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2. INTRODUCCION

Los Staphylococcus estan ampliamente difundidos en la naturaleza. Su habitat natural
es la piel y las membranas mucosas de mamiferos y aves. No obstante, la difusion de
cepas de Staphylococcus sp. entre diferentes especies animales es limitada(1).

La piel actia como una barrera protectora, esta defensa tiene tres componentes: fisico,
guimico y microbiano, este ultimo contribuye a la inmunidad cutanea, las bacterias se
localizan en la epidermis superficial y en el infundibulo de los foliculos pilosos. Las
bacterias recuperadas de la piel se denominan habitantes normales y se clasifican como
residentes o transitorias, los estafilococos coagulasa negativo (ECN) son en su mayoria
organismos residentes (S. xylosus, S. epidermidis, S. simulans). Existe controversia
respecto a Staphylococcus intermedius, un estafilococo coagulasa positivo (ECP), ya
que es aislado tanto de perros sanos como enfermos(2).

Los problemas de piel figuran como una de las patologias mas comunes en clinica de
pequefios animales, siendo consideradas las otitis como una enfermedad
dermatoldgica(3). Numerosos estudios refieren el aislamiento del género estafilococo
de piel de perros sanosy clinicamente enfermos, la especie mas frecuentemente hallada
es S. intermedius como habitante normal y principal agente causal de piodermias, sin
embargo otras especies como S. aureus, S. epidermidis, S. simulans, S. saprophyticus
y S. schleiferi pueden ser encontradas(4).

La otitis externa es una inflamacién de la piel del canal auditivo externo, que esta entre
el pabellén y la membrana timpénica, la clasificacion mas relevante divide a las causas
en predisponentes, primarias y perpetuantes(2). En las otitis externas los ECP se
consideran agentes perpetuantes, es de destacar la asociacion entre S. intermedius que
produce un factor que estimula la proliferacion de la levadura Malassezia pachydermatis

(5) ambos aislados frecuentemente asociados en esta patologia.



El género Staphylococcus esta constituido por células esféricas de 0,5 a 1,5 um de
didmetro pueden encontrarse solas, en pares, tétradas, cadenas cortas y agrupadas de
forma irregular o en racimos. Se tifien como Gram positivos, son inmdviles, anaerobios
facultativos, catalasa positivo y oxidasa negativo. Tienen metabolismo respiratorio y
fermentativo, utilizan carbohidratos y aminoacidos como fuente de carbono. El contenido
de ADN % G-C 27- 41% (6). Se reconocen 37 especiesy varias subespecies(6), si bien
solo algunas de ellas tienen importancia desde el punto de vista clinico. Los
Staphylococcus se dividen en dos grandes grupos, segun su capacidad para coagular
el plasma: Estafilococos Coagulasa Positivos (ECP) y Estafilococos Coagulasa
Negativos (ECN).

Los estafilococos producen un nimero de sustancias relevantes para el desarrollo de
un proceso patolégico infeccioso en la piel que podemos dividir en tres categorias:
Componentes de la Pared Celular, Enzimas y Toxinas(1,(7).

Son gérmenes nutricionalmente poco exigentes, crecen bien en medios comunes,
aungue lo hacen mejor en los medios enriquecidos. Crecen rapidamente a temperatura
de 35°C, pero desarrollan mejor el pigmento a 25°C(8). Una particularidad de los
miembros de este género es su capacidad para crecer en medios con 10% de NaCl que
no soportan el resto de los microorganismos (son bacterias halotolerantes). Esto permite
la creacion de medios de cultivo casi especificos para los estafilococos. En agar sangre
pueden producir zonas de hemdlisis(9).

Tres especies de ECP han sido documentadas como patdgenos primarios en medicina
veterinaria: Staphylococcus intermedius, S. aureus y S. schleiferi sp coagulans y una
Ultima especie caogulasa variable el S, hyicus. Los ECN son considerados patégenos
oportunistas(10). Debido a Ila dificultad para diferenciar Staphylococcus
pseudintermedius, intermedius y delphini fenotipicamente, se ha decidido incluirlos en
el Staphylococcus Intermedius Group (SIG) (11). Una caracteristica de S. intermedius

es su capacidad para permanecer viable dentro de fagocitos en donde los



antimicrobianos usados no alcanzan concentraciones adecuadas (12). En el presente
trabajo seguiremos refiréndonos a S. intermedius como representante del grupo. Se
aisla de infecciones, principalmente en perros pero puede ser hallada en otros animales
y humanos (13). Staphylococcus schleiferi sp coagulans ha sido asociado a otitis
externas en perros (14) y lesiones en humanos(10). Es la segunda especie mas
frecuentemente aislada de caninos después de S. intermedius.

Los ECP presentan resistencia a varias familias de antimicrobianos y varios
mecanismos estan implicados en ello. Asi, la resistencia a B- lactamicos puede deberse
a produccioén de B- lactamasa o su hiperproduccion, produccion de PBP2, 0 modificacion
de las PBPs(15).

La resistencia a macrdlidos y lincosamidas puede presentar diferentes fenotipos:
resistencia a Eritromicina y Clindamicina (fenotipo cMLSg), resistencia a Eritromicina y
sensibilidad a Clindamicina con achatamiento del halo, D-test positivo (fenotipo iMLSg)
y resistencia a Eritromicina y sensibilidad a Clindamicina sin achatamiento D- test
negativo (fenotipo MSg) (15).

La resistencia a aminoglucésidos puede ser consecuencia de una mutacion
cromosémica, transporte inefectivo o produccion de enzimas modificadoras. Mientras
gue la resitencia a glicopéptidos puede ser de bajo nivel, caracterizada por un
engrosamiento anormal de la pared celular (cepas VISA) o resistencia de alto nivel

mediada por el operdn vanA, que disminuye su afinidad por el antibidtico(13).



3. JUSTIFICACION

Los ECP forman parte de la microbiota de perros y gatos pudiendo causar piodermias,
otitis externas, abscesos, etc.(12). La caracterizacion fenotipica de los ECP aisladas de
canino es dificil y requiere de numerosas pruebas complementarias, algunos
laboratorios no identifican las especies de estafilococos y los cultivos aislados se
consideran como ECP(16). Los antibioticos betalactamicos usualmente se utilizan en la
practica de la medicina veterinaria(17) sin embargo los estafilococos presentan altos
niveles de resistencia a penicilina(18), la aparicién de estafilococos multirresistentes y
la posible transmisién de tales microorganismos (0 sus genes de resistencia) de los
humanos a sus animales de compafia, 0 viceversa, hace indispensable lograr la
identificacion de las especies implicadas en estas patologias(2). Esta resistencia ha
emergido como una de las mayores preocupaciones en salud publica tanto para la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud) como para la OIE (Organizacién Mundial de Sanidad
Animal) la vigilancia del perfil de resistencia frente a antimicrobianos y el conocimiento
de los mecanismos de resistencia actualizados se ha vuelto un tema prioritario (19)(20).
Vigilar estas resistencias y reunir una base de datos nos permitird preservar la

efectividad de los antimicrobianos en el tratamiento de infecciones.



4. HIPOTESIS

Las diferentes especies de ECP aislados de caninos poseen distintos perfiles de

sensibilidad a antimicrobianos de uso frecuente en medicina veterinaria.



5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
Caracterizar fenotipicamente los aislamientos de ECP de muestras clinicas de origen
canino.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:
e Aislar y tipificar a las distintas especies de Staphylococcus a través de pruebas
bioguimicas.
o Describir los patrones de susceptibilidad antimicrobiana en cepas locales de las

especies encontradas.



6. MATERIALES Y METODOS

Los estudios fueron realizados en el Laboratorio de Analisis Bacterioldgico y
Micolbgico perteneciente a la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional del Nordeste (FCV-UNNE) de la Ciudad de Corrientes.

Las muestras correspondieron a lesiones de piel, canal auditivo externo y cavidad nasal
de perros clinicamente enfermos, colectadas en un periodo de seis meses.

Se trabaj6 con los ECP identificados por su morfologia y pruebas bioquimicas clasicas.
Aislandose un total de 30 cepas que se conservan en medio agar cepa y que pasaron a
formar parte del cepario de la Institucion.

Para clasificar los microorganismos hasta nivel de especie se seleccionaron algunas de
las pruebas sugeridas en el Bergey's manual of determinative bacteriology(21) (Tabla

1).

. S. schleiferi .
PRUEBAS S. aureus S. Intermedius spcoagulans S. hyicus
+ + + variable
+ + + +
+ - + -
- + ND -
+débil + + variable
Crema/ amarillo/ Blancas crema no pigmentados Blancas crema
rosa
Lisas. 1-3mm Lisas. 5-6mm Opacas lisas Opacas lisas 4-7
circulares mm
+ - ND ND
A variable d -
+ + + +
+ + - +

Las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos se realizaron por el método de difusion
en agar segun las recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) 2014(22) en Agar Mueller- Hinton Britania®. Todas las cepas fueron

confrontadas con discos de Penicilina 10Ul (PEN), Eritromicina 15ug (ERY),



Clindamicina 2ug (CLIN), Cefoxitina 30pg (FOX) y Gentamicina 10ug (GEN) de
laboratorio Britania®. La interpretacion de los halos se realiz6 tomando en cuenta los
puntos de corte de la CLSI 2014(22).

Como control de calidad interno se utilizaron Staphylococcusaureus American Type
Culture Collection (ATCC) 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212.

El andlisis estadistico de este estudio observacional prospectivo se realizén con el

programa informatico InfoStat® version libre.



7. RESULTADOSy DISCUSION

Las pruebas que se utilizaron para alcanzar la tipificacion hasta el nivel de especie
fueron extraidas del Bergey's manual of determinative bacteriology(21).

De las 30 cepas aisladas 18 (60%) fueron identificadas fenotipicamente como S.
intermedius, 7 (23%) como S. Schleiferi sp coagulans y 5 (17%) como S. aureus tal
como se muestra en la Tabla 2 y cuya distribucién porcentual se representa en Gréfico

1.

B S. schleiferi

|

60% ’

Gréfico 1: distribucién porcentual

S. intermedius S.aureus

Bacteria Numero Porcentaie
identificada  de cepas J

S. intermedius

17%

S. aureus

Tabla 2: especies identificadas y distribuciéon muestral

La distribucion de las especies en funcion del sitio de obtencion de las muestras se
muestra en la Tabla 3 y el Gréfico 2.

Tabla 3: Distribucidon de especies identificadas segun sitio de toma de muestra

Sitio de toma de muestra S. schleiferi

Oido 8 (47%) 4 (23,5%)

Piel 7 (70%) 1 (10%)

Cavida nasal 3 (100%) 0
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Grafico 2: distribucion de las especies identificadas segun sitio de
toma de muestra

Si bien la microbiota de piel varia enormemente en diferentes localidades geofraficas,
diversos autores (10, 22) reportan porcentajes de aislamiento de S. intermedius en
lesiones de piel y oido coincidentes con los datos obtenidos en este estudio (60% —
80%). El hallazgo de S. schleiferi, un patbgeno emergente en medicina veterinaria, varia
entre 10 a 20% (14, 23) lo cual es algo menor a lo encontrado en nuestra serie.

S. aureus, un microorganismo frecuente en medicina humana, se aisla en porcentajes
de 5- 20% en afecciones de piel en caninos(3). Se han reportado asilamientos mas
frecuente de S. aureus por sobre S. schleiferi (4), no coincidentes con los datos que
obtuvimos en la region.

Perfiles de resistencia a antimicrobianos

Los antimicrobianos ensayados fueron seleccionados segun criterios sugeridos por la
CLSI, por la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE)(25) y disponibilidad en el
laboratorio. De los antimicrobianos de uso habitual en medicina veterinaria no se prob6
trimetoprima —sulfametoxazol (TMS) por la imposibilidad de conseguirlo en el mercado

al momento de realizar las pruebas.
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Analizando las pruebas de sensibilidad para cada especie identificada, obtenemos los
siguientes graficos que muestran el perfil de comportamiento frente a los
antimicrobianos ensayados.

En este estudio 89% de los S. intermedius mostraron resistencia (R) a PEN, porcentaje
elevado comparado con otros autores que notifican 60 a 75% de resistenciaen esta
especie (24,13), mientras que el 100% result6 sensible a FOX y GEN.

ERY resultd R en 28% de las cepas, intermedio (I) en 22% y sensible (S) en 50% de los
casos. Con respecto a Clin, se observd R en un 17% de los casos, | en un 5% y el 78%
de las cepas fueron S a esta droga. Gréafico 3 - Tabla 4.

En los dltimos afios se han identificado cepas del grupo SIG, ailslados de infecciones,
que presentaron meticilino resistencia asociada a otros antibiéticos aprobados para uso
veterinario (26). En la serie estudiada para este trabajo no se hallaron casos de

multirresitencia en esta especie.
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Gréfico 3: Fenotipos de resistencia en S. intermedius

R: resistente I: intermedio
S: sensible a: achatamiento

Tabla 4: Resultados de sensibilidad a antimicrobianos
En S. intermedius
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Analizando las cepas de S. schleiferi sp coagulans observamos que PEN presentd una
sensibilidad de 72%, mientras que solo dos cepas fueron R (28%). Las 7 cepas fueron
S a FOX y GEN (100%), una sola cepa fué R a CLIN (14%) mientras que 6 fueron S a
este antimicrobiano (86%). La S a ERY fue de 72% y 2 cepas fueron | (28%). Grafico

4- Tabla 5.

100% l
.

.
12
. 10
21
N
30

R: resistente; I: intermedio;
S: sensible; a: achatamiento

B Resistente @ Sensible OIntermedio

Tabla 5: Resultados de sensibilidad a antimicrobianos
En S. schleiferi

Grafico 4: Fenotipos de resistencia en S. schleiferi

Analizando los hallazgos referidos a Staphylococcus aureus vemos que 3 (60%) cepas
fueron sensibles a todos los antimicrobianos ensayados, una cepa (20%) fue R a PEN,
ERY y CLI pero S a FOX y GEN.

Una sola cepa (20%) presento resistencia a todos los antimicrobianos probados. Este
hallazgo es poco frecuente en medicina veterinaria pero puede darse en caninos con
piodermias profundas o historia de tratamientos repetidos a antibioticos(26).
Lamentablemente el nimero de S. aureus aislado es bajo y no nos permite hacer

mayores inferencias sobre su prefil de resistencia en animales. Grafico5- Tabla 6.
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Staphylococcusaureus
CEPA | PEN | ERY | CLI FOX | GEN
S S
R (a)
S

S
R (a)

R: resistente I: intermedio S: sensible a:achatamiento

M Resistente @ Sensible Intermedio

Tabla 6: Resultados de sensibilidad a antimicrobianos
Gréfico 5: Fenotipos de resistencia en S. aureus en S. aureus

El Gréafico 6 resume los datos obtenidos en referencia a los perfiles de resistencia
presentados para las 3 especies estudiadas. Se hace evidente el alto nivel de resistencia

a PEN presentado por S. intermedius, asi como S. aureus, pero menor en S. schleiferi.

Grafico 6: comparacion de los perfiles de resistencia

M Resistente Sensible Intermedio M Resistente Sensible Intermedio B Resistente M Sensible M Intermedio

S. intermedius S. schleiferi S. aureus

En relacion a la resistencia combinada frente a CLI y ERY (Grafico 7) se encontré que
el fenotipo cMLSB (resistencia constitutiva) se presentd en una sola cepa que
correspondia a S. intermedius.

El fenotipo iIMLSB (resistencia inducida) se observo en cepas de las tres especies (S.

intermedius 17%; S. schleiferi 14%; S.aureus 40%).
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El fenotipo MSB no se observd en S. aureus pero si en S.intermedius (28%) y en

S.schleiferi (14%).

Grafico 7: Perfiles fenotipicos de resistencia combinada a eritromicina y clindamicina

cMLSB

14%
17% ™ cMLSB miMLSB 40%

cMLSB

iMLSB MSB W iMLSB

149

MSB % MSB
® Ninguna .

m Ninguna = Ninguna

S. intermedius S. schleiferi S. aureus
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8. CONCLUSIONES

Los datos aportados por este estudio orientan sobre el predominio local de las diferentes
especies de estafilococos relacionados a infecciones en perros y su perfil de
susceptibilidad a los antimicrobianos de uso mas frecuente en la clinica veterinaria.

La experiencia adquirida en este trabajo demuestra la posibilidad de implementar
pruebas sencillas, econdmicasy rapidas en el laboratorio de microbiologia de la FCV,
para la tipificacion hasta el nivel de especie de las cepas del género Staphylococcus.
La importancia clinica de la correcta identificacion de la especie queda demostrada por
los perfiles de resistencia hallados. Un hecho notable es la escasa resistencia a la
gentamicina, teniendo en cuenta que es uno de los productos de aplicaciones topicas y
parenterales mas utilizados por el médico clinico cuando instaura un tratamiento
empirico en medicina veterinaria.

Cuando la cepa resulta sensible a penicilina, o a penicilina combinada con un inhibidor
de beta- lactamasas, estos antibidticos deberian ser de primera eleccion, por el costo,
la disponibilidad, facilidad de aplicacion, eficacia y baja toxicidad.

La validez de los resultados obtenidos podria incrementarse aumentando el nUmero de

cepas analizadas.
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