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RESUMEN

Con el objetivo de buscar Staphylococcus aureus resistentes
a la meticilina (SARM) en equinos sanos, se tomaron
177 muestras del vestibulo nasal a partir de animales
utilizados con distintos propositos. Los aislamientos se
caracterizaron por pruebas bioquimicas y la sensibilidad a
13 antimicrobianos por el método de difusion en agar. La
resistencia a la meticilina y macrélidos se confirmé mediante
PCR. También por PCR se detecto la leucocidina de Panton
Valentine (PVL). La tipificacién del cassette cromosémico
(SCCmec) se realizé por PCR mdltiple. La relacion genética
entre los aislamientos se estableci6 por electroforesis
en campo pulsado y tipificacion multilocus de secuencia.
En el 5% (9/177) de los equinos se aisl6 SARM. Siete de
los 9 SARM (78%) presentaron resistencia a eritromicina
y clindamicina, con fenotipo MLSB inducible. Todas las
cepas fueron sensibles a los demas antibiéticos. Todos
los aislamientos fueron SCCmec IV. Se diferenciaron 2
tipos clonales: el A ST-5 en 7/9 aislamientos y el B ST-30
en 2/9 con PVL positivo. Ambos clones de SARM hallados
en la poblacion equina son los mas frecuentes SARM-
CA en la poblacibn humana argentina. La posibilidad de
transmisiéon de cepas de SARM entre humanos y animales
es preocupante.

Palabras clave: equinos, SARM, SARM-CA, Una Salud

INTRODUCCION

Las infecciones por Staphylococcus aureus son de gran
importancia tanto en humanos como en animales. Este
agente es microbiota residente o transitoria de piel y un
patdégeno frecuente en el hombre. Tiene capacidad para
adaptarse a diferentes huéspedes, esto lo demuestran
diversos estudios filogenéticos que revelan intercambio
entre hospedadores, particularmente del hombre a los
animales’.

La meticilina es uno de los primeros antibidticos
R-lactamicos que se utilizé para el tratamiento infecciones
por cocos gram positivos, a la que en poco tiempo
aparecieron cepas de S. aureus resistentes. Las diferentes
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ABSTRACT

Healthy horses from Buenos Aires province colonized
with methicillin-resistant Staphylococcus aureus

In order to search for methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) in healthy horses, 177 samples were taken
from the nasal vestibule from animals used for different
purposes. The isolates were characterized by biochemical
tests and susceptibility to 13 antimicrobial agents by the agar
diffusion method. Resistance to methicillin and macrolides
was confirmed by PCR. Panton Valentine leukocidin
factor (PVL) was detected by PCR. The Staphylococcal
chromosomal cassette (SCCmec) was characterized by
multiplex PCR. The genetic relationship between isolates
was performed by pulsed field electrophoresis and
multilocus sequence typing. MRSA was isolated in 5%
(9/177) of the equines. Seven of the 9 MRSA (78%) showed
resistance to erythromycin and clindamycin, with MLSB
inducible phenotype. All the strains were susceptible to
the other antimicrobial agents tested. All the isolates were
SCCmec IV. Two clonal types were differentiated: A ST-5
in 7/9 isolates and B ST-30 in 2/9 with PVL positive. Both
MRSA clones detected in equine population are the most
frequent in the CA-MRSA human population of Argentina.
The possibility of transmission of MRSA strains between
humans and animals is worrisome.

Key words: horse, MRSA, CA-MRSA, One Health

especies de Staphylococcus, adquieren resistencia a la
meticilina mediante un elemento genético movil llamado
cassette cromosomico del estafilococo (SCCmec), que
porta el gen mec que codifica la sintesis de una proteina con
baja afinidad por los antibidticos B-lactamicos, la PBP2a.
Los SCCmec estan compuestos principalmente por dos
elementos, el complejo mec que comprende el gen mec,
los genes reguladores y la recombinasa ccr responsable de
la movilidad del elemento. La combinacién de los distintos
complejos mecy ccr, da origen a distintos tipos de cassettes,
y las diferencias localizadas en otras regiones del elemento,
originan los subtipos. Hasta la fecha, en S. aureus se
describen 11 tipos de cassettes (http://www.sccmec.org/
Pages/SCC_Types EN.html, ultimo acceso 15/04/2018)2.


http://www.sccmec.org/Pages/SCC_Types
http://www.sccmec.org/Pages/SCC_Types

Los S. aureus resistentes a la meticilina (SARM) emergieron
en 1961 y durante mucho tiempo estuvieron confinados al
ambito hospitalario (SARM-HA). Amediados de ladécada del 90
surgieron infecciones por SARM en pacientes de alto riesgo de
la comunidad. Actualmente, estan involucrados nifios, atletas,
prisioneros, militares, aborigenes, homosexuales, personas
que viven en la calle, y pacientes que se atienden en servicios
de emergencias, entre otros, y se los llamé SARM asociado a
la comunidad (SARM-CA) 2. Las diferencias entre ambos tipos
(SARM-HA y SARM-CA) se establecieron en base al criterio
epidemioldgico, fenotipo de resistencia a los antimicrobianos
y molecular por el tipo de SCCmec/presencia de toxina de
Panton Valentine (PVL). En la actualidad, estas caracteristicas
no resultan suficientes y se utiliza la técnica de tipificacion de
secuencias de multiples loci o MLST —Multilocus sequence-
typing- que se basa en el analisis de la secuencia de genes
que codifican enzimas relacionadas con el metabolismo celular
0 genes housekeeping. El uso de estos genes, no sometidos
a presion selectiva, permite detectar variaciones neutras que
definen lineas clonales relativamente estables®. Esta técnica
se utiliza para agrupar a los SARM en complejos clonales
(CC). Un CC contiene tipos ST genéticamente relacionados.
Algunos clones se asocian a huéspedes especificos, mientras
que otros pueden colonizar o causar infecciones en una amplia
variedad de especies animales e incluso al hombre®.

Poco se conocia sobre SARM en animales, hasta que en
el afo 2005 se detecta una linea genética ST398 asociado
al cerdo (CC398)t. Luego aparece en vacas, aves de corral,
caballos y humanos en varios paises de Europa. Se los llamd
SARM-LA- (livestock associated) y se identifica como zoonosis
en los Paises Bajos'.

En equinos, la infeccion por SARM en hospitales veterinarios
se documenta en América del Norte®, Irlanda®, Japon',
Austria, el Reino Unido' como también en portadores sanos
en Dinamarca'.

En nuestro pais no hay estudios realizados en la poblacion
equina de SARM.

El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia SARM
en equinos sanos utilizados con diferentes propositos, que
se encuentran estrechamente vinculados al hombre, con la
finalidad de obtener datos sobre la situacion de este patdgeno
en la provincia de Buenos Aires y su relacién con la Salud
Publica.

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestra

Durante el periodo 2015-2016 se tomaron muestras
del vestibulo nasal'* de 177 equinos sanos utilizados con
distintos propésitos:  equinoterapia/zooterapia  (n=21),
caballos de desfile del Regimiento de Granaderos a caballo
“Gral. San Martin”, CABA (n= 27), caballos de polo de
General Rodriguez, Buenos Aires (n=33) y pura sangre de
carrera del Hipodromo de La Plata, Buenos Aires (n=96).

Aprobacién del CICUAL. Las instituciones mencionadas
fueron informadas de la investigacion, aceptando Ia
participacion y autorizando la toma de muestras. Los
animales muestreados fueron los ofrecidos por cada
institucion (codigo es 86-6-18P).

Aislamiento y caracterizacion fenotipica

Luego de la toma de muestra los hisopos se colocaron
inmediatamente en caldo tripteina soya con el agregado
de 6,5% de CINa y se incubaron 18 horas a 37°C. Se
sembraron en CHROMagar™ MRSA, medio cromogénico
para el aislamiento y la diferenciacion de SARM. La
lectura e interpretacion se realizd segun las indicaciones
del fabricante. Las colonias sospechosas, segun aspecto
y color, se confirmaron como S. aureus mediante pruebas
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fisiolégicas y bioquimicas: coagulasa, Vogues-Proskauer,
fermentacion de trehalosa, maltosa y manitol.

Se evalué la sensibilidad a los antibiéticos por el método de
difusién con discos a cefoxitina 30 ug (predictor de resistencia
a meticilina), eritromicina 15 pg (ERY), clindamicina 2
Mg (CLI), gentamicina 10 ug (GEN), ciprofloxacina 5
Mg (CIP), tetraciclina 30 pg (TET), cloranfenicol 30 ug
(CMP), trimetoprima/sulfametoxazol 1,25/23,75 ug (TMS),
nitrofurantoina 300 pg (NIT), rifampicina 5 ug (RIF), linezolid
30 ug (LZD), teicoplanina 30 ug (TEI) y ceftarolina 30 ug
(CPT), de acuerdo a las recomendaciones del CLSI"®. Se
evalué el fenotipo de resistencia a macrélidos utilizando
la prueba D, segun lo describen Steward y col.'® para S.
aureus. La prueba D se realiza colocando los discos de
eritromicina y clindamicina separados por una distancia de
15 mm entre si, de borde a borde. El desarrollo en forma de
letra D en la zona circular de inhibicién alrededor del disco
de clindamicina indica la presencia de MLSB inducible.

Caracterizacion genotipica

Deteccion de genes de resistencia y virulencia

La deteccion de genes de resistencia a meticilina (mecA)
y macrolidos (ermA y msrA) y del gen de PVL (lukS-PV-
lukF-PV) se realizé por reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) segun lo descripto previamente'-'°.

Caracterizacion del SCCmec

La caracterizacion del SCCmec se realizd por PCR
multiple?®. Como control positivo se usaron las siguientes
cepas: COL (SCCmecl), BK2464/USA100 (SCCmecll),
ANS46/HU25 (SCCmeclll), USA400 (SCCmeclV)y HDE288
(SCCmecVl).

Electroforesis en campo pulsado (PFGE)

Se prepararon discos de agarosa con el ADN total y se
realizé la restriccion con la enzima Smal. Los fragmentos
de ADN se separaron en geles de agarosa al 1% usando
un equipo CHEF- DR Ill (Biorad Laboratorios, Richmond,
CA, USA) con las siguientes condiciones de corrida 6V/cm
y pulsos de 5 a 35 segundos durante 23 horas a 11,3°C.
Los patrones de bandas se compararon visualmente y la
relacion genética entre los aislamientos se establecio
usando el criterio de Tenover?'.

MLST

Aislamientos representativos de los clones dominantes
definidos por PFGE fueron estudiados por MLST utilizando
las condiciones recomendadas en la pagina web MLST.??

RESULTADOS

En el 5% (9/177) de los equinos se aislo e identificd en
el agar cromogénico SARM. Todos pertenecieron al grupo
de animales del Hipédromo de La Plata. Los aislamientos
se caracterizaron como S. aureus resistentes a cefoxitina.
Siete de los 9 SARM (78%) presentaron resistencia a
eritromicina y clindamicina, con fenotipo MLSb inducible por
prueba del D-test positiva. Todas las cepas fueron sensibles
a los demas antibidticos ensayados (Tabla 1).

La resistencia a meticilina fue confirmada en todos los
aislamientos por la presencia del gen mecA por PCR. En
los SARM resistentes a eritromicina se detecto el gen de la
metilasa ribosomal ermA correspondiéndose con el fenotipo
observado en el antibiograma. El gen msrA responsable del
mecanismo de eflujo no fue detectado en ninguno de los
aislamientos.

La caracterizacion del cassette cromosomico del
estafilococo SCCmec dio en todos los aislamientos tipo
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Tabla 1. Sensibilidad antimicrobiana de los nueve Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (SARM) aislados en equinos,

provincia de Buenos Aires, Argentina 2015-2016

Equino
Sensibilidad antibidtica
FOX ERY CLIN GEN CIP TET CMP TMS NIT RIF LNZ TEI CTP
H1 R S S - S S S S S S S S S S
H2 R S S - S S S S S S S S S S
H3 R R R Pos S S S S S S S S S S
H4 R R R Pos S S S S S S S S S S
H5 R R R Pos S S S S S S S S S S
H6 R R R Pos S S S S S S S S S S
H7 R R R Pos S S S S S S S S S S
H8 R R R Pos S S S S S S S S S S
H9 R R R Pos S S S S S S S S S S

FOX:cefoxitina, ERY:eritomicina, CLIN:clindamicina, GEN:gentamicina, CIP:ciprofloxacina, TET:tetraciclina, CMP:cloranfenicol,
TMS:trimetroprima/sulfametoxazol; NIT:nitrofurantoina, RIF:rifampicina, LNZ:linezolid, TEl:teicoplanina, CTP:ceftarolina

Figura 1. PCR multiple para tipificar el SCCmec de los 9 aislamientos
de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (SARM).
Calles 7 a 15: SARM H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8 y H9.

SCCmec IV (Figura 1).

Por electroforesis en campo pulsado PFGE los 9 SAMR
estudiados se diferenciaron en 2 tipos clonales. El tipo clonal
Aen7/9aislamientosy el tipo clonal B en los dos aislamientos
restantes (Figura 2). Por MLST los aislamientos pudieron
diferenciarse en dos secuenciotipos. Los aislamientos del
clon A correspondieron al ST5 y los del clon B al ST-30.

La PVL fue detectada en los dos aislamientos del clon B, y
negativa en todos los aislamientos del tipo clonal A.

DISCUSION

En nuestro estudio, todos los aislamientos SARM
pertenecieron a clones comunitarios, ST5-SCCmec IV y

Figura 2. Electroforesis en campo pulsado (Smal PFGE) de los
nueve aislamientos de Staphylococcus aureus resistentes a la
meticilina (SARM)

ST30-SCCmec IV. Estos dos clones estan presentes en
infecciones por SARM-CA en Argentina. Asi lo demuestra un
estudio transversal de infecciones en nifios realizado en el
centro y norte del pais?, donde se hallaron los clones ST5-
SCCmeclIVyST30-SCCmeclV comolos mas predominantes.
En una investigacion nacional de prevalencia de SARM
realizada en 21 provincias de nuestro pais en 2009, del 55%
de SARM aislados, 37% correspondi6 a SARM-CA. Los
clones predominantes fueron el ST30-SCCmec IV (33%) y
ST5-SCCmec IV (31%), con la particularidad del ingreso de
este clon al ambito hospitalario?.

El SCCmec IV es el mas prevalente en SARM de equinos?
y si bien los SARM-CA se caracterizan por portar el gen de
la toxina PVL, existen antecedentes donde no se da esta



asociacion tanto en aislamientos de humanos como de
animales, en los cuales la mayoria de los aislamientos son
PVL negativos y pertenecientes a SARM-LA%. En nuestro
trabajo el 78% de los aislamientos fue PVL negativo.

La bibliografia mundial ofrece resultados de busquedas
de SARM en equinos portadores hospitalizados y animales
enfermos. Los porcentajes de portadores sanos en hospitales
veterinarios se registraron en Austria 4%'", Canada 2%%,
Reino Unido 16%", Israel 7%?2". En animales enfermos se
aislaron en metritris®, dermatitis, pleuroneumonia, artritis?
y en caballos con sospechas de infeccion con S. equi subsp
equi (papera equina)®°.

Nuestro estudio provino de animales no hospitalizados,
cuyas muestras se sacaron directamente en el lugar donde
habitan y fue de 5%, mientras que en Japoén, Israel y
Eslovenia no lo pudieron hallar en animales en condiciones
similares (caballos de granja)'®?%', En Dinamarca, con
una elevada prevalencia de SARM-LA (CC398), en un
relevamiento en 401 caballos pertenecientes a 74 granjas
para investigar si la especie equina podria ser un reservorio,
confirmaron que el 4% de los equinos portaban SARM vy el
clon predominante fue el CC398 (t011) adaptado al equino
y estrechamente relacionado a los SARM encontrados en
veterinarios de ese pais, seguido por el CC398 (t034) que
se adapta a los cerdos™.

Weese y col.?® concluyeron, luego de identificar los clones
de SARM en equinos y personal de hospitales veterinarios,
que hay una transmisién mutua entre humanos y los
caballos.

La relacion estrecha con el personal a cargo de los
caballos y el papel de transmision desde éste a los equinos,
fue estudiada en los brotes de SARM en los Paises Bajos
entre los afios 2002 y 2008 que aumenté de 0 a 37%’.

En ltalia®? investigaron la prevalencia y caracteristicas
de SARM en caballos utilizados con fines recreativos y
en caballos productores de carne. Lo relacionaron con los
aislados de los humanos que tenian sus actividades en el
mismo ambito. La mayor prevalencia se encontré en equinos
y personal de mataderos (15% y 12% respectivamente),
seguido por animales de recreacion y personal involucrado
(1% y 5 %) y por ultimo, los animales del hipédromo donde
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