Prevalencia y perfil de resistencia a
betalactamicos en estafilococos de perros
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— Resumen

El objetivo de este trabajo fue conocer la prevalencia de especies y perfil de resistenciaa
betal actédmicos en estafilococos aislados de infecciones en caninosy felinos. En perros, de
207 aislamientos, €l porcentgje de las especies identificadas fue: S. intermedius 29,5%, S.
aureus y S. simulans 20,8%, S. saprophyticus 12,6%, S. chromogenes 10,6%, S.
haemolyticus 3,9% Yy S. epidermidis 1,9%. De 63 aislamientos en gatos:. S. simulans 33,3%,
S intermedius y S. aureus 15,4%, S. saprophyticus 11,1%, S. haemolyticus 6,34%, S.
chromogenesy S. epidermidis 3,5%.

En perros, € porcentgje de resistencia a penicilina fue: S. intermedius 47,5%, S. aureus
34,8% y S saprophyticus 7,7%. Los aislamientos que expresaron meticilina resistencia
correspondieron: S. intermedius 9,8% y S. saprophyticus 3,8%. En gatos | os estafilococos
resistentes a penicilinafueron S. saprophyticus 42,8%, S. aureusy S. intermedius 15,4% y
S. simulans 9,5%. No se hallaron especies de estafilococos meticilino resistentes.
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Prevalence and resistance profile to beta-lactam antibiotics in staphylococci from dogs and cats.

Summary

The purpose of this study was to characterize the prevalence and resistance profile to beta-
lactam antibiotics of staphylococci isolated from canine and feline infections. Staphylococci
were isolated from 207 dog samples. The species frequency for identified staphylococci were:
S. intermedius 29.5%, S. aureus and S. simulans 20.8%, S. saprophyticus 12.6%, S.
chromogenes 10.6%, S. haemolyticus 3.9% and S. epidermidis 1.9%. Sixty three staphylococci
isolates were from cats: S. simulans 33.3%, S. intermedius and S. aureus 15.4%, S.
saprophyticus 11.1%, S. haemolyticus 6.34%, S. chromogenes and S. epidermidis 3.5%.
Resistance to penicillin in samples from dogs were: S. intermedius 47.5%, S. aureus 34.8%
and S. saprophyticus 7.7%. Methicillin-resistance was evidenced in S. intermedius 9.8% and
S. saprophyticus 3.8%. In samples from cats, penicillin-resistant staphylococci were: S.
saprophyticus 42.8%, S. aureus and S. intermedius 15.4% and S. simulans 9.5%. Methicillin-
resistant staphylococci were not found among cat isolates.
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Introduccion

Los estafilococos integran un género
bacteriano que forma parte de la microbiota
residente habitual de la piel y mucosas en los
animaesy & hombre. Escomun aidarlosapartir
de muestras clinicas de perros y gatos ya que
en ocasiones suelen causar infecciones'. Selos
clasifica en dos grupos: los estafilococos
coagulasa positivo (ECP) cuyas especies son
conocidas como patégenas. Saphylococcus
intermedius, S. aureus, S. schleiferi subsp.
coagulans, S. pseudointermedius, S lutrae,
S delphini y S hyicus, y los estafilococos
coagulasa negativo (ECN) integrado por mas
de 50 especies, tales como S. saprophyticus,
S schleiferi subsp. schleiferi, S simulans, S
haemolyticus entre otros y, a las que se les
adjudica un rol importante como patégenos
oportunistas®.

L osantibi 6ticos betal actami cosusua mente
se utilizan en la practica de la medicina
veterinaria. El Instituto de estandari zacion para
el laboratorio clinico (CLSI)® sugiere a estas
drogas como las de primera eleccion para ser
utilizadas en infecciones ocasionadas por
estafilococos. La resistencia (R) a las
penicilinas antiestafilococicas, resistentesalas
betalactamasas se denomina oxacilino
resistencia o meticilino resistencia (MR). La
mayor parte de la R a oxacilina (Oxa) es
mediada por el gen mecA el que codificapara
una proteina ligadora de penicilina (PBP)
adicional, llamada PBP,. La MR se puede
expresar homogénea o heterogéneamente.
Histéricamente, la expresién de R en forma
simultanea a tres o cuatro antibioticos:
aminoglucos dos, fluoroquinolonas, macrdlidos,
lincosamidas, cloranfenical, tetraciclinas, era
un indicador de cepas de estafilococos MR.
En la actualidad hay informes sobre
aislamientos de estafilococos MR asociados
con infecciones en animales que no expresan
multirresistencia antibidtica®. La prueba de
«0rox» paraconfirmar unacepabacterianaMR,
es la determinacion de la concentracion
inhibitoriaminima (CIM) paraOxa.
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En la década del 70 se describen los
primeros casos de Shaphylococcus aureus
MR en el hombrey sehaido incrementando en
todo el mundo. En los Gltimos afios seinforma
sobre col onizaci 6n einfeccin en mascotas por
estafilococos MR, estableciéndoselaposibilidad
de transmision bidireccional entre el hombrey
los animales? 9. 1619,

Lasensibilidad antibiéticaesunavariable
que se deberia determinar para cada
aislamiento porque dependedelaidiosincrasia
de cada especie y cepa en particular. Es por
ello quelaeleccion delosantibidticosparalos
ensayos de susceptibilidad depende de la
correctaidentificacion del agente causal.

El objetivo de este estudio fue determinar
laprevalenciadelas especies de estafilococos
aislados de infecciones en perrosy gatosy su
perfil de resistencia a betalactamicos.

Materiales y métodos

Aidamientosbacterianos. Setraba 6 con
280 aislamientos de estafilococos de animales
con antecedentes de haber sido tratados alguna
vez con betalactamicos. De perros, se
obtuvieron 207 cepas de estafilo-cocos, 64,2%
(133) provenian delesionesdepiel, 28,5% (59)
deotitisy 7,2% (15) de conjuntivitis. De gatos,
63 aidamientos: 90,5% (57) correspondieron a
infecciones de piel y € 9,5% (6) a piémetras;
durante el periodo 2007-09. Las muestras
provenian de animales de Buenos Aires y
conurbano.

Cultivo, aidamiento e identificacion: se
realizd en placas de agar sangre incubando a
37°C durante48hsy en aerobiosis. El génerose
identificd atravésdetincién de Gramy pruebas
de: catalasa, oxido-fermentacion para glucosa
y susceptibilidad a 0,04 U de bacitracina. La
tipificacion de las especies por produccion de:
hemolisinas, coagulasa, clumping factor,
fosfatasa alcalina, pyrrolidonyl arylamidasa
(PYR), ureasa, ornithina y arginina
dexcarboxilasa, reduccion de nitratos, Vogues
Proskauer, susceptibilidad a5 g denovobiocing,
2 ug debacitracinay 200 pg/mL delysostafin.
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Produccion de écido de: D-trehal 0sa, sacarosa,
D-ribosa, D-cellobiosa, D-xylosa, &-lactosa, D-
manitol, maltosay D-mannosa. (Laboratorio
Britania. Argentina).

Susceptibilidad antibiética: todas las
técni cas se realizaron segiin recomendaciones
del CL S, por el método de difusién en agar,
seensayaron discosde penicilina (Pen) 10U y
oxacilina (Oxa) 1ug para valorar alos ECP.
Pen y cefoxitina (Fox) 30 pg para ECN
(Laboratorio Britania. Argentina). Por el
método de E-test (AB BIODISK, Solna,
Sweden) se determind la concentracion
inhibitoriaminimaparal osaidamientos que por
antibiograma por difusion expresaron R aOxa.

Interpretacion de resultados: Con e disco
de Pen se evalla la produccion de
betal actamasasy con Oxase predice meticilino
resstencia (MR). Los estafilococos sensibles
(S) a Pen se informan como S a todos los
betalactamicos (con excepcion de las
cefalosporinas de 3° generacion y monobac-
tamicos) L os estafilococosresistentes (R) aPen
y S a Oxa se informan como estafilococos
productores de betalactamasas, por |o que en
estos casos se indica como betalactdmico de

mayor actividad antiestafilococica a las
cefalosporinas de 1° generaciony aquellosque
estan asociados a inhibidores de betal ac-
tamasas. La R a Oxa predice MR mediada por
el gen mecA que confiere R intrinseca a todos
los betalactamicosy sus derivados.

Recientemente, € CL Sl fijé modifica-ciones
para la prediccion de MR en los ensayos por
difusoneinduyod discodecefoxitina(Fox). Ese
antibidtico guardaequivaenciaen sensibilidad y
expecificidad alaque seobtiene por CIM de Oxa
para S aureus. Sin embargo, para ensayar en
ECN se recomienda d uso de Fox que guarda
equiva enciacon lasensbilidad detectadapor CIM
de Oxa pero resulta mas especifica. Algunas
especies de ECN pueden ser sobrevaluadas
respecto asu R através dela CIM de Oxa

Punto de corte de CIM paraOxa: S< 2 ug/
mly R>4ug/ml.

La cepa control fue Staphylococcus
aureus ATCC 29213.

Resultados

El porcentaje de especies de ECPy ECN
hallados en perrosy gatosy su porcentgje de
R aPeny Oxa/Fox se observan enlaTabla 1.

Tabla 1. Porcentaje de |as especies de estafilococos y su resistencia frente a penicilina, oxacilina y/o cefoxitina aislados

de infecciones de perros y gatos.

Estafilococos Canino n=207 Felino n= 63

ECP Aislamientos PenR |[OxaR Aislamientos PenR | OxaR
S. aureus (43/207) 20,8% | 34,8% 0% (13/63) 20,6% 15,4% 0%
S. intermedius (61/207) 29,5% | 47,5% 9,8 % (13/63) 20,6% 15,4% 0%
ECN Aislamientos PenR | FoxR Aislamientos PenR | Fox R
S. epidermidis (4/207) 1,9% 0% 0% (2/63) 3,2% 0% 0%
S. auricularis --- --- --- (1/63) 1,6% 0% 0%
S. simulans (43/207) 20,7% 0% 0% (21/63) 33,3% 9,5% 0%
S. haemolyticus (8/207) 3,9% 0% 0% (4/63) 6,34% 0% 0%
S. chromogenes (22/207) 10,6% 0% 0% (2/63) 3,17% 0% 0%
S. saprophyticus (26/207) 12,6% 7,7% 3,8 % (7/63) 11,1% 42.8% 0%
Total 100% 100%

ECP:

Pen: penicilina, Oxa: oxacilina, Fox
estafilococo coagulasa positivo, ECN: estafilococo coagulasa negativo.

. cefoxitina, R: resistencia.
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Todos los estafilococos de perros y gatos
conRaPenylosMR provenian deinfecciones
depidl.

A los estafilococos que por el método de
difusion en agar expresaron R aOxa, el valor
obtenido por CIM de Oxa fue superior a 256

pg/ml.
Discusion

Estudios en la poblaciéon canina sobre
especies de estafilococos productores de
infecciones, indican que los ECP son los mas
frecuentes. Staphylococcus intermedius es
descrito como el més prevalente seguido de
S aureus*. Delesiones oculares, seinforman
hallazgos de un 45% de S. intermedius y
22,5% de S. aureus'. En una investigacion
sobre colonizaci6n de estafil ococos en perros,
se comparan animales sanos con animales con
dermatitis atOpica, donde se extraen hisopados
de mucosa nasal, oido y perineo y se observa
gue los ECP son las especies de mayor
prevalencia. Encuentran en perros con
dermatitis un 87,5% de Staphylococcus
intermediusy en sanos 37,2% ’. Esta especie
se caracteriza por presentar diversidad
fenotipicay genotipica. Espor ello queagunos
investigadores han especul ado en denominarlo
Grupo S intermedius, donde seincluyenaS
intermedius, S. pseudointermedius, S.
delphini?. Laidentificacion bioquimica como
molecular delasmismasesdificil debido aque
presentan secuencias de 16S rRNA similares
entre ellas'’. En este monitoreo, en los
aislamientos identificados como S.
inter medius, no se pudo establecer diferencias
fenotipicas entre las especies integrantes del
grupo.

Saphylococcus  schleiferi  subsp.
coagulans, es otro ECP que se describe en
relacion a otitis y en ocasiones piodermias
recurrentes® %5, En lapoblacion caninaestudiada
No se encontrd esta especie.

Varios estudios hacen referencia a la
distribucion de las especies de ECN en perros.
En uno de estos se describen a partir de otitis
externa: 25% de S. epidermidis, 15,9% S
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simulans, 11,4% S. haemolyticus y 9,1%. S
saprophyticus®®. En otro trabgjo, de piel y oido
de perros sanos o enfermos se informa a S
schleiferi  subsp. schleiferit®. Otros
investigadoresdemucosanasal y oral aidanaS.
sciuri y S epidermidis' y de lesiones oculares
20% S epidermidisy 12,5% S simulans'®. En
este estudio | as especiesde ECN no presentaron
predileccidn por un nicho ecol dgico especifico
enlosanimales.

En gatos, sedescriben alasespeciesde ECP
como las mas frecuentes en lapiel de animales
sanos'y enfermaos, con 58%, de S. aureus, 46%
de S intermedius y 4% de S. hyicus’. En
nuestro estudio las especies de estafilococos de
mayor prevalencia en gatos pertenecian a del
grupo de ECN y losaidamientosde S aureusy
S intermedius fueron en la misma proporcion.

Aungue a los ECN se los encuentra
habitual menteen losdiferentesfocosinfecciosos,
sigue sin estar clara su participacion en los
procesos patol 6gi cos, unamisma especie puede
ser descritacomo agente causa deunainfeccion
o no. Sinembargo, hay informes que relacionan
a S felisy S. auricularis como bacterias
productoras de piodermiasy otitis externé'.

Saphylococcus simulans y S. felis se
caracterizan por tener proximidad fenotipicay
genotipica, esto lleva a que para una correcta
identificacion sea necesario implementar
esquemas compl etos de pruebas bioquimicas.
En este estudio solo se hall6 a S simulans.

La resistencia antibiotica involucra a
muchas especi es bacterianas de origen animal
y humano. La expresion de la R de los
estafilococos frente a betalactamicos en la
poblacion canina se encuentraen aumento en
todo el mundo. En infecciones en oido, se
informala presencia de cepas de S. schleiferi
subsp. schleiferi y S. schleiferi subsp.
coagulans MR™; en piel encuentran MR en
un 46,6% de S. schleiferi, 23.5% de S aureus
y 15,6% de S. intermedius; estando S.
intermedius asociado con multirresistenciay
se alerta sobre lo desaconsejable de
implementar tratamientos empiricos®. A partir
de hisopados nasales, axilares y rectaes de
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perros sanos, sereportaMR en 2,1% de cepas
de S pseudintermedius y 0,5% en S. aureus
y S. schleiferi subsp. Coagulans y sin
encontrar MR en S intermedius’.

Algunos autores postulan que entre las
poblaciones bacterianas de los animales y del
hombre existelaprobabilidad detransferencia
de mecanismos de R para antibi6ticos® 2, es
por ello que a estas cepas se las podria
considerar como patégenos emergentes
veterinarios. Se presume que < 4% de la
resistenciaantibidticaen el humano puede estar
asociada a las cepas animales“.

Existen evidencias fenotipicas y
moleculares que sugieren quelosaislamientos
de S. aureus MR de perros y gatos son
indistinguibles de los aislamientos humanos™.
S aureus es la especie con mayor significado
clinico en el hombrey la que expresa el més
alto porcentaje de MR™ mientrasque en perros
la especie de mayor significado clinico es S
intermedius. A partir de hisopados nasales en
perros sanos se informa un 17% de S.
intermedius MR colonizando, aunque ausencia
de cepas MR de S. aureus.

Algunosautores postulan quelasdiferentes
especies de estafilococos portadoras del gen
mecA cumplen con el rol de ser agentes
productores de zoonosis por la posible
diseminacién de genes de R interespecie,
siendo indi stinguiblessegUin su origen: humano,
canino o felino®*®. La transmisién horizontal
de S aureus MR de origen humano aun perro
se hacomprobado recientemente’®. En nuestro
trabajo no se aislaron S. aureus MR, los
aislamientos de estafilococos MR se
obtuvieron de S. intermedius y S
saprophyticus.

En gatos un 65,4% del total de
estafilococos recuperados de saliva fueron R
aPeny de estos €l 22,1% expresaron MR. El
83,3% de S intermedius fue R a Pen'?. En
otro estudio sobre dos poblacionesdeanimales,
se compara la prevalencia de especies de
estafilococosMR: a) piel de gatos sanos: 20%
de S aureus, 18% de S. intermedius y, b)
piodermias: 100% S. schleiferi subsp.
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schleiferi, 7% S. aureus'. En nuestra
investigacion no se encontraron estafilococos
MR.

Es interesante considerar, desde una
mirada epidemiol 6gica, que | os estafilococos
MR de origen canino, felino y humano son
fenotipica y molecularmente idénticos a
diferencia de lo que ocurre con estafilococos
MR aislados de otros animales domésticos*
10, En la actualidad, diferentes grupos de
investigacion sededican atratar de comprender
la potencial transmision bidireccional de
patégenos entre el humano los animalesy su
prevaencia’.

Conclusion

Los aportes del presente estudio orientan
sobre la prevalencia local de las diferentes
especies de estafilococos relacionados con
infecciones en perros y gatos y su perfil de
susceptibilidad a los betalactamicos. La
identificacion de las especies resulta una
herramienta itil paradeterminar €l significado
clinico del hallazgo, asi como para establecer
criterios para una vigilancia epidemiol 6gica
sobre el uso de antimicrobianos en la clinica
veterinaria. Por otra parte es importante
conocer que a través de la estrecha relacion
entre el hombre y sus mascotas puede existir
el riesgo de diseminar genes de resistencia a
los antibiéticos cuando una o ambas
poblaciones persisten en el uso indebido de
estas drogas.
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