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Resumen: Se estudiaron 96 muestras provenientes de caninos que presentaban diferentes formas
clinicas de piodermia. El objetivo fue detectar, mediante pruebas fenotipicas, la presencia de Staphylo-
coccus pseudintermedius y, mediante antibiograma, la resistencia antimicrobiana a la meticilina y a
otros antimicrobianos de uso comun en la practica clinica, ambos métodos utilizados en el laboratorio
de diagnostico veterinario. S. pseudintermedius se identificé en 91 animales (94,8 %) y la resistencia
a la meticilina se detect6 en 31 cepas (34 %). De ellas, 21 (93,5 %) expresaron multirresistencia a
4, 5 y 6 antimicrobianos. El perfil de resistencia predominante fue OXA-ERY-CLIN-TMS-CIP-CMP.
Entre los otros antibidticos probados, los que presentaron mayor porcentaje de resistencia fueron:
trimetoprima sulfametoxazol 61/67 %, eritromicina 59/64,4 %, clindamicina 55/60 % y ciprofloxacina
47/52 %). Todas las cepas fueron sensibles a vancomicina, nitrofurantoina y rifampicina. La prueba D
(conocida como D-test) se utilizé para evaluar la resistencia inducible a la clindamicina. Se concluye
que la identificacion fenotipica de S. pseudintermedius, asi como el antibiograma, son herramientas
importantes para colaborar en la utilizacion responsable de los antimicrobianos en medicina veterinaria.

Palabras clave: identificacion fenotipica, Staphylococcus pseudintermedius, antibiograma, meticili-
norresistencia, piodermia canina

Abstract: Ninety-six samples from dogs with different clinical forms of pyodermia were studied, with
the objective of detecting the presence of Staphylococcus pseudintermedius by phenotypic tests and
the antimicrobial resistance to methicillin and other antimicrobials commonly used in clinical practice.
S. pseudintermedius was identified in 91 animals (94.8 %) and methicillin resistance was detected in
31 strains (34 %). Of these, 21 (93.5 %) expressed multiresistance to 4, 5 and 6 antimicrobials. The
predominant resistance profile was OXA-ERY-CLIN-TMS-CIP-CMP. Among other antibiotics tested,
the ones with the highest percentage of resistance were: trimethoprim-sulfamethoxazole (67%),
erythromycin (64.4 %), clindamycin (60 %) and ciprofloxacin (52 %). All strains were sensitive to
vancomycin, nitrofurantoin and rifampicin. The D-test was performed to evaluate inducible resistance
to clindamycin. It is concluded that the phenotypic identification of S. pseudintermedius as well as
the antibiogram are important tools to contribute to the responsible use of antimicrobials in veterinary
medicine.
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Introduccién

La piodermia canina es una entidad a la que
habitualmente se enfrenta el médico veterinario en la
practica clinica. Las opciones del tratamiento varian,
segun la profundidad y localizacion de la lesion, desde
la aplicacion de antisépticos y antimicrobianos locales
hasta el uso de antibidticos sistémicos.

La clasificacion del agente etiolégico mas fre-
cuentemente involucrado cambié luego de la revision
de la clasificacion de los estafilococos coagulasa
positivos. Asi, la descripcion de la nueva especie
«Staphylococcus pseudintermedius Devriese et al.,
2005» completo la agrupacion con varios estafiloco-
cos estrechamente relacionados en el grupo llamado
Staphylococcus intermedius (GSI),que hoy involucra
a S. intermedius, S. pseudintermedius 'y S. delphini
grupo A 'y B. Como consecuencia de la revision de
esta clasificacion, se asume que la mayoria de los
estafilococos aislados de caninos e identificados como
S. intermedius son S. pseudintermedius. Sin embargo,
la determinacién de especie mediante pruebas bioqui-
micas presenta limitaciones, ya que existen escasas
pruebas bioquimicas/metabdlicas que los diferencien
(Sasaki et al., 2007).

Esta bacteria forma parte de la microbiota
normal del perro; constituye, en la boca 57 % de la
microbiota, en el periné 52 % y en ingles 23 %. Es
un patdégeno oportunista y no causa enfermedad, a
menos que la inmunocompetencia del hospedador
se encuentre disminuida o que la barrera cutanea se
altere por factores como dermatitis atépica, procedi-
mientos médicos, quirdrgicos o factores ambientales
(Bannoehr & Guardabassi, 2012).

Desde la descripcion de S. pseudintermedius se
conoce su sensibilidad a los antibidticos betalactamicos,
pero a partir de 2006 surgid la resistencia a la meticilina
(S. pseudintermedius resistente a la meticilina, SPRM).
Se trata de una situacion similar a la de S. aureus re-
sistente a la meticilina (SARM) por la presencia del gen
mec A (Weese & van Duijkeren, 2010), a pesar de que
en S. pseudintermedius se describen actualmente otros
genes mec (Chanchaithong et al., 2016).

La prueba de sensibilidad a los antimicrobianos
por difusion (antibiograma), utilizada comunmente en
los laboratorios de diagndstico es, en la practica, la
que puede ayudar al veterinario clinico a seleccionar
el antibiético adecuado para instaurar un tratamiento
criterioso y con mayor probabilidad de éxito. El antibio-
grama se realiza segun pautas y recomendaciones de
instituciones internacionales, tales como el European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EU-
CAST) y el Clinical and Laboratory Standars Institute
(CLSI). Este ultimo es el que se toma como referencia
en nuestro pais para la interpretacion de las pruebas
de sensibilidad.

La deteccion de resistencia a meticilina y a otros
antibidticos betalactamicos mediada por el gen mec A
en S. pseudintermedius ha sido motivo de controversia
a través del tiempo.

En 2009, los grupos de investigadores en-
cabezados por Schissler y por Bemis evaluaron la
utilidad de los puntos de corte del CLSI para detectar
resistencia a meticilina en aislamientos de S. pseudin-
termedius de caninos. Demostraron que el disco de
cefoxitina usado para predecir resistencia a meticilina
en S. aureus y estafilococos coagulasa negativos no
es util para S. pseudintermedius, pero si lo es el disco
de oxacilina. Las normas Vet01-S28, de 2013 del CLSI,
incluyeron puntos de corte para oxacilina a S. pseu-
dintermedius, dado que es el adecuado para detectar
la meticilinorresistencia en esta especie bacteriana.

El CLSI tiene puntos de corte establecidos
para S. aureus aislados de humanos con el disco de
cefoxitina 30 pg (S =22 mm/ R £ 21 mm). En 2013,
este instituto eliminé de las tablas de estafilococos a
la oxacilina, dado que la cefoxitina es mejor marcador
de resistencia a meticilina mediada por el gen mec A.
En 2016 incorporé puntos de corte de oxacilina para
S. pseudintermedius (S 218 mm/ R <17 mm) y con-
signd que ni el disco de cefoxitina ni la concentracion
inhibitoria minima (CIM) de cefoxitina son apropiados
para detectar resistencia a meticilina mediada por el
gen mec A en esta especie (CLSI, 2016).

Para el laboratorio de diagnédstico bacteriol6gi-
co, la evolucién en la clasificacion de los estafilococos,
asi como las normas para la interpretacion de su com-
portamiento frente a los antimicrobianos in vitro son
motivos de actualizacién y desafio, pues la correcta
identificacion de la especie de estafilococo es indis-
pensable para predecir la resistencia antimicrobiana.

A pesar de que los avances tecnolégicos para
identificar S. pseudintermedius, como las técnicas mo-
leculares (Bannoehr et al., 2009) y de espectrometria
de masa (Descristophoris et al., 2011), permiten una
identificacion certera, la mayoria de los laboratorios
de diagnostico veterinario utilizan la identificacion
fenotipica.

Este trabajo recopila la identificacion de S.
pseudintermedius aislados de perros con diagnéstico
clinico de piodermia en el transcurso de 10 meses, asi
como la resistencia que presentaron a la meticilina y
a otros antimicrobianos de prescripcion habitual, por
medio de la utilizacién de pruebas fenotipicas y de
antibiograma, respectivamente. Se pretende alertar a
los médicos veterinarios clinicos sobre la importancia
que tienen el laboratorio de diagnodstico veterinario
en la identificacion del microorganismo y las pruebas
de sensibilidad antimicrobiana como herramientas
de suma utilidad para la eleccion y prescripcion co-
rrecta del farmaco, asi como sobre su uso prudente
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para prevenir o evitar la extension de la resistencia
antimicrobiana.

Materiales y métodos

Se obtuvieron y enviaron al laboratorio muestras
de 96 caninos de entre 6 meses y 14 afos de edad,
con diagnéstico clinico de piodermia. Se registraron:
edad, raza, sexo, datos de enfermedades de base,
tipo de piodermia segun su localizacion y evolucion,
antimicrobianos utilizados en tratamientos previos a
la toma de muestras. Se procesaron 96 hisopados de
piel. Las muestras se tomaron de tres lesiones dife-
rentes por hisopo, en el periodo comprendido entre
febrero y diciembre de 2016, de caninos provenientes
de la Ciudad Autonoma de Buenos Aires, Gran Buenos
Aires y La Plata, Republica Argentina.

En el laboratorio, se sembraron en caldo salado
(NaCl al 6,5 %) para su preenriquecimiento selectivo a
37 °C durante 24 h y, posteriormente, en agar manitol
salado. Las colonias sospechosas fueron repicadas
en agar tripticasa soya para obtener un cultivo puro.
La identificaciéon de especies se realiz6 mediante las
siguientes pruebas bioquimicas: coagulasa, Voges
Proskauer, fermentacion de trehalosa, manitol y mal-
tosa, hidrolisis de la arginina y I-pirrolidonilarilamidasa.

La sensibilidad a los antimicrobianos se de-
termind mediante el método de difusién en agar
segun normas M2-A 11 del CLSI. Se utilizaron discos
de oxacilina 1 pug (OXA), eritromicina 15 pg (ERY),
clindamicina 2 pg (CLIN), ciprofloxacina 5 pg (CIP),
nitrofurantoina 30 pg (NIT), rifampicina 5 pg (RIF),
cloranfenicol 30 pg (CMP), minociclina 30 pg (MIN)
trimetoprima-sulfametoxazol 25 ug (TMS) y vanco-
micina 5 pg (VAN) (Laboratorio Britania S. A, CABA,
Argentina). Los resultados del método de difusion
con oxacilina, eritromicina, clindamicina, cloranfeni-
col y trimetoprima sulfametoxazol se interpretaron
segun las normas CLSI (2013) para aislamientos de
animales Vet01-S28, mientras que, con el resto de
los antimicrobianos, los resultados se interpretaron
segun las normas CLSI M100-S26 (2016) para ais-
lamientos de humanos, por no disponer de puntos
de corte para aislamientos de animales. Se evalu6
el fenotipo de resistencia a macrdlidos utilizando la
prueba D, segun lo describen Steward et al. (2005)
para S. aureus. La prueba D se realiza colocando los
discos de eritromicina y clindamicina separados por
una distancia de 15 mm entre si, de borde a borde. El
desarrollo en forma de letra D en la zona circular de
inhibicién alrededor del disco de clindamicina indica
la presencia de MLSB inducible.

Resultados

S. pseudintermedius se aisl6 e identificd en
n=91 (94,8 %) de los animales mediante identifica-

S. pseudintermedius en piodermias caninas

cion fenotipica. Los antimicrobianos que presentaron
mayores registros de resistencia fueron TMS n=61
(67 %), seguidos por ERY n=59 (64,8 %)y CLIN n=55
(60,4 %). Hubo 15 aislamientos (16 %) que mostraron
sensibilidad a todas las drogas probadas (Tabla 1).

La resistencia a la meticilina, detectada utili-
zando el disco de oxacilina segun la recomendacion
del CLSI, se presentd en 31 cepas (34 %). De ellas,
21 (93,5 %) expresaron multirresistencia a 4, 5y 6
antimicrobianos. El perfil de resistencia predominante
fue ERY-CLIN-TMS-CIP, seguido del perfil OXA-ERY-
CLIN-TMS-CIP-CMP (Tabla 2).

Tabla 1. Resistencia a los antimicrobianos probados en
91 cepas de S. pseudintermedius aisladas de caninos
con piodermia.

Antimicrobiano Cantidad de aislamien-

tos resistentes (%)
Oxacilina 31 (34 %)
Eritromicina 59 (65 %)
Clindamicina 55 (60 %)
Ciprofloxacina 47 (52 %)
Trimetoprima-sulfametoxazol 61 (67 %)
Cloranfenicol 15 (16 %)
Minociclina 1 (1 %)
Rifampicina 0 (0 %)
Nitrofurantoina 0 (0 %)
Vancomicina 0 (0 %)
Tabla 2. Fenotipo de resistencia.
Resistencia Fenotipo de resistencia N° de cepas
7ATB?® OXA® —ERY® —CLIN¢-TMSe-CIP™- 3
CMPe-RIP
6 ATB OXA-ERY-CLIN-TMS-CIP-CMP 8
6 ATB OXA-ERY-CLIN-TMS-MINO-CMP 1
5ATB ERY-CLIN-TMS-CIP-CMP 1
5ATB OXA-ERY-CLIN-TMS-CIP 9
4 ATB ERY-CLIN-TMS-CIP 15
4 ATB OXA-ERY-CLIN-TMS 4
4 ATB OXA-ERY-CLIN-CMP 1
4 ATB OXA-ERY-CLIN-CIP 3
3ATB ERY-CLIN-TMS 8
3ATB ERY-TMS-CIP 1
3ATB ERY-CLIN-CIP 1
2 ATB TMS-CIP 3
2 ATB ERY-CLIN 1
2 ATB CIP-CMP 1
1ATB TMS 8
1ATB ERY 3
1ATB CIP 3
1ATB OXA 2
Ningun ATB 15

aantimicrobiano, Poxacilina, °eritromicina, dclindamicina, etrimeto-
prima/sulfametoxazol, ‘ciprofloxacina, 9cloranfenicol, "rifampicina,
iminociclina
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La resistencia a macrdlidos en estafilococos
puede deberse al mecanismo de eflujo o a la mo-
dificacion del sitio blanco macrélido-lincosamida-
estreptogramina B (MLSB). La resistencia MLSB
puede ser constitutiva o inducible tras la exposicion
a un macrdélido.

De los 59 aislamientos resistentes a ERY, 4
(6,8 %) presentaron sensibililidad a CLIN y prueba
D negativas, correspondiente al fenotipo M de eflujo.
Los 55 aislamientos restantes presentaron resisten-
cia a ERY y CLI correspondiente al fenotipo MLSB
constitutivo.

Hubo solo un aislamiento resistente a minoci-
clina (1 %). Todos los aislamientos fueron sensibles
a VAN, RIF y a NIT.

Discusion y conclusiones

La colonizacién con S. pseudintermedius en
perros es comun, ya que la bacteria reside en su piel
y mucosas. Se informé su aislamiento hasta en un
90 % de los animales portadores sanos (Griffeth et
al., 2008). La piodermia asociada con este patégeno
oportunista es una infeccién comun de los caninos que
frecuentemente requiere de tratamientos prolongados.
Sin embargo, el tratamiento se ha visto dificultado por
el aumento de la resistencia a los antimicrobianos
(Bannoehr & Guardabassi, 2012). La infeccidn surge,
generalmente, cuando las barreras cutaneo-mucosas
son alteradas, ya sea por lesiones ocasionadas por
procedimientos quirirgicos o medicamentosos, por
dermatitis parasitarias, dermatitis atdpicas o enfer-
medades metabdlicas (Bannoehr & Guardabassi,
2012). En cuanto a las formas de presentacion de las
dermatitis, las formas superficial y generalizada fueron
las mas frecuentes, coincidiendo con la bibliografia
(Bloom et al., 2014).

La infeccidon causada por SPRM es un desafio
emergente por la aparicion de cepas multirresistentes
a betalactamicos, macrolidos, lincosamidas, aminoglu-
coésidos sulfonamidas y cloranfenicol y las limitadas
opciones terapéuticas que presentan algunos casos.
Ante este problema, surgieron investigaciones como
la de Waleed Younis et al. (2017) para hallar com-
puestos con otros sitios de accion como, por ejemplo,
compuestos de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima, que aun estan en evaluacion.

Se registré un 34 % de resistencia a la meti-
cilina con el disco de oxacilina e interpretandolo con
los puntos de corte de CLSI para aislamientos de
S. pseudintermedius en animales (Vet01-S28 CLSI,
2013), resistencia que generalmente estad determi-
nada por la presencia del gen mec A (Weese & van
Duijkeren, 2010). Algunos investigadores discrepan en
la interpretacién de esos datos, argumentando que el

rol del gen mec A con el informe extendido de resis-
tencia a los compuestos betalactamicos se establecié
sobre la base clinica y microbioldgica de S. aureus en
humanos, y que fue trasladado a S. pseudintermedius
en medicina veterinaria sin estudios especificos en
animales. Mientras se aguardan estas investigaciones,
se recomienda informar los aislamientos que presen-
tan resistencia a la oxacilina como resistentes a los
antibioticos betalactamicos que se utilizan en medicina
veterinaria, con una evaluacién clinica del caso antes
de cambiar el tratamiento si, por ejemplo, los animales
estan siendo tratados con amoxicilina-clavulanico o
cefalexina (Guardabassi ef al., 2017).

La observacion de altas resistencias a TMS,
CIP y ERY se registraron en otro estudio similar de
piodermias caninas en la Universidad de Santa Maria,
Brasil, pero con valores mas bajos que los nuestros
(TMS 29,9 %, ERY 17,7 %, CIP 18,8 %). En el mismo
estudio detectaron 0,6 % de resistencia a la vanco-
micina, resistencia que no se encontré entre los 91
aislamientos de este trabajo (da Silva ef al., 2014).

La resistencia a macrélidos en estafilococos
puede deberse al mecanismo de eflujo o a la mo-
dificacion del sitio blanco macrélido-lincosamida-
estreptogramina B (MLSB). La resistencia MLSB
puede ser constitutiva o inducible tras la exposicion
a un macrolido. Cuando se observa resistencia a la
eritromicina y la clindamicina tiene halo de sensibilidad
pero presenta achatamiento, la prueba D es positiva
y significa que hay resistencia inducible. Segun CLSI,
los aislamientos que presenten prueba D positiva, a
pesar de presentar halo de sensibilidad a clindamicina,
se deben informar resistentes, ya que podrian desa-
rrollar resistencia intra-tratamiento y llevar al fracaso
terapéutico.

En nuestro trabajo no encontramos resistencia
inducible a clindamicina (MLSB inducible), como tam-
poco la informaron Faires et al. (2009) en un estudio
de SPRM en perros y gatos, ni Vigo et al. (2015) en
un estudio retrospectivo de S. pseudintermedius de
diferentes casos clinicos en caninos. Gold & Lawhon
(2013), aunque hallaron solamente 1,32 % de resis-
tencia inducible (8/608), enfatizaron la importancia de
la prueba D, debido a que la alternativa recomendable
ante una falla terapeutica con amoxicilina-clavulanico y
cefalosporinas de primera generacion es la clindamici-
na, debido a su eficacia, seguridad y buena distribucion
en piel. Sin embargo, los valores de resistencia para
clindamicina hallados (60%) fueron altos y similares
a los encontrados por Moodley et al. (2014) en la re-
vision que realizaron entre 1980-2013 con un rango
de porcentajes entre 60-80.

Las interpretaciones de los resultados de los
antibiogramas podrian ser objetadas en los casos en
los que no estan establecidos los puntos de corte para
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dicho antimicrobiano en medicina veterinaria. Tal es
el caso de la minociclina y la doxiciclina que fueron
evaluadas por Hnot et al. (2015). Estos autores obser-
varon que muchas cepas portadoras de genes tetM,
que confieren resistencia a tetraciclina por metilacion
ribosomal, eran sensibles a ambos antibioticos si se
interpretaban con los puntos de corte para aislamien-
tos de humanos, es decir que estos puntos de corte
no son apropiados para animales.

La definicion y la clasificacion de las especies en
bacteriologia han ido cambiando y la taxonomia tiende
a diversificarse debido a la proliferacion de técnicas
moleculares que se registran dia a dia y forman parte
de bases de datos actualizadas.

En esta especie bacteriana se describieron dos
casettes cromosomicos (SCCmec) nuevos que portan
mec A: SCCmec II-lll y SCCmec VII. Este ultimo es
un nuevo elemento propio de S. pseudintermedius
que no se encuentra en S. aureus (Descloux ef al.,
2008). Se completo la secuenciacion de los 3 tipos
clonales dominantes de S. pseudintermedius metici-
linorresistentes (ST 84, ST 71 y ST 68), todos con el
gen mec A (Riley et al., 2016).

A pesar de estos avances, en la practica clinica
y en los laboratorios veterinarios se siguen utilizando,
tanto para la identificacion bacteriana como para
determinar la sensibilidad a los antimicrobianos,
pruebas bioquimicas convencionales y antibiograma
por difusion.

En el caso de la resistencia a la meticilina
mediada por el gen mec A, la prueba de oro para
confirmarla es la PCR, pero las normas CLSI12013 ya
establecieron luego de las apreciaciones realizadas
por Schissler et al. (2009) y Bemis et al. (2009) que
el disco de oxacilina puede ser, como para el caso
de S. aureus el disco de cefoxitina, el predictor de
dicha resistencia. Las pruebas que evaluan carac-
teristicas macroscépicas, reacciones bioquimicas y
metabdlicas asi como el antibiograma por difusion
son las que pueden ofrecerse a los médicos veteri-
narios para la resolucién de los casos de dermatitis
por S. pseudintermedius, mas aun cuando apare-
cen cepas multirresistentes. Sin embargo, son las
que pueden ofrecerse a los médicos veterinarios
para la resolucién de los casos de dermatitis por S.
pseudintermedius, mas aun cuando aparecen cepas
multirresistentes.

Este estudio de laboratorio permitié conocer la
prevalencia de S. pseudintermedius, a partir de mues-
tras de piel, en pacientes caninos con piodermias en
un periodo de 10 meses en el afio 2016. El estudio del
comportamiento de la bacteria frente a los diferentes
antimicrobianos utilizados corrientemente en la prac-
tica clinica fue de valor para que el médico veterinario
tomara decisiones para la eleccion del tratamiento.

S. pseudintermedius en piodermias caninas

Estas acciones colaboran con el uso prudente
de los antimicrobianos en medicina veterinaria, tal
como lo propone la Organizacion Mundial de Sanidad
Animal (OIE), para preservar la eficacia de estos valio-
sos medicamentos, considerados un bien publico mun-
dial, en los animales, el hombre y el medio ambiente.
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