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RESUMEN

Staphylococcus aureus es la especie mas importante del género Staphylococcus.
Se describe como un microorganismo coco Gram-positivo no formador de
esporas, anaerobio facultativo, oportunista y coagulasa positivo. Se caracteriza
por ser un patégeno nosocomial que coloniza la piel, nariz y/o aparato
gastrointestinal de las personas provocando una gran variedad de enfermedades;
y la OMS lo ha catalogado como un patdgeno de prioridad alta debido a que
presenta resistencia a la meticilina. Investigaciones recientes dan cuenta que a
través de los afios S. aureus no solo ha generado resistencia a antimicrobianos
sino también a desinfectantes como los compuestos de amonio cuaternario.
Como consecuencia a la pandemia de COVID-19, se ha aumentado
notablemente el uso de estos compuestos y se desconoce el estado actual de la
resistencia a desinfectantes en cepas de S. aureus en nuestro pais. El objetivo
de esta investigacion fue determinar la prevalencia de genes de resistencia a
desinfectantes en cepas de S. aureus pre y post pandemia aisladas desde
matrices alimentarias. Para ello se seleccionaron 54 cepas comprendidas entre
los afios 2012 y 2023, y se identificd la presencia de los genes de resistencia a
desinfectantes qacA/B y smr mediante el uso de la técnica de PCR. Solo el 1.9%
presentd el gen gacA/B y resultados similares se obtuvieron al realizar la

amplificacién del gen smr, dando indicios de que las cepas de S. aureus de origen
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alimentario no sufren del mismo modo la presion selectiva ejercida por los
antimicrobianos y/o desinfectantes que las cepas encontradas entornos
hospitalarios. Sin embargo, es necesario contar con un tamafio de muestra mayor
y realizar mas ensayos a futuro para poder tener resultados estadisticos robustos

y significativos que confirmen esta conjetura.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is the most important species of the genus
Staphylococcus. It is described as a non-spore-forming, facultative anaerobic,
opportunistic, coagulase-positive Gram-positive coccus microorganism. It is
characterized by being a nosocomial pathogen that colonizes the skin, nose
and/or gastrointestinal tract of people, causing a wide variety of diseases; and the
WHO has classified it as a high priority pathogen because it presents resistance
to methicillin. Recent research shows that through the years, S. aureus has not
only generated resistance to antimicrobials but also to disinfectants such as
guaternary ammonium compounds. As a consequence of the COVID-19
pandemic, the use of these compounds has increased significantly and the
current state of resistance to disinfectants in strains of S. aureus in our country is
unknown. The objective of this research was to determine the prevalence of
disinfectant resistance genes in pre- and post-pandemic S. aureus strains isolated
from food matrices. For this, 54 strains between the years 2012 and 2023 were
selected, and the presence of the genes for resistance to disinfectants gacA/B
and smr was identified by using the PCR technique. Only 1.9% presented the
gacA/B gene and similar results were obtained when performing the amplification
of the smr gene, giving indication that S. aureus strains of food origin, do not suffer

in the same way from the selective pressure exerted by antimicrobials and/or



disinfectants than the strains found in hospital settings. However, it is necessary
to have a larger sample size and perform more trials in the future in order to have

robust and significant statistical results that confirm this conjecture.
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1. INTRODUCCION

1.1.- Resistencia antimicrobiana y mecanismos de accién.

Un agente antimicrobiano se define como una sustancia natural o sintética que
es capaz de eliminar y/o inhibir el crecimiento de microorganismos (Burnett-
Boothroyd y McCarthy, 2011). Estos agentes se han usado desde la década de
1940 gracias a la introduccion clinica de la penicilina, para combatir diversas
infecciones tanto en seres humanos, como en animales y plantas (Giulieri et al.,
2020). Sin embargo, una consecuencia inherente a su uso es la resistencia, la
cual segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se produce cuando las
bacterias, virus, hongos y/o parasitos cambian a lo largo del tiempo y dejan de
responder a estos agentes, haciendo mas dificil el tratamiento de las infecciones
e incrementando el riesgo de propagacion y aparicion de formas graves de

enfermedades, y de muerte.

Existen dos tipos de resistencia: natural, que puede ser intrinseca o inducida, y
la adquirida. En la resistencia intrinseca las bacterias son naturalmente
resistentes a ciertas clases de antimicrobianos, como es el caso de Escherichia
coli con los macrdlidos; mientras que, en la inducida, los genes se encuentran

naturalmente en la bacteria, pero solo se expresan después de la exposicidén a
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cantidades clinicas de un antimicrobiano (Mancuso et al., 2021). En el caso de la
resistencia adquirida, esta puede ocurrir a través de dos procesos distintos:
mutacion que ocurre en el ADN de la bacteria durante la replicacion (transferencia
vertical) o transferencia de ADN mediante la transformacién, transduccion y/o
conjugacion (transferencia horizontal de genes). En la transformacion la bacteria
capta ADN extracelular de un donante, en la transduccion el ADN pasa de una
bacteria a otra mediante un bacteriéfago (virus que infecta bacterias) y en la
conjugacion el ADN se transfiere a la forma de plasmidos; siendo esta ultima la

ruta mas comuan para la transmision de genes de resistencia.

Los mecanismos por los cuales las bacterias se vuelven resistentes varian, pero
se distinguen 4 formas principales: (1) limitacion de la absorcién de un farmaco
disminuyendo la permeabilidad de la pared celular; (2) modificar el target de un
farmaco; (3) inactivar un farmaco degradandolo o transfiriéndole un grupo
guimico; (4) salida del farmaco activo a través de bombas de expulsion (Figura

1) (Reygaert, 2018).
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FIGURA 1. Mecanismos de resistencia antimicrobiana (modificado de Reygaert,
2018).

En el caso del primer mecanismo, las bacterias Gram-negativas al tener una capa
de lipopolisacéaridos (LPS) en su estructura tienen resistencia innata a ciertos
grupos de antimicrobianos; las bacterias que carecen de pared celular son
intrinsecamente resistentes a todos los antimicrobianos que tienen como target
la pared celular; las bacterias que tienen membranas externas grandes reducen

la cantidad de porinas que poseen o cambian su selectividad a través de
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mutaciones para asi evitar el ingreso de moléculas hidrofilicas y las bacterias que
forman biopeliculas utilizan su consistencia espesa y pegajosa (rica en
polisacaridos, proteinas y ADN) para dificultar que los antimicrobianos lleguen a
ellas. El objetivo del segundo mecanismo es modificar el target de un
antimicrobiano y para ello las bacterias Gram-positivas, por ejemplo, alteran la
estructura y/o el nUmero de proteinas de unién a penicilina (PBP) para disminuir
la unién de los antibidticos B-lactamicos, ya que estos tienen afinidad por estas
transpeptidasas que participan en la formacion del peptidoglicano (PG) en la
pared celular. En el tercer mecanismo como ya se menciond, las bacterias
pueden inactivar un antimicrobiano transfiriéndole un grupo quimico a su
estructura (acetilo, fosforilo y/o adenilo) o degradandolo a través de la hidrdlisis,
siendo las enzimas B-lactamasas las mas relevantes. Finalmente, en el cuarto
mecanismo, las bombas de expulsion tienen como funcién principal eliminar
sustancias toxicas de la bacteria y muchas de ellas transportan una gran variedad
de compuestos, llamandose bombas de expulsion multidrogas. Existen cinco
familias principales: la familia de cassettes de unién a ATP (ABC), de extrusion
de compuestos toxicos y multidrogas (MATE), de resistencia a multiples farmacos
pequefios (SMR), la superfamilia de facilitadores principales (MFS) y la familia de
resistencia nodulacion-division celular (RND), siendo esta ultima la Ganica bomba
formada por tres componentes y que se encuentra casi exclusivamente en
bacterias Gram-negativas (Figura 2). La diferencia principal entre estas familias

radica en la fuente de energia que utilizan para expulsar los distintos sustratos;
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las bombas de la familia ABC son dependientes de la hidrolisis de ATP para
expulsar los distintos compuestos, las bombas de la familia MATE utilizan un
gradiente electroquimico otorgado por Na* y las bombas MFS, RND y SMR

utilizan la fuerza protén-motriz para ejercer su funcién (Opazo et al., 2009).

ABC mES AND

FIGURA 2. Estructura general de las familias de bombas de expulsion (Extraido
de Reygaert, 2018)
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De esta manera, la frecuencia con la que se ocupan estos mecanismos depende
del tipo de bacteria y también del tipo de resistencia que presente, ya que
aguellas que presentan resistencia intrinseca solo pueden usar los mecanismos

uno, tres y cuatro.

1.2.- Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

La OMS el afio 2017 publicd una lista de “patdégenos prioritarios” resistentes a
antibiéticos con el objetivo de promover la investigacion y desarrollo de nuevos
farmacos para combatirlos. Se elabor6é en colaboraciéon con la Division de
Enfermedades Infecciosas de la Universidad de Tibingen (Alemania) y se divide
en tres categorias: prioridad critica, alta y media (WHO, 2017). En el grupo de
prioridad critica se encuentran bacterias que han adquirido resistencia a un
elevado numero de antibidticos provocando que se vuelvan especialmente
peligrosas en ambientes hospitalarios, residencias de ancianos y en pacientes
gue necesitan de ventilacion mecanica y/o catéteres intravenosos; mientras que
en los grupos de prioridad alta y media se encuentran bacterias que poco a poco
van aumentando su resistencia a los antimicrobianos, y que estan relacionadas
a infecciones comunes. Dentro del grupo de prioridad alta se encuentra
Staphylococcus aureus, un coco Gram-positivo de aprox 1,5 ym de diametro,
anaerobio facultativo, oportunista, halotolerante y coagulasa positivo; que es

capaz de sintetizar una nueva PBP (PBP2a o PBP2") que le otorga resistencia a
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meticilina y otros B-lactdmicos (Castro, 2014 y Garcia et al., 2019). Alrededor del
30% de la poblacion humana es portador asintomatico de esta bacteria, sin
embargo, puede provocar una gran variedad de enfermedades que van desde
infecciones en la piel y tejidos blandos hasta bacteriemia y endocarditis
infecciosa. Asi mismo, las cepas de S. aureus resistente a meticilina (SARM) se
asocian con infecciones hospitalarias en las que se pueden formar biopeliculas,
y se caracterizan por ser persistentes, virulentas y dificiles de eliminar (Tong et

al., 2015y Garcia et al., 2019)

1.3.- Relacién entre la resistencia antimicrobiana y biocidas.

La comunidad cientifica ha observado que la aparicion de la RAM no solo es
consecuencia del uso/abuso de los antimicrobianos, sino también, a la exposicion
por parte de las bacterias a biocidas; término que se usa para englobar a
desinfectantes, antisépticos y conservantes, los cuales no presentan
especificidad por un grupo microbiano en particular y tienen como objetivo
destruir o inhibir el crecimiento de los microorganismos hasta niveles inofensivos
(Chacon y Rojas, 2020). Los biocidas mas utilizados son los compuestos de
amonio cuaternario, biguanidas, fenoles, alcoholes, aldehidos, compuestos
halogenados y el perdxido de hidrogeno. De un modo general, los compuestos
de amonio cuaternario (QAC), como el cloruro de benzalconio, funcionan como

surfactantes lo que les permite unirse de forma irreversible a los fosfolipidos y
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proteinas de la membrana citoplasmatica de los microrganismos, alterando su
permeabilidad. También causan la salida al exterior de material vital
citoplasmatico, inhiben la cadena respiratoria e inactivan enzimas esenciales
para su desarrollo. Las biguanidas (clorhexidina) también se unen a fosfolipidos
y proteinas de la membrana citoplasmatica, pero a diferencia de los QAC, la union
es mas fuerte lo que provoca el desplazamiento de cationes divalentes Mg*?y
Ca*? presentes en esta estructura, teniendo como consecuencia una disminucién
en la fluidez de la membrana y alteraciones osmoticas en la célula. Los fenoles
(triclosén) por otra parte, actian desnaturalizando las proteinas cuando se
encuentran a concentraciones bajas y son capaces de ser absorbidos por la
bacteria afectando la sintesis de acidos grasos. En el caso de los alcoholes, estos
también provocan la desnaturalizacion de las proteinas y en presencia de agua,
su eficacia es mayor y mas rapida. Los aldehidos, como el formaldehido,
inactivan a los microorganismos a través de la alquilacion de los grupos aminos
y sulfidrilos de las proteinas, y el anillo del atomo de nitrégeno de las bases
purinicas. Finalmente, los compuestos halogenados (yodo, cloro) y el peroxido
de hidrégeno, actian como oxidantes y formadores de radicales libres
permitiendo la inactivacion de enzimas, proteinas estructurales y ribosomas de
los microorganismos. Estos productos se usan ampliamente en hospitales,
granjas, industria alimentaria y en el hogar, y el primer registro de resistencia a
ellos fue en 1936, en donde se identifico que Salmonella typhi era resistente al

cloro. Sin embargo, con el pasar de los afios son cada vez mas los informes que
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detallan que el uso frecuente de desinfectantes ha dado lugar a cepas
bacterianas menos susceptibles a estos agentes, evidenciandose con la
presencia de genes de resistencia a desinfectantes en bacterias multirresistentes
(MDR). Un ejemplo de esto, fueron los resultados obtenidos de un estudio
publicado en 2022 en la revista American Journal of Infection Control, en donde
se recolectaron un total de 245 muestras de distintas superficies ambientales de
un hospital de atencion terciaria en Lahore (Pakistan) con el fin de identificar la
presencia de S. aureus, evaluar la susceptibilidad de las cepas aisladas a tres
desinfectantes e investigar las posibles asociaciones entre la presencia de genes
de resistencia a los desinfectantes y la susceptibilidad reducida a estos mismos.
Se lograron aislar 47 cepas de S. aureus de las 245 muestras ambientales, de
las cuales un 85% (n=40) presentaron resistencia a la cefoxitina y se identificaron
como S. aureus resistente a la meticilina (SARM). Ademas, se hall6 que los genes
de resistencia qacA, gacE y qacEA1 estaban presentes en el 23,4%, 29,7% y
4,2% de los aislamientos, respectivamente y que todos los aislamientos con
genes gac tenian valores de concentracion minima inhibitoria (CMI) vy
concentracion minima bactericida (CMB) superiores a los desinfectantes
seleccionados (cloruro de benzalconio, bromuro de cetrimonio y clorhexidina)

(Sarwar et al., 2022).
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Los genes qac (quaternary ammonium compound resistance/transporter)
codifican proteinas pertenecientes a dos familias de bombas de expulsion
multidrogas: la superfamilia de facilitadores principales (MFS) y la familia de
resistencia a multiples farmacos pequefios (SMR); y en general, otorgan
resistencia a compuestos de amonio cuaternario (Wassenaar et al., 2015). La
mayoria de estos genes estan localizados en plasmidos, a excepcion del gen
gacE (o su variante defectuosa qacEA1) que se encuentra localizado integrones
clase [; subtipo de integrones hallados con mayor frecuencia en entornos clinicos
y uno de los principales contribuyentes al problema de la diseminacion de la
resistencia antimicrobiana. En lineas generales, los integrones son elementos
genéticos moviles que contienen un sistema de recombinacion sitio especifica
capaz de integrar, expresar e intercambiar elementos de ADN especificos,
llamados cassettes de genes; constan de tres elementos: un gen que codifica
una integrasa (intl), un sitio de recombinacion adyacente (attl) y un promotor (Pc);
y se clasifican en distintas clases segun la secuencia de la integrasa (Sabaté y

Prats, 2002 y Domingues et al., 2012).
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1.4.- COVID-19y el uso de biocidas.

La pandemia de COVID-19 producida por SARS-CoV2 ha provocado no solo el
fallecimiento de 6.908.554 personas hasta el 19 de Abril de 2023 (WHO, 2020),
sino también, el aumento significativo del uso de biocidas, particularmente
desinfectantes, en la poblacién. En Chile, esto se puede evidenciar en el ultimo
boletin de registro de desinfectantes y sanitizantes de uso sanitario y doméstico
emitido por el Instituto de Salud Publica (ISP) el afio 2022, en donde se indica
gue entre los afios 2019 y 2021, la Unidad de Plaguicidas, Desinfectantes y
Sanitizantes del Departamento de Salud Ambiental del ISP, realizdé un total de
704 registros concedidos o0 autorizaciones excepcionales de productos
desinfectantes y sanitizantes. De este total, el 89,1% (627/704) correspondieron
a registros concedidos y un 10,9% (77/704) a autorizaciones excepcionales; la
frecuencia mas elevada se observo el afio 2021 con un 53,6% (377/704), seguido
por el afio 2020 con un 31,8% (224/704) y finalmente el afio 2019 con un 14,6%
(103/704) (Figura 3). Este boletin también indica que en este mismo periodo de
tiempo los principios activos mas frecuentes para desinfectantes y sanitizantes
con registro concedido o autorizacién excepcional correspondieron a: Hipoclorito
de Sodio (n=138), seguido por Amonios Cuaternarios (n=207) y Peroxido de
Hidrogeno (n=39); en donde el uso principal mas frecuente fue “superficies, pisos
y ambientes” (n=436), categoria que aumento desde un 39,8% (41/103) el 2019

a un 65,3% (246/377) el afio 2021 (Figura 4).
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Debido a los vinculos entre la resistencia a los desinfectantes y la resistencia a
los antibidticos descritos anteriormente, es preciso insistir en la realizacion de
MAs investigaciones en esta area, ya que existe un riesgo evidente de que el uso
exagerado de biocidas pueda aumentar la ya preocupante tendencia hacia una

mayor resistencia a los antimicrobianos en microorganismos relevantes.

M Autorizacién excepcional  BRegistro concedido
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2021 — 357

(7]
o 57

2020 h
§ 167

0
201
1% I 0
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Numero productos

FIGURA 3. Numero de productos desinfectantes o sanitizantes con registro
concedido o autorizacién excepcional, segln afo.

En el afio 2019 se realizé un total de 103 registros; en el afio 2020 un total de 224
registros, en donde 167 correspondieron a registros concedidos y 57 a autorizaciones
excepcionales; y en el afio 2021 un total de 377 registros, en donde 357 correspondieron
a registros concedidos y 20 a autorizaciones excepcionales. (Fuente: Unidad de
plaguicidas y desinfectantes. Departamento de Salud Ambiental, Instituto de Salud
Publica de Chile).
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FIGURA 4. Niomero de productos desinfectantes o sanitizantes con registro
concedido o autorizacion excepcional, segln usos autorizados.

El uso principal mas frecuente entre los afios 2019 y 2021 correspondié a “superficies,
pisos y ambientes”, observandose un aumento en el afio 2021 en la cantidad de
productos destinados a este fin. (Fuente: Unidad de plaguicidas y desinfectantes.
Departamento de Salud Ambiental, Instituto de Salud Publica de Chile).
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2. PROBLEMA

El problema de la presente investigacion radica en que se desconoce el estado
actual de la presencia de genes de resistencia a desinfectantes en
microorganismos de relevancia clinica como Staphylococcus aureus. Esta
bacteria presenta niveles criticos de resistencia a antimicrobianos y por su
elevada exposicion a superficies podria ser blanco de presentar genes de
resistencia a desinfectantes. La pandemia ha incrementado la utilizacion de
desinfectantes en el mundo, por lo tanto, un estudio que realice la investigacion
de cepas de S. aureus pre y post pandémicas aisladas desde matrices
alimentarias, es necesario para conocer al respecto de esta situacion en nuestro

pais.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Presentan genes de resistencia a desinfectantes las cepas de S. aureus pre y

post pandémicas aisladas desde matrices alimentarias en nuestro pais?
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4. HIPOTESIS

Las cepas de S. aureus aisladas desde matrices alimentarias tanto pre y post

pandémicas presentan genes de resistencia a desinfectantes.
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5. OBJETIVOS

5.1.- Objetivo General

Determinar la prevalencia de genes de resistencia a desinfectantes en cepas de

S. aureus pre y post pandemia aisladas desde matrices alimentarias.

5.2.- Objetivos especificos

1) Identificar mediante busqueda bibliografica los genes de resistencia a

desinfectantes para el estudio en cepas de S. aureus.

2) Optimizar la metodologia de PCR seleccionada para la deteccion de genes de
resistencia a desinfectantes en cepas de S. aureus desde matrices

alimentarias.

3) Determinar la prevalencia de los genes de resistencia a desinfectantes en las

cepas de S. aureus pre y post pandemia.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.- Disefo de estudio.

Se realiz6 un estudio de corte transversal. Para ello se analizaron cepas de S.
aureus facilitadas por el Instituto de Salud Publica (ISP), las cuales fueron
aisladas desde matrices alimentarias que incluyeron platos preparados,
productos lacteos, carnes y productos carnicos obtenidos desde distintas

ciudades de nuestro pais (Anexo 1).

6.2.- Revision bibliogréfica.

Para determinar los genes de resistencia a desinfectantes a evaluar en las cepas
de S. aureus se realiz6 una busqueda sistematica de documentos en las
plataformas PubMed y ScienceDirect; y como ecuacion de busqueda se utilizaron
palabras claves como Staphylococcus aureus, susceptibilities, antiseptic

resistance genes, prevalence.
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6.3.- Aislamiento e identificacién de Staphylococcus aureus.

El aislamiento se realiz6 siguiendo el protocolo del Manual Analitico

Bacteriol6gico (BAM) de la FDA.

En una primera etapa, las muestras pasaron por un proceso de pre-
enriquecimiento en caldo nutritivo en una proporcion 1:10 (25g alimento en 250
ml caldo). Posteriormente para cada dilucibn que se sembrd en placas, se
transfiri6 asépticamente 1 ml de suspension de muestra a 3 placas de agar de
Baird-Parker, distribuyendo 1 ml de in6culo equitativamente en 3 placas (p. €j.,
0,4 ml, 0,3 mly 0,3 ml). Se esparcié el indculo sobre la superficie de la placa de
agar, utilizando una varilla de rayado de vidrio curvado estéril y se mantuvieron
las placas en posicion vertical hasta que el agar absorbi6 el indculo (alrededor de
10 minutos en placas debidamente secas). Las placas que no lograron absorber
el inéculo se colocaron en posicion vertical en la estufa durante aproximadamente
1 hora. Luego se invirtieron las placas y se incubaron 45-48 h a 35-37°C. Se
seleccionaron las placas que contenian entre 20 a 200 colonias con la apariencia
tipica de S. aureus. Las colonias de S. aureus son circulares, lisas, convexas,
himedas, de 2-3 mm de diametro en placas despobladas, de color gris a negro
azabache, frecuentemente con un margen de color claro (blanquecino), rodeadas
por una zona opaca Yy frecuentemente con una zona exterior clara; las colonias

tienen una consistencia mantecosa a gomosa cuando se tocan con la aguja de
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inoculacién. Ocasionalmente, en varios alimentos y productos lacteos, se pueden
encontrar cepas no lipoliticas de apariencia similar, excepto que no hay zonas
opacas y claras circundantes. Las cepas aisladas de alimentos congelados o
desecados que se han almacenado durante periodos prolongados suelen
desarrollar una coloraciébn menos negra que las colonias tipicas y pueden tener

una apariencia aspera y una textura seca.

En una segunda etapa, se analizé la produccion de coagulasa como prueba
confirmatoria de S. aureus. Para ello se transfiri6 una pequefia cantidad de la
colonia sospechosa a pequefios tubos que contenian 0,2- 0,3 ml de caldo de
infusién cerebro-corazén (BHI) y se emulsionaron bien. Posteriormente se
inoculé un agar inclinado con un medio de mantenimiento adecuado (TSA, por
ejemplo) con un asa llena de suspension BHI 'y se incubaron ambos (suspensién
de cultivo BHI y cultivos inclinados) de 18 a 24 horas a 35 a 37 °C. Una vez
transcurrido el tiempo, se conservaron los cultivos inclinados a temperatura
ambiente para pruebas auxiliares o repetidas en caso de que los resultados de
la prueba de coagulasa sean cuestionables y se agregaron 0,5 ml de plasma
coagulasa reconstituido con EDTA (B-4, arriba) al cultivo BHI teniendo cuidado
de mezclar bien. Se incubd a 35-37 °C y examind periddicamente durante un
periodo de 6 h para detectar la formacion de coagulos. Solo el coagulo firme y

completo que permanece en su lugar cuando el tubo se inclina o se invierte se
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consideré positivo para S. aureus. La coagulacion parcial, anteriormente
reacciones de coagulasa 2+ y 3+, deben confirmarse mediante otras pruebas,
como la fermentacion anaerébica de glucosa, la sensibilidad a la lisostafina y la

produccion de termonucleasa (Sperber y Tatini, 1975).

Finalmente, como segunda prueba confirmatoria de S. aureus se realizé la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar una secuencia del
gen spa que codifica para la proteina A, la cual es una proteina de superficie y
gue se encuentra tanto en cepas sensibles a meticilina como en cepas
resistentes. Para ello, se realizé la extraccion de ADN utilizando el extractor
automatico nucliSENS® easyMAG® de Biomérieux siguiendo las indicaciones
del fabricante y la deteccidn del gen spa se llevo a cabo siguiendo la metodologia
de (Majeed et al., 2012) con algunas modificaciones. Se utilizaron los partidores
spa F 5- AGCACCAAAAGAGGAAGACAA-3 y spa R 5'-

GTTTAACGACATGTACTCCGT-3'. En la alicuota de 20 uL de la reacciéon se
agregaron 2 uL de buffer para PCR de 10X, 2 yL de MgCI2 25mM, 4 pyL dNTP’s
2mM, 0,5 U de Taq polimerasa (5 U/uL), 2 uM de cada partidor al 0,5 mM, 2 uLde
la plantilla de ADN y 6,8 uL de ddH2O; y las condiciones del ciclo fueron: una
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, seguida por 35 ciclos a 94 °C por 30
s, anillado a 55 °C por 30 s, y extensién a 72 °C por 1 min, y una extension final

a 72 °C por 10 min.
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Los productos de amplificacion se corrieron en geles de agarosa al 2% en
presencia de bromuro de etidio (EtBr) en tampén 1X TBE (Tris-borato-EDTA)

durante 80 miny a 120V.

6.4.- Seleccion de cepas.

Para llevar a cabo la identificacion de genes de resistencia a desinfectantes en
S. aureus, se seleccionaron 54 cepas comprendidas entre los afios 2012 y 2023
(debidamente preservadas); siendo los criterios de seleccion: lugar de origen y

tipo de alimento.

6.5.- Extraccion de acidos nucleicos.

Para realizar la extraccion de ADN de las cepas de S. aureus en estudio, se utilizd
el extractor automatico nucliSENS® easyMAG® de Biomérieux, el cual tiene

capacidad para 24 muestras. El procedimiento fue el siguiente:

- Hacer click en “Daily Use” en el software easyMAG®, luego en “Define
Extraction Request” e ingresar informacion como: protocolo especifico,

volumen de muestra, volumen de eluido y tipo de matriz. Posteriormente
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hacer click en “Create Run”, seleccionar las muestras y luego en “Load

Run”.

Hacer click en “Install Reagents” y cargar el equipo con los reactivos
necesarios para su funcionamiento, escaneando primero el cédigo de

barra de la posicion a instalar y luego el cédigo del reactivo.

Instalar los cartuchos de muestra en el equipo de la misma forma que en

el paso anterior.

Luego hacer click en “Dispense Lysis” para agregar buffer de lisis
(tiocianato de guanidina) al cartucho de muestra. Equipo realiza una

incubacion de 10 min.

Durante la incubacién se preparan las perlas magnéticas. Para ello se
agregan 550 L de agua libre de nucleasas a cada vial y luego se agitan
en vortex para suspender las perlas. Una vez terminada la incubacion se
agregan 100 uL a cada pocillo de muestra y en el software se escanean y
asignan a cada muestra, el numero de lote de las perlas magnéticas

ocupadas.

Equipo vuelve a realizar una incubacion. Aqui todo el ADN liberado es
capturado por las perlas magnéticas. Luego el iman incorporado en el
equipo atrae todas las perlas, permitiendo purificar el ADN a través de

varios pasos de lavado. Finalmente, el equipo se calienta para liberar el
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ADN de las perlas magnéticas y estas son nuevamente retenidas por

imanes (Figura 5).

- Luego de 40 min aprox la extraccion esta completa y se puede transferir

el eluido (contiene el ADN) a tubos eppendorf previamente rotulados.

Para evaluar la concentracion de ADN en los eluidos se utilizd el

espectrofotometro UV-Vis NanoDrop® ND-1000.
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FIGURA 5. Principio de extraccion nucliSENS® easyMAG® de Biomérieux.

A) Durante la incubacién de las muestras lisadas, todo el 4cido nucleico es capturado
por perlas magnéticas de silice. B) El iman incorporado en el equipo atrae las perlas
magnéticas, lo que permite que el sistema purifique los acidos nucleicos mediante pasos
de lavado. C) La etapa de calentamiento permite liberar los acidos nucleicos de las perlas

magnéticas. D) En el paso final, el iman separa las perlas magnéticas del eluido.
(Extraido de Biomérieux, s.f.)
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6.6.- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Los genes de resistencia a desinfectantes qacA/B y smr fueron detectados en las

cepas de estudio por la técnica de PCR.

Para la amplificacion del gen gacA/B se siguio la metodologia de (Anthonisen et
al., 2002), se utilizaron los partidores gacA/B F 5-
GCTGCATTTATGACAATGTTTG-3 y gacA/B R 5-
AATCCCACCTACTAAAGCAG-3; y las condiciones del ciclo fueron las
siguientes: desnaturalizacion del ADN a 95 °C durante 60 s y 30 ciclos de 95 °C

durante 60 s y 40 °C durante 30 s, seguido de 72 °C durante 60 s.

Para la amplificacion del gen smr se sigui6 la metodologia de (Bjorland et al.,
2001) y se utilizaron los partidores 5"-ATAAGTACTGAAGTTATTGGAAGT-3" y
5-TTCCGAAAATGTTTAACGAAACTA-3". Se agregaron 50 ng de muestra aprox
a 49 pL de una mezcla que contenia 1X de buffer de reaccion con 0.7 U de Taq
polimerasa, 10 pmol de cada partidor y 200 uM de dNTP's; y las condiciones del
ciclo fueron: desnaturalizacion del ADN a 95 °C durante 60 s y luego 30 ciclos a

95 °C durante 60 s, 48 °C durante 45 sy 72 °C durante 60 s.
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6.7.- Visualizacion producto PCR.

Los productos de PCR de las amplificaciones de los genes de resistencia a
desinfectantes gacA/B y smr se visualizaron mediante electroforesis en gel de

agarosa al 2% por 50 min a 100V.

6.8 .- Analisis de la data.

El andlisis de la informacion y la construccion de gréaficos de distribucion de genes
de resistencia a desinfectantes en cepas de S. aureus estudiadas, se realiz6 a

través del software GraphPad Prism 9.5.1.
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7. RESULTADOS

7.1.- Revisién bibliogréfica.

De los variados documentos encontrados al aplicar las ecuaciones de busqueda
en las plataformas PubMed y ScienceDirect, se consideraron como relevantes 5
investigaciones (Nakipoglu et al., 2012; El Sayed Zaki et al., 2019; Noguchi et al.,
2005; Ghasemzadeh-Moghaddam et al., 2022; Zhang et al., 2011) debido al afio
de publicacién y a que cumplian con todos los criterios de busqueda. En todas
estas investigaciones, destacaba la presencia de los genes gqacA/B y smr por
sobre otros genes asociados a resistencia a desinfectantes como gacE, gacG,

gacH o gacJ.

Las proteinas codificadas por estos genes como ya se menciond, pertenecen a
dos familias de bombas de expulsion multidrogas: la superfamilia de facilitadores
principales (MFS) y la familia de resistencia a mdultiples farmacos pequefios
(SMR). La proteina QacA (codificada por el gen gacA) tiene una longitud de 514
aminoacidos aproximadamente y otorga resistencia a varios sustratos:
compuestos de amonio cuaternario (QAC), colorantes intercalados como
acriflavina y bromuro de etidio, diamidinas como el isotionato de propamidina o

clorhexidina; mientras que la proteina QacB (codificada por el gen gacB) solo
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otorga resistencia a QAC y colorantes intercalados. Ambas proteinas pertenecen
a la familia de bombas de expulsién MFS, solo difieren en seis aminoacidos, en
donde el cambio de Asp por Ala en la posicion 323 es responsable de la diferencia
en especificidad y son denominadas colectivamente QacA/B. La proteina QacC
(codificada por el gen gacC, actualmente denominado smr) tiene una longitud de
107 aminoacidos, pertenece a la familia de bombas de expulsion SMR y otorga
resistencia a QAC y al bromuro de etidio, pero no a la acriflavina. Asi mismo, se
ha visto que las proteinas QacE, QacG, QacH y QacJ también otorgan resistencia
al bromuro de etidio y/o cloruro de benzalconio, sin embargo, en S. aureus se

han encontrado en un bajo porcentaje (Wassenaar et al., 2015).

De esta manera y en base a la evidencia encontrada en las 5 investigaciones, se
determino identificar los genes de resistencia a desinfectantes gacA/B y smr en

las 54 cepas de S. aureus seleccionadas para este estudio.
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7.2.- Clasificacion de la data seleccionada.

De las 54 cepas de S. aureus seleccionadas para este estudio, el 37% (20/54)
correspondieron a cepas del aflo 2022, seguido por el afio 2020 con un 13%
(7/54) (Figura 6). A su vez, provinieron mayoritariamente de las ciudades de
lquique (n=17) y ViAa del Mar (n=11) (Figura 7); y de comidas y platos
preparados (n=37), segun el codigo de clasificacion de alimentos del MINSAL

(Tabla 1).
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FIGURA 6. Clasificacion cepas de S. aureus por afio de seleccion.
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FIGURA 7. Clasificacién cepas de S. aureus por ciudad de origen.

41



Tabla 1. Clasificacion cepas de S. aureus por tipo de alimento, segun cédigo
MINSAL.

Tipo de alimento N° de cepas
Carne y productos cérneos (CPC) 4
Comidas y platos preparados (PPR) 37
Frutas y verduras (FRV) 3
Helados y mezclas para helados (HMH) 3
Leche y productos lacteos (LPL) 5
Pescados y productos de la pesca (PPP) 1
Salsas, aderezos, especias y condimentos (SAE) 1
Total 54

Asi mismo, un 81.5% (44/54) de las cepas de S. aureus presentd enterotoxinas
estafilocécicas (Staphylococcal Enterotoxins: SEs), destacandose la presencia
conjunta de SEG y SEI (n=20), seguido por SEA (n= 6) (Figura 8). La totalidad
de las cepas de S. aureus seleccionadas no presentaron los genes mecAy mecC,
responsables de la expresion de la resistencia a meticilina (Anexo 1);y el 9.3%
(5/54) presento6 el gen pvl, que codifica la leucocidina Panton-Valentine (PVL)

(Tabla 2).
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FIGURA 8. Clasificacién cepas de S. aureus segun enterotoxinas estafilocécicas
(SEs).
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Tabla 2. Cepas de S. aureus con presencia de gen pvl.

Cepa
SA-12-090
SA-16-247
SA-20-415
SA-22-431

SA-22-435

Ciudad
Iquique
Quillota
Iquique
Vifia del

Mar
Iquique

Afio
2012
2016
2020

2022

2022

Tipo de alimento (Codigo MINSAL)
Carne y productos carneos (CPC)
Comidas y platos preparados (PPR)
Comidas y platos preparados (PPR)

Comidas y platos preparados (PPR)

Leche y productos lacteos (LPL)
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7.3.- Identificacion de genes de resistencia a desinfectantes en cepas de S.
aureus por técnica de PCR.

Al realizar la amplificacion de los genes de resistencia a desinfectantes en las 54
cepas de S. aureus, solo el 1.9% (1/54) presento el gen gacA/B (Figura 9) y
resultados similares se obtuvieron al realizar la amplificacion del gen smr (Figura

10).

1 Presente
= Ausente

n=54

FIGURA 9. Distribuciéon gen gacA/B en cepas de S. aureus.
La presencia del gen gacA/B se identificé en la cepa SA-12-053, proveniente del afio

2012, de la ciudad de Vifa del mar y segun codigo MINSAL de salsas, aderezos,
especias y condimentos (SAE).
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FIGURA 10. Distribucién gen smr en cepas de S. aureus.

La presencia del gen smr se identifico en la cepa SA-16-247, proveniente del afio 2016,
de la ciudad de Quillota y segin codigo MINSAL de comidas y platos preparados (PPR).
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8. DISCUSION

Staphylococcus aureus posee un alto grado de patogenicidad, siendo
responsable de una gran variedad de enfermedades tales como lesiones
cutaneas, endocarditis infecciosa, neumonia e intoxicaciones alimentarias. Esto
se debe a que es capaz de producir una gran variedad de proteinas que
contribuyen a su capacidad de colonizacion y/o evasion del sistema inmune;
llamados factores de virulencia (Bustos-Martinez et al., 2006). Dentro de estos
factores de virulencia se encuentran las enterotoxinas estafilocécicas (SEs) y la
leucocidina Panton-Valentine (PVL). Las enterotoxinas estafilocdcicas son
producidas por algunas cepas de S. aureas, son termoestables, resistentes a
ciertas condiciones ambientales y a enzimas proteoliticas humanas, causan
gastroenteritis y se han descrito 23 tipos de SEs distintos basados en su
antigenicidad, ordenandose desde SEA a SEIY (Denayer et al., 2017). Por otra
parte, la leucocidina Panton-Valentine (PVL), codificada por el gen pvl (lukS-PV
y lukF-PV) es una citotoxina bicomponente que crea poros en la membrana
plasmética de los leucocitos, provocando un aumento en la permeabilidad y
posterior lisis de la célula; y se asocia a infecciones adquiridas en la comunidad
producidas tanto por cepas de S. aureus resistente a meticilina (SARM-AC) como
por cepas sensibles a meticilina, aunque en estas ultimas la prevalencia es de

menos del 5% (Yildirim et al., 2022 y Bustos-Martinez et al., 2006).

47



Por otra parte, la resistencia a los B-lactamicos en S. aureus resistente a
meticilina (SARM) es conferida por la adquisicion de un elemento genético movil
llamado cassette cromosOmico estafilocdcico (SCCmec), el cual porta el gen
mecA, que codifica una PBP alterada (PBP2a) que tiene afinidad reducida por los
antibiéticos B-lactamicos. Generalmente, para la confirmacion de SARM se
realiza la deteccién del gen mecA mediante PCR y pruebas de susceptibilidad
usando oxacilina y/o cefoxitina, en donde se espera que una cepa resistente a
meticilina presente el gen mecA y presente resistencia a ambos antibidticos. Sin
embargo, se han reportado casos en donde los resultados de ambos
procedimientos son incongruentes; observandose ausencia del gen mecA,
sensibilidad a oxacilina pero resistencia a cefoxitina. Esto se debe a que la
resistencia a B-lactamicos en SARM no solo es responsabilidad del gen mecA,
sino también de un gen homodlogo descubierto en el afio 2007 llamado mecC.
Este gen localizado de igual manera en SSmec, es un 69% idéntico al
convencional mecA a nivel de ADN y la PBP2a codificada es un 63% idéntica a
nivel de aminoacidos. Esta diferencia le otorga una mayor afinidad relativa para
oxacilina que para cefoxitina, dando lugar a niveles més altos de resistencia a
cefoxitina que a oxacilina; y se ha asociado predominantemente a infecciones de

piel y tejidos blandos (Paterson et al., 2014).
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Las cepas de S. aureus seleccionadas para este estudio al ser de origen
alimentario en su gran mayoria presentaron enterotoxinas estafilocécicas de
diversos tipos, muy pocas cepas presentaron el gen pvl y en ninguna se identificé
la presencia de los genes mecA y mecC; caracteristicas que tienen concordancia

con la literatura.

En cuanto a los resultados obtenidos tras el procesamiento de las 54 cepas de

S. aureus mediante la técnica de PCR:

La baja frecuencia de los genes qacA/B y smr fue esperable y es congruente con
la literatura existente, ya que en gran parte de las investigaciones las cepas de
estudio son de origen clinico y presentan resistencia a meticilina. Aun asi, se ha
visto que la prevalencia del gen smr por lo general es baja (Nakipoglu et al., 2012;
El Sayed Zaki et al., 2019; Noguchi et al., 2005; Ghasemzadeh-Moghaddam et

al., 2022; Zhang et al., 2011; Sidhu et al., 2002).
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9. CONCLUSION Y PROYECCION

El hecho de que las cepas positivas para los genes de resistencia a
desinfectantes gacA/B y smr hayan provenido de afos distintos y previos a la
pandemia por COVID-19 sumado a que ninguna fue portadora de los genes mecA
y mecC, daindicios de que las cepas de S. aureus de origen alimentario no sufren
del mismo modo la presion selectiva ejercida por los antimicrobianos y/o
desinfectantes que las cepas encontradas entornos hospitalarios. Sin embargo,
es necesario contar con un tamafio de muestra mayor y realizar mas ensayos
para poder tener resultados estadisticos robustos y significativos que confirmen

esta conjetura.

De esta manera, la presente investigacion abre las puertas a futuros proyectos
en los cuales seria ideal poder determinar la resistencia a meticilina por método
de difusion con disco de cefoxitina y/o oxacilina en paralelo con la deteccion de
los genes mecA y mecC mediante PCR. También poder realizar ensayos de
susceptibilidad a distintos antimicrobianos (ej. eritromicina, gentamicina,
tetraciclina) y desinfectantes (ej. cloruro de benzalconio, clorhexidina) ya sea de
forma cualitativa mediante antibiogramas (difusibn en agar) o cuantitiva,

determinando la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima
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bactericida (CMB) mediante diluciones seriadas o epsilometria; para asi

correlacionar lo fenotipico con lo genotipico de una manera optima.

51



10. GLOSARIO

Cepa: Grupo de microorganismos que pertenecen a la misma especie y que
comparten caracteristicas que no se encuentran en otros miembros de la
especie. Dicho de otro modo, se trata de un cultivo puro que proviene de un

progenitor determinado.

Patégeno oportunista: Microorganismo con el potencial de producir una

enfermedad sélo cuando la resistencia del hospedador es deficiente.

Prevalencia: Proporcion de individuos en una poblacibn que tienen una
enfermedad o caracteristica. Concepto estadistico que hace referencia al nimero
de casos de una enfermedad que estan presentes en una poblacién particular en

un momento determinado.

Patogenicidad y virulencia: Capacidad de un agente infeccioso para causar

enfermedad; mientras que la virulencia es la cuantificacién de dicha capacidad.

Factores de virulencia: Proteinas u otras moléculas producidas por patdgenos
gue le permiten colonizar, adaptar y evadir la respuesta inmune del huésped; y

producir dafo.

Genotipo: La constitucion genética (genoma) de una célula, un individuo o un

organismo. Puede referirse a todos los genes o a un gen especifico.

Fenotipo: Caracteristicas expresadas de una célula, individuo u organismo.
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12. ANEXOS

de genes de resistencia a

Cepas seleccionadas para analisis de genes de resistencia a desinfectantes
Genes
Corr. |Bacteria] Gen spa Cepa |Ciudad |Aislamiento Ao Enterotoxinas |mecA |pvi|gac A/B|smr
(confirmacion
S, aureus )

1 |5 aursus Posifivo 5A-12-000| luique Chargui, choclo y papa CRC 2012 0 1 1] 1] Codigos MINSAL Alimentos

2 |5 aursus 5A-12-035| Vifia del mar |Ensalada chilena PPR 2012 0 10 ] ] 1|Leches v productos lacteos LFL
wn 3 |5 aursus SA-12-053| Vifia del mar |Mayonssa SAE 2012 010 1 1] Z|Helados y mezclas para heladas HMH
qu 4 |5 aweus SA-12-085| Chillan Charqu CPC 2012 0 |o [ [ 3| Productos grasos P5H
"—_— 5 |5 aursus SA-13-097| Vifia del Mar [Queso cabra LPL 2013 010 1] 1] 4| Caldoz, sopas, cremas y mezclas deshidr{ 50

& |5 awsus 5A-13-127| Puerto Mont |Ensalada Mixta PPR. 2013 0 |0 0 0 5| Praductos elaborados a partir de cerealed CER

7 |5 awsus SA-14-180| Ancud Ensalada tomae PPR 2014 0 |0 ] ] 5| Azdcares v miel AZM|

8 |5 awsps 5A-16-247| Quillcia Tomake con cebolla PPR 2016 0 1 [i] 1 7| Praductos de confiteria COF|

9 |5 aursus SA-16-255| Vifia del Mar |Churrasco con ensalada PPR 2016 0|0 ] ] 5| Productos de panaderia y pasteleria PP

10 |5 aureus SA-16-257  luigue Lechuga picada PPR 2016 0 |0 [ [ 3| Alimentos de uso infantl INF

11 |5 aursus SA-16-273| Coguimbo [ Amoz/came/salea PPR. 2016 0 |0 0 0 10| Camnes y Productos cérmeos CPC]

12 | 5. aursus SA-16-274| Vifia del Mar |Ceviche PPP 2016 0 10 ] ] 11| Pescados y Productos de la pesca FPPF

13 |5 aursus SA-17-243| Sanfizgo Nuggets pollo PPR 2017 0|0 [i] [i] 12| Huewos w ovoproductas HOA

14 |5 aursus 5A-18-383| Sanfago Ensalada PPR 2018 0 [ ] ] 13| Salsas. aderezos, especias y condimento SAE

15 | & aursus 5A-18-105)| Puerto Waras |Canaps PPR. 2018 010 1] 1] 19| Frutas y verduras FRV

16 |5 aursus 5A-22-423| Ozomo Longaniza CPC 2022 | 0 [ 0 0 15| Comidas v platos preparados PPR

17 |5, awreus SA-72-475| luique Pescado Cebolla Cilanirg FPR pilrd C 0 [0 '] '] 16| Bebidas BED|

18 |5 aursus SA-Z2-475| Linares Quesillo Fresco LPL 2022 0 010 [i] [i] 17| Estimulantes y fruitivos ESF

19[S awrsus SA-Z2-431|Vifa Cewiche PPR 202 A 0 1 ] ] 15| Conservas. CS5\)

20 |5 awreus SA-72-435| luique Leche reconsSuida LPL il Gl 0 1 1] 1]

21 |5 aursus SA-22-447| Concon Sush PPR 2022 A 0 |0 1] 1]

22 | 5. aureus SA-72-448| San Antonio | Completo FPR pilrd Gl 010 '] ']

3 |5 aureus SA-72-445) San Anfonio |Hamburguesa con ques PPR Az Gl 0 [0 1] [i]

Anexo 1. Cepas seleccionadas para anél
desinfectantes.
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24 |5 aursus Posifvo 54-22-450| Quilloa Queso de Murcia LPL e Gl 0 |0 1] ']
25 |5 aursus Posifvo 54-22-451| San Anionio | Completo lomate mayo PPR e Gl 0 |0 '] ']
25 |5 aursus Posifvo SA-Z2455|Valparaise  |Pizza PPR e Gl 0 10 1] 1]
27 |5 aureus Posifvo SA 72455 Valparsiso  |Ensalada Pollo FER palr G 0 |10 0 0
28 |5 aursus Posifvo SA-22.457| Quillota Churrasco FFR palr G 0 |0 '] ']
28 |8 aursus Posifvo SA-T2A83| lquigue Spaguel con albdndiga FPR palr G 0 ] 0 0
W0 |5 aureus Posifvo 5472454 Vifia del Mar |Salad Bau FPR 22 G 0 {0 0 0
M |5 aureus Posifvo 5A-21-415) Alio Hospicio | Sush FER 2021 0 0 |10 ] 0
32 | & aursus Posifvo SA-21-17 | lquigque AD de Gallina con amoz FPR 2021 0 0 ] ] 0
33 [S aureus Posifvo 5A-21-419| Osomo Longaniza CPC 2 H 0 {0 0 0
M |5 aurcus Posifvo 5A-21-420| Csomo Sugh FER 2021 G 0 |0 0 1]
35 |5 aureus Posifvo SA-21-421 | kguique Hamburguesa FFR 2021 G 0 |0 1] 1]
3 | aursus Posifvo SA-20-401 | bquique Helado de Mango con b HMH 2020 0 0 ] 0 ]
37 |5 aueus Posifvo SA-20-403| lguique Helado de Mango con beg HMH 2020 A 0 |0 1] 1]
38 |5 aursus Posiivo SA-20-405 kique Jugo de Mango keche FRV 2020 Gl 0 ] ] ]
38 | & aursus Posiivo SA-20.400| Takea Ceviche de Salmdn PFR 2020 A 0 ] ] 1]
40 |5 aursus Posiivo SA-20-410( Takea Mariscal PPR 2020 [i] 0 ] ] ]
41 | 5. aureus Posiivo SA-20-411 [ hquique Ensalada Lechuga manz| PPR 2020 [i] 0 ] ] ]
42 |5 aursus Posiivo SA-20-415| lquique Ensalada Chotlo lechug FPR 2020 D 0 1 1] 1]
43 | & aureus Posiivo SA-72465)Vifia del Mar |Bowd Simple Ensalada PFR 202 G| 0 ] ] 1]
44 |5 aursus Posiivo SA- 72468 Vifia del Mar | Bumito Lovers PPR 202 Gl 0 ] ] ]
45 | & aureus Posiivo SA-22.470| Vifia del Mar | Completo Kaliano PFR 202 G| 0 ] 0 1]
45 |5 aursus Posiivo SA-22-471 | Cuilpus Burrity Machada PPR 202 G 0 ] ] i}
47 |5 aursus Posiivo S34-22-474|Purranaque | Queso Chanco LPL 202 [i] 0 ] ] ]
48 | & aureus Posiivo 5A-23-475| lquique Shawarma PPR 2023 A 0 [0 0 0
49 | & aureus Posiivo 5A-23-475)| lquique Shawarma PPR 2023 ABH 0 [0 0 0
50 |5 aursus Posifwo SA-23-477 | lguigue Juge de Mango FRV 223 i} /] Li] i} i}
51 |5 aursus Posifwo SA-23-478|lguigue Ceviche PPR 223 CGl /] Li] i} i}
52 |5 aursus Posifvo SA-15-357 | lowious Helado HMH 2019 G 0 ] ] ]

1 |&. aursus Posiivo 5A-19-398| Pica - lquique| Pulpa Mango FRV 19 G 0o 0 0
54 _m. alreus Posiivo 5A-19-400| Vifia ded Mar |Ceviche Reineta FPR 2019 0 0 |0 0 0
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Anexo 2. Manejo de residuos bioldgicos.

Uso de delantal de bioseguridad, guantes y gabinete de bioseguridad. Los
desechos biolégicos, material corto punzante y de vidrio producido en el proceso
analitico, se eliminaron de acuerdo con las instrucciones establecidas por la
Unidad de Salud Laboral y Prevencion de Riesgos (SALPRI) del Instituto de Salud

Publica de Chile.
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