos que alteran la respuesta inmune humoral normal, resultando en anergia e

inmunosupresion.(Foster, 2005) (Figura 3).
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4. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR y TIPADO MOLECULAR de S. aureus

A partir de la década de los 60 comenzaron a ponerse en marcha estrategias microbiolégicas con la
intencion de poder tipificar las cepas productoras de enfermedades y conocer la transmision horizontal. De
esta manera se hizo posible conocer la dindmica global de las infecciones por S. aureus y entender la
aparicion y diseminacién de algunos clones mas virulentos y resistentes a los antibidticos.

Las primeras estrategias se basaban en las caracteristicas fenotipicas de los microorganismos
(propiedades antigénicas, metabdlicas o de resistencia antibidtica). Sin embargo, muchos de estos
sistemas fenotipicos son limitados para establecer diferencias o similitudes concluyentes entre
microorganismos (Dominguez et al., 2005).

Las estrategias dirigidas a prevenir la propagacién del SARM requieren un conocimiento profundo tanto de
la diseminacién como de la epidemiologia de las cepas de SARM. Es por eso que a partir de la década de
los 70 comienzan a desarrollarse los métodos moleculares. Estos se basan en la comparacién entre cepas

de un fragmento del genoma bacteriano con la variabilidad adecuada.

4.1 Tipado Molecular

Para poder entender la epidemiologia de S. aureus y SARM, predominantes en brotes e infecciones tanto
en el ambito hospitalario, comunitario, especies animales y conocer los clones o lineas genéticas
implicadas, se han desarrollado una amplia gama de técnicas para llevar a cabo el tipado molecular de
cada aislado. La mayor ventaja de las técnicas de tipificacion basadas en el estudio y manipulacién del
ADN radica en la estabilidad de los marcadores genéticos utilizados y en la posibilidad de aplicarlos
transversal y universalmente a distintos géneros y especies de microorganismos (Dominguez et al., 2005)
Entre los métodos moleculares destacan los métodos basados en el andlisis plasmidico, ribotipado por
PCR, ampliacion del fragmento de longitud polimorfica (AFLP), electroforesis en gel de campo pulsante
(PFGE) y los métodos basados en la secuenciacién del ADN como el andlisis de secuencias repetidas de la
proteina A (spa typing) y tipificacién de secuencias multilocus (MLST),

A continuacién se desarrollan algunas técnicas moleculares y dentro de ellas las que se utilizaron para la

elaboracion de esta tesis.
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4.1.1 Tipado mediante electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE)

El tipado de PFGE de SARM se basa en la digestion del ADN cromosémico purificado con la enzima de
restriccion Smal, seguida de electroforesis en gel de agarosa. El ADN, inmovilizado en la agarosa, se corta
con tijeras moleculares (enzimas de restriccidon) en lugares especificos (sitios de restriccion). Con este
procedimiento se genera un pequefio nimero de piezas de ADN que se pueden separar en funcion del
tamario. A continuacion las piezas de ADN se separan en funcién del tamafio usando un campo eléctrico.
Esto produce una huella digital de ADN con un patrén especifico. Se considera que la PFGE es uno de los
métodos de tipificacion mas discriminatorios para estudiar los brotes y la transmision hospitalaria.

Los patrones de PFGE se analizan de acuerdo con el esquema de Tenover et al. (Tenover et al., 1995). Se
han realizado esfuerzos significativos para armonizar los protocolos PFGE y para establecer una
nomenclatura normalizada, sin embargo, estos esfuerzos han demostrado ser soélo parcialmente exitoso
cuando se juzga en términos de reproducibilidad, velocidad y costos de andlisis (Murchan et al., 2003) [(Van
Belkum et al., 1998). Con la aparicién de nuevas lineas genéticas, con la técnica de PFGE eran agrupadas
como no tipables, como es el caso de la linea genética ST398 que precisa de otras enzimas de restriccidn

(Bosch et al., 2010) (Kadlec et al., 2009).

4.1.2 Tipado del cassette cromosémico SCCmec

Es una técnica basada en el analisis del Staphylococcal cassette chromosome (SCC) que es una isla
gendmica que se encuentra integrada en el cromosoma de S. aureus. Esta estructura genética, contiene,
los genes que codifican la resistencia a meticilina, ya sea mecA o mecC. Aunque el origen del gen mecA no
esta del todo claro, se cree que proviene de la especie Staphylococcus sciuri (Shang Wei Wu et al., 2001).
La expresion del gen mecA en la proteina PBP2a, esta regulado por otros dos genes: mecl y mecRl. El
primero codifica la proteina represora de la transcripcién del gen mecA, mientras que el segundo actla
como regulador de la sefial de transduccién de dicho gen. Para que el gen mecA se transcriba, el B-
lactamico debe unirse al dominio receptor codificado por el mecRl, esto induce a la proteasa autocatalitica
a unirse a mecl con lo que el operador del mecA queda libre expresandose la proteina PBP2a (Zhang et al.,
2001). Por otra parte existen dos genes, ccrA y ccrB, presentes en el elemento SCCmec Estos genes
codifican recombinasas capaces de escindir e integrar dicho elemento en el cromosoma. También presenta
elementos o secuencias de insercién como son el I1S431 y el IS1272. Al conjunto del gen mecA, sus genes
reguladores (mecl y mecRl) y las secuencias de inserciéon 1S431 y IS1272 se le conoce como complejo mec.

Actualmente se han definido diferentes clases del complejo mec (Figura 4).
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Figura 4. Estructura de SCCmec. Hiramatsu et al. J Infect Chemother. 2014

Los elementos SCCmec se clasifican por un sistema jerarquico en "tipos" y "subtipos". Los "tipos" se
definen por la combinacién del tipo de complejo del gen ccr, que esta representado por el alotipo del gen
ccr, y la clase del complejo del gen mec. Estos son los elementos claves responsables de la integracion y
escision de SCCmec, y el fenotipo de resistencia beta-lactamico. (www.sccmec.org)

Actualmente se conocen con exactitud 11 tipos de SCCmec vy diferentes subtipos (Tabla 2). EIl SCCmec X,
alberga nuevos determinantes de resistencia como el gen mecC, que luego se comentard con mayor

detalle (Shore et al., 2011)
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Tabla 2. Tipos SCCmec actualmente identificados en cepas de S. aureus (www.sccmec.org)
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4.1.3 Tipado por Multi-Locus-Sequence-Typing (MLST)

El MLST es una técnica desarrollada y disefiada para identificar clones y/o lineas clonales,
fundamentalmente en poblaciones bacterianas. Es un marcador molecular de aplicacion en epidemiologia
global o a largo plazo (identificacién de grupos poblacionales con independencia de pequefias variaciones
que puedan surgir geografica y/o temporalmente), aunque ha sido ocasionalmente utilizado para dar
respuesta a interrogantes planteados en epidemiologia local o a corto plazo (caracterizacion de brotes,
diferenciacién de recidivas, reinfecciones y/o fallos terapéuticos, etc). El método esta basado en el andlisis
de la secuencia nucleotidica de fragmentos internos (de aproximadamente 500/700 pares de bases) de
unos genes denominados “housekeeping”.

En el caso de S. aureus, los 7 genes housekeeping seleccionados son: arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi y yqiL
(Enright et al., 2000). La secuencia de cada uno de estos genes conforman un alelo que se compara con
los alelos conocidos, estandar y accesibles desde la pagina www.mist.net. Posteriormente se obtiene el
perfil alélico de cada uno de los genes, lo que nos permite la determinacién de la secuencia tipo (ST).
Finalmente, y con ayuda del algoritmo eBurst, (eburst.mist.net), obtenemos un determinado perfil alélico
que corresponde a un determinado complejo clonal (CC). En general, el CC es definido como un conjunto
de STs que se difieren entre si en un solo alelo, cuantos menos alelos compartan dos lineas genéticas o

CC, més alejados se encontraran filogenéticamente.

4.1.4 Tipado de la regién polimérfica del gen -spa-

Frenay et al. fue en 1994, el primer equipo en estudiar a la regién polimdrfica X del spa como marcador
epidemiolédgico. En ese momento, se amplificé la region X y se estimé su tamafio mediante electroforesis
(Frenay et al., 1994). En 1996, el mismo equipo mejoré la técnica realizando andlisis de secuencia de la
region X (Frénay et al., 1996). Desde entonces, muchos estudios han evaluado la utilidad de esta técnica
para diversos fines epidemiolégicos y han confirmado su facilidad de uso y velocidad.

El fundamento de la técnica se basa en la amplificacion y posterior secuenciacion de la region polimorfica
X constituyente de una parte del genoma conservado de S. aureus, que codifica la proteina de membrana
A. Este gen es susceptible de sufrir adiciones, delecciones y/o mutaciones espontaneas en algunos de sus
fragmentos repetidos. De esta manera, analizando el nUmero de repeticiones y su variabilidad se pueden
asignar distintos tipos spa (Harmsen et al., 2003). Existe una estrecha correlacion entre los tipos spa y las

sequence type (ST) determinadas mediante la técnica del MLST.
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5. COLONIZACION O ESTADO DE PORTADOR S. aureus

S. aureus coloniza la piel y las mucosas de los seres humanos y varias especies animales. Aunque los
multiples sitios del cuerpo se pueden colonizar en seres humanos, las fosas anteriores de la nariz es el sitio
de colonizacion mas frecuente para S aureus (Williams, 1963). Los sitios extra-nasales que habitualmente
suelen estar colonizados incluyen la piel, el perineo y la faringe (Dancer and Noble, 1991). Otros sitios de

colonizacion incluyendo el tracto gastrointestinal, la vagina y las axilas S aureus son menos frecuentemente

(Guinan et al., 1982; Rimland and Roberson, 1986). (Figura 5).
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Figura 5. Prevalencia de colonizacion en los diferentes sitios del cuerpo humano. Modificado de: Wertheim HF et al.

Lancet Infect Dis 2005.



Introduccion 4

Estudios longitudinales distinguen al menos tres patrones de colonizacién nasal por S. aureus en individuos
sanos: colonizacion persistente, colonizacién intermitente y no colonizacién (Eriksen et al.,, 1995). Es
conocido que un 20% de la poblacién esta colonizada de forma permanente por S. aureus y hasta un 30%
de forma intermitente (Lucet et al., 2009). Una revisién sistematica, que incluyeron 1804 pacientes sefiald
que la mediana de tiempo para el aclaramiento de la colonizacién por SARM era de 88 semanas (Shenoy et

al., 2014)

6. MANIFESTACIONES CLINICAS E INFECCIONES POR S. aureus

Staphylococcus aureus es un patégeno importante responsable de una amplia gama de manifestaciones
clinicas que van desde las infecciones relativamente benignas de la piel hasta condiciones que amenazan
la vida como la endocarditis y la osteomielitis.

Desde la década del 90 se han producido dos cambios importantes en la epidemiologia de S. aureus: una
epidemia de infecciones cutaneas y de partes blandas asociadas a la comunidad (en gran parte producidas
por cepas especificas de SARM) y un aumento del nimero infecciones asociadas a los cuidados sanitarios
especialmente endocarditis infecciosa e infecciones protésicas.

Las manifestaciones clinicas producidas por S aureus se podrian separar en 2 grandes grupos: Las

infecciones de Piel - Partes Blandas y las infecciones invasivas.

Infecciones de Piel - Partes Blandas

Las infecciones de la piel y de los tejidos blandos debidas a S. aureus incluyen:

° Impétigo (infeccion de la epidermis)
° Funiculitis (infeccion de la dermis superficial)
° Furdnculos, carbuncos y abscesos (infeccion de la dermis profunda)

° Celulitis, erisipela y fascitis (infeccién de los tejidos subcutaneos)

J Hidradenitis supurativa (infeccion folicular de areas intertriginosas)
° Piomiositis (infeccién del musculo esquelético)
. Mastitis

° Infecciones del sitio quirdrgico
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Infecciones Invasivas

° Bacteremia

o Endocarditis Infecciosa

o Infeccidn de implantes cardiacos

° Infeccidn de catéter

° Sepsis — Sindrome de shock téxico

° Infecciones éseas y proétesis articulares
L Osteomielitis

° Infeccién de prétesis

° Artritis séptica
o Meningitis

° Infeccion urinaria

6.1 Infecciones de Piel - Partes Blandas

6.1.1 Impétigo

El impétigo es una infeccién bacteriana superficial contagiosa observada con mayor frecuencia en nifios
aungue también pueden afectar a nifios mayores de cualquier edad y adultos. Puede ser clasificado como
impétigo primario (invasion bacteriana directa de piel previamente normal) o impétigo secundario (infeccion
en sitios de trauma menor de la piel como abrasiones, traumatismos menores y picaduras de insectos o
condiciones subyacentes como eccema). Pioderma y el impétigo contagioso se usan a veces como
sinénimos del impétigo primario. El impétigo secundario a veces se conoce como "impetiginizacion".

La infeccién generalmente ocurre en condiciones calidas y humedas y se propaga facilmente entre
individuos en contacto cercano; Los factores de riesgo incluyen la pobreza, hacinamiento, mala higiene, y
la sarna subyacente (Bowen et al., 2015). El estado de portador se considera como un factor predispone al
impétigo posterior (Dajani et al., 1972) y las variantes del impétigo incluyen: el impétigo no bulloso, el

impétigo ampolloso y el ectima.
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Impétigo no bulloso: - El impétigo no bulloso es la forma mas comuin de impétigo. Las lesiones comienzan
como papulas que progresan a vesiculas rodeadas de eritema. Posteriormente se convierten en pustulas
que se agrandan y se descomponen rapidamente para formar gruesas costras adherentes con un aspecto
dorado caracteristico; Esta evolucién ocurre generalmente sobre una semana. Las lesiones usualmente
involucran la cara y las extremidades. Pueden desarrollarse lesiones multiples pero tienden a permanecer

bien localizadas.

Impétigo ampolloso - Impétigo bulloso: Es una forma de impétigo en las que las vesiculas se agrandan para
formar bullas flacidas con liquido amarillo claro en su interior; Las bullas rotas pueden dejan una fina
corteza marrén (Hirschmann, 2002). Por lo general, hay menos lesiones que en el impétigo no bulloso, y el

tronco es mas frecuentemente afectado.

Ectima: Es una forma ulcerativa de impétigo en el que las lesiones se extienden a través de la epidermis y
profundamente en la dermis. Consisten en Ulceras "perforadas" cubiertas de corteza amarilla rodeadas por

margenes violaceos elevados (Hewitt and Farrar, 1988).

6.1.2 Foliculitis

Foliculitis se refiere a la inflamacién superficial o profunda del foliculo piloso. Los hallazgos clinicos clasicos
de la foliculitis superficial son pustulas foliculares y papulas eritematosas foliculares en la piel con pelo. Los
nddulos son una caracteristica de la inflamacién folicular profunda.

La foliculitis puede ser infecciosa o, con menor frecuencia, no infecciosa. Varias bacterias, hongos, virus y
parasitos son causas de foliculitis infecciosa. La foliculitis es una de las infecciones que contribuyen a la
creciente prevalencia de infecciones por MRSA adquiridas en la comunidad (Cohen, 2007).

La foliculitis bacteriana puede ocurrir en bebés, nifios o adultos. Los factores que pueden aumentar el
riesgo incluyen (Luelmo-Aguilar and Santandreu, 2004). La colonizacién nasal de S. aureus, oclusion de
foliculos pilosos, hiperhidrosis, enfermedad pruriginosa subyacente de la piel (por ejemplo, dermatitis
atopica), aplicacion prolongada de corticosteroides tépicos, terapia antibidtica oral a largo plazo para el
acnéy afeitado en la direccién del crecimiento del vello.

Los hallazgos clinicos clasicos en la foliculitis bacteriana son pustulas foliculares y papulas eritematosas
foliculares. El prurito es el sintoma mas comun asociado con la foliculitis. Los pacientes también pueden

experimentar pustulas dolorosas.
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La foliculitis por S. aureus es mas comun en el cuero cabelludo y la cara (Laureano et al., 2014). Otros sitios
comunes incluyen el tronco superior, las nalgas y las piernas, asi como las axilas en los lactantes y los
nifios (Luelmo-Aguilar and Santandreu, 2004). La foliculitis por SARM adquirida en la comunidad puede ser
mas probable que ocurra en el torax, los flancos, el escroto y la regién periumbilical que las infecciones por
S. aureus sensible a meticilina (SASM) (Cohen, 2007).

La foliculitis barbae (también conocida como sycosis barbae) es una foliculitis bacteriana que involucra
porciones profundas de los foliculos pilosos en las areas de la barba de la cara y el cuello (Laureano et al.,

2014).

6.1.3 Furunculos, carbuncos y abscesos
El absceso esta entre las infecciones mas comunes de la piel y tejidos blandos. Se define absceso
cutdneo como una coleccién de material purulento dentro de la dermis o del espacio subcutaneo. El

absceso cutaneo puede ocurrir en individuos sanos y sin condiciones predisponentes (Liu et al., 2011).

6.1.4 Celulitis

La celulitis (que incluye la erisipela) se manifiesta como un drea de eritema cutaneo, edema y calor; Se
desarrolla como resultado de la entrada bacteriana a través de las brechas en la barrera de la piel (Liu et al.,
2011).

Los factores predisponentes para el desarrollo de celulitis y / o absceso de la piel incluyen (McNamara et
al., 2007): Interrupcién de la barrera de la piel debido a trauma (como abrasién, herida penetrante, llcera
por presion, lUlcera venosa de pierna, picadura de insecto, uso de drogas inyectables) o sin antecedente de
trauma ("intertrigo"), inflamacion de la piel (como eczema, radioterapia), edema debido al drenaje linfatico
deteriorado o insuficiencia venosa, obesidad, inmunosupresién (como diabetes o infeccion por el VIH),

infeccion cutanea preexistente (como tinea pedis, impétigo, varicela) o ser portador de SARM .

6.1.5 Hidradenitis supurativa

Hidradenitis supurativa (HS) es una enfermedad inflamatoria crénica de la piel conocida también como
acné inversa (Al), e histéricamente, como la enfermedad de Verneuil (Sellheyer and Krahl, 2005). Los sitios
primarios son las dreas de la piel de las regiones axilar, de la ingle, perianal, perineal, e infra mamaria,
aungue el puede ocurrir en cualquier area de la piel que contiene foliculos pilosos. Las manifestaciones

clinicas varian, desde nédulos inflamatorios recurrentes y abscesos, hasta drenaje de los tractos sinusales
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y bandas de formacioén severa de cicatrices. El dolor asociado, el mal olor, el drenaje y la desfiguraciéon que
acompafan a HS / Al contribuyen a un profundo impacto psicosocial de la enfermedad en muchos
pacientes. La prevalencia de hidradenitis supurativa van desde menos del 1% al 4% (Alikhan et al., 2009).
El inicio de los sintomas usualmente ocurre entre la pubertad y los 40 afios, con inicio habitual en la
segunda o tercera década de vida. Las mujeres tienen mas probabilidades de desarrollar HS / Al que los

hombres (Vazquez et al., 2013).

6.1.6 Piomiositis

La piomiositis es una infeccién del musculo esquelético que surge de la diseminacién hematdgena,
generalmente con formacién de abscesos (Stevens et al., 2014). Los factores predisponentes para la
piomiositis incluyen inmunodeficiencia (infeccién por VIH, diabetes mellitus, neoplasia, cirrosis, insuficiencia
renal, trasplante de 6rganos y administracion de agentes inmunosupresores) (Belsky et al., 1994), trauma,

uso de drogas endovenosas, infeccién intercurrente (ej: Toxocariasis, Varicela) y desnutricién (Crum, 2004).

6.1.7 Mastitis

La mastitis se define como la inflamacién del tejido mamario que puede o no estar acompafada de
infeccidn. La mastitis no ocurre necesariamente durante la lactancia, no siempre se acompania de infeccion
microbiana.

La infeccién secundaria de los conductos inflamados puede conducir al dafio del conducto, ruptura y
posterior formacion de un absceso. Estos abscesos a menudo drenan espontaneamente en el borde de la

areola.

6.1.8 Infecciones del lecho quirudrgico

Las infecciones del lecho quirtrgico (ILQ) son una causa comun de la infeccion asociada a la asistencia
sanitaria (World Health Organization, 2016). Las ILQ a menudo se localizan en el sitio de la incision, pero
también pueden extenderse hacia estructuras adyacentes mas profundas. Representan las causas mas
comunes y mas costosa infecciones asociadas con la asistencia sanitaria (Zimlichman et al., 2013). Entre
los pacientes quirdirgicos, las ILQ representan el 38% de las infecciones nosocomiales.

Los criterios clinicos para definir ILQ incluyen uno o mas de los siguientes: Un exudado purulento que

drena del lecho quirdrgico, un cultivo positivo obtenido del lecho quirdrgico que fue cerrado, un sitio
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quirdrgico que vuelve a abrirse en el marco de al menos un signo clinico de infecciéon (dolor, edema,
eritema, calor), el diagnéstico de infeccion por parte del cirujano (Bratzler et al., 2013).

Los patégenos causales asociados con las ILQ en los Estados Unidos han cambiado en el transcurso de
los afios. Asi, en la década de los 80 el porcentaje de ILQ causado por bacilos gramnegativos era alrededor
del 56%, a partir de finales de los 90 (Gaynes et al., 2005) y a principios del 2000 el S. aureus era la primera
causa de ILQ (Hidron et al., 2008). Por otra parte entre 2003 y 2007, la proporcién de infecciones causadas
por SARM aumenté del 16% al 20% vy las infecciones por SARM se asociaron a mayores tasas de

mortalidad, estancias hospitalarias méas prolongadas y mayores costos (Weigelt et al., 2010).

6.2 Infecciones Invasivas

6.2.1 Bacteriemia

La bacteriemia por S. aureus se define como hemocultivo positivo para S. aureus. Con frecuencia, esto
ocurre en asociacion con sintomas correlativos tales como fiebre o hipotensiéon. S. aureus es una de las
principales causas de bacteriemia adquirida en la comunidad y adquirida en el hospital. La bacteriemia
puede desarrollarse como una complicacién de una infeccién primaria por S. aureus tal como infeccion de
piel y tejidos blandos, infecciéon ésea o articular, o neumonia. Los catéteres vasculares son una fuente
comun de bacteriemia. La bacteriemia también puede conducir a una posterior infeccién por S. aureus en
un sitio previamente estéril, como endocarditis o infeccién del dispositivo protésico (Fowler et al., 2005;

Lowy, 1998).

6.2.2 Endocarditis Infecciosa

La endocarditis infecciosa por S. aureus es la causa mas comun de endocarditis infecciosa (El) en entornos
de altos recursos (Fowler et al., 2005). La incidencia de El una bacteriemia por S. aureus es de 10% a 15%
(Chang et al., 2003). La probabilidad de El esta relacionada con las circunstancias de la bacteriemia; asi la
bacteriemia adquirida en la comunidad es probable que se detecte mas tarde y, por lo tanto, es mas
probable que se asocien con complicaciones que la bacteriemia asociada a la asistencia sanitaria.

Los factores de riesgo para IE en el contexto de la bacteriemia por S. aureus incluyen (Le Moing et al.,
2015). Valvula cardiaca protésica (El-Ahdab et al., 2005), anomalias cardiacas predisponentes, uso de
drogas endovenosas, infeccidon del catéter intravascular, bacteriemia de origen desconocido, bacteriemia

persistente. La El debido a S. aureus puede ser mas severo que la El debido a otros microorganismos,
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presenta mayores complicaciones neurolégicas (18% vs 8%), fallo multiorganico (29% vs 10%) y mayor

mortalidad (34% vs 10%) (Nadiji et al., 2005).

6.2.3 Infeccion de dispositivos cardiacos

Los pacientes con dispositivos cardiacos (como los marcapasos permanentes o los desfibriladores
cardioversores implantables) que desarrollan bacteriemia por S. aureus tienen un riesgo aumentado de
endocarditis y / o infeccion del dispositivo cardiaco. En una serie de 33 pacientes con un dispositivo
cardiaco que desarrollé bacteriemia por S. aureus, la tasa de infeccién del dispositivo fue del 45% (Chamis
et al., 2001).

La presencia de un catéter intravascular es un factor de riesgo para el desarrollo de la bacteriemia de S.
aureus, Yy el inicio de una bacteriemia por S. aureus.

La tromboflebitis séptica puede ocurrir en el contexto de la infeccidén intravascular del catéter. Las
manifestaciones clinicas incluyen congestiéon venosa (por ejemplo, distension venosa o edema asimétrico

de las extremidades).

6.2.4 Sepsis y sindrome de shock téxico

El sindrome de shock téxico también puede aparecer como complicaciones de infecciones cutaneas,
quemaduras y después de una cirugia. puede afectar en cualquier momento de la vida y a ambos sexos
por igual. Los factores de riesgo incluyen: Haber dado a luz recientemente, infeccion previa por S. aureus,
cuerpos extrafios o tapones (como los que se utilizan para detener el sangrado nasal), periodo menstrual,
cirugia reciente, Uso de tampdn (particularmente si se deja por mucho tiempo), infeccién de una herida
después de cirugia. Las manifestaciones del sindrome de shock téxico estafilocdcico incluyen entre otras
fiebre, hipotension, fallo multiorganico y manifestaciones dermatolégicas especialmente la aparicion de un
rash eritematoso generalizado y posteriormente descamacion de la piel entre la 1 0 2 semanas después de
la erupcién, especialmente en las palmas de las manos o las plantas de los pies. Presenta una alta

mortalidad llegando al 50% de los casos.

6.2.5 Absceso esplénico
El absceso esplénico es una complicacion poco frecuente de la sepsis estafilocécica y / o endocarditis
(Ebright et al., 2007). Las manifestaciones clinicas incluyen dolor en el cuadrante superior izquierdo (con o

sin esplenomegalia) y fiebre (que puede ser recurrente o persistente a pesar de la terapia antimicrobiana
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adecuada) (Johnson et al., 1983). El diagndstico suele confirmarse mediante ecografia o tomografia

computarizada (Ting et al., 1990).

6.2.6 Infeccion osteoarticular

S. aureus es el patégeno mas comun que causa osteomielitis, artritis séptica y la infeccion de protesis
articular (Bowen et al., 2015) (Tong et al., 2015). El dolor en la columna vertebral o en las articulaciones
debe elevar la sospecha de un sitio oculto de infeccion en pacientes con bacteriemia por S. aureus actual o

reciente.

6.2.7 Osteomielitis

La osteomielitis se desarrolla a través de uno de los dos mecanismos: hematdgena (en el contexto de la
bacteriemia por S. aureus) o secundaria a un foco contiguo de infeccion.

La osteomielitis hematbgena se presenta mas comunmente en forma de compromiso vertebral. En una
serie que incluy6 a 309 pacientes con osteomielitis hematégena por S. aureus, la osteomielitis y / o discitis
vertebrales ocurrieron con mas frecuencia entre los pacientes mayores de 50 afios con bacteriemia
adquirida en la comunidad y sin foco aparente (Espersen et al., 1991). El absceso epidural puede

acompanar a la osteomielitis vertebral.

6.2.8 Infeccion de las proétesis articulares

El mecanismo para el desarrollo de la infeccién protésica articular (IPA) depende del plazo para el inicio de
los sintomas. Las infecciones tardias (> 12 meses después de la cirugia) se deben principalmente a la
siembra hematogena.

Los pacientes con dispositivos ortopédicos y que presentan una bacteriemia por S. aureus adquirida en la
comunidad, la tasa de siembra hematogena oscila entre el 34% vy el 41% (Murdoch et al., 2001; Tande et
al., 2016). El riesgo de IPA puede llegar a ser dos veces mayor para las artroplastias de rodilla en
comparacién con las artroplastias de cadera (35% versus 19%) y la presencia de material protésico es

también un factor de riesgo importante para la infeccién recidivante subsiguiente (Tande et al., 2016).

6.2.9 Artritis o bursitis séptica
La mayoria de los casos de artritis séptica surgen a través de la propagacion hematogena a la articulacion.

La articulacion es particularmente susceptible a la infeccién hematégena porque el espacio articular
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sinovial es un tejido altamente vascularizado sin una membrana basal. Otros mecanismos incluyen el
trauma, la inoculacién directa de bacterias durante la cirugia de las articulaciones o la extension de la
infeccion 6sea en el espacio articular.

La bursitis séptica surge como resultado de la inoculacion directa a través de la puncién de la bursa o a

través de la propagacion contigua de la piel adyacente o infeccion de tejido blando.

6.2.10 Meningitis
La meningitis por S. aureus ocurre mas comunmente después de un traumaumatismo craneal o
intervencion neuroquirdrgica, menos comidnmente, también puede ocurrir como una complicacion de una

bacteriemia (Pintado et al., 2002).

6.2.11 Bacteriuria

La bacteriuria por S. aureus puede presentarse por infeccién ascendente en presencia de un catéter
urinario o en el establecimiento de bacteriemia por S. aureus.

La bacteriuria por S. aureus en ausencia de un catéter urinario puede ser un indicador de bacteriemia
(Muder et al., 2006). Se deben obtener hemocultivos junto con la evaluacién clinica de los signos y
sintomas de una infeccién estafilocécica metastasica u oculta, sobre todo si hay otras indicaciones clinicas
de infeccién como fiebre, leucocitosis o sintomas localizadores como dolor de espalda. En un estudio que
incluyé 59 pacientes con bacteriemia por S. aureus, se observé bacteriuria en el 27% de los casos (Lee et

al., 1978) y un aumento de complicaciones y mortalidad relacionada (Perez-Jorge et al., 2010).
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7. EPIDEMIOLOGIA DE SARM.
CLASIFICACION DEL SARM SEGUN EL LUGAR DE ADQUISICION Y LINEAS

GENETICAS RELACIONADAS.

S. aureus es una bacteria que dispone de una amplia gama de mecanismos para invadir nuestro
organismo, evadir las primeras barreras de nuestro sistema inmunitario y lograr una colonizacién y muchas
veces infeccion. Posee un genoma que esta en constante evolucidon y su estructura posee tres
componentes principales. En primer lugar, una columna vertebral de genes basicos (> 97%), que se
encuentran en todas las cepas. Dispersado a lo largo de la columna vertebral un segundo grupo de mas de
700 genes de nlcleo variable (NV). Los genes NV estan distribuidos de forma variable y su patrén de
distribucion define los linajes de S. aureus. En tercer lugar, presenta los Elementos Genéticos Moviles
(EGMs), grandes piezas de ADN que codifican funciones de movilizacién, mostrando evidencia de
transferencia y de recombinacién (Firth and Skurray., 2006; Lindsay et al., 2006; Lindsay, 2010).

Es por ello que no es posible hablar de un estandar genético, pero si de agruparlos en base a sus
diferentes caracteristicas moleculares y a sus areas de diseminacién. Hablamos entonces de diferentes
lineas genéticas de S aureus o SARM los cuales estan conformados por diversos complejos clonales (CC)
que tienen adscritas diversas secuencias tipo (ST).

Las infecciones/colonizaciones por SARM segun la CDC se clasifican en funciéon del lugar de inicio. Es
decir infecciones por SARM asociadas al Hospital, asociadas a la asistencia sanitaria y finalmente asociada
a la comunidad (Centers for Disease Control and Prevention, 2012). En 2005 se describié por primera vez
una nueva cepa de SARM en granjeros de cerdos (Armand-Lefevre et al., 2005). Posteriormente se incluira
dentro de la clasificacion por lugar de adquisicion las asociadas al ganado llamandose LA-MRSA ( en
inglés: Livestock Associated-MRSA) o SARM asociado al ganado (SARM-AG).

Actualmente la distribucion de los diferentes clones a lo largo del mundo y la adquisicién de nuevo y
variado material genético comienza a dificultar la definicion de los limites de estas lineas genéticas (Harris

et al., 2010) (Stefani et al., 2012).
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7.1 SARM asociado al hospital (hosocomiales) SARM-AH:

Se define como Infeccién/colonizacién por SARM-AH a aquellos casos en los que se aisla SARM en el
cultivo obtenido 48 hs después de ingreso en el hospital.

A partir del descubrimiento del primer SARM en un hospital de Inglaterra (Jevons, 1961) el nimero de
casos clinicos por SARM en todo el mundo ha crecido de manera exponencial. Segun los datos publicados

por el Sistema de Vigilancia Europeo de Resistencias (www.earss.rivm.nl), la prevalencia europea en los

ultimos afios ha presentado una clara tendencia a la baja, es decir que si en 2012 la prevalencia era del
18,8% en 2015 era del 16,8%. Esta situacion posiblemente sea un reflejo de las medidas cada vez mas
estrictas en tanto en el manejo como en la prevencion. Aun asi, si analizamos las prevalencias por paises
las resistencias pueden ser muy variadas, siendo menores al 1% en Islandia o Suecia, entre un 1 - 5%
Holanda, Dinamarca, y Noruega, entre un 5-10% Austria y Lutuania, entre un 10-25% Inglaterra, Francia,
Alemania, entre 25-50% Espafa, ltalia, Grecia, Portugal y mayores de 50% se encuentra actualmente
Rumania. (Figura 6). En el caso particular de Espafia se ha detectado un discreto aumento en los Ultimos

afos presentando un 24,2% en 2012 y un 25,3 % en 2015.
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Figura 6. Porcentaje (%) de aislamientos invasivos de SARM, por paises de la UE, 2015. Centro Europeo de

Prevencion y Control de Enfermedades.
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Las lineas genéticas mas frecuentes de SARM en el ambito hospitalario de todos los continentes son: CC5,
CC8, CC22, CC30 y CC45 (Feil et al., 2003) (Campanile et al., 2010; Chambers and Deleo, 2009). Los
complejos clonales CC5 y CC8 son los CC mas prevalentes en todo el mundo. Contienen varias variantes
ST (que tienen mutaciones puntuales en los genes utilizados para asignar su MLST ST) y se distribuyen de
manera diferente en muchos paises y / o regiones del mundo. CC22 esta generalizado a nivel mundial,
CC30-ST36 es comun en los EE.UU. y el Reino Unido y CC45 es comun en los EE.UU. y Europa
(Campanile et al., 2010; Deurenberg and Stobberingh, 2008; Moodley et al., 2010). Los clones asiaticos
mas frecuentemente reportados son CC8 (ST239), CC5 (ST5) y CC22 (ST22) (Chen et al., 2010; Ghaznavi-
Rad et al., 2010; Song et al., 2011). Pruebas recientes muestran que el linaje CC8-ST239-111-t037 en Corea
del Sur, Hong Kong, Taiwan y Vietnam y el linaje CC5-ST5-1I-t002 en Corea del Sur y Sri Lanka se han
extendido desde los hospitales a la comunidad y epidemiolégicamente por lo menos, han pasado a ser
considerados como SARM-AC (Song et al., 2011). Los clones CC5 (ST5), CC8 (ST239) y CC30 predominan
en América Latina (Rodriguez-Noriega et al., 2010). Los datos recientes de Africa son limitados, pero
sugieren un predominio de linajes CC8 (ST239 y la infrecuentemente ST612 se encuentra sélo en Sudafrica
y Australia), CC5 (ST5) y CC30 (ST36) (Breurec et al., 2011; Jansen van Rensburg et al., 2011; Moodley et
al., 2010) (Figura 7).

En Espafia, se produjeron varios cambios importantes durante las Ultimas décadas, asi el denominado clon
Ibérico en la década de los 90 (ST247/CC5-SCCmec ), fue sustituido posteriormente por otra linea
genética, (t067/ST125/CC5-SCCmec V), ampliamente distribuida por toda la geografia peninsular
(Grundmann et al., 2010; Lozano et al., 2013). Casi todas las lineas genéticas europeas asociadas a
ambitos hospitalarios estan integradas en un gran complejo clonal, el CC5, y se cree que descienden de un

mismo clon ancestral pediatrico (ST125/CC5-SCCmec IV) (Argudin et al., 2009)

7.1.2 SARM asociado con la asistencia sanitaria:

Se ha propuesto la definicion de "infecciones asociadas a la asistencia sanitaria" para las infecciones/
colonizaciones que ocurren en los pacientes que viven en la comunidad y que tienen contacto con el
sistema sanitario (Friedman et al., 2002). Representan aquellos casos en los que se aisla SARM en un
paciente ambulatorio o durante las primeras 48 horas de ingreso, con signos y sintomas de infeccién, y con

alguno de los siguientes factores de riesgo: presencia de algin dispositivo intravascular o sonda,
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antecedente de infeccion por SARM-AH, historia de cirugia, hospitalizacién o residencia en algun centro
sanitario en los 12 meses previos. En los paises europeos con altas tasas de SARM-AH, como ltalia o el
Reino Unido, la mayoria de las infecciones por SARM adquiridas en la comunidad se producen en
pacientes con factores de riesgo y son, de hecho, infecciones asociadas a la asistencia sanitaria (Rollason

et al., 2008; Scudeller et al., 2000)

7.2 SARM asociado a la comunidad (SARM-AC)

Representan aquellos casos en los que se aisla SARM (infeccidn/colonizacion) en un paciente ambulatorio
0 en las primeras 48 hs de ingreso hospitalario y sin factores de riesgo para SARM-AH o asociado a la
asistencia sanitaria. El primer informe de SARM en el ambito comunitario fue descrito en 1993 en Australia
Occidental en pacientes aborigenes (Udo, 1993). Estas cepas de SARM se aislaron de individuos sanos,
que tenian infecciones de piel y tejidos blandos, pero no poseian ningun factor de riesgo conocido para
infeccién por SARM-AH. Posteriormente varios clones de SARM-AC se han extendido por todo el mundo
desde los afos noventa. En general, el SARM-AC es mas virulento en comparacién con el SARM-AH
debido a la presencia de varios factores de virulencia especialmente la toxina de Panton-Valentine
(Chambers, 2001; Etienne, 2005). EI SARM-AC suele producir infecciones principalmente en piel, mucosas
y otros tejidos blandos, y con menor incidencia, episodios de bacteriemias y otras patologias de caracter
necrosante (Lo et al., 2009; Mediavilla et al., 2012). Estudios epidemioldogicos han demostrado que los
grupos de alto riesgo para el SARM-AC Incluyen nifios, reclusos, soldados, atletas y centros de cuidado
diurno, es decir, poblaciones y areas de concentracién donde el riesgo de la infeccién cruzada es alta
(DelLeo et al., 2010).

Las lineas genéticas que han sido asociados de manera tradicional a infecciones por SARM de origen
comunitario son: CC5, CC8, CC30, CC59 y CC80, diseminados principalmente por Europa y, sobre todo,

Estados Unidos. (Enright et al., 2002; Stegger et al., 2014; Vandenesch et al., 2003). (Figura 8).

7.2.1 Propagacién de SARM-AC en hospitales

Estudios recientes han demostrado la presencia de SARM-AC en los centros sanitarios especialmente en

los Estados Unidos, pero también en otros paises (Otter and French, 2011). La proporcion de SARM-AH
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Figura 8. Lineas genéticas de SARM-AC mayoritarias a nivel mundial y por continente.Modificado de Aires de Sousa. Clin
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aislados con SCCmec tipo IV (tipico de SARM-AC) aumenté de menos de un 20% a mas de un 50% entre

1999 y 2004 en un hospital de EE.UU. (Maree et al., 2007). Resultados similares fueron informados de un

hospital francés de 1992 a 2002, periodo durante el cual aumenté notablemente la incidencia de
aislamientos de SARM-AH de SCCmec tipo IV susceptibles a gentamicina, sulfametoxazol y rifampicina
(Donnio et al., 2004). Un trabajo reciente confirmé la migracién de cepas de SARM que poseen SCCmec
tipo IV de la comunidad al hospital en ltalia. Estas cepas, a pesar de mostrar susceptibilidad a muchos
antibidticos en comparacién con los clasicos nosocomiales multirresistentes, habian adquirido algunos

determinantes de resistencia (Campanile et al., 2012).
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En el este de Asia, las cepas ST59 SCCmec tipo IV, ST30 SCCmec tipo IV y ST72 SCCmec tipo IV SARM-
AC se han diseminado de la comunidad al hospital, mientras que las cepas ST239 (CC8) y ST5 se han
movido en la direccién opuesta (Song et al., 2011).

Todos estos estudios demuestran claramente que las lineas genéticas son dinamicas y que cada vez

resulta mas dificil poder clasificarlas o asociarlas a un ambito comunitario u hospitalario exclusivamente.

7.3 SARM asociadas al ganado (SARM-AG)

La primera descripcién de infecciones por SARM en animales fue un caso de mastitis bovina en Bélgica a
principios de los afios setenta (Devriese et al., 1972). Posteriormente, fueron descritas un nimero cada vez
mayor de infecciones y colonizaciones por SARM en animales, dejando claro que representan un

importante patdgeno veterinario y zoonético. (Figura 9).

América del Norte
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Figura 9. Lineas genéticas de SARM-AG mayoritarias a nivel mundial y por continentes. Modificado de Aires de Sousa.

Clin Microbiol Infect.2016.
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El tipado molecular mostré que algunos linajes animales son especificos del huésped mientras que otros

son capaces de colonizar o infectar una amplia variedad de animales incluyendo humanos. (Fitzgerald,

2012) (Figura 10).
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Figura 10. Complejos clonales y STs mas prevalentes asociados a animales y sus especies hospedantes.

Modificado de: Fitzgerald J. Trends in Microbiology. 2012.

Asimismo las caracteristicas clinicas y las claras diferencias tanto clinicas como epidemioldgicas de los

diferentes SARM segun su adquisicion o asociacién se explican en la Tabla 3.

7.3.1 SARM-AG y mecC

Hasta hace muy pocos afos, el gen mecA era el Unico determinante genético que conferia resistencia a la
meticilina en S. aureus. En el afio 2011, mientras se realizaba un estudio epidemiolégico de SARM en
muestras de mastitis bovinas y tanques de leche de origen vacuno en Inglaterra, se encontré una cepa
(LGA251) que contenia un nuevo determinante de resistencia a meticilina, el mecALG251 (Garcia-Alvarez et
al., 2011), posteriormente denominando mecC (Paterson et al., 2014). Este gen sélo comparte la identidad
de nucledtidos del 70% con mecA, no siendo detectado por los ensayos de PCR clasicos. La proteina
codificada de PBP2a es sélo 63% idéntica al nivel de aminoacido al PBP2a original (codificado por el gen

mecA) y por lo tanto no se detecta mediante pruebas comerciales basadas en anticuerpos tradicionales.
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Por otra parte se ha determinado que la cefoxitina tiene mayor sensibilidad que la oxacilina para determinar
su resistencia en test de difusion disco-placa (Skov et al., 2014).

El gen mecC forma parte de un nuevo SCCmec asignado al tipo XI. Los aislamientos pertenecientes a este
nuevo elemento genético no son resistentes a los antibidticos distintos de los B-lactamamicos
contrastando con los aislamientos CC398 (resistentes a la tetraciclina). Los casos detectados hasta la

fecha pertenecen principalmente a linajes comunes en el ganado, como CC130, CC1943 y CC425. lo que

sugiere un reservorio zoonético.

Caracteristicas

Lineas genéticas mas
prevalentes

Fenotipo de
resistencia

Tipo de paciente

Factores de riesgo

Transmision

Cuadro clinico

CC5, CC8, CC2,
CC30, CC45

AL
No LPV

A menudo
multirresistentes

Ancianos,
pluripatologicos,
contacto habitual
con Hospital,
residencia de
ancianos.

Inmunodeprimidos,
cirugia reciente,
catéteres,
hospitalizacion
previa, Infeccion
previa por SARM-
AH,
Institucionalizado.

Contacto con el
sistema sanitario,
diseminacion
limitada. Rara
transmision familiar.

Infecciones invasivas:
Bacteriemias.
Infeccion de orina,
asociadas a catéter.

SARM-AC

CC1, CC8, CC30,
CC59, CC80, CC88,
CC93

IV, V, VI

LPV

Habitualmente
resistentes a b—
lactamicos

Nifos y jovenes,
deportistas, personal
militar, drogadictos,
reclusos. Casi nulo
contacto con el
hospital y casi sin
patologia previa.

Deportistas de
contacto, reclusos,
guarderias,
drogadictos.

No contacto con el
hospital. Facil
diseminacion.
Transmision
intrafamiliar
frecuente.

Infecciones de piel y
tejidos blandos.
Neumonia
necrotizante,
bacteriemias, shock
séptico.

Tabla 3. Diferencias principales entre SARM-AC , SARM-AH y SARM-AG

CC1, CC9, CC97,
CC130, CC133,
CC398

IV, V

No LPV

Multirresistentes.
Resistente a
tetraciclina (CC398)

Jovenes, escasa
patologia previa. Sin
contacto con el
hospital.

Granjero, trabajar
con productos
relacionados de
animales de
produccion. Vivir
cerca de granjas.

No contacto con el
hospital. Contacto
con animales de
granja. Diseminacion
limitada. Transmision
intrafamiliar
frecuente.

Infecciones de piel y
tejidos blandos,
infecciones invasivas
bacteriemias,
endocarditis.
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Esta variante mec se han descrito en diferentes especies animales y en varios paises europeos como
Francia, Alemania, Reino Unido o Dinamarca (Paterson et al., 2014; Worthing et al., 2016).

Los aislamientos de SARM que transportan mecC estan ampliamente distribuidos entre animales de vida
silvestre y que viven en habitats muy diversos (Becker et al., 2014). Recientemente, se ha detectado entre
las aves, en una ciglefa blanca expuestos a los residuos humanos (Gémez et al., 2016) asi como en rios y
en aguas residuales urbanas en Espafa (Porrero et al., 2014). Mientras que en humanos se han detectado
cepas de mecC-SARM CC130 en Austria, Bélgica, Dinamarca, Francia, Alemania, Irlanda, Paises Bajos,
Noruega, Eslovenia, Espafa, Suecia, Suiza y Reino Unido (Garcia-Alvarez et al., 2011; Garcia-Graells et al.,
2012; Laurent et al., 2012; Petersen et al., 2013; Sabat et al., 2012; Shore et al., 2011; Garcla-Garrote et al.,

2014)

7.3.2 SARM-AG (SARM CC398)

El primer informe de SARM CC398 fue descrito en Francia en 2005, identificindose en cerdos (Armand-
Lefevre et al., 2005). Posteriormente, se identificaron en varios paises de Europa entre ellos los Paises
Bajos (Voss et al., 2005), Alemania, Italia, Dinamarca y Espafa y finalmente en América del Norte, Asia
(Smith and Pearson, 2011) y Africa (Lozano et al., 2016).

Para entender la aparicion de SARM CC398 asociada con el ganado entre los seres humanos, Price et al.
(2012) aplicod la tipificacion de secuencia del genoma completo (WGST) a una diversa coleccion de
aislamientos de S. aureus CC398 (n= 89), incluyendo SARM y SASM de animales y humanos que
abarcaban 19 paises y cuatro continentes. La filogenia basada en WGST encontrada en ese estudio sugiere
fuertemente que el linaje CC398 se origin6 en seres humanos como SASM y luego se disemin6 al ganado,
donde posteriormente adquirié el casete SCCmec vy la resistencia a meticilina. Estos datos sugieren que el
SARM CC398 perdié los genes inmunomoduladores innatos humanos y adquirié resistencia a meticilina y
tetraciclina después de la introduccion al ganado. El gen de resistencia a la tetraciclina tet (M) fue casi
universal entre las cepas de SARM CC398 y SASM asociadas con el ganado y desaparecié por completo
de las cepas asociadas a humanos. Los aislamientos de SARM CC398 encontrados en seres humanos que
tienen contacto directo con el ganado exhiben los mismos patrones moleculares que las cepas asociadas

al ganado. (Price et al., 2012)
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Por otra parte el uso de tetraciclina en la producciéon animal de alimentos es probable que tenga una
participacion importante en la seleccion de cepas y es por eso que actualmente se considera un muy buen

marcador de SARM CC398 (Benito et al., 2014; Lozano et al., 2013).

Las cepas de SARM CC398 tienen importantes caracteristicas genotipicas y fenotipicas:

1. No son tipificables por PFGE utilizando Smal (Bens et al., 2006).

2. Muchos de ellos pertenecen a ST398 o ST estrechamente relacionados asociados con CC398 (van Loo

et al., 2007).

3. Llevan SCCmec tipo IVa o V y son diferentes de los otros genotipos de SARM comuinmente

encontrados en el entorno Hospitalario y comunitario (Li et al., 2011).

4. Presentan un mayor fenotipo de resistencia antibiotica a los no B lactamicos. Por ejemplo: Tetraciclina
(100%), macrdlido (70%), trimetoprim (65%), gentamicina (14%), ciprofloxacino (8%) y trimetoprim-

sulfametoxazol (4%), , siendo algunos de ellos utilizados en la produccién animal (Argudin et al., 2011).

5. La mayoria de los aislamientos carecen de toxinas como Panton-Valentine leucocin (PVL) y otras

enterotoxinas (Hallin et al., 2011).

En los cerdos y vacas, el SARM CC398 se ha extendido ampliamente, asi estudios holandeses detectaron
prevalencias en granjas de cerdos entre el 23% y el 81% (Broens et al., 2011a), mientras que en granjas de
vacas, la prevalencia de las granjas estudiadas para SARM CC398 fue entre el 28% y el 88% (Graveland et
al., 2010). Posteriormente el SARM CC398 fue identificado en aves de corral (pavos y pollos) (Mulders et
al., 2010; Richter et al., 2012), y en caballos (Van Den Eede et al., 2009).

Estudios realizados en las explotaciones porcinas demostrd una fuerte asociacién entre los resultados de
muestras de animales y muestras ambientales, lo que podria indicar también la posibilidad de propagacion

de SARM CC398 por via aérea entre animales dentro de una granja (Schulz et al., 2012).
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8. COLONIZACION Y TRANSMISION DE SARM CC398

En comparacién con las infecciones debidas a SARM asociado al hospital o SARM adquirido en la
comunidad, el SARM-AG (SARM CC398) no existe una diseminacién uniforme, sino un aumento regional de
este linaje en areas con una alta densidad de ganado porcino (Feingold et al., 2012; Schaumburg et al.,

2012).

8.1 Transmision del SARM-CC398 de animales al humano

Las formas en que se transmite el SARM CC398 a los seres humanos son:

1. Contacto directo con los animales

2. Contaminacién ambiental

3. Comer o manipular carne contaminada.
4. Desconocido

Los primeros estudios que investigaron la asociaciéon de SARM CC398 en pacientes humanos con un
reservorio en animales identificaron el ganado como fuente para el ser humano. Los portadores de SARM
CC398 eran mas a menudo personas que habian estado en contacto con cerdos o ganado que los
portadores de otras cepas de SARM (Van Loo et al., 2007). La intensidad del contacto (van den Broek et al.,
2009) y el vivir en un area con una importante densidad de cerdos se asocid fuertemente con el aumento
de la prevalencia (Feingold et al., 2012). Ademas, otro estudio indicoé que la proximidad a las granjas era un
factor de riesgo potencial, incluso en ausencia de contacto directo entre seres humanos y animales (Van
Cleef et al., 2010).

Por otra parte, un estudio realizado en mataderos en Holanda, observd que el personal con mayor
probabilidad de ser portador de SARM eran los trabajadores que manipulaban el animal vivo y que a
medida que la carne iba siendo procesada, estas probabilidades disminuian (B. A. G. L. Van Cleef et al.,

2010)

Sin embargo, para un ndmero sustancial de personas (40% o mas) colonizadas o infectadas por SARM

CC398, tanto el contacto con el ganado como otros factores de riesgo anteriormente mencionados, no fue



Introduccion 62

documentado (Benito et al., 2014) todo ello refuerza la teoria de una transmisién humano a humano como

otra fuente de colonizacién. (Figura 11)

8.2 Transmision de humano a humano por SARM CC398

Aunque se han llevado a cabo muchos estudios para examinar la colonizacién por MRSA CC398 en granjas
y en personas que tienen contacto con animales, un nimero creciente de informes han demostrado que el
SARM CC398 esta presente en pacientes hospitalizados y en personas sin contacto conocido con
animales vivos. El primer brote documentado de MRSA CC398 asociado al hospital ocurrié en los Paises
Bajos. Los autores encontraron cinco pacientes con colonizacién y / o infeccion por SARM CC398.
Ademas, se encontré que 5 de 238 (2,1%) trabajadores de la salud estaban colonizados. Todas las cepas
pertenecian a CC398 y eran de tipo spa t567 (Wulf et al., 2008). Aunque existen datos muy limitados de
tasas de colonizacién en residencias de ancianos, un brote de SARM CC398 fue descrito en los Paises
Bajos. Se identificaron siete residentes y dos trabajadores sanitarios con SARM CC398. El caso indice
habia estado viviendo en una granja de cerdos antes de trasladarse a la residencia de ancianos. La cepa

SARM CC398 responsable de este brote fue el spa-type t011 (Verkade et al., 2012).
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Figura 11. Ciclo de SARM-AG. Modificado de Smith TC. PLoS Pathog. 2015.
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Existen algunos estudios que indican que el SARM CC398 podria haberse propagado a la poblacion
general. Asi en un estudio se observé que mas de un 25% de SARM CC398 no presentaban factores de
riesgos habituales, lo que sugiere una propagaciéon de SARM CC398, no por contacto directo con el
ganado (cerdos, terneros), sino a través la comunidad (Lekkerkerk et al., 2012). Asimismo, cuando se
analizé la tasa de colonizacion en la comunidad en el norte de Esparia, ésta no alcanzé el 0.5% de los

voluntarios estudiados (Lozano et al., 2011).

8.3 Caracteristicas de los pacientes hospitalizados colonizados por SARM CC398

En general, los pacientes hospitalizados portadores de SARM CC398 difieren en muchas caracteristicas de
los pacientes que estan colonizados o infectados con clasicos SARM-AH. Las caracteristicas de estos
pacientes son bastante similares a las de los pacientes afectados por SARM-AC. En un estudio realizado
en Alemania compararon varias caracteristicas clinicas y demogréaficas de los pacientes hospitalizados,
colonizados por SARM CC398 vs no SARM CC398. Observaron que los pacientes portadores de SARM
CC398 eran mas jovenes (edad media: 53 vs. 59 afos), generalmente varones (70% vs. 57%), tenian una
estancia hospitalaria mas corta (7,5 vs 12,6 dias) y menos frecuentemente tratados en unidades de
cuidados intensivos (UCI) (12% vs. 17%) Menor comorbilidad y menor nimero medio de consultas médicas

(Kock et al., 2011).

8.4 Infecciones por SARM CC398

El espectro clinico de las infecciones MRSA CC398 es tan amplio como se sabe para las infecciones por S.
aureus en general. Se ha documentado infecciones por MRSA CC398, que van desde infecciones
relativamente menores o localizadas, como infecciones de piel y partes blandas incluyendo abscesos (Pan
et al., 2009), Infecciones de las vias urinarias (van Belkum, 2008), infecciones de las heridas (van Rijen et
al., 2008), Mastitis (Huijsdens et al., 2006) y conjuntivitis (Grisold et al., 2010), asi como infecciones mas
graves o invasivas, incluyendo bacteriemia (Valentin-Domelier et al., 2011), neumonia (van Rijen et al.,
2008), neumonia necrotizante (Rasigade et al., 2010), osteomielitis (van Rijen et al., 2008), pyomyositis (Pan

et al., 2009) e infecciones postoperatorias (Krziwanek et al., 2009).
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8.5 SARM CC398 y sindromes estafilococicos mediados por toxinas

Aunque la adquisicion de SCCmec parece ser bastante comun en el SARM CC398 (Pan et al., 2009; van
Belkum, 2008), la transferencia de genes de toxinas estafilococicas parece ser mas rara. La mayoria de los
aislamientos del linaje clon SARM CC398 no poseen las exotoxinas que causan sindromes de toxina
estafilocécica, tales como superantigenos de toxinas pirogénicas y toxinas exfoliativas. Esto es valido en
particular para las enterotoxinas estafilocdcicas (SE) A, B, D y E clasicas, que no fueron detectadas en la
mayoria de las cepas SARM CC398 (Hallin et al., 2011; Huber et al., 2011; Kbck et al., 2013).

Hasta el momento, no se han descrito en la literatura casos, como el sindrome de shock téxico
estafilocécico, la intoxicacién alimentaria por enterotoxina y el sindrome de piel escaldada estafilocécica
asociados a SARM CC398.

Algunos informes describen la deteccién de los genes codificantes de leucociclina Panton-Valentine (PVL)
en cepas SARM CC398. La mayoria de los casos clinicos causados por PVL-positivo SARM CC398 son
infecciones de la piel, principalmente abscesos y pertenecian mayoritariamente a la spa type t034
(Huijsdens et al., 2009; Welinder-Olsson et al., 2008).

Sin embargo, como los genes de toxina pueden estar presentes en elementos méviles tales como fagos o

plasmidos, es posible que los aislamientos de CC398 puedan en un futuro adquirir tales genes.
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9. TIPOS DE EXPLOTACIONES PORCINAS

Se pueden clasificar segun el sistema de explotacién como (BOE, 2000):

« Sistemas extensivos: aquellos en los que los animales se alimentan fundamentalmente en pastoreo.

+ Sistemas intensivos:_aquellos en los que alojan a sus animales en las mismas instalaciones donde se
les suministra una alimentacién a base de pienso compuesto, también incluye la explotacion al aire libre
denominada sistema camping o cabafias. Actualmente es el sistema por el que se producen la gran
mayoria de la carne de cerdo que se consume en nuestro pais.

También se clasifican en funcidon del tipo de animales producidos y su situacién en la cadena de

produccion en:

« Granjas o Nucleos de Seleccion: Se dedican a la produccién de animales de raza pura o hibridos. Los
reproductores utilizados en estas explotaciones tienen que estar inscritos en los libros genealdgicos o
en los registros oficiales correspondientes. Dentro de estas granjas podemos distinguir entre lineas de
hembras donde suelen utilizarse las razas Large White o Landrace ya que presentan buenos
rendimientos e indices de conversién, buena prolijidad y velocidad de crecimiento, que se las conoce
como “abuelas”. Para las lineas de machos se suelen utilizar razas como la Pietrain o el Blanco Belga
que poseen gran conformacion.

+ Granjas de Multiplicacion: Se dedican a la multiplicacion de razas o estirpes selectas, puras o hibridas
procedente de explotaciones de seleccién. Su finalidad es obtener animales hibridos destinados a la
reproduccién, es decir, van a producir madres y verracos finalizadores que se utilizaran después para la
produccion de animales para matadero. Los reproductores utilizados deben estar inscritos en los
registros oficiales correspondientes. Pueden trabajar con distintos esquemas de cruzamiento:

A. Esquema de dos razas: se usa donde la conformacién no es importante.

B. Esquema a tres razas: se usa en paises donde la conformaciéon es importante,
especialmente Francia, Bélgica y Espafa. Aunque cada vez se extiende mas su uso.

C. Esquema a cuatro razas: Se utiliza para evitar los problemas que producen los machos de
elevada conformacion que son muy sensibles al estrés, produciendo hembras y machos hibridos que

otorguen mayor libido y rusticidad con una menor incidencia de estrés.
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Granjas de Recria de reproductores: Se dedican a la recria y/o engorde de lechones procedentes de
una sola explotaciéon de seleccion o multiplicacién cuyo destino es la reproduccion o marginalmente la
fase de acabado o cebo.

Granjas de Transicidon de reproductoras primiparas: Su funcion es la fertilizaciéon y comercializacion de
hembras primiparas como reproductoras gestantes.

Granjas de Produccion: Son las que se dedican a la produccion de lechones para su engorde y
sacrificio a partir de las reproductoras y machos finalizadores generados anteriormente. Pueden
generar sus reproductores para autrorreposicion. Segun el destino de los lechones estas explotaciones
se subdividen en explotaciones de:

A. Ciclo cerrado o completo: Todo el proceso productivo, nacimiento, cria, recria y cebo, tiene

lugar en la explotacién utilizando Unicamente la produccion propia.

B. Produccion de lechones o Granjas de Cria: Se decida sélo al nacimiento y cria hasta el

destete para luego ser cebados en cebaderos autorizados.

C. Tipo mixto: Envian parte de los lechones a recria y/o cebo en cebaderos autorizados.
Granjas de cebo o Cebaderos o de Engorde (Ciclo abierto): Se dedican Unicamente a realizar el cebo
de los lechones procedentes de las granjas de produccién hasta que alcanzan el peso de sacrificio
(90-100 kg). En estas granjas no existen reproductores y todos los animales vienen de otras granjas

como lechones.
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10. COMARCA DE OSONA

10.1 Caracteristicas de la Comarca y singularidades

La comarca de Osona esta situada en la provincia de Barcelona (Catalunya, Espafa) en el limite con la
provincia de Girona. Esta comarca ocupa una extensién de 1245,2 km2. La componen 50 municipios,
algunos de gran extension, como Orista por ejemplo, con 68,88 km2 que siendo el mas extenso de la
comarca tiene muy pocos habitantes; por el contrario, el mas pequefio 0,97 km2, Sant Hipolit de Voltrega
que cuenta con muchos mas habitantes que Orista. Vic es la capital de la comarca, y se encuentra a unos
69 km de Barcelona. Segun los ultimos registros del Institut d’estadistica de Catalunya (IdesCat) en la

comarca de Osona viven aproximadamente unas 150.000 personas. (Figura 12).

Figura 12. Localizacién de Catalunya dentro de Espafia, asi como la Comarca de Osona dentro de Catalunya.

10.2 Explotacion porcina en Espafia y Catalunya

Tanto en Espafa como en Catalunya existe una fuerte tradicion en la crianza y explotacién porcina. En los
ultimos afos, Espafia se ha posicionado como el primer productor europeo y el tercer productor mundial
de carne de cerdo, solo sobrepasado por China'y EEUU. En la Figura 13 podemos ver la progresion que ha

tenido Espafia en los ultimos aflos comparado con los mayores productores de cerdos de Europa.
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EVOLUCION DEL CENSO DE GANADO PORCINO EN
LA UNION EUROPEA

Figura 13. Evolucion del censo porcino en la UE. Fuente: Ministerio de agricultura pesca y medio ambiente.

www.mapama.gob.es

En Catalunya tradicionalmente la crianza porcina ha formado parte de una de las principales industrias
comerciales de la region. Es por ello que actualmente es la comunidad auténoma con mayor produccion de
carne de cerdo, asi como de explotaciones porcinas y de ndmero de cabezas sacrificadas. En la Figura 14
se observa con mayor detalles las diferentes regiones en nimero de animales y en la Figura 15 la densidad

de cerdos por Km2 en las diferentes comunidades auténomas.



Introduccion 69

9.000.000

8.000.000

7.000.000

6.000.000

5.000.000

4.000.000

3.000.000

2.000.000

1.000.000

Figura 14. Distribucion del censo total por comunidades auténomas (nUmero de animales). Fuente: Ministerio de

agricultura pesca y medio ambiente. www.mapama.gob.es
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Figura 15. Densidad de Cerdos por Km2 por comunidad autbnoma. www.mapama.gob.es
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Asimismo, en Catalunya, la distribucion del ganado porcino segun el Ultimo censo publicado se representa

en la Tabla 4.

Reproductores

Cerdos < | Cerdos de
50 kg engorde

Barcelona 661.553 332.484 721.585 1.181 206.689  1.923.492

222.281 268.404 402.686 525 80.460 974.356

Lleida 1.108.244 1.007.739  1.864.868 1.098 294167  4.271.116
Tarragona 160.136 106.150 211.860 227 52.409 530.781
Total 2.147.213 1.714.778  3.200.999 3.030 633.726  7.699.746

Tabla 4. Cabezas de ganado porcino, 2015. Fuente: Institut d'Estadistica de Catalunya, Departament d’Agricultura,

Ramaderia, Pesca i Alimentacio.

La Comarca de Osona representa un papel importante dentro de ésta industria, y forma parte de las areas
de mayor densidad de cerdos de Catalunya y de Espana. Es la primera comarca en explotaciones porcinas

y la tercera en plazas porcinas (Figura 16 y Figura 17)
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1. Estudio de SARM ST398 en granjas de cerdos en la Comarca de Osona

«  Conocer la Prevalencia de SARM ST398 en trabajadores de granjas de cerdos.

« Conocer la Prevalencia de SARM ST 398 en cerdos en 20 granjas de la comarca de Osona.

2. Estudio de las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes con

SARM-Tet? y SARM-Tet® en el Hospital Universitari de Vic

«  Conocer el Impacto clinico de las infecciones por SARM CC398.
«  Valorar y conocer las diferencias clinicas y epidemioldgicas entre SARM-Tet® y SARM-TetS.
«  Valorar y conocer las diferencias clinicas y epidemioldgicas entre SARM-TetR CC398 y SARM-Tet" no

CC398.

3. Estudio de Prevalencia de SARM y SARM-Tet? especialmente SARM CC398 en

residencias de ancianos de la comarca de Osona

« Conocer las diferencias clinicas y epidemiolégicas entre residentes colonizados por SARM y no

colonizados.
« Valorar y conocer las diferencias clinicas y epidemioldgicas entre residentes colonizados por SARM-

Tet® y SARM-TetS.
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1. Estudio de SARM ST398 en trabajadores de granjas de cerdos y en cerdos en la

comarca de Osona

Se realizé un estudio transversal de prevalencia en la comarca de Osona (provincia de Barcelona, Cataluiia,

noreste de Espafa) entre los meses de junio de 2014 a junio de 2015.

1.1 Seleccion de Granjas, trabajadores y cerdos

El estudio fue presentado a los duefios de granjas de cerdos de la comarca de Osona a través de su
asociacién de negocios (Asociacidon Técnica de Salud de Porcinos), asegurandoles que la confidencialidad
de los datos estaria protegida. No se requerian permisos oficiales, mas alla del consentimiento informado
del propietario de la finca, porque el estudio no implicaba animales en peligro o protegidos. La
investigacion fue aprobada por el comité de ética en el cuidado y el uso de los animales de la oficina
regional de Osona del Departamento de Agricultura, Ganaderia, Pesca, Alimentacion y Medio Natural de la
Generalitat de Catalunya, de acuerdo con la legislacién europea en materia de cuidado animal (Granjas de
cerdos) (Consejo de la UE, 2009). El proyecto también fue aprobado por el comité de ética de investigacién

de nuestra institucién, el Hospital Universitari de Vic.

1.2 Trabajadores Participantes

Se estudiaron a todos los trabajadores de granjas de cerdos de un total de 83 granjas. Todos los
trabajadores mayores de 18 afos que estuvieron presentes en el momento de la visita fueron invitados a
participar en el estudio, y todos los participantes firmaron los formularios de consentimiento informado. Se
recogieron datos epidemiolégicos sobre los participantes en el estudio (edad, sexo, nacionalidad, afios de
trabajo en granjas) y su historia clinica (hospitalizaciones previas y si presentaban contactos con el sistema

de sanitario).
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1.3 Cerdos y granjas

En cooperacion con un veterinario de cerdos, se visitaban las granjas, se hablaba con los propietarios y
trabajadores de las respectivas granjas para explicar los objetivos del estudio y el procedimiento de
muestreo. Obtuvimos el consentimiento informado de los interesados en la participacién y luego realizamos
el procedimiento.

De las 83 fincas donde se estudié la colonizacion en granjeros, se seleccionaron 20 para el andlisis de la
colonizacion de SARM-ST398 en los cerdos. De tal manera que 9 de las granjas estudiadas fueron de
engorde o ciclo cerrado (todos los cerdos tienen una edad comprendida entre el primer mes y los 6 meses
de vida) y 11 granjas de ciclo abierto (los cerdos que se encuentran en las granjas tienen una edad
comprendida entre los 6 meses a 6 afos). Se seleccionaron veinte granjas teniendo en cuenta el tamafio de
la poblaciéon porcina en diferentes areas de la Comarca. En una zona de méas de 100.000 cerdos se
seleccionaron 4 granjas, entre 50.000 y 99.999 cerdos se seleccionaron 5, en las zonas entre 10.000 y
49.999 cerdos fueron 9 granjas y en la zona entre 1.000 y 9.999 cerdos fueron 2 granjas. Las granjas
seleccionadas tenian un minimo de 180 cerdos Yy un maximo de 10.000 cerdos. Las granjas fueron
seleccionadas mediante una aleatorizaciéon simple. Se analizaron diez cerdos por cada finca y se realizé un
frotis nasal a cada cerdo. En cada finca, se tomaron muestras de uno o dos cerdos en cada cuadrilla, hasta

que se recogio el nimero proporcional de muestras (Figura 18).

Osona

Pigs

O o

© 1-999

@ 1.000- 49.999
@ 50.000 - 99.999
@ > 100.000

@ studied farms

Figura 18. Comarca de Osona. Distribucion segun la poblacion porcina. Numero | ——

de cerdos por municipio y granjas analizadas.
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1.4 Recoleccidén y procesamiento de muestras

Se recogié un escobillon nasal de cada uno de los cerdos seleccionados y de ambas fosas nasales de
cada trabajador de la granja participante. Para realizar el procedimiento en los animales, el veterinario
utilizé un gancho para agarrar el hocico del cerdo, inmovilizar al animal y recoger la muestra. Después de
recoger la muestra, se retiré el gancho para liberar el animal.

Todos los muestreos se realizaron con escobillones de algodon que se colocaron en medio de transporte
(Stuart PS + Viscosa (Deltalab, Rubi, Espaia)). Los escobillones fueron almacenados a 4° C y transportados
directamente al laboratorio del Departamento de Microbiologia del Hospital Universitario de Vic (Barcelona)

para su analisis.

1.5 Aislamiento y caracterizacion de SARM

Las muestras se cultivaron sobre un agar cromogeno MRSA-Brilliance (Oxoid, PO5196A, UK), y los
resultados se leyeron después de 48 horas. Las colonias sospechosas (verdes) se subcultivaron en medio
de agar sangre (Oxoid, CM0055, UK). La identificacion de la cepa se realiz6 mediante el sistema
automatizado (biomerieux Vitek 2). Para la confirmacion de los aislados de SARM, la susceptibilidad a
oxacilina y cefoxitina se determiné mediante una prueba de difusiéon en disco (CLSI, 2014), y la presencia
de la Penicilina Binding Protein 2a (PBP2a) se analiz6 mediante una prueba de aglutinacion de latex con
anticuerpos monoclonales especificos anti-PBP2 (Slidex® MRSA detection- Biomerieux). Todas las cepas
con un fenotipo resistente a la oxacilina / cefoxitina fueron positivas para la PBP2a en la prueba de

aglutinacion y se incluyeron en este estudio.

Prueba de susceptibilidad a los antibiéticos

Se realizd la prueba de susceptibilidad mediante el método de difusién en disco siguiendo las
recomendaciones del Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) (CLSI, 2014). Los antibiéticos probados
fueron: penicilina (10 unidades), oxacilina (1 pg), eritromicina (15 pg), clindamicina (2 pg), gentamicina (10
pg), rifampicina (5 pg), tetraciclina (30 pg), tobramicina (10 pg) de trimetoprimsulfametoxazol (1,25 / 23,75
pg), ciprofloxacino (5 pg), linezolid (30 pg) y mupirocina (200 pg). La susceptibilidad a vancomicina y

daptomicina se estudié mediante microdilucién en caldo.
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Una vez identificadas las cepas, se mantuvieron a -80 ° C y posteriormente se enviaron al Institut de

Investigacié Germans Trias i Pujol (IGTIP) (Badalona, Barcelona) para la biologia molecular.

1.6 Tipado molecular mediante MLST
El tipado molecular se realizdé mediante la técnica Multilocus Sequence Typing (MLST), segun las

directrices de la base de datos MLST (http://saureus.mist.net/). Los pasos realizados, fueron: Extraccién de

ADN de las cepas de S. aureus en buffer de lisis (Lysozima, lisostafina en Chelex al 6% (Instagen Matrix,
Biorad)), Cuantificacién del ADN en nanodrop, Amplificacién mediante PCR de 7 genes de S.aureus: arc,
aro, glp, gmk, pta, tpi y yqi ., comprobacién de la amplificacion en un gel de agarosa al 2%, purificacion del
producto de PCR (Exosap-IT, USB), PCR de secuenciacién (forward i reverse), precipitacién del ADN
secuenciado, secuenciacidon en equipo Genetic Analyzer (ABI PRISM). Las secuencias obtenidas se

enfrentaron a las de referencia de la base de datos (http://saureus.mist.net/) para obtener el alelo

correspondiente de cada gen. El perfil MSLT se obtuvo de la combinacién de los 7 alelos

1.7 Tipado de la regién poliméfica del gen spa

Se caracterizaron genéticamente todas las cepas de SARM incluidas en este estudio segun su tipo de spa.
Para su realizacion se amplificd y secuenciacion el fragmento variable de la regién polimérfica del gen spa.
Para el analisis de la region amplificada se utilizd el programa “RidomStaph-Type” versién 1.5.21
(RidomGmbH Miunster, Alemania). Los tipos de spa fueron asignados de acuerdo con el servidor web de

Ridom (http://www.spaserver.ridom.de) el cual de manera automatica detecta las diferentes repeticiones y

asigna un tipo de spa.

1.8 Andlisis estadistico de los datos

El andlisis estadistico se realizd con el software SPSS 21.0. Las variables categéricas se expresaron como
frecuencia (%) y variables continuas como media + desviacién estandar (DE). Las variables no distribuidas
normalmente (verificadas por QQ Plot y Kolmogorov-Smirnov) se expresaron como mediana (rango

intercuartilico).
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La prevalencia de resultados positivos en SARM se estimé con un intervalo de confianza del 95% (IC). La
significacidn estadistica para las diferencias intergrupales se evalué mediante el test de Chi cuadrado de
Pearson o la prueba exacta de Fisher para las variables categéricas y la prueba t de Student o la prueba de
U de Mann-Whitney para variables continuas, dependiendo de la distribuciéon de la variable. Se configurd
una curva de operador caracteristico del receptor (ROC) para calcular un punto de corte con la mejor
sensibilidad y especificidad para que el nimero de cerdos de cada granja se asocie con los resultados

positivos del trabajador porcino. Se consideré estadisticamente significativo un valor p inferior a 0,05.
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2. Estudio de las caracteristicas epidemiolégicas y clinicas de los pacientes con

SARM-Tet? y SARM-Tet® en el Hospital Universitari de Vic

Se realiz6 un estudio transversal de prevalencia, en la comarca de Osona, durante el periodo comprendido

entre Enero de 2012 a Diciembre 2015.

2.1 Seleccidén de los Pacientes

El Hospital Universitario de Vic (HUV) tiene una capacidad de 191 camas y da servicio a una poblacion
aproximada de 150.000 personas. El servicio de microbiologia del HUV recibe todas las muestras de los
centros de atencién primaria de la comarca de Osona y de pacientes hospitalizados. Desde Enero de 2012
hasta Diciembre de 2015, se identificaron todos los pacientes que presentaban un cultivo positivo para
SARM. Se incluyeron todos los pacientes con diagndstico reciente de SARM y se excluyeron los pacientes
ya identificados como portadores de SARM o infecciones previas por SARM. Fueron seleccionaron los
pacientes con infecciones y o colonizaciones por SARM de reciente diagndstico, asi los que por
antibiograma eran resistente a tetraciclina se agruparon en un grupo y los que eran sensible a tetraciclina,
se agruparon en otro. Se estudiaron de cada paciente antecedentes personales, patolégicos, lugar de
adquisicion (extrahospitalaria / intrahospitalaria), tipo de adquisicidon (infeccién / colonizacion), tipo de
infeccidn, contacto con granjas, presencia o no de Ulceras en la piel, toma de antibidticos durante los
Ultimos 6 meses antes del diagndstico, ingresos hospitalarios como minimo 1 ingreso durante los Ultimos
12 meses y la mortalidad a los 30 dias ya los 6 meses del momento del diagnéstico.

A cada paciente se realizdé un cuestionario mediante una entrevista personal o en el caso de no estar
ingresado o de no poder acudir a la entrevista, el interrogatorio se realizé por via telefénica. Cada paciente
firmo el consentimiento informado y en el caso de no poder un representante de la familia. El proyecto fue

presentado y aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitari de Vic.
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2.2 Procesamiento de las muestras

Las muestras para este estudio fueron realizadas en los Centros de Atencién Primaria que abarcan la
comarca de Osona y en el Hospital Universitari de Vic. Una vez realizada la obtencién de la muestra (frotis
nasal, esputo, frotis Ulcera, broncoaspirado, Hemocultivos, etc) se enviaron al servicio de microbiologia del

Hospital de Vic para su procesamiento e identificacion del microorganismo.

2.3 Aislamiento y caracterizacion de SARM

Las muestras se cultivaron sobre un agar cromogenico MRSA-Brilliance (Oxoid, PO5196A, UK), y los
resultados se leyeron después de 48 horas. Las colonias sospechosas (verdes) se subcultivaron en medio
de agar sangre (Oxoid, CM0055, UK). La identificacién del organismo se realiz6 mediante sistema
automatizado (biomerieux Vitek 2). Para la confirmacion de los aislados de SARM, la susceptibilidad a
oxacilina y cefoxitina se determindé mediante una prueba de difusion en disco (CLSI, 2014), y la presencia
de la Penicilina Binding Protein 2a (PBP2a) se analiz6 mediante una prueba de aglutinacion de latex con
anticuerpos monoclonales especificos anti-PBP2 (Slidex® MRSA detection- Biomerieux). Todas las cepas
con un fenotipo resistente a la oxacilina / cefoxitina fueron positivas para la PBP2a en la prueba de
aglutinacion y se incluyeron en este estudio.

La prueba de susceptibilidad a los antibidticos se llevdo a cabo por el método de difusién de disco
siguiendo las recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2014). Los
antibiéticos probados fueron los siguientes: penicilina, oxacilina, eritromicina, clindamicina, gentamicina,
rifampicina, tetraciclina, tobramicina, trimetoprim sulfametoxazol, ciprofloxacino, linezolid y mupirocina. La
susceptibilidad a la vancomicina y la daptomicina se estudié mediante el método de microdiluciéon en
caldo.

Una vez identificadas las cepas, se mantuvieron a -80 ° C y posteriormente se enviaron al IGTIP (Badalona,

Barcelona) para la biologia molecular.
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2.4 Tipado molecular
Multilocus sequence typing (MLST): Todas las cepas aisladas e identificadas como SARM-Tet® fueron

analizadas de acuerdo con las guias de MLST (http://saureus.mist.net/) y de la forma anteriormente

explicada.

spa typing: Todas las cepas aisladas e identificadas como SARM-Tet? fueron caracterizadas por spa
typing, como se describié anteriormente, utilizando el software Ridom StaphType, version 1.4 (Ridom
GmbH Minster, Alemania). Los tipos de spa fueron asignados de acuerdo con el servidor web de Ridom

(http://www.spaserver.ridom.de).

2.5 Analisis estadistico de los datos

En el analisis estadistico, para las variables cuantitativas que eran de distribucion normal se describieron
las media y las desviaciones estandar (DE). Para las variables cualitativas se calcularon las frecuencias
absolutas y los porcentajes. La prueba de x2 o Test de Fisher y la t-Student se utilizaron para comparar las
caracteristicas sociodemograficas y clinicas entre los pacientes que presentaron resistencia y los que no.
La significancia estadistica fue considerada cuando el valor de p fue menor a 0,05.

Para identificar los factores asociados a la resistencia se realizé una regresion logistica univariado y
posteriormente con los factores asociados univariados la resistencia se realizé una regresién logistica
multivariante (p <0,10). A través de estos andlisis se calcularon los odds ratios (ORs) con un intervalo de
confianza del 95%. Para realizar el analisis estadistico se ha utilizado el programa IBM SPSS Statistics

21.0.
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3. Estudio de Prevalencia de SARM y SARM-TetR especialmente SARM CC398 en

residencias de ancianos de la comarca de Osona

Se realiz6é un estudio prospectivo desde enero de 2015 hasta julio de 2015. Se estudiaron seis residencias

de ancianos en diferentes localizaciones dentro de la comarca de Osona (Barcelona, Espafia).

3.1 Seleccidn de las personas para el estudio

Se seleccionaron 6 residencias de ancianos en diferentes zonas o municipios de la Comarca de Osona. Los
municipios de las residencias estudiadas fueron: Manlleu, Vic, Taradell, Torelld, L’Esquirol y Prats de
Lluganes. Se analizé 1 residencia por cada zona estudiada.

A cada residente de cada residencia se realizd un cuestionario precisando las caracteristicas
epidemioldgicas (edad, afio de ingreso a la residencia, si sale de la residencia o no, si tiene contacto con
familiares o contacto directo con granjas de cerdos, utilizacién de antibiéticos durante el ultimo afio y
ultimos seis meses, ingresos hospitalarios en el Ultimo afio), se analizaron también comorbilidades, indice
de Barthel y deterioro cognitivo. Se completé un cuestionario para cada residente durante una entrevista
personal o a su familia o representante legal. Se compararon los residentes colonizados por SARM vy los no
colonizados. Los residentes colonizados por SARM, se dividieron en dos grupos segun la sensibilidad o
resistencia a la tetraciclina y se compararon ambos grupos.

El proyecto fue presentado y aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitari de Vic y se obtuvo el

consentimiento informado por escrito de cada sujeto al inscribirse en la cohorte.

3.2 Procesamiento de las muestras
Una vez realizada la obtenciéon de la muestra (frotis nasal) se enviaron al servicio de Microbiologia del

Hospital de Vic para su procesamiento e identificacion del microorganismo.
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3.3 Aislamiento y caracterizacion de SARM

Las muestras se cultivaron sobre un agar cromégeno MRSA-Brilliance (Oxoid,PO5196A, UK), y los
resultados se leyeron después de 48 horas. Las colonias sospechosas (verdes) se subcultivaron en medio
de agar sangre (Oxoid, CM0055, UK). La identificacién del organismo se realiz6 mediante sistema
automatizado (biomerieux Vitek 2). Para la confirmacion de los aislados de SARM, la susceptibilidad a
oxacilina y cefoxitina se determind mediante una prueba de difusion en disco (CLSI, 2014), y la presencia
de la Penicilina Binding Protein 2a (PBP2a) se analiz6 mediante una prueba de aglutinacion de latex con
anticuerpos monoclonales especificos anti-PBP2 (Slidex® MRSA detection- Biomerieux). Todas las cepas
con un fenotipo resistente a la oxacilina / cefoxitina fueron positivas para la PBP2a en la prueba de
aglutinacion y se incluyeron en este estudio.

La prueba de susceptibilidad a los antibidticos se llevd a cabo por el método de difusién de disco
siguiendo las recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2014). Los
antibiéticos probados fueron los siguientes: penicilina, oxacilina, eritromicina, clindamicina, gentamicina,
rifampicina, tetraciclina, tobramicina, trimetoprim sulfametoxazol, ciprofloxacino, linezolid y mupirocina. La
susceptibilidad a la vancomicina y la daptomicina se estudié mediante el método de microdiluciéon en
caldo.

Una vez identificadas las cepas, se mantuvieron a -80 ° C y posteriormente se enviaron al IGTIP (Badalona,

Barcelona) para la biologia molecular.

3.4 Tipado molecular
Multilocus sequence typing (MLST): Todas las cepas aisladas e identificadas como SARM-Tet? fueron

analizadas de acuerdo con las guias de MLST (http://saureus.mist.net/) y de la forma anteriormente

explicada.

spa typing: Todas las cepas aisladas e identificadas como SARM-TetR fueron caracterizadas por spa
typing, como se describié anteriormente, utilizando el software Ridom StaphType, version 1.4 (Ridom
GmbH Miinster, Alemania). Los tipos de spa fueron asignados de acuerdo con el servidor web de Ridom

(http://www.spaserver.ridom.de).
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3.5 Analisis estadistico de los datos

En el analisis estadistico, para las variables cuantitativas de distribucion normal, se describié la desviacion
estandar (DE). Para las variables cualitativas se calcularon las frecuencias absolutas y los porcentajes. La
prueba x2 y la prueba t-Student se utilizaron para comparar caracteristicas sociodemograficas y clinicas
entre pacientes en los que se encontr6 SARM vy los pacientes que no se encontré6 SARM. Asimismo se
compararon los grupos en donde se aisl6 SARM-Tet® y aquellos en los que se aisl6 SARM-TetS. Se
consideré que existia significacion estadistica cuando el valor de p era menor que 0,05. Para el andlisis

estadisticos se utilizé el programa IBM SPSS Statistics 23.0.
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Estudio de SARM ST398 en granjas de cerdos en la comarca de Osona

1.1 Prevalencia en los trabajadores de granjas de cerdos y caracteristicas epidemioldgicas

Ciento cuarenta trabajadores de 83 granjas de cerdos fueron estudiados, siendo un 57,9% (IC del 95%:
50,0%-66,4%) positivos (81/140) para SARM, todos ellos identificados como SARM ST398. La edad media
de los granjeros fue de 44,9 + 13,8 (rango: 19-80), siendo la mayoria hombres (94,3%). Sélo uno de los
granjeros era inmigrante (de Gambia); Ninguno habia sido hospitalizado o habia tomado antibiéticos en el
Ultimo afo antes del estudio. En solo 9 granjeros se detectd alguna enfermedad previa, el resto de los
participantes no tenian antecedentes de interés. El nUmero medio de afios de trabajo en las granjas fue de

17,5 + 12,6 (rango: 1-50), sin diferencias significativas entre los sujetos negativos para SARM vy los sujetos

con SARM positivos (17,1 + 12,5 frente a 17,8 + 12,7; p = 0,763) (Tabla 5).

MRSA ST398 Valor de la p?
e
140 ( ) na

(\'/
81 (567.9) 59 (421

GC [n, (%)]

Edad [media, (DS)] 44.9 (13.8) 44.4 (18.2) 45.5 (14.7) 0.631°
Varon [n, (%)] 132 (94.3) 75 (92.6) 132 (94.3) 0.467°¢
Anos trabajados b
[mean, (SD)] 17.5(12.6) 17.8 (12.7) 17.5 (12.6) 0.763
Historial médico -
In, (%)] 9 (6) 5(6.2) 9 (6) 1.000
Tratamiento ATB % 0 0 0 na
Contacto Hospital % 0 0 0 na
1200 (700-3000) 1500 (1050-4300) 1000 (300-1300) < 0.001d
Granjeros CA 69 (49.3) 38 (46.9) 31 (562.5)
0.511¢
Granjeros CC 71 (61.7) 43 (53.1) 28 (47.5)

GC:  Granjeros de cerdos. ATB:  Antibidtico en el Ultimo afio. H:Contacto hospital ultimo afo. CA: Ciclo Abierto. CC:
Ciclo Cerrado. na: ~ No Aplicable. a) Nivel de significancia: p<0.05. b) t de Student. c) Test exacto de Fisher. d) Mann-
Whitney U. e) chi-cuadrado de Pearson.

Tabla 5. Caracteristicas epidemioldgicas de los granjeros de cerdos analizados
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Hubo un mayor nimero de cerdos en las granjas donde los trabajadores dieron positivo para SARM-ST398
(1500 [1050-4300] frente a 1000 [300-1300]; p <0,001) (Figura 19). Se encontré que un punto de corte de
1250 cerdos por granja era el mejor discriminador entre las granjas con trabajadores que daban resultados
positivos y negativos para SARM-ST398. Por lo tanto, el porcentaje de ganaderos que trabajaban en
granjas con mas de 1250 cerdos y que dieron positivo en ST398 de MRSA fue significativamente mas alto

que aquellos que trabajaron en granjas con menos de 1250 cerdos (75,8% vs 41,9%, p <0,001)
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Figura 19. Relacion entre granjeros colonizados por SARM ST398 y el nimero de cerdos por granjas

Se detectaron ocho diferentes tipos de spa entre los 81 aislamientos SARM ST398 obtenidos de los
trabajadores de granjas: 1101 (68%), t108 (6%), 1034 (6%), t1451 (7%), t1197 (5%), 11456 (4%), 12346 (3%)
y 1943 (1%). La Tabla 6 muestra la correlacién de los fenotipos de resistencia a los antibiéticos con los tipos
de spa en los granjeros de cerdos que fueron SARM ST398 positivos, asi como el nimero de granjas en las

que se detecto6 cada tipo de spa.
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Spa types GC (+) /C % de resistencia a antibidticos no pB-lactamicos
aislados

-I--m--

t011 13/55 100 90,9 4,5 7,2 8,1 5,4
11456 3 3/3 100 100 100 100 0 0 0
11451 6 6/6 100 100 100 100 0 33,3 16,6
t108 5 4/5 100 100 100 60 0 20 60
1943 1 11 100 100 100 100 0 0 0
t1197 4 3/4 100 75 100 100 25 25 75
t034 5 4/5 100 80 100 60 0 60 40
12346 2 2/2 100 100 100 0 0 0 0

Antimicrobianos: TET, tetraciclina; ERY, eritromicina; CLI, clindamicina; GEN, gentamicina; CIP, ciprofloxacina; TMP,
trimetoprim-sulfametoxazol, TOB, tobramicina.
N: Numero.GC(+): Granjeros de cerdos positivos / G: Granjero de cerdo.

Tabla 6. Caracteristicas de los 81 SARM ST398 detectados en los 140 granjeros de cerdos (GC) de 83 granjas analizadas

1.2 Prevalencia en cerdos y correlacion con aislamientos de granjeros

Veinte de las 83 fincas de cerdos fueron seleccionadas para el andlisis de la colonizacién de SARM ST398
en cerdos y para determinar la correlacion con los resultados en los agricultores correspondientes. Para
ello se analizaron muestras de 200 cerdos de estas 20 granjas (101 cerdos de engorde y 99 cerdas).
Noventa y dos de los animales (46% (IC 95%: 39% -53%)) fueron positivos para SARM, todos ellos ST398
(41,4% en cerdos de engorde y 50,5% en cerdas; p = 0,198). El porcentaje de resultados positivos en las
granjas de ciclo abierto (engorde) fue similar al porcentaje de resultados positivos en las granjas de ciclo
cerrado (43,3% frente a 48,2%; p = 0,494). La mediana de cerdos por finca fue de 1.525 (rango intercuartil:
1.125-4.500) con un minimo de 180 y un méaximo de 10.000 cerdos. De las 20 granjas de cerdos
seleccionadas para el andlisis de los granjeros y los cerdos, en todas se identificaron trabajadores

colonizados con SARM-ST398.
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Las cepas SARM ST398 recuperadas de cerdos presentaron 7 diferentes tipos de spa: 1011 (71%), t034
(8%), 12346 (2%) t108 (11%), t1197 (1%), 11456 (6%) y t1451 (1%). La Tabla 7 muestra los resultados de los
aislados SARM ST398 de cerdos y agricultores de las 20 fincas, incluyendo la distribucion de los tipos de
spa y los fenotipos de resistencia antimicrobiana. En la mayoria de las granjas (19/20), fue posible detectar
SARM ST398 con un tipo similar de spa y fenotipo de resistencia a antibidticos en cerdos y granjeros. La
mayoria de las cepas SARM ST398 presentaron un fenotipo multirresistente (resistencia de al menos tres

familias diferentes de antibioticos), incluyendo en todos los casos resistencia a la tetraciclina.

_ Granjeros de Cerdos Resistencia antibiotica
N Granja /N MLST E MLST E Fenotipo de resistencia para no
de cerdos Total 0 Total D B-lactamicos
/3 398 98

3 011 310 898 1011 TET, GEN, TOB, CLI, ERY, TMP
110 398 1011 TET, GEN, TOB, CLI, ERY
1/4 398 1011  1/10 398 1011 TET, TOB, CLI, ERY, CIP, TMP
_ 1/4 398 1011  3/10 398 1011 TET, CIP, TMP
/1 398 t034  5/10 398 1034 TET, TOB, CLI, CIP
2/2 398 011 4410 398 011 TET, CLI, ERY
) Graa 28 44 398 1011 4/10 398  tO11 TET, CLI, ERY, TMP
11 398 1011  4/10 398 1011 TET, CLI, ERY, CIP
VACWERER 55 398 1011 1710 398 1011 TET, CLI, ERY, CIP
1/8 398 1011  1/10 398 tO1f TET, CLI, ERY, GEN, TOB, TMP
2/8 398 1034  2/0 398 1034 TET, CLI, ERY, CIP, TOB, TMP
1/8 398 11451 TET, CLI, ERY, CIP, TOB, TMP

WASCWEREE 1o 308 12346 210 398 12346 TET, CLI, ERY

12 398 108  2/10 398 1108 TET, CLI, ERY, TOB, TMP
WRCCWERES 141 398 011 740 398 1011 TET, CLI, ERY
(RS CVERLIE 15 308 1011 4/10 398 1011 TET, CLI, ERY, CIP, TOB, TMP

DOQ
1/3 398  t1197 1/10 398 11197 TET, CLI, ERY, CIP, TMP

(*) Granja 11/

00
B
ez

11 398 011 4/10 398  tO11 TET, CLI, ERY
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_ Granjeros de Cerdos Resistencia antibiotica
N Granja/N Pos/ spa Pos/ spa Fenotipo de resistencia para no
/A 398 398

(*+) Granja 12 / [ 011 5/10 t011 TET, CLI, ERY, CIP, TOB, TMP

(*) Granja 13/

5000 11 398  t1197 1/10 398  t1197 TET, CLI, CIP, TOB

3/10 398 11456 TET, CLI, ERY

(**) Granja 14 /

100 11 398 11451 1/10 398 11451 TET, CLI, ERY, CIP, TOB

2/10 398  tO11 TET, CLI, ERY, CIP

1/10 398 11456 TET, CLI, ERY
(**) Granja 15/

11 398 1011 4/10 398 1011 TET, GLI, ERY, CIP, TMP
") G:gja L 11 308 1011 TET, CLI, ERY, CIP
410 398 1011 TET, CLI, ERY, GIP, TOB

() Grania 17/ VR ©- BRI TET, CLI, ERY, GIP, TMP

1/56 398 451 TET, GLI, ERY, CIP

o/5 398 t108 810 398 108 TET, CLI, ERY, TOB, TMP
WA o4 398 to11  2/10 398 tO1f TET, CLI, ERY, CIP

1/4 398 011 1410 398 1011 TET, GLI, ERY

14 398 1011 2/0 398 1011 TET, GLI, ERY, CIP, TMP
WRECWERER, 14 398 to11  1/10 398 1011 TET, CLI, ERY, CIP

1/4 398 1011  2/10 398 1011 1M5P SR LI TIER, TOE,

1/4 398 11451 1/10 398 11451 TET, CLI, ERY, CIP

WRCCWERASE 54 308 1011 510 398 1011 TET, CLI, ERY, GEN, TOB, TMP
011 1410 398 1011 TET CLI, ERY, GEN, TOB

1/4 398
] T I B

*) Ciclo Cerrado; (**) Ciclo Abierto. a) Antimicrobianos: TET, tetraciclina; ERY, eritromicina; CLI, clindamicina; GEN,

Total

N
o
-
- - -
-
- - - -

—_

gentamicina; CIP, ciprofloxacina; TMP, trimetoprim-sulfametoxazol; TOB: tobramicina. N: nimero. Pos: Positivos

Tabla 7. Deteccion de SARM ST398 en granjeros de cerdos y cerdos de las 20 granjas estudiadas.
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2. Estudio de las caracteristicas epidemiolégicas y clinicas de los pacientes con

SARM-TetR y SARM-Tet® en el Hospital Universitari de Vic (Barcelona)

Entre enero de 2012 y diciembre de 2015, se detectaron un total de 288 pacientes con colonizacion /
infeccion por SARM, con una proporcion estable durante los 4 afios de estudio. Asi el afio con mas
pacientes con SARM corresponde al 2013 con 75 (26,0%), seguido de 2012 con 73 (25,3%), 2015 con 71

(24,7%) y 2014 con 69 (24,0%).

2.1 Diferencias Clinicas y Epidemiolégicas entre SARM-Tet? y SARM-TetS

Se detectaron un total de 288 pacientes con SARM, de los que se identificaron como SARM-Tet? 106
casos (36.8%). Se ha evidenciado un incremento en la proporcién de SARM-TetR a lo largo de los afios del
estudio, siendo del 21.9% en 2012 al 50.7% en 2015 (p <0,001). Las caracteristicas clinicas y diferencias
epidemioldgicas de los pacientes con SARM-Tet® y SARM-TetS se describen en la Tabla 1. La edad media
de los pacientes SARM-Tet® fue menor (65.7 vs 73.5; p=0.001). En un 16,7% de los pacientes
diagnosticados de infeccion/colonizacion intrahospitalaria se aisl6 SARM-Tet?, y este porcentaje ascendia
al 50% entre los diagnosticados de infeccidn/colonizacion extrahospitalaria (p<0.001). Un mayor porcentaje
de pacientes con SARM-TetS provenian de residencias de ancianos en relaciéon con los del grupo Tet®
(27,5% versus 4,7%; p<0.001). En relacién a la mortalidad a los 6 meses, el 40,3% de los pacientes con
SARM-Tet® y el 19,8% de los pacientes con SARM-TetR fallecieron (p<0.001). Un mayor porcentaje de
pacientes con SARM-Tet® tenian el antecedente de contacto con granjas de cerdos en relacién con los del
grupo TetS( 49,5% versus 1,1%, p<0.001). Si se analiza el indice de Barthel categorizado, el 61,3% de los
pacientes con SARM-Tet® tienen un indice de Barthel de 100, a diferencia de los pacientes con SARM-TetS
que es del 29,7% (p<0.001). Por otro lado se ha realizado un analisis multivariante donde se observa que
en el 2015 existe una probabilidad de 3,66 (OR: 1,77-7,56) veces de tener SARM-TetR, unas 5,00 (OR:
2,81-8,89) veces si es extrahospitalario y 87,81 (OR: 20,69 a 372,55) veces si tenemos contacto con

cerdos. El andlisis completo se expone en la Tabla 8.
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n=106) n (%

SARM-Tet$ OR (IC 95%) OR (IC 95%)
n=182) n (% Crudo lap Ajustado
1 1

m 26 (34,7) 49 (65,3) 1,89 (0,91 - 3,93) 0,546 (0,16 - 1,85)
< 0,001
28 (40,6) 41 (59,4) 2,43 (1,17 - 5,07) 3,32(1,18 - 9,28)
m 36 (50,7) 35 (49,3) 3,66 (1,77 - 7,56) 3,23 (1,4 - 9,15)
Edad + DE 65.1 +22.7 73.6 + 19.4 0,98 (0,97 - 0,99) 0,001
B o0 w0 sosezen  oms
SARM asqmado al 19 (17.9) 95 (52.2) ’
Hospital
SARM asociado a la Sl
T@y  ws  so0ps-s
Residencia de
5(4,7) 50 (27,5) 0,13 (0,05 - 0,34) < 0,001
Mortalidad a los 6
21 (19,8) 73 (40,3) 0,37 (0,21-0,64) < 0,001
Mortalidad < 30 dias 8 (40) 24 (32,4) 1,39 (0,50 - 3,85) 0,526
87,81 (20,69 - 288,79 (80,3 -
BRI 20 200 TEET com TGRS
Admision en Hospital
49 (46,2) 124 (68,1) 0,40 (0,25 - 0,66) < 0,001
| Barthel, + DE 86,4 + 32,0 64,0 + 23,7 1,08 (1,01 - 1,04) < 0,001
4,43 + 3,7 6,21 + 3,4 0,87 (0,81 - 0,93) < 0,001
72 (67,9) 159 (87,4) 0,31 (0,17 - 0,56) < 0,001
Mas de 4
&comorbilidades 20(18,9) 78 (40.1)
Menos de 4
&comorbilidades 86 (81,1) 109 (59,9) 0.35 (0,20 - 0,62) < 0.001
S“ng;‘;ez‘gza B 414% +39,0% 20,9% +339% 1,02(1,01-1,02)  <0.001
Ulcera en piel 48 (45,3) 108 (59,7) 0,56 (0,35 - 0,91) 0,018 0,21 (0,08 - 0,59)
0,053
m 70 (66,0) 99 (54,4) 1,63 (0,99 - 2,68) 2,26 (0,96 - 5,31)
“ 73 (68,8) 108 (59,3) 0,97 (0,50 - 1,91) 0,053  3,03(0,85 - 10,73)
m 15 (14,2) 48 (26,4) 0,45 (0,20 - 1,04) 0,27 (0,06 - 1,14)
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a jndice de Charlson modificado por afios. * como minimo recibié 1 antibidtico en los Ultimos 6 meses. © Hemocultivos,
cultivo de bilis, cultivo de orina, cultivo de biopsia dsea, cultivo de protesis ¥ Comorbilidades incluye: enfermedad cerebro
vascular, enfermedad crénica cardiovascular, enfermedad crénica hepatica, enfermedad crénica pulmonar, enfermedad
renal cronica, enfermedades autoinmunes, secuelas neuroldgicas, diabetes y enfermedades neoplasicas. I:indice: DE:
Desviacién estandar

Tabla 8. Diferencias epidemioldgicas y factores de riesgo asociados entre pacientes con SARM-Tet® y SARM-TetS. Analisis
univariado y multivariado

Tipado molecular de las cepas identificadas como SARM-TetR

Se realizé MLST de los 106 SARM-TetR y se observaron 13 diferentes tipos de secuencia (ST) (I0D: 0,308;
IC del 95%: 0,192-0,42). EI ST mas frecuente fue ST398 detectado en 88 (83%) cepas, incluidas en el
complejo clonal CC398, junto con otras 5 ST. Se observé un total de 20 tipos de spa (IOD: 0.65; IC del
95%: 0.550-0750), siendo t011 la mayor parte de los aislamientos (n = 61). Ademas, al analizar los datos de
la combinacién de MLST y del spa type de los 106 SARM-TetR, se evidenciaron 25 perfiles diferentes (I0OD:
0,674; IC del 95%: 0,575-0,773). La combinacién ST398 / t011 fue la predominante (N = 59), y ST398 se
asocié con 10 diferentes tipos de spa types (Figura 20). Entre el MRSA-Tet® no-CC398, se asociaron con

otros 7 complejos clonales diferentes (CC1, CC9, CC30, CC97, CC121, CC146, CC152).

Spa_type:t011
@ Spa_type:t1197
Spa_type:t034
@ Spa_type:12346

Spa_type:t1451
Spa_type:t344¢€
Spa_type:t108

Njaka
®\L . .
Spa_type:t002
Spa_type:t012

Spa_type:t1077
Spa_type:t127

@ Spa_type:t13924
Spa_type:t159

° 3 a Spa_type:t1928

Spa_type:t2279

@ @ Spa_type:t267

Spa_type:t3423

6 Spa_type:t4198
Spa_type:t5047
Spa_type:t768

Figura 20. Arbol de expansion de 106 cepas SARM-Tet?. Las ST se muestran como circulos. El tamafio de cada circulo
corresponde al numero de aislamientos dentro de este tipo particular. Las lineas negras conectan dos tipos que difieren

dentro de un Unico locus y las lineas grises conectan mas de dos variantes del loci.
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2.2 SARM-TetR: caracteristicas clinica clinicas, epidemioldgicas y diferencias entre las cepas

CC398 vs no-CC398

Del total de 106 pacientes con SARM-TetR, 93 eran SARM CC398. No hubo diferencias ni de sexo ni edad,
ni por adquisicion (intra/extra). Durante los 4 afios de estudio, la evolucion del SARM CC398 es claramente
ascendente (del 19% en 2012 al 45% en 2015) siendo claramente estadisticamente significativo (p<0.001)

(Figura 21). Tanto en CC398 como en no-CC398 el sexo masculino fue mayoritario (73.1% and 61.5%,

respectivamente, p = 0,385) y de adquisicion extrahospitalaria en ambos casos (80.6% and 92.3%,

respectivamente, p=0,304).

No se observaron diferencias en relacion a la mortalidad a los 6 meses (p =0.752): no obstante, si
valoramos la mortalidad en los primeros 30 dias de diagndstico de SARM, del total de 8 pacientes, en el
grupo no-CC398 fueron 2 (25,0%) frente a 6 (75,0%) del grupo CC398 (p = 0,068). El 2,2% de los pacientes
SARM CC398 viven en una residencia de ancianos en relacion al 23.1% en el grupo no-ST398 (p=0,001). El
54,3% de los pacientes con SARM CC398 han tenido contacto con granjas de cerdos, frente al 15.4% de
los del grupo no-ST398 (p = 0,009). No se observé asociacidon con comorbilidades (Charslon, Barthel)

(41,30%, SD:38,14 and 41,70%, SD:44,25, respectivamente) (p =0,969) e ingresos hospitalarios (p=0,996).
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MRSA-TetS (n) 57 49 41 35
B MRSA-TetR no CC398 (n) 2 3 4 4
B MRSA-TetR CC398 (n) 14 23 24 32

Figura 21. Prevalencia de SARM-Tet? (CC398 y no CC398) y SARM-TetS durante los 4 afios estudiados.
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2.3 Colonizacién / Infeccion

Durante los 4 afos estudiados se diagnosticaron 169 (58,7%) pacientes con infeccion por SARM, de los
cuales 70 (41,4%) fueron por SARM-TetR. El origen mas frecuente en SARM tanto en Tet? como en TetS fue
la piel (68,9% y 59,3%, respectivamente), seguido de muestras respiratorias (17% y 14,3%,
respectivamente) y otras muestras que incluyen hemocultivos, orina, y cultivo de bilis (14,2% / 26,4%). La
infeccion mas frecuente fue la celulitis. En la Tabla 9 se muestran las infecciones mas frecuentes tanto por
SARM-TetR, SARM-TetS. Cuando se analizan las infecciones por SARM-TetR, se observa que 60/70 fueron
por SARM CC398 (en la ultima columna de la Tabla 9 se detallan las infecciones). Las infecciones de piel y
Neumonia por SARM fueron mas frecuentes en cepas SARM-TetR y CC398, mientras que las bacteriemia

fueron mas frecuentes en cepas MRSA-TetS.

SARM-Tet" SARM-TetS

A SARM CC398
Ipo de Inteccio n=70 n (%) n=99 n (%)

n=60 n (%)

33 (47,1) 32 (32,3) 0,051 28 (50,9)
9(12,9) 26 (26,3) 0,034 8(14,5)
8 (11,4) 15 (15,2) 0,487 7(12,7)
m 5(7.1) 2 (2,0) 0,127 5(9,1)
22,9 1(1,0) 0,570 2(3,6)
E - 200 oo 208
m 229 4 (4,0) 1,000 2(3,6)
22,9 3(3,0) 1,000 0(0,0)
. 110 oo e
1(1,4) 0(0,0) 0,414 1(1,8)
1(1,4) 0(0,0) 0,414 1(1,8)
04 o000 oaw 000
(. 220 oo 104
1(1,4) 10 (10,1) 0,027 1(1,8)
1(1,4) 0(0,0) 0,414 1(1,8)
0(0,0) 1(1,0) 1,000 0(0,0)

Tabla 9. Tipos de infecciones producidas por SARM-TetR, SARM-TetS y SARM CC398
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2.4 Fenotipo de resistencia a los antibiéticos no B-lactamicos

Los porcentajes de resistencias tanto por grupo SARM Tet® como para el grupo MRSA-Tet® se muestran en

la Figura 22.
100
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% R
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= MRSA-Tet®|
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30
20
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0 1 — - T T —T T | E—
*ce ‘LEV ERY *cu ‘TOB *GEN 'SXT MUP  FO RIF TG VAN FUS LIN DAP TEI
* p<0.001

Antibioticos: CIP, ciprofloxacina; LEV, levofloxacina; ERY, erithomicina; CLI, clindamicina; TOB, tobramicina; GEN,
gentamicina; SXT, trimetoprim-sulfametoxazol; MUP, mupirocina; FOS, fosfomicina; RIF, Rifampicina; TIG, tigeciclina; VAN,
vancomicina; FUS, fusidic acid; LIN, Linezolid; DAP, Daptomycin; TEl, teicoplanin.

Figura 22. Diferencias entre SARM-Tet? y SARM-TetS en relacion al fenotipo de resistencias antibidticas de agentes no B-
lactamicos.

Asimismo en la Tabla 10 se indican los fenotipos de resistencias a antibiéticos no B-lactamicos de las
cepas SARM-TetR. Se observé un mayor porcentaje de resistencia para fluoroguinolonas y tobramicina en
cepas de SARM-TetS y un mayor porcentaje de resistencia para clindamicina y SXT para cepas de SARM-
TetR. Las cepas ST398 y ST9 fueron los tipos de secuencia asociados con los fenotipos mas amplios de

resistencia a los antibioticos (Tabla 10].
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Numero de | Contacto Tipo de MLST/CC Spa Fenotipo de resistencia para no B-
cepas de muestra lactamicos

GEN'®, TOB'2, CIP?8, CLI*', ERY®?,

37/22 ST398/CC398 W | () e et U
5 3 41 ST398/CC398 1034 SIEE\’/\I; TOER ClFs, G BRI, 2
2 1 2/0 ST398/CC398 H08  CLE ERY2 SXT'
8 5 8/0 ST398/CC398 1197  GEN', TOBS, CIP7, CLI7, ST, LEV8
1 0 01 ST398/CC398 113924 CIP, SXT, LEV
5 2 3/2 ST398/CC398 1451 SEE\ﬁ1’TOB1'C'P3' L, 2R S
1 0 1/0 ST398/CC398 11928  CIP, CLI, SXT, LEV
6 3 0/6 ST398/CC398 12346  CIP', CLI, ERYS, LEV!
1 1 1/0 ST398/CC398 13423 CIP, CLI, ERY, SXT, LEV
1 1 1/0 ST2169/CC398  t1197  CLI, SXT
1 1 0/ ST2485/CC398 1034  CIP LEV
1 0 1/0 ST2768/CC398 1011 GEN, TOB, ERY, SXT
1 1 1/0 ST2769/CC398 1034  CIP,LEV
1 1 10 STe772/CC398 1011 CUI
1 0 1/0 STH/CCH 2279  GEN, TOB, CL, ERY, MUP
1 0 04 ST1/CCH 1768
1 0 1/0 STH/CCH H27  CL,ERY
5 0 [ wausg  GENZ TOBT, GIP', CLE, ERYZ, SXT2,
LEV?
1 0 1/0 ST30/CC30 012 CLI, ERY, MUP
1 0 1/0 ST97/CCO7 1067
1 1 1/0 ST121/CC121 1159
1 0 04 ST121/CC121 H077
1 1 1/0 ST121/CC121 14198  TOB, SXT
1 0 1/0 ST146/CC146 002 GEN, CIP, ERY, LEV
1 0 1/0 ST152/CC152 5047

a |: Infeccion; C: Colonizacién; b El superindice marca el numero de resistencias por cada antibidtico; C Antibidticos: ERY,
eritromicina; CLI, clindamicina; GEN, gentamicina; TOB, tobramicina; CIP, ciprofloxacina; MUP, mupirocina; SXT,
trimetoprim-sulfametoxazol; FUS, &cido fusidico; LEV, levofloxacina
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Tabla 10. Fenotipos de resistencias a antibidticos no B-lactamicos de las cepas SARM Tet?R

3. Estudio de Prevalencia de SARM y SARM-TetR especialmente SARM CC398 en

residencias de ancianos de la comarca de Osona

3.1 Diferencias clinicas y epidemioldgicas entre residentes colonizados por SARM vy no
colonizados

Se estudiaron un total de 204 residentes repartidos en seis residencias, 32 (15.7%, IC 95%:10.7 — 20.7%)
resultaron positivas para SARM. Del total de MRSA, 8 (25% IC 95%: 10.0 — 40.0%) fueron SARM TetR,
siendo 5 (15.6% IC 95%: 3.0 — 28.0) SARM ST398. El spa type mas frecuente fue el t011. El 74% (20/32)
de los residentes colonizados por SARM fueron mujeres. La residencia con la mayor prevalencia fue la
numero 3 (Manlleu) con un 30.2% (13/43) y la de menor prevalencia la numero 2 (Vic) con un 7.3% (3/41)
(p=0.051). Las diferencias epidemioldgicas entre los residentes colonizados por SARM y no colonizados se

describe en la Tabla 11.

3.2 Diferencias clinicas y epidemiolégicas entre residentes colonizados por SARM Tet? y SARM

TetS

La edad media de los residentes colonizados por SARM-Tet® fue de 88.2 (SD 6.8) afios y de 91.2 (SD: 6.2)
afios los colonizados por SARM-TetR. Un total de 26 residentes tuvieron contacto con familiares de
granjeros de cerdos en los Ultimos 12 meses, siendo 7 (26.9%) colonizados por SARM, de los cuales 4 eran
SARM-tet® y SARM ST398. Asimismo solo 2 residentes tuvieron contacto directo con granjas de cerdos,
siendo ambos positivos para SARM ST398. En la Tabla 12 se describen las caracteristicas y diferencias

clinicas entre los residentes colonizados por SARM-Tet® vs SARM-TetR.
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SARM (n=32) No SARM (n=172) p
n (%) n (%)

Residencias 0,115
Area Urbana 23 (71,9) 98 (57,0)
Area Rural 9(28,1) 74 (43,0)
Edad + DE 89,0 + 6,2 85,9+ 12.0 0,161
Mujer 27 (84,4) 134 (77,9) 0,410
Salen de la residencia 7 (21,9 57 (34,1) 0,174
Anos en la RA, media + DE 72+41 5,8 + 3,8 0,069
Contacto con el Hospital 15 (46,9) 44 (25,6) 0,015
en los ultimos 12 meses
Contacto con granjeros en 7 (21,9 19 (11,0) 0,092
los dltimos 12 meses
Contacto con granjas en 2 (6,3) 0 (0,0) 0,004
los dltimos 12 meses
Comorbilidades 0,740
Mas de 4 21 (15,1) 118 (84,9)
Menos de 4 11 (16,9) 54 (81,1)
Catéter urinario 0 (0,0) 0 (0,0) NA
permanente
Tratamiento ATB ultimos 22 (68,8) 90 (52,3) 0,086
12 meses
| Barthel categorizado 0,086
<20 9 (28,1) 47 (27,3)
25-85 13 (40,6) 78 (45,3)
>90 10 (31,3) 47 (27,3)
Deterioro cognitivo 0,129
No deterioro 6 (18,8) 44 (25,6)
Moderado 9(28,1) 69 (40,1)
Severo 17 (63,1) 59 (34,3)

a Comorbilidades incluye: enfermedad cerebro vascular, enfermedad crénica cardiovascular, enfermedad cronica hepatica,
enfermedad crénica pulmonar, enfermedad renal cronica, enfermedades autoinmunes, secuelas neurologicas, diabetes y
enfermedades neoplasicas. ATB: Antibidticos. NA: No Aplicable, RA: Residencia de Ancianos

Tabla 11. Diferencias epidemioldgicas entre los residentes colonizados por SARM y no colonizados en las 6 residencias

estudiadas.
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SARM-Tet?(n=8) = SARM-TetS(n=24)

n (%) n (%) .
Residencias 0,023
Area Urbana 3(37,5) 20 (83,3)
Area Rural 5 (62,5) 4(16,7)
Edad + DE 91,2+ 3,6 88,2 + 6,8 0,044
Mujer 7 (87,5) 20 (83,3) 0,779
Salen de la residencia 3(37,5) 4 (16,7) 0,217
Anos en la RA, media + DE 9,0+ 4,6 6,6 + 3,9 0,176
Cor;tact’o con el Hospital en 4 (50,0) 11 45.8) 0,838
os ultimos 12 meses
Cortaqto_ con granjeros en 4 (50,0) 3(12,5) 0,026
os ultimos 12 meses
C(I)nta’ct_o con granjas en 2 (25,0) 0(0,0) 0,018
os ultimos 12 meses
Comorbilidades 0,283
Mas de 4 4 (19.0) 17 (81,0)
Menos de 4 4 (36,4) 7 (63,6)
Catéter urinario 0(0,0) 0(0,0) NA
permanente
Tratamientr%eA;I"iUItimos 12 7 87,5 15 (62.5) 0,186
| Barthel categorizado 0,782
<20 2 (25,0 8 (33,3
25-85 3(37,5) 10 (41,7)
>90 3(37,5) 6 (25,0
Deterioro cognitivo 0,348
No deterioro 1(12,5) 5 (20,8)
Moderado 1(12,5) 8 (33,3)
Severo 6 (75,0 11 (45,8)

Tabla 12. Diferencias epidemiolégicas entre los residentes colonizados por SARM-Tet® y SARM-TetS en las 6 residencias de

ancianos estudiadas
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La mayoria de las cepas SARM-ST398 presentaron un fenotipo multirresistente (resistencia de al menos
tres familias diferentes de antibidticos), incluyendo en todos los casos resistencia a la tetraciclina. En la

Tabla 13 se describen las caracteristicas de los residentes colonizados por SARM-TetR (especialmente

ST398) asi como el fenotipo de resistencia antibidtica.

Residente Saledela 2Contacto 2Contacto aContacto Fenotipo de resistencia

portador de residencia con con con el

SARM (NR) granjeros  granjas Hospital

1(1) 11 t768 No No No No TET,CIP

2(2) 398/398 t011  Si Si Si Si TET,CIP,ERY

3(3) 398/398 t011  No Si No Si TET,GEN,TOB,CIP,
LEV,CLI, SXT

4 (4) 398/398 t011 No No No No TET,CIPLEV

5(5) 146/146 t002 No No No No TET,GEN,CIP,LEV

6 (6) 398/398 t011  Si Si No Si TET,CIP,ERY, CLI,.SXT

7 (6) 398/398 t011  Si Si Si Si TET,GEN,TOB,ERY,
CLI, SXT

8 (6) 9/9 t3446 No No No No TET,GEN,CIP,ERY,CLI,
SXT

NR, ndimero de residencia
Antibidticos: TET, tetraciclina; CIP, ciprofloxacina; LEV, levofloxacina; ERY, erithomicina; CLI, clindamicina; TOB, tobramicing;
GEN, gentamicina; SXT, trimetoprim-sulfametoxazol.

Tabla 13. Tipado molecular y fenotipos de Resistencia en los ocho residentes colonizados por SARM- Tet® en
las residencies estudiadas.
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1. Estudio de SARM ST398 en granjas de cerdos en la comarca de Osona

La prevalencia de SARM-AG del linaje ST398 en los trabajadores porcinos de la comarca de Osona
(Catalunya, Esparia) es del 58%, considerablemente superior al Unico estudio previo de SARM en granjeros
en Espaiia (9%) (Morcillo et al., 2012), y también mucho mayor que la prevalencia de SARM en la poblacién
general en Espana (<0,5%) (Lozano et al., 2011). Este es el primer estudio de prevalencia de SARM-AG en
los trabajadores de granjas de cerdos realizado en Catalunya.

En el estudio realizado en las islas Canarias, se detecté una prevalencia relativamente baja de SARM (9%)
en muestras nasales de trabajadores porcinos (incluidos los granjeros y trabajadores de mataderos).
Aunque si se analizan solo los granjeros la prevalencia aumenta hasta un 15% (Morcillo et al., 2012). En
nuestro estudio, los trabajadores estudiados fueron exclusivamente de granjas de cerdos, lo que podria
explicar la mayor prevalencia de SARM-ST398 (58%). Otros estudios europeos encontraron una menor
prevalencia de SARM-AG en los granjeros de cerdos, asi en Suiza no se detectaron SARM-AG en granjeros
(Huber et al., 2010), mientras que otro estudio en Alemania la prevalencia fue del 25% (Dahms et al., 2014).
Nuestros hallazgos se aproximan a los de un estudio en los Paises Bajos, donde el 63% de los criadores de
cerdos estan colonizados por el linaje ST398 (van Cleef et al., 2014).

El estado portador de SARM-AG en los seres humanos esta relacionado con el contacto directo con cerdos
(Van Loo et al., 2007) o la transmision humano-humano (McCarthy et al., 2012), asimismo la colonizacién
puede ser intermitente o persistente (Graveland et al., 2011; Kock et al., 2012). Por lo tanto, los factores de
riesgo para el estatus persistente de portador SARM-ST398 dependen de la intensidad del contacto con
los animales (Graveland et al., 2011), junto con un rango de edad de 40-49 afios, trabajo de 40 horas a la
semana, ayudar a las cerdas con el parto y la falta de lavado de manos al salir de las granjas (van Cleef et
al., 2014). Nuestro estudio muestra que el tamafo de la granja podria ser también un factor importante para
la colonizacién de SARM ST398; Por lo tanto, trabajar en granjas con mas de 1.250 cerdos parece estar
asociado con un mayor riesgo de colonizaciéon nasal por SARM ST398 en granjeros; Sin embargo, no se
observé diferencia entre portadores y no portadores de SARM cuando se evalu6 el nimero de afios de
trabajo en la granja.

Ademas, en todas las explotaciones donde tanto el agricultor como los cerdos fueron estudiados, los

resultados para SARM ST398 fueron positivos y el tipo de spa y el fenotipo de resistencia fueron similares.
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Este hallazgo sugiere que humanos y animales tienen cepas interrelacionadas. Se sabe que SARM-AG
ST398 se origind como SASM en seres humanos y ejemplifica un intercambio zoonético bidireccional,
subrayando los posibles riesgos para la salud publica (Price et al., 2012).

La prevalencia de SARM en cerdos (46%) fue similar en comparaciéon con otros estudios europeos. Por
ejemplo, en Bélgica un 44% eran portadores (Crombé et al., 2012); En Alemania, se informé una
prevalencia del 52% en las explotaciones de engorde (Alt et al., 2011), y en los Paises Bajos se observo
una prevalencia del 56% en los cerdos (Broens et al., 2011b). Por otra parte, en La Rioja (norte de Espana),
se describié una prevalencia del 21% y 49% en cerdos de engorde y cochinillo, respectivamente (Gomez-
Sanz et al., 2010).

Los animales estudiados fueron cerdas y cerdos de engorde, con una prevalencia ligeramente superior,
aungue no estadisticamente significativa, encontrada en cerdas. Esto puede deberse a que los cerdos de
engorde viven sélo 6 meses, momento en el que son enviados al matadero. Como resultado, puede que no
haya suficiente tiempo para que estos animales sean colonizados. Las cerdas, por el contrario, viven en
granjas por un promedio de 5 afos. Esta tendencia hacia una relacion lineal entre el aumento de la
colonizacién por SARM-AG y una mayor esperanza de vida fue descrito previamente por Broens et al
(Broens et al., 2012).

Todos los SARM identificados eran del mismo linaje genético (ST398), y el tipo de spa mas frecuente
encontrado en los trabajadores fue t011, seguido por t108, 11451, t1197 y t1456; En los cerdos, los mas
frecuentes fueron 1011, 1108 y t1456. Esta conclusién coincide con otros estudios europeos en Espaiia,
Bélgica, Alemania y los Paises Bajos (Alt et al., 2011; Bosch et al., 2010; Camoez et al., 2013).

En términos de fenotipos de resistencia a los antibioticos, todos nuestros aislamientos SARM ST398
mostraron resistencia a la tetraciclina. Estudios anteriores han demostrado que la resistencia a la
tetraciclina es un buen marcador fenotipico de SARM de la linea ST398 (Camoez et al., 2013; Lozano et al.,
2012c) y se sabe que el gen tet (M), que codifica la resistencia a la tetraciclina en las cepas SARM ST398,
se integra en el SCCmec. Las cepas de SARM de este estudio mostraron altas tasas de resistencia a la
eritromicina, e incluso mayores para la clindamicina. En diez de los granjeros de cerdos estudiados, se
detectaron SARM con resistencia a la clindamicina-eritromicina disociada (resistencia a la clindamicina /
susceptibilidad a la eritromicina), probablemente debido a genes de resistencia a la clindamicina como InuA
o0 vgaA de este linaje genético (Lozano et al.,, 2012a, 2012b). La mayoria de los aislados de SARM
obtenidos de los granjeros y cerdos en este estudio mostré un amplio fenotipo de resistencia a los

antibidticos, caracteristica de este linaje genético SARM (Benito et al., 2014).
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Una limitacion del estudio es que no se incluyeron otros grupos de cerdos de las granjas. Para minimizar
este efecto, fueron incluidos en el estudio la mayoria de los grupos de cerdos (cerdos de engorde y cerdas)
de cada granja. Por otro lado, todas las fincas participantes utilizaron el mismo veterinario y la misma
empresa para monitorear el saneamiento. Por lo tanto, nuestros hallazgos sobre el control antibiético no

pueden necesariamente generalizarse a otras granjas.
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2. Estudio de las caracteristicas epidemiolégicas y clinicas de los pacientes con

SARM-Tet® y SARM-TetS en el Hospital Universitari de Vic (Barcelona)

La prevalencia de aislados clinicos SARM-Tet? en zonas de alta densidad de cerdos, como la comarca de
Osona (Barcelona), a expensas principalmente del linage ST398 (83%), es cada vez mas elevada, con una
progresion ascendente durante los 4 afios estudiados, representando mas del 50% del total de muestras
SARM en el ultimo afio. Nuestro estudio evidencia que en zonas de alta densidad de cerdos, como la
analizada en este trabajo, SARM-TetR (especialmente CC398) estd aumentando exponencialmente. Si
consideramos el aumento de las cepas SARM CC398 durante los ultimos afios, posiblemente en un futuro
éste clon podria ser mayoritario en las colonizaciones/infecciones extrahospitalarias por SARM en nuestro
medio.

En relacion al grupo SARM-TetR, nuestro estudio evidencia un perfil de paciente mas joven, con menos
patologia asociada, un indice de Barthel alto, adquisicién predominantemente comunitaria, escaso
contacto hospitalario, menos toma previa de antibidticos, indice de Charlson menor y sin contacto con
residencias de ancianos. Estos datos permiten conocer las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de los
pacientes con SARM-TetR (que mayoritariamente son CC398) y diferenciarlos claramente de los pacientes
con SARM-TetS.

Si analizamos la mortalidad en nuestro estudio a los 6 meses del diagnéstico, se observa que existe una
diferencia significativa entre los grupos SARM-Tetf y SARM-TetS. Este hallazgo posiblemente esta
influenciado porque las caracteristicas de ambos grupos son muy diferentes, siendo el grupo SARM-TetS
pacientes de edad mas avanzada, con mayor comorbilidad, mayor dependencia, mas ingresos
hospitalarios y posiblemente mas fragiles en su conjunto. Ademas, si se observa la mortalidad en los
primeros 30 dias, no existe una diferencia significativa. Es por ello que posiblemente el diagndstico de
SARM en si, tenga una participacion directa en la mortalidad independientemente si es SARM CC398 o no.
Durante los 4 afios de estudio se han diagnosticado infecciones graves por SARM-Tet® y especialmente
por SARM CC398, como endocarditis, infecciones de protesis, artritis séptica e infeccion de marcapasos
entre otros. Asimismo, se han detectado casi la misma proporcién de infecciones como de colonizaciones
en los diferentes afios estudiados. Estos hallazgos sugieren que SARM-Tet? y especialmente el CC398 se

comporta cada vez mas con la misma capacidad de producir una infeccién que un SARM-Tet® y que son
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capaces de desarrollar enfermedades graves o con una alta morbilidad. Por todo ello, en el momento del
diagnéstico de un aislado SARM CC398, no tendriamos que desestimar la posibilidad de una infeccién
grave o de complicaciones severas.

Si bien nuestro estudio identifica como factor de riesgo el contacto con cerdos para la adquisicion de
SARM CC398, se observa que en casi la mitad de las infecciones/colonizaciones no se ha evidenciado un
contacto directo con granjas de cerdos. Esto indica que SARM-AG se puede difundir a través de otras
fuentes distintas de la exposicidon directa a las granjas de cerdos, como también indican otros autores
(Benito et al., 2014). Un factor de riesgo independiente para la colonizacién de SARM CC398 es la
densidad de cerdos, de vacas y de terneros por municipio (Feingold et al., 2012)(van Rijen et al., 2013) y la
comarca de Osona (Barcelona) es una de las zonas con mas alta densidad de cerdos de Catalunya y de
Espafia con mas de 900 cerdos/Km2 (Idescat (Institut D’EStadistica de CATalunya), 2014) y en donde se
sacrifican diariamente unos 30.000 cerdos, representando alrededor del 57% de todos los cerdos
sacrificados en Catalunya. (Departament d’Agricultura, Ramaderia, 2015). Por todo ello pensamos que
podria ser uno de los factores mas determinantes para la prevalencia de colonizacién en ésta region.

Otra posibilidad de adquisicion de SARM ST398 podria ser a través del contacto con el aire o el suelo
contaminado (Gibbs et al., 2006)(Broens et al., 2012)(Broens et al., 2012)(Bos et al., 2014) ya que existen
alrededor de 670 granjas en la comarca de Osona y muchas de ellas muy cercanas a poblaciones.

Aunque la prevalencia de SARM CC398 en la poblacién general es baja (B. A. Van Cleef et al., 2010) la
transmisién entre humanos también es posible dado que la colonizacién por SARM CC398 puede
producirse de manera intermitente o persistente (Kock et al., 2012)(Slingerland et al., 2012)(Verkade et al.,
2013). SARM-AG es capaz de propagarse entre granjeros de cerdos y otras personas que estan en
estrecho contacto con animales, pero es menos capaz de propagarse a los miembros del hogar que no
entran en los establos, y a las personas en la comunidad sin poblacién de cerdos.

Por otro lado se ha analizado el fenotipo de resistencia a los antibiéticos no betalactamicos en los SARM y
se ha detectado una mayor resistencia a la eritromicina y especialmente a la clindamicina en SARM-TetR.
estos presentan un perfil de resistencias similar a los identificados en un estudio previo de trabajadores de
granjas de cerdos.(Oppliger et al., 2012)

La mayoria de los aislados MRSA-TetR de nuestro estudio fueron tipados como CC398 (87.7%), siendo esta
frecuencia superior a la de otros estudios recientes realizados en Espafia (60%)(Benito et al., 2014). Por

otra parte, en 2 pacientes que trabajaban en granjas de cerdos se aisl6 MRSA ST9. Esta cepa se ha
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relacionado con granjas de cerdos, siendo mas frecuente en regiones de Asia y menos frecuente en Europa
(Chuang and Huang, 2015)(van Cleef et al., 2011).

Las limitaciones de este estudio estan centradas en que sélo se han identificado las personas que han
presentado infeccion / colonizacion pero no los posibles portadores. Esto hace pensar que si se plantea un
estudio de portadores a los pacientes que ingresan en el hospital la prevalencia podria ser superior. Por
otro lado podria existir un sesgo en el momento del diagndstico de una infeccion de piel y una colonizacién
de piel. En este sentido se han registrado como diagnéstico de infeccion de piel las que presentaban
signos claros de infeccién, tanto clinicos como de laboratorio, criterio clinico, utilizacién de antibiéticos y el
seguimiento del paciente. Sin embargo cuando se compara la colonizacién vs infeccién no se han
evidenciado diferencias significativas. Por otra parte, cuando se comparan los grupos SARM-TetR, el grupo
no-ST398 es pequefio y resulta dificil poder extraer conclusiones, se necesitaran mas afios o un aumento

en el niUmero de pacientes para poder confirmar los resultados actuales.
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3. Estudio de Prevalencia de SARM y SARM-Tet? especialmente SARM CC398 en

residencias de ancianos de la Comarca de Osona

La prevalencia de SARM en residencias de ancianos (15%) encontrada en nuestro estudio fue similar a
estudios realizados en Espafia (Manzur et al., 2008) o incluso mayor que algunos estudios realizados en
Europa. La prevalencia de SARM en residencias de ancianos en diferentes paises de Europa es muy
variable, siendo del 23.3% en Irlanda del Norte (Baldwin et al., 2009), un 7.1% en Croacia (Budimir et al.,
2014), un 4.7% en Inglaterra (Cox and Bowie, 1999), un 7.6% en Alemania (Pfingsten-Wurzburg et al.,
2011), un 19.9% en Bélgica (Denis et al., 2009), y de un 16% al 26% en Estados Unidos (Hudson et al.,
2013).

La prevalencia de SARM ST398 en residencias de ancianos en la comarca de Osona (Barcelona, Espana)
representa el 15.6% del total de pacientes colonizados por SARM. Este es el primer trabajo que describe la
presencia del SARM ST398 en residencias de ancianos en Catalunya y en Espafa.

La comarca de Osona (Barcelona) es una de las zonas con mayor densidad de cerdos en Catalunya y
también en Esparfa (Idescat (Institut D’EStadistica de CATalunya), 2014). La ganaderia es una de las
principales actividades econémicas. En trabajos anteriores se observé que el 57,8% de los trabajadores
de granjas de cerdos eran portadores de SARM ST398 y que alrededor del 45% de los pacientes
diagnosticados de SARM (colonizacién o infeccion) en 2015 en el hospital, pertenecian al linage ST398.
Estos datos sugieren que el SARM ST398 juega un papel significativo tanto en la colonizacién como en las
infecciones de la poblacién de la Comarca de Osona.

Un estudio realizado en China en donde analizaron a 491 residentes en 7 residencias, detectaron 21
residentes portadores de SARM ST398 aunque de ellos se desconoce si tuvieron contacto o no con
familiares granjeros y la forma de transmisién (Zhang et al., 2015).

Por otra parte en Alemania se describié un primer brote de SARM ST398 en una residencia de ancianos.
Se observo que 2 de 4 residentes habian tenido contacto con familiares de granjas de cerdos(Verkade et
al.,, 2012). En nuestro estudio, cuando se analizaron los residentes colonizados por SARM ST398, 4/5
residentes tuvieron contacto directo con familiares que trabajaban en granjas de cerdos (acudiendo a su
casa o con visitas periddicas de los familiares a la residencia) y 2 de ellos durante los fines de semana

acudian a la granja de cerdos (aunque sin tener contacto directo con los cerdos), en donde también
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residian sus familiares. Este hallazgo sugiere que posiblemente la adquisicion del SARM ST398 podria ser
a través de sus familiares y no dentro de la misma residencia. Aunque si bien es conocido que los centros
de residencias son un reservorio para SARM también podria serlo para SARM ST398.

En nuestro estudio en una misma residencia fueron identificados 2 residentes con SARM ST398 y con el
mismo spa type (t011), ambos estuvieron en contacto con familiares de trabajadores de granjas, aunque no
con las granjas directamente. Si bien podria tratarse de un brote, no fue posible confirmarlo debido a que
no se analizaron ni a los familiares ni al personal sanitario.

Por otra parte en la residencia numero 6 se identificaron 2/3 (66.6%) residentes colonizados por SARM
ST398 a diferencia de la residencia numero 3 que solo se identificaron 1/13 (7.6%), esta diferencia podria
explicarse porque la residencia numero 6 esta en una zona rural y recibe personas que vienen directamente
de sus casas, mientras que la numero 3 esta ubicada en una zona urbana, ademas de recibir de forma
habitual pacientes derivados del hospital.

Si bien actualmente la prevalencia de SARM ST398 en nuestro estudio es relativamente menor que el resto
de SARM, posiblemente por las caracteristicas de la regién con alta densidad de cerdos, el SARM ST398
en un futuro podria tener una prevalencia mayor, para ello seguramente se necesitara realizar un nuevo
andlisis en los proximos anos con el fin de confirmar esta hipétesis.

Este trabajo contiene varias limitaciones, primero solo se estudiaron los residentes de las residencias y no
los familiares de los residentes colonizados por SARM ST 398 que podrian ser los principales transmisores.
Segundo, no se estudiaron en las residencias el personal sanitario, este dato nos impide reconocer al
personal de las residencias como un potencial transmisor del SARM ST398 en cada residencia. Tercero, si
bien se han comparado los grupos de residentes portadores de SARM-Tet? vs SARM-TetS, los resultados
deben interpretarse con cuidado dado que ambos grupos presentan un escaso nimero de residentes para

poder extraer conclusiones firmes.
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1. Estudio de SARM ST398 en granjas de cerdos en la comarca de Osona

1. Se describe por primera vez la prevalencia de SARM ST398 en Catalunya, la region de Espafia con
mayor densidad de cerdos.

2. La prevalencia observada de SARM-AG en los trabajadores porcinos en la Comarca de Osona
(Catalunya, Esparia) es elevada.

3. Los granjeros de cerdos que trabajan en granjas con mas de 1.250 cerdos son mas propensos a estar
colonizados por SARM-AG.

4. La prevalencia de SARM en cerdos (46%) fue similar en comparacion con otros paises europeos. En las

granjas donde se estudiaron trabajadores y cerdos, ambos fueron positivos.

2. Estudio de las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes con

SARM-TetR y SARM-Tet® en el Hospital Universitari de Vic (Barcelona)

5. La Prevalencia de SARM-TetR (especialmente del linaje CC398) en la comarca de Osona (Barcelona), en
pacientes hospitalizados o relacionados con la asistencia sanitaria es elevada, representando mas del
50% del total de aislados SARM.

6. La resistencia a tetraciclina es un marcador excelente en nuestra zona para detectar las cepas clinicas
de SARM del linaje CC398 (87.7%).

7. El aumento de deteccion de SARM-TetR y especialmente CC398 durante los Ultimos afios hace pensar
que en un futuro podria ser el clon SARM comunitario en nuestra zona.

8. Las caracteristicas clinicas de los pacientes en los que se han identificado SARM-Tet® son mas
jovenes, con menos comorbilidad, menos ingresos hospitalarios, con una adquisicion extrahospitalaria
y en un 50% con contacto con granjas de cerdos.

9. Se han detectado infecciones graves por SARM ST398 y con una mortalidad similar a la de SARM-TetS.
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3. Estudio de Prevalencia de SARM y SARM-Tet? especialmente SARM CC398 en

residencias de ancianos de la Comarca de Osona

10. La prevalencia de colonizacién por SARM ST398 en residencias de ancianos en la Comarca de Osona
(Barcelona, Espana) representa el 15.6% del total de SARM.

11. La prevalencia de SARM en las residencias estudiadas fue similar a estudios previos. Las residencias
son un reservorio conocido de SARM y en la zona estudiada también podrian ser de SARM ST398.

12. Nuestro estudio sugiere que la transmision de SARM ST398 entre personas podria ser la mas probable.
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Prevalencia del SARM CC398 en la poblacién general de la comarca de Osona.

Como se explicé anteriormente, la comarca de Osona es una de las comarcas de Catalunya con mayor
densidad de cerdos. Actualmente se desconoce la prevalencia de SARM y especificamente de SARM
CC398 en la poblacion general. Durante el segundo semestre del 2017, se realizara el estudio de
prevalencia en la poblacién general de Osona. Para ello se ha calculado el tamafio de la muestra
considerando que podria ser entre 0,5 — 3% de la poblacién. En este sentido se han seleccionado 6 centros
de atencién primaria. Se realizara un cuestionario especifico y un frotis nasal a las personas que deseen
participar del estudio. Las muestras se llevaran al servicio de Microbiologia del Hospital Universitari de Vic,
en donde se identificaran las cepas. Posteriormente las cepas de SARM se enviaran al Institu de
Investigacié Germans Trias i Pujol para la realizacion de la biologia molecular. El proyecto se ha presentado

en el comité de ética del Hospital Universitari de Vic y actualmente ya tiene su aprobacion.

Prevalencia de SARM CC398 en pacientes ingresados.

En el segundo trabajo presentado en esta tesis, solo se identificaron los pacientes que fueron
diagnosticados de SARM, es decir que fue aislado SARM ante la sospecha de una infeccién/colonizcién.
Actualmente se ha planteado la realizacion de un proyecto con la intencién de conocer la prevalencia de los
pacientes que ingresan en el HUV. Para ello se realizaran durante 6 meses un frotis nasal y perineal a cada
paciente que ingrese al hospital y que se desconozca el estado de portador de SARM. Las muestras
seguiran el mismo circuito comentado anteriormente para la identificacién microbiol6égica y biologia
molecular. El proyecto se ha presentado en el comité de ética del Hospital Universitari de Vic y actualmente

ya tiene su aprobacién.
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Prevalencia de SARM CC398 en 21 Hospitales de Catalunya y Baleares

Como se sabe Catalunya es la comunidad auténoma con mayor densidad de cerdos. Actualmente se
desconoce la prevalencia de SARM CC398 en Hospitales tanto en Catalunya como en Espafa y es por ello
que se planted este estudio. Desde Febrero de 2016 hasta Febrero de 2017, se ha realizado un estudio
multicéntrico de investigacion en 21 Hospitales de Catalunya, coordinado por el HUV. El estudio se
presentod y se invitd a participar a microbidlogos que pertenecen al grupo de Hospitales Comarcales de la
Societat Catalana de Malalties Infeccioses i Microbiologia Clinica. Consistié en identificar todas las
muestras de los pacientes con SARM y SASM con resistencia a la tetraciclina (Tet®) dado que es conocido
que la resistencia a la tetraciclina es un buen marcador para la identificacion de SARM CC398. Se
identificaron 215 muestras de 215 pacientes. Los dos Hospitales con mayor identificacion de S. aureus TetR
fueron el HUV y el Hospital de Manresa. En el momento de la realizacion de la tesis se estdn analizando las

muestras por biologia molecular.

Prevalencia de SARM CC398 en un matadero de cerdos.

Actualmente no se ha realizado ningun estudio en Espafa para conocer la prevalencia de una poblacién de
riesgo de ser portador de SARM CC398 como son los trabajadores de un matadero de cerdos. Se contact6
con el responsable de calidad de un matadero de cerdos y se coordind la manera de realizar las muestras.
Se presentd el proyecto al matadero, asi como el consentimiento informado y la informacién del estudio al
personal que deseaba participar. El proyecto fue aprobado por el comité de ética del HUV. Durante cuatro
semanas se realizaron 344 frotis nasales de 344 trabajadores de diferentes secciones del matadero, tanto
de trabajadores en contacto con animales vivos como con la carne de cerdo. En el momento de la

realizacién de esta tesis, se estan analizando las muestras en el servicio de Microbiologia del HUV.
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Abstract

Background: A livestock-associated clonal lineage (ST398) of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) has
been identified causing colonization or infection in farm workers. The aim of the study was to analyze the prevalence
of MRSA-ST398 colonization in pigs and in pig farmers in an area with a high pig population (Osona, Barcelona
province, Catalonia, Spain).

Methods: We performed a cross-sectional prevalence study in Osona (Catalonia, Spain), from June 2014 to June 2015.
All pig farm workers from 83 farms were studied. Twenty of these farms were randomly selected for the study of both
pigs and farmers: 9 fattening and 11 farrow-to-finish farms. All workers over the age of 18 who agreed to participate
were included. Samples were analyzed to identify MRSA-ST398 and their spa type.

Results: Eighty-one of the 140 pig farm workers analyzed (57.9% (95% IC: 50.0-66.4%)) were MRSA-positive, all of them
ST398. The mean number of years worked on farms was 17.5 + 12.6 (range:1-50), without significant differences
between positive and negative MRSA results (p = 0.763). Over 75% of MRSA-ST398 carriers worked on farms with more
than 1250 pigs (p < 0.001). At least one worker tested positive for MRSA-ST398 on all 20 selected pig farms. Ninety-two
(46.0% (95% IC: 39.0-53.0%)) of the nasal swabs from 200 pigs from these 20 farms were MRSA-positive, with 50.5% of
sows and 41.4% of fattening pigs (p = 0.198) giving MRSA-positive results. All the isolates were tetracycline-resistant,
and were identified as MRSA-ST398. The spa type identified most frequently was t011 (62%). Similar spa types and
phenotypes of antibiotic resistance were identified in pigs and farmers of 19/20 tested farms.

Conclusions: The prevalence of MRSA-ST398 among pig farm workers and pigs on farms in the studied region is very
high, and the size of the farm seems to correlate with the frequency of colonization of farmers. The similar spa-types
and phenotypes of resistance detected in pigs and workers in most of the farms studied suggest animal-to-human
transmission.

Keywords: MRSA ST398, ST398, Pig farmer, Pig, Livestock associated MRSA
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Background

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
colonization can be acquired in the community (CA-
MRSA) or in a hospital setting (HA-MRSA) [1]. Infections
caused by CA-MRSA strains have been described, in some
cases in individuals in direct or indirect contact with a pig
farm [2]. A new genetic lineage of CA-MRSA for which
pigs and other livestock act as a reservoir (LA-MRSA) has
been identified. ST398 in pigs was first reported by
Armand-Lefévre et al [3], who found both methicillin-
susceptible S. aureus (MSSA) and MRSA in pigs and
humans [4].

Studies have also confirmed that people in contact
with pigs and veal calves are the most likely to be car-
riers of MRSA-ST398 [5, 6]. Voss et al observed that pig
farming is a significant risk factor for MRSA in humans
[7]. A subsequent study demonstrated transmission of
MRSA-ST398 between pigs and humans [8]. Serious hu-
man infections with MRSA-ST398 as an etiologic agent
have also been identified in Europe, Asia, Oceania and
America [9-15].

In Catalonia (Spain), no data of any kind are available
on the prevalence of MRSA-ST398 in the exposed popu-
lation. Osona, an area of Barcelona province (Catalonia,
northeast Spain), is a county with a high density of pig
fattening farms and high employment in the sector. Ac-
cording to the latest data, in 2014 there were 674 pig
farms in Osona, of which 416 were fattening farms.
These data confirm that the county’s capacity to house
pigs is very high; in 2014, the density was 904 pigs/km?.
The swine population, including breeding sows older than
6 months and fattening pigs, was 1.126.446 pigs [16].

The objective of this study was to analyze the preva-
lence of nasal colonization by MRSA-ST398 in pig farm
workers in an area with a high pig population, as well as
the prevalence of MRSA-ST398 in pigs and workers from
selected farrow-to-finish and fattening farms.

Methods

We conducted a cross-sectional prevalence study in
the county of Osona (Barcelona province, Catalonia,
Northeast Spain) from June 2014 to June 2015.

Selection of farms, workers, and pigs

The study was presented to Osona County farm owners
through their business association (Technical Association
of Swine Health), assuring them that data confidentiality
would be protected. The research was approved by the
ethics committee on animal care and use of the Osona
regional office of the Agriculture, Livestock, Fisheries,
Food and Natural Environment Department of the
Catalan government, in accordance with European le-
gislation on animal care, specifically the guidelines re-
lated to pig farms [17]. The project was also approved
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by the research ethics committee of our institution, the
Hospital Universitari de Vic.

Participating Workers

We studied all the pig farm workers from a total of 83
farms. All workers over the age of 18 who were present
at the time of the visit were invited to participate in the
study, and all participants signed informed consent forms.
We collected epidemiological data on the study partici-
pants (age, sex, nationality, years worked on farms) and
their medical history (previous hospitalizations and other
contact with the health care system).

Pigs and Farms

Out of the 83 farms where colonization in pig farmers
was studied, 20 of them were selected for pig analysis
for MRSA-ST398 colonization, 9 of them fattening (1-6
months) and 11 farrow-to-finish (6 months to 6 years).
Twenty farms were selected taking into account the size
of the pig population in different county areas. From an
area with more than 100,000 pigs, 4 farms were selected,
from the areas with between 50,000 and 99,999 pigs, 5
were, in the areas with between 10,000 and 49,999 pigs,
9 were, and in the area with between 1000 and 9999 pigs,
2 farms were. All 20 farms had between 180 and 10.000
pigs. Farms were selected by a simple randomization. Ten
pigs per farm were analyzed and one smear was carried
out on each pig. At each farm, samples were taken from
one or two pigs in each pen, until the proportional num-
ber of samples had been collected.

Collection and processing of samples

A nasal swab was collected from both nostrils of each of
the selected pigs and from both nostrils of each partici-
pating farm worker. The veterinarian used a hook to
take hold of the pig’s snout, immobilized the animal, and
collected the sample. After collecting the sample, the
hook was removed to release the animal.

All sampling was done with cotton-tipped swabs that
were placed in Stuart swab PS+ Viscose (Deltalab, Rubi,
Spain). Swabs were stored at 4 °C and transported dir-
ectly to the laboratory in the Microbiology Department
of Hospital Universitari de Vic (Barcelona) for testing.

MRSA isolation and characterization

The samples were cultured onto a chromogenic MRSA-
Brilliance agar (Oxoid, PO5196A, UK), and the results
were read after 48 h. Suspected colonies (green) were
plated onto blood agar (Oxoid,CM0055,UK), and organ-
ism identification was performed using an automated
system (bioMérieux Vitek 2). For the confirmation of
MRSA isolates, susceptibility for oxacillin and cefoxitin
was determined by a disk diffusion test [18], and the
presence of the PBP2a protein was analyzed by a latex
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agglutination test with specific anti-PBP2 monoclonal
antibodies (Slidex® MRSA detection- Biomerieux). MRSA
strains showed resistance to oxacillin and cefoxitin and
were positive for PBP2a protein in the agglutination test.

Antibiotics susceptibility testing
Susceptibility testing was carried out by the disk-
diffusion method following the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) recommendations [18]. The
antibiotics tested were as follows: penicillin (10 units),
oxacillin (1 pg), erythromycin (15 pg), clindamycin (2 pg),
gentamicin (10 pg), rifampicin (5 pg), tetracycline (30 pg),
tobramycin (10 pg) trimethoprim sulfamethoxazole (1.25/
23.75 pg), ciprofloxacin (5 pg), linezolid (30 pg), and mupir-
ocin (200 pg). Vancomycin and daptomycin susceptibility
was studied by broth microdilution. CLSI breakpoints were
used for antibiotic susceptibility categorization [18].
Isolates were maintained at -80 °C for other
determinations.

Molecular Typing

Multilocus sequence typing (MLST)

All the isolates were analyzed by multilocus sequence
typing (MLST), in accordance with the guidelines of the
MLST database (http://saureus.mlst.net/).

spa typing All MRSA strains were characterized by
spa typing, performed as previously described [19]
using the Ridom StaphType software, version 1.4 (Ridom
GmbH Miinster, Germany). The spa types were
assigned according to the Ridom web server (http://
www.spaserver.ridom.de/).

Statistical analysis of the data
Statistical analysis was performed using SPSS 21.0
software.

Categorical variables were expressed as frequency (%)
and continuous variables as mean * standard deviation
(SD). Variables not normally distributed (verified by QQ
Plot and Kolmogorov-Smirnov) were expressed as me-
dian (interquartile range).

The prevalence of positive results in MRSA was esti-
mated with a 95% confidence interval (CI). Statistical
significance for intergroup differences was assessed by
Pearson’s chi-square or Fisher’s exact test for categorical
variables and the Student’s ¢ test or Mann-Whitney U/
test for continuous variables, depending on the distribu-
tion of the variable. A receiver characteristic operator
curve (ROC) was configured in order to calculate a cut-
off point with best sensitivity and specificity for the
number of pigs on each farm to be associated with the
positive results of the pig farm worker. A p-value lower
than 0.05 was considered statistically significant.
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Results

Prevalence in pig farm workers and epidemiological
characteristics

One hundred and forty workers from 83 pig farms were
studied, with 57.9% (95% CI: 50.0-66.4%) testing positive
(81/140) for MRSA, all of them typed as MRSA-ST398.
The mean age of the pig farmers was 44.9 +13.8
(range:19-80), and most of them were men (94.3%). Only
one of the farmers was an immigrant (from Gambia); none
had been hospitalized or had taken antibiotics in the last
year before the study. With nine exceptions, the partici-
pants had no history of disease. The mean number of
years worked on farms was 17.5+12.6 (range: 1-50),
without significant differences between MRSA-negative
and MRSA-positive subjects (17.1 +12.5 vs. 17.8 £ 12.7,
p =0.763) (Table 1). There was a higher number of pigs
in farms where workers tested positive for MRSA-ST398
(1500 [1050—4300] vs. 1000 [300—1300], p < 0.001) (Fig. 1).
A cut-off point of 1250 pigs per farm was found to be the
best discriminator between farms with workers testing
positive and negative results in MRSA-ST398. Thus, the
percentage of pig farmers working on farms with more
than 1250 pigs who tested positive for MRSA ST398 was
significantly higher than those working on farms with less
than 1250 pigs (75.8 vs. 41.9%, p < 0.001).

Eight different spa types were detected among the 81
MRSA-ST398 isolates obtained from pig farm workers
(one/positive farmer): t011 (68%), t108 (6%), t034 (6%),
t1451 (7%), t1197 (5%), t1456 (4%), t2346 (3%) and t943
(1%). Table 2 shows the correlation of the phenotypes of
antibiotic resistance with spa types in isolates of pig
farmers who were MRSA-ST398 positive, and also the
number of farms in which each spa-type was detected.

Prevalence in pigs and correlation with isolates of farmers
Twenty of the 83 pig farms were selected for the analysis
of MRSA-ST398 colonization in pigs and to determine
the correlation with the results in the corresponding
farmers. For this purpose, nasal swabs from 200 pigs of
these 20 farms were collected (101 fattening pigs and 99
sows in service units) and analyzed. Ninety-two of the
animals (46% (IC 95%: 39-53%)) were MRSA-positive,
all of them of the genetic lineage ST398 (41.4% in fatten-
ing pigs and 50.5% in sows, p =0.198). The percentage
of positive results in fattening farms was similar to the
percentage of positive results in farrow-to-finish farms
(43.3 vs. 48.2%, p = 0.494). The median of pigs per farm
was 1.525 (interquartile range: 1.125-4.500) with a mini-
mum of 180 and a maximum of 10.000 pigs. Of the 20
pig farms selected for the analysis of both farmers and
pigs, workers colonized with MRSA-ST398 were identi-
fied in all of them.

The MRSA-ST398 strains recovered from pigs pre-
sented 7 different spa types: t011 (71%), t034 (8%), t2346
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Table 1 Epidemiological characteristics of pig farm workers included in the study
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MRSA ST398 Statistical test and p value*

All Positive Negative
Pig farm workers [n, (%)] 140 81 (57.9) 59 (42.1) na
Age in years [mean, (SD)] 449 (13.8) 444 (13.2) 455 (14.7) p=0631**
Men [n, (%)] 132 (94.3) 75(92.6) 57 (96.6) p=0467***
Years of work [mean, (SD)] 17.5(12.6) 178 (12.7) 17.1(12.5) p=0763**
Medical History[n, (%)] 9 (6) 5(6.2) 4 (6.8) p=1.000***
Antibiotics treatment last year % 0 0 0 na
Hospital admission last year % 0 0 0 na
N pigs 1200 (700-3000) 1500 (1050-4300) 1000 (300-1300) p < 0.007%***
Fattening farm workers 69 (49.3) 38 (46.9) 31(52.5) p=0.577%xxxx
farrow-to-finish farm workers 71(51.7) 43(53.1) 28(47.5)

na not applicable

*Level of significance is set at p < 0.05
**Student t

***Fisher's exact test
****Mann-Whitney U

**xx*¥Pearson’s chi-square

(2%), t108 (11%), t1197 (1%), t1456 (6%), and t1451
(1%). Table 3 shows the results of the MRSA-ST398 iso-
lates of pigs and farmers from the 20 farms, including
the distribution of spa-types and the phenotypes of anti-
biotic resistance. In most of the farms (19/20), it was
possible to detect MRSA-ST398 with a similar spa-type
and phenotype of antibiotic resistance in pigs and
farmers (Table 3). Most of the MRSA-ST398 strains pre-
sented a multi-resistant phenotype (resistance to at least
three different families of antibiotics), including in all
cases tetracycline resistance. All MRSA isolates showed

resistance for tetracycline and susceptibility for vanco-
mycin, daptomycin, linezolid, mupirocin and rifampicin.

Discussion

The prevalence of LA-MRSA of the ST398 lineage in pig
farm workers in Osona region (Catalonia, Spain) is 58%,
considerably higher than the 9% reported in the only
previous study of MRSA in livestock farmers in Spain
[20], and also much higher than the prevalence of MRSA
in the general healthy human population in Spain (<0.5%)
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Fig. 1 Relationship between MRSA ST398 positive pig farm workers and the number of pigs per farm
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Table 2 Characteristics of the 81 MRSA® ST398 isolates detected in the 140 pig farmers (PF) from the 83 farms tested

spa types of Number of Number of positive farms/ % of resistance for non-beta-lactam antibiotics”

isolates isolates number of positive PFs TET ERY cu ap GEN TOB SXT
to11 55 13/55 100 90.9 100 345 27.2 18.1 254
11456 3 3/3 100 100 100 100 0 0 0
11451 6 6/6 100 100 100 100 0 333 166
t108 5 4/5 100 100 100 60 0 20 60
1943 1 11 100 100 100 100 0 0 0
t1197 4 3/4 100 75 100 100 25 25 75
1034 5 4/5 100 80 100 60 0 60 40
12346 2 2/2 100 100 100 0 0 0 0

2All MRSA isolates showed susceptibility to vancomycin, daptomycin, linezolid, mupirocin and rifampicin
Antimicrobials: TET, tetracycline; ERY, erythromycin; CLI, clindamycin; GEN, gentamicin; CIP, ciprofloxacin; SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole; TOB: tobramycin

[21]. This is the first study of LA-MRSA prevalence in pig
farm workers conducted in Catalonia.

In the previous study referred to performed in Spain
(Canary Islands), a relatively low prevalence of MRSA
(9%) was detected in nasal samples of pig workers (in-
cluding farmers and workers of slaughterhouses), al-
though higher frequency was found when only pig farm
workers were considered (15%) [20]. In our study at least
in part, the workers studied were exclusively from pig
farms, which could explain the higher prevalence of
MRSA-ST398 (58%); other factor could be the higher
density of pigs in Osona region compared with Canary
Islands (data not shown). Other European studies found
a lower prevalence of LA-MRSA in pig farmers. A study
in Switzerland were not detected pig farmers with LA-
MRSA [22], in another study in a region of Germany the
prevalence was 25% [23]. Our findings are close to those
of a study in the Netherlands, where 63% of pig farmers
were colonized with the ST398 strain [24].

Carrier status of LA-MRSA in humans may be related
to direct contact with pigs [8] or to human-human
transmission [25], and the colonization may be intermit-
tent or persistent [24, 26—29]. Therefore, it seems that the
risk factors for persistent MRSA-ST398 carrier status de-
pend on the intensity of animal contact [26], together with
an age range of 40-49 years, a 40-h working week, and
assisting sows with birthing [24]. To a lesser, but still
significant extent, lack of hand-washing when leaving
the barns was associated with persistent MRSA-positive
nasal swabs [24]. Our study shows that the size of the
farm could be an important factor for MRSA-ST398
colonization; thus, working on farms with more than
1250 pigs seems to be associated with a higher risk for
nasal MRSA-ST398 colonization of farmers; neverthe-
less, no difference was observed between carriers and
non-carriers of MRSA when the number of years worked
on the farm was evaluated.

Moreover, in all the farms where both the farmer and
the pigs were studied, the results for MRSA-ST398 were

positive and the spa-type and the resistance phenotype
was similar. This finding suggests that humans and an-
imals have interrelated strains. It is known that LA-MRSA
ST398 originated as MSSA in humans and exemplifies a
bidirectional zoonotic exchange, underscoring the poten-
tial public health risks [30].

The prevalence of MRSA found in pigs (46%) was
similar in comparison to other European studies. For ex-
ample, in Belgium, an estimated 44% were carriers[31];
in Germany, a prevalence of 52% was reported for fattening
farms [32], and there was 56% prevalence in pig holding
companies in the Netherlands [33]. Moreover, in La Rioja
(Northern Spain), Gémez-Sanz described a prevalence of
21 and 49% in fattening and suckling pigs, respectively, in
this case at the slaughterhouse level [34]. Another study
showed that 28% of Iberian pigs were colonized; these ani-
mals have little contact with pig farmers [35]. Furthermore,
in our study we observed that pig farmers working in farms
with pig populations are carriers of MRSA ST398. This
finding may suggest that farms with more pigs could be
more likely to have MRSA-ST398-positive pig farmers. A
recent German study showed that the number of pigs per
farm was directly related to the probability of LA-MRSA
colonization [36]. Similarly, in The Netherlands, a lower
quantity of antibiotics is used on smaller farms, which
could help to explain this lower prevalence of LA-MRSA
on small farms [37].

The animals studied were sows and fattening pigs,
with a slightly higher, although not statistically signifi-
cant prevalence found in sows. This may be because fat-
tening pigs live for only 6 months, at which point they
are sent to the slaughterhouse. As a result, there may
not be enough time for these animals to be colonized.
Sows, by contrast, live on farms for an average of 5 years.
This trend toward a linear relationship between in-
creased colonization by LA-MRSA and a longer lifespan
was previously described by Broens et al [38].

All the MRSA identified were of the same genetic
lineage (ST398), and the most frequent spa-type found
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Table 3 Frequency of detection of MRSA ST398 isolates in pig farmers and pigs in the 20 tested farms and genetic lineages

(MLST and spa-type) and antimicrobial resistance phenotypes of recovered isolates

Pig Farmers Pigs Antimicrobial resistance
Farm/number of pigs  Positive/total ~ MLST spa type  Positive/total  MLST spa type  Phenotype of resistance for non-beta-lactams®
(*)Farm 1/4500 3/3 ST 398 1011 3/10 ST 398  tOl1 TET,GEN,TOB,CLIERY,SXT
1/10 ST 398  tOl1 TET,GEN,TOB,CLIERY
(*)Farm 2/1200 1/4 ST 398 1011 1/10 ST 398  tOl1 TET, TOB, CLI, ERY,CIP,SXT
1/4 ST 398 1011 3/10 ST 398  tOl1 TET, CIP, SXT
(**)Farm 3/180 1/1 ST 398 1034 5/10 ST 398  t034 TET, TOB, CLI, CIP
(*)Farm 4/800 2/2 ST 398  t011 4/10 ST 398  tOl1 TET,CLILERY
(*)Farm 5/1500 1 ST 398  t011 4/10 ST398  tOm TET,CLLERY,SXT
(**)Farm 6/2000 1/1 ST 398 1011 4/10 ST 398  tOm TET,CLLERY,CIP
(*)Farm 7/1700 3/8 ST 398 1011 1/10 ST 398  tOl1 TET,CLLERY.CIP
1/8 ST 398 1011 1/10 ST 398  tOl1 TET,CLIERY,GEN,TOB,SXT
2/8 ST 398 1034 2/10 ST 398  t034 TET,CLIERY,CIP,TOB,SXT
1/8 ST 398  t1451 TET,CLIERY,CIP,TOB,SXT
(*)Farm 8/1300 1/2 ST 398 12346 2/10 ST 398 12346 TET,CLLERY
1/2 ST 398  t108 2/10 ST 398  t108 TET,CLLERY, TOB,SXT
(*)Farm 9/340 il ST 398 011 7/10 ST 398 1011 TET,CLLERY
(**)Farm 10/5000 1/3 ST 398 1011 3/10 ST 398  tOl TET,CLLERY,CIP,TOB, SXT
1/3 ST 398  t1197 1/10 ST 398  t1197 TET,CLIERY,CIP,SXT
()Farm 11/2700 1/1 ST 398 1011 4/10 ST 398  tOl1 TET,CLILERY
(**)Farm 12/1550 /1 ST 398  t011 5/10 ST 398  tol1 TET,CLIERY,CIP,TOB,SXT
(*)Farm 13/5000 /1 ST 398  t1197 1/10 ST 398  t1197 TET,CLLCIP,TOB,
3/10 ST 398  t1456 TET,CLLERY
(**)Farm 14/5000 il ST 398 1451 1/10 ST 398 1451 TET,CLLERY,CIP,TOB
2/10 ST 398  tOl1 TET,CLIERY,CIP
1/10 ST 398  t1456 TET,CLILERY
(**)Farm 15/600 11 ST 398 1011 4/10 ST 398  tOl1 TET,CLLERY,CIP,SXT
(**)Farm 16/1200 /1 ST 398 1108 TET,CLILERY,CIP
4/10 ST 398 011 TET,CLIERY,CIP,TOB
(*)Farm 17/10000 2/5 ST 398  t011 TET,CLLERY,CIP,SXT
1/5 ST 398  t1451 TET,CLIERY,CIP,
2/5 ST 398  t108 8/10 ST 398  t108 TET,CLIERY, TOB,SXT
(*¥)Farm 18/1300 2/4 ST 398 1011 2/10 ST 398  tOl1 TET,CLLERY.CIP
1/4 ST 398 1011 1/10 ST 398 011 TET,CLLERY
1/4 ST 398  t011 2/10 ST 398  tO11 TET,CLIERY,CIP,SXT
(**)Farm 19/1500 1/4 ST 398  t011 1/10 ST 398 tON TET,CLLERY.CIP
1/4 ST 398  t011 2/10 ST 398  tON TET,CLLERY,CIP,GEN,TOB,SXT
1/4 ST 398 11451 1/10 ST 398 1451 TET,CLLERY,CIP
(*)Farm 20/4500 2/4 ST 398 1011 5/10 ST 398  tOl1 TET,CLLERY,GEN,TOBSXT
1/4 ST 398 1011 1/10 ST 398  tOl1 TET,CLIERY,GEN,TOB
Total 43/49 92/200

(*) farrow-to-finish; (**) fattening

#Antimicrobials: TET, tetracycline; ERY, erythromycin; CLI, clindamycin; GEN, gentamicin; CIP, ciprofloxacin; SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole; TOB: tobramycin
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in the workers was t011, followed by t108, t1451,
t1197, and t1456; in pigs, the most frequent ones were
t011, t108 and t1456. This finding agrees with other
European studies in Spain, Belgium, Germany and The
Netherlands [32, 39-41].

In terms of phenotypes of antibiotic resistance, all our
MRSA-ST398 isolates showed tetracycline resistance.
Previous studies have demonstrated that tetracycline-
resistance is a good phenotypic marker of MRSA of the
lineage ST398 [41, 42] and it is known that the tez(M)
gene, encoding tetracycline resistance, is integrated into
the SCCmec element in MRSA ST398 strains. The
MRSA strains of this study showed high rates of resistance
to erythromycin, and even higher for clindamycin. In ten
of the pig farmers tested, MRSA isolates with dissociated
clindamycin-erythromycin resistance were detected (clin-
damycin-resistance/erythromycin-susceptibility), probably
due to unusual clindamycin resistance genes (as InuA or
vgaA), enriched in isolates of this genetic lineage [43, 44].
Most of the MRSA isolates obtained from farmers and
pigs in this study showed a wide phenotype of anti-
biotic resistance, characteristic of this MRSA genetic
lineage [45].

One limitation of the study is that other groups of pigs
from the farms were not included. To minimize this effect
the majority of groups of pigs (fattening pigs and sows in
service units) from each farm have been included in the
study. We are currently exploring the possibility of con-
ducting a multicenter study in multiple areas of Spain with
a high density of pigs. Additionally, there may be a bias in
the study related to the age when the nasal swabs were
carried out on the pigs: when the samples were taken, the
age of the animals was not a selection criterion. On the
other hand, all participating farms used the same veter-
inarian and the same company to monitor sanitation.
Therefore, our findings about antibiotic control cannot
necessarily be generalized to other farms.

Conclusions

We describe for the first time MRSA-ST398 prevalence
in Catalonia, the region of Spain with the highest density
of pigs. The observed prevalence of LA-MRSA in pig
farm workers in the county of Osona (Catalonia, Spain)
was high. Pig farmers working on farms with more than
1250 pigs are more likely to be LA-MRSA positive. The
prevalence of the MRSA found in pigs (46%) was similar
in comparison to other European countries. On farms
where workers and pigs were studied both were positive.

Abbreviations
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aureus; PF: Pig farmer; PFs: Pig farmers; SD: Standard deviation
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