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1. RESUMEN

La presente investigacion aborda la problematica de la resistencia a los
antimicrobianos en cepas de Staphylococcus pseudintermedius, un patdégeno
oportunista de relevancia en medicina veterinaria y creciente importancia en
medicina humana. Se destaca la importancia clinica de esta especie, especialmente
en su capacidad para desarrollar resistencia a la meticilina, un fenémeno asociado
al gen mecA presente en el cassette cromosdmico estafilocécico (SCCmec). Se
evaluo la susceptibilidad in vitro de cepas de Staphylococcus pseudintermedius
resistentes a la meticilina (MRSP), utilizando muestras obtenidas de hisopados
nasales de pacientes caninos en la ciudad de Puebla, México. El periodo de
muestreo abarco febrero-marzo de 2023, y se incluyeron tanto pacientes con signos
de infeccién como aquellos sin evidencia de enfermedad. La metodologia empleada
incluyé el aislamiento e identificacion de las cepas, utilizando pruebas fenotipicas
como la catalasa y coagulasa. La prueba de susceptibilidad in vitro se realizé
mediante la técnica de difusién en disco en medio sdlido, con especial énfasis en la
identificacién del fenotipo MRSP utilizando sensidiscos de oxacilina. Ademas, se
evalu6 la susceptibiidad a otros antibidticos relevantes, como
sulfametoxazol/trimetoprim, amikacina y tetraciclina. Los resultados revelaron que
el 45.2% de las muestras analizadas correspondian a Staphylococcus
pseudintermedius. De estas cepas, el 66.7% exhibid resistencia al fenotipo MRSP,
planteando preocupaciones sobre la presencia de bacterias resistentes en
pacientes caninos, incluso en ausencia de signos clinicos evidentes. Ademas, se
observo resistencia a otros antibiéticos, aunque todas las cepas fueron sensibles a
la amikacina. Se compararon estos hallazgos en el panorama internacional, con
estudios similares realizados en Alemania, China, Holanda y Tailandia. Se destaca
la posible tendencia al alza en la prevalencia de MRSP, subrayando la importancia
de la vigilancia continua para comprender la dinamica de la resistencia bacteriana.
Este estudio constituye uno de los primeros informes sobre la presencia de cepas
MRSP en animales de compainiia en la ciudad de Puebla, México. La resistencia a

los antibidticos se presenta como un problema critico con implicaciones para la
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salud humana y animal, subrayando la necesidad de estrategias de monitoreo y
control. Los datos recopilados contribuyen a la comprension de los patrones locales
de resistencia y ofrecen informacion crucial para el desarrollo de estrategias

efectivas contra esta problematica creciente.
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2. INTRODUCCION

El género Staphylococcus consiste en una variedad de patégenos oportunistas de
relevancia variable en medicina veterinaria. Los estafilococos clinicamente mas
relevantes en medicina veterinaria son el Staphylococcus aureus coagulasa positivo
y los miembros del grupo Staphylococcus intermedius, particularmente

Staphylococcus pseudintermedius (1).

Una propiedad destacada de los estafilococos es su capacidad para volverse
resistentes a los antimicrobianos. La resistencia a la meticilina es de particular
relevancia porque es conferida por la presencia del gen mecA, que codifica para la
produccion de una proteina de union a penicilina (PBP) alterada (PBP2a o PBP2’)
que tiene baja afinidad por todos los antimicrobianos betalactamicos (penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos). Por lo tanto, los estafilococos resistentes a la

meticilina son resistentes a esta amplia gama de importantes antimicrobianos.

El gen mecA reside en un cassette cromosomico estafilococico (SCCmec). Otros
genes de resistencia también pueden estar ubicados en este casete cromosémico
o en otra parte del genoma, lo que limita aun mas las opciones de tratamiento. S.
aureus resistente a la meticilina (MRSA) y S. pseudintermedius resistente a la
meticilina (MRSP) han surgido como problemas importantes en la medicina

veterinaria, desde el punto de vista de la salud animal y la salud publica (2).

La especie estafilococica coagulasa positiva mas prevalente en perros, aislada tanto
de piel normal y mucosa oronasal como de infecciones cutaneas y de oido, fue S.
intermedius. Usando un enfoque de identificacion molecular, los aislados caninos
que previamente habian sido identificados fenotipicamente como S. intermedius
fueron reclasificados como S. pseudintermedius. Devriese propuso que las cepas
caninas identificadas por medios tradicionales deberian informarse como S.
pseudintermedius a menos que la investigacion gendmica demuestre que

pertenecen a otras especies relacionadas (3) (4).

Se ha demostrado que una pequena proporcidon de cepas de S. intermedius

(clasificacion antigua, ahora S. pseudintermedius) aisladas tanto de perros sanos
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como de perros que muestran infecciones de la piel y del oido son resistentes a la
meticilina mecA positivas. Aunque S. pseudintermedius rara vez es responsable de

infecciones humanas, es posible que se transmita de perro a humano (5).
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3. MARCO TEORICO

3.1 Staphylococcus pseudintermedius

La piel de los mamiferos esta colonizada por un gran nimero de microorganismos
que se conocen colectivamente como microbiota, que incluye varias especies del

género Staphylococcus (6).

Los estafilococos representan importantes patdgenos bacterianos oportunistas en
humanos y animales. Las especies mas comunes asociadas con infecciones en
animales de compafia son Staphylococcus aureus coagulasa positivo vy
Staphylococcus pseudintermedius (S. pseudintermedius) (7). Staphylococcus
aureus es un organismo colonizador de la piel y el tracto respiratorio superior de un
componente inocuo de la flora comensal y causa infeccion invasiva tanto en

humanos como en animales (8).

Staphylococcus pseudintermedius, descrito inicialmente en 2005, es un comensal
en perros y también se reconoce como un patégeno oportunista frecuente, que
causa principalmente infecciones de la piel y complicaciones posoperatorias.
Ademas, aunque su huésped natural son los perros y, en menor medida, los gatos,
se ha informado de portaciéon o infecciones en humanos, que normalmente se
asocian con la exposicion a perros, lo que destaca el potencial zoonético de S.

pseudintermedius (9).

En perros saludables, S. pseudintermedius forma parte de la microflora cutanea
normal y coloniza la piel, los foliculos pilosos, el pelaje y, en particular, sitios
mucocutaneos como la nariz, la boca y el ano. S. pseudintermedius constituye
aproximadamente el 90% de los estafilococos aislados de portadores sanos caninos
y de perros con enfermedades cutaneas subyacentes. Las tasas de portadores
informadas por cinco estudios transversales realizados en grandes poblaciones de
perros saludables (n > 50) e incluyendo multiples sitios corporales son bastante
variables, oscilando entre el 46% y el 92%. La alta variabilidad en las tasas de
portadores reportadas por diferentes estudios puede reflejar la diversidad en los
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criterios de inclusion utilizados para la seleccion de las poblaciones estudiadas, en
la cantidad y tipos de sitios corporales muestreados (por ejemplo, portadores
nasales versus portadores en multiples sitios corporales) y en los métodos utilizados

para el muestreo de cada sitio corporal (10) (11).

S. pseudintermedius se ha identificado tradicionalmente mediante la morfologia de
colonias y pruebas fenotipicas estandar. Las colonias son de tamafio mediano,
elevadas y sin pigmentacion, y muestran una b-hemoalisis grande e incompleta y una
d-hemolisis pequefia y completa, ya sea individualmente o en combinacién

(hemdlisis doble), en agar de sangre de oveja o bovina (12).

La a-hemolisis completa no ocurre en esta especie, y no se recomienda el uso de
agar de sangre de caballo para el aislamiento primario porque no se observan
patrones de hemdlisis en este medio. Un ojo entrenado puede, en la mayoria de las
circunstancias, distinguir la morfologia de las colonias de S. pseudintermedius de la
de S. aureus, que tiene colores y patrones de hemdlisis variables, asi como de las
especies coagulasa-negativas, que son ligeramente mas pequefas y generalmente

no hemoliticas (13).

S. pseudintermedius no puede distinguirse claramente de los otros miembros del
SIG (Staphylococcus intermedius group) mediante métodos fenotipicos.
Staphylococcus intermedius puede diferenciarse fenotipicamente de S.
pseudintermedius y S. delphini mediante la reaccién de dihidrolasa de arginina (S.
intermedius es negativo), la produccion de acido a partir de b-gentobiosa en
condiciones aerdbicas (S. intermedius es positivo) y D-manitol anaerébicamente (S.
intermedius es positivo). S. pseudintermedius y S. delphini no son claramente

distinguibles mediante pruebas fenotipicas (14).

Debido a la falta de pruebas fenotipicas confiables y kits de prueba comercialmente
disponibles, la identificacién rutinaria de S. pseudintermedius en laboratorios de
diagnéstico se basa actualmente en el hecho de que las especies del SIG, aparte
de S. pseudintermedius, son virtualmente inexistentes en perros. Sin embargo, para
la correcta identificacion de especies dentro del SIG, se necesitan métodos

moleculares (15).

Pagina | 8



Similar a S. aureus, S. pseudintermedius produce una variedad de factores de
virulencia, incluyendo enzimas como la coagulasa, la termonucleasa y proteasas,
proteinas de superficie como el factor de aglutinacién y la proteina A, y toxinas como
citotoxinas, toxina exfoliativa y enterotoxinas. Ademas, se ha demostrado que S.
pseudintermedius forma biofilms. Sin embargo, nuestro conocimiento sobre la
patogénesis de S. pseudintermedius sigue siendo muy limitado, y la mayoria de los

factores de virulencia no han sido caracterizados en detalle (16).

S. pseudintermedius, a menudo descrito como el "estafilococo dorado del perro”,
comparte varias caracteristicas con S. aureus, especialmente la capacidad de
expresar una variedad de factores de virulencia como: (i) enzimas proteoliticas,
incluyendo coagulasa y proteasa, (ii) componentes microbianos de la superficie que
reconocen moléculas adhesivas de la matriz (MSCRAMMSs), como la proteina A
estafilococica, que son proteinas de la superficie del huésped y participan en la
colonizacion activa de tejidos y en la evasion del sistema inmunolégico del huésped,
y (iii) toxinas. Entre estas ultimas, las toxinas formadoras de poros (PFTs) se han
investigado extensamente por su capacidad para daiar las membranas plasmaticas
y provocar la lisis celular. Algunas de ellas inducen la muerte celular después de la

union de la toxina a receptores en la superficie celular (17).

3.2 Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP)

Segun una encuesta reciente, casi 90,5 millones de hogares estadounidenses, el
70 % de todas las familias estadounidenses, tienen al menos una mascota. Entre

ellos, 45,3 millones de hogares tienen un gato y 69,0 millones tienen un perro (18).

Las cifras de prevalencia reportadas encontraron que el 20% de la poblacién era
portador nasal persistente, mientras que el 30% tenia casos recurrentes. S. aureus
sigue siendo una de las principales infecciones bacterianas comunales en humanos

y animales (19).

S. pseudintermedius resistente a la meticilina (MRSP) se report6 por primera vez en
los EE. UU. en 1999 y en Europa en 2007. Las infecciones causadas por MRSP son
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dificiles de controlar debido a sus perfiles caracteristicos de resistencia a los

antibioticos betalactamicos (20).

Ademas, el fenotipo MRSP se asocio frecuentemente con la resistencia a casi todos
los antibidticos disponibles en medicina veterinaria, lo que genero6 serios desafios
terapéuticos y una opcion tentadora para los veterinarios de tratar las infecciones

por MRSP con antimicrobianos de importancia critica en la medicina humana (21).

Al igual que S. aureus, S. pseudintermedius puede contener un elemento movil
llamado Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec). Un casete
SCCmec tipico contiene un complejo génico de recombinasa (ccr) y un complejo

génico mec, que contiene el gen mecA (22).

Una propiedad destacada de los estafilococos es su capacidad para volverse
resistentes a los antimicrobianos betalactamicos. El fenotipo MRSP tiene relevancia
porque es conferido por presencia del gen mecA, que codifica la produccion de una
proteina fijadora de penicilina (PBP) alterna (PBP2a o PBP2') que tiene baja afinidad
por todos los antibidticos betalactamicos (penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos) Por lo tanto, MRSP son resistentes a esta amplia gama de
importantes antimicrobianos. El gen mecA reside en un cassette cromosémico
estafilococico (SCCmec) (23).

Otros genes de resistencia también se pueden ubicar en este casete cromosémico
0 en otras partes del genoma, lo que limita aun mas el tratamiento opciones. Han
surgido S. aureus resistentes a la meticilina (MRSA) y S. pseudintermedius (MRSP)
resistentes a la meticilina como problemas importantes en la medicina veterinaria,

incluyendo desde el punto de vista de la salud publica y animal (23).

La aparicion de MRSP es reciente en relacion con la de MRSA y hasta ahora
parecen predominar dos clones geograficos con distintos tipos de casetes. Los tipos
[I-11l de SCCmec y VT difieren en el aparato regulador mecl/mecR1 de mecAy son
analogos a los dos tipos de estructuras de casete que se encuentran en HA 'y CA-

MRSA. Se caracteriza las regiones promotoras mecA/mecl/mecR1, blaZ/blal/ blaR1
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y mecA de aislados de MRSP y se determina el efecto de la presencia o ausencia

del gen regulador sobre la velocidad y abundancia de la transcripcién de mecA (24).

Tanto animales como humanos pueden estar contaminados, colonizados o
infectados con MRSP. La colonizacion se refiere a la presencia, crecimiento y
multiplicacion de MRSP en uno o varios sitios del cuerpo sin signos clinicos
observables o reaccidon inmunoldégica. El término "portador” en animales o humanos
se refiere a un individuo colonizado con MRSP. El sitio de colonizacion de MRSP
mas comunmente reportado en perros es la nariz y el ano, pero estos también son
los sitios mas comunmente evaluados. Otros sitios, como la faringe, también

podrian ser importantes, pero esto no ha sido completamente investigado (5).

La infeccion es una condicion en la que MRSP ha invadido un sitio del cuerpo, se
estd multiplicando en tejido y estda causando manifestaciones clinicas de la
enfermedad. Puede ocurrir contaminacion del pelaje, la piel y la nariz. Cuando un
individuo esta contaminado, las bacterias pueden lavarse facilmente, y a menudo
solo un cultivo es positivo para MRSP, mientras que cultivos subsiguientes son

negativos (25).

La hospitalizacién previa, las visitas hospitalarias frecuentes y los tratamientos
antimicrobianos prolongados son factores de riesgo asociados con las infecciones
por S. pseudintermedius. Ademas, ha habido un aumento en la aparicion de

infecciones humanas asociadas con la colonizacion por S. pseudintermedius (26).

MRSAy MRSP a menudo son multirresistentes a los agentes antimicrobianos vy, por
lo tanto, a menudo pueden sobrevivir bien en un entorno, como un hospital
veterinario, donde estan presentes animales enfermos que podrian portar y excretar

MRSA y/o MRSP y se utilizan agentes antimicrobianos (27).

3.3 Infecciones por MRSP en mascotas

Staphylococcus pseudintermedius es un organismo comensal que reside en la piel
y las mucosas de perros y gatos sanos, pero también puede causar infecciones de

la piel y otros tejidos corporales. En los ultimos anos, S. pseudintermedius resistente
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a la meticilina (MRSP) se ha aislado con una frecuencia cada vez mayor de animales

de compainiia y también ha surgido como un patégeno zoondtico de interés (28).

S. pseudintermedius es la causa mas frecuente de pioderma en perros. También se
aisla a menudo de pacientes veterinarios con heridas infectadas, sitios quirurgicos,
canal auditivo externo, vias respiratorias o urogenitales. S. pseudintermedius
también se aisla de gatos con infecciones del tracto respiratorio, conjuntivitis,

infecciones urogenitales, dermatitis, otitis y heridas (29).

La informacion sobre la microbiota en felinos es particularmente limitada. En
consecuencia, hay escasez de conocimientos sobre como ciertas especies
bacterianas se han adaptado a los huéspedes felinos. Algunos informes mostraron
que Staphylococcus pseudintermedius (S. pseudintermedius) esta menos adaptado
para adherirse a los corneocitos felinos en comparacion con los corneocitos caninos
in vitro. Este fendmeno podria explicar la tasa de prevalencia mucho mas baja de

colonizacion por S. pseudintermedius en gatos en comparacién con perros (29).

Dado que los perros domésticos (Canis familiaris) se encuentran entre los animales
de compafia mas populares en las sociedades occidentales, su microbioma
cutaneo, al que estan expuestos los humanos, es de interés general. Es importante
destacar que la microbiota de la piel de los perros es de especial interés, ya que,
dado que los perros y los humanos estan frecuentemente en contacto fisico y, a
menudo, comparten el mismo entorno de vida, puede tener un gran impacto en la

microbiota de los humanos que cohabitan (30).

Lo que es mas importante, el S. pseudintermedius resistente a la meticilina (MRSP)
ha surgido recientemente como un patdégeno oportunista desafiante que es
comparable al S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) en humanos con un
problema de salud publica importante. Este importante problema de salud publica
tiene consecuencias adicionales para los seres humanos porque el cromosoma mec
del casete estafilocdcico (SCCmec) que codifica variedades de sus factores
patogénicos, son altamente mdviles y pueden transferirse entre diferentes especies

de estafilococos (31).
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La pioderma canina es una de las infecciones cutaneas bacterianas mas comunes
diagnosticadas en la medicina veterinaria de pequefios animales y esta asociada
con enrojecimiento, lesiones, dolor e inflamacién. La pioderma canina puede variar
desde infecciones moderadas hasta infecciones graves y es desencadenada por
factores subyacentes como enfermedades cutaneas alérgicas, ectoparasitos vy
endocrinopatias. Esto inicia la colonizacion de S. pseudintermedius patégeno, que
es el patdbgeno mas comun asociado con infecciones cutaneas, aislado como el

patdégeno predominante en hasta un 92% de los casos de pioderma canina (32).

Aunque es evidente que S. pseudintermedius es el patdgeno predominante
asociado con la pioderma canina, también es la especie comensal mas comun en
los perros, y actualmente existe una falta de evidencia clara sobre si las especies

comensales causan infeccidn o si los aislamientos externos inician la infeccién (33).

El aumento de MRSP puede explicar la discordancia entre las especies de S.
pseudintermedius aisladas de la pioderma canina. MRSP se aisla en hasta el 59%
de los casos de pioderma canina, lo que podria indicar que los aislamientos de S.
pseudintermedius involucrados en las infecciones pueden adquirir genes necesarios
para la resistencia a la meticilina y parecer no estar relacionados con la especie

comensal (34).

Ademas, la adquisicidn de cepas externas que pueden causar enfermedad puede
ser respaldada por dos estudios independientes que han demostrado que MRSP de
perros infectados puede transmitirse a perros de contacto sanos y al entorno (por
ejemplo, areas de descanso y alimentacién). En la mayoria de los casos, los perros
sanos solo fueron positivos para MRSP cuando el perro infectado también lo era,
sugiriendo contaminacion en lugar de colonizacion en perros sanos. Sin embargo,
hubo un caso en el que el perro sano permanecio positivo para MRSP, resultando
en una infeccién en el oido, incluso después de que el perro infectado se recuperara
(35).

Esto sugiere que los aislamientos de S. pseudintermedius recuperados de
infecciones caninas no relacionadas con la especie comensal del perro pueden ser

causados por especies externas adquiridas al contacto con perros infectados. Sin
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embargo, aun queda espacio para la investigacion sobre los factores que pueden
contribuir a la diferencia entre la adquisicion de la infeccion versus la no adquisicion
al contacto de un perro sano con un perro infectado por MRSP que muestra
patologia de enfermedad. Estos hallazgos sugieren que MRSP puede tener la
capacidad de propagarse aun mas dentro de la comunidad canina, lo que puede
afectar la disponibilidad de opciones de tratamiento para tratar infecciones por
MRSP (36).

Dado el menguante arsenal para tratar MRSP, se necesitan con urgencia
modalidades de tratamiento alternativas que puedan usarse de manera segura en
la poblacion canina sin comprometer la eficacia de agentes reservados para
infecciones humanas. Dado que las infecciones involucran predominantemente la
piel, las terapias potenciales incluyen geles a base de miel y bacteriéfagos. Otras
areas de investigacion implican la reutilizacion de antimicrobianos (por ejemplo,
fosmidomicina), y también ha suscitado interés la utilizacion de agentes no

antimicrobianos (37).

Por ejemplo, el carprofeno, un medicamento antiinflamatorio no esteroideo, parece
restaurar la susceptibilidad a la doxiciclina en aislamientos de MRSP que llevan tetK,
mientras que agentes quimioterapéuticos comunmente utilizados en oncologia
veterinaria (por ejemplo, bleomicina) pueden inhibir el crecimiento de S.
pseudintermedius. Finalmente, se han propuesto componentes candidatos para una
vacuna, que incluyen toxinas y factores de virulencia de S. pseudintermedius: Luk-
[, proteina Ay SpEX (38).

3.4 MRSP en humanos

Varios trabajos de investigacion indican que las bacterias resistentes a los
antimicrobianos mas comunes que podrian transmitirse de las mascotas a los
humanos incluyen a Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA),
Staphylococcus  pseudintermedius resistente a la meticiina (MRSP),
Enterobacteriaceae productoras de ESBL/AmpC y bacterias MRD no fermentadoras

Gram-negativas. Algunos de estos patdgenos se encuentran tanto en humanos
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como en mascotas (p. €j., Enterobacteriaeceae), por lo que puede ser dificil
determinar la direccién de transmision. Sin embargo, otros patégenos como S.
pseudintermedius y Pasteurella multocida estan adaptados a perros y gatos
domeésticos y, por lo tanto, es mas probable que se transmitan de mascotas a

humanos en lugar de humanos a mascotas (18).

En contraste con S. aureus, que ha sido aislado de multiples especies
hospedadoras y muestra una adquisicion frecuente o pérdida de genes asociados
al hospedador, S. pseudintermedius parece estar mas restringido en cuanto al tipo
de hospedador que puede afectar. La informacion sobre la variacion genética y los
mecanismos que permiten la adaptacion de S. pseudintermedius a los humanos es
escasa. Un estudio sobre las propiedades de adherencia de S. pseudintermedius a
los corneocitos reveld una preferencia general por los corneocitos caninos en
comparacion con los corneocitos humanos, y otro estudio identificé una proteina
asociada a la pared celular con una alta fuerza de union al fibrinégeno canino en

comparacion con el fibrindgeno de otras especies hospedadoras (12).

La epidemiologia de la transmision de S. pseudintermedius entre animales y
humanos no esta bien caracterizada. La MRSP ciertamente puede ser transportada
por mascotas sanas, sus duefos y veterinarios, y ocasionalmente puede causar

infecciones en personas inmunodeprimidas (39).

S. pseudintermedius puede transmitirse a los humanos, pero S. pseudintermedius
en humanos podria diagnosticarse erroneamente como Staphylococcus aureus
porque comparten caracteristicas bioquimicas clave, como la capacidad de producir

coagulasa (22).

Las infecciones por S. pseudintermedius en humanos son raras, en su mayoria
locales y asociadas con heridas por mordedura de perro. Sin embargo, existen
informes de casos de neumonia, bacteriemia, endocarditis, absceso cerebral,
uUlceras de pierna infectadas, sinusitis y otitis. También se han informado infecciones
humanas debidas a MRSP adquiridas de perros. El primer informe de infeccion por
S. pseudintermedius en humanos se describié en 2006 cuando caus6 endocarditis

después de la implantacion de un dispositivo cardioversor-desfibrilador (DCI) (31).
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Si bien la relacion entre mascotas y duefios viene acompafada de innumerables
ventajas que contribuyen a la salud fisica y mental humana, es importante reconocer
que, tal como lo preconiza el concepto One health, el bienestar de ambas
contrapartes esta entrelazado. Por lo tanto, comprender el resistoma y la motilidad
potencial de los genes involucrados en las infecciones caninas resistentes a los
antimicrobianos es importante para ayudar a elaborar métodos de control que sean
mas efectivos y tengan en cuenta la naturaleza holistica de la salud humana y
animal (40).

3.5 La resistencia a antibioéticos como un problema de salud publica

Con el fin de estar aptos para sobrevivir, todos los organismos vivos se esfuerzan
por adaptarse a su entorno. Parte de este proceso de adaptacion incluye ajustarse
a las condiciones climaticas, a los alimentos, al agua y, en muchos casos, a la
disponibilidad de oxigeno, asi como a la presencia de agentes externos
potencialmente peligrosos o incluso letales. No es ningun secreto que muchos
insectos se han adaptado de manera notable a su entorno, al igual que los
microorganismos. Por lo tanto, no deberia sorprendernos que las bacterias hayan
demostrado una notable capacidad para resistir y adaptarse a su entorno, incluido
el desarrollo de diferentes mecanismos de resistencia frente a la mayoria de los

agentes antimicrobianos antiguos y nuevos (41).

La resistencia a los antibidticos en bacterias patogenas puede definirse
microbioldgica o clinicamente. La resistencia microbioldgica se refiere a la presencia
de un mecanismo de resistencia genéticamente determinado (adquirido o mutado),
clasificando al patégeno como resistente o susceptible mediante la aplicaciéon de un

umbral establecido en una prueba fenotipica de laboratorio (42).

La resistencia clinica es un nivel de actividad antimicrobiana que se correlaciona
con una alta probabilidad de fracaso terapéutico; en otras palabras, tratar un
patdgeno con un farmaco al cual ha demostrado ser susceptible produce un
resultado mejor que el obtenido con un farmaco al cual el patégeno ha demostrado

ser resistente (43).
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Las bacterias pueden ser intrinsecamente resistentes debido a la ausencia de una
estructura especifica sobre la que pueda actuar el antibidtico, o pueden producir
enzimas capaces de inhibir la accion de los antibidticos o pueden adquirir genes de
resistencia durante la fase evolutiva cuando se acumulan errores genéticos en el

plasmido o cromosoma de células bacterianas (llamada resistencia vertical) (44).

También puede ocurrir resistencia horizontal (llamada resistencia adquirida) y
abarca que el material genético puede intercambiarse dentro y entre especies
bacterianas en las que los organismos obtienen nuevos genes en sus elementos
genéticos moviles, incluidos plasmidos, secuencias de insercion, elementos

relacionados con fagos e integrones y transposones (44).

La transmision de bacterias resistentes a los antimicrobianos se ha convertido en
un problema de concepto One Health (Una salud) ya que las bacterias resistentes
a los antibidticos pueden transmitirse entre humanos, animales y el medio ambiente
(18).

La resistencia a los antimicrobianos es una prioridad global urgente que requiere
colaboracién internacional a través de una respuesta de “Una sola salud” (para
humanos, animales, plantas y su entorno compartido). One Health reconoce el
vinculo inextricable entre los humanos, los animales y el medio ambiente para lograr
una mejor salud y bienestar comunitario. One Health es un concepto
interdisciplinario y holistico que considera la salud humana y animal

interdependiente en asociacion con el ecosistema donde viven (45).

A lo largo de la historia, el descubrimiento y desarrollo de los antibiéticos ha sido
uno de los avances mas importantes tanto en la medicina humana como en la
veterinaria; sin embargo, la resistencia a los antimicrobianos (RAM) se ha convertido
en un problema critico en la medicina moderna. AMR ocurre cuando bacterias,
parasitos, virus u hongos desarrollan la capacidad de sobrevivir en presencia de
antimicrobianos. Se estima que 700 000 personas murieron como resultado de
infecciones de AMR en 2014, y se prevé que este numero aumente a 10 millones

en 2050 si no se toman medidas efectivas (18).
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Durante la década de 1940 se informd que la resistencia se desarrolla debido a la
mutacién del gen de la B-lactamasa, blaZ, para resistir la accion del antibiético
mediante la produccidon de B-lactamasas que degradan hidroliticamente el anillo 3-
lactamico de la penicilina. Varios autores han informado los patrones de resistencia
a los antibidticos, como se muestra en la figura 1. De hecho, se ha propuesto que
el uso generalizado de la penicilina, en lugar de la introduccién de la meticilina, fue
responsable del desarrollo de MRSA (19).

El uso extensivo de productos farmacéuticos veterinarios supone un enorme riesgo
para la salud publica, que no sélo provoca la aparicion y propagacion de bacterias
resistentes, sino también otros dafios a los seres humanos, los animales y el medio
ambiente. Tanto en medicina humana como veterinaria, los antibidticos se utilizan
para tratar y prevenir enfermedades. Los antibiéticos se definen como compuestos
naturales, semisintéticos y sintéticos con actividad antimicrobiana que pueden

aplicarse por via parenteral, oral o tépica (46).

Hoy en dia, son de particular preocupacion en la medicina humana y veterinaria los
organismos multirresistentes que, segun lo definen Coombs et al.,22 muestran
resistencia in vitro a al menos tres clases diferentes de antimicrobianos, ademas de

los antibioticos B-lactamicos (47).

Los patrones de resistencia a los antimicrobianos de S. intermedius aislados de
perros y gatos parecen variar segun su origen geografico. Estudios realizados en
Europa y Japén han demostrado que la resistencia de los aislados de S. infermedius
de infecciones de piel y oido caninos se ha mantenido relativamente estable durante
los ultimos 25 anos, y se dispone de antimicrobianos eficaces para uso sistémico
para la mayoria de dichas infecciones. Por el contrario, informes de EE. UU. han
destacado una mayor resistencia a los antimicrobianos entre los aislados de
estafilococos de infeccion canina, incluida la resistencia a la meticilina, las

fluoroquinolonas y varios otros agentes antimicrobianos de aislados clinicos (47).

El uso de antimicrobianos en cualquiera de estos sectores puede aumentar la carga

de RAM. Debido a la creciente popularidad de las mascotas domésticas, la
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probabilidad de contacto cercano entre los duefios de mascotas y las mascotas esta

aumentando (18).

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es una amenaza para la salud humana
y animal. Las bacterias se consideran multirresistentes si han adquirido la no

sensibilidad a al menos un agente en tres o mas categorias de antimicrobianos (48).

Cabe destacar que los genes de resistencia se localizan principalmente en
elementos genéticos moviles como plasmidos, transposones, integrones, casetes
de genes y bacteriéfagos, transportando indirectamente la capacidad de resistencia
de microorganismos no patdgenos a microorganismos patdégenos. S6lo menos del
5% de la resistencia a los antibidticos se localiza en determinantes cromosoémicos
(46).

Los antibidticos son muy utilizados en la practica clinica de los animales de
compafia, considerando que el numero de mascotas ha ido creciendo
sustancialmente en las ultimas décadas y la gente pide el mismo nivel de cuidado y
curacion que se espera de un miembro de la familia representan un punto crucial en
la transmisién de la RAM a través del contacto directo, mordeduras, rasguios y
lamidos y considerando que comparten estilos de vida, habitos y espacios con sus
duefios (44).

Como ya se ha establecido para otras fuentes, también el uso indiscriminado o
excesivo de antibidticos en los ultimos afos ha mejorado enormemente la RAM, lo
que ha resultado en una fuerte presion selectiva con una sensibilidad reducida o la
adquisicidén de resistencia a varias familias de antimicrobianos al mismo tiempo.
Esto puede comprometer el éxito terapéutico en animales de compafnia, una pérdida

de dinero y tiempo para los propietarios y un aumento de la tasa de mortalidad (44).

3.6 Los mecanismos de resistencia a los antibioticos

3.6.1 Disminucion de la permeabilidad

La limitacidén en la captacion de medicamentos por parte de las bacterias Gram-

negativas se debe a que son intrinsecamente menos permeables a ciertos
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antibidticos que las bacterias Gram-positivas. Esto se debe a que su membrana
externa crea una barrera de permeabilidad debido a la presencia de una capa de
lipopolisacaridos (LPS). Un ejemplo de esta limitacidon es que los antibidticos
glicopéptidos, como la vancomicina, no son efectivos contra las bacterias Gram-
negativas. Las moléculas polares encuentran dificultades al ingresar a la pared
celular de los enterococos debido a la regulacion a la baja de los canales de porina
o incluso a la sustitucion por canales no selectivos, lo que confiere una tolerancia

inherente a los aminoglucosidos (49).

3.6.2 Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo bacteriano transportan activamente muchos antibioticos fuera
de la célula y son contribuyentes importantes a la resistencia intrinseca de las
bacterias Gram-negativas a muchos de los medicamentos que se utilizan para tratar
infecciones bacterianas Gram-positivas. Cuando se sobreexpresan, las bombas de
eflujo también pueden conferir niveles elevados de resistencia a antibidticos que
previamente eran clinicamente utiles. Algunas bombas de eflujo tienen especificidad
de sustrato estrecha (por ejemplo, las bombas Tet), pero muchas transportan una
amplia variedad de sustratos estructuralmente diferentes y se conocen como

bombas de eflujo de resistencia a multiples farmacos (50).

3.6.3 Modificacion de la molécula blanco

La modificacidon del objetivo de los antibidticos es un mecanismo comun mediante
el cual las bacterias desarrollan resistencia a los antibioticos. Los cambios en la
disposicion y/o cantidad de las proteinas de unién a la penicilina (PBPs) son uno de
los mecanismos de resistencia hacia los farmacos de tipo B-lactamico. La cantidad
de farmaco que puede unirse al objetivo se ve afectada por cambios en el numero
de PBPs. Una alteracion estructural, como el desarrollo del gen mecA en S. aureus,

reducira o prevenira por completo la unién del farmaco (51).

Otro ejemplo es la familia de genes de metilasa de ribosomas de eritromicina (erm),

que metila el ARNr 16S y cambia el sitio de unién del farmaco, bloqueando la unién
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de macrdlidos, estreptograminas y lincosaminas. La resistencia a farmacos que
inhiben la sintesis de acidos nucleicos, como las fluoroquinolonas, se produce
mediante cambios en la DNA girasa o la topoisomerasa |V. Estas mutaciones alteran
la composicion de la girasa y la topoisomerasa, reduciendo o excluyendo la

capacidad del farmaco de unirse a estos componentes (50).

3.6.4 Modificacion directa del antibiotico

Las bacterias pueden generar enzimas que pueden unir diversos grupos quimicos
a los medicamentos. Esto impide que el antibiético se una a su objetivo dentro de la
célula bacteriana. La transferencia de grupos fosforilo, acetilo y adenilo al
compuesto es el método mas efectivo de inactivacion del medicamento mediante la
transferencia de grupos quimicos. La acetilacion es el mecanismo mas utilizado,
siendo considerada para su uso tanto con aminoglucésidos, cloranfenicol,
estreptograminas y fluoroquinolonas (52). Se cree que los aminoglicosidos son
blanco de adenylicidn y fosforilacion. La participacion de enzimas modificadoras de
aminoglicésidos (AMEs) altera covalentemente los grupos hidroxilo o amino de la
molécula de aminoglicésido y la vuelve inactiva. Es uno de los mejores ejemplos de

resistencia mediante la modificacion del farmaco (53).

3.7 La resistencia a antibiéticos en S. pseudintermedius

La resistencia a la meticilina indica una resistencia general a los betalactamicos, y
esta propiedad genera importantes desafios terapéuticos y de control de
infecciones. Al igual que en S. aureus, la resistencia a la meticilina en S.
pseudintermedius es codificado también por el gen mecA. Su producto génico es
una proteina PBP modificada que tiene una baja afinidad por la mayoria de los

betalactamicos (54).

En general, se puede establecer que la mayoria de las infecciones por estafilococos
se pueden controlar facilmente con antibiéticos; sin embargo, en los ultimos afos
diferentes cepas de Staphylococcus spp. han demostrado ser resistentes a los mas

comunmente utilizaron antibidticos como macrélidos, lincosamidas, tetraciclinas,
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gentamicina, cefalosporinas y otros B-lactamicos. La resistencia mas relevante en
Staphylococcus es la resistencia a la meticilina mediada por mecA, que esta
distribuida a nivel mundial, volviendo ineficaces los mas utilizados y eficientes clase

de antimicrobianos para tratar infecciones estafilocécicas (6).

Los estafilococos resistentes a la meticilina (MRS) albergan una proteina de unién
a la penicilina adicional (PBP2a, codificada por mecA o mecC), que confiere
resistencia a los antibioticos betalactamicos al permitir la continuacion de pasos
esenciales de entrecruzamiento en el proceso de biosintesis de la pared celular a

pesar de la inactivacion. de otras PBP por betalactamicos (55).

El gen mecA esta presente en una familia de elementos genéticos estructuralmente
complejos designados como SCCmec, que a menudo llevan genes adicionales que
confieren resistencia a otros antibidticos y sustancias perjudiciales como metales
pesados. Varias lineas de evidencia sugieren que la evolucion de SCCmec ocurrio
en el grupo Staphylococcus sciuri, un grupo primitivo de especies de
Staphylococcus que son colonizadores frecuentes de la piel de animales

domeésticos (56).

PBP2a es muy similar a las PBPs nativas codificadas por especies pertenecientes
al grupo S. sciuri, pero la evolucion del gen ancestral mecA hacia un determinante
de resistencia requirid numerosos cambios genéticos. En concordancia con este
hallazgo, parece que el uso generalizado de penicilina y otros beta-lactamicos de
primera generacion en los afios previos a la introduccion de la meticilina seleccion6

cepas de S. aureus que llevan el determinante de resistencia mecA (57).

Recientemente se describido un nuevo determinante genético, mecC, que codifica
una enzima transpeptidasa con solo un 63% de identidad con PBP2a codificada por
mecA (25). Curiosamente, mecC, al igual que mecA, parece haber evolucionado en
linajes adaptados a animales de S. aureus, resaltando la importancia de los
estafilococos animales como un reservorio de genes de resistencia que pueden
contribuir potencialmente a la evolucién de patdégenos humanos resistentes a
antibioticos (58).
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Inicialmente, S. pseudintermedius era principalmente susceptible a los antibiéticos
y no representaba un problema particular para los veterinarios. Sin embargo, desde
2006, S. pseudintermedius (MRSP) resistente a la meticilina ha surgido como un
patdgeno resistente a casi todas las clases de antibioticos disponibles para su uso
en perros y representa una amenaza para la terapia con antibidticos en animales

pequeinos debido a las limitadas opciones de tratamiento (9).

El reciente y rapido aumento de la resistencia a multiples farmacos y a la meticilina
en S. pseudintermedius ha generado un mayor interés en el uso de biocidas tépicos
para tratar afecciones de la piel canina. Los estudios in vivo e in vitro han mostrado
resultados prometedores para el tratamiento tépico de infecciones por S.
pseudintermedius sensibles y resistentes a la meticilina con biocidas como el

gluconato de clorhexidina (59).

En 2007, se detectaron cepas de MRSP resistentes a eritromicina, clindamicina,
trimetoprima-sulfametoxazol, gentamicina y levofloxacino en 17 de 57 (30%) perros
en una clinica veterinaria en Japon, y la mayoria de los perros habian recibido
agentes antimicrobianos en los seis meses anteriores. Sin embargo, se necesitan
estudios adicionales para determinar si la terapia antimicrobiana es un factor de

riesgo importante para la colonizacion por MRSP (60).

El analisis de 158 aislamientos de infecciones del tracto respiratorio y de la
piel/oidos/boca en perros y gatos en Alemania reveld dos infecciones por MRSP en
perros. Ambos aislamientos eran resistentes a los beta-lactamicos, gentamicina,
tetraciclina, sulfametoxazol, y uno de los aislamientos también era resistente a
cloranfenicol (61). En Suiza, se aislaron MRSP que portaban el gen de la leucocidina
lukS-I de tres gatos con infecciones del tracto urinario. Todos los gatos habian sido
tratados con beta-lactdmicos o fluoroquinolonas, y los aislamientos mostraron
resistencia a beta-lactamicos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, macrdlidos,
lincosamidas y estreptograminas, cloranfenicol, trimetoprim, gentamicina,
kanamicina, neomicina y estreptomicina (62). Los aislamientos de MRSP

multidrogorresistentes representan un desafio para la terapia antimicrobiana en
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medicina veterinaria debido a las opciones de tratamiento limitadas en muchos

Casos.

3.8 Métodos de evaluacién de susceptibilidad in vitro

3.8.1 El método de difusion en disco o antibiograma

El método de difusion en disco fue descrito por Bauer y Kirby en las décadas de
1950 y 1960. Después de mas de 50 afios, la difusion con disco sigue siendo un
procedimiento ampliamente utilizado para las pruebas o test de susceptibilidad a los

antimicrobianos (TSA) en el laboratorio microbiolégico clinico (63).

Las directrices nacionales e internacionales se refieren a Kirby-Bauer como una
prueba estandarizada, por ejemplo, las directrices del CLSI o del Comité Europeo
sobre TSA (EUCAST) para AST. Tradicionalmente, la base de los informes clinicos
de TSA es la categorizacion en susceptible (S), intermedia (1) y resistente (R), en
referencia a la probabilidad de éxito clinico. La categoria de susceptibilidad se define
como el éxito terapéutico probable de la combinacién de especie/farmaco individual
analizada si se aplica la dosis estandar recomendada. La categoria intermedia se
define como un éxito terapéutico incierto para la combinacion de especie/farmaco
individual probada por EUCAST vy esta destinada a compuestos cuya dosificacion

se puede aumentar (63).

Existen dos variantes principales en los métodos estandar de oro: basado en medio
sélido y basado en liquido. El primero utiliza una concentracion fija de bacterias, que
se distribuyen uniformemente sobre un medio. Después del depdsito, se distribuyen
sobre el agar discos que contienen una concentracion especifica de antibidtico y se
incuban. Durante la incubacion, los antibidticos se difunden parcialmente dentro del
medio, inhibiendo el crecimiento bacteriano en las proximidades. Esto produce
regiones de inhibicion del crecimiento alrededor del disco. El tamafio de las regiones

de inhibicidn se correlaciona inversamente con la concentracion de antibidtico. La
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medicion de la zona de inhibicion del crecimiento bacteriano después de 24 h indica

la resistencia de la cepa probada (64).

Finalmente, la variante del medio liquido utiliza el mismo principio de inhibicion del
crecimiento. Aqui se enriquecen varios tubos o pocillos con una concentracién de
antibiotico diferente. Dependiendo de la resistencia, el crecimiento es visible o
ausente después de 24 h de cultivo. La concentracion de antibiético mas baja que

inhibio el crecimiento bacteriano es la MIC (64).

3.8.2 Métodos para la determinacion del fenotipo de resistencia a meticilina en S.
pseudintermedius

La mayoria de los laboratorios de diagnéstico veterinario utilizan métodos
fenotipicos para la detecciéon de resistencia a la meticilina en estafilococos.
Comunmente, se utiliza oxacilina o cefoxitina como sustituto de la meticilina debido
a que es sensible y mas estable. Los métodos mas comunmente utilizados son la
microdilucion en caldo y las pruebas de difusién en disco. Como prueba de
deteccion de la resistencia a la meticilina de S. pseudintermedius, la prueba de
difusion en disco con cefoxitina utilizando los criterios interpretativos para S. aureus
conduce a un porcentaje inaceptablemente alto de resultados falsos negativos y se
ha informado que es inapropiada. En 2008, el CLSI publicé el documento M31-A3,
con nuevos criterios interpretativos para la determinacion de la susceptibilidad
antimicrobiana in vitro de MRSP para aislamientos de animales, para reemplazar
los de 2004 (65).

Esta guia sugiere que la susceptibilidad a la oxacilina de los estafilococos
coagulasa-positivos veterinarios, como S. pseudintermedius, debe determinarse
utilizando puntos de corte clinicos equivalentes a los recomendados para
aislamientos humanos y veterinarios de S. aureus (es decir, 24 mg/L para dilucién
en agar y caldo, y £10 mm para difusion en disco). Es importante tener en cuenta
que estos criterios interpretativos no logran detectar la resistencia a la meticilina en

algunos aislamientos de S. pseudintermedius positivos para mecA (66).
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Un valor de CIM de oxacilina 20.5 mg/L (dilucién en agar y caldo) y un diametro de
zona <17 mm alrededor de un disco de oxacilina de 1 mg (difusion en disco) utilizado
para estafilococos coagulasa-negativos (CNS) estan altamente correlacionados con
la deteccién de mecA en S. pseudintermedius. En 2009, el subcomité de Pruebas
de Susceptibilidad Antimicrobiana Veterinaria (VAST) del CLSI reevalué los criterios
interpretativos establecidos en el documento M31-A3 y decidié cambiarlos. Los
nuevos criterios interpretativos (punto de corte de la CIM de oxacilina R=0.5 mg/L;

difusion en disco R<17 mm) se incluyeron en el documento M31-A4 (67).
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la susceptibilidad in vitro de cepas de S. pseudintermedius en muestras
provenientes de pacientes caninos de la ciudad de Tecamachalco y la ciudad de
Puebla

4.1 Objetivos particulares
1) Aislar e identificar a S. pseudintermedius a partir de muestras de hisopado nasal
de perros

2) Evaluar mediante pruebas fenotipicas in vitro la susceptibilidad a diferentes

antibidticos de las cepas de S. pseudintermedius

3) Determinar la presencia del fenotipo MRSP en las cepas obtenidas
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5. JUSTIFICACION

Existen importantes preocupaciones de salud publica sobre MRSP en mascotas, la
mayoria de las cuales solo se han investigado de manera preliminar. Los
estafilococos resistentes a la meticilina seran un desafio considerable para la
profesidn veterinaria. Las infecciones estafilocdcicas resistentes a la meticilina, este
caso de sthaphylococcus pseudintermedius, son causas importantes de morbilidad
y mortalidad en animales de compania y pueden estar implicadas en la transmisién
zoonotica. La mayor preocupacion tiene que ver con la posibilidad de que los
animales actuen como reservorios de MRSP con la posterior transmisién a los
humanos. La resistencia a los antibiéticos es hoy una de las mayores amenazas
para la salud mundial, el uso indebido de estos farmacos en el ser humano y los
animales esta acelerando este proceso. MRSP, representa un desafio importante

en la medicina veterinaria, tanto en términos de salud publica como animal.

Para esto se realiza estudios como este para evaluar la susceptibilidad de MRSP
en perros, de medicamentos utilizados en medicina veterinaria y asi tener datos
sobre estos, para evitar la resistencia antibidtica actualmente, lo cual es un
problema importante en la salud animal y salud publica. A partir de esto podemos
tener herramientas para poder combatir estas infecciones con tratamientos
especificos y debidamente prescritos por médicos veterinarios. El propédsito es
racionalizar el uso de los antibidticos a fin de disminuir el impacto en la resistencia,
ademas de garantizar la seguridad, eficacia de estos, para aminorar sus
complicaciones y disminuir el impacto econdmico que estos generan en la

actualidad.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Aislamiento e Identificacion de Staphylococcus pseudintermedius

6.1.1 Toma de muestras:

1.

Se realiz6 la toma de muestra en 53 perros

2. Latoma de muestra fue por hisopado nasal (muestras dobles)

Criterios de inclusion: pacientes caninos de cualquier edad, raza y sexo

Criterios de exclusién: pacientes recibiendo tratamiento antibidtico o pacientes

con tratamiento con antibiéticos menor a 15 dias de antigledad

6.1.2 Sembrado

1.

Las muestras se sembraron en medio sal manitol por estria cruzada y se

incubaron durante 24 horas a 37°C. en la estufa bacterioldgica.

6.1.3 Identificacion morfolégica

1.

Las colonias compatibles se identificaron por morfologia macroscépica y

microscopica (Tincién de Gram)

Posteriormente se realizaron las pruebas de catalasa y coagulasa a cada

muestra

Para realizar la prueba de la catalasa, se tomd con un asa bacteriolégica,
una colonia aislada del cultivo bacteriano y se coloc6 sobre un portaobjetos.
Sobre ella se agregd una gota de perdxido de hidrégeno. Si el resultado es

positivo, se observara la formacion de burbujas.

Para realizar la prueba de coagulasa, en un portaobjeto se colocé una gota
de solucion salina y una gota de plasma de forma separada. Se tomd con el
asa 1 o 2 colonias puras del microorganismo a probar. Se mezclo la carga
bacteriana en la gota de plasma y se repitid la operacion en la gota de SSF.
Se observaron los resultados de forma inmediata. Un resultado positivo es
aquel en donde se observe la formacidén de un aglutinado macroscépico

(precipitado blanco) al cabo de un minuto del lado de la gota con plasma
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6.2 Pruebas de susceptibilidad in vitro e identificaciéon del fenotipo MRSP

6.2.1 Sembrado

1.

Las cepas fueron sembradas en medio TSA 'y fueron incubadas por 24 horas

a 37°C en la estufa bacteriologica.

6.2.2 Prueba de difusion en disco e identificacion de las cepas que presenten el
fenotipo MRSP

1.

Se realizo la preparacion de un inoculo que se igualo en turbidez con el tubo
0.5 del estandar de McFarland. (1,5 x 10° ufc/ul) (108 bacterias por mL.)

Luego, con este inoculo se sembraron placas de medio Mueller Hinton.

Se colocaron los discos de antibidticos correspondientes Oxacilina 1 pg,
adicionalmente se evalud la susceptibilidad de 3 familias representativas de
antibidticos: sulfametoxazol/trimetoprim (SXT 23.75ug/1.25ug), amikacina
(AN 30 pg) y tetraciclina (TE 30 pg), y se incubaron por 24 horas a 37°C en

la estufa bacteriolégica.

Las cepas se clasificaron en sensibles (S), intermedias (l) y resistentes (R)
acorde a los diametros de los halos de inhibicion y a los puntos de corte de

cada antibidtico

La presencia del fenotipo MRSP se determind en las cepas que se
categorizaron como resistentes a oxacilina de acuerdo con los puntos de
corte del CLSI (65)
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7. RESULTADOS

7.1 Aislamiento e identificacion de S. pseudintermedius

Se obtuvieron 53 muestras de pacientes caninos durante el periodo contemplado
para el muestreo. Las caracteristicas generales de los pacientes se muestran en la
Tabla 1. De estas, el 45.2% (24/53) se identificaron como Staphylococcus

pseudintermedius de acuerdo con las pruebas fenotipicas.

7.2 Pruebas de susceptibilidad in vitro e identificacion del fenotipo MRSP

Con respecto al patron de susceptibilidad in vitro mostrado contra las 4 familias de
antibiéticos probadas, se encontr6 que el 66.7% de las cepas de S.
pseudintermedius /16/24) fueron resistentes a oxacilina. La resistencia a este
antibiético se usa como un valor predictivo de la presencia del gen mecA, y por lo
tanto, del fenotipo MRSP. En cuanto a los otros antibidticos, se demostré una
resistencia del 33.3 (8/24); a amikacina se encontré una sensibilidad del 100%

(24/24) y contra trimetoprim/sulfametoxazol el 8.3% de resistencia (2/24) (Grafica
1).

En el Grafico 2 se puede observar un comparativo entre los patrones de resistencia
de las cepas MRSP con respecto a las no MRSP, donde destaca desde luego, la
resistencia a oxacilina en todas las cepas MRSP (24/24) y la resistencia a
tetraciclina en estas mismas cepas con el 87.5% (7/8) contra el 13.5% (1/8) de
resistencia que mostraron las cepas no MRSA. En contraste, no se encontré

ninguna cepa resistente a la amikacina.

Para conocer si existian cepas multirresistentes en los aislados MRSP y no MRSP
(determinada como cepa multirresistente aquella que presenta resistencia a un
antibiético de por lo menos 3 familias diferentes) se contabilizo de manera individual
la resistencia de cada cepa (Grafico 3) y se hallé6 una sola cepa multirresistente
(cepa M23 MRSP).
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Cepa Tipo de muestra |Raza Sexo Edad
Hisopado nasal schnauzer hembra 6 meses
M18 Hisopado nasal mestizo macho 4 meses
M19 Hisopado nasal mestizo macho 2 afios
M19 Hisopado nasal mestizo hembra 1 afio
M20 Hisopado nasal cocker macho 3 afios
M22 Hisopado nasal pastor belga [macho 3 afios
M23 Hisopado nasal labrador macho 4 afios
M24 Hisopado nasal poodle macho 6 meses
M25 Hisopado nasal maltes macho 4 afios
M26 Hisopado nasal mestizo hembra 2 afios
M27 Hisopado nasal mestizo macho 10 afios
M28 Hisopado nasal mestizo macho 7 afios
M31 Hisopado otico labrador hembra 8 afios
M33 Hisopado nasal pastor aleman |hembra 3 afios
M34 Hisopado nasal mestizo macho 2 afios
M35 Hisopado nasal beagle macho 4 afios
M36 Hisopado nasal mestizo macho 7 meses
M39 Hisopado nasal Chihuahua macho 6 meses
M45 Hisopado nasal boxer macho 6 afios
M46 Hisopado nasal poodle hembra 3 afios
M4a7 Hisopado nasal poodle hembra 2 afios
M48 Hisopado nasal mestizo hembra 5 afios
M50 Pustula pastor aleman [macho 3 afios
M51 Hisopado nasal mestizo hembra 8 afios
M52 Hisopado nasal mestizo macho 3 afios

Tabla 1. Caracteristicas generales de los pacientes caninos muestreados para este estudio
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Figura 1. Antibiograma de la cepa de Staphylococcus pseudintermedius M46, mostrando
resistencia a oxacilina (A) siendo compatible con el fenotipo MRSP. También se observa

resistencia a tetraciclina (B), sensibilidad a trimetoprim/sulfametoxazol (C) y amikacina (D)

Figura 2. Antibiograma de la cepa de Staphylococcus pseudintermedius M45, mostrando
resistencia a oxacilina (A) siendo compatible con el fenotipo MRSP. También se observa

sensibilidad a tetraciclina (C), trimetoprim/sulfametoxazol (D) y amikacina (B)
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Grafico 2. Diferencia en el patrén de resistencia a los antibiéticos probados entre las cepas
MRSP y las no MRSP
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8. DISCUSION

La presencia de MRSP en pacientes caninos sanos es de gran importancia médica.
S. pseudintermedius forma parte de la microbiota normal de la piel de los perros, sin
embargo, tiene un gran papel como organismo oportunista y agente zoonético con
gran capacidad para colonizar organismos humanos. En los ultimos 50 afos ha
incrementado el numero de mascotas, y su papel como miembros de una familia se
ha transformado considerablemente, provocando una mayor interaccion perro-
humano, propiciando una ruptura de la barrera intrahumana. Esto brinda
condiciones adecuadas para la transmision entre especies de bacterias resistentes

y sus genes de resistencia (32).

En este trabajo, se encontré un 66% de cepas positivas al fenotipo MRSP. En una
investigacion en Alemania, se encontrd solo el 0.45% de cepas MRSP, a pesar de
qgue el numero de muestras en dicho trabajo fue bastante mas alto (68). En China,
un muestreo encontré un 47.9% de bacterias MRSP en mascotas, lo cual es cercano
a lo hallado en este analisis (69). En 2018, Duim y colaboradores en Holanda,
buscaron el fenotipo MRSP en pacientes caninos, encontrandolo en el 50.7% de las
muestras, cantidad parecida a la de este trabajo y a otros similares (70). Kadlec en
Tailandia, estudi® muestras de caninos y felinos, reportando un 28% y 42%
respectivamente de cepas MRSP (71). También en Argentina se han llevado a cabo
estudios de eta naturaleza, Vigo et al solo reportaron un 10% de cepas MRSP a

partir de muestras clinicas de caninos (72).

En general, los porcentajes de aislamientos positivos MRSP en este trabajo se
asemejan a los reportes de otros paises, aunque se puede apreciar una posible
tendencia al alza. No suele ser facil hacer comparaciones entre diferentes estudios,
ya que la prevalencia de MRSP varia dependiendo no sélo de la region geografica
sino también de la localizacion de la muestra y de la poblacion estudiada. Por
ejemplo, en pioderma se encuentran tasas de MRSP mas altas que en otras
manifestaciones clinicas (73). A pesar de estas dificultades, es imprescindible

marcar parametros en el estado de la resistencia de una especie bacteriana
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importante, como lo es MRSP en perros. Asimismo, Soimala y colaboradores
aislaron 3 cepas MRSP de caninos, las cuales provenian de pacientes con
conjuntivitis, y uveitis, aunque dichas cepas solo representaron el 7% de los

aislamientos de Staphylococcus pseudintermedius (74).

Con respecto al perfil de resistencia que mostraron las cepas MRSP a los demas
antibidticos examinados, se encontré6 que el 33% (8/24) fueron resistentes a
tetraciclina y el 25% (6/24) a sulfametoxazol/trimetoprim, hallazgos parecidos a los
reportados por Rota (35). (15% para tetraciclina y 23% para trimetoprim/sulfas), sin
embargo, cabe destacar que en dicho trabajo se usaron muestras vaginales y de
leche en lugar de los hisopados rectales. Es de resaltar también que el 100% de las
cepas resultaron sensibles al aminoglucésido probado, lo que mantiene una

ventana de posibilidad al momento de seleccionar una alternativa de tratamiento.

La identificacion del fenotipo MRSP por medio del uso de discos de oxacilina ha
demostrado tener gran sensibilidad en muestras de pacientes caninos, y estudios
han demostrado que no existe una diferencia significativa en el rendimiento al
predecir la resistencia a meticilina entre el uso de la difusion en disco y pruebas
moleculares como la PCR (75). Existe entonces la posibilidad de implementar y
mejorar esta metodologia en un sistema de monitoreo que permita tener un
panorama mas claro de los perfiles de resistencia locales de los cocos Gram
positivos, lo cual incrementaria a su vez las posibilidades de éxito en los casos de

infeccién por MRSP.
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9. CONCLUSIONES

Este estudio es uno de los primeros en su clase que reporta la existencia de
cepas MRSP en caninos domésticos en la ciudad de Puebla, México.

Las cepas MRSP aisladas de caninos domésticos mostraron un perfil de
sensibilidad aceptable, que posibilitaria opciones terapéuticas, a pesar de
que estas cepas suelen mostrar patrones de multirresistencia y a pesar de
ser resistentes a los betalactamicos

La presencia de cepas MRSP en animales que tienen una funcion como
animales de compaifiia puede representar un posible foco de transmision y
transferencia de genes de resistencia a bacterias de humanos

Se requieren estudios similares de monitoreo con un mayor numero de
muestras y en mas zonas geograficas del estado de Puebla que permitan
trazar un perfil mas preciso del estado de la resistencia de los cocos gran
positivos mas comunes en perros y otros animales de compafiia y el efecto

que esta presencia pueda tener en la salud humana
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