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Caracterizacion fenotipica y genotipica de Staphylococcus spp
conresistencia a meticilina en pollos comerciales

Phenotypic and genotypic characterization of Staphylococcus spp with resistance to
methicillin in commercial chickens

Rony Cotaquispe'®, Ruth Sarmiento?, Stephane Lovén®, Jorge Rodriguez*

RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo identificar Staphylococcus spp con fenotipos y
genotipos de resistencia a meticilina, asi como identificar variantes del polimorfismo del
gen coa + en S. aureus. Se utilizaron 97 cepas de Staphylococcus spp aislados de pollos
y se hicieron antibiogramas y pruebas de PCR multiplex, PCR convencional y
secuenciamiento. Los resultados fenotipicos indican la presencia de resistencia a2 SARM
y 26 SCN resistentes a meticilina (cefoxitina) y 2 S. aureus y 67 SCN con presunta resis-
tencia a meticilina (oxacilina) en las pruebas de antibiograma. Mediante PCR se identificd
el gen mecA responsable de la resistencia a meticilina en 24 cepas: 2 SARM y 22 SCNRM
y se identificaron cuatro genotipos de S. aureus con variantes del polimorfismo del gen
coagulasa. Los resultados sugieren una actividad genética constante, la aparicion de
clones y la expresion de genes para la resistencia a los principales antibioticos que
enfrentan Staphylococcus spp.
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The study aimed to identify Staphylococcus spp with phenotypes and genotypes
of methicillin resistance, as well as to identify variants of the coa + gene polymorphism in
S. aureus. In total, 97 strains of Staphylococcus spp isolated from chickens were used
and antibiograms and multiplex PCR, conventional PCR and sequencing tests were carried
out. The phenotypic results indicate the presence of resistance to 2 MRSA and 26 SCN
resistant to methicillin (cefoxitin) and 2 S. aureus and 67 SCN with presumed resistance to
methicillin (oxacillin) in the antibiograms. Using PCR, the mecA4 gene responsible for
methicillin resistance was identified in 24 strains: 2 MRSA and 22 SCNRM. In addition, 4
S. aureus genotypes with variants of the coagulase gene polymorphism were identified.
The results suggest a constant genetic activity, the appearance of clones and the
expression of genes for resistance to the main antibiotics faced by Staphylococcus spp.

Key words: methicillin-resistant Staphylococcus aureus, methicillin-resistant coagula-
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INTRODUCCION

Staphylococcus spp son cocos Gram
positivos, anaerobios facultativos y catalasa
positivos. Son patdogenos oportunistas de ma-
miferos y aves que colonizan la piel, superfi-
cies mucosas, tracto gastrointestinal y el apa-
rato respiratorio superior (Werckenthin et al.,
2001). El género tiene al menos 38 especies
distribuidas en dos clases principales:
Staphylococcus coagulasa positiva, siendo
el mas importante Staphylococcus aureus,
y Staphylococcus coagulasa negativa, don-
de destacan Staphylococcus epidermidis y
Staphylococcus saprophyccus, entre otros.

La aparicion y propagacion de la resis-
tencia a los antimicrobianos entre los
estafilococos causa gran preocupacion, de-
bido a la creciente prevalencia de S. aureus
resistente a la meticilina con sus genes alta-
mente transmisibles y recombinantes (Espe-
jo et al., 2019), especialmente en casos de in-
fecciones nosocomiales (Grundmann et al.,
2006). Sin embargo, se tiene evidencia de ca-
sos de personas que no tuvieron contacto con

el entormno hospitalario y fueron diagnosticadas
con S. aureus resistente a la meticilina y el
Staphylococcus coagulasa negativo (SCN)
resistente a multiples farmacos, de modo que
estas infecciones parecen ser mas comunes de
lo que se cree, posiblemente debido a la ingesta
de alimentos o contacto con animales silves-
tres y domésticos (Barbier et al., 2010).

S. aureus resistente a la meticilina y los
SCN son de gran cuidado en animales co-
merciales y de compaiiia, asi como en pro-
ductos derivados de animales domésticos
(Kloos y Bannerman, 1994; Kern y Perreten,
2013). Estos animales pueden actuar como
reservorios de cepas humanas y posibilitar la
evolucion de cepas cada vez mas patogenas
y resistentes, debido a la presion selectiva por
el uso inadecuado de antibioticos en los ani-
males de crianza comercial (NRC, 1999;
Silbergeld et al., 2008). Debido a la impor-
tancia clinica de S. aureus y los SCN resis-
tentes a meticilina, es evidente la necesidad
de implementar herramientas de diagnostico
mas sensibles y especificas para la identifi-
cacion fenotipica y genotipica de aislados de
muestras obtenidas de pollos comerciales
(Schmidt ez al., 2017).
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En Pert se dispone de pocos estudios
publicados sobre el uso de antibioticos y la
evolucion epidemioldgica de la resistencia a
los antibioticos de primera y segunda gene-
racion en aves comerciales (Hoet et al.,
2011), lo que justifica las investigaciones ba-
sadas en la identificacion, control y monitoreo
de la resistencia a los antimicrobianos en el
sector agropecuario. El objetivo del presente
estudio fue la identificacion microbiologica,
molecular, caracterizacion fenotipica y
genotipica del perfil de resistencia a los
antibioticos en aves comerciales en el pais.

MATERIALES Y METODOS

Material Biologico

Se aislaron 97 cepas de Staphyloco-
ccus spp de muestras de senos infraorbitales,
cornetes nasales, pulmon, higado, saco vitelino,
sacos aéreos y piel de aves afectadas con
lesiones compatibles con la infeccion y pro-
cedentes de los departamentos de Lima,
Arequipa y La Libertad (Peru).

Cultivo en Agar Selectivo Manitol Sal de
Cefoxitina (MAS-Cef)

Las 97 cepas fueron sembradas en pla-
cas de agar salino estéril con cefoxitina
(MAS-Cef) (Salvador et al., 2005; Uchuya,
2015). La siembra se hizo mediante estrias,
cubriendo la superficie del agar girando el
hisopo. Se incubaron a 37 °C durante 48 ho-
ras y se seleccionaron las unidades forma-
doras de colonias (UFC) compatibles con
Staphylococcus spp con supuesta resisten-
cia a lameticilina. Estas eran colonias redon-
deadas, elevadas, con una superficie lisa y
brillante, de consistencia variable, con mar-
genes definidos, blanco amarillento, incluso
naranja, y que habian convertido el color ca-
racteristico del agar manitol salado (rosa) a
amarillo, lo cual fue indicativo de colonias de
fermentacion de manitol. Ademas, se reali-
zaron pruebas de Gram, catalasa y oxidasa
(Salvador et al., 2005).
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Los aislados se almacenaron en el ban-
co de cepas del laboratorio de Bioservice. Se
colocaron tres colonias puras en tubos de
ensayo con 4 ml caldo soja tripticasa; se in-
cubaron a 37 °C durante 24 horas y se colo-
caron en crioviales 1 ml del caldo bacteriano
mas 0.5 ml de glicerol al 85%. Dos juegos de
cada cepa se almacenaron a -80 °C (Uchuya,
2015).

Enriquecimiento de Caldo de Corazén y
Cerebro (BHI)

Se realiz6 el enriquecimiento de las ce-
pas fenotipicamente similares a Staphylo-
coccus spp. Para esto, se inocularon tres
UFC en tubos de falcon estériles de 15 ml
que contenian 5 ml de BHI, y se incubaron a
37 °C durante 24 horas (Uchuya, 2015).

Antibiograma

Se suspendieron 3 a 5 colonias en un
tubo de vidrio que contenia caldo soja
tripticasa y se incubaron a 35 + 2 °C hasta
alcanzar una turbidez de 0.5 de la escala
MacFarland. Luego, se introdujo un hisopo
estéril en el tubo, dejandolo reposar durante
no menos de 15 minutos antes de inocular las
placas de Petri con agar Mueller Hinton al
2% de NaCl. Se colocaron los discos de
antibioticos distribuidos de manera uniforme
y manteniendo una distancia minima de 25
mm entre ellos. Las placas se incubaron a 35
+ 2 °C durante 24 horas en aerobiosis. Los
diametros de las zonas de inhibicion comple-
ta (incluido el diametro del disco) se midieron
con un calibrador y los datos se compararon
con los limites de Susceptibilidad (S) y Resis-
tencia (R) presentes en Pondit et al. (2018)
y los documentos del Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (CLSI2017).

Extraccion de ADN de Staphylococcus
Spp

El ADN gendmico de las 97 cepas se
extrajo mediante membranas de silica gel uti-
lizando el GF-1 Tissue DNA Extraction Kit
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(Vivantis), siguiendo las instrucciones del fa-
bricante. El ADN gendmico se almaceno a -
20 °C.

Identificacion Molecular por PCR
Multiplex

La identificacion de Staphylococcus
spp, S. aureus y el gen de la coagulasa se
llevo a cabo utilizando un PCR multiplex;
usando los cebadores 16S rRNA-F5'-
GCAAGCGTTATCCGGATTT-"3, 16S
rRNA-R 5'-CTTAATGATGGCAACTA-
AGC-"3 de 597 pb; nucl (5'-GCGATTGAT-
GGTGATACGGTT-’3) y nuc2 (5'AGC-
CAAGCCT-TGACGAACTAAAGC-"3) de
280 pb; y coag?2 (5-GAGACCAAGATTCA-
ACAAG-’3), coag3 (5'-AAGAAAACCAC-
TCACATCA-"3) de 900 pb. La reaccion de
PCR se realiz6é en un volumen final de 20 pl
que contenia 10X de buffer de PCR incom-
pleto, dNPTs 0.2 mM, MgCl, 1.5 mM, 1.25
pmol de cada cebador, 1 U maximo de ADN
polimerasa Taq (Geneon) y 5 ng/ul de ADN
genomico. Los ciclos térmicos utilizados fue-
ron: 1 ciclo inicial de 94 °C durante 4 min, 35
ciclos de 94 °C durante 30 s, 54 °C durante
30 sy 65 °C durante 2.5 min y finalmente un
ciclo de 65 °C por 3 min.

La amplificacion se realizdo en un
termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied
Biosystems). Los productos de PCR se se-
pararon por electroforesis en gel de agarosa
al 1% en tampon TBE 1X (Tris, Borato,
EDTA), con 2 pl de tinte fluorescente de tam-
pon de carga (Geneon) y 4 ul de producto de
PCR en 1X TBE al 1%, el peso molecular el
marcador fue Escalera de ADN GeneRuler
100 pb PLUS (Thermo Scientific); durante
45 min a 100 v se fotografio bajo luz UV en
un photodocumentador de Major Science.

Polimorfismo Genotipico del Gen Coa+
de S. aureus

Se realizo con cebadores especificos de
genes en una PCR convencional, que contie-
ne volimenes finales de 10 pl de mezcla
maestra 2X Taq polimerasa (Geneon), 0.5 ul

de cada cebador Forward coag2 5'-
GAGACCAAGATTCAACAAG-’3 y
Reverse coag3 5'-AAGAAAACCACT-
CACATCA-’3; 5 ul de agua libre de nucleasas
y 5 ul de ADN a 5 ng/ul positivos para S.
aureus. Los ciclos térmicos utilizados fue-
ron: un ciclo inicial de 94 °C durante 4 min, 35
ciclos de: 94 °C durante 30 s, 54 °C durante
30 s y 65 °C durante 45 s y finalmente un
ciclo de 65 °C durante 5 min. La amplifica-
cion se realizé en un termociclador Veriti
(Applied Biosystems) (Breves et al., 2015).

Identificacion de Genes de Resistencia

Meticilina (Gene mecA) de 533 pb, uti-
lizando el kit de Geneon (PCR Mastermix /
Taq DNA Polymerase Premix 2X) de cPCR,
con volumenes finales de 10 pl de master mix
2X Taq polimerasa (GenEon), 1 pul de cada
cebador a 0.5 uM, Forward mecl-5’AAA-
ATCGATGGTAAAGGTTGGC’3 y Reverse
mec2-5’AGTTCTGGCACTACCG-
GATTTGC’3;5ulde ADN a 5 ng/ul y com-
pletar con H,O libre de nucleasas. Las con-
diciones térmicas fueron 1 ciclo inicial de 94 °C
durante 5 min, 35 ciclos de 94 °C por 30 s,
62 °C durante 45 s y 72 °C durante 45 s y
finalmente un ciclo de 72 °C durante 5 min
(Breves et al., 2015; Campos et al., 2014).

Secuencia

Las cepas resistentes a la meticilina
identificadas con el gen mecA por PCR con-
vencional fueron secuenciadas por ambas
cadenas usando el servicio de secuenciacion,
BigDye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing
Kit (Thermo Scientific) usando un analizador
genético ABI 3137 XL (Life Technologies)
provisto por Macrogen Inc.

RESULTADOS

Los datos microbiologicos identificaron
28/97 cepas con resistencia a meticilina en
medio selectivo de sal de manitol cefoxitina
(MAS-Cef). Asimismo, el antibiograma de
disco de difusion de cefoxitina 30 ug proce-
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Cuadro 1. Perfil fenotipico de resistencia a meticilina mediante antibiogramas en 97
cepas aisladas de aves comerciales.

Staphylococcus
S. 1 ti
Antibi6tico aureus coagy ?;%rﬁ)ga VoS Pollo
R S R S
Oxacilina 2/20 18/20 67/77 10/77 69
Cefoxitina 2/20 18/20 26/77 51/77 28

sado en agar Mueller-Hinton identificé 2 S.
aureus y 26 SCN resistentes a meticilina
(cefoxitina) y 2 S. aureus y 67 estafilococos
coagulasa negativos (oxacilina 1 ug) (Cua-
dro 1).

Los 97 aislamientos se sometieron a
PCR multiplex para identificacion de tres
genes. Dos de ellos propios del genotipo de
S. aureus: el gen de coagulasa, que es una
proteina codificada por el gen coa + que se
expresa durante la infeccion, y que también
se usa para determinar variantes genéticas
debido a que es una region ampliamente con-
servada; y el gen nuc, una proteina
termoestable caracteristica de S. aureus.
Ademas, el gen 165 ¥rRNA para identificar el
género Staphylococcus, que permite identi-
ficar regiones altamente divergentes y especi-
ficas de la especie dentro del dominio del ARN
ribosomico 16S (16S rRNA) (Figura 1).

Las 24 cepas con el gen mecA fueron
secuenciadas y el BLAST identifico las si-
guientes especies: S. cohni_sciuri, S.
simulans, S. xylosus, S. carnosus, S.
gallinarum, S. saprophyticus, S. agnetis,
S. lentus y S. lugdunensis (Cuadros 3 y 4).

Los resultados de la PCR convencional
identificaron 97 cepas que amplificaron el gen
especifico 16S ¥RNA para la deteccion de
Staphylococcus spp, 20 cepas de S. aureus
que amplificaron el gen nuc (nucleasa
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termoestable especifica de S. aureus) y, ade-
mas, se hallo polimorfismo en el tamafio de
las bandas del gen coag + (900 pb) en S.
aureus, presentando bandas con tamafios
variables debido a la presencia de cuatro va-
riantes genotipicas. De otra parte, en las prue-
bas moleculares para la identificacion de genes
resistencia se determinaron dos cepas de S.
aureus y 22 SCN presentaron el gen mecA
(Cuadro 2).

DiScUSION

El uso de antibidticos en la crianza de
animales es de uso rutinario, empleandose no
solo como profilactico para un mejor control
de la salud de los animales, sino ademas para
obtener mayores rendimientos de carne
(Haskell et al., 2018). Sin embargo, estos
beneficios ocultan una realidad preocupante
porque la administracion podria proporcionar
un caldo de cultivo para la resistencia
antimicrobiana a los antibidticos, principal-
mente del gen mecA y de otros genes en
estafilococos coagulasa positivos y negativos
(Wendlandt et al., 2013; Sousa et al., 2014).

Los hallazgos microbiologicos en pollos
en este estudio advierten la presencia de 28
cepas resistentes a meticilina (cefoxitina),
entre ellos 2 SARM y 69 SCN con presunta
resistencia a meticilina (oxacilina). Estos ha-
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Cuadro 2. Perfil genotipico de resistencia a meticilina mediante cPCR en aislados de
Staphylococcus aureus y estafilococos coagulasa negativos en aves
comerciales del Peru

Especies PCR nuc  PCR Coag + PCR mecA Procedencia
Staphylococcus aureus 20 20 2 Trujillo, Lima
Staphylococcus spp 0 0 22 Trjillo, Lima
n=77

Total 20 20 24

Gen nuc: nucleasa termoestable especifica de S. aureus, gen coagulasa + especifica de S.
aureus; gen mecA presencia en S. aureus y Staphylococcus sp

abbb acbdaddddM

900 pb

4w | 1000 pb

IR I G s e o e B

4mm— | 500 pb

280pb | wep R B B B B L F T EIED

Figura 1. Deteccion de coa + (900 pb), 16S rRNA (597 pb) y nucl (280 pb) por PCR multiplex.
(A) Carril M: marcador de peso molecular GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (Thermo
Scientific). (B) Carril 1 a 13: PCR multiplex positiva de S. aureus

llazgos concuerdan con la investigacion de
Lopez et al. (2015); quienes demostraron la
presencia de S. aureus resistente a cefoxitina
y oxacilina en muestras de leche cruda en
vacas con mastitis; asi como el estudio de
Osman et al. (2016) que identificaron cepas
resistentes a la oxacilina en pollos de carne,

revelando la inquietante realidad en la indus-
tria avicola. En este sentido, Freitas et al.
(2004) reportaron Staphylococcus spp re-
sistente a la vancomicina y multi-drogo resis-
tente (MDR) a 14 antibiéticos, incluyendo
oxacilina y cefalexina, entre otros en 10% de
los aislados. En forma similar, Dalcin (2012)
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Cuadro 3. Aislamientos de Staphylococcus spp segun origen, tipo de muestra, identificacion
molecular, perfil genotipico de resistencia a meticilina e identificacion del
genotipo del gen de la coagulasa en aves comerciales del Perti (Parte 1)

C];)I(\lllzgko Zona Organo Secueiccil:r/niento 165 rRNA - nuc - Coag + % mecd
Sp01-19  Trujillo Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp02-19  Trujillo Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp03-19  Trujillo Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp04-19  Trujillo Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp05-19  Trujillo Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp06-19  Trujillo Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp07-19  Trujillo Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp08-19 Lima Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp09-19 Lima S. 1 Staphylococcus sp + - - - -
Spl10-19  Lima C.N Staphylococcus sp + - - - -
Sp11-19 Lima Piel Staphylococcus sp + - - - -
Spl12-19  Trujillo Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp13-19  Trujillo Piel Staphylococcus sp + - - -
Spl14-19  Trujillo C.N S. aureus + + A -
Sp15-19  Lima CN Staphylococcus sp + - - - -
Spl16-19 Lima S. vitelino S. cohni_sciuri + - - - +
Spl17-19  Lima Higado S. aureus + + + B +
Sp18-19  Lima S. 1 S. aureus + + + B -
Sp19-19  Trujillo S.1 Staphylococcus sp + - - - -
Sp20-19  Trujillo C.N Staphylococcus sp + - - - -
Sp21-19  Trujillo Piel S. simulans + - -
Sp22-19  Lima S. 1 Staphylococcus sp + - - - -
Sp23-19  Lima C.N Staphylococcus sp + - - - -
Sp24-19  Lima Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp25-19  Trujillo Piel Staphylococcus sp + - - -
Sp26-19  Lima S.1 Staphylococcus sp + - - - -
Sp27-19  Lima C.N Staphylococcus sp + - - - -
Sp28-19  Trujillo Piel S. xylosus + - - - +
Sp29-19  Trujillo Piel S. carnosus + - - - +
Sp30-19  Trujillo Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp31-19  Trujillo S.1 Staphylococcus sp + - - - -
Sp32-19  Trujillo Piel Staphylococcus sp + - - -
Sp33-19  Lima Piel Staphylococcus sp + - - -
Sp34-19  Trujillo Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp35-19 T rujillo S.1 Staphylococcus sp + - - - -
Sp36-19  Trujillo Piel S. gallinarum + - - - +
Sp37-19  Lima S. 1 S. saprophyticus + - - - +
Sp38-19 Lima Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp39-19  Lima S. 1 S. gallinarum + - - - +
Sp40-19 Lima Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp41-19  Lima S.1 Staphylococcus sp + - - - -
Sp42-19 Lima S. 1 Staphylococcus sp + - - - -
Sp43-19  Lima C.N S. agnetis + - - - +
Sp44-19  Lima S.1 Staphylococcus sp + - - - -
Sp45-19  Trujillo Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp46-19  Trujillo Piel S. lentus + - - - +
Sp47-19  Lima Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp48-19  Lima C.N Staphylococcus sp + - - - -
Sp49-19  Trujillo S. 1 Staphylococcus sp + - - - -

S.I: seno infraorbital, S.A: sacos aéreos, C.N: cornete nasal
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Cuadro 4. Aislamientos de Staphylococcus spp segin origen, tipo de muestra, identificacién
molecular, perfil genotipico de resistencia a meticilina e identificacion del
genotipo del gen de la coagulasa en aves comerciales del Peru (Parte 2)
Cadigo Zona Organo PCR/ 16s rRNA nuc Coag + Genotipo mecA
DNA Secuenciamiento coa +
Sp50-19  Trujillo Piel Staphylococcus sp + - -
Sp51-19  Trujillo C.N S. lugdunensis + - - - +
Sp52-19  Trujillo S. 1 S. simulans + - - - +
Sp53-19 Lima S. aéreos S. aureus + + + B -
Sp54-19 Lima S. vitelino S. aureus + + + A -
Sp55-19 Lima Pulmoén S. aureus + + + C -
Sp56-19 Lima Higado S. aureus + + + B -
Sp57-19 Lima S. aéreos S. aureus + + + D -
Sp58-19 Lima S. vitelino S. aureus + + + A +
Sp59-19 Lima Pulmoén S. aureus + + + D -
Sp60-19 Lima Higado S. aureus + + + D -
Sp61-19 Lima Higado S. aureus + + + D -
Sp62-19 Lima Higado S. aureus + + + D -
Sp63-19 Lima S. aéreos S. aureus + + + D -
Sp64-19 Lima Higado S. aureus + + + D -
Sp65-19 Lima S. vitelino S. aureus + + + D -
Sp66-19 Lima Piel S. sp + - - - -
Sp67-19 Lima C.N S. sp + - - - -
Sp68-19 Lima S. 1 S. gallinarum + - - -
Sp69-19  Trujillo Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp70-19  Trujillo C.N Staphylococcus sp + - -
Sp71-19  Trujillo C.N S. lugdunensis + - - - +
Sp72-19  Trujillo S. 1 S. simulans + - - - +
Sp73-19  Trujillo Piel S. aureus + + + D -
Sp74-19  Trujillo C.N S. aureus + + + D -
Sp75-19  Trujillo Piel S. aureus + + + D -
Sp76-19  Trujillo C.N S. aureus + + + D -
Sp77-19 Lima C.N S. gallinarum + - - - +
Sp78-19 Lima S. 1 Staphylococcus sp + - - - -
Sp79-19 Lima Piel S. simulans + - - - +
Sp80-19 Lima S. 1 Staphylococcus sp + - - -
Sp81-19 Lima S. 1 Staphylococcus sp + - - - -
Sp82-19 Lima Piel S. agnetis + - - - +
Sp83-19 Lima S. 1 Staphylococcus sp + - - - -
Sp84-19  Lima Piel S. gallinarum + - - - +
Sp85-19 Lima C.N Staphylococcus sp + - - - -
Sp86-19 Lima Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp87-19 Lima Piel S. lentus + - - - +
Sp88-19 Lima C.N Staphylococcus sp + - - - -
Sp89-19 Lima Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp90-19 Lima Piel S. simulans + - - - +
Sp91-19  Arequipa C.N S. agnetis + - - - +
Sp92-19  Arequipa S. 1 S. sp + - - - -
Sp93-19  Arequipa C.N S. sp + - - - -
Sp94-19  Arequipa S. 1 S. gallinarum + - - - +
Sp95-19  Arequipa Piel Staphylococcus sp + - - - -
Sp96-19  Arequipa S. T Staphylococcus sp + - - - -
Sp97-19  Arequipa Piel Staphylococcus sp + - - - -

S.I: seno infraorbital, S.A: sacos aéreos, C.N: cornete nasal
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obtuvo 50 aislamientos resistentes a la
vancomicina y tres de ellos de S. aureus en
carne de pollo, ademas de 40% de MDR a
11 antibidticos.

Una de las razones de la presencia de
estafilococos resistentes a diversos antibio-
ticos es debida a la exposicion a altas presio-
nes selectivas, que causan un activo inter-
cambio genético, logrando adaptarse al en-
torno en el que se desarrollan (Lebeaux et
al. (2012). Esto ha aumentado los temores
de una cepa mutante con resistencia a los
antibiodticos, habiéndose incluso encontrado
casos de personas que, sin tener contacto con
centros nosocomiales, fueron diagnosticadas
con S. aureus resistente a la meticilina y
estafilococos coagulasa negativos multirre-
sistentes (Lebeaux et al., 2012), posiblemen-
te asociado con animales productores de ali-
mentos o sus derivados (Bagcigil et al.,
2007). Estos genes han sido identificados
mediante biologia molecular logrando, por
ejemplo, la documentacion de S. pseudin-
termedius resistente a la meticilina (Duijkeren
etal.,2011).

En este estudio se pudo identificar 24/97
cepas resistentes a la meticilina mediante la
deteccion del gen mecA por técnicas
moleculares, distribuido en 2 SARM
((Staphylococus Coagulasa Resistente a
Meticilina).) y 22 SCNRM (Staphylococus
Coagulasa Negativo Resistente a Meticilina).
Sin embargo, existen varias cepas enfrenta-
das con cefoxitina u oxacilina con presunta
resistencia a meticilina que no presentaron el
gen mecA. Este fendmeno de hetero resis-
tencia puede estar relacionado con la pre-
sencia de algin otro marcador asociado con
la resistencia, como algunos genes homologos
(Aqib et al., 2018).

Los resultados moleculares identifica-
ron la presencia de intercambio genético en-
tre S. aureus y estafilococos coagulasa ne-
gativos de los genes mecA presentes en mues-
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tras de hospederos de pollos. Esto conduce a
una alerta, ya que existe la presencia del
SARM y SCNRM en el mismo nicho; asi
como sucedio con la meticilina, podria ocu-
rrir con la resistencia a vancomicina, ya que
hay indicios de intercambio genético signifi-
cativo dentro de pollos de engorde (Van Duin
y Paterson, 2016). Ademas de la presencia
de cuatro variantes genotipicas del gen coa
+ S. aureus hacen pensar de la plasticidad
genética de esta bacteria (Goh et al., 1992).

La investigacion dirigida a evaluar la
resistencia a varios antimicrobianos por mi-
crobiologia y genética es de particular inte-
rés porque permite identificar la interaccion
y distribucion en animales que producen ali-
mentos en la comunidad, asi como identificar
los factores que contribuyen al aumento de
la resistencia a multiples farmacos en el uso
indiscriminado de antimicrobianos en veteri-
naria (Levy y Marshall, 2004).

CONCLUSIONES

e Se encontrd la presencia de dos SARM
y 26 SCNRM (cefoxitina) y 69 SCN con
presunta resistencia meticilina (oxacilina)
en muestras de tejidos de pollos en las
pruebas de antibiograma.

e Se encontrdé dos SARM y 22 SCNRM
con el gen mecA mediante PCR en po-
llos de engorde.

e Se identificd cuatro genotipos de
Staphylococcus aureus con sus propias
variantes del polimorfismo del gen
coagulasa.
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