v

Articulo original

Identificacion y caracterizacion de Staphylococcus resistentes a meticilina aislados

de perros

Identification and characterization of methicillin-resistant Staphylococcus isolated

from dogs

Leticia Diana' 0000-0002-8769-3385
Camila Ciuffo' 0000-0002-2299-6131
Hector Musto? 0000-0001-9863-0841

! Departamento de Ciencias Microbiologicas, Facultad de Veterinaria-UdelaR, Alberto Lasplaces 1620 Montevideo, Uruguay.

Email: letdiana22@gmail.com

2 Laboratorio de Gendmica Evolutiva, Facultad de Ciencias-UdelaR

Veterinaria (Montevideo) Volumen 55
N° 212 (2019) 45-51

Resumen

Staphylococcus aureus 'y Staphylococcus pseudintermedius son
los patégenos de mayor importancia tanto en humanos como
en animales, siendo la resistencia a antibioticos muy frecuentes
en cepas de ambas especies. Sin embargo, otras especies
pertenecientes a este género podrian jugar un rol fundamental en
la expansion de genes de resistencia, actuando como portadores
y diseminadores de los mismos teniendo un gran impacto en
medicina veterinaria. El objetivo de este trabajo fue detectar
y caracterizar cepas de Staphylococcus spp. resistentes a
meticilina obtenidos de perros sanos (portadores) y de perros con
infecciones de oido y de piel. Mediante hisopado se muestrearon
animales ingresados al Centro Hospitalario de la Facultad de
Veterinaria de la UdelaR durante un afio. La identificacion a
nivel de especie se realizo mediante secuenciacion del gen del
ARNIr 16S y los perfiles de resistencia se determinaron mediante
antibiograma. Se identificaron 67 aislamientos, en las especies:
S. pseudintermedius, S. argenteus, S. cohnii, S. haemolyticus, S.
epidermidis, S. arlettae, S. scheiflieri, S. xylosus 'y S. nepalensis.
Siete cepas fueron resistentes a meticilina portando el gen mecA4
y se obtuvieron diez cepas que se catalogaron como MDR
(multi drug resistence) ya que mostraron fenotipo resistente
a mas de tres clases de antibioticos. Podemos concluir que
las condiciones para la transferencia de genes de resistencia a
meticilina en caninos estan dadas ya sea por la existencia de
dichos genes y los elementos genéticos moviles en los que ellos
son transportados asi como también, por la presencia de cepas
bacterianas capaces de incorporarlos.
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Summary

Staphylococcus aureus and Staphylococcus pseudintermedius are
important pathogens in both humans and animals mainly due to
its high prevalence and their widespread antibiotic resistance.
Other species belonging to this genus could play a fundamental
role in the expansion of resistance genes, acting as carriers and
disseminators; thus, this genus has a major impact on veterinary
medicine. The aim of this work was to detect and characterize
strains of Staphylococcus spp. methicillin-resistant isolated
from dogs of Montevideo, including healthy dogs (carriers) and
diseased dogs (with ears and skin infections). Samples were
collected from animals that where admitted to the Hospital
Center of the School of Veterinary Medicine — Universidad de la
Republica during a one year period. Identification at the species
level was carried out through 16S rRNA gene sequencing and
the resistance profiles were determined by antibiogram. Sixty
seven isolates belonging to nine species were identified: S.
pseudintermedius, S. argenteus, S. cohnii, S. haemolyticus,
S. epidermidis, S. arlettae, S. scheiffieri, S. xylosus and S.
nepalensis. Seven strains were resistant to methicillin, and
all of these were found to carry the mecA gene. Ten other
strains were classified as MDR (multi drug resistance) since
phenotypic studies indicated resistance to more than three
classes of antibiotics. We conclude that the conditions for the
transfer of methicillin resistance genes in canines are given by
the existence of genes and the mobile genetic elements in which
they are transported, as well as the presence of bacterial strains
able to incorporate them.

Keywords: Staphylococcus aureus, Staphylococcus pseudin-
termedius, Multi drug resistence, Dogs.



Introduccion

El género Staphylococcus incluye una amplia variedad de
especies bacterianas que se encuentran ampliamente distribuidas
en la naturaleza colonizando mamiferos y aves. Se encuentran
normalmente formando parte de la microbiota natural de la piel,
del tracto respiratorio, del tracto urogenital y transitoriamente
del tracto digestivo tanto en animales como en el hombre.

Son cocos Gram positivos anaerobios facultativos, haléfilos,
catalasa positivos, inmoviles, no esporulados, con un
metabolismo fermentativo y oxidasa negativos, ademas,
son ampliamente resistentes a la sequedad y la desinfeccion
(Bannoehr y Guardabassi, 2012).

Este género bacteriano presenta 45 especies y 21 subespecies
que se clasifican dentro de dos grupos teniendo en cuenta
su capacidad de producir la enzima coagulasa: estafilococos
coagulasa negativos (CoNS) y estafilococos coagulasa positivos
(CoPS) pudiendo ser ambos potenciales patdgenos zoondticos
de interés en medicina humana y veterinaria. (Bergeron et al.,
2011; Couto et al., 2016; de Godoy et al., 2016).

La proliferacion y diseminacion al medio de estos
microorganismos resistentes a antibioticos es uno de los
problemas actuales de mayor relevancia tanto en medicina
humana como veterinaria.

Enelafio 1972 se reportd el primer aislamiento de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) en animales a partir de
muestras de leche de vacas que tenian mastitis (Devriese et al.,
1972). Al igual que pasoé en humanos, desde este primer caso
hasta el presente se han reportado un importante niimero de
cepas de MRSA en una gran variedad de especies domésticas
como perros, gatos, cerdos, caballos, ovejas y aves (Leonard y
Markey, 2008).

Como el MRS A los aislamientos de cepas de S. pseudintermedius
meticilino resistente (MRSP) en perros también han aumentado
drasticamente, mostrando resistencia a una gran variedad de
antibioticos utilizados comunmente en medicina veterinaria y
siendo considerados grandes reservorios de genes de resistencia
a antimicrobianos (Perreten et al., 2013).

Por otro lado, los aislamientos de CoNS como responsables de
infecciones ha ido en aumento llevando a un mayor interés en
el estudio de sus mecanismos de resistencia por considerarlos
un gran reservorio de estos genes y con un gran potencial de
transferirlos a otras especies de estafilococos (Czekaj et al.,
2015; Piette y Verschraegen, 2009).

Por ejemplo, el S. haemolyticus resistente a meticilina ha sido
reportado tanto en aislamientos de humanos (Barros et al., 2012)
como de perros, asi como también, se han reportado una gran
cantidad de cepas de S. epidermidis resistentes a meticilina que
estan ampliamente diseminadas (Piette y Verschraegen, 2009;
Vanderhaeghen et al. 2012).

La resistencia a meticilina (y oxacilina) por parte de los
Staphylococcus sp. es debida a la presencia de una proteina PBP
de baja afinidad por los B-lactamicos, denominada PBP 2a o PBP
2’ para diferenciarla de la PBP nativa. El gen que codifica para

esta proteina es el mecA que estd presente en la mayoria de las

cepas de estafilococos resistentes estando muy conservado en
estas cepas y localizado dentro de un elemento genético movil
llamado SCCmec (Staphylococcal cassette chromosomal)
(Gradelski et al., 2001; Mann P, 1959).

Hasta el momento no se han realizado estudios de este tipo
en caninos en el Uruguay, lo cual es llamativo dado el rol
de las enfermedades que ellos producen y los antecedentes
internacionales que relacionan al contagio entre animales
y humanos. Creemos que existe una amplia circulacion de
diferentes especies de Staphylococcus mayoritariamente aquellas
aisladas cominmente en perros (S. xylosus, S. pseudintermedius,
S. epidermidis, S. haemolyticus) las cuales tienen una frecuencia
de resistencia a meticilina comparable a los datos obtenidos en
la region y el mundo.

El objetivo de este trabajo fue detectar cepas de Staphylococcus
sp. resistentes a meticilina en perros sanos y con sintomatologia
caracteristica (piodermia y/o otitis) muestreados en Montevideo
durante un periodo de un afio (Mayo de 2016 - Mayo de 2017),
asi como también determinar su perfil de resistencia frente a una

serie de antibidticos.

Materiales y métodos

Recoleccion de muestras

El muestreo (n=55 perros) fue realizado desde mayo de 2016 a
mayo de 2017 por profesionales veterinarios que desempeiiaban
funciones en el Centro Hospitalario de la Facultad de Veterinaria
de la Universidad de la Reptblica, Montevideo, Uruguay. De los
perros muestreados 25 fueron perros enfermos que ingresaron
al hospital por problemas de piel u oido mientras que 30
perros fueron categorizados como sanos y fueron ingresados
al hospital por otras dolencias no relacionadas a la infeccion
por Staphylococcus (afecciones traumatologicas, nerviosas,
renales, cardiacas etc). Se analiz6 un total de 67 aislamientos,
30 faringeos, 12 perianales, 23 de lesiones de piel y 2 de oido.
Los perros muestreados fueron cachorros (de menos de un afio),
adultos (1 a 7 afios) y gerontes (mayores de 7 afios), todos sin
tratamiento con antibidticos.

Caracterizacion fenotipica de los aislamientos

Los hisopos se cultivaron en medio liquido de enriquecimiento
Tryptic Soy Broth (TSB) 10% NaCl (Oxoid) y se incubaron a
37°C durante 18 + 2hs. Posteriormente a partir de los caldos
crecidos se realizo el aislamiento en Manitol Sal Agar (MSA)
(Oxoid) y las placas se incubaron 18 + 2hs a 37°C. Todas las
placas de MSA con crecimiento se reaislaron en placas de Trip-
ticasa Soy Agar (TSA) y se les realizo tincion de Gram, catalasa,
coagulasa (BBL Coagulase Plasma, Rabbit con EDTA®), Voges
Proskauer y presencia de -galactosidasa (sembrando en medio
TSA con X-Gal) (Tse et al., 2012).

Extraccién del ADN genémico

La extraccion del ADN genodmico se realizo utilizando la enzima
achromopeptidasa (Sigma-Aldrich® St. Louis, MO). Trabajando
en cabina de flujo laminar se colocaron 95 pl de agua ultrapura



estéril en tubos para microcentrifuga de 1,5 ml estériles. Poste-
riormente se le agregaron 5 pl de la solucion de achromopepti-
dasa a una concentracion de 10U/ul y se resuspendieron 2 o 3
colonias en el tubo.

Los tubos se colocaron en un bafio a 50°C durante 10 minutos
seguido de un bafio a 94°C durante 10 minutos mas. Pasado este
tiempo se centrifugaron a 13.500 rpm durante 5 minutos, 80-90
ul del sobrenadante se transfirieron a un tubo nuevo, se evalué
su pureza mediante NanoDrop y se guardé a -20°C hasta su uso
en la PCR.

Identificacion de los aislamientos por amplificacion y secuen-
ciacion del ARNr 16S

La identidad de todas los aislamientos se confirmé mediante la
amplificacion y secuenciacion del ARNr 16S. Para la amplifica-
cion de este gen se utilizaron dos pares de primers cuyos frag-
mento de amplificacion se superponen en 124 nucleoétidos, segliin
su posicion en la secuencia de referencia de E. coli (Martinez
-Rosales y Castro-Sowinski, 2011). Cada muestra se amplifico
con los dos pares de primers para luego reconstruir la secuencia
completa. Las reacciones de PCR se realizaron utilizando Man-
goMix™ de Bioline y la mezcla para las reacciones de PCR se
realizaron en un volumen final de 25 pL: 12,5 pL de Mango-
Mix™_ 1 pL de cada primer a una concentracion de 10 uM, 9,5
pL de H,O mQ estéril y de 50-100 ng de ADN. La deteccion de
los amplicones se realizé mediante corrida electroforética a 90V
en un gel de agarosa al 1% conteniendo el intercalante Good-
View® Nucleic Acid Stain (Beijing SBS Genetech Co., LTd)
que se visualizo utilizando un transiluminador UV.

Una vez obtenidas las secuencias de cada amplicon se empal-
maron y editaron mediante el programa Bioedit para obtener un
fragmento de aproximadamente 1400 pb. La identificacion de
las cepas se realizo utilizando el servidor online www.ezbio-
cloud.net. desarrollado y mantenido por el laboratorio “Chun-
Lab” (http://chunlab.com) (Yoon et al., 2017).

Test de susceptibilidad a antibiéticos

Los analisis de susceptibilidad se realizaron por medio de an-
tibiogramas siguiendo el método de Disco difusion de Kirby
— Bauer bajo las recomendaciones del Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI VETO01S. 3th ed y CLSI M100. 27th
ed). Se analizo la susceptibilidad a 10 antibidticos (Rubin et al.,
2011) utilizando como controles positivos de resistencia a meti-
cilina una cepa de S. aureus meticilino resistente (MRSA) y una
cepa de S. pseudintermedius meticilino resistente (MRSP) cedi-
das por el Laboratorio de Bacteriologia del Instituto de Higiene
de la Universidad de la Republica del Uruguay, como control ne-
gativo se utilizo la cepa de referencia de S. aureus ATCC 6538.
Los antibidticos fueron seleccionados teniendo en cuenta el uso
que se les da en medicina veterinaria y también con el objetivo
de buscar resistencias nuevas en las cepas aisladas. Se testearon
los siguientes antibioticos: oxacilina, penicilina, amoxicilina/
clavulanico, ampicilina/sulbactam, cefalotina, enrofloxacina,
gentamicina, vancomicina, eritromicina y kanamicina. Se clasi-
ficaron como cepas resistententes a multiples drogas (MDR, del
inglés multidrug-resistant) todas aquellas cepas que mostraron

resistencia a tres o mas clases de antibidticos (Magiorakos et
al., 2012).

Deteccion del gen mecA por PCR

Para la deteccion del gen mecA por PCR se utilizaron primers
previamente publicados (Jonas et al., 2002) y asi obtener un ta-
mafio de banda de 310 pb. La mezcla para las reacciones de
PCR se realizaron en un volumen final de 25 pL: 12,5 pL de
MangoMix™, 1,5 uL de cada primer a una concentracion de
10 uM, 9 pL de H,O0 mQ estéril y 50 — 100 ng de ADN. Como
control positivo se utilizaron las cepas de S. aureus y S. pseu-
dintermedius resistentes a meticilina cedidas por el Laboratorio
de Bacteriologia del Instituto de Higiene de la Universidad de
la Republica y la cepa de S. aureus ATCC 6538 como control
negativo. La deteccion de los amplicones se realiz6 mediante
corrida electroforética en un gel de agarosa al 1,5 % a 100 V.
Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados por
Macrogen Inc., Setl, Corea del Sur. Para obtener la secuencia,
el cromatograma recibido desde el servicio de secuenciacion fue
editado en el programa Bioedit, mediante inspeccion visual se
eliminaron los errores tipicos del secuenciador Sanger. La se-
cuencia de los primers forward (directo) y reverse (reverso) se
empalmaron para conseguir una secuencia unica también utili-

zando el programa Bioedit.

Resultados

Identificacion fenotipica y por secuenciacion del ARNr 16S

Desde el punto de vista fenotipico los 67 aislamientos pudieron
ser agrupados dentro del género Staphylococcus sp. y se pudo
determinar, mediante la prueba de la coagulasa, que el 52%
de los aislamientos eran Staphylococcus coagulasa negativas
mientras que el 48% eran Staphylococcus coagulasa positivos.

La identificaciéon mediante secuenciacion del gen que codifica
para el ARNr 16S permitié realizar una identificacion mas
precisa a nivel de especie determinando que la mayoria de los
aislamientos obtenidos eran de S. pseudintermedius seguidos por
cepas de S. xylosus y S. haemoliticus. Las especies S. argenteus,
S. cohnii, S. nepalensis, S. arlettae, S. sciuri, S. epidermidis y S.

schleiferi se obtuvieron en menor proporcion (Figura 1).
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Figura 1: Porcentajes de aislamientos obtenidos de cada una de las
diferentes especies identificadas: S. argenteus: 6%; S.arlettae: 2%;
S.cohnii: 4%; S.epidermidis: 3%, S.haemolyticus: 10%; S.nepalensis:
6%; S.pseudintermedius: 42%; S. schleiferi subsp. coagulans: 2%;
S.sciuri: 7%; S. xylosus: 15%.



Resistencia a nivel fenotipico y genotipico

La resistencia observada frente a los diferentes antibidticos
testados fue bastante variada dentro de las 67 cepas analizadas
(Figura 2).

% de aislamientos resistentes

Figura 2: Porcentajes de aislamientos resistentes a cada uno de los
antibioticos testeados: penicilina 75%; cefalotina 3%; oxacilina 10%;
kanamicina 10%; eritromicina 24%; enrofloxacina 18%; vancomicina
0% y amoxicilna / clavulanico 4%.

La resistencia a la penicilina se observo en 17 cepas, lo que
arrojo un gran porcentaje de cepas resistentes a este antibidtico.
La resistencia a cefalotina fue practicamente nula limitandose a
dos cepas de las 67. Con respecto a la vancomicina las 67 cepas
analizadas fueron sensibles a este antibidtico y solamente siete
cepas fueron resistentes a kanamicina, cuatro de ellas resistentes
también a meticilina. 12 cepas mostraron resistencia frente
a enrofloxacina y 16 cepas fueron resistentes a eritromicina
(Figura 2). Particularmente en cuanto a le resistencia a meticilina,
tres cepas S. pseudintermedius, una de S. epidermidis, dos de
S. haemolyticus y una de S. cohnii, resultaron resistentes a
meticilina. En los antibiogramas de estas cepas no se observo
halo de inhibicion en el disco de oxacilina y esta resistencia fue
confirmada luego por deteccion por PCR del gen mecA.
Finalmente, todas las cepas que eran meticilino resistentes se
consideraron también resistentes a amoxicilina/Clavulanico
(Figura 2).

Se obtuvieron 10 cepas que fenotipicamente se podian clasificar
como MDR (resistentes a multiples drogas). Siete de estas diez
cepas fueron S. pseudintermedius mientras que se obtuvo un
aislamiento de S. chonii, S. epidermidis y S.argenteus MDR. Es
importante destacar que tres de estas cepas de S. psudintermedius
MDR ademas eran resistentes a meticilina asi como también la
cepa de S.epidermidis y S. cohnii MDR (Tabla 1).

Deteccion del gen mecA por PCR

De las 7 cepas resistentes a meticilina y portadoras del gen mecA
5 fueron obtenidas de faringe de perros sanos mientras que solo
dos cepas resistentes a meticilina fueron aisladas de lesiones de
piel. En las siete cepas se logro amplificar el gen mecd y se
observé una banda de tamaio esperado que correspondia a 310
pb aproximadamente. La secuencia obtenida de los amplicones
presentaban alta calidad y una vez editadas todas tenian un
100% de similitud con genes mecA de S. aureus de la base de
datos del GenBank.

Discusion

Diversidad de las cepas aisladas y su resistencia a meticilina
En varios trabajos se ha determinado que aproximadamente el
90% de los perros sanos estan colonizados por S. pseudinter-
medius, ya sea a nivel de piel o en mucosas (Bannoehr y Guar-
dabassi, 2012). No es extraiio entonces que casi un 50% de los
aislamientos que se obtuvieron de los perros muestreados per-
tenezca a esta especie. Ademas clinicamente esta especie es la
causa mas comun de piodermia, otitis e infecciones urinarias en
los perros (van Duijkeren y Catry, 2011).

El porcentaje de resistencia a meticilina que se obtuvo en este
trabajo para la especie S. pseudintermedius (un poco mas de
10%) concuerda con lo publicado en el afio 2017 por Gronthal
en Finlandia (Gronthal et al., 2017) que determind que el por-
centaje de cepas de esta especie resistentes a meticilina era de
un 14%, en un total de 1958 aislamientos obtenidos de perros.
Las cepas meticilino resistentes se han relacionado siempre con
infecciones y patologias de piel, el aislamiento faringeo de estas
cepas en nuestro trabajo demuestra su importancia en la transmi-
sion al humano ya que es una zona del perro que esta en estrecho
contacto con las personas (lamidos y mordeduras) y no asi las
heridas o abscesos de piel.

Todas las cepas de S. xylosus obtenidas fueron aisladas de mues-
tras de faringe por lo que podriamos suponer que esta especie
se habria adaptado a colonizar preferentemente este nicho en
los perros.

El S. argenteus es una especie similar fenotipicamente a S. au-
reus pero cuando crecen en medios de cultivo simples las co-
lonias presentan un color blanco y no amarillas debido a que
carecen de un carotenoide 1lamado staphyloxantina (Tong et al.,
2013). Trabajos posteriores llegaron a una clasificaciéon taxond-
mica formal de estas cepas como S. argenteus sp. nov'y han sido
aislados y asociados a MRSA comunitarios presentes en el Nor-
te de Australia, Camboya, Indonesia, Fiji y Trinidad y Tobago,

Tabla 1: Resumen de los aislamientos resistentes a meticilina confirmadas fenotipica y genotipicamente

Aislamientos con fenotipo resistente gen mecd Fenotipo MDR

8. pseudintermedius 3 + MDR
S. epidermidis 1 + NO MDE

8. haemolyticus 2 + MDR

5. cohnii 1 + MDERE

MDRE: Resistente a multiples drogas



Europa y Africa (Jenney et al., 2014; Monecke et al., 2014; Tong
etal. 2013). Estos trabajos concluyen que la especie S. argenteus
estaria en un proceso de dispersion que ha comenzado recien-
temente, aumentando su frecuencia de aparicion. En animales
existe un Unico reporte, una cepa de S. argenteus fue aislada de
materia fecal de un murciélago frugivoro, lo que indicaria que
esta especie podria también encontrarse en otras especies de
animales (Akobi et al., 2012). El aislamiento correspondiente
a S. argenteus de nuestro trabajo confirma esta observacion y
posiciona a los perros como posible elemento asociado a la dis-
persion y reservorio. Hasta donde sabemos los aislamientos ob-
tenidos en este trabajo serian los primeros de la especie en perros
y tampoco hay reportes de resistencia en esta especie.

Con respecto a las cepas de S. sciuri sabemos que es una especie
que puede ser aislada de piel y mucosas de una amplio rango de
animales, incluyendo mascotas y animales de granja (Hauschild
y Schwarz, 2003). Se aislaron cinco cepas de esta especie en este
relevamiento.

En el aflo 2015, en Dublin, Irlanda, McManus y colaboradores
aislaron 40 cepas de S. epidermidis de perros, siendo 33 resis-
tentes a meticilina, esto representa un 82,5% de resistencia a este
antibidtico (McManus et al., 2015). De las dos cepas de esta es-
pecie que se aislaron en este trabajo una de ellas era resistente
a meticilina. Varios estudios han demostrado que la resistencia
a meticilina es mas comtn en cepas de S. epidermidis y S. ha-
emolyticum que en las cepas de S. aureus tanto en aislamientos
de animales como en humanos (Garza-Gonzalez et al., 2010),
por lo que es posible que sea necesario aumentar el muestreo
para aproximarnos al porcentaje real de resistencia en perros de
Montevideo.

La especie de S. conhii es, como muchas otras, comensal y pue-
de ser aislada tanto de piel como de mucosas en perros y huma-
nos. En el 2016 se aislo y secuencio el genoma completo de la
cepa SW120 de S. cohnii subsp. urealyticus aislada a partir de
un hisopado de oido de un perro (Bean et al., 2017). Al igual que
una de nuestras cepas de S. conhii aisladas, esta cepa SW120
presenta el fenotipo resistente a meticilina.

Trabajos realizados en los Paises Bajos en el afio 2004 indica-
ron que un 36% de las cepas de S. haemolyticum aisladas de
perros y gatos fueron resistentes a meticilina (van Duijkeren
et al., 2004). Por otro lado, en Lituania en un trabajo realizado
por Ruzauskas y colaboradores en el afio 2014, se obtuvieron
un 1,6% de resistencia en aislamientos de S. haemolyticus ob-
tenidos de perros (Ruzauskas et al., 2014). Posteriormente, en
otro trabajo realizado McManus y colaboradores obtuvieron un
total de 20 cepas de S. haelolyticum resistentes en un total de
21 cepas de esta bacteria aislada de perros, estos valores repre-
sentan una frecuencia de resistencia de 95,2% (McManus et al.,
2015). Nuestro muestreo permitio el aislamiento de dos cepas de
S. haemolyticus resistentes a meticilina de un total de siete cepas
identificadas de esta especie, representando un porcentaje menor
a lo reportado previamente (28% aproximadamente). Podemos
decir que en los linajes circulantes de S. haemolyticum en Mon-
tevideo existe el potencial para adquirir genes de resistencia a
meticilina, de hecho, varias de las cepas cercanamente relaciona-

das han sido descritas como resistentes. Por otro lado, el menor

porcentaje obtenido en este estudio podria sugerir también que
los genes de resistencia estan, se han adquirido recientemente
en estas cepas o que estamos frente a una estabilidad en cuanto
a la resistencia, que seria disparada con el potencial uso excesi-
vo de los B-lactamicos. Otra posibilidad es que el bajo valor de
resistencia encontrado sea una subestimacion, por lo que seria
necesario un muestreo mas grande para lograr observar como se
comporta la resistencia en las cepas de esta especie.

S. arlettae fue aislado por primera vez en el afio 1984 por in-
vestigadores alemanes. Estos aislamientos provenian de mues-
tras de piel y faringe de aves de corral y cabras (Schleifer et
al., 1984). Posteriormente se determind que esta especie tenia el
potencial de degradar colorantes utilizados en la industria textil
y del cuero (colorante azdicos), asi como también algunas cepas
tenian la capacidad de promover el crecimiento vegetal. Sola-
mente uno de nuestros aislamientos fue una cepa de S. arlettae,
éste provenia de hisopado de faringe. El aislamiento reportado
en este trabajo representa el primero de la especie en perros. No
es claro, por lo tanto, qué potencial patdogeno podrian tener en
perros u otros animales domésticos.

Resistencia a antimicrobianos en Staphylococcus

La resistencia a penicilina encontrada en el total de aislamientos
fue de un 75% lo que indica que, en aislamientos de animales, a
pesar de tener una amplia presion de seleccion por parte de este
antibidtico, todavia circulan cepas sensibles.

En el afio 2015 en Lituania un grupo de investigadores realizo un
relevamiento de los patrones de resistencia en Staphylococcus
aislados a partir de mascotas. En el trabajo los autores reportan
que la resistencia a meticilina estaba mayormente concentrada en
cepas de la especie de S. pseudintermedius al igual que ocurrid
con nuestros aislamientos (de las siete resistentes tres eran S.
pseudintermedius). Cabe pensar que al ser la especie mayoritaria
en los perros dentro de los Staphylococcus tiende a acumular
mayor cantidad de genes de resistencia en su genoma, por lo
que la frecuencia de resistencia se vincularia mayormente a su
mayor presencia y a su asociacion histérica con el hospedero
(Ruzauskas et al., 2015).

La resistencia a vancomicina, por otro lado, fue nula en las
cepas aisladas de perros, lo que coincide con lo encontrado en
trabajos de otros paises como Lituania (Ruzauskas et al., 2015)
y Turquia (Aslantas et al., 2013). La técnica de antibiograma
aqui empleada detecta un tipo de resistencia a vancomicina
que es la resistencia absoluta. Las cepas de Staphylococcus con
este tipo de resistencia son muy poco frecuentes lo que se ve
reflejado en nuestros resultados donde no se obtuvo ninguna. El
problema fundamental en la clinica con respecto al uso de este
antibidtico es la aparicion de cepas con resistencia intermedia
a vancomicina, las denominadas cepas VISA (vancomycin-
intermediate S. aureus) que no pueden ser detectadas por
antibiograma.

La resistencia a eritromicina encontrada fue de un 24%, un valor
pequeilo si lo comparamos con los reportados en el trabajo de
Ruzaskas en el 2015 que obtuvo un 87,5% de resistencia a este
antibidtico.

En Brasil el porcentaje de resistencia a eritomicina detectada fue



deun 57% (de Godoy etal.,2016) y en Corea fue de un 64% (Jang
et al., 2014). El bajo porcentaje obtenido a partir de nuestros
aislamientos podria indicar que la presion selectiva frente a este
antibidtico es mucho mayor en los paises nombrados que en el
nuestro, ya que el uso de eritromicina esta menos extendido y no
es de uso habitual en la clinica veterinaria.

La resistencia a kanamicina detectada también fue mas baja
en comparacion con trabajos previamente reportados. En
Portugal en el afio 2016 se observo que en cepas aisladas de
perros la resistencia a kanamicina era de un 19% (Couto et al.,
2016). Solamente un 10% de nuestras cepas aisladas resultaron
resistentes a este antibidtico.

Con respecto a la resistencia a enrofloxacina, el porcentaje de
cepas obtenido fue de un 18%, también menor a lo reportado en
Corea (42,3%) y similar a lo reportado en Portugal (Couto et al.,
2016; Jang et al., 2014).

Es muy importante destacar que en nuestro pais el uso de la
enrofloxacina en medicina veterinaria estd muy extendido,
y va en aumento, para tratar cualquier tipo de lesion de piel,
otitis, etc. No existen reportes publicados anteriormente sobre la
prevalencia de la resistencia a este antibidtico en nuestro pais en
pequeilos animales. Por conocimientos previos del laboratorio
del area en cuanto al procesamiento de muestras clinicas, se
ha visto de un tiempo a esta parte que las cepas resistentes a
enrofloxacina han ido en aumento. Por otro lado, es importante
notar que este antibidtico es utilizado exclusivamente a nivel
veterinario por lo que podemos deducir que la resistencia al
mismo ha aparecido y se ha expandido en cepas exclusivamente
de animales domésticos.

Con respecto a la resistencia frente a un antibidtico combinado
con un inhibidor de B-lactamasa, como por ejemplo amoxi/
clavulanico, se obtuvo un 10% de resistencia al igual que la
meticilina. Las cepas que fueron resistentes a meticilina y
presentaban el gen mecA eran resistentes también al resto de
los B-lactamicos, incluyendo la amoxicilina clavulanico como
indica la CLSI. Este resultado es similar con el reportado en
Turquia, Corea y Portugal (Aslantas et al., 2013; Couto et al.,
2016; Jang et al., 2014).

Conclusiones

A partir de las muestras tomadas de diferentes perros que
ingresaron al Centro hospitalario de la Facultad de Veterinaria
en el periodo de mayo 2016 a mayo de 2017 se lograron obtener
67 aislamientos. Se identificaron en su totalidad por analisis
fenotipico y por secuenciacion del ARNr 16S, determinando
que las especies que se encuentran circulando en los perros
son: S. epidermidis, S. arlettae, S. pseudintermedius, S. xylosus,
S. nepalensis, S. argenteus, S. cohnii, S. haemolyticus y S.
schleiferi.

Siete de estos 67 aislamientos resultaron ser resistentes a
meticilina y contenian el gen mecA y 10 resultaron ser cepas
MDR (resistentes a multiple drogas).

Finalmente podemos concluir que las condiciones para la
transferencia de genes de resistencia a meticilina en caninos
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estan dadas ya sea por la existencia de dichos genes y los
elementos genéticos moviles en los que ellos son transportados,
asi como también por la presencia de cepas bacterianas capaces

de incorporarlos.
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