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Caracterizacién fenotipica de cepas de Staphylococcus aureus que
colonizan la mucosa nasal de cuyes (Cavia porcellus) criados en la

provincia de Cafar (Ecuador, 2021).

Andrea Maribel Ponce Morocho

Palabras clave: Cuyes (Cavia porcellus); Staphylococcus aureus; Resistencia

antimicrobiana; Biomarcadores (nucA, femB).

RESUMEN

Introduccién: El cuy o Cavia porcellus, también conocido como cobayo, cuyo,
conegjillo de indias, etc., se adapta facilmente a cualquier entorno, sirve de
huésped para agentes infecciosos causantes de enfermedades que son
transmitidas a otras especies, como el ser humano (zoonosis). S. aureus es una
bacteria Gram+, productora de coagulasa, coloniza la piel y mucosas de
animales y del ser humano, posee genes de virulencia y resistencia

antimicrobiana.

Objetivo: Caracterizar fenotipicamente cepas de S. aureus que colonizan la
mucosa nasal de cuyes (C. porcellus) criados en granjas de la Provincia de

Canar (Ecuador).

Metodologia: Para el desarrollo de esta tesis se emplea un disefio de
investigaciéon no experimental, transversal, de tipo descriptivo, segin Roberto
Hernandez Sampieri de la metodologia de investigacion de la 6ta edicion y de
acuerdo a los parametros establecidos por el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2021).

Resultados: De las 3 granjas muestreadas en la provincia del Cafar, se
obtuvieron 112 muestras y 35 aislados iniciales, el 90% de estos dieron
resultados positivos para las pruebas bioquimicas realizadas y todas fueron
Gram-positivas; 30 cepas contenian el gen nucAy 27 el gen femB. En el ensayo
de susceptibilidad antimicrobiana se identificaron 19 cepas con resistencia a la
Ciprofloxacina (61,29%) y 17 a la Oxacilina (54,83%).

Andrea Ponce Morocho -3-
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Conclusion: Se identificaron 31 cepas con caracteristicas morfoldgicas,

bioquimicas y moleculares correspondiente a la especie Staphylococcus aureus.
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Phenotypic Characterization of Staphylococcus Aureus Strains
Colonizing the Nasal Mucosa of Guinea Pigs (Cavia Porcellus) Raised in
Canar (Ecuador, 2021).

Andrea Maribel Ponce Morocho
Keywords: Guinea pigs (Cavia porcellus); Staphylococcus aureus; Antimicrobial

resistance; Biomarkers (nucA, femB).

ABSTRACT

Introduction: The guinea pig or Cavia porcellus, also known as cavy, cuy, or
guinea pig, among others, easily adapts to any environment; it can host infectious
agents causing diseases transmitted to other species, including humans
(zoonoses). S. aureus is a Gram-positive bacterium and coagulase producer that
colonizes animals' and humans' skin and mucous membranes, harboring

virulence and antimicrobial resistance genes.

Objective: To phenotypically characterize S. aureus strains colonizing the nasal
mucosa of guinea pigs (C. porcellus) raised on farms in the Province of Cafar
(Ecuador).

Methodology: For the development of this thesis, a non-experimental, cross-
sectional, descriptive research design was employed according to Roberto
Herndndez Sampieri's 6th edition research methodology and following the
parameters established by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2021).

Results: Out of the three farms sampled in the province of Cafiar, 112 samples
and 35 initial isolates were obtained; 90% presented positive results for the
biochemical tests performed, all of which were Gram-positive; 30 strains
contained the nucA gene, and 27 contained the femB gene. In the antimicrobial
susceptibility test, 19 strains were identified with resistance to Ciprofloxacin
(61.29%) and 17 to Oxacillin (54.83%).

Andrea Ponce Morocho -5-
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Conclusion: Thrity-one strains were identified with morphological, biochemical,
and molecular characteristics corresponding to the Staphylococcus aureus

species.
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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AM: Ampicilina

ATCC: American Type Culture Collection.

AX: Amoxicilina

AZM: Azitromicina

blaZ: Gen que codifica para la B-lactamasa Z

C: Cloranfenicol

CIITT-UCACUE: Centro de Investigacion, Innovacion y Transferencia de
Tecnologia de la Universidad Catélica de Cuenca

CIP: Ciprofloxacina

CLSI: Instituto de estandares para el laboratorio clinico

CN: Gentamicina

COVID-19: Novel Coronavirus Infectious Disease 2019

DA: Clindamicina

DNA: Desoxyribonucleic acid

E: Eritromicina

ETA: Enfermedades transmitidas por alimentos

femAB: Operén involucrado en la formacion de la cadena lateral de pentaglicina
presente en el peptidoglicano estafilococico

femB: Parte del operén femAB de la sintesis del inter péptido de pentaglicina
FOX: Cefoxitina

I: Resistencia antimicrobiana intermedia

LNZ: Linezolid

mecA: Gen responsable de la resistencia a la meticilina en S. aureus

nucA: Gen que codifica para la termonucleasa de S. aureus

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

OX: Oxacilina

P: Penicilina
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PBP2: Proteina de fijacion a la penicilina 2

PBP2a: Proteina de fijacion a la penicilina 2a

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PH: Potencial de Hidrogeno

R: Resistencia antimicrobiana

RA: Rifampicina

RT-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa
S: Sensibilidad antimicrobiana

SARM: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
SDS: Dodecilsulfato de sodio

SXT: Trimetoprima / Sulfametoxazol

SYBR: Colorante de unién de ADN bicatenario

TAE: Tris, acetato y EDTA

TE: Tetraciclina

TEC: Teicoplanina

UV: Radiacion Ultravioleta

VA: Vancomicina
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INTRODUCCION

El cuy es un mamifero roedor comercializado y consumido tradicionalmente por
los pobladores de la Sierra Ecuatoriana, y en la mayoria de los casos representa

la base de su economia doméstica.

Su nombre cientifico es Cavia porcellus y en otros paises es conocido como
cobayo, cuyo, conejillo de indias, etc. Su importancia radica principalmente en la
tradicion culinaria inmemorable que representa, sobre todo en la capital azuaya,
es presentado como el tradicional cuy asado, que es un plato tipico y su mayor
consumo esta en la ciudad de Cuenca, principalmente en épocas festivas. De
acuerdo con algunos registros historicos, se ha observado que el cuy fue
domesticado durante la época incaica y era parte de rituales de sacrificio como
ofrenda a los dioses de la naturaleza (1,2).

Su reproduccion es activa y prolifica, ademés de que esta especie se adapta
facilmente a cualquier entorno en el que se encuentre (3). Sin embargo, los
indices de reproduccion de cuyes de granjas familiares o comerciales se ven
reducidos a causa de la aparicion de enfermedades infecciosas que afectan su
crecimiento, engorde y desarrollo (4). Estas enfermedades son ocasionadas por
un amplio rango de microorganismos patégenos que influyen en la morbi-
mortalidad de los cuyes y, a la vez, son capaces de propagarse e infectar a otros
animales, incluso al ser humano (zoonosis) ocasionando variados signos clinicos
(5.6).

Las enfermedades infecciosas representan uno de los problemas mas relevantes
en la salud publica a nivel mundial, generando un gran impacto socioeconémico,
por lo que resulta fundamental estudiar su origen, vias de transmisién y
propagaciéon de microorganismos causantes de estas enfermedades.
Staphylococcus aureus es un microorganismo ampliamente diseminado en el
medio ambiente (6). Se trata de una bacteria Gram positiva, productora de

coagulasa, que coloniza la piel y las mucosas, tanto de animales como del ser

Andrea Ponce Morocho -11-
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humano, lo que permite su transmisién directa o indirecta entre especies,

aumentando el riesgo de zoonosis (7).

Ademas, S. aureus es un patégeno de gran importancia clinica porque posee
caracteristicas de virulencia y resistencia a los antimicrobianos de uso comun,
haciendo que su propagacion represente una gran amenaza para la salud
publica (6,8). La capacidad de resistencia antibiética de esta especie esta
intimamente relacionada con el uso indebido y desproporcionado de compuestos
antimicrobianos para tratar diversas patologias, dando origen a cepas de S.

aureus resistentes a la meticilina (SARM) (9).

Andrea Ponce Morocho -12-
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PLANTEAMIENTO TEORICO
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l.1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.

En los dltimos afos, y en lo que va de la pandemia del COVID-19, se ha
observado un incremento en el uso de antibiéticos, siendo una de las principales
razones de la incertidumbre que existe respecto al arsenal terapéutico contra la
COVID-19, provocando la discontinuidad de los programas de control de

antibiéticos (10).

Ante esta problematica se ha demostrado la facilidad con la que las infecciones
se pueden propagar, amenazando el estado de salud de la poblacién en general,
afectando la economia, el estilo de vida y la subsistencia de las personas (11).

De acuerdo a laOrganizacion Mundial de la Salud (OMS), en la

actualidad mueren al menos 700.000 personas cada afio a nivel mundial a causa
de enfermedades farmaco resistentes (12), debido a la prescripcion inadecuada
de antibidticos, lo que facilita el desarrollo de bacterias resistentes y reduce la
eficacia de los tratamientos actualmente disponibles (13). Con la finalidad de
enfrentar esta problemética, la OMS presentd en el afio 2001, una iniciativa
denominada “Estrategia Global para la contencién de la Resistencia a los
Antimicrobianos”, con el fin de promover el correcto uso de los antibidticos por

parte de los profesionales de la salud y la poblacion en general (12).

Entre las bacterias patdgenas de mayor relevancia epidemioldgica, sobresale S.
aureus, especie Gram positiva, causante de infecciones comunitarias e
intrahospitalarias, cuyas tasas de morbilidad y mortalidad son muy elevadas a

nivel mundial (14,15).

SARM es la abreviatura de S. aureus resistente a la meticilina. Las cepas SARM
se distinguen de otros tipos de estafilococos por su resistencia a la mayoria de
los antibidticos que utilizan los médicos para tratar infecciones ocasionadas por
estafilococos comunes (16). El mecanismo de resistencia a la meticilina
desarrollado por S. aureus se da por la ausencia del gen mecA, que codifica la

proteina fijadora de penicilina, la cual posee poca afinidad por la meticilina y otros

Andrea Ponce Morocho -14 -
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B-lactdmicos; ademas, en este fendmeno de resistencia participan otros
mecanismos de inactivacion enzimética, debido a que la bacteria genera
enzimas (betalactamasas), que alteran o hidrolizan la estructura quimica de la

molécula antibidtica, dando lugar a compuestos sin actividad antibacteriana (17).

La resistencia a la meticilina implica resistencia a todos los B-lactamicos,
incluyendo las penicilinas, combinaciones de betalactamicos con inhibidores de
betalactamasas, cefalosporinas, monobactamas y carbapenemas (18). A su vez
la evolucion y origen de las cepas SARM ocurre en ambientes intrahospitalarios,
alli donde existe una mayor presion selectiva debido al uso concomitante de
antibiéticos y desinfectantes (19,20). Sin embargo, de acuerdo a estudios
reportados en diferentes paises, se sabe que estas cepas también colonizan o
infectan animales de granja como vacas, cerdos, conejos, aves de corral, cabras,

cuyes e incluso animales domeésticos como perros y gatos (21).

Es a partir de estos reservorios animales que dichas cepas pueden ser
transmitidas a los seres humanos. Es por esto que algunas cepas de S. aureus
resistentes a antibidticos betalactamicos de Ultima generacion, constituyen

también un verdadero problema emergente en medicina veterinaria (22).

Entre los animales de granja comercializados con fines de alimentacion, est4 el
cuy (C. porcellus) que constituye un producto alimenticio nativo, de alto valor
nutritivo y bajo costo de produccion y a la vez contribuye a la seguridad

alimentaria de la poblacién de escasos recursos en las regiones andinas (23).

El cuy es un roedor doméstico endémico de los Andes, el cual es criado
principalmente en paises como Ecuador, Pert, Colombia y Bolivia. El cuy
representa una importante tradicion culinaria dentro de las culturas andinas
desde tiempos ancestrales hasta la actualidad. Al dia de hoy, existen un
sinnimero de granjas cuyeras que se dedican a la crianza y comercializacion de
estos animales. Sin embargo, la mayoria de los criaderos son informales, lo que

repercute negativamente en la calidad de produccién de cuyes (24).

Andrea Ponce Morocho -15-
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Entre los principales problemas de las granjas cuyeras figura el riesgo de
insalubridad y descomposicion causados, no solo por los deficientes
procedimientos de sacrificio, almacenado y comercializacion de la carne cruda
de cuy, sino también por la falta de tecnificacion adecuada y carentes medidas
sanitarias para su crianza y reproduccion, ocasionando un déficit en la calidad

de los animales (25).

Por eso es importante identificar los principales agentes microbianos que
infectan a los cuyes en sus diferentes etapas reproductivas, reconocer las
posibles vias de transmisién al ser humano, fuentes de contaminacion, los
factores predisponentes y las estrategias adecuadas para el control y tratamiento

de las infecciones en cuyes (26).

Las enfermedades infecciosas son causadas por microorganismos como
hongos, virus, bacterias o parasitos, que naturalmente habitan dentro o fuera del
organismo de animales o del ser humano, pero bajo ciertas condiciones
ambientales estos son capaces de desencadenar una serie de enfermedades

gue se transmiten de un organismo a otro (27).

La interaccion directa entre los animales de granja y el ser humano propician la
diseminacién y transmisiéon de enfermedades zoondticas, las cuales son
causadas por la propagacion de microorganismos patégenos capaces de infectar

al ser humano por medio de vias de transmisién directas o indirectas (28,29).

Se ha descrito que las principales bacterias causantes de enfermedades
respiratorias en cuyes incluyen a Streptococcus zooepidermicus, S. pneumoniae
y Bordetella bronchiseptica, seguidas de Klebsiella pneumoniae, Pasteurella
multocida, Pseudomonas aeruginosa, y Staphylococcus aureus. En el caso de
las enfermedades entéricas, las bacterias involucradas son Salmonella
typhimurium, Clostridium difficile, Escherichia coli, Yersinia pseudotuberculosis,

Bacillus piliformis, Salmonella sp, Clostridium sp y Campylobacter sp (30).

En casos de mortalidad y enfermedad en cuyes, los productores generalmente

desconocen la causa, por lo que no brindan un tratamiento éptimo para tratar a
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sus animales (31). Acto que predispone a la aparicion y diseminacion incontrolada
de cepas resistentes (32). De acuerdo con esto, se trata de un problema de salud
publica cuyo estudio es fundamental para contribuir con la formulacion de
estrategias que eviten su amplificacion y a su vez orientar en la toma de

decisiones de las autoridades sanitarias.

1.2.- JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Significado o importancia de la solucion del problema

El alto impacto que generan las enfermedades zoondéticas en la salud publica es
importante. Considerando que en el Ecuador y América latina las investigaciones
realizadas en este campo de estudio son escasas, es evidente la importancia de
identificar a los principales agentes infecciosos que causan estas enfermedades,
gue ademas de afectar el desarrollo y crecimiento normal de los animales,

reducen su rentabilidad.
Aporte: tedrico, metodoldgico, practico; novedad

En este contexto de la investigacion, se procede a la elaboracion de un marco
de referencia tedrico en donde se fundamenta la posibilidad de que la
manipulaciéon de cuyes de granja favorece la diseminacién de enfermedades

zoonoticas.

Es asi que este estudio aporta resultados que contribuyen a la actualizacion de
conocimientos, la formulacion de recomendaciones para el cuidado y manejo de
cuyes de granja y colabora con estrategias farmaco-terapéuticas para el
tratamiento de enfermedades infecciosas/zoonéticas mediante el uso adecuado

de antibiéticos.

El proyecto reviste interés cientifico, puesto que los resultados obtenidos seran
susceptibles de ser publicados en revistas de impacto a nivel internacional,

aportando a la produccion cientifica de la Universidad Catdlica de Cuenca.
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Beneficios: humanos, econdémicos, educativos y de formacion profesional
Los beneficiarios directos de este trabajo de tesis son:

En primera instancia estan los estudiantes, tesistas de grado y colaboradores en
las labores de investigacion, quienes también se veran beneficiados; en su

formaciéon académica.

De igual manera también seran beneficiados los docentes/investigadores de la
Carrera de Bioquimica y Farmacia de la Unidad Académica de Salud y Bienestar;
Centro de Investigacién, Innovacion y Transferencia de Tecnologia (CIITT),

guienes participaran de manera directa en las distintas actividades.

Instituciones como la Universidad Catdlica de Cuenca se beneficiara con la
difusion de los resultados en publicaciones indexadas que se sumaran a otros
productos necesarios para la acreditacion de las respectivas Carreras y la

permanencia en la categoria.

Por otra parte, también se pueden beneficiar de esta investigacion los duefios de
establecimientos agropecuarios, quienes obtendran la informacién necesaria
sobre las cepas bacterianas que afectan la salud de sus animales y su posible
trasmision al ser humano. Esta informacion puede servir para, posteriormente,
poner énfasis en la correcta manipulacién, produccion y comercializacién de los
cuyes, aumentando su productividad y rentabilidad en aquellas areas donde se

dedican a la crianza de estos animales.

Cabe mencionar que también las empresas o proveedores de reactivos y
equipos de laboratorio seran beneficiarios directos de este proyecto de

investigacion.
Entre los beneficiarios indirectos estan:

Poblacion de Canar: los pobladores de la zona del Cadar y el publico en general
también seran beneficiarios de esta iniciativa que les permita conocer las
caracteristicas de uno de los microorganismos potencialmente patdgeno,

catalogado como agente causal de zoonosis.
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Estudiantes: de las Carreras implicadas en el proyecto antes mencionadas,
quienes recibirdn informacién sobre las caracteristicas de la cepa de S. aureus

gue infectan a los animales de granja, en sus clases tedricas y en sus practicas.
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1.2.1.- PREGUNTA CIENTIFICA:

Los cuyes criados para consumo humano en la regién de Caiar, ¢estan
colonizados, en sus fosas nasales, por cepas de Staphylococcus aureus

gue expresan factores de virulencia?
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[.3.- OBJETIVOS

[.3.1.- Objetivo General:

Caracterizar fenotipicamente cepas de S. aureus que colonizan la mucosa nasal

de cuyes (C. porcellus) criados en granjas de la Provincia de Cafar (Ecuador).

[.3.2.- Objetivos Especificos:

e Aislar cepas de S. aureus a partir de las fosas nasales de cuyes en
granjas localizadas en la Provincia de Cafar.

e Determinar la susceptibilidad/resistencia de las cepas aisladas de S.
aureus frente a distintos antibidticos.

e Identificar factores de virulencia de estas cepas mediante técnicas
fenotipicas y moleculares.
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|.4.- ANTECEDENTES
EL CUY (Cavia porcellus)

Cavia porcellus es un mamifero roedor conocido como cuy, cuyo, cobaya,
cobayo o conejillo de indias. Se trata de una especie doméstica, endémica de
las cordilleras andinas de América del Sur. Pertenece a la familia Caviidae y ha
sido producto del cruce entre varias especies del género Cavia, tal como se

observa en la Tabla 1 (33).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica del cuy (3).

Categoria Taxén

- Reino Animal

- Phylum Vertebrata

- Subphylum Gnasthosmata

- Clase Mammalia (mamifero, sangre caliente, piel cubierta de pelos)
. Subclase Theira (mamifero viviparo)

. Orden Rodentia

. Suborden Hystricomorpha

. Familia Caviidae (roedor con 2 mamas, 4 dedos ant. y 3 post.)
. Género Cavia

. Especie Cavia porcellus

Segun registros arqueoldgicos encontrados, estos animales tienen su origen en
la etapa Guangala en 100 a.c y 800 d.c en Salango, al sur de la provincia de
Manabi, cuando en aquel entonces la zona costera funcionaba como una antigua
red comercial del pueblo preincaico (34). Sin embargo, han sido domesticados
hace mas de 3,000 afios por civilizaciones andinas preincaicas de Ecuador,
Colombia, Peru y Bolivia; para su uso como animales de compaiiia, alimento y
en algunos casos para fines terapéuticos de la medicina popular y ancestral. En
el Ecuador, la crianza de cuyes es exclusiva de las regiones andinas,

especialmente de las areas rurales (33).
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Crianza y alimentacién.

Los cuyes son sensibles al frio, por lo que no pueden estar expuestos a
temperaturas extremas, asi que son criados en jaulas o corrales (“cuyeros”)
cercanos a las viviendas, para proveer de un entorno y temperatura adecuados
y su alimentacion se basa principalmente en alfalfa, forraje, maleza, desperdicios

de cocina y desechos de las cosechas (3).

Muchos habitantes rurales en Ecuador se dedican a la crianza de cuyes para su
venta y comercializacion, es una actividad significativa que garantiza una fuente
de alimentacion proteinica a bajo costo y a la vez genera un ingreso econdémico
importante. Cabe destacar que la carne de cuy es bastante apreciada por su
importante fuente de proteinas, bajo contenido en grasa y tiene un sabor

agradable (35).
Reproduccién.

Los cuyes pueden reproducirse a una edad temprana y tienen ciclos
reproductivos frecuentes, por lo que, las practicas reproductivas de cuyes varian

segun las necesidades del criador y de las condiciones locales (36).
Ventay comercializacion.

En Ecuador, el consumo de cuyes es parte de la tradicion culinaria,
especialmente en las regiones andinas; existe una demanda continua de cuyes
tanto para el consumo doméstico, como para eventos especiales, incluso se ha
visto oportunidades de exportacion en el extranjero a mercados internacionales

gue buscan comercializar productos exaticos.

Es asi que la crianza de cuyes en territorio ecuatoriano es una actividad que data
de hace cientos de afios de antigiedad y constituye un aporte econémico
rentable para sus criadores porque no hay normativas que impidan su
comercializacion y su produccion, se ofertan como animales vivos destinados al
consumo o para la cria y su costo en el mercado varia de acuerdo al tamafio y

peso del animal (36,37).

Andrea Ponce Morocho -23-



‘ Universidad
6 Catodlica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

Manejo Sanitario.

Desde el punto de vista epidemioldgico, se sefiala que el cuy es uno de los pocos
animales domeésticos que convive con el ser humano en el interior de sus

viviendas y esto puede dar lugar a infecciones cruzadas (zoonosis) (37).

Si los cuyes son criados en un entorno insalubre, estos se exponen a contraer
diversas enfermedades de origen bacteriano, viral o parasitario. Las causas que
predisponen estas enfermedades son los cambios bruscos en su habitad,
cambios de temperatura, exposicion de los animales a la humedad, corrientes
de aire, sobrepoblacion de cuyes, déficit alimentario, estrés, malas practicas de
cuidado, presencia de roedores o aves y el ingreso indiscriminado del personal

a los galpones, entre otros factores (26,38).

Enfermedades infecciosas (zoonosis).

Los procesos infecciosos aparecen por la invasion y multiplicacion de
microorganismos como bacterias, virus, hongos o parasitos potencialmente
patdégenos, en las cavidades de un huésped (39). Un proceso infeccioso puede
representar la estrecha interaccion de un microorganismo con el ser humano
bajo ciertas condiciones ambientales, o que puede dar origen a enfermedades
zoondticas y la gravedad de la infeccion depende de factores como las
caracteristicas del microbio invasor, la cantidad de inoculo y la respuesta

inmunoldgica del hospedador (40).

Los microorganismos pueden transmitirse de persona a persona, de animal a
animal, o de animales a personas (estas se conocen como enfermedades
zoondticas) (41), sin embargo, estos gérmenes que normalmente habitan dentro
y fuera del organismo humano pueden causar diversas enfermedades de
diferentes grados clinicos, si se someten a algin cambio en su entorno y su
transmision puede darse por vectores como insectos, elementos como el agua y

la ingesta de alimentos contaminados (42).
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Etiologia.

Los principales agentes que han sido identificados como responsables de
enfermedades infecciosas en cuyes son Streptococcus pyogenes grupo C,

Streptobacillus y S. aureus*/ (43).
Identificacién fisiol6gica y metabdlica.

Las caracteristicas fisiolégicas y metabdlicas de las bacterias son identificadas
generalmente con la finalidad de conocer el modo de vida y el habitat de las
diferentes especies (44). En este contexto, los humanos y animales sirven como
nichos ecoldgicos porque ofrecen O¢ptimas condiciones fisicas, quimicas,
temperatura, pH, concentracion de Oz, presion osmotica, etc. facilitando su
multiplicacion y diseminacion (45).

Estas caracteristicas han permitido formular medios de cultivo ideales para el
aislamiento e identificacion de los organismos objeto de estudio. Desde un
enfoque terapéutico, permite comprender la actividad antibiotica, mediante el
blogueo de las vias metabdlicas o como interfiere en la sintesis de

macromoléculas esenciales para la bacteria (45).

Para la valoracion de los caracteres fisioldégicos y metabdlicos de S. aureus se
observa la capacidad de fermentacion del manitol al desarrollarse en un rango

de temperaturas que van desde los 30°C hasta los 37°C (45).
Diagndstico y tratamiento.

El diagndstico de enfermedades causadas por bacterias es mediante el cultivo
bacterioldgico en el laboratorio. Sin embargo, la efectividad de los tratamientos
farmacologicos contra este tipo de enfermedades se ve afectada por la falta de
un diagnéstico correcto y la aparicion de cepas resistentes a los antibioticos; por
lo tanto, la eleccion del agente terapéutico debe basarse en pruebas de

susceptibilidad antimicrobiana (43).
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STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Los estafilococos, en general, son cocos Gram positivos cuyas células se
agrupan en racimos. S. aureus es una bacteria que produce pigmentos de color
amarillo intenso, similares al color del oro, mientras que Staphylococcus
albus (S. epidermidis) no produce este tipo de pigmentos (46). La mayoria de las
cepas de S. aureus producen B-hemodlisis alrededor de las colonias al ser
cultivadas en agar sangre y se diferencian de otras especies estafilococicas
porque producen enzimas (catalasa y coagulasa), fermentan carbohidratos,
producen acido lactico y no producen gas. Ademas, son resistentes al calor y la

desecacion (47).

Entre las caracteristicas que predominan en S. aureus esta la produccién de

hemolisinas, catalasas y coagulasas, las cuales facilitan su identificacion.

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de S. aureus (47).

Categoria | Taxon
- Reino  Bacteria
- Filo | Firmicutes
- Clase Bacilli
- Orden | Bacillales
- Familia Staphylococcaceae
- Género | Staphylococcus

Los estafilococos forman parte del microbiota normal de la piel y mucosas de
seres humanos y animales sanos, no obstante, bajo ciertas condiciones pueden
convertirse en patdégenos oportunistas ocasionando infecciones cutaneas,

respiratorios y sistémicas (48).

La presencia de diferentes especies del género Staphylococcus ha sido asociada
con diversas enfermedades en distintos animales de granja. Estas
enfermedades incluyen mastitis, linfadenitis, metritis, dermatitis, infecciones
urinarias, artritis, entre otras (49). En cuyes adultos, se ha asociado la presencia
de Staphylococcus spp. con un tipo de linfadenitis estafilocAcica (24).
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Vias de transmision y contagio.

» Contacto directo. La transmision directa de S. aureus ocurre a través del
contacto fisico entre cuyes infectados y cuyes sanos, mediante lamidos o
roces.

» Contacto con superficies contaminadas. ElI microorganismo puede
persistir en superficies y objetos, asi que, si el animal entra en contacto
con jaulas, comederos o bebederos contaminados existe la posibilidad de
infectarse.

» Transmision vertical. Sucede cuando la madre infecta a sus crias
durante el parto o lactancia.

» Vectores. Los insectos y otros vectores pueden transportar la bacteria de
un lugar a otro, incluyendo los corrales donde habitan los cuyes.

» Contaminacién ambiental. La presencia de heces y basura favorece la
proliferacion de microorganismos; si hay animales cerca, estos pueden
contraer infecciones.

» Humanos. Se da por el contacto con fluidos y goticulas contaminadas,
expulsados por una persona contagiada.

» Alimentos. También pueden transmitirse por los alimentos (ETA) (50).
Estructura celular de S. aureus.

Biofilm (biopelicula). Algunas de las cepas de S. aureus producen una capa
polisacarida o biofilm que tiene la funcion de permitir que la bacteria se adhiera
a superficies para colonizar otros organismos, ademas de brindarle protecciéon

frente a la fagocitosis y la accion de ciertos antibioticos (7,51).

Cépsula y capa de polisacarido. También facilita la adherencia y tiene
capacidad anti fagocitaria. La producciéon de la cépsula ocurre por la gran
acumulacion de polisacaridos y es lo que les da una apariencia mucoide a las

colonias en los medios de cultivo (52).
Peptidoglucanos y enzimas asociadas.

El peptidoglucano es uno de los componentes principales de la pared celular de

los organismos Gram positivos y Gram negativos. Este se compone por cadenas
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de acidos y subunidades de disacaridos. Su funcidn es conferir resistencia y
tolerancia osmética a la bacteria, ademas de estimular la quimiotaxis y la

agregacion leucocitaria (53).

Algunas de las enzimas sintetizadas por S. aureus producen proteinas
(hemolisinas y leucocidinas) y toxinas involucradas en la produccion de
enfermedades; estas enzimas se pueden unir a la capa exterior del
peptidoglucano mediante enlaces covalentes que favorecen la adhesion de la

bacteria a otros organismos (54).

La coagulasa. Esta presente como factor de agregacion (clumping factor) que
es capaz de convertir el fibrindbgeno en fibrina, produciendo la coagulacién del
plasma y es usada como marcador de virulencia, ya que permite diferenciar S.

aureus coagulasa positivo (55).

La catalasa. Es otra enzima que degrada el Hz Oz, otorgando protecciéon al

microorganismo contra la fagocitosis (56).

Toxinas. La mayoria de las cepas de S. aureus pueden ser codificadas por
hemolisinas: alfa, beta, gamma y delta, estas actian frente a las células

sanguineas como leucocitos, plaquetas, macréfagos y fibroblastos (57).
Metabolismo de S. aureus

No es exigente con sus requerimientos nutricionales y se desarrolla rapidamente
en la mayoria de medios, fermentan carbohidratos como el manitol (7.5-10%
NacCl), no produce gas, es anaerobio facultativo, produce pigmentos blancos y
amarillos y crece favorablemente a temperaturas de 30-37°C (58).

Caracteres genéticos de S. aureus

Entre las caracteristicas de S. aureus, destaca la presencia de elementos
méviles como plasmidos, secuencias de insercion y transposones, los cuales
contienen genes relacionados con la expresion de factores de virulencia y le

otorgan resistencia antimicrobiana (59).

En la actualidad, las cepas de S. aureus pueden ser identificadas mediante la

técnica de reaccion en cadena de la polimerasa o PCR, mediante la cual se
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puede amplificar genes como nucA y femB, entre muchos otros; el gen nucA
codifica para una enzima termonucleasa, producida por la mayoria de cepas de
S. aureus. El gen femB también es considerado como un marcador molecular de
resistencia antibiética, forma parte del operon femAB y participa en la sintesis de

la pentaglicina (60).

Pruebas bioquimicas para identificacién de S. aureus

Fermentacién en medio Manitol Salado. Este medio de cultivo es ideal para la
identificacién de S. aureus y su elevado contenido de sal inhibe el crecimiento
de organismos Gram negativos (51). Este medio permite la diferenciacién de S.
aureus frente a otras bacterias porque produce un halo de pigmentacién amarillo
caracteristico, a causa de la fermentacion del manitol, lo que genera un cambio

en el color del medio (52).

Después de incubarse durante 24H, se observa el crecimiento de colonias de 0.5
a 1.5 mm de didmetro. Estas colonias son lisas, elevadas, brillantes, con bordes
enteros, de consistencia cremosa, con pigmentacion amarilla debido a la
produccion de carotenoides. Ademas, son resistentes al calor y la desecacion
(49).

Pruebas enzimaticas:

Prueba de catalasa. Sirve para confirmar la presencia de la catalasa, puesto
gue se encuentra en la mayoria de bacterias aerobias y anaerobias facultativas
gue contienen el citocromo oxidasa y las bacterias que sintetizan esta enzima
descomponen el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno, generando la
liberacion de burbujas de gas, por lo que es utilizada para confirmar y diferenciar

a S. aureus (catalasa positiva) de otras especies (61).

Prueba de coagulasa. Es una prueba que se basa en la capacidad de S. aureus
para producir la enzima coagulasa, la misma que actua transformando el
fibrindbgeno en fibrina y produce la coagulacion del plasma. Esta prueba se
realiza en tubo y sirve para diferenciar S. aureus (coagulasa positiva) de otros

Staphylococcus (61).
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Prueba de DNAsa. Se realiza para determinar la actividad de la
desoxirribonucleasa para hidrolizar el ADN vy producir oligonucledtidos,
polinucledtidos y fosfato. Sirve para diferenciar especies de Staphylococcus que
producen enormes cantidades de DNAsa extracelular (61). EI ADN hidrolizado es
transparente y el ADN polimerizado precipita, produciendo un cambio en la

visibilidad del medio, de azul a verde malaquita (61).

Es importante mencionar que algunas cepas de S. aureus son positivas y las
cepas SARM pueden dar resultados negativos para esta prueba (61). Segun
Jeffries et al. en 1957 quienes fueron los primeros en realizar esta prueba
indicaron que el &cido desoxirribonucleico polimerizado sirve como sustrato para
la enzima desoxirribonucleasa, el NaCl se encarga de mantener el equilibrio

osmatico y el agar funciona como solidificante (62).

Prueba de hemdlisis. Se refiere a la deteccion de la actividad hemolitica del
microorganismo, es decir, al tipo de hemolisinas producidas por ciertos
microorganismos, las cuales, tienen la capacidad de destruir o lisar los eritrocitos

y liberar hemoglobina en un medio de cultivo que contenga sangre (60).

Esta prueba sirve para detectar la capacidad hemolitica del microorganismo y
clasificarlo como una bacteria potencialmente virulenta (61). Segun el tipo de

hemolisis que producen, se clasifican en:

Hemolisis alfa: lisis parcial de globulos rojos, formando un halo verdoso
alrededor de la colonia, debido a la oxidacion de la hemoglobina a

metahemoglobina por el desprendimiento de H202 (63).

Hemolisis beta: lisis total de globulos rojos, produce un halo claro y brillante

alrededor de las colonias, otorga selectividad a S. aureus (63,64).

Hemolisis gamma: es la ausencia total de lisis de globulos rojos al observar el

medio, las colonias no presentan modificaciones en su color y aspecto (65).
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Tincién de Gram

Este procedimiento consiste en aplicar cristal de violeta, el cual tiene afinidad por
el peptidoglucano de la pared bacteriana; a continuacion, el Lugol (mediante la
formacion del complejo cristal violeta-yodo) actla para impedir la salida del cristal
violeta. La mezcla de alcohol-acetona sirve para deshidratar y obstruir los poros
de la pared celular de los Gram positivos y a la vez destruir la membrana externa

de los Gram negativos (66).

Al contener grandes cantidades de peptidoglucano, las bacterias Gram positivas
retienen el complejo cristal violeta-yodo. La safranina funciona como un
colorante secundario, para tefiir las bacterias (Gram negativas) que no lograron

retener el complejo cristal violeta-yodo (67,68).

Pruebas moleculares.

Tomando en cuenta que las pruebas para identificacion fenotipica de S. aureus
no siempre permiten distinguir claramente las distintas cepas (69). Se recurre a
técnicas moleculares como la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) y
RT-PCR (PCR en tiempo real), con el fin de detectar la presencia de genes

especificos del genoma de la especie S. aureus (70).

La resistencia antimicrobiana se origina a partir de genes que codifican este
mecanismo de defensa contra los antibiéticos (71). Estos genes de resistencia
suelen ser transferidos entre bacterias mediante transmision vertical (fision
binaria) u horizontal (contacto directo con bacterias de la misma o de diferente

especie) (72).
Resistencia de S. aureus a compuestos 3-lactamicos

Los R-lactamicos son compuestos bactericidas capaces de inducir la lisis
bacteriana al bloquear la sintesis del peptidoglucano de la pared celular,
afectando la produccién de puentes interpeptidicos (73). Entre este grupo de
antibioticos se encuentran las penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y

carbapenémicos (74).
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El compuesto RB-lactamico de mayor importancia es la penicilina, antibiético
natural de uso clinico utilizado para tratar infecciones estafilocdcicas, por lo que
es fundamental para el tratamiento de infecciones por S. aureus.
Desafortunadamente, en la actualidad mas del 90% de las cepas clinicas de S.

aureus muestran resistencia a la penicilina (75).

S. aureus resistente a meticilina (SARM) es el término empleado para denominar
un grupo de cepas capaces de resistir a casi todos los R-lactamicos, por lo que
representan un gran problema de salud a nivel mundial (76). Desde que fueron
identificadas, en el 2005, su diseminacion ha ido aumentando mediante
diferentes vias de transmision. La resistencia a la meticilina esta asociada a la
presencia de los genes mecA y mecC en el genoma de S. aureus, siendo este
ultimo un gen homologo de la mecA. Ambos genes se localizan en el casete
cromosomico SSCmec de S. aureus, un elemento genético moévil de

transferencia horizontal (78).
Resistencia a antibi6éticos no R-lactamicos

El uso de los B-lactamicos en general, se ve limitado por el constante aumento
de las enfermedades infecciosas causadas por organismos multirresistentes. En
efecto, se ha observado la resistencia combinada a la penicilina, tetraciclina,

estreptomicina, gentamicina y eritromicina (79).

Frente a esta situacién, se recomienda el uso de la vancomicina para tratar
infecciones causadas por cepas SARM. Sin embargo, también han surgido
cepas altamente resistentes a este antibidtico y a otros, tales como linezolid,

tigeciclina, daptomicina, tetraciclinas, clindamicina, rifampicina, etc (77,78).
Marcadores moleculares de resistencia antimicrobiana

Los marcadores de resistencia antimicrobiana son secuencias nucleotidicas que
sirven para valorar la capacidad de resistencia de un microorganismo frente a un
agente antimicrobiano. La deteccion de estos marcadores contribuye a la
identificacibn temprana de bacterias multirresistentes, vinculadas con

enfermedades infecciosas (80).
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Gen nucA. S. aureus codifica para una termonucleasa extracelular o TNasa en
proporciones similares a las cepas que producen coagulasa. El gen nucA es el
responsable de codificar esta termonucleasa y esta presente en practicamente
todas las cepas de S. aureus, por lo que es utilizado como un indicador

diagnéstico de esta especie (81, 82).

Gen femB. Los genes fem estan involucrados en el mecanismo de resistencia a
la meticilina. EI gen femB forma parte del operon femAB que sintetiza la
pentaglicina de la pared celular de Staphylococcus spp y también sirve como
indicador diagndstico de especies de este género (83, 84).

Gen blaZ. Gen que codifica la R-lactamasa y esta enzima es responsable de la
resistencia bacteriana frente a los antibidticos R-lactamicos que incluyen
penicilinas y cefalosporinas (85). EI mecanismo de accion de la 3-lactamasa se
basa en hidrolizar el anillo 3-lactamico del antibi6tico e inactivar sus propiedades
antibacterianas, limitando la eficacia del antibiético en el tratamiento de
infecciones. Este gen se asocia a las bacterias del género Staphylococcus y su

presencia le confiere resistencia a la penicilina (86, 87).

Gen mecA. Otorga a S. aureus resistencia a la meticilina; el gen forma parte de
un elemento genético movil integrado al cromosoma bacteriano, conocido como
"Staphylococcal cassette chromosome mec (SSCmec)”, no enddgeno. Su
presencia puede ser detectada a través de PCR (88). Este gen codifica para una
proteina de 78kDa, con baja afinidad por la penicilina y por otros antibiéticos
beta-lactdmicos (PBP2" o PBP2a) (89). Es por ello que representa un marcador
genético ideal para estudios de caracterizacion o identificacion de resistencia a

3 -lactamicos (90).
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I1.1.- METODOLOGIA

11.1.2.- DISENO DE LA INVESTIGACION

Enfoque: El enfoque de esta investigacion es cuantitativa
Disefio de Investigacion: Descriptivo

Nivel de Investigacion: Basico-orientado
Tipo de Investigacion:

Por el ambito: Mixta: De campo y de laboratorio
Por la técnica: Observacional

Por la temporalidad: Transversal actual

[I.2.- MUESTRAS

Muestreo y muestra:

Para iniciar esta investigacion se recolectaron muestras en tres diferentes
granjas cuyeras ubicadas en la provincia del Cafar, mediante la técnica de
hisopado nasofaringeo de las mucosas nasales de cuyes de diferentes edades,
pesos y sexo. Las muestras fueron llevadas al laboratorio en Medio Stuart para

continuar con los procedimientos de cultivo e incubacion.
Universo de estudio o la poblacion:

NOTA: Por no tratarse de un estudio de corte epidemioldgico, no aplican este
tipo de consideraciones. La unidad de estudio esta constituida por las cepas
bacterianas (aislados puros) cuyas caracteristicas fenotipicas y diversidad nos
interesa conocer. La estrategia de muestreo para el aislamiento de dichas cepas
tomd en cuenta la recoleccion de muestras representativas de varias granjas

dedicadas a la crianza de cuyes, ubicados en la provincia del Cafar.

Sin embargo, con el fin de brindar mayor cantidad y calidad de informacion, se

da a conocer que, a partir de 35 cepas aisladas anteriormente de 112 muestras
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aleatorias de 112 cuyes procedentes de 3 granjas (FINCA P: Pedrito; FINCA Q:
Veterinaria; FINCA R: Instalaciones del CIITT) de la provincia del Cafar,
mediante la técnica de hisopado nasofaringeo (Tabla 9, Figura 2).

Criterios de seleccion: en este contexto se consideraron los siguientes criterios

de seleccion:

= Criterios de inclusion: Colonias bacterianas que presenten las
caracteristicas tipicas de la especie S. aureus en cultivo en medio Agar
Manitol Salado, pruebas de coagulasa y catalasa positivos, tincion Gram

positivos y actividad Beta-hemolitica.
= Criterios de exclusion: Colonias bacterianas que no presentaron las

caracteristicas tipicas de la especie S. aureus en cultivo en medio Agar

Manitol Salado.

11.3.- DEFINICION Y CLASIFICACION DE LAS VARIABLES

Tomando en cuenta de que se trata de un estudio de tipo observacional y

descriptivo, consideraremos las siguientes variables:

Variables cuantitativas: cantidad de morfotipos de colonias cultivadas a partir
de muestras de la superficie de las mucosas nasales de cuyes; frecuencia de

cepas gue presentan los marcadores moleculares nucA y femB en su genoma.

Variables cualitativas: morfologia celular; color del pigmento sintetizado; tipo
de pared celular (reaccion frente a la tincion de Gram); clasificacion taxondmica
bacteriana; ubicacion filogenética de las cepas identificadas; presencia de
factores de toxicidad y patogenicidad; tipo de respuesta de sensibilidad frente a

antimicrobianos; produccién de factores de virulencia.
1.3.1.- OPERACION Y ANALISIS DE VARIABLES

e VARIABLES INDEPENDIENTES: cepa o aislado de Staphylococcus

aureus

e VARIABLES DEPENDIENTES: ver Tabla 3
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Tabla 3. Clasificacion y definicion de las variables de operacionalizacion.

Variables Definicion Clasificacion Indicador Escala
Cantidad de morfotipos | Cantidad de colonias bacterianas con diferentes Cuantitativa Numero de morfotipos De razén
de colonias bacterianas | morfologias, que se desarrollan en medio de cultivo continua diferentes/muestra nasofaringea de

agarizado en cajas de Petri. cuyes
Color del pigmento Coloracidn producida por las bacterias. Cualitativa nominal | Color (amarillo, blanca, crema, etc) | Nominal
sintetizado
Morfologia celular Fisonomia de las células a través del microscopio 6ptico Cualitativa nominal | Bacilos Nominal
con aumento de 100X. Cocos
Espirilos
Coco-bacilos
Tipo de pared celular Respuesta celular bacteriana frente a la tincion de Gram. | Cualitativa nominal | Gram positivas Nominal
Gram negativas
Clasificacion Geénero y especie segun la clasificacion taxonémica. Cualitativa nominal | Staphylococcus aureus; Nominal
taxonémica Staphylococcus sp.; otros géneros
0 especies
Respuesta frente a Mecanismos de patogenicidad y toxicidad que facilitan la | Cualitativa nominal | Catalasa Nominal
factores de diseminacién nosocomial de las cepas. Coagulasa
patogenicidad y DNAsa
toxicidad Hemodlisis
Susceptibilidad frente a | Inhibicién de la multiplicacién de las bacterias en Cualitativa nominal | Sensible Nominal
antimicrobianos presencia de concentraciones estandarizadas de Intermedio
antibioticos. Resistente
Presencia de genes Deteccion, mediante PCR, de marcadores especificos de | Cualitativa nominal | NucA Nominal
especificos de S. aureus | S. aureus. femB
Presencia de genes Deteccién, mediante PCR, de genes que codifican la Cualitativa nominal | MecA Nominal
asociados a factores de | capacidad antibiética de las distintas cepas aisladas. blaz
resistencia
antimicrobiana
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Métodos e Instrumentos para la recoleccién de datos.

La informacién obtenida a lo largo de las diferentes etapas del estudio se
introdujo en una base de datos, elaborada en Microsoft Excel 2019. Para su

analisis se utilizo la estadistica descriptiva.
Procesamientos, andlisis, resumen y presentacion de la informacién.

El andlisis de los resultados estara basado en la descripcion y en la estadistica
descriptiva; y el procesamiento de los datos se realizard empleando calculos
basicos. Los resultados seran presentados en forma de fotografias, figuras,

tablas y gréficos de frecuencias y porcentajes.

I.4.- PROCEDIMIENTOS PARA OBTENCION Y ANALISIS DE MUESTRAS
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Tabla 4. Insumos requeridos en el laboratorio del CIITT-UCACUE para el proceso de investigacion.

Materiales Reactivos Medios de cultivo Equipos
-. Hisopos estériles -. Solucién salina -. Agar Manitol Salado -. Estufa
-. Mecheros Bunsen -. Alcohol -. Agar Sangre -. Refrigeradora
-. Palillos estériles -. Agua destilada -. Agar DNAsa -. Microscopio
-. Porta objetos -. Kit de tincién Gram -. Medio de Stuart (medio -. Autoclave
de transporte)
-. Frascos de vidrio con tapa de diferentes | -. H20zal 3% -. Agar base -. Cabina de flujo laminar.

tamafos.

-. Aceite de inmersién -. Plasma citratado de conejo. -. Agar Miller Hilton -. Vortex

-. Toallas de papel -. Plasma humano -. Camara de electroforesis
horizontal

-. Equipo de proteccién personal. -. Kit PCR -. PCR en termociclador

-. Placas Petri -. Cepa S. aureus ATCC 11632 -. Computadora

-. Asas de siembra

-. Agarosa grado Biologia Molecular

. Balanza analitica

-. Rotuladores permanentes.

-. kit Invitrogen™ PCR Master Mix Starter Pack.

-. Guantes de nitrilo

-. Solucién de lisis

-. Sistema de soporte

-. Agua libre de nucleasas.

-. Erlenmeyer

-. Aceite de inmersién

-. Tubos de ensayo

-. Discos para test de susceptibilidad antimicrobiana.

Bloanalyse® Susceptibility Test Discs

-. Tubos para PCR

-. Microtubos

-. Pipetas Pasteur

-. Algodon

-. Tubos Eppendorf

-. Tubos para PCR nuevos o esterilizados

-. Micropipetas automaticas

-. Puntas azules y amarillas
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[1.4.1.- Procedimientos para obtencion de muestras:

Después del proceso de seleccion de las granjas participantes (Figura 2) en el
estudio, se procedio a la toma de muestras mediante el uso de hisopos estériles.
Para ello, se insertdé el hisopo en las fosas nasales de cada cuy, girando
suavemente el mismo hasta obtener la muestra necesaria. A continuacion, el
hisopo con la muestra obtenida fue transportada en medio Stuart y conservada

a temperatura ambiente hasta llegar al laboratorio de microbiologia (CIITT).

[1.4.2.- Procedimientos para cultivo y aislamiento de microorganismos

Cultivo y aislamiento primario

Una vez obtenidas las 112 muestras, se realizé el cultivo inicial de los indculos
en medio de Agar Manitol Sal y se dej6é en incubacién durante 24 horas a 37°C.

Pasado este tiempo se observan las caracteristicas morfologicas de las colonias.

La capacidad de las cepas para fermentar el manitol permitié identificar de

manera preliminar aislados del género Staphylococcus.
Reactivacion y purificacién de cepas

Previo al aislamiento primario y conservacion de las cepas bacterianas a
temperatura ambiente, las colonias se reactivaron mediante el cultivo de las
mismas, en agar de manitol salado, en el interior de una cabina de flujo laminar
(Figura 10).

Las placas inoculadas se incubaron a una temperatura de 37°C por 24 horas, al
observar el crecimiento de nuevas cepas, se purificaron mediante sub-cultivos o
repiques sucesivos en el mismo medio hasta obtener cepas con rasgos

fenotipicos Unicos (cultivos axénicos o puros).

Las cepas obtenidas fueron empleadas en procedimientos posteriores, durante

el proceso de la investigacion y para la generacion de una coleccion bacteriana.
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Caracterizacion morfologica colonial

La morfologia de las colonias se determind mediante la observacién directa de
sus caracteristicas al ser cultivadas en medio de manitol salado. Los caracteres

considerados fueron tamario, elevacion, consistencia, color, borde, textura (44):

> Elevacion: plana, planoconvexa, convexa, acuminada, umbilicada,
papilada.

» Bordes: liso, ondulado, lobulado, espiculado, filamentoso, rizoide.

» Forma: Regular, Irregular, Circular, Filamentosa, Rizoide.

» Consistencia: Butirosa (brillante, himeda y translucida), mucoide, vitrea
(opaca seca), seca (dura).

» Tamafo: Puntiforme, Pequefia, Mediana, Grande.

» Color: amarillo, rojo, naranja, blanco, crema, etc.

» Textura: brillante u opaca (44).

Prueba de Catalasa. Esta prueba da resultados presuntivos para el género
Staphylococcus al observar la produccion y liberacién de burbujas después de

colocar H202 sobre la muestra (colonias aisladas) (Figura 4A).

Prueba de la coagulasa. Para la realizacion de esta prueba se agreg6 500ug
de plasma en un tubo esterilizado y se inoculo la colonia del aislamiento inicial.
Después de 4 y 24 horas de incubacién a 37°C, se observo la coagulacion del

inoculo, siendo un resultado positivo (Figura 4B).

Agar DNAsa. Se produjo hidrélisis del ADN, por lo que manifestaron actividad
desoxirribonucleica (indicador de patogenicidad), presentaron halos
transparentes alrededor del area de crecimiento, siendo consideradas como

positivas para esta prueba (Figura 4C).

Prueba de actividad hemolitica. Las cepas con caracteristicas compatibles
para Staphylococcus spp. fueron inoculadas en Agar Sangre para observar si el
microorganismo es capaz de multiplicarse y producir hemolisis, mediante la
visualizacion de los halos alrededor de las colonias y el cambio producido en el

aspecto del medio (Figura 5). La especie S. aureus presenta actividad 3
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hemolitica y se observa un halo claro y brillante alrededor de las colonias por la

lisis total de los glébulos rojos del medio (63, 65).

11.4.3.- Tinciéon de Gram.

Esta técnica diferencial fue realizada de acuerdo a lo expuesto por Gonzales
Elizalde et.al (91). Esta tincion permite discriminar a las bacterias en dos grandes
grupos en base a la estructura de su pared celular: Gram positivos (color violeta-

azulado) y Gram negativos (color rojo-rosa) (92).

Haciendo uso del asa bacteriolégica, se obtuvo un indculo procedente del medio
manitol salado, se realizé un frotis en el portaobjetos y se aplico la técnica de

tincién de Gram.

Criterios de seleccion de cepas para andlisis posteriores

La produccion de catalasa, coagulasa y la fermentacion de manitol son las
caracteristicas minimas requeridas para diferenciar S.  aureus de
otros Staphylococcus (93). Por lo tanto, los criterios para seleccionar las cepas
gue seran sometidas a andlisis posteriores tendran que cumplir los

requerimientos adjuntos a continuacion:

Tabla 5. Caracteristicas diferenciales de S. aureus.

Manitol Positivo
Catalasa Positivo
Coagulasa Positivo
Hemolisis 3 hemolisis
Tincion de Gram Positivo
NucA Positivo
FemB Positivo

Por lo tanto, las cepas que presentaron resultados diferentes, fueron

descartadas de estudios posteriores.
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I1.4.4.- Ensayos de susceptibilidad frente a antibioticos

La susceptibilidad a los antibiéticos se determiné mediante el método de difusion

de discos o técnica de Kirby-Bauer. Para ello, las cepas puras fueron

suspendidas en solucién salina y ajustadas a una turbidez de 0.5 en el estandar

de McFarland y finalmente fueron inoculadas (por hisopado) en la superficie del

agar Mueller-Hinton, en donde se colocaron los 17 discos de susceptibilidad

antimicrobiana de la marca comercial Bioanalyse - Susceptibility Test Discs

(Antimikrobiyal Duyarlilik Test Diski) (94), con los siguientes antibi6ticos:

Tabla 6. Discos Bioanalyse para analisis de sensibilidad

ANTIBIOTICOS
Amoxicilina

Ampicilina
Azitromicina
Cefoxitina
Ciprofloxacina
Clindamicina
Cloranfenicol
Eritromicina
Gentamicina
Linezolid
Oxaciclina
Penicilina
Rifampicina
Teicoplanina
Tetraciclina
Trimetoprima/
Sulfametoxazol

Vancomicina

antimicrobiana.

Contenido del disco Simbolo

25mcg
10mcg
15mcg
30 ug
S Hg
2mcg
30 ug
15 ug
10mcg
30mcg
1mcg
10 ug
5mcg
30 ug
30mcg
1.25/23.75mcg

30mcg

AX
AM
AZM
FOX
CIP
DA

CN
LNZ
OX

RA
TEC
TE
SXT

VA
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Los antibidticos se eligieron en base a su eficacia, disponibilidad en el mercado,
y toxicidad. Las placas se incubaron a 37 °C por 24h (Tabla 14-Anexos). El
diametro del halo de inhibicion se interpretd como cepas sensibles, intermedias

0 resistentes, en base a los criterios establecidos por el CLSI (93).

[1.4.5.- Deteccién por PCR de marcadores moleculares especificos de la

especie S. aureus.

Para esto empleamos el método de lisis alcalina. Con un asa bacteriologica se
introdujeron colonias de S. aureus provenientes de cultivo en medio manitol
salado en tubos cénicos con 1ml de agua destilada esterilizada. La suspension
se homogenizo por agitacion fuerte en vortex, se centrifugd por 3 minutos a 8000
rpm, se descartd el sobrenadante y se agrego 50 pl de solucién de lisis (SDS al
1% en NAOH 0,25 N). Se homogenizo otra vez, y se calenté a 96°C durante 10
minutos. Se afiadieron 450 ul de agua libre de nucleasas, se centrifugo por 5
minutos a 8000 rpm y el ADN extraido fue almacenado a -20°C hasta ser utilizado
para amplificacion por PCR (95, 96). Para esto, se utiliz6 una ADN-polimerasa

termoestable, resistente a altas temperaturas (96).

A partir de este extracto celular, se amplificaron los genes nucA y femB. Con el
fin de optimizar las condiciones de amplificacion, se modificaron los siguientes
parametros:

- Factor de dilucién del ADN gendémico

- Temperaturas de hibridacion

- Concentracion de los cebadores o primers (97).
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Condiciones de amplificacion

Mezcla de reaccion. El kit comercial utilizado fue Invitrogen™ PCR Master Mix
Starter Pack, de la marca Invitrogen™. La solucién master Mix Thermo Scientific
DreamTaqg Green PCR contienen una ADN Tag polimerasa mejorada para todas

las aplicaciones de PCR estandar (98, 99).

La solucién master Mix fue preparada en frio de la siguiente manera

Tabla 7. Volumenes y concentraciones para un volumen de reaccion de

400ul de solucion Master Mix (94).

Componente Volumen Concentracion final
Master Mix 10x 330pl 1x
Primer Forward 49.5ul 1.2ul
Primer Reverse 49.5ul 1.2ul
Molde de ADN 60ul 1.5ul
Agua libre de nucleasas 220ul 5.5ul
Mezcla final en cada microtubo 18.5ul

Deteccién de los genes nucA, femB, mecA y blaZ.

Para el proceso de amplificacion molecular se utilizé una cepa control de S.
aureus ATCC 11632 y se sigui6 el protocolo segin Kobayashi y Col 1994 y
Schnellmann y Col 2006, planteado en la Tabla 8. (96, 97).
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Tabla 8. Proceso de amplificacion de genes nucA, femB, mecA y blaZ.

Gen Secuencia del iniciador 5’ - 3’ Perfil térmico Lopqltud
amplicon (pb)
. 5' GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 3' 94°C x 5 min _ _ _
NucA R 5 AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC 3 34 ciclos: 94°C x 1 min; 54°C x 1 min; 72°C x 1 min 280 pb
' 10 ciclos 94°C x 40 seg; 68°C x 40 seg; 72°C x 1 min
Extension final: 72°C x 5 min
. 5 TTA CAG AGT TAA CTG TTA CC 3' 94°C x 5 min _
femB R: 5" ATA CAA ATC CAG CAC GCT CT 8 10 ciclos: 94°C x 45 seg; 50°C x 45 seg; 72°C x 1 min
’ 35 ciclos: 94°C x 1 min; 50°C x 45 seg; 72°C x 1 min 650 pb
Extension final: 72°C x 5 min
15 GTAGAAATG ACT GAACGT CCGATGA Y o i
mecA 94 C X5 min _ ) ) 300 pb
R: CCAATT CCACATTGTTTC GGT CTAA 34 ciclos: 94°C x 1 min; 54°C x 1 min; 72°C x 1 min
Extensidn final: 72°C x 10 min
.5 GTT GCG AAC TCT TGA ATA GG 3’ 94°C x 5 min _ _ '
blaZ 34 ciclos: 94°C x 1 min; 54°C x 1 min; 72°C x 1 min 650 pb
R: 5 GGA GAATAAGCAACT ATATCATC & S g .
Extension final: 72°C x 10 min
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La amplificacion fue confirmada sometiendo los amplicones a electroforesis en
gel de agarosa al 1,5% en buffer TAE, a 100 V constantes, durante 45 minutos.
Los geles, tefiidos con SYBR Safe fueron fotografiados bajo iluminacion UV en

un transiluminador, para verificar la longitud de los fragmentos amplificados (100).

CONTROL DE CALIDAD

Para el control de calidad de cada una de las pruebas realizadas se utilizaron las
cepas de S. aureus ATCC 11632 y para los ensayos de susceptibilidad

antimicrobiana se utilizo la cepa de S. aureus ATCC 29213 respectivamente.

11.5.- PROCEDIMIENTOS ETICOS

El proyecto planteado no presenta ningun tipo de conflicto bioético; desde el
punto de vista social, se veran beneficiados los duefios de establecimientos
agropecuarios y las comunidades aledafas, quienes se dedican a la crianza de
cuyes, puesto que el objetivo principal es conocer las caracteristicas de los
microorganismos potencialmente patdégenos y causantes de enfermedades
zoonoticas que infectan a sus animales, las mismas que generan un impacto

econoémico en la poblacion rural.
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[11.1.- RESULTADOS
[11.2.- ANALISIS FENOTIPICO

Muestreo y aislamiento inicial de cepas a partir de muestras de hisopados

nasofaringeos de cuyes.

Del total de 112 cuyes que fueron muestreados en las 3 granjas ubicadas en la
provincia del Cafar (Figura 1 y 2), 33 muestras resultaron positivas para
aislados con caracteristicas de S. aureus. A partir de estas 33 muestras se
lograron finalmente aislar 32 aislados que luego se purificaron con la finalidad de

crear una coleccioén (Tabla 9y 10).

COLOMBIA

= Sucumbios
b _ -

~ ~
“hverto Franchco
| deCrellana oo~

Crellana

CHIMBORAZO

O9VILNYS YNONOW

GUAYAS

Figura 2. Ubicacion de la provincia del Cafiar en el territorio del Ecuador (101)
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Tabla 9. Cateo de granjas de los cuyes muestreados.

Grgn_la y Identificacion de N°de N°de N° ., -
SLeelige aislados cuyes | muestras | aislados INBITEEE EalelRiE)
designado
P4.1; P4.2; P5.1;
Egi p%i Plﬁi Cuyes de distintas edades.
Plé ’1'P13. 1’_ P14.1: Cl_Jyes ent_r,e mgchos y hembras.
GRANJA P P15.11P16'1: P17'1: 34 o4 o4 Alimentacion mixta: alimento
(Pedrito) P19.1:P21.1: P22.2: vegetal (forraje) y alimento
P23.1;P24.1; P25.1; Zo'f‘ce”"ado'
P26.1.P28.1: P29 1: nimales aparentemente sanos.
P31.1.
Cuyes de distintas edades.
Cuyes entre machos y hembras.
Q15.1; Q15.2; Alimentacion mixta: alimento
GRANJA Q | Q17.1;Q18.1; 32 5 5 vegetal (forraje) y alimento
(Veterinaria) | Q22.1; Q29.1 concentrado.
Animales aparentemente sanosy
muy pocos presentaban
parasitos externos en pelo y piel.
Cuyes de distintas edades.
Todos los cuyes fueron machos.
Alimentacion mixta: alimento
GRANJAR R16.1° R17.1: vegetal (forraje) y alimento
(instalaciones R24.1: R39.11 46 4 2 concentrado.
del CIITT) - o Animales aparentemente sanos
(no se observo signos de
enfermedad o presencia de
parasitos externos).
TOTAL 112 33 32
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Figura 2. Muestreo de los cuyes pertenecientes a las 3 Granjas:
A: Granja P (Pedrito)

B: Granja Q (Veterinaria)

C: Granja R (instalaciones del CIITT).
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Caracterizacion morfolégica, bioguimica y molecular de los aislados

obtenidos a partir del cultivo inicial.

De los 35 aislados obtenidos del aislamiento inicial, 34 fermentaron el medio de
Manitol Salado, 33 fueron coagulasa-positivos, 26 aislados fueron DNAsa-
positivos y 30 produjeron B-hemolisis en el medio. Y a su vez, el 100% de los

aislados fueron cocos Gram positivos y catalasa-positivos, respectivamente,

como se observa en la Tabla 10 y en las figuras a continuacion.

Figura 3. - A, B, C: caracteristicas morfoldgicas de las colonias aisladas en
agar de Manitol Salado.

Figura 5. — Prueba de
hemolisis.

§ (A,B) Actividad B- hemolitica
de las cepas de S. aureus en
agar sangre.
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Tabla 10. Resultados del aislamiento primario, identificacién y coloracion colonial, fermentacion del manitol, tincibn de Gram, pruebas
bioguimicas, actividad hemolitica y pruebas moleculares para determinacion de los genes NucA y FemB y genes de resistencia BlaZ y MecA.

ID

MUESTRA
Oc ATCC
1c P4.1
2c P4.2
3c P5.1
4c P6.1
5¢c P7.1
6¢C P8.1
7c P9.1
8c P10.1
9c P11.1
10c P12.1
1lic P13.1
12c P14.1
13c P15.1
l4c P16.1
15c P17.1
16¢ P19.1
17c P21.1
18c p22.2
19c P23.1
20c P24.1
21c P25.1

COLONIA

Crema
Blanca
Crema
Blanca
Blanca
Crema
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Crema
Crema
Blanca
Amarilla
Blanca
Crema
Crema
Crema

MANITOL

+ 4+ + + 4+ + 4+ + A+

GRAM

cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)
cocos Gram (+)

Catalasa

+ + 4+ + 4+ + 4+ +++ A+ +

Coagulasa

+ 4+ A+ A+ + o+

DNAsa

+ + + + +

+ + + + +

+

+ +

+ + + +
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Hemolisis

B hemdlisis
B hemdlisis
B hemolisis
B hemdlisis
B hemdlisis
B hemdlisis
B hemolisis
B hemdlisis
B hemdlisis
B hemodlisis
B hemdlisis
B hemdlisis
B hemdlisis
B hemolisis
B hemdlisis
B hemdlisis
B hemodlisis
3 hemdlisis
B hemodlisis
B hemdlisis

-G53 -

nucA

+ + 4+ + + +++ ++ + A+ ++ o+ o+

+ 4+ + +

femB

+
+

+

+ + 4+ + + + + 4o

+ +

blaz

mecA
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22¢ P26.1 Crema + cocos Gram (+) + + + - + + - -
23c pP28.1 Blanca + cocos Gram (+) + + + B hemolisis + + = -
24c P29.1 Crema + cocos Gram (+) + + + B hemolisis + + - -
25¢ P31.1 Crema + cocos Gram (+) + + + B hemdlisis + + = =
26¢ Qi15.1 Crema + cocos Gram (+) + + + B hemdlisis + + - -
27¢ Q15.2 Crema + cocos Gram (+) + + + B hemdlisis + + = =
28c Q17.1 Blanca + cocos Gram (+) + + - B hemodlisis - + - -
29c Qi18.1 Blanca + cocos Gram (+) + + + B hemdlisis + + = =
30c Q22.1 Crema + cocos Gram (+) + + + B hemodlisis + + - -
31c Q29.1 Crema + cocos Gram (+) T - - = = s = =
32¢c R16.1 Blanca - cocos Gram (+) + + - B hemolisis - - - -
33c R17.1 Blanca + cocos Gram (+) + + + B hemdlisis + + = =
34c R24.1 Crema - cocos Gram (+) + - - - - - - -
35¢ R39.1 Crema + cocos Gram (+) + + + B hemdlisis + + = =

Morfologia colonial (color amarillo, rojo, naranja, blanco, crema, etc.); fermentacion del manitol (+/-); tincion Gram (Gram +/Gram -); prueba de catalasa
(+/-); prueba de coagulasa (+/-); prueba DNAsa (+/-); actividad hemolitica (alfa, beta, gamma); deteccion génica (nucA y femB); deteccidn de resistencia
antimicrobiana (blaZ y mecA).
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[11.3.- ANALISIS MORFOLOGICO

De las 112 muestras de hisopados, se obtuvieron 35 aislados que fueron
identificados como cocos Gram (+) (Tabla 10). En la observacion microscopica
se identificaron caracteristicas celulares como: la coloracion violeta o purpuray
la forma de los microorganismos, eran multiples cocos agrupados conformando

racimos, compatibles con el género Staphylococcus spp. (Figura 6).

Figura 6. (A, B) Tincién de Gram. Cocos Gram (+), de color violeta, purpura, su
tamafio oscila entre 0,8 y 1 um de didmetro, son inmdviles y se encuentran solos o
agrupados en racimos formando micro colonias bacterianas.

Criterios para la seleccion de cepas de S. aureus.

Como se observa en la Tabla 10, algunos de los aislados presentan todas las
caracteristicas determinantes del género Staphylococcus; sin embargo, otras
cepas resultaron positivas para unas pruebas y negativas para otras. Por
ejemplo, el aislado 31c resulté negativo frente a las pruebas de coagulasa y
DNAsa; de la misma forma, cuando fue sometida a pruebas moleculares para
detectar los genes nucA y femB, ambos resultaron negativos. Otra cepa
identificada con el codigo 34c dié resultados negativos para la fermentacion del
manitol, pruebas de coagulasa, DNAsa, hemolisis y por supuesto, las pruebas

moleculares también fueron negativas.
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Por lo tanto, estas cepas y otras mas que presentaron un fenotipo extrafio o
atipico fueron descartadas de los analisis posteriores tal y como se muestra a
continuacion, en donde, se seleccionaron 31 cepas y los 4 restantes fueron se

descartadas.

TABLA 11. Seleccién y descarte de cepas para ensayos de susceptibilidad.

CEPAS SELECCIONADAS CEPAS DESCARTADAS
1C (P4.1), 2C (P4.2), 3C (P5.1), 4C (P6.1), 5C (P7.1),  17C (P21.1), 31C (Q29.1),
6C (P8.1), 7C (P9.1), 8C (P10.1), 9C (P11.1), 10C | 32C (R16.1), 34C (R24.1).
(P12.1), 11C (P13.1), 12C (P14.1), 13C (P15.1), 14C
(P16.1), 15C (P17.1), 16C (P19.1), 18C (P22.2), 19C
(P23.1), 20C (P24.1), 21C (P25.1), 22C (P26.1), 23C
(P28.1), 24C (P29.1), 25C (P31.1), 26C (Q15.1), 27C
(Q15.2), 28C (Q17.1), 29C (Q18.1), 30C (Q22.1), 33C
(R17.1), 35C (39.1).

l11.4.- ENSAYO DE SUSCEPTIBILIDAD FRENTE A ANTIBIOTICOS

En total, 31 cepas de S. aureus cumplieron con los criterios de seleccion
establecidos, 24 de las cuales procedian de muestras de la granja P, 5 de la
granja Q y 2 cepas de la granja R. Todas ellas se evaluaron en ensayos de

susceptibilidad frente a 17 antibioticos seleccionados.

Se consideraron como cepas resistentes a la Oxacilina a aquellas que
desarrollaron halos de inhibicién iguales o0 menores a 19mm, de acuerdo a las
normas establecidas en el CLSI, 2021 (94). Para el control de calidad de todo el

proceso se utilizé una cepa de referencia de S. aureus ATCC 25923.

De las 31 cepas de S. aureus seleccionadas se determiné que 17 fueron
resistentes a la Oxacilina (54,83%), 19 a la Ciprofloxacina (61,29%) y 1 a la
Penicilina (3,22%). Por otra parte, todas las cepas fueron sensibles a la
Eritromicina, Teicoplanina, Rifampicina, Linezolid, Trimetoprim/Sulfametoxazol,

Tetraciclina, Cefoxitina, Ampicilina y Clindamicina (Figura 7, Tabla 12).
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Ademas, 25 cepas presentaron sensibilidad intermedia a la ciprofloxacina,
vancomicina, amoxicilina, azitromicina, gentamicina, y cloranfenicol. Los
aislados de rango intermedio se pueden interpretar de acuerdo al agente
antimicrobiano y a las pautas clinicas especificas que presenten los cuyes
(Figura 7, Tabla 12).

Figura 7. Perfil de susceptibilidad de los aislamientos de S. aureus frente a 17
antibioticos en medio Mdller Hinton. (A, B, C, D) El didmetro de los halos de
inhibicién es indicador de la sensibilidad o resistencia de S. aureus frente a los
antimicrobianos.
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Tabla 12. Medicidn e interpretacion de los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano (S. aureus) frente a antimicrobianos.

TE | FOX | AM

OX CIP VA AX | AZM CN C E P TEC RA LNZ | SXT DA

c IID. o < > > ® o) m 3 ) ) = 2
= | £ | 2 | g | 2|2 | 2|2 &8 |8 |z |FE| | & | T 2
> g3z |8 |8 | & | & | & || §5 |8 | | |8 & | 3% |3

P26.1 22¢c

P10.1 8c

pP7.1 5c

P4.1 7cC

P8.1 6¢C

P6.1 4c

P13.1 11c

P28.1 23c

p22.2 18c

P25.1 21c

P24.1 20c

P17.1 15c¢

P19.1 16¢
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P15.1 13c
R39.1 35¢c
Q22.1 30c
P11.1 9c
P5.1 3c
P12.1 10c
P31.1 25c
Q15.2 27¢
P23.1 19c
R17.1 33c
P16.1 14c
P29.1 24c
Q17.1 28¢
Q18.1 29c
P4.2 2c
P9.1 7c
Q15.1 26¢
P16.1 14c
ATCC 29213

L
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[11.5.- ANALISIS MOLECULAR

Identificaciéon de cepas de Staphylococcus aureus utilizando como

marcadores los genes nucA 'y femB

De las 112 muestras recolectadas en total, se obtuvieron 35 aislados que fueron
identificados presuntivamente como S. aureus, de los cuales 2 resultaron ser
coagulasa-negativos (Tabla 10). En ambos ensayos (nucA y femB) se aprecia la

amplificacion a partir del ADN gendmico de las cepas control ATCC 11632.

La presencia del gen nucA se demostré en casi todas las cepas coagulasa-
positivas. ElI amplicon resultante del gen nucA tiene una longitud de 280 pb

(Figura 8A). En total 30 cepas resultaron positivas para este gen.

De igual manera, la mayoria de cepas coagulasa-positivas que presentaron el
gen nucA también presentaron el gen femB. Se obtuvo un amplicon de 650 pb
en 27 cepas de S. aureus aisladas de las mucosas nasales de cuyes (Figura
8B).

A: Producto de la amplificacion del gen nucA (280 pb) para identificacion de S.
aureus. Corrida electroforética en gel de agarosa al 1%. Carril L: Ladder (peso
molecular); carril C-: control negativo; carril C+: cepa S. aureus ATCC 11632 control
positivo; carriles 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 cepas positivas para el gen nucA.
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8 9 10 11 12

B: Producto de la amplificacion del gen femB (650 pb) para identificacion de S.
aureus. Corrida electroforética en gel de agarosa al 1%. Carril L: Ladder (peso
molecular); carril C-: control negativo; carril C+: cepa S. aureus ATCC 11632 control
positivo; carriles 1, 2, 4,5, 6, 7 8, 9 10 11: cepas positivas para el gen femB.

Figura 8. — Amplificacion génica para la identificacion de S. aureus extraido
de las fosas nasales de cuyes. (A, B) Corrida electroforética para identificacion
de los genes nucA 'y femB.

Sin embargo, la PCR para la identificacion del gen blaZ dio resultados negativos
(Figura 9A), lo cual sugiere que las cepas serian sensibles a los antibi6ticos -
lactamicos como la penicilina. De igual manera, los resultados del gen mecA
fueron negativos (Figura 9B), puesto que no se obtuvo amplificacion alguna en
ninguna de las cepas; lo que indica que las cepas analizadas no tienen
capacidad intrinseca de resistir a la meticilina y a otros antibiéticos de la misma

familia.

Estos resultados fueron validados con el antibiograma en medio Miller Hinton
(Tabla 12).
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L-C-C+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

A: Producto de la amplificacién del gen blaZ (negativo) para la identificacion de resistencia a
la penicilina en S. aureus. Corrida electroforética en gel de agarosa al 1%. Carril L: Ladder
(peso molecular); carril C-: control negativo; carril C+: control positivo de cepa S. aureus ATCC
11632; carriles 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15: cepas negativas para el gen blaZ.

L C-C+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

B: Producto de la amplificaciébn del gen mecA (negativo) para identificacion de S. aureus
resistente a la meticilina. Corrida electroforética en gel de agarosa al 1%. Carril L: Ladder (peso
molecular); carril C-: control negativo; carril C+: control positivo de cepa S. aureus ATCC
11632; carriles 1,2 3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15: cepas negativas para el gen mec A.

Figura 9. — PCR de los genes blaZ y mecA para identificacion de genes asociados a
la resistencia antimicrobiana. (A, B) Corrida electroforética para identificacion de genes
blaZ y mecA.
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I1l.- DISCUSION

En el presente trabajo de investigacién nos planteamos como objetivo principal
la identificacion y caracterizacion fenotipica de S. aureus que colonizan las
mucosas hasales de cuyes (C. porcellus) criados en granjas de la Provincia del
Caniar. Los resultados obtenidos indican que dependiendo de la granja de donde
provienen los cuyes muestreados, estos pueden estar mas o menos infectados
con cepas de S. aureus, que ademas pueden presentar algunos genes de

virulencia.

El andlisis de resultados sefiala que, la incidencia de S. aureus en cuyes varia
entre cada una de las granjas muestreadas, puesto que, de las 112 muestras
obtenidas en total, se identificaron 31 cepas de S. aureus (27,67 %), de las
cuales 24 (21,42 %) fueron identificadas en la granja P (Pedrito), 5 (4.09 %) en
la granja Q (veterinaria) y 2 (1,78 %) en la granja R (CIITT). Es decir, el mayor
namero de cepas identificadas se encuentran en la granja P y la menor cantidad
de cepas estan en la granja de las instalaciones del CIITT. Esto es extrafio,
porque se trata de un recinto en donde los cuyes son monitoreados

constantemente.

Conforme lo estipulado, se considera que entre los factores que contribuyen al
origen y prevalencia de infecciones/colonizaciones por bacterias en las granjas
muestreadas los mas importantes son los siguientes: a) malas practicas de
higiene de los cuyeros, b) mal manejo y crianza de los cuyes, c) condiciones de
hacinamiento, d) falta de ventilacion adecuada, e) salud general de los
mamiferos, f) animales que provienen de lugares con altas tasas de infeccion, g)
mala gestidén de desechos y residuos, h) la falta de implementacién de medidas
adecuadas para el control y prevencion de enfermedades (como la vacunaciéon
y la aplicacion de practicas de bioseguridad). Ademas, se estima que el tipo de
alimentacion de los cuyes, la contaminacién, el manejo y la calidad nutricional de
los alimentos también se asocian a la presencia de infecciones bacterianas.
Inclusive, segun reporta Vargas et. al (102), también hay influencia de la época

del afio, es decir, que época lluviosa hay mayor riesgo de contagio con S. aureus
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debido a la humedad del ambiente, lo que favorece su diseminaciéon entre los

animales.

Conforme a un estudio realizado por Morales et.al. (103), la escasa desinfeccion
y aplicacién de protocolos de bioseguridad en la crianza de cuyes son la causa
de la propagacion y diseminacién de patdégenos como S. aureus en los corrales
donde habitan. Ademas, mediante la prueba exacta de Fisher se determiné la
asociacion entre los agentes infecciosos aislados y el tipo de crianza practicada
en los animales. Segun Huaman (26), la mayor frecuencia de aislamientos
bacterianos en animales adultos podria estar acompafiada de factores de estrés
producto de peleas, dieta a base de forraje fiboroso o mal picado y manejo

sanitario, entre otros.

En cuanto al andlisis de susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de S.
aureus, se demostré que las cepas de las 3 granjas muestreadas presentaron
un mayor numero de cepas resistentes a la ciprofloxacina, seguida de la
oxacilina. Ademas, alrededor del 40% de las cepas presentaron sensibilidad
intermedia a la vancomicina y a la amoxicilina; ademas, también se observé un
indice de multiresistencia significativa de S. aureus de las tres granjas frente a

ciprofloxacina, amoxicilina y vancomicina.

El surgimiento de cepas de S. aureus multirresistentes evidencia una respuesta
a la presion selectiva impuesta por la terapia antimicrobiana (104). Y entre los
factores que favorecen el desarrollo de cepas resistentes y multirresistentes
estan el uso inapropiado y frecuente de antibiéticos para promover el crecimiento
y prevenir enfermedades, lo que ejerce una presidn selectiva sobre los
microorganismos, permitiéndoles proliferar en presencia de estos medicamentos
(105), También se debe a la transmision de genes de resistencia a través de
diversos mecanismos, incluida la transferencia horizontal (106)y a la capacidad
de S. aureus para adaptarse rapidamente a las condiciones ambientales en las

que se encuentre (107).

De acuerdo con Morales et.al (103), el cuy muestra susceptibilidad a un amplio

namero de patdgenos, entre ellos del género Staphylococcus spp., cuyas cepas
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pueden transmitirse por multiples vias, siendo la transmision oral/fecal la méas

frecuente y reportada (108; 109; 110; 111).

Por otra parte, el uso de antibiéticos en cada granja puede influir en la resistencia
y prevalencia bacteriana. De hecho, y como ya hemos dicho, el uso inapropiado
0 excesivo de antibidticos contribuye al desarrollo de cepas resistentes. De
acuerdo con un estudio realizado por Estupifian et.al (25), en el afio 2018 en la
provincia de Imbabura (Ecuador), los resultados del andlisis histopatol6gico y
bacteriol6gico en muestras de ganglios linfaticos de cuyes adultos, confirmaron
la presencia de cepas de Staphylococcus spp. susceptibles a los antibiéticos de
uso veterinario frecuente. De igual manera en otra investigacion realizada por
Mescco et al. (112), S. aureus resulto ser susceptible a la mayoria de antibiéticos

evaluados, incluyendo la gentamicina.

Entre las limitaciones que hemos identificado en el presente estudio, se pueden
considerar las siguientes: el nimero limitado de muestras y granjas que se
incluyeron en el estudio, la discriminacion entre sexo y edad de los cuyes, la
inclusion de animales de procedencia desconocida, las condiciones ambientales
o estacionales podrian afectar la prevalencia de la bacteria, la falta de
informacion clinica detallada sobre los cuyes (historias médicas, exposicion a
antibioticos, etc), factores como el estado inmunoldgico de los animales y la
presencia de otras enfermedades. Sin embargo, pese a estas limitaciones, los
resultados obtenidos constituyen un avance significativo en relacion con estudios
previos en este tema. En efecto, hasta donde hemos podido consultar la literatura
especializada, se trata del primer trabajo en su tipo a efectuarse en el contexto

ecuatoriano.

En resumen, los principales resultados obtenidos sefialan, que de acuerdo a la
granja de donde proceden los cuyes, estos son mas propensos a adquirir

infecciones por cepas de S. aureus potencialmente virulentas.

La informacién que se ha recopilado es de gran importancia puesto que podria
permitir la creaciébn o implementacion de sistemas/programas destinados al

control de enfermedades transmitidas entre los cuyes: De igual manera, podria
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permitir la formulacidén de estrategias destinadas a brindar una mayor atencion a

la salud animal en las explotaciones cunicolas de la region.
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Capitulo IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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IV.1.- CONCLUSIONES

- El 27,67% (31/112) de las muestras de hisopados nasales de cuyes
analizadas en este estudio, resultaron positivas para Staphylococcus
aureus.

- Los resultados obtenidos fueron verificados mediante la aplicacion de
pruebas microbiolégicas, bioquimicas y moleculares.

- De las 35 cepas de S. aureus aisladas inicialmente, 30 cepas coagulasa
positivas portan en su genoma el gen nucA 'y 27 el gen femB.

- EI61,29% de las cepas de S. aureus fueron resistentes a la Ciprofloxacina
y el 54,83% a la Oxacilina.

- Todas las cepas de S. aureus evaluadas en este estudio fueron
susceptibles a la Eritromicina, Teicoplanina, Rifampicina, Linezolid,
Trimetoprim/Sulfametoxazol, Tetraciclina, Cefoxitina, Ampicilina y
Clindamicina.

- La gran mayoria (90%) de los animales infectados por S. aureus
provenian de una sola granja, la granja P (Pedrito). En las demas granjas,
la cantidad de animales positivos resulté ser minima.

- A partir de los resultados obtenidos se pueden formular estrategias para
el cuidado, manejo y prevenciéon de enfermedades infecciosas en cuyes

de granjas familiares-comerciales.
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IV.2.- RECOMENDACIONES

- Es importante realizar otros estudios de este tipo para determinar el tipo
de microorganismos que afectan la salud de los animales de granja y
estos a su vez, transmitir enfermedades al ser humano (zoonosis).

- Formular estrategias para el cuidado y manejo adecuados de cuyes,
teniendo en cuenta los factores que amenazan contra la salud y seguridad
de los animales.

- Dar a conocer los resultados de esta investigacion en la comunidad
cientifica internacional relacionada con la identificacién de S. aureus en
animales de granja, causante de enfermedades infecciosas y zoonosis.

- Ampliar este estudio a otros animales de granja como cerdos, vacas,
cabras, ovejas, aves, etc.

- Continuar con investigaciones de este campo de estudio en otras granjas
dedicadas a la crianza de cuyes de otras localidades andinas del Ecuador.

- Realizar una investigacion detallada, tomando en cuenta factores como la
edad, raza y sexo de los cuyes, el estado de salud, condiciones
especificas de hacinamiento, temperatura y humedad del habitat y tipo de
medicamentos administrados para la erradicacion o prevencion de

enfermedades.
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Figura 10.- Proceso de aislamiento de cepas de S. aureus en medio de cultivo
manitol sal, mediante estriado de muestras en cabina de flujo laminar.

Tabla 13. Condiciones para ensayos de susceptibilidad in vitro para
Staphylococcus aureus segun técnica de difusion en agar (Kirby-Bauer) y
segun normativa CLSI 2021 (93).

Medio Agar Miiller — Hinton

Inoculo Suspension bacteriana directa
Temperatura 35°C

Tiempo de incubacion 24 horas para vancomicina y oxacilina

18 horas para otros

Lectura Luz transmitida por debajo de la placa
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Tabla 14. Pardmetros para interpretacién de halos de inhibicién en ensayo de
susceptibilidad mediante difusion en agar (Kirby Bauer) para Staphylococcus aureus,
CLSI-2021 (93, 113, 114, 115, 116, 117).

S: Sensible I: Intermedio R: Resistente CATEGORIAS
ANTIMICROBIANOS S (mm) | (mm) R (mm)
- Cefoxitina 30 pg =25 20-24 <19
- Oxacilina 1mcg
- Vancomicina 30mcg - - <15
- Rifampicina 5mcg =20 17-19 <16
- Penicilina 10 ug =29 - <28
- Gentamicina 10mcg =15 13-14 <12
- Azitromicina 15mcg =18 14-17 <13
- Teicoplanina 30 pg - - -
- Ciprofloxacina 5 ug =21 16-20 <15
- Linezolid 30mcg 2 21 - <20
- Cloranfenicol 30 pg =18 13-17 <12
- Trimetoprima/Sulfametoxazol 1.25/23.75 mcg =16 11-15 <10
- Tetraciclina 30mcg =14 15-18 <19
- Ampicilina 10mcg - - -
- Amoxicilina 25mcg - - -
- Eritromicina 15 ug =23 14-22 <13
- Clindamicina 2mcg =21 15-20 <14
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