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RESUMEN

Staphylococcus spp, forman parte de la microbiota de piel y mucosas de caninos,
pero son ademas patdgenos oportunistas principalmente las especies S. intermedius y
en menor medida S. schleiferi subesp. coagulans y S. aureus, produciendo pioderma
y otitis externa. La terapia de este tipo de patologias por lo general es empirica y

prolongada, pudiendo provocar resistencia antimicrobiana.

El objetivo de este estudio fue caracterizar, a través de la deteccion de genes, las
bases moleculares de resistencia a antimicrobianos como macrélidos (ermB),
tetraciclinas (tetM), p-lactamicos (mecA) y detectar la mutacion de los genes gyrA y

grlA que determinan la resistencia a quinolonas.

De un total de 170 cepas aisladas desde otitis externa (53) y pioderma (117), 1
cepa presentd resistencia fenotipica a oxacilina, 16 a tetraciclinas, 18 a macrdlidos y
15 a quinolonas. La deteccion del gen mecA fue de un 100%, tetM un 81,25% (13) y
ermB 94% (17). La mutacion responsable de la resistencia en los genes gyrA y grlA
fue detectada en el 100% de las cepas que se enviaron a secuenciar, encontrandose en
la posicion 84 en el caso de gyrA reemplazando el aminoacido serina por una leucina

y en la posicion 80 para grlA sustituyendo una serina por una isoleucina.

Si bien la prevalencia de resistencia en Chile es aun menor en comparacién a
otros paises, este es el primer estudio a nivel nacional que ayuda a conocer los
mecanismos de resistencia en las bacterias de las mascotas, destacando ademas por
primera vez en pais, la presencia del gen mecA en Staphylococcus intermedius aislado

de un canino.



ABSTRACT

Staphylococcus spp, are part of the microbiota of dog skin and mucous
membranes, but are also opportunistic pathogens mainly species S. intermedius and to a
lesser extent S. schleiferi subesp. coagulans and S. aureus, causing pyoderma and otitis
externa. The therapy of such diseases is usually empirical and prolonged and may cause

antibiotic resistance.

The aim of this study was to characterize, through the detection of genes, the
molecular basis of resistance to antimicrobial pB-lactams (mecA), tetracycline (tetM),
macrolides (ermB) and the mutation of the genes gyrA and grlA determining quinolone

resistance.

Of a total of 170 strains isolated from external otitis (53) and pyoderma (117),
one strain showed phenotypic resistance to oxacillin, 16 to tetracycline, 1, 15 to
macrolides and 18 to quinolones. Detection of mecA gene was 100%, tetM 81.25% (13)
and 94% ermB (17). The mutation responsible for resistance in gyrA and grlA genes
was detected in 100% of the strains that were sent to sequencing, was found at position
84 in gyrA for replacing the serine by a leucine and at position 80 for grlA replacing a

serine by isoleucine.

Although the prevalence of resistance in Chile is even lower compared to other
countries, this is the first national study to help understand the mechanisms of resistance
in bacteria from pets, while stressing the first time in the country, presence of mecA in

Staphylococcus intermedius isolated from canine.



INTRODUCCION

Numerosos estudios en medicina humana dan cuenta a nivel mundial de la
preocupacion que existe actualmente acerca de las altas tasas de resistencia a las
distintas terapias antimicrobianas, provocando que un nudmero considerable de
patologias sean cada vez mas dificiles de solucionar. En medicina veterinaria el
panorama internacional no difiere de esta situacion, aunque en menor escala.

Los animales de compafiia han incrementado considerablemente su poblacién y
debido a la mayor preocupacion por éstos, el nimero de visitas al médico veterinario
también han aumentado y uno de los motivos de consulta mas frecuente corresponde a
las enfermedades dermatoldgicas, como por ejemplo pioderma y otitis externa. El
género bacteriano mas frecuentemente asociado a este tipo de patologias es
Staphylococcus, dentro del cual se destaca S. intermedius. Esta especie forma parte de
la microbiota normal de piel y superficies mucosas, pero en determinadas ocasiones se
comporta como agente etioldgico de los cuadros patoldgicos mencionados.

Los tratamientos antimicrobianos destinados a tratar estos cuadros infecciosos en
su mayoria son empiricos y prolongados, los cuales en muchas ocasiones al no
escogerse el antimicrobiano y/o dosis adecuada o por incorrecta administracién por
parte de los propietarios, resultan en terapias no indicadas, provocando ademas
resistencia de la bacteria a los farmacos por presion selectiva.

Finalmente, es conocida la importancia que representan las mascotas en la
sociedad, y el aumento de consultas al médico veterinario por cuadros dermatoldgicos
producidos por bacterias especialmente S. intermedius, y lo complicado del tratamiento
por su largo periodo de administracion. Por otro lado, considerando el aumento de
resistencia antimicrobiana a nivel mundial y nacional, y el potencial riesgo de
transmision de bacterias patdgenas que representa para humanos en contacto con estos
animales (y viceversa), es que se realizO este estudio para determinar las bases
moleculares de bacterias que presentan resistencia fenotipica a determinados
antimicrobianos, para un mejor entendimiento del riesgo que representan y para un uso

prudente y racional de estos farmacos en la actualidad.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Antimicrobianos
La terapia antimicrobiana es un término amplio usado para los compuestos

quimicos utilizados como tratamiento de enfermedades causadas por microorganismos
(Koletar, 2000).

Los agentes antimicrobianos pueden clasificarse de diferentes maneras, una de ellas
es de acuerdo a su efecto antibacteriano, es asi como pueden ser bactericidas, los cuales
tienen un efecto letal sobre el organismo o bacteriostaticos, los cuales inhiben el
crecimiento microbiano. Cada grupo de antibioticos actua preferentemente de una u otra
forma, aunque un mismo antibiodtico puede comportarse como bactericida o
bacteriostatico, dependiendo de la concentracidn que alcance en su sitio blanco, o de su
afinidad por el sitio blanco de un determinado microorganismo (Calvo y Martinez,
2009). Sin embargo, la forma mas comdn de categorizar estos agentes es de acuerdo a
su mecanismo de accion, los cuales correponden a:

¢ Inhibicion de la sintesis de pared bacteriana

¢ Inhibicion de la sintesis de proteinas

¢ Inhibicion de la sintesis de &cidos nucleicos

¢ Inhibicion de metabolitos esenciales (Murray et al., 2005)

Resistencia antimicrobiana
De acuerdo a los descrito por el Clinical and Laboratory Clinical Institute

(CLSI), (2010) la categoria de resistencia bacteriana implica que los aislados no son
inhibidos por un agente antibacteriano en las concentraciones y en el ritmo horario
adecuado y generalmente utilizado, y/o cuando se demuestra que la concentracion
inhibitoria minima (CIM) o zona de diametro de inhibicion, caen en el rango donde es
probable que se presenten los mecanismos especificos de resistencia microbiana (por
ejemplo B-lactamasa), y la eficacia clinica del agente es poco confiable en los estudios
de resistencia. A mediados del siglo XX, importantes avances en el desarrollo de
farmacos antibacterianos ayudaron a cambiar la evolucion de los cuadros infecciosos a
favor de los seres humanos. Sin embargo, la euforia sobre la potencial conquista de

enfermedades infecciosas fue de corta duracion. Casi tan pronto como los farmacos



antibacterianos se desarrollaron, las bacterias manifestaron variados mecanismos de
resistencia, y asi como el uso de antimicrobianos se expandia, también aumentaba el
nivel y la complejidad de los mecanismos de resistencia exhibidos por los patégenos
bacterianos (Tenover, 2006). La importancia de la resistencia antimicrobiana es que se
relaciona con el incremento de la morbilidad, mortalidad y los costos asociados a los
tratamientos de las enfermedades infecciosas. La amenaza de la resistencia
antimicrobiana nunca ha sido tan grande como lo es actualmente y uno de los factores
claves que explican en gran medida este aumento, es el incremento en el uso de los

antibidticos, tanto en medicina humana y veterinaria (Hawkey y Jones, 2009).

Las bacterias pueden ser intrinsecamente resistentes a mas de una clase de agente
antimicrobiano o adquieren resistencia a través de mutaciones o via adquisicion de
genes de resistencia desde otros organismos. La resistencia intrinseca describe la
propiedad de un género o especie especifica basada en la carencia o inaccesibilidad de
sitios blancos para antimicrobianos, un ejemplo de ello es la resistencia a B-lactamicos
en células deficientes de pared, tales como Mycoplasma spp. (Schwarz y Noble, 1999 y
Umber y Bender, 2009).

La resistencia adquirida representa la propiedad de una cepa especifica basada en la
mutacion de genes cromosomales o la presencia de elementos genéticos moéviles que
poseen informacion para resistencia de diferentes antimicrobianos. Esta resistencia es a
menudo debido a la expresion de genes de resistencia (Schwarz y Chaslus Dancla, 2001,
Umber y Bender, 2009). Este tipo de resistencia es de mayor preocupacion, ya que,
inicialmente fueron poblaciones susceptibles y que comenzaron a ser resistentes a un
agente antimicrobiano, proliferaron y se extendieron bajo el marco de presion selectiva

del uso de ese agente (Tenover, 2006).

Los principales mecanismos por los cuales las bacterias son resistentes a los

antimicrobianos son los siguientes:

> Inactivacidon enzimatica del antimicrobiano; basado en la hidrolisis o en la

modificacion por transferencia de grupos acetil-, adenil-, o fosfatos en sitios
especificos de los antibidticos. Los genes que codifican para estas enzimas estan

a menudo localizados en elementos genéticos moviles (Schwarz y Noble, 1999).



» Alteracién del sitio blanco de accién; puede ser por modificacion enzimatica

haciendo al sitio blanco inaccesible al antibiotico. También se describe que esta
alteracion del sitio blanco puede ser por proteinas que protegen la unién a
ribosomas, que son el sitio blanco de algunos antibidticos como las tetraciclinas,
estas proteinas se han detectado en plasmidos o en transposones conjugativos
(Schwarz y Noble, 1999).

» Disminucion de la acumulacion intracelular; puede deberse a una menor

captacion del antibidtico o a un incremento en la eliminacion de la droga a
través de sistemas de transporte dependientes de energia, como las bombas de
eflujo. La disminucién en la captacion puede deberse a una reduccion en la
expresion, alteracion o incluso en la pérdida de porinas que permiten el ingreso a
los antibidticos en la célula bacteriana. Los genes para las bombas de eflujo
especificas han sido detectados en plasmidos, transposones y cassettes génicos
(Schwarz y Noble, 1999; Schwarz y Chaslus Dancla, 2001).

Mecanismos de transferencia

La rapida diseminacién de resistencia antimicrobiana entre bacterias de igual o
distintas especies y géneros es el resultado, principalmente de la transferencia horizontal
de elementos genéticos moviles que transportan uno o mas genes de resistencia
(Schwarz y Chaslus-Dancla, 2001). Entre ellos se encuentran los plasmidos,
transposones e integrones. Estos tres tipos de elementos estdn compuestos por ADN de
doble hebra, pero difieren en su tamafio, estructura, propiedades bioldgicas y forma de

propagacion.

Plasmidos:

Son elementos de ADN extracromosomal que se han detectado en la mayoria de
los géneros bacterianos de importancia en medicina veterinaria, pero también en
bacterias que constituyen parte de la microbiota normal de la piel y superficies mucosas
en humanos y animales. Los plasmidos codifican una amplia variedad de propiedades
accesorias que pueden resultar beneficiosas para la bacteria, ellas incluyen la

resistencia a antimicrobianos, desinfectantes, metales pesados o bacteriocinas, pero



ademaés pueden otorgarle a la bacteria propiedades metabolicas o factores de virulencia
entre otros. Los plasmidos pueden contener uno o mas genes que codifican para estas
caracteristicas. Pueden integrarse parcial o completamente en el ADN cromosomal o
pueden actuar como vectores para transposones e integrones (Schwarz y Noble, 1999;
Schwarz y Chaslus Dancla, 2001).

Transposones:

Son elementos genéticos que no poseen sistemas de replicacion, por lo que
deben integrarse para su mantencion estable en el ADN cromosomal o en plasmidos y
pueden desplazarse a diferentes sitios de €éstos mediante secuencias de insercion
(Gonzalez et al, 2004). Los transposones mas pequefios solo transportan una
transposasa, que es la enzima responsable del movimiento del elemento, aquellos de
mayor tamafo, usualmente contienen y movilizan uno o mas genes que codifican para

distintas propiedades como por ejemplo: resistencia antimicrobiana.

Integrones:

Son elementos genéticos maviles y funcionan como estructuras que integran genes,
constituyendo una fuente importante de transmision y diseminacion de genes de
resistencia (Gonzalez et al, 2004). Estan compuestos por una integrasa (intl) un lugar
con actividad de recombinacién sitio especifica (attl) y un promotor de los genes
integrados (Carattoli, 2001; Guzman y Alonso, 2008). Difieren de los plasmidos en que
no poseen sistemas de replicacion y de los transposones en que no realizan
autotransposicion (Schwarz y Noble, 1999; Schwarz y Chaslus-Dancla, 2001). Los
plasmidos y transposones sirven como vehiculo para la transmision de integrones inter e

intraespecie (Gonzélez et al., 2004).

Mecanismos de transferencia de genes
Los plasmidos, transposones e integrones se diseminan verticalmente durante la

division celular de la célula hospedera, pero también pueden transferirse
horizontalmente entre bacterias de igual o diferente especie 0 género bacteriano via

transduccion, conjugacion o transformacion (Murray et al, 2005).



Transduccion:

La transferencia genética por transduccién esta mediada por virus bacterianos
(bacteriofagos) que captan fragmentos de ADN y los almacenan en el interior de
particulas del bacteriéfago. EL ADN inyectado a las células infectadas por el fago es
luego incorporado al genoma bacteriano (Murray et al, 2005). La diseminacion de genes
de resistencia a traves de este mecanismo es limitada (Schwarz y Noble 1999; Schwarz
y Chaslus-Dancla, 2001).

Conjugacion:

Consiste en el apareamiento o intercambio ‘“‘cuasisexual” de informacion
genética entre una bacteria donante y una receptora. La conjugacion es el proceso por el
cual el ADN pasa directamente por contacto intercelular durante el acoplamiento de las
bacterias, se produce una transferencia unidireccional de ADN desde la célula donante a
la receptora a través del Pili sexual (Murray et al, 2005). La conjugacion es el
mecanismo mas importante en la diseminacion de genes de resistencia entre poblaciones

bacterianas (Schwarz y Noble, 1999 y Schwarz y Chaslus-Dancla, 2001)

Transformacion:

Es el proceso mediante el cual las bacterias captan fragmentos de ADN desnudo
y los incorporan a sus genomas. Las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas son
capaces de captar y conservar de forma estable ADN exd6geno. Ciertas especies
presentan una capacidad natural de captacion de ADN exdgeno por lo que se definen
como “competentes” (Murray et al, 2005). La transformacion juega un rol limitado en la
diseminacion de genes de resistencia a antimicrobianos (Schwarz y Noble, 1999 y
Schwarz y Chaslus-Dancla, 2001).

Staphylococcus coagulasa positivo.
Los Staphylococcus spp. son bacterias cocaceas, Gram-positivas organizadas en

racimo. Son anaerobios facultativos y catalasa positivos. Segun su actividad coagulasa
(factor de agregacion) pueden diferenciarse en Staphylococcus spp. coagulasa positivo o

negativo (Murray et al., 2005).

Staphylococcus intermedius (S. intermedius), S. schleiferi subespecie coagulans
y S. aureus, son especies coagulasa positivo que forman parte de la microbiota de piel y

10



superficie mucosas de humanos y otros animales (Jousson et al., 2007). S. intermedius
fue descrito por primera vez en caninos en 1976 (Hajek, 1976), mientras que S.
schleiferi subesp. coagulans se describié por primera vez en caninos en 1990 (Igimi et
al., 1990).

En un estudio publicado por Devriese et al, (2005), basado en técnicas
moleculares, diferenciaron la especie S. intermedius de S. pseudintermedius, esta ultima
especie seria la que forma parte de la microbiota normal de caninos. Sin embargo, la
diferenciacion de estas especies no se encuentra disponible basandose en técnicas
fenotipicas o kit comerciales de identificacion, debiendo recurrirse a estudios
moleculares para poder realizar una correcta identificacion de especie de este género
bacteriano (Devriese et al., 2005; Fitzgerald, 2009; Bannoehr et al., 2009).

Por lo anterior, y considerando que los kit comerciales de identificacion
fenotipica discriminan actualmente solo en S. intermedius y S. schleiferi (Sasaki et al.,
2007), es que ambas especies, son las que se siguen asociando a los cuadro clinicos de
caninos. Como se ha mencionado anteriormente estas especies bacterianas son parte de
la microbiota normal de caninos, sin embargo, ambos Staphylococcus spp. bajo ciertas
condiciones del hospedero como ectoparasitismo, atopia, desbalances hormonales,
dermatitis inmunomediadas entre otros, se comportan como patdgenos oportunistas,
siendo a menudo, responsables del desarrollo de enfermedades infecciosas como
pioderma y/o otitis externa en caninos (Yamashita et al., 2005; Morris et al., 2006;
Vanni et al., 2009).

Pioderma se describe como la infeccion bacteriana de la piel, puede ser
superficial afectando la epidermis y el foliculo piloso o puede ser profunda si involucra
la dermis y el tejido subcutaneo (Scott et al., 1997). Otitis externa se define como la
inflamacion del canal auditivo y puede comprometer la porcion mas proximal del
pabellon auricular (Rosychuk y Luttgen, 2002), es la enfermedad mas comin del canal
auditivo y su etiologia es variada incluyendo hongos, parasitos y bacterias (Lilenbaum
et al, 2000). La otitis externa afecta entre el 5 -20% de la poblacién canina (Rosychuk y
Luttgen, 2002).
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Antimicrobianos de uso habitual en medicina veterinaria

B-lactamicos
Este grupo de agentes representa una proporcion importante de los

antimicrobianos disponibles y comprenden a las penicilinas, cefalosporinas,
carbapenemas y monobactamicos. Su actividad antibacteriana se basa en la estructura

quimica basica que todos ellos comparten, el anillo B-lactamico (Koletar, 2000).

El principal componente estructural de la pared celular bacteriana es la capa de
peptidoglucano, el cual esta formado basicamente por moléculas de N-acetilglucosamina
alternadas con moléculas de &cido N-acetilmurdmico, las cuales se entrelazan entre si
mediante puentes peptidicos que le confieren a la bacteria una cubierta rigida. Enzimas
denominadas proteinas de union a la penicilina (PBP Penicillin Binding Protein),
debido a su capacidad de unirse a los antibioticos B-lactdmicos, catalizan la formacién
de las cadenas y los puentes peptidicos. Cuando las bacterias en proliferacion se
exponen a estos antibidticos, el farmaco se une a algunas PBP especificas de la pared
celular bacteriana e inhibe la formacion de puentes entre las cadenas de peptidoglucano.
A su vez, este proceso activa ciertas autolisinas que degradan la pared celular y origina
la destruccion celular. Por tanto, los antibidticos B-lactdmicos generalmente acttan

como farmacos bactericidas (Chambers, 2002; Murray et al., 2005).

Las penicilinas representan una de las primeras clases de sustancias antimicrobianas,
produjeron un gran impacto en las enfermedades infecciosas en humanos y permanecen
siendo un grupo de agentes muy significativo tanto en medicina humana como
veterinaria (Harvey y Hunter, 1999). Una gama de modificaciones en las cadenas
laterales de las penicilinas ha llevado a una variacion en las propiedades de estos
agentes, los que incluyen estabilidad a -lactamasas (enzimas que degradan el anillo -
lactdmico), aumento en la absorcion oral y al aumento del espectro de accién (Harvey y
Hunter, 1999).

Segun estas caracteristicas se pueden clasificar en 3 grupos:

1.- Penicilinas: Actlan contra Gram-positivos, Gram-negativos y anaerobios no

productores de B lactamasa. Ejemplo la penicilina
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2. Penicilinas de amplio espectro. Tienen el mismo espectro antibacteriano que
las penicilinas y poseen una actividad mejorada contra Gram-negativos. Como la
ampicilina y amoxicilina.

3. Penicilinas Antiestafilococicas: Son resistentes a [ lactamasas estafilococicas.
Son activas frente Streptococcus y Staphylococcus. Ejemplo Cloxacilina, en la
practica clinica, ésta es la mayormente administrada (Chambers, 2002).

Estos antibidticos han sido ampliamente utilizados para el tratamiento de
infecciones estafilococicas en humanos y animales y es por este motivo, que se ha
reportado resistencia a las penicilinas en felinos y caninos domésticos (Malik et al.,
2007). La resistencia a los B-lactdmicos se produce por tres mecanismos; 1) evitando la
interaccidn entre el antibidtico y el sitio blanco de PBP, 2) Enzimas que hidrolizan el

antibidtico y 3) modificando la unién del antibi6tico a la PBP (Chambers, 2002).

El primer mecanismo de resistencia esta presente sélo en bacterias Gram-negativas,
ya que disponen de una membrana externa que recubre la capa de peptidoglucano
(Murray et al., 2005). El segundo mecanismo es a través de la produccion de -
lactamasas y este es el principal mecanismo de resistencia en Staphylococcus spp.. La
produccién de estas enzimas esta codificada por el gen BlaZ, y en Staphylococcus
aureus se han descrito cuatro variantes para este gen (A, B, Cy D). Los tipos A, By D
se encuentran localizados en plasmidos, mientras que el tipo C se encuentra ubicado en
el cromosoma bacteriano (Malik et al., 2007). En Staphylococcus intermedius Malik et
al., (2007) evidencio la presencia de B-lactamasa tipos A, B y C. El tercer mecanismo es
por la produccion alterada de las PBP la cual se codifica en el gen mecA (Malik et al.,
2007). Este gen es el que le confiere a la bacteria la capacidad de ser resistente a la
meticilina (penicilina antiestafilococica) (Chambers, 2002); ademas de todos los otros
B-lactamicos (Loeffler et al., 2007).

Tetraciclinas
Las tetraciclinas son antibidticos bacteriostaticos, tienen un variado espectro de

accion e inhiben la sintesis proteica de la bacteria al unirse de forma irreversible a la
subunidad 30S del ribosoma bacteriano. Las tetraciclinas (es decir, tetraciclina,
doxiciclina 'y minociclina) son Utiles en el tratamiento de las infecciones causadas por

especies pertenecientes a los géneros Chlamydia, Mycoplasma, y Rickettsia, asi como
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por algunas otras bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Chambers, 2002; Murray
et al, 2005).

Las tetraciclinas han sido usadas para la terapia y prevencion de infecciones
bacterianas en humanos, animales y plantas (Schwarz et al., 1998). Como consecuencia
del extenso uso de este farmaco la ocurrencia de resistencia a tetraciclinas se observa en
una amplia variedad de géneros bacterianos. Se han descrito tres mecanismos de
resistencia a las tetraciclinas: 1) acumulacion intracelular disminuida, tanto por el
ingreso impedido como al egreso aumentado por una bomba de eflujo, 2) proteccion
ribosomal debido a la produccion de proteinas que interfieren con la unién de
tetraciclinas a ribosomas e 3) inactivacion enzimatica de las tetraciclinas (Chambers,
2002).

Cuatro genes de resistencia tet (K, L, M y O) han sido detectados en
Staphylococcus spp. de origen animal (Werckenthin et al., 2001). Los genes tet(K) y
tet(L) codifican resistencia a través de bombas de eflujo y a menudo estos se localizan
en plasmidos (Schwarz y Chaslus-Dancla, 2001). Los genes tet(M) y tet(O) otorgan
resistencia por medio de la proteccion ribosomal. El gen tet(M) es el mas
frecuentemente encontrado en Staphylococcus intermedius, independiente de la especie
animal desde donde se aisle. Este se localiza en transposones conjugativos y
generalmente se localiza en el ADN cromosomal (Speer et al., 1992). El gen tet(O)
también otorga resistencia a través de la proteccion ribosomal, pero a diferencia del gen

tet(M) este se encuentra principalmente en Streptococcus (Kim et al., 2005).

Macrolidos y Lincosamidas
En la familia de los macrdlidos el farmaco prototipo es la eritromicina y es

producido por Streptomyces erythreus, modificaciones en la estructura de este farmaco
han dado origen a otras moléculas como la azitromicina y claritromicina, en las
lincosamidas la clindamicina es el antibiético utilizado principalmente y deriva de la
lincomicina que es aislado desde Streptomyces lincolnensis (Chambers, 2002; Murray et
al, 2005).

Ambas familias son bacteriostaticos e inhiben la elongacion de las proteinas al
unirse de forma irreversible a la subunidad 50S de los ribosomas bacterianos
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(Chambers, 2002; Murray et al, 2005). Los macrolidos y las lincosamidas presentan una
accion bacteriostética, aunque pueden comportarse de forma bactericida seguin las
caracteristicas del microorganismo, las concentraciones del antimicrobiano y el tiempo

de exposicion (Prieto y Cervera, 2001).

En animales de compafiia, los macrolidos han sido utilizados en el tratamiento
de infecciones por Campylobacter, infecciones por anaerobios o cocos Gram-positivos
resistentes a penicilinas y en pacientes alérgicos a B-lactdmicos. Gracias a su buena
absorcion oral, distribucion en tejidos como la piel y altas concentraciones
intracelulares, los macrolidos y lincosamidas son considerados como una alternativa de
antibidtico para el tratamiento de pioderma canino causados por Staphylococcus spp.
(Ganiére et al., 2005).

La resistencia a estos agentes se debe a tres mecanismos; 1) modificacion del sitio
blanco, 2) bombas de eflujo e 3) inactivacion enzimatica de la droga (Werckenthin et al,
2001). En Staphylococcus spp. el principal mecanismo de resistencia es a través de la
accion de metilasas ribosomales, que actan disminuyendo la unién de macrolidos y
lincosamidas al sitio de accidn. Los genes erm (erythromycin ribosome methylation) son

los responsables de este tipo de resistencia (Prieto y Cervera, 2001).

En Staphylococcus spp. de origen animal, han sido descritos cuatro genes que
codifican metilasas erm(A), erm(B), erm(C) y erm(F). El gen erm(C) se localiza en
pequefios plasmidos y se ha encontrado principalmente en Staphylococcus hyicus de
origen porcino. ElI gen erm(F) se localiza en transposones conjugativos y se ha
detectado en muy pocas ocasiones en Staphylococcus intermedius aislados desde
palomas. Los genes erm(A) y erm(B) son comunmente localizados en pequefios
transposones no conjugativos, sin embargo, en raras ocasiones han sido detectados en
plasmidos. ElI gen erm(A) se ha descrito en S. intermedius en caninos, pero se ha
encontrado principalmente en Staphylococcus spp. de origen aviar. EI gen erm(B) es el
principal gen detectado en Staphylococcus intermedius de origen canino (Werckenthin
etal., 2001).

En un estudio reciente, ademas de la presencia del gen erm(B) en S. intermedius

aislados desde caninos, se describe la presencia de proteinas que disminuyen la
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concentracion del farmaco mediante bombas de eflujo, estas proteinas estan codificadas
por el gen msr(A) (Luthje y Schwarz., 2007).

Un factor importante a considerar en la resistencia fenotipica que presentan
algunas bacterias a esta familia de antimicrobianos es la resistencia descrita al grupo
MLS (Macrdlidos-Lincosamidas-Estreptogramina), la cual presenta dos variables, la
resistencia constitutiva (MLSc) y la inducible (MLSi) (Schreckenberger et al., 2004).
Los genes erm se relacionan principalmente con la resistencia de tipo constitutiva, sin
embargo, se ha detectado la presencia de estos genes en cepas que expresan resistencia
fenotipica de tipo inducible (Lithje y Schwarz., 2007). La variable constitutiva
presenta elevado nivel de resistencia a cualquier antimicrobiano del grupo MLS, a
diferencia de la resistencia inducida que presenta Unicamente resistencia a los
macrolidos de 14 dtomos (eritromicina) y 15 atomos (azitromicina) y sensibilidad in
vitro a macrolidos de 16 atomos, lincosamidas y estreptograminas. En las cepas MLSi
la expresion del gen erm es inducida por algunos compuestos, como la eritromicina, un
potente inductor para la resistencia MLSi, mientras que la clindamicina es un inductor
débil que actta lentamente (Fielbelkorn et al., 2003; Steward et al., 2005). Como
consecuencia de lo anterior, las cepas con resistencia MLSi aparentan susceptibilidad in
vitro a clindamicina, pero al ser usado clinicamente, ocurre la induccion de la
resistencia in vivo con el consiguiente fracaso terapéutico (Schreckenberger et al.,
2004). Ello se explica porque la clindamicina al ser un inductor debil, provoca que a
largo plazo (durante el tratamiento), induzca resistencia a si misma. Por otra parte, la
eritromicina, al ser un potente inductor de resistencia permite utilizarla en pruebas in
vitro para la deteccion de cepas MLSi (Schreckenberger et al., 2004; Tamariz et al.,
2009). Esto constituye la base de la prueba de D-test la que permite evidenciar el

fenotipo que presenta la cepa en estudio.

Quinolonas
Las quinolonas derivan del acido nalidixico y mediante la adicién de un grupo

fldor se da origen a las fluoroquinolonas, con lo cual se mejoré la unién a su enzima
diana y aumentod la penetracion celular hasta 70 veces con respecto a las quinolonas.
Ademas, con esta sustitucion se aumento la eficacia contra patdogenos Gram-negativos y
se amplio el espectro de actividad al actuar contra patdgenos Gram-positivos (Otero et
al., 2001).
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El enrofloxacino es una fluoroquinolona desarrollada en la década de los ochenta
para el uso exclusivo en medicina veterinaria para animales de compafiia y animales de
produccién (Ganiere et al., 2001; Otero et al., 2001). El enrofloxacino demuestra una
buena eficacia clinica en pacientes que cursan con piodermas producido por
Staphylococcus spp. (Ganiere et al., 2001), por lo que se convierte en una buena
alternativa terapéutica, sin embargo, su uso debiera considerarse s6lo en pacientes que
presenten cuadros producidos por bacterias resistentes a los antibidticos de primera

linea como la Cloxacilina (Otero et al., 2001).

El mecanismo de accion de las quinolonas es la inhibicion de la ADN girasa, una
enzima bacteriana involucrada en la mayoria de los procesos biologicos que
comprometen al ADN, tales como la transcripcion, recombinacion, replicacion y
reparacion del mismo (Wolfson y Hooper, 1985; Valdez y Castagneto, 1988; Lewis et
al., 1996; Otero et al., 2001). La ADN girasa es una topoisomerasa Il que tiene un rol
clave en la mantencién de la densidad genémica, produciendo el superenrollamiento
helicoidal negativo de la molécula de ADN. Las quinolonas inhiben, ademas, a la
topoisomerasa 1V, la cual es esencial en la segregacion cromosémica de las células
procariotas. Ambas enzimas estan compuestas por 2 subunidades, las cuales estan
codificadas en la topoisomera Il por los genes gyrA y gyrB, y en la topoisomerasa IV
por los genes parC (grlA) y parE (grlB). Mutaciones de estos genes que codifican las
enzimas topoisomerasas son las que le confieren a la bacteria la resistencia a
quinolonas. Se describen ademas otras formas de resistencia como la alteracién en la

permeabilidad de la membrana celular y bombas de eflujo (Otero et al., 2001).

El principal mecanismo de resistencia a fluoroquinolonas en bacterias Gram-
positivas ocurre por cambios en la composicion aminoacidica de las subunidades de las
topoisomerasas, denominada Region Determinante de Resistencia a Quinolonas (QRDR

Quinolone Resistance Determining Region) entre grlAy gyr(A) (Intorre et al., 2007).

En el afio 2007 un estudio realizado por Intorre et al., encontr6 que las cepas de
Staphylococcus intermedius que presentaron resistencia fenotipica a quinolonas
presentaron ademas mutacion en las regiones QRDR de ambas topoisomerasas,
reemplazando en la posicion 84 del gen gyrA una serina por una leucina, y en la

posicion 80 del gen grlA el reemplazo de serina por una arginina. En el caso de
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Staphylococcus schleiferi, en este estudio, solo se evidencié la mutacion en la posicion
88 del gen gyrA reemplazando el glutamato por una glicina.

Mientras que en un estudio desarrollado por Descloux et al., (2008) encontro en
Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius y Staphylococcus schleiferi
mutaciones en el gen gyrA en las posiciones 84 (reemplazo de una serina por leucina) y
88 (sustitucion de glutamato por glicina); y en el gen grlA en las posiciones 80

(reemplazo de una serina por una isoleucina) y 84 (&cido aspartico por una asparagina).

Los patrones de resistencia antimicrobiana en S. intermedius aislados desde caninos
y felinos aparentemente varian dependiendo del origen geogréafico. Estudios realizados
en Europa y Japon muestran que la resistencia de S. intermedius aislado desde pioderma
e infecciones Gticas en caninos se ha mantenido relativamente estable en los pasados 25
afios, y que la mayoria de los antibi6ticos sistémicos utilizados en estas patologias aun
son efectivos. En contraste, reportes provenientes de Estados Unidos de América
muestran un incremento en la resistencia a antimicrobianos en Staphylococccus aislados
desde infecciones en caninos. Esta resistencia incluye resistencia a meticilina,
fluoroguinolonas entre otros agentes antibacterianos, utilizados comdnmente en la

practica clinica (Kania et al., 2004; Morris et al, 2006 y Jonas et al., 2007).

La prevalencia de S. intermedius y S. schleiferi subesp. coagulans como agentes
patdégenos de pioderma y otitis, y el uso generalizado de antimicrobianos para el
tratamiento de estas infecciones permiten plantear las bases para la realizacion de este
estudio, en el cual, se espera encontrar los genes de resistencia a antimicrobianos
similares a los descritos en la literatura, los cuales constituyen las bases moleculares de

esta resistencia frente a los quimiterapéuticos utilizados para su control.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar las bases genéticas de resistencia a antibidticos de uso habitual en
cepas de Staphylococcus coagulasa positivo aislados desde pioderma y otitis externa en

caninos y que presentan resistencia fenotipica.

Objetivos Especificos

1. Detectar genes de resistencia a P lactamicos (mecA), tetraciclinas (tetM),
macrolidos y lincosamidas (ermB), desde aquellas cepas que presenten

resistencia fenotipica al antibiético.

2. Detectar la base genética de resistencia a Enrofloxacino desde aquellas cepas

que presenten resistencia fenotipica al antibidtico.

3. Relacionar fenotipo y genotipo en cepas que presenten resistencia a los
antibidticos antes descritos.

4. Relacionar los niveles de resistencia fenotipicas determinadas por Concentracion

Inhibitoria Minima (CIM) y el genotipo en cepas que presenten resistencia a los
antibidticos antes descritos.

19



MATERIALES Y METODOS

Cepas
Se estudiaron 29 cepas Staphylococcus coagulasa positivo, aisladas desde

pacientes caninos (Canis domesticus) que cursaban con otitis externa y/o pioderma.
Estas cepas provienen de un estudio previo (Abusleme, 2009 y Heresmann, 2010) el
cual cont6 con un total de 170 Staphylococcus spp., los cuales fueron identificados a
nivel de especie por el Kit comercial BBLCrystal™. El criterio de seleccion para este
estudio fue: todas las cepas que presentaron resistencia fenotipica a enrofloxacino y/o
clindamicina y/o tetraciclina y/u oxacilina, determinada, a través, de Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM) mediante dilucion en placas y todas aquellas cepas que
evidenciaron resistencia a eritromicina por el método de difusion en disco (Kirby
Bauer). La CIM vy el Kirby Bauer se realizaron segun las normas descritas por el CLSI
2006.

De las 29 cepas seleccionadas, 13 se aislaron desde pioderma y 16 desde otitis

externa y el perfil fenotipico de resistencia se indica en la Tabla N° 1.

Tabla N° 1. Perfil de resistencia fenotipica en cepas de Staphylococcus spp. aisladas de
pioderma y otitis en canino

Perfil de resistencia a N° Total . .
antimicrobianos * de cepas Pioderma  Otitis
T 9 7 2
E 2 1 1
En 2 0 2
T+E 3 0 3
E +En 8 2 6
T+E+En 4 2 2
E+En+0O 1 1 0
Total 29 13 16

* T: tetraciclina, E: eritromicina, En: Enrofloxacino, O; oxacilina
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Deteccion de genes de resistencia a f lactdmicos (mecA),
tetraciclinas (tetM), macrdlidos y lincosamidas (ermB)

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

1. Siembra
Las cepas fueron sembradas en una placa Petri que contenia agar tripticasa soya

(Oxoid ®) mas un 5% de sangre de cordero y se incubaron a 37° C por 18 horas. Las
cepas se cosecharon y se prepar6 una suspension bacteriana en 1 ml de caldo Brain
Heart infusion (Oxoid ®) mas 15 % de glicerol v/v, en la cual se congelaron a -20° C

hasta su posterior estudio y caracterizacion molecular.

2. Extraccion del ADN blanco desde una suspensién bacteriana
El ADN bacteriano se obtuvo a través del kit comercial WIZAR® SV, segun el

protocolo que se describe a continuacion:

Centrifugar la suspension de 500 pl a 13.000 r.p.m. por 1 minuto.
Eliminar el sobrenadante. Agregar PBS y mezclar en Vortex.
Centrifugar nuevamente a 13.000 r.p.m. por 1 minuto.

Agregar 100 pl de buffer de lisis WIZARD® SV,

Transferir la muestra lisada a una minicolumna WIZARD® SV.

Centrifugar a 7.800 r.p.m por 3 minutos.

N o o & DN e

Remover la minicolumna del tubo y descartar el filtrado. Colocar la columna en otro

tubo.

8. Agregar 650 pl de solucién de lavado WIZARD® SV (con etanol 95% agregado) al
concentrado. Centrifugar a 7.800 r.p.m por 1 minuto. Descartar el liquido del tubo
colector. Repetir este paso 4 veces.

9. Descartar el liquido del tubo colector y reensamblar la minicolumna. Centrifugar a
7.800 r.p.m por 2 minutos para lavar la matriz.

10. Transferir la minicolumna a un tubo nuevo de 1,5 ml. Anadir 20 pl de agua libre de
nucleasa (conservada a T° ambiente). Incubar a T° ambiente por 2 minutos.

11. Centrifugar la minicolumna con el tubo y el fluido a 7.800 r. p .m por 1 minuto.

12. Remover la minicolumna y guardar el ADN purificado entre —20° Cy— 70° C.
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3. Deteccion de genes de resistencia

La deteccidon de los genes de resistencia a ( lactamicos, tetraciclinas, macrolidos y
lincosamidas se realizd mediante PCR a partir de las cepas en estudio.

Partidores

e Deteccion del gen mecA: Se utilizé un par de partidores que detectd un fragmento
del gen mecA, sus pricincipales caracteristicas se observan en la Tabla N° 2. Se
utiliz6 como cepa control la cepa de Staphylococcus aureus ATCC (American Type
Culture Collection) 43300 que tiene la caracteristica de ser meticilino resistente por

la presencia del gen mecA.

e Deteccion del gen tet(M): Para su estudio se utiliz6 un par de partidores cuyas

principales caracteristicas se muestran en la Tabla N° 2.

e Deteccion de resistencia a macrolidos y lincosamidas erm(B): Para este estudio se
utilizé un par de partidores y sus principales caracteristicas se observan en la Tabla
Ne° 2.

Tabla N° 2. Partidores y tamafio esperado del amplicon para el gen mecA, tet(M),

erm(B) gyrAy grlA.
Gen | Partidor 5" - 3° | Tamafio | Referencia
AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C
MECA  AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C 533 pb Ryffel et al., 1990
GGA GCG ATT ACA GAA TTA GG
M)  GercaTceTTTCCeTCTATTACC*  472PD 1ot Sones et al., 2006
CAT TTA ACG ACG AAA CTG GC
erm(B)  SGa ACATCT GTG GTA TGG CG 425pb 5o cen et al., 1999
ATG AGY GTT ATC GTK CWC GTG C
gyrA CCA TWG ARC CAA AGT TAC CTT G 260pb | iorre et al., 2007
A AAT ACR YAY GAT AARAAT TTCCG  Ha0 1
g GTY GTRTCATCATAG TTT GG P Intorre et al., 2007

* Partidor disefiado por el PhD. Victor Silva, 2008, Departamento de Microbiologia y Micologia,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
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4. Preparacién de la mezcla para PCR

La mezcla para realizacion del PCR para los genes mecA, tet(M) y erm(B) fue la

siguiente:
Reactivo Cantidad
Buffer 10 X Sul
MgCl, 25 mM 3l
dNTP 1 mM 1 ul
Partidor Forward 20 pmoles 1l
Partidor Reverse 20 pmoles 1l
Taq DNA Polimerasa 5U/pl 0,2 ul
DNA blanco 3ul
H,0 destilada 35,8 ul
Volumen Final 50 ul

5. Amplificacién

La amplificacion se realizo en el termociclador (Thermo Electron Corporation),

utilizando uno de los siguientes programas segun el fragmento a amplificar:

Gen mecA Gen tet(M) Gen erm(B)
lciclo 94°x5min. | 1ciclo 95°x5min. 1ciclo 94° x5 min.
94° x 20 seg. 95° x 30 seg. 94° x 30 seg.
25 ciclos 55°x 20seg. | 30 ciclos 55° x 30seg. | 30ciclos 52°x 30 seg.
72° x 50 seg. 72° x 30 seg. 72° x 30 seg.
lciclo 72°x10min. | 1ciclo 72°x7 min. 1ciclo 72°x5min.

6. Electroforesis

Los amplicones se visualizaron en un gel de agarosa (Promega) al 1% p/v
teflidos con bromuro de etidio:

- 1gr de agarosa
- 100 ml de buffer TAE 1 X
- 5 ul de bromuro de etidio de 10 pg/ml

Buffer TAE 1X es una dilucion del buffer TAE 50 X

e TAE50% (1 It):
a) 242 grs Tris Base
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b) 57,1 ml Acido Acético Glacial
c) 100 ml EDTA 0,5 M (pH 8.0)
d) Completar a 1 It con agua destilada.
e TAE 05X (1 It):

a) 10 ml TAE 50X
b) 90 ml H,O destilada

Se realiz6 la electroforesis en una camara (Minigel Migration Tank, Gel X

Labnet) a 50 volts durante 1 hora.
Como indicador de tamafio del amplicon se utiliz6 un marcador de 100 bp

(Bioaxis).

7. Visualizacion

La observacion de los fragmentos amplificados se efectu6 a través de un
transiluminador de luz ultravioleta (Espectroline, Mod TUC-312R.). Los resultados
obtenidos se registraron en fotografias (Kodak, Sistema EDAS 290, Software Kodak

1D3-6) para su analisis.

Deteccion de la base genética de resistencia a Enrofloxacino

PCR - Secuenciacion del QRDR del gen gyr(A) y gri(A)

1. Siembra
La siembra de las cepas para la PCR - Secuenciacion se realizd tal como se

describid para la deteccion de los genes de resistencia antes mencionados.

2. Extraccion del ADN blanco desde una suspensién bacteriana

La extraccion del ADN de las cepas para la PCR-Secuenciacion se realizo tal como

se describio para la deteccion de los genes de resistencia antes mencionados.

24



3. Deteccion de genes de resistencia a quinolonas

Partidores

La deteccion de resistencia a quinolonas se realizO mediante la localizacion de
mutaciones especificas en fragmentos de los genes gyrA y grlA. Para esto, se realizd
primero una PCR para amplificar los genes utilizando 2 pares de partidores descritos en

la Tabla N° 2 y posteriormente una secuenciacion de los amplicones.

4. Preparacién de la mezcla para PCR

La mezcla para realizacion del PCR para los genes gyrA y grlA fue la siguiente:

Reactivo Cantidad
Buffer 10 X Sul
MgCl; 25 mM 3ul
dNTP 1 mM 1l
Partidor Forward 20 pmoles 1 ul
Partidor Reverse 20 pmoles 1 ul
Tag DNA Polimerasa 5U/pl 0,2 ul
DNA blanco 3ul
H,O destilada 35,8 ul
Volumen Final 50 ul

5. Amplificacién

La amplificacion se realizo en el termociclador (Thermo Electron Corporation),

utilizando uno de los siguientes programas segun el fragmento a amplificar:

Gen gyr A Gen grlA
1ciclo 94° x5 min 1ciclo 94° x5 min.
94° x 30 seg. 94° x 30 seg.
30 ciclos 56° x 30 seg. 30 ciclos 51° x 30 seg.
72° x 30 segq. 72° x 30 segq.
lciclo 72°x5min. 1ciclo 72°x5min.

6. Electroforesis
La electroforesis de los amplicones para la PCR - Secuenciacion se realizé tal como
se describe para la deteccion de los genes de resistencia antes mencionados.
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7. Visualizacion

La visualizacion de los amplicones para la PCR - Secuenciacion se realizo tal como

se describe para la deteccion de los genes de resistencia antes mencionados.

8. Secuenciacion de los genes gyrA vy grlA

Luego de la PCR y previo a la secuenciacion de la region QRDR de los genes gyrA
y grlA, los fragmentos obtenidos (amplicones) se purificaron de acuerdo al protocolo

establecido por el kit WIZARD® Clean Up:

Tomar 20 pl del amplicon de cepas con amplicon de 507 bp

Agregar 20 ul de solucion de binding membrane

Depositar 40 ul en la columna Wizard e incubar por 2 minutos a T° ambiente
Centrifugar 1 minuto a 13 r.p.m.

Agregar 700 pl de solucion de lavado a cada columna

Centrifugar 1 minuto a 13.000 r.p.m.

Transferir inmediatamente la minicolumna a un tubo Ependorff de 1,5 ul

O N o g B~ w D

Agregar 25 pl de agua sin nucleasa, calentada previamente a 60° C a cada
minicolumna

9. Incubar 2 minutos a T° ambiente

10. Centrifugar a 13.000 r.p.m. por 2 minutos

11. Descartar las minicolumnas, la solucion que queda en el Ependorff es la que

contiene el ADN el cual se envid a secuenciar.

La secuenciacion de los fragmentos de los genes gyrA y griA se realizd en el
laboratorio Biogenetics con un secuenciador automéatico (ABI 310; Applied
Biosystems). Luego con el programa ClustalW se realiz6 el alineamiento de los
fragmentos secuenciados frente a una region parcial de los genes gyrA y grlA de
Staphylococcus intermedius y Staphylococcus schleiferi subespecie coagulans, los
cuales se encuentran en la base de datos de GeneBank (EF189168 al EF189175).
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Relacion de fenotipo y genotipo de resistencia

Para contar con la informacién de CIM de todas las cepas en estudio y poder
relacionar el fenotipo con el genotipo obtenido a traves de la técnica de PCR, se realizo
CIM a eritromicina mediante el método de E-test, solo a las cepas que presentaron
resistencia determinada por medio de la técnica de difusion en agar (Kirby Bauer) en el

estudio anterior .

Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) a eritromicina por E-test

Para realizar la CIM las cepas se sembraron en agar tripticasa soya (Oxoid ®)
mas un 5% de sangre de cordero y se incubaron a 37°C por 18 horas. Luego se
realizaron suspensiones bacterianas con suero fisiolégico y se ajustaron al tubo 0,5 del
nefelometro de Mc Farland. Posteriormente se sembraron en una placa con agar Mueller

Hinton (Oxoid ®) con térulay en 3 sentidos (Figura N° 1).

- E-test

| D-test

DI R

Figura N° 1: Siembra en placa de agar Miieller Hinton. Se observa la

siembra en 3 sentidos y la manera como depositar la tira de E-test y
los sensidiscos

Posterior a esto se depositd la tira de E-test que consiste en una tira de material
sintético que contiene concentraciones crecientes de un determinado antibidtico, en el
caso de eritromicina va desde 0,016 pg/ml hasta 256 pg/ml. Luego se colocd sobre la
placa sembrada y se incub6 por 18 a 24 horas. Pasado este tiempo se interpretd la CIM
directamente y de acuerdo al CLSI, 2009, segun el area de inhibicion que se produce
(Figura N° 2).
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Determinacion de la relacion de los niveles de resistencia
fenotipicas determinadas por CIM y el genotipo de resistencia

Para complementar el estudio fenotipico de resistencia a maécrolidos y
lincosamidas de las cepas seleccionadas del estudio anterior, se realizo la técnica de

susceptibilidad por el método D-test.

Método D-test
Para esta técnica se utilizo la misma placa en la que se realiz6 la CIM mediante

E-test. Al costado de la tira de E-test se depositaron los sensidiscos de eritromicina
(15ug) y clindamicina (2 pg) (Oxoid®) separados uno del otro por 15 mm (Figura N°
1). Se incubaron a 37 °C por 18 a 24 horas y luego se realiz6 la lectura e interpretacion
segun CLSI, 20009.

Analisis Estadistico

Se realizd un estudio descriptivo y las variables se expresaron como presencia 0
ausencia de el(los) gen(es) de resistencia de acuerdo a la caracterizacion fenotipica de

resistencia antimicrobiana de la cepa analizada y seran descritas como proporciones.

Ademas, se realizo un andlisis de asociacion, utilizando correlacion entre la
variable resultado (genotipo) con los niveles de resistencia (CIM). Para los analisis se
utilizé el Programa STATA 7.0.
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RESULTADOS

Deteccion genes de resistencia a B lactamicos (mecA), tetraciclinas
(tetM), macrdlidos y lincosamidas (ermB).

Determinantes genéticos de resistencia a 3-lactamicos

Solo una cepa de Staphylococcus intermedius presentd resistencia fenotipica a
oxacilina, a ésta se le realiz6 una PCR para detectar la presencia del gen mecA que
determina la resistencia a todos los  -lactamicos.

La PCR evidencié que la cepa aislada de pioderma al igual que la cepa ATCC
Staphylococcus aureus 43300 fueron positivas para la presencia del gen mecA, debido
a que ambas amplificaron un fragmento de aproximadamente 533 pb lo que concuerda
con el tamafo esperado. (Figura N° 3)

. e

Figura N° 3: Gel de agarosa al 1% de Amplicones mecA.
1; Ladder 100 pb

2; Staphylococcus aureus ATCC 43300,

3; Cepa 121, Staphylococcus intermedius
533 pb aislado desde pioderma

Determinantes genéticos de resistencia a tetraciclinas

De un total de 16 cepas aisladas de pioderma y otitis, 13 presentaron resistencia
fenotipica a tetraciclinas (81,25%) y amplificaron un fragmento de aproximadamente
472 pb, lo que concuerda con el tamafio esperado para el gen tetM (Figura N°4). Tres

cepas no amplificaron el fragmento del gen con este par de partidores utilizados.
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Figura N° 4: Gel de agarosa al 1%. Amplicones gen tet(M). 1; Ladder 100 pb
Cepas; 2;56p, 3; 74p, 5; 75p, 5; 83p, 6; 93p, 7; 99p, 8; 200, 9; 230,
10; 440, 11; 720, 12; 730, 13; 77. p: pioderma, o:otitis.

Determinantes genéticos de resistencia a macrolidos y lincosamidas

La resistencia a macrélidos (eritromicina) se determin6é en 18 cepas, de las
cuales 17 (94,4%) amplificaron un fragmento de aproximadamente 425 pb, lo que
coincide con el tamafio esperado para el gen ermB (Figura N° 5). Solo cepa no
amplificé el fragmento del gen con este par de partidores.

Fa wew won SN G SR SRS SS eem

425 pb

Figura N° 5: Gel de agarosa al 1%. Amplicones gen erm(B). 1; Ladder 100 pb,
2; Streptococcus agalactiae, Cepas ; 3; 87p, 4; 103p, 5; 116p,
7;121p, 8; 20, 9; 140, 10; 230, 11; 440, 12; 560, 13; 600, 14; 670,
15; 720, y 16; 770 p: pioderma, o: otitis.
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Determinacion de resistencia a quinolonas mediante deteccion de
mutaciones de los genes gyr(A) y grl(A) del QRDR

Las 15 cepas que presentaron resistencia fenotipica a quinolonas (enrofloxacino)
amplificaron fragmentos de 260 pb y 289 pb coincidiendo con los tamafios esperados

para los genes gyrA (Figura N° 6) y grlA respectivamente.

260 pb

Figura N° 6: Gel de agarosa al 1%, Amplicones del gen gyrA. 1; Ladder 100 pb,
Cepas; 2; 12p, 3; 87p, 4; 103p, 5; 116p, 6; 121p, 7; 20, 8; 280, 9; 560,
10; 600, 11; 670, 12; 770, 13; 790, 14; 890, 15; 970, 16; 980.
17; ladder 100 pb. p: pioderma, o: otitis.

Una vez realizada la PCR y obtenidos los fragmentos amplificados, éstos se
purificaron y se enviaron a secuenciar. Se secuenciaron un total de 5 cepas para
verificar la mutacion del gen gyrA y 3 para el gen grlA (Tabla N° 3). Las cepas
seleccionadas para secuenciacion fueron aquellas que presentaron una mejor calidad de
banda de amplificacién en el PCR y ademas se incluyd el estudio de la resistencia para
ambos genes de la Unica cepa de Staphylococcus schleiferi subesp. coagulans que
presentd resistencia fenotipica a enrofloxacino. Los resultados obtenidos se alinearon
con el programa ClustalW frente a las secuencias EF189168-EF189175 depositadas en
GenBank (Figura N° 7 y N° 8). Al realizar el alineamiento de las cepas se observo que
las 6 cepas secuenciadas para el gen gyrA presentaban la mutacion en la posicion 84 del
gen, reemplazando al aminoacido serina (TCG) por una leucina (TTG) (Figura N° 7).
Para el gen grlA también se observo una mutacion en la regién QRDR, pero esta vez en
la posicion 80 del gen, donde se reemplaz6 el aminodcido serina (AGT) por una
isoleucina (ATT) (Figura N° 8) (Tabla N°3).
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Tabla N° 3. Genotipo de resistencia a quinolonas en Staphylococcus spp.

Posicion gyrA  Posicion grlA

Cepa  Especie Patologia g4 TCG (Ser)] 80 [AGT (Ser)]
12 S. intermedius  Pioderma TTG (Leu)

87 S. intermedius Pioderma TTG (Leu) ATT (Iso)
116 S. intermedius  Pioderma TTG (Leu)

121 S. intermedius Pioderma TTG (Leu)

56 S. intermedius  Pioderma TTG (Leu)

60 S. schleiferi Otitis TTG (Leu) ATT (Iso)
77 S. intermedius  Otitis ATT (Iso)
79 S. intermedius  Otitis ATT (Iso)

Ser; serina, Leu; leucina, Iso; Isoleucina

Alineamiento EF189169 y cepas de Staphylococcus intermedius
EF189169 CGTATCGTAGGGGATGTCATGGGGAAATACCATCCACATGGTGACTCGTCAATTTATGAA

121p CGTATCKTAGGGGATGTCATGGGGAAATACCATCCACATGGTGACTTGTCAATTTATGAA
llép CKTATCKWAGGGGATGTCATGGGGAAATACCATCCACATGGTGACTTGTCAATTTATGAA
12p CGTATMKTAGGGGATGTYATGGGGAAATACCATCCACATGGTGACTTGTCAATTTATGAA
87p CKTMTCKTAGGGGATGTCATGGGGAAATACCATCCACATGGTGACTTGTCAATTTATGAA
560 CKTMTMKTAGGGGATGTTTTGGGGAAATACCGTCCACATGGTGACTTGGCAATTTATGAA

* kK kkkhkhkhkhkkk  hhkhkhkhkk kA khkhk krkkkkkkhkhhhkhkrkxx K Hhhhkhkkx* kKKK

Alineamiento de EF189173 y Staphylococcus schleiferi

EF189173 TAGGGGATGTCATGGGGAAATACCATCCACATGGTGACTCGTCAATTTATGAAGCAATGG
600 TAGGGGATGTCATGGGGAAATACCATCCGCATGGTGACTTGTGAATTTATGAAGCAATGG

kxhkkhkrkhhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhdhd *hkhkhkhhkrkhkhkhx *k *khkhkhkkhkrkhkhhkhkhxhkxkx*k

Figura N° 7: Alineamiento de amplicones de QRDR de cepas de Staphylococcus spp
con gen gyrA con el programa Clustal W. EF189169 Regién parcial del
gen ADN girasa de Staphylococcus intermedius; EF189173 Regién parcial
del gen ADN girasa de Staphylococcus schleiferi subsp coagulans; TCG
Codon 84 serina; TTG Codon 84 leucina

Alineamiento de EF189171 y cepas de Staphylococcus intermedius
EF189171 TAGTTCTGTGTATGATGCAATGGTCCGTTTGAGTCAAGACTGGAAATTACGTCACGTGC

770 TATTTCTGTGTATGATGCAMTGGTCCGTTTGAGTCARGACTGGAAATTACKTCACGTGC
87p TATTTCTGTGTATGATGCAATGGTCCGTTTGAGTCAAGACTGGAAATTACGTCACGTGC
790 TATTTCTGTGTATGATGCAMTGGTCCGTTTG-GTCR-GACTGGTAATTACKTCACGTGC

Kk KAk A Ak hkAhA Ak hkAkhkhdk *hkhkkhkhkkdhhkhhk Kk kk *Ahkhhkk,k *hkhkhhkk (kA kxkkxx

Alineamiento de EF189175 y Staphylococcus schleiferi

EF189175 --—---—---—mmmm oo ATTGGTCAGTTGCATCCGCACGGGGATAGTT
600 WGCATTTTTTGMGTGCGTMMGRGACGTGATTGGTM-GTTGCATCCGCACKGGGTTATTT

* Kk ok ok kK kkhkkkkkhkkkhkkkhkkhkkhkk kkhkk Kkk k%K

Figura N° 8: Alineamiento de amplicones de QRDR de cepas de Staphylococcus spp
con gen grlA con el programa Clustal W. EF189171 Regi6n parcial del gen
de topoisomerasa IV de Staphylococcus intermedius; EF189175 Region
parcial del gen de topoisomerasa IV de Staphylococcus schleiferi subsp
coagulans; AGT cod6n 80 serina; ATT coddn 80 isoleucina.
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Relacion de fenotipo y genotipo de resistencia a los antibidticos

antes descritos

El resultado de la CIM de 18 cepas que presentaron resistencia a eritromicina

con el método Kirby Bauer evidencié que un 96,5% presenté altos niveles de resistencia

(>256 ug/ml) y solo una cepa mostr6 un nivel de resistencia de 8 ug/ml (Tabla N° 4).

Tabla N° 4. CIM de las cepas de Staphylococcus spp. resistentes a eritromicina

Pioderma | Otitis
Ne° . CIM Ne ) CIM

Especie . - Especie . .-
cepa eritromicina  cepa eritromicina
9 S. intermedius > 256 ug/ml 2 S. intermedius > 256 ug/ml
12 S.intermedius > 256 ug/ml 14 S.intermedius > 256 ug/ml
87  S.intermedius > 256 ug/ml 23 S.intermedius > 256 ug/ml
103  S. intermedius > 256 ug/ml 56  S.intermedius > 256 ug/ml
116  S. intermedius > 256 ug/ml 60  S.schleiferi > 256 ug/ml

121 S. intermedius > 256 ug/ml 67  S.intermedius 8 ug/ml
72 S.intermedius > 256 ug/ml
73 S.intermedius > 256 ug/ml
77  S.intermedius > 256 ug/ml
79  S.intermedius > 256 ug/ml
97  S.intermedius > 256 ug/ml
98  S.intermedius > 256 ug/ml

Puntos de corte CIM eritromicina
Sensible < 0,5 pg/ml, intermedio 1-4 pg/ml, resistente > 8 pg/ml (CLSI, 2009).

Al relacionar el fenotipo con el genotipo de las cepas estudiadas se observa que en

el caso de la oxacilina solo una cepa del total de cepas estudiadas (29) presentd

resistencia fenotipica a este antibiotico y esta cepa evidencio la presencia del gen mecA

(Tabla N° 5). En el caso de la tetraciclina 6/9 (66,7%) de las cepas aisladas de pioderma

que presentaron resistencia fenotipica resultaron ser positivas para el gen tetM, en

cambio en otitis externa el 100% de las cepas resistentes 7/7 a traves de CIM

evidenciaron la presencia del gen (Grafico N° 1)(Tabla N° 5). Respecto de la

eritromicina 6/6 (100%) de las cepas aisladas de pioderma y que fueron resistentes

fenotipicamente al farmaco resultaron ser positivas a la presencia del gen ermB y 11/12

(92,4%) cepas aisladas desde otitis externa evidencio el gen (Grafico N° 2) (Tabla N° 5).
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Tabla N° 5. Relacion fenotipo versus genotipo expresado en proporciones de cepas de

Staphylococcus spp.
N Oxacilina Tetraciclina Eritromicina
Patologia Cepas | Fenotipo  Gen % Fenotipo ~ Gen % Fenotipo ~ Gen %
resistente  mecA resistente  tetM resistente  ermB
Pioderma 13 1 1 100 9 6 67 6 6 100
Otitis externa 16 0 0 0 7 7 100 12 11 92
Total 29 1 1 100 16 13 8125 18 17 944
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Graéfico N° 1: Perfil fenotipico y genotipico de resistencia a tetraciclinas
en 16 cepas de Staphylococcus spp.
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Gréfico N° 2: Perfil fenotipico y genotipico de resistencia a eritromicina
en 18 cepas de Staphylococcus spp.

De las 15 cepas que amplificaron los fragmentos de los genes gyrA y grlA se
enviaron a secuenciacion 6/15 (40%) amplicones del gen gyrA y 4/15 (27%)
amplicones del gen grlA. Los resultados de la secuenciacion mostraron que el 100% de
las cepas presentaron una mutacion en la region QRDR que varia dependiendo del gen
estudiado (Tabla N° 6).

Tabla N° 6. Relacion fenotipo versus genotipo en quinolonas expresado en proporciones

N° cepas Secuenciaciones realizadas Cepas positivas a mutacion
Patologia . gyrA grlA

resistentes gyrA grlA (TCGLTTG) | (AGTHATT)
Pioderma 5 4 1 4 100% | 1 100%
Otits externa 10 2 3 2 100% 3 100%
Total 15 6 4 6 100% 4  100%
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Relacion entre los niveles de resistencia fenotipicas (CIM) y el genotipo

El andlisis de los fenotipos y genotipos revel6 que 13/29 (44,8%) cepas
presentaron resistencia a un solo antimicrobiano, un 37, 9% vy un 17,3% evidencio
resistencia a 2 y 3 antibidticos respectivamente. La mayoria de las cepas demostré la

presencia de el/los genes de resistencia correspondientes (Tabla N° 7).

Tabla N° 7. Relacion entre el nivel de resistencia (CIM) y el genotipo en 29 cepas de
Staphylococcus spp.

1(‘:1" Oxacilina Tetraciclina Eritromicina Enrofloxacino
€P2 | Especie CIM CIM CIM CIM .

(ug/ml) Gen (ug/ml) Gen (ug/ml) Gen (ug/ml) Mutacion

Pioderma

2 S.intermedius | S 0,5 R 16 S 0,25

9 S.intermedius | S 0,5 S 0,25 R >256 ermB |S 1

12 | S. aureus S 05 S 0,25 R >256 ermB | R* 4 TTG

56 S.intermedius | S 0,5 R 8 tetM S 0,25

74 S.intermedius | S 0,5 R 64 tetM S 0,25

75 S.intermedius | S 0,5 R 64 tetM S 1

83 S.intermedius | S 0,5 R 64 tetM S 0,25

87 | S.intermedius | S 0,5 R 64 R >256 ermB | R* 32 TTG/ATT

93 | S.intermedius | S 0,5 R 64 tetM S 0,25

99 | S.intermedius | S 0,5 R 64 tetM S 0,25

102 | S.intermedius | S 0,5 S 0,25 R >256 ermB |R 16

116 | S.intermedius | S 0,5 R 8 R >256 ermB | R* 1 TTG

121 | S.intermedius | R 128 mecA | S 0,5 R >256 ermB | R* 32 TTG

Otitis externa

2 S.intermedius | S 1 S 0,5 R >256 ermB | R 32

14 S.intermedius | S 0,25 S 0,5 R >256 ermB | S 1

20 S.intermedius | S 0,25 R 128 tetM S 0,25

23 S.intermedius | S 0,25 R 64 tetM R >256 ermB | S 0,25

28 S.intermedius | S 0,5 S 0,5 R 16

44 S.intermedius | S 0,25 R 128 tetM S 1

56 S. aureus S 1 S 0,5 R >256 ermB | R* 32 TTG

60 | S. schleiferi S 0,25 S 0,5 R >256 ermB | R* 32 TTGIATT

67 | S.intermedius | S 2 S 0,5 R 8 ermB | R 32

72 | S.intermedius | S 05 R 32 tetM |R >256 ermB | S 1

73 | S.intermedius | S 0,25 R 64 tetM | R >256 S 1

77 S.intermedius | S 0,25 R 128 tetM R >256 ermB | R* 32 ATT

79 S.intermedius | S 0,25 S 0,25 R >256 ermB | R* 8 ATT

89 S.intermedius | S 0,5 S 0,25 R 32

97 S. aureus S 1 R 128 tetM R >256 ermmB | R 32

98 S.intermedius | S 0,5 S 0,25 R >256 ermmB | R 32

Las CIM de los antibidticos oxacilina, tetraciclina y enrofloxacino fueron entregados por el estudio
realizado por Abusleme, 2009 y Heresmann, 2010, en cambio, la CIM a eritromicina se llevo a cabo en el
presente estudio y solo a las cepas que presentaron resistencia con el método de Kirby Bauer en aquellos
estudios. En el caso de enrofloxacino, todas las cepas amplificaron los fragmentos de los genes gyrA y
grlA, sin embargo, la mutacion fue observada solo en las cepas que se enviaron a secuenciar TTG:
Leucina (gen gyrA); ATT: Isoleucina (gen grlA). * Cepas secuenciadas.

Puntos de corte oxacilina; sensible < 2ug/ml; resistente > 4 pg/ml. Tetraciclina; sensible < 4 pg/ml,
sensibilidad intermedia 8 pg/ml, resistente > 16 ug/ml. Eritromicina; sensible < 0,5 pg/ml, sensibilidad
intermedia 1 — 4 pg/ml, resistente > 8 pug/ml. Enrofloxacino; sensible < 0,5 ng/ml, sensibilidad intermedia
1 - 4 pg/ml, resistente > 8 ng/ml (CLSI, 2006 y CLSI 2009). S: Sensible; R: Resistente.
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Respecto del antimicrobiano oxacilina, dado que se evidencid resistencia en una
Unica cepa no se pudo establecer alguna asociacion entre la CIM y el genotipo
observado, sin embargo, cabe destacar que la cepa de Staphylococcus intermedius,
aislada de pioderma, resistente a oxacilina present6 una CIM elevada de 128 ug/mi
(Tabla N* 7).

En el caso de la tetraciclina el andlisis del fenotipo versus el genotipo, se puede
relacionar con el alto nivel de CIM en las cepas que presentaron el gen tetM, 11/13
(84,6%) evidenciaron una CIM de > a 64 pug/ml y solo 2 cepas presentaron una CIM
menor de 8 pg/ml y 32 ng/ml. Las CIM de las cepas que no amplificaron también es
menor (8 png/ml y 16 pg/ml ) excepto una que mostroé una CIM de 64 pg/ml (Tabla N°
7).

Respecto de los macrélidos y lincosamidas, una cepa presenté una CIM baja a
eritromicina, pero aun asi es resistente, de 8 ug/ml, el resto de las 17 cepas mostro una
CIM de > 256 ug/ml (Tabla N° 7). La presencia del gen ermB se detectd en un 94,4 %
de las cepas, incluyendo la cepa N° 67 aislada de otitis que presenté una CIM de 8
ng/ml, y cabe destacar que la cepa que no fue positiva a la presencia del gen presentaba
una alta CIM de 256 ug/ml.

Los niveles de resistencia de quinolonas varian segun la patologia, en pioderma
5 cepas son resistentes y la CIM varia de 1 a 32 ug/ml, en cambio en otitis externa las
CIM de las 10 cepas resistentes fenotipicamente es uniforme, 8 cepas presentaron
niveles de 32 pug/ml, 1 cepa de 16 pug/ml y una de 8 pug/ml. Los amplicones de QRDR
secuenciados corresponden a cepas con CIM que van desde 1 a 32 pg/ml y todas
presentaron mutaciones (Tabla N° 7). La cepa de Staphylococcus schleiferi subesp
coagulans, presentd mutacion en ambos genes gyrA y grlA, al igual que la cepa N° 87

aislada desde pioderma.

Método D-test.

Respecto al fenotipo de resistencia a macrolidos la mitad de las cepas estudiadas
(9/18) presentaron el fenotipo Macrélidos-Lincosamidas-Streptogramina constitutivo
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(MLSc), el cual se refiere a que la cepa es resistente a los dos antibioticos enfrentados

(eritromicina y clindamicina) (Tabla N° 8) (Figura N° 10). Las 9 cepas restantes

mostraron el fenotipo MLS inducible (MLSi) (Tabla N° 9), en el cual, la cepa es

resistente a eritromicina y sensible a clindamicina, sin embargo, cuando la clindamicina

toma contacto con la eritromicina la cepa expresa resistencia inducible de la
clindamicina (Tabla N° 8 y N°9).

Tabla N° 8. CIM a macrolidos y fenotipo de resistencia

N° Cepa Especie Etest E CIM DA | Fenotipo
(ng/ml) (ng/ml)

9 S. intermedius R >256 R 64 MLSc
12 S. aureus R >2656 R 1 MLSi
87 S. intermedius R >256 R 1 MLSc

103 S. intermedius R >256 R 128 MLSc
116 S. intermedius R >256 R 2 MLSi
121 S. intermedius R >256 R 1 MLSi

2 S. intermedius R >256 R 64 MLSi
14 S. intermedius R >256 R 8 MLSi
23 S. intermedius R >256 R 128 MLSc
56 S. aureus R >256 R 64 MLSi
60 S. schleiferi R >256 R 4 MLSi
67 S. intermedius R 8 R 128 MLSi
72 S. intermedius R >256 R 128 MLSI
73 S. intermedius R >256 R 4 MLSc
77 S. intermedius R >256 R 128 MLSc
79 S. intermedius R >256 R 128 MLSc
97 S. aureus R >256 R 128 MLSc
98 S. intermedius R >256 R 128 MLSc

Puntos de corte eritromicina (E) sensible < 0,5 pg/ml, intermedia 1 — 4 pg/ml, resistente > 8 pug/ml
(CLSI, 2009). Clindamicina (DA) sensible < 0,5 pg/ml, intermedia 1 — 2 pg/ml, resistente > 4 pg/ml

(CLSI, 2006).

Tabla

Figura N° 10: CIM por método de Etest y
sensibilidad por disco de difusion. Se observa
gue no existe halo de inhibicion alrededor de los
discos antibidticos y tampoco en la tira de Etest, lo
que nos demuestra un fenotipo de MLSc y que la
CIM es > 256 ug/ml respectivamente.

N° 9. Correlacion entre fenotipo de
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resistencia y nivel de resistencia medida en CIM a eritromicina

CIM . CIM E resistente CIM E resistente Total
Fenotipo CIM DA <64 pg/ml - CIM DA > 64 ng/ml
MLSc 3 6 9
MLSi 7 2 9
Total 10 8 18

CIM (Concentracion inhibitoria minima), MLSc/i; Mécrolido-Lincosamida-
Estreptogramina constitutiva/inducible, E; eritromicina; DA, clindamicina.

Al analizar el fenotipo con el nivel de resistencia a clindamicina determinada a
través de CIM se establecié que, a pesar que no existe una asociacion estadisticamente
significativa p < 0,058, se observa una tendencia que relaciona las cepas con CIM a
clindamicina > 64 pg/ml con un fenotipo MLSc (Macrolido-lincosamida-
estreptogramina constitutivo), en cambio aquellas cepas con CIM < 64 pg/ml expresan
un fenotipo MLSi (inducible), siendo la resistencia a clindamicina inducible, en este

caso por eritromicina.
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DISCUSION

La resistencia antimicrobiana esta a la vanguardia mundial de los problemas de
salud publica en medicina humana y medicina veterinaria. Esta resistencia esta
intrinsecamente asociada al uso de agentes antimicrobianos y principalmente al abuso

de éstos en la préctica clinica de pacientes y en la produccion de animales de abasto.

La prevalencia y el grado de resistencia antimicrobiana en infecciones
supurativas dermatoldgicas en medicina veterinaria se ha incrementado en el mundo
(Werckentin et al., 2001). Bacterias del género Staphylococcus spp. son las principales
involucradas en patologias de este tipo como por ejemplo, pioderma y otitis en caninos,
y es importante considerar que estos agentes muestran con frecuencia un rapido
desarrollo y diseminacién de resistencia antimicrobiana. Desafortunadamente este
desarrollo no es documentado continuamente en medicina veterinaria (Hoekstra y
Paulton, 2002). Esta falta de informacidn que se presenta a nivel mundial también se
observa en el pais en el que no hay reportes que indiquen el perfil de resistencia y
mecanismos moleculares de resistencia a antimicrobianos en las principales especies de
Staphylococcus (S. intermedius y S. schleiferi) aislados de caninos. Esta falta de
vigilancia del fendmeno de resistencia a nivel nacional dificulta realizar un andlisis de
un posible descenso, mantencién o aumento de la resistencia antimicrobiana de estos

agentes bacterianos en Chile.

Sin embargo, a nivel mundial es reconocido el aumento en los niveles de
resistencia antimicrobiana de Staphylococcus intermedius, y estan descritos en la
literatura los mecanismos moleculares por lo cuales ésta se lleva a cabo. Los resultados
de este estudio coinciden con estos antecedentes internacionales referidos a los
mecanismos moleculares de resistencia que poseen las bacterias Staphylococcus

coagulasa positivo, que afectan a caninos en el pais.

En relacion a las tetraciclinas, un 81,25% de las cepas que mostraron ser
resistentes fenotipicamente a través de CIM amplificaron el gen tetM, esto coincide con
lo descrito en la literatura, ya que este gen es el principal involucrado en la resistencia

de Staphylococcus intermedius aislados desde caninos (Kim et al., 2005).
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Las cepas que resultaron ser fenotipicamente resistentes a tetraciclinas y que no
amplificaron el fragmento de este gen (tetM), podria explicarse por una de estas dos
situaciones; una de ellas podria ser por una baja afinidad de las cepas a los partidores
utilizados en este estudio para evidenciar la presencia de este gen y la otra podria ser
que si bien el gen tetM es el principal mecanismo detectado en cepas de Staphylococcus
intermedius y que otorga resistencia mediante la proteccion ribosomal (Schwarz y
Chaslus-Dancla, 2001), impidiendo que el antibiotico ejerza su efecto sobre la célula
bacteriana, las cepas que no amplificaron el fragmento para este gen presenten otro

mecanismo de resistencia como por ejemplo bombas de eflujo.

Los genes tetK y tetL, también han sido descritos en Staphylococcus intermedius
pero en menor medida, ambos genes confieren resistencia por el mecanismo de bombas
de eflujo (Schwarz y Chaslus-Dancla, 2001). En el estudio de Kim et al., (2005),
encontraron el gen tetM en un 97% (29 de 30 cepas) de las cepas, en un 24% (7/30) el
gen tetL y en un 14% (4/30) el gen tetK; 6 cepas presentaron los genes tetM vy tetL
simultaneamente y 4 presentaron los genes tetM y tetK. Esto es muy importante a
considerar en un estudio posterior porque cabe la posibilidad de que las cepas

estudiadas posean mas de un gen en su genotipo.

Es importante desctacar ademas el elevado nivel de resistencia (CIM) en las
cepas estudiadas, con la excepcion de una, aislada de pioderma, las cepas que
amplificaron el gen tetM presentan una resistencia en la CIM > 32 ug/ml, lo cual podria
sustentar la idea de la presencia de mas de un gen y que de esta manera potenciaria el
nivel de resistencia a tetraciclinas por parte de la cepa, con el consiguiente aumento de
la CIM.

Los macrolidos (eritromicina) y lincosamidas (clindamicina) son una buena
alternativa terapéutica para enfermedades dermatologicas principalmente pioderma,
aungue generalmente son utilizadas solo en casos de hipersensibilidad o resistencia
antimicrobiana a B-lactamicos (Ganiere et al., 2005). Sin embargo, considerando los
resultados de este estudio donde se observd un alto nivel de resistencia en las cepas
resistentes mediante Kirby Bauer, las cuales mostraron en 17/18 (94,4%) cepas una
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resistencia > 256 pg/ml, seria importante realizar un antibiograma previo y evitar

utilizarlos en terapias empiricas.

El estudio molecular realizado a las cepas que presentaron resistencia a
macrolidos y lincosamidas, evidencio que 17 de las cepas estudiadas presentaron el gen
ermB, coincidiendo con lo que se describe en la literatura, siendo este gen el principal
involucrado en la resistencia de Staphylococcus intermedius aislados desde caninos
(Luthje y Schwarz, 2007). Este gen confiere resistencia a las cepas mediante
codificacion de metilasas ribosomales que disminuyen la union de los macrolidos y
lincosamidas a su sitio de accion. La cepa que no amplifico el fragmento del gen ermB
puede deberse a que el mecanismo por el cual esta cepa presenta resistencia a esta
familia de antimicrobianos sea diferente, como se describe en el estudio de Lithje y
Schwarz (2007) donde se detectd la presencia del gen msrA en Staphylococcus

2

intermedius. O puede explicarse porque los “partidores” utilizados en este estudio
poseen una baja afinidad por el gen a estudiar en esta cepa, por lo tanto, no se amplificd

durante la realizacion de la PCR.

En algunas ocasiones el genotipo de resistencia se relaciona con el fenotipo que
expresa la bacteria en relacion a su nivel de resistencia determinado por CIM, es asi
como se describe que la resistencia a través de metilasas ribosomales se expresa con
elevados niveles de resistencia, en cambio, otros mecanismos como bombas de eflujo

presentan un nivel de resistencia menor (Torres, 2002).

En relacion al estudio para detectar el fenotipo de resistencia de estas cepas,
cabe mencionar que el 50% de ellas presento el fenotipo MLSi, lo cual proporciona una
importante informacién referido a que si en el diagndstico de rutina no se realiza esta
deteccién en la que se caracteriza el fenotipo de resistencia, las cepas podrian
informarse como sensible a un farmaco que finalmente al ser utilizado en la préactica
clinica resulte en una terapia fracasada. En medicina humana la realizacion del D-test
durante el antibiograma es de rutina para las especies del género Staphylococcus spp. y
Streptococcus spp., segun las normas que dicta el CLSI, 2009, en cambio, en medicina
veterinaria este procedimiento no es realizado en los laboratorios de forma rutinaria, lo

cual puede subestimar la real resistencia al antimicrobiano por parte de la cepa en
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estudio, perjudicando directamente al paciente, durante el tratamiento (Schreckenberger
et al., 2004; Tamariz et al., 2009).

Los mecanismos moleculares de resistencia a fluoroquinolonas en
Staphylococcus intermedius y Staphylococcus schleiferi subsp coagulans, a nivel
mundial estd comenzando a ser estudiada. Uno de los primeros estudios publicados fue
el afio 2007, por Intorre et al., donde se describe como mecanismo de resistencia la
mutacion de los genes que codifican a las subunidades de la ADN girasa y de la
topoisomerasa IV, en la region QRDR. Por lo tanto, luego de amplificar los genes se
deben secuenciar para evidenciar la mutacion que le confiere a la bacteria la capacidad

de ser resistente a las quinolonas.

Un 8,8% de las cepas (15/170), presentaron resistencia fenotipica a
enrofloxacino y el 100% de las cepas que se enviaron a secuenciar evidenciaron una
mutacion en los fragmentos QRDR. Los fragmentos amplificados del gen gyrA de
Staphylococcus intermedius y Staphylococcus schleiferi subesp. coagulans presentaron
la misma mutacion descrita por Intorre et al., (2007) y Descloux et al., (2008), en el
cual en la posicién 84 se reemplaz6 el aminoacido serina (TCG) por una leucina (TTG),
Mientras que la mutacion observada en el gen grlA de S. intermedius y S. schleiferi
coincide con el estudio realizado por Descloux et al., (2008), en que la region QRDR
mutd en la posicion 80 reemplazando al aminoacido serina (AGT) por una isoleucina
(ATT).

La importancia de los resultados encontrados en este estudio radica en que esta
familia de antibidticos, si bien tienen una buena efectividad frente a los agentes
bacterianos estudiados y ademas tienen una buena biodisponibilidad en tejidos como la
piel, estos solo debieran ocuparse en casos de Staphylococcus meticilino-resistente
(Otero et al., 2001). Al analizar los resultados, el problema esta en que en este estudio
solo se encontrd una cepa de Staphylococcus intermedius meticilino-resistente, lo que
sefiala que esta bacteria aun demuestra ser sensible frente a los antibidticos de “primera
linea”, sin embargo, la resistencia frente a quinolonas es mucho mayor, lo que sugiere
un abuso en la utilizacion de este farmaco. La farmacocinética de las quinolonas
permite que sea una buena alternativa en patologias dermatoldgicas, ya que tiene una

buena biodisponibilidad en tejidos periféricos como piel y oido (lhrke et al 1999;
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Zurich, 2001), sin embargo, también es ampliamente utilizado en infecciones
respiratorias, infecciones del tracto urinario y prostatitis . Las quinolonas tienen ademas
la ventaja de poder administrarse una vez al dia (lhrke, 1999) y con buenos resultados,
lo que significa comodidad para los propietarios y por consiguiente una terapia con
mayor probabilidad de éxito para el paciente. Si bien las quinolonas no son utilizadas
solo en este tipo de patologias, de todas maneras, su uso debiera restringirse o
controlarse mejor, ya que esta es una buena opcién de terapia en medicina veterinaria
para patologias producidas por Staphylococcus spp. meticilino resistente y este es tema
relevante, ya que, las alternativas terapéuticas en estos casos son escasas 0 de elevados

costos, lo cual resulta poco viable de utilizar en medicina veterinaria.

A nivel mundial, existen numerosos reportes de la problemaética actual que existe
en relacion a la aparicion de cepas de S. intermedius y S. schleiferi que han demostrado
ser meticilino-resistente. En este estudio de un total de 170 cepas estudiadas solo una de
ellas presentd resistencia fenotipica a la oxacilina, lo que corresponde a un 0,5%. Se
infiere resistencia a la meticilina cuando se presenta este tipo de resistencia pero debe
corroborarse con la realizacion de la PCR para detectar el gen mecA (van Duijkeren et
al, 2004; Loeffler et al, 2007; Griffeth et al, 2008). Esta Unica cepa resulto ser positiva
frente a la pesquiza del gen mecA, por lo tanto, se confirma la presencia de la primera
cepa de Staphylococcus intermedius meticilino resistente aislado de pioderma desde un

canino en el pais.

La presencia de una cepa aislada de un canino que tiene la caracteristica de ser
meticilino resistente es un importante antecedente se debiera considerar por diversos
motivos. Uno de ellos, es que las alternativas terapéuticas disminuyen en estas cepas, ya
que la presencia y expresion de este gen no solo determina la resistencia por parte de la
bacteria a penicilinas sino que ademas a cefalosporinas y carbepenemas (Loeffler et al.,
2007), aunque esta Ultima familia de antibidticos realmente no se usa en la practica
clinica veterinaria. La disminucién de alternativas, es un punto relevante, ya que estos
son los antimicrobianos de “primera linea” utilizados en medicina veterinaria para el
tratamiento de enfermedades dermatologicas. Estos antibioticos se convierten en una
buena eleccion por sus caracteristicas: bajo costo, buena absorcion oral y
biodisponibilidad en tejidos (Harvey y Hunter, 1999). Ademas en el caso de las
cefalosporinas el ritmo horario es apropiado (generalmente cada 12 horas) (Kahn,
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2008), lo cual en el area veterinaria es un factor importante ya que resulta en un
administracion mas comoda para el propietario lo que finalmente determinara que se

Ileve a cabo una terapia exitosa.

En medicina humana la presencia de Staphylococcus aureus meticilino resistente
(SAMR) se describe desde 1961 y actualmente en algunos hospitales de Estados Unidos
de América los aislados de SAMR puede alcanzar incluso un 55% (Umber y Bender,
2009). Por otro lado, Staphylococcus meticilino resistente aislados desde infecciones en
tejidos blando en animales domésticos ha sido bien documentados desde 1970
(Abraham et al., 2007). Diversos estudios describen la presencia de mascotas que son
portadores asintomaticos de SAMR, y esto ha significado que para el tratamiento de
pacientes humanos con infecciones recurrentes de SAMR es necesario la identificacion
y posterior tratamiento de sus mascotas cuando han resultado ser positivas a SAMR.
(van Duijekeren et al., 2004 y Sing et al., 2008). Un estudio preliminar Umber y Bender
(2009) sugieren que perros y gatos son colonizados transitoriamente por SAMR, esto
indicaria que no seria necesario realizarles tratamiento a menos que se presenten

infecciones recurrentes en sus propietarios.

En una revision realizada en la Universidad de Minessota en un centro médico
veterinario, animales que presentaron lesiones dérmicas que no mejoraban, demostraron
tener SAMR y resultaron tener un genotipo idéntico a los SAMR aislados desde
humanos asintomaticos que mantenian un contacto estrecho con ellos. Se entrevistd a
los propietarios y todos aquellos que tenian mascotas portadoras de SAMR resultaron
haber estado hospitalizados recientemente, tener enfermedades con sistema inmune
deprimido o estar con tratamiento quimioterapéutico. Esto sugiere que lo mas probable
es que las mascotas adquirieron la infeccion desde sus duefios (Umber y Bender, 2009).
Por otra parte, existe evidencia de aislamiento de S. intermedius en humanos que son
propietarios de mascotas que poseen patologias como por ejemplo dermatitis atdpica, o
pioderma profundo. Esto indicaria una posible transmision de S. intermedius entre
mascotas-propietario (Goodacre et al., 1997, Harvey et al., 1994., Tanner et al., 200 y
Guardabassi et al., 2004).

Por lo tanto, como se ha observado la transferencia de S. intermedius entre los

perros y sus duefios y S. aureus entre los duefios y sus mascotas, podria implicar la
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posibilidad de que genes de resistencia pudieran ser transmitidos entre las diferentes
especies de bacterias (es decir, la transferencia de elementos de la resistencia entre S.
intermedius y S. aureus). Y este es un punto importante, ya que, esto significa que las
mascotas que cada vez tienen un contacto mas estrecho con sus propietarios podrian

actuar como reservorio de resistencia convirtiéndose en un potencial riesgo zoonotico.

Los resultados de esta investigacion justifican la necesidad de realizar programas
dirigidos a informar a profesionales del area acerca del actual comportamiento frente a
antimicrobianos en bacterias que afectan habitualmente a mascotas en el pais. Ademas,
efectuar controles destinados a prevenir el uso excesivo de estos antibiéticos en los
animales domeésticos por el alto riesgo de resistencia antimicrobiana lo cual conlleva a
una disminucion en las alternativas de terapia y a una potencial transferencia de

microorganismos resistentes a sus propietarios.

Finalmente, cabe destacar que este estudio es pionero a nivel nacional, en el cual
se realiza la caracterizacion molecular de resistencia en Staphylococcus coagulasa
positivo, principalmente Staphylococcus intermedius, aislados desde pioderma y otitis
en caninos. Y los resultados en este estudio coinciden con los publicados a nivel

mundial.
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CONCLUSIONES

= Por primera vez en el pais se detecta la presencia de una cepa de Staphylococcus
intermedius meticilino resistente aislada desde pioderma en un canino en la cual se

detectd la presencia y expresion del gen mecA.

= La deteccion de genes que codifican resistencia a macrolidos, lincosamidas (ermB)
y tetraciclinas (tetM) se evidencié en altos porcentajes, concordando con los

resultados fenotipicos de estas cepas.

= Se observé un elevado porcentaje de cepas resistentes a fluoroquinolonas originadas
por mutaciones, estas se observaron en cepas que aun demuestran ser sensibles a 3-

lactamicos.

= Se observo concordancia entre el genotipo y el fenotipo de resistencia.

= Los niveles de resistencia determinados por CIM en las cepas, se relacionan con el
tipo de genes evidenciados y que codifican resistencia a los antibidticos méacrolidos,
lincosamidas, tetraciclinas y fluorogquinolonas. Sin embargo, dado que solo una cepa
presentd resistencia a oxacilina no se pudo establecer algun tipo de asociacion para

este antimicrobiano.
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