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Estudi de prevalenca de la colonitzacié per Staphylococcus aureus resistent a meticil-lina en
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RESUM:

Introduccid: L'estafilococ aureus resistent a meticil-lina (MRSA) és una soca de la que
s’ha identificat un clon (MRSA ST398) que es relaciona amb els porcs. Produeix brots
epidemics entre els treballadors de les granges. Objectius: Analitzar la prevalenca de la
colonitzacié per MRSA i MRSA ST398 en porcs i en treballadors de granges de porcs,

en un area amb alta poblacié de porcs.

Metodologia: Estudi transversal de prevalenca, a la comarca d’Osona durant entre
juny/12 fins al maig/13. Es van seleccionar 16 granges, de les quals 7 van ser de cicle
obert i 9 de cicle tancat. S’han inclos a tots els treballadors majors de 18 anys. Les
mostres, es van processar al laboratori de microbiologia i posteriorment biologia

molecular per identificar el MRSA ST398.

Resultats: Van resultar positius per MRSA, 20 treballadors, representant un 64,5% (IC
0,95: 47,6%-81,3%). la mediana d’anys treballats en granges per als no portadors és de
11 anys en tant que per als positius és de 15 anys(p<0’05). De 468 frotis nasals de
porcs, van resultar positius per MARSA 7(1,49%), sent 6 truges(85,7%). Totes les

mostres van ser resistents a tetraciclina i les primeres 7 mostres son MRSA ST398.

Conclusions: La prevalenca de MRSA es elevada a la comarca d’Osona. Les persones
gue han estat treballant durant més de 11 anys en granges de porcs, presenten un alta
probabilitat de ser portador de MRSA. Tanmateix seria convenient el realitzar un frotis

nasal a tots els treballadors de granges de porcs que ingressen a I'Hospital.

Paraules claus: portador, MRSA ST398, granger
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INTRODUCCIO:

Els estafilococs son un genere dels bacteris cocs gram positius que agrupa fins a 32
especies de les quals 16 es troben en humans. En absencia de circumstancies
predisponents de I'hoste com la immunosupressido o la preséncia d’un cos estrany,
solament unes poques especies son patogenes. En els homes les especies més
virulentes son Staphylococcus aureus (aillat i descrit per primera vegada per Ogston a
Aberdeen el 1880) i Staphylococcus lugdunensis (aillat i descrit per primera vegada per
Freney a Lid al 1988, més d’un segle més tard). En els animals les espéecies més

presents sén el mateix Staphylococcus aureus i Staphylococcus intermedius (1).

Els estafilococs sén colonitzadors de la pell i de les mucoses de gairebé tots els
mamifers i les aus. S. aureus, pot produir una amplia gamma d’infeccions, des de
malalties benignes fins a greus malalties amb risc vital. En persones colonitzades, el
principal reservori és la part anterior de les fosses nasals perd també hi ha colonitzacid

al perineu, a la faringe i en ferides o Ulceres especialment les varicoses i les de decubit

(1).

Davant dels tractaments amb antibiotics, els estafilococs es comporten com tants
d’altres bacteris i acaben presentant-hi resistencies. L'estafilococ aureus té variants
(“soques”) que han desenvolupat resisténcia a antibiotics i és especialment coneguda
la soca d’estafilococ aureus resistent a meticil-lina (un antibiotic penicil-linic) que es
coneix per I'acronim MRSA del seu nom cientific (Staphylococcus aureus resistent a la

meticil-lina).

La colonitzacié per MRSA pot adquirir-se en la comunitat o en I'ambit hospitalari. Dins
de I'entorn hospitalari el SARM pot produir brots epidemics d’infeccions creuades a
través del personal sanitari (per manipulacions o per transmissié directe de personal
sanitari colonitzat) o, en menor mesura, a partir d’objectes contaminats. En els darrers
anys s’estan descrivint infeccions causades per soques de MRSA adquirides en la

comunitat.
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Aquestes soques son diferents de les de MRSA nososomial i no sembla que el fenomen

sigui degut a I'extensiod a la comunitat del problema nosocomial.

Recentment, s’ha identificat un clon diferent de MRSA comunitari que es relaciona
amb els porcs i amb els ramats com a reservori. El primer informe sobre ST398 en
porcs va ser per Armand-Lefévre et al. [13]. Ells van trobar tant S. aureus sensible a
meticil-lina (MSSA) i MRSA en porcs i humans. Posteriorment, es va detectar per
electroforesi en gel de camp polsat (PFGE) i classificar com a “no-tipificable” (NT) (3).
Seguidament, Huijsdens va definir que totes aquestes soques pertanyien a la
sequencia de multilocus complex de tipus clonal (ST) 398. Mitjancant un estudi de
casos i controls va confirmar que les persones en contacte amb porcs i vedells sén més
propensos a ser portadors de MRSA ST 398 (4). El primer que reconeixia com un
problema el MRSA ST398 va ser Voss [2]. posteriorment un estudi va demostrar la

transmissié de MRSA ST398 entre porcs i els humans [13].

Avui, ja se sap que entre un 25% i un 35% de les persones amb un contacte frequient
amb porcs i vedells vius poden arribar a ser portadors d’aquesta soca (5). A finals de
2008, als Paisos Baixos, el 42% de totes les soques de MRSA aillades eren de ST 398
davant del 30% d’un any abans (6).

D’altra banda, també s’han identificat greus infeccions a Europa, Asia i Ameérica amb
MRSA ST 398 com a agent etiologic (6). També ha estat descrit el primer brot
hospitalari d’infecci6 per MRSA ST 398 (8). En Espanya, només en Tenerife s’ha
detectar un 17% de treballadors. A Catalunya no es disposa de cap tipus de dades
sobre prevalenca en relacié al MRSA ST 398 ni sobre la poblacié exposada. El interes
rau en qué la comarca d’Osona és una comarca amb una alta densitat de granges
porcines per a I'engreix del bestiar i amb una elevada ocupacid en aquest sector tal
com passa a Holanda (2-8). Segons les darreres dades (9), a la comarca d’Osona, |'any
2010 hi ha un total de 822 explotacions porcines de les quals 416 sén granges

d’engreix sense mares.

Pel que fa a I'allotjament de reproductores porcines, a Osona, hi ha capacitat per a

104.395 femelles a partir dels 6 mesos de vida; i, pel que fa a les places d’engreix hi ha
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allotjament per a 505.846 porcs; 276.015 d’aquestes places corresponen a
explotacions d’engreix sense mares. En relacié a I'ocupacié del sector d’agricultura,
ramaderia i pesca (10), a la comarca, hi ha un total de 2.230 afiliats a la Seguretat
social (dels quals un 50% podrien ser treballadors de granges) que representa el 3'79%

dels treballadors en alta.

Aquestes dades confirmen que la capacitat d’allotjament dels caps de bestiar d’interes
per a I'estudi és molt alta i que la densitat d’aquests caps de bestiar és de 484/km:

(11).

Aixi, doncs, es pot especular una interaccid molt alta entre els caps de bestiar i els
treballadors de les granges. Estar, en una comarca amb les mateixes caracteristiques
de les zones d’Holanda on s’ha observat la malaltia en humans i en brots epidemics, fa
que el plantejament dels investigadors pugui ser una analisi pionera de la prevalenca

d’aquesta exposicié a Catalunya.

Els objectius de I'estudi son: 1. Analitzar la prevalenga de la colonitzacid per MRSA i
MRSA ST 398 en treballadors de granges de porcs en un area amb alta poblacié de
porcs. 2. Analitzar la prevalenca de la colonitzacié per MRSA i MARSA ST 398 en porcs

de granges tant de cicle tancat com de cicle obert.
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MATERIAL | METODES
Es realitza un Estudi transversal de prevalenca, ala comarca d’Osona durant el periode

compres de juny /12 fins al maig/13.
Seleccio aleatoritzada de les granges, dels treballadors i dels porcs

I’estudi va ser presentat als propietaris de les granges a través de les associacions empresarials
qgue els agrupen i se’ls va donar garantia del tractament confidencial de la informacié
obtinguda. Sobre un total de 822 granges, es van seleccionar 16, de les quals 7 van ser
de cicle obert i 9 de cicle tancat. Totes tenien un minim de 250 porcs i un maxim de
5000 i sempre dintre de la comarca d’Osona. La distribucio de les granges s’expliquen
en la figura 1. Mitjancant un veterinari especialitzat en porcs, s’arribava a les granges,

es parlava amb el propietari i posteriorment es procedia a la intervencié.

De cada granja es van recollir un total de 8 , 25 o 50 mostres de porcs de forma
aleatoria. Dintre de les mostres es van incloure porcs d’engreix, paridores, gestacid i

truges.

S’han inclos a tots els treballadors majors de 18 anys, de les granges que estaven
presents en el moment de la visita. S’ha demanat pels antecedents epidemiologics (
anys, anys treballats en granges, sexe, nacionalitat) i antecedents patologics (ingressos
hospitalaris previs, contacte amb [I'assisténcia sanitaria). Tots van signar el

consentiment informat.
Recol-leccid i processament de les mostres

Es van realitzar un frotis nasal mitjangant un escovillé6 amb material procedent de les
dues fosses nasals tant dels treballadors de les granges com dels porcs seleccionats.
Per realitzar el frotis als animals, el veterinari amb un ganxo agafava el musell del

porc, 'immobilitzava i es realitzava la presa de la mostra.

Un cop realitzada la obtencié de la mostra(frotis nasal), s’identificaven i es
transportava al servei de Microbiologia de I'Hospital de Vic. S’etiquetaven les mostres
i es sembraven en medi d’enriquiment (tioglicolato) durant 24 hs. Posteriorment es van

subcultivar en medi cromogénic MARSA. Es va llegir a les 48 hs i ressembar en agar sang les
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colonies sospitoses (color verd). La identificacié i antibiograma es realitza per métode
automatic. (Vitek Il de Biomerieux). Un cop identificades les soques, es procedeix al Tipat
molecular mitjangant la Técnica Multilocus Sequence Typing (MLST), segon les directrius de la

base de dades MLST ( http://saureus.mlst.net/). Es realitza I’extraccié de ADN de les soques de

S. aureus en buffer de lisis (Lysozima, lisostafina en Chelex al 6% (Instagen Matrix, Biorad)),
quantificacié del ADN en nanodrop, Amplificacid mitjancant PCR de 7 genes de S.aureus: arc,
aro, glp, gmk, pta, tpi y yqi . Comprovacié de la amplificacié en un gel de agarosa al 2%.
Purificacié del producte de PCR (Exosap-IT, USB), PCR de seqlienciacié (forward i reverse).
Precipitacié del ADN sequenciat , Seqiienciacid en equip Genetic Analyzer (ABI PRISM).
Finalment les seqiiéncies obtingudes es compararen a les de referencia de la base de dades

(http://saureus.mlist.net/) per a obtenir I'al-lel corresponent de cada gen. El perfil MSLT s’

obtindra de la combinacié dels 7 al-lels.

Cal mencionar que en el moment de la presentacié de del treball, la biologia molecular s’esta
realitzant en el Servei de Malalties infeccioses de I’'Hospital Germans Tries i Pujol per part de la

bidloga Marian Garcia i només hi han resultats parcials.
Analisi estadistica de les dades

Amb el programa d’analisi estadistica SPSS 19.0, es descriuen les variables que
classifiquen els treballadors inclosos en I'estudi. SThan calculat les prevalences de
colonitzacid en treballadors i en animals de LA- MRSA, amb als estimadors puntuals i
els corresponents intervals de confianca. S’ha fet un analisi estadistica bivariada per
valorar les diferents associacions entre les caracteristiques basals (socio-
demografiques i laborals) dels treballadors i dels animals i els resultats de les mostres

obtingudes.


http://saureus.mlst.net/
http://saureus.mlst.net/
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RESULTATS:

D’un total de Trenta-sis treballadors, 5 van ser exclosos per no estar presents en el
moment de la visita a la granja. Tres treballadors eren dones i 1 sol treballador
immigrant ( Gambia), la resta eren naturals d’Espanya. Cap treballador havia estat

ingressat a I’hospital ni estava prenen cap antibiotic en el moment de |'estudi.

Van resultar positius per MRSA, 20 treballadors, representant un 64,5% ( IC 0,95:
47,6%-81,3%). No presenten antecedents patologics rellevants excepte un treballador

diagnosticat d’insuficiéncia mitral i un altre amb asma.

Els subjectes estudiats tenen un promig d’edat de 44,06 anys (mediana de 50 anys).
Una prova U de Mann-Whitney no identifica diferencies significatives entre I'edat i la

positivitat per MRSA. Diagrama 1.

Pel que fa als anys treballats en granges, el promig, per al conjunt de tots els
treballadors, és de 13,3 anys (mediana de 14 anys). Una prova U de Mann-Whitney
identifica (p<0’05) diferéncies significatives entre els anys treballats en granges i la
positivitat per MRSA. Es a dir la mediana d’anys treballats en granges per als negatius

és de 11 anys en tant que per als positius és de 15 anys. Diagrama 2.

En relacid als porcs, es van realitzar 468 frotis nasals. La distribucid va ser la seglient:
paridores 33 (7,06%), truges 238 (50,85%), engreix 148 (31,62%), gestacio 49 (10,47%),
dels quals van resultar positius per MARSA 7 (1,49%). Dels positius, 6 (85,7%) son

truges.

Als S aureus estudiats, tots van ser resistents a la Meticil-lina. a la Taula 1 es mostra la
sensibilitat tant dels MRSA detectats als treballadors com als porcs. La caracteristica

principal es que tots van ser resistents a la Tetraciclina.

La biologia molecular en el moment de la presentacié del treball, s’han estudiat 7

mostres, totes son MRSA ST398. La resta esta pendent de processament. Taula 2.
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DISCUSSIO:

La prevalenca de LA-MRSA en treballadors de granges de porcs a la Comarca d’Osona
es elevada, representa al voltant del 65% dels treballadors. A Espanya, especificament
a Tenerife on es va realitza un estudi que recollien mostes nasals a treballadors (20
treballadors de granges i 34 de la escorxadora) on detecten un 17% de portadors. [16]
En canvi a Holanda, s’observa un 45% de colonitzacié per LA-MRSA dels treballadors de

granges de porcs.[17]

Per un altre banda, al nostre estudi suggereix que per ser portador de LA-MARSA es
necessari una relacié directa amb els porcs i durant més de 11 anys (p<0.05). Aquesta
situacio contrasta amb alguns treballs publicat, on es planteja la rapida colonitzacié
dels treballadors de granges i de transportistes d’animals vius, tot i que els estudis son
també amb un nimero que no supera als 50 treballadors. Possiblement sera necessari
augmentar la mostra per poder afirmar aquesta situacié. Es important recalcar que la
majoria de treballadors porten al voltant de 13 anys a les granges. Aixo vol dir que es

una poblacid que esta en contacte directe amb el porc i durant molts anys.

Tanmateix els porcs que han sigut positius, el 1,49% (7 de 468), eren truges o
paridores. Aquesta trobada es molt diferent en comparacié a altres llocs d’Europa
(Holanda, Francga). Possiblement estigui relacionat a que la tendéncia durant aquests
ultims anys es la realitzacio de controls més estrictes i el canvi de granges paridores a
granges d’engreix. Per un altre banda, el porc d’engreix, només viu 6 mesos i després
es enviat a lI'escorxadora. Aquesta sistematica possiblement no dona temps a la
colonitzacié del animal, en canvi si a les truges, que en promig viuen més de 5 anys a
les granges. Un altre explicacio estaria relacionada amb el lloc de les mostres, el tipus
d’explotacid, i els metodes utilitzats per a I’aillament podria explicar algunes de las diferencies
trobades als diferents estudis [18]. Tanmateix I'Us d’antibiotics i el tipus d’ antibiotic utilitzat

abans de I'estudi també pot influir als resultats. El tipus de porcs poden tenir també un paper

[19].
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A I'ambit hospitalari, Wulf et al. (2008a) va descriure el primer brot de LA-MRSA en
una sala de cirurgia als Paisos Baixos,evidenciant una transmissié entre cuidador i
pacient. En aquest aspecte s’esta realitzant un estudi d’incidéncia durant tot I'any 2012

i 2013, amb la intencié de conéixer la situacié en el nostre centre.

En relacid a les caracteristiques del MRSA que s’han aillat tant als treballadors com als
porcs, tots son resistents a la tetraciclina, una situacié especifica del LA-MRSA. Price et
al van realitzar un estudi filogenetic de 4238 soques, de 19 paisos i quatre continents.
Els analisis filogenétics, evidencien que el LA-MRSA (ST398), ve de MSSA huma que ha
fet un salt al bestiar, per posteriorment adquirir la resistéencia a la tetraciclina i
meticilina. [14] Tanmateix els gens de resistencia a la tetraciclina son tet(L), tet (M) i
tet (K). Aquests dos ultims normalment es troben al ADN cromosdomic, mentres que el

tet(L) la seva transmissié es per plasmids [15].

Les limitacions de aquest treball, estan donades pel numero de treballadors, i en
aquest sentit seria molt interessant realitzar un estudi multicéntric en zones d’alta

densitat de porcs.

Finalment, a partir d’aquest treball s’incloura dintre del protocol de I'hospital la
deteccié de pacients que estiguin en contacte o siguin treballadors de granges de
porcs. Es realitzara un frotis nasal en el moment de l'ingrés a I'hospital o en el
moment de la deteccié d’un possible portador, tal com es fa en altres poblacions de

risc.

10
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CONCLUSIONS:

La prevalenca de LA-MRSA es elevada a la comarca d’Osona. Les persones que han estat
treballant durant més de 11 anys en granges de porcs, presenten un alta probabilitat de ser
portador de MRSA. Tanmateix seria convenient el realitzar un frotis nasal a tots els

treballadors de granges de porcs que ingressen a I'Hospital.

11
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Figura 1- Comarca d‘Osona- llocs de les granges estudiades
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Diagrama 1: Anys d’edat pel resultat de MARSA
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Estudi de prevalenca de la colonitzacié per Staphylococcus aureus resistent a meticil-lina en
una poblacié humana i en una porcina

Diagrama 2: Anys treballats en granges pel resultat de MARSA
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Estudi de prevalenca de la colonitzacié per Staphylococcus aureus resistent a meticil-lina en
una poblacié humana i en una porcina

Taula 1: Sensibilitat dels MRSA aillats tant en Huma com als Porcs
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Taula 2: Biologia molecular de les primeres 7 soques.

PORC
HUMA
PORC
HUMA
HUMA
HUMA

HUMA

Estudi de prevalenca de la colonitzacié per Staphylococcus aureus resistent a meticil-lina en

ST

398

398

398

398

398

398

398

una poblacié humana i en una porcina

arcC

aro

35

35

35

35

35

35

35

19

19

19

19

19

19

19

Gmk

pta

20

20

20

20

20

20

20

tpi
26
26
26
26
26
26

26

18

yai
39
39
39
39
39
39

39



