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RESUMEN

La resistencia antimicrobiana corresponde a uno de los principales desafios que presenta
actualmente la salud publica. La incidencia de bacterias multirresistentes se ha incrementado
rapidamente a nivel mundial en la Gltima década, particularmente la resistencia a meticilina
en cepas de Staphylococcus coagulasa positivas (SCP) tanto de origen humano como animal.
Si bien en Chile existe una vigilancia activa de Staphylococcus spp. resistente a meticilina en
humanos, en medicina veterinaria no ocurre lo mismo, aun reconociendo que este patégeno
en particular es zoonético, donde las mascotas podrian jugar un rol importante como
reservorios. El objetivo de este estudio fue cuantificar la resistencia a meticilina en cepas
SCP aisladas desde perros sanos y con patologia dermatoldgica. Para esto, se utilizaron 106
cepas obtenidas en un estudio previo, a las cuales se les determino su resistencia a meticilina
por Kirby-Bauer (K-B) y mediante concentracion minima inhibitoria (CIM). Se realizdé un
andlisis de concordancia entre ambos métodos. La prueba de K-B detectdé un 7,5% de cepas
resistentes a meticilina (8 cepas), mientras que CIM reveld un 30,2% de cepas meticilino
resistentes (32 cepas), tanto en perros sanos (18,8% de ellos) como en dermépatas (50% de
ellos). De las 32 cepas resistentes, un 71,9% presentaron valores de CIM denominados
border line (0,5—4 pg/mL) y un 28,1% revelaron elevados niveles de resistencia (> 8 pg/mL)
asociados a la presencia del gen mecA. La mayoria de las cepas correspondieron a S.
pseudointermedius resistente a meticilina y ninguna de las cinco cepas de S. aureus fue
resistente. La concordancia entre ambos métodos fue de “moderada” a “aceptable”, en las
cepas provenientes de ambos grupos de perros.

El presente estudio da cuenta de una elevada frecuencia de resistencia a meticilina revelando
la importancia de cuantificar, mediante el método de CIM, la resistencia en cepas de
Staphylococcus spp. aisladas desde perros. Por lo anterior, se sugiere incorporar a esta
especie animal en los sistemas de vigilancia de salud publica, abordando el problema desde

la perspectiva de Una Salud.

Palabras clave: Meticilina, CIM, Staphylococcus spp., perros.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance represents one of the main challenges for public health today. The
emergence of multiresistant bacteria has increased rapidly worldwide in the last decade,
particularly the resistance to methicillin in coagulase positive Staphylococcus (CoPS)
isolated from both human and animal origin. Although in Chile there is an active monitoring
of Staphylococcus spp. resistant to methicillin in humans, this is not the case in animals,
notoriously in pets, which are considered reservoirs of this zoonotic pathogen. The objective
of this study was to quantify the resistance to methicillin in SCP strains isolated from healthy
dogs and from dogs with dermatological pathology. For this purpose, 106 strains obtained in
a previous study were used, to which their resistance to methicillin was determined through
Kirby-Bauer (K-B) and the minimum inhibitory concentration (MIC). A concordance
analysis between both methods was carried out. While the K-B test detected 7.5% of
methicillin-resistant strains (8 strains), the MIC revealed 30.2% of methicillin-resistant
strains (32 strains), both in healthy (18.8%) and in dermopath (50%) dogs. Of the 32 resistant
strains, 71.9% presented MIC values considered as “borderline” (0.5 — 4 ug/mL), and 28.1%
revealed high levels of resistance (> 8 ug/mL) associated with the presence of the mecA gene.
The majority of the strains corresponded to methicillin resistant S. pseudintermedius, and
none of the five strains of S. aureus was resistant. The agreement between both methods was

between "moderate” to "acceptable™ in the strains from both groups of dogs.

This study shows a high frequency in the resistance to methicillin, revealing the importance
of quantifying, through the MIC method, the resistance in strains of Staphylococcus spp.
isolated from dogs. Therefore, it is suggested to incorporate this animal species into the

public health surveillance systems, addressing the problem from a One Health perspective.

Key words: Methicillin, MIC, Staphylococcus spp., dogs.



INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas dérmicas en las mascotas son muy frecuentes, y corresponden a
una de las principales causas de consultas veterinarias. Las bacterias del género
Staphylococcus son las mayores causales de estas patologias, siendo las especies S.
pseudointermedius, S. aureus y S. schleiferi los patdgenos primarios encontrados en la
practica dermatoldgica de perros y gatos. Estas pueden habitar, normal o transitoriamente, la
piel y mucosas; sin embargo, poseen la capacidad de generar graves infecciones cutaneas,
tisulares o cavitarias. Ademas de la gravedad de los cuadros, actualmente se ha documentado
resistencia antimicrobiana (RAM) y multirresistencia dentro de todas las especies de

Staphylococcus que infectan humanos y animales domésticos.

La problematica actual de la RAM radica en su emergencia y rapida diseminacion. La
Organizacion Mundial de Sanidad Animal ha demostrado su preocupacion desarrollando
estrategias para el uso prudente de antimicrobianos, sin embargo, no manifiesta una prioridad
en los patdgenos multirresistentes que deban ser vigilados en mascotas. La Organizacion
Mundial de la Salud, para el 2017, sefiala a Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(SARM) en su listado global de prioridades para la investigacion y desarrollo de nuevos
antimicrobianos en medicina humana en la categoria de prioridad elevada, ya que la infeccion
con esta bacteria ha demostrado aumentar en un 64% la probabilidad de morir en

comparacion con los infectados por cepas sensibles.

En medicina veterinaria, la resistencia a meticilina se ha reconocido como un problema
durante la ultima década, demostrandose que cepas de S. pseudointermedius resistentes a
meticilina (SPRM) y SARM pueden colonizar perros enfermos y sanos. A su vez, el traspaso
zoonotico y transferencia de genes de resistencia han sido ampliamente evidenciados, lo que

indica la necesidad de generar estrategias de prevencion desde el enfoque de “Una Salud”.

Asi, el generar informacidn objetiva y precisa respecto a los niveles de resistencia a meticilina
de manera cuantitativa, a través de métodos confiables, practicos y oficiales toma relevancia.
En este contexto, la determinacion de la concentracion minima inhibitoria es una herramienta
gue cumple con estos requisitos, permitiendo cuantificar la actividad in vitro de las drogas

frente a diversos patdgenos bacterianos. De esta forma, el presente estudio pretende
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establecer la cantidad de meticilina capaz de inhibir el crecimiento de cepas Staphylococcus
coagulasa positivas aisladas desde caninos con y sin lesiones dermatoldgicas, atendidos
durante el afio 2016 en las tres sedes de la Red de Atencidn Veterinaria de la Universidad de
Chile.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Staphylococcus spp.

Las bacterias del género Stahpylococcus spp. son cocéceas Gram positivas que forman parte
de la microbiota normal de piel y mucosas de animales y humanos, pudiendo comportarse
como agente comensal o patdgeno y causar serias infecciones de piel y otros tejidos. El
potencial patdgeno de las especies esta dado por diversos factores de virulencia, tales como
adhesinas, toxinas o enzimas (Hermans et al., 2010).

Las cepas de Staphylococcus coagulasa-positivas (SCP) son las principales causantes de
infecciones en piel y tejidos blandos, y las mas aisladas desde piodermas caninos, siendo
comdn encontrar cepas con resistencia a meticilina y multirresistencia a tres 0 mas
antimicrobianos (Morris et al., 2006; Morris et al., 2017). Ademas de su presencia en el
ambiente ambulatorio, Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (SRM) son los mas
frecuentemente asociados a infecciones intrahospitalarias en medicina veterinaria. Estos
acumulan factores de resistencia debido a su adaptacion al medio ambiente hospitalario,
problema que se ve agravado al ser patdgenos zoondticos (Walther et al., 2017). Los seres
humanos pueden ser una fuente de infeccion para mascotas, y a su vez estas pueden ser
consideradas fuentes de re-infeccion y/o colonizacion para las personas (Vincze et al., 2014).
En este contexto, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SARM) como de alta prioridad en su listado de patdgenos
resistentes de importancia para la investigacion y desarrollo de nuevos antimicrobianos
(WHO, 2017), debido a su drastico aumento en hospitales, al nimero de muertes que
provoca, y al aumento de costos por tiempos prolongados de hospitalizacion. Asi, la
multirresistencia ya no se considera sélo un fenémeno intrahospitalario, ya que en la
comunidad han emergido las infecciones en individuos sanos sin factores de riesgo
nosocomiales, sumandose a este desafio la diseminacion dentro del ambiente veterinario
(Morris et al., 2017; Walther et al., 2017).

Entre los SCP que colonizan la piel de mascotas, S. pseudointermedius es el mas frecuente
en perros, mientras que en gatos se presentan S. pseudointermedius y/o S. aureus. Por otro
lado, S. schleiferi subesp. coagulans raramente se aisla desde mascotas sanas (Griffeth et al.,

2008; Iverson et al., 2015), aunque es comin en infecciones de oidos en perros con
3



exposicion previa a antimicrobianos (Cain et al., 2011). Ademas de lo anterior, se ha
demostrado que Staphylococcus pseudointermedius resistente a meticilina (SPRM) y SARM
también colonizan caninos y felinos sanos (Weese y Van Duijkeren, 2010). En este Gltimo
caso, se presentaria mas comunmente cuando los animales conviven con una persona

infectada por este mismo patégeno (Iverson et al., 2015).

Desde el enfoque de “Una Salud” propuesto por la Organizacién Mundial de Sanidad Animal
(OIE), Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion (FAO) y la OMS, llama
la atencidn que a nivel internacional y puntualmente desde los gobiernos, no se adopten
estrategias globales dirigidas hacia la armonizacion y terapéutica de perros y gatos, a
diferencia de lo propuesto para animales de produccion.

Bases moleculares de resistencia a meticilina

La meticilina es una penicilina semi-sintética introducida en la clinica humana por su
capacidad de resistir la accion de las penicilinasas bacterianas que inactivan -lactamicos.
No obstante, poco después de su introduccion en la practica clinica se detectaron las primeras
cepas de S. aureus resistentes. Esta resistencia esta dada por la habilidad de SRM de
modificar el sitio blanco de union de los farmacos B-lactdmicos, la proteina de union a
meticilina o PBP2, proteina ubicada en la pared celular bacteriana (Figura 1 del Anexo 1)
(Peacock y Paterson, 2015).

En la pared de Staphylococcus spp., las capas del peptidoglicano estan entrelazadas en sus
cadenas por la accion enzimatica de la PBP2 y sobre la cual los B-lactamicos tienen gran
afinidad. En una cepa sensible a meticilina, al unirse este tipo de antimicrobiano con la PBP2,
la proteina no tendréa actividad enzimatica sobre la transpeptidacion para entrelazar las capas
de la pared celular y la bacteria morira. De forma contraria, las cepas SRM presentan una
mutacion en esta proteina, denominada PBP2a, la cual no permite la interaccion de la droga
con el sitio blanco, de manera que la bacteria puede continuar la transpeptidacion del
peptidoglicano en presencia de elevadas concentraciones de [-lactamicos, incluida la
meticilina (Figura 2 de Anexo 1). Esta mutacion se produce principalmente por la adquisicion

del gen mecA, el cual se encuentra en el cassette cromosoémico estafilococico mec (Anexo 1,



Figura 3) (Kim et al., 2013; Vincze et al., 2014). Ademéas, SRM pueden expresar co-

resistencia a otras drogas, lo que explica su multirresistencia (Peacock y Paterson, 2015).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina en perros

Las infecciones por SARM en perros se han incrementado de manera similar a lo que ocurre
en medicina humana (Vincze et al., 2014), siendo cominmente reportadas en heridas o sitios
quirargicos, en la piel, oidos y en el tracto urinario (Weese y Van Duijkeren, 2010). No
obstante, su aislamiento sigue siendo menor en comparacién con SPRM y S. schleiferi
subesp. coagulans resistente a meticilina (SSRM) en mascotas (Morris et al., 2017). En Norte
América y Europa, se presume que las cepas dominantes de SARM que colonizan y generan
infecciones en mascotas, reflejan la prevalencia de linajes exitosos dentro de la poblacién
humana, y generalmente corresponden a cepas multirresistentes (McCarthy et al., 2012). La
importancia clinica de SARM en animales de compafiia se evidencio en un estudio en
Alemania, donde las prevalencias de SARM correspondieron a un 62%, 46,4% y 41% en
perros, gatos y equinos, respectivamente (Vincze et al., 2014).

Staphylococcus pseudointermedius resistente a meticilina en perros

S. pseudointermedius es el causante mas comun de pioderma en caninos (Morris et al., 2017).
Puntualmente, las cepas de SPRM han surgido como un importante problema de salud animal
en medicina veterinaria (Walther et al., 2017). Las prevalencias mundiales oscilan desde un
15,6% a 30% en Estados Unidos (Bemis et al., 2009) a un 66,7% en Japon (Kawakami et al.,
2010). La incrementada incidencia de SPRM se considera una resistencia emergente, siendo
comun encontrar cepas de SPRM resistentes a una gran variedad de antimicrobianos no p-
lactdmicos, como amikacina, gentamicina y enrofloxacino (Moodley et al., 2014), situacion

alarmante al ser posible el contagio zoon6tico de estas cepas (Weese y Van Duijkeren 2010).

Staphylococcus schleiferi resistente a meticilina en perros

Pese a que los aislamientos de S. schleiferi subesp. coagulans en perros sanos son raros, es
probable que sean estos su reservorio natural (Griffeth et al., 2008). Las infecciones con
SSRM en medicina veterinaria son elevadas, con valores de hasta un 50% (Cain et al., 2011),

causando cominmente infecciones de piel y canal auricular. En humanos, las infecciones con



este patdgeno son raras, existiendo una evidencia de contagio desde un perro con otitis hacia

una persona inmunosuprimida (Kumar et al., 2007).

Deteccion fenotipica de resistencia a meticilina en Staphylococcus spp.

Uno de los métodos de deteccion fenotipica de resistencia a meticilina es mediante la técnica
de concentracion minima inhibitoria (CIM), definida como la concentracion minima
necesaria de un antimicrobiano para inhibir el crecimiento de una poblacion bacteriana. Es
el método cuantitativo oficial, que a diferencia de los métodos de screening (como el Kirby-
Bauer), permite presumir el mecanismo de resistencia. La CIM de oxacilina en cepas de
Staphylococcus spp., de origen animal, ha demostrado ser un buen predictor de la presencia
del gen mecA en aislados del grupo de Staphylococcus intermedius (SIG, por sus siglas en
inglés), constituido por S. intermedius, S. pseudointermedius y S. delphinii (Devriese et al.,
2005; Wu et al., 2016). Ademas, se han reportado discordancias entre el método de screening
y la técnica oficial en la deteccion fenotipica de resistencia a meticilina. En este contexto,
Galarce et al. (2016) sefialaron la existencia de tres cepas sensibles a meticilina por Kirby-
Bauer (K-B), pero con resistencia genotipica. Esto sefiala la necesidad de realizar la prueba

oficial y no sélo el método de K-B para el estudio de este tipo de resistencia.

Ademas de existir diferencias entre los métodos fenotipicos para detectar resistencia a
meticilina, se presentan distintos factores que influyen en la frecuencia de resistencia en

cepas SCP, dentro de los que se incluyen:

a) Area geografica

Existen diferencias geograficas respecto a las prevalencias descritas de SRM. Asi, en Asia se
ha reportado una prevalencia de 66,7%, mientras que en Europa de un 33% (Kawakami et
al., 2010; Ventrella et al., 2017). Al respecto, se cree que contribuyen a esta diferencia la
disponibilidad y prescripcion de drogas para su uso en animales. Estas diferencias podrian
disminuir si se considera el hecho de que en la actualidad los viajes de personas y mascotas
entre continentes son cada vez mas usuales, siendo este un factor de riesgo para la

diseminacidn geografica de cepas resistentes (Rios et al., 2015; Morris et al., 2017).



b) Tratamientos empiricos y presion de seleccidn antimicrobiana

Las infecciones dermatoldgicas son una de las principales causas de consulta veterinaria en
mascotas y a su vez, los patdgenos primarios principalmente encontrados en estas infecciones
corresponden a cepas de SCP (Morris et al., 2006). De esta forma, se cree actualmente que
el uso empirico de antimicrobianos como tratamiento ha generado un aumento en la aparicion
de cepas SRM multirresistentes, por la presion selectiva de estas drogas sobre la poblacion
bacteriana y la trasmisién de genes de resistencia (Morris et al., 2017). El uso de
antimicrobianos no afecta Unicamente al patdgeno causante de enfermedad, sino que diezma
la poblacion bacteriana sensible que hay en todo el organismo, y se estimula la proliferacion
de cepas resistentes (WHO, 2015).

c) Sensibilidad de técnicas de deteccion de resistencia

Existen variaciones de resultados en cuanto a los distintos métodos empleados para reportar
resistencia a meticilina. Si bien la prueba de K-B, método de screening ampliamente
utilizado, ha demostrado ser concordante con el método de CIM frente a otras drogas (CLSI,
2015), se ha evidenciado que en la deteccion de resistencia a meticilina la prueba de K-B es
poco sensible para presumir la presencia del gen mecA en cepas SCP (Galarce et al., 2016;
Wu, et al., 2016; Saputra et al., 2017).

d) Valores de puntos de corte para resistencia a meticilina

Antes del afio 2015, los puntos de corte para resistencia a meticilina segun el CLSI no hacian
diferencias entre las especies de Stahpylococcus, siendo el valor para resistencia de > 4
pg/mL. Posterior a ese afio, el CLSI determind que los puntos de corte fueran distintos segun
la especie, asi por ejemplo para S. aureus el valor de resistencia es de > 4 ug/mL, mientras
que para S. pseudointermedius es de > 0,5 pg/mL (CLSI, 2015). Esto quiere decir que es
dificil comparar las frecuencias de resistencia entre ambos periodos de tiempo para las

especies de SCP no S. aureus.

Deteccion de Staphylococcus meticilino resistente en Chile

En Chile existen estudios como el de Lubi (2011), en cepas aisladas desde gatos dermdpatas,
donde detecto cuatro cepas de SRM resistentes a meticilina (n=30) segun el método de K-B,

y el de Molina (2011), desde cepas aisladas de perros con patologia dermatoldgica, que
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obtuvo solo una cepa (n=29) de SRM determinada por CIM. EIl 2012, Mufioz et al., también
mediante CIM, no detectaron resistencia a meticilina en cepas SCP aisladas desde perros
dermépatas (n=169). Otra publicacion de cepas de SRM en mascotas data del afio 2016,
donde se detect6 el gen mecA en 11 cepas SCP aisladas desde 72 gatos, sanos y dermdpatas
(Galarce et al., 2016). Por otro lado, un estudio de Nufiez et al. (2017) analiz6 cepas SCP
aisladas desde de perros sanos y con patologias dermatoldgicas, en el cual la deteccién de
resistencia a meticilina se realiz6 mediante el método de Kirby-Bauer, obteniendo dos cepas
resistentes en perros enfermos (n=39) y cinco en perros sanos (n=42). También existe un
estudio, de Da Costa (2018), sobre cepas de Staphylococcus spp. aisladas desde médicos
veterinarios, donde a partir de 67 personas muestreadas determind que 34 de ellas estaban
colonizadas con cepas meticilino resistentes. De estas, el 100% presentd resistencia
fenotipica por CIM, sin embargo, solo 47 de las 56 cepas fueron mecA positivas.

Dados los antecedentes expuestos, y considerando la importancia de la RAM para la salud
animal y salud publica a nivel mundial, este estudio pretendié determinar la concentracion
minima inhibitoria de meticilina en cepas de Staphylococcus coagulasa positivas aisladas de
perros sanos y con patologias dermatoldgicas, para asi contribuir a la caracterizacion de la

RAM en cepas aisladas desde mascotas y sus implicancias para la salud publica.



OBJETIVO GENERAL

Cuantificar la resistencia a meticilina en cepas de Staphylococcus coagulasa positivas
aisladas de perros sanos y con patologias dermatolégicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la concentracion minima inhibitoria (CIM) de meticilina en cepas de

Staphylococcus coagulasa positiva aisladas desde perros.

2. Calcular la concordancia entre el método de Kirby-Bauer y la CIM para meticilina en

cepas de Staphylococcus coagulasa positiva aisladas desde perros.



MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realizo en el Laboratorio de Microbiologia Veterinaria de la Facultad
de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile (FAVET).

1. Cepas en estudio

Se utilizaron 106 cepas de SCP aisladas el 2016 desde caninos con y sin lesiones
dermatoldgicas, provenientes de consultas de la Red de Atencion Veterinaria de FAVET,
ubicadas en la Region Metropolitana de Chile (NUfiez et al., 2017). Se consideraron 49 cepas
SCP provenientes de 38 caninos con lesiones dermatoldgicas y 57 cepas SCP aisladas de 48
caninos sanos. Las cepas fueron sometidas a control de pureza y determinacién de coagulasa
para ser mantenidas posteriormente en un cepario, a temperatura de refrigeracion mientras
dur6 el ensayo. Las especies de Staphylococcus se identificaron por NGfiez, 2019?, a través
del método de reaccion en cadena de la polimerasa, para la amplificacion especie especifica
del gen nuc, obteniendo: 82 cepas de S. pseudointermedius, 5 cepas de S. aureus, 5 cepas S.
schleiferi subesp. coagulans y 14 cepas catalogadas como Staphylococcus spp., al no
pertenecer a ninguna de estas especies. En el Anexo 2 se encuentran los perfiles de resistencia
fenotipica de las cepas (Nufiez et al., 2017), de las cuales solo se corrobord su resistencia a

meticilina realizando la prueba de Kirby-Bauer.

1.1. Control de pureza: Las cepas fueron sembradas en agar sangre, mediante el método
de agotamiento e incubadas a 37°C por 24 h. Luego se observo forma, tamarfio,
presencia de endopigmentos y hemdlisis de las colonias, realizando tincion de Gram
a todas las colonias sospechosas para corroborar la visualizacion de cocaceas Gram

positivas.

1.2. Prueba de coagulasa: Se procedié a confirmar la presencia de coagulasa libre en
todas las cepas. Para ello, se sembraron en caldo comin y se incubaron en estufa a
37°C por 18 h. En tubos estériles, se agregaron 0,3 mL del cultivo bacteriologico y
adicionaron 0,3 mL de plasma citratado de conejo, diluido en agua destilada estéril

en una proporcion de 1:3. Como control positivo, se utiliz6 la cepa S. aureus ATCC®

! Comunicacion personal Andrea Nuiez, 2019. Tesis en curso. Programa de Magister, FAVET. Universidad de
Chile.
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25923 y como control negativo se usé un tubo con plasma diluido y caldo comun sin
sembrar. Cada cepa se incubd a 37°C observando cada 30 min. y hasta un maximo
de 24 h si ocurria coagulacion del plasma (Hersman et al., 2010).

2. Susceptibilidad antimicrobiana a meticilina por método de Kirby-Bauer

Se corrobor6 de acuerdo a las indicaciones de CLSI (2015). Para ello se siguieron los

siguientes pasos:

Sembrar cada cepa en caldo comdn e incubar a 37°C por un maximo de 18 h. Como
control, utilizar la cepa S. aureus ATCC® 25923.

Ajustar la turbidez del cultivo en campo estéril, con suero fisiolégico, al N° 0,5
estandar de McFarland (concentracion aproximada de 1,5 x 108 bacterias/mL).

Con un hisopo estéril, transferir el indculo de cada cepa a una placa con agar Mueller-
Hinton (Difco®) con un 2% de NaCl (Merk®), realizando tres improntas.

Una vez seca la placa, colocar el sensidisco de oxacilina (1pg) (Oxoid®) para luego
incubar a 35°C por 24 h.

Realizar la lectura a partir de la medicidén en milimetros, con vernier de precision, del
halo de inhibicion de desarrollo bacteriano y su interpretacion de acuerdo a los puntos
de corte del CLSI 2015 (Anexo 3).

3. Concentracion minima inhibitoria (CIM)

Se realiz6 mediante el método de dilucion en agar, de acuerdo a los protocolos estandarizados

del CLSI (2015) para medicina veterinaria. Se utilizé oxacilina como droga indicadora de la

resistencia a meticilina, analizando diez concentraciones del antimicrobiano.

3.1. Preparacion del antimicrobiano:

Se realizaron diluciones de oxacilina sal sodica, de 95% de potencia (Dr.
Ehrenstorfer), desde 512 pg/mL a 0,125 pug/mL, con agua destilada estéril como
solvente y diluyente. Estas siguieron el esquema del CLSI, como se muestra en la
Tabla 1.

La cantidad de antimicrobiano necesario para producir la solucién stock se calculd
mediante la siguiente formula:

Volumen solvente (mL) - Concentracion (ug|mL)

Peso (g) = Potencia (ug|mL)
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Tabla 1. Esquema para la preparacion de diluciones de agentes antimicrobianos para ser
usados en pruebas de susceptibilidad de dilucién en agar

Solucion Antimicrobiana
Concentracién ConErEEen
Volumen Concentracion Diluyente . ; Final de Dilucién
Paso Fuente intermedio
(mL) (ng/mL) (mL) (lo/miy en Agara 1:10
(ng/mL)
Stock - 5120 - 5120 512
1 Stock 2 5120 2 2560 256
2 Stock 1 5120 3 1280 128
3 Stock 1 5120 7 640 64
4 Paso 3 2 640 2 320 32
5 Paso 3 1 640 3 160 16
6 Paso 3 1 640 7 80 8
7 Paso 6 2 80 2 40 4
8 Paso 6 1 80 3 20 2
9 Paso 6 1 80 7 10 1
10 Paso9 2 10 2 5 0,5
11 Paso9 1 10 3 2,5 0,25
12 Paso9 1 10 7 1,25 0,125

Fuente: CLSI, 2015. Nota: modificado y traducido por Valentina Pinilla.

3.2. Preparacion de placas:

- Se utiliz6 como medio de cultivo agar Miieller-Hinton (Difco®) suplementado con
2% peso/volumen de NaCl (Merk®), pH 7,2 a 7,4.

- Se prepararon tubos de ensayo con 18 mL del agar estéril y se mantuvieron en bafio
termorregulado a una temperatura de 45-55°C.

- Luego, dos mL de cada dilucion del antimicrobiano, de 640 a 1,25 pg/mL, fueron
afladidos a 18 mL de agar Mdeller-Hinton (1:10), logrando las concentraciones
finales requeridas (Tabla 1). Se contempld usar una placa sin antimicrobiano como
control de crecimiento de las bacterias. Las placas identificadas con su respectiva
concentracion se almacenaron a temperatura de refrigeracion (4-8°C) por no mas de
5 dias.

3.3. Preparacion de inéculos:

- A partir del cepario, se sembrd cada cepa en caldo comin e incubaron en estufa a
37°C por un maximo de 18 h. Se utiliz6 como control la cepa S. aureus ATCC®
29213.
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- La turbidez de los caldos se ajustdé en campo estéril al N° 0,5 del nefelémetro de
McFarland con suero fisiologico. Los indculos se colocaron en un Replicador de
Steers (Figura 1) para realizar la impresion de placas, partiendo primero con la placa
control y luego con las de menor a mayor concentracion antimicrobiana. Estas se

incubaron en estufa a temperatura de 35°C, por 24 h.

Figura 1: Replicador de Steers para inocular bacterias en placas Petri.

3.4. Lectura: Se realizo observando el crecimiento bacteriano en relacion a la
concentracion creciente de antimicrobiano. La interpretacion del valor cuantitativo
de concentracion de oxacilina (ug/mL) que fue capaz de inhibir el crecimiento de
cada cepa, se clasifico como resistente (R) o sensible (S) segun los puntos de corte

establecidos por el CLSI (2015) para las distintas especies y cepas SCP (Anexo 4).

4. Anélisis de datos

Los resultados de las CIM se expresaron en porcentajes de cepas sensibles y resistentes. Para
determinar el grado de concordancia entre los resultados obtenidos por el método de K-B y
por CIM, se utilizo el analisis de coeficiente kappa (k), mediante el software IBM® SPSS®
V21.

5. Medidas de bioseguridad

Staphylococcus spp. es un patdgeno de riesgo clase 2, por lo que las normas requeridas
contemplan el trabajo en un laboratorio con acceso limitado, zonas de trabajo estéril, el uso
de alcohol yodado y elementos de proteccién como delantal, calzado cerrado y guantes de
latex. Los desechos contaminados fueron autoclavados previo a su eliminacion (CONICYT,
2008).
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RESULTADOS

A las 106 cepas en estudio se les confirmd su estado de pureza y su actividad positiva a
coagulasa (Figura 2), verificando que fueran SCP. La susceptibilidad antimicrobiana segun
el método de K-B detectd la presencia de ocho cepas resistentes a meticilina (Figura 3), de
las cuales tres correspondieron a S. pseudointermedius y cinco a Staphylococcus spp. Por
otro lado, mediante la determinacion de CIM, 32 cepas resultaron ser resistentes a meticilina
(Figura 4), de las cuales la mayoria fue S. pseudointermedius, sin detectar resistencia en las
cepas S. aureus (Tabla 2). De las 32 cepas resistentes, 9 presentaron elevados valores de CIM
(>8 ng/mL), correspondiendo cinco cepas a S. pseudointermedius y cuatro a Staphylococcus

Spp.

En la Tabla 3 se presentan los valores e interpretaciones individuales de CIM para cada cepa,
comparandolos con sus resultados de susceptibilidad antimicrobiana segtn el método de K-
B.

Figura 2: Prueba de coagulasa luego de 24 h de incubacion. El tubo negativo muestra
ausencia de coagulacion y el tubo positivo evidencia coagulacion del plasma
Fuente: Da Costa, 2018.
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= Cepas resistentes = Cepas sensibles

Figura 3: Porcentaje de cepas de Staphylococcus spp. aisladas desde perros sanos y
dermdpatas, segln susceptibilidad a meticilina mediante el método de Kirby-Bauer

= Cepas resistentes = Cepas sensibles

Figura 4: Porcentaje de cepas de Staphylococcus spp. aisladas desde perros sanos y
dermopatas, segun susceptibilidad a meticilina mediante el método de concentracién minima

inhibitoria
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Tabla 2: Resistencia a meticilina por método de concentracién minima inhibitoria en 106

cepas de Staphylococcus spp. aisladas desde perros sanos y dermdpatas, segin especie

bacteriana
N° de . . o .
Especie bacteriana N° cepas resistentes
cepas
82 S. pseudointermedius 19
S. aureus
S. schleiferi subesp. coagulans 1
14 Staphylococcus spp. 12

Tabla 3: Sensibilidad (S) y resistencia (R) a meticilina de las 106 cepas de Staphylococcus
coagulasa positivas aisladas desde perros sanos y dermdpatas, segin concentracion minima

inhibitoria y prueba de Kirby-Bauer

CIM N° de cepas segin K-B
N® de cepas Valor (png/mL) Interpretacion® S R**
73 <0,5 S 73 0
1 0,5 S 1 0
21 0,5 R 17 4
1 1 R 1 0
1 2 R 1 0
2 8 R 1 1
4 32 R 3 1
3 >64 R 1 2

*Valor de CIM para resistencia a meticilina: S. aureus: > 4; S. pseudointermedius, S.
schleiferi y SCP no S. aureus: > 0,5.

**Valores del diametro de la zona (mm) para la prueba de K-B: Sensible: > 18; Resistente:
<17.

En la determinacion de resistencia a meticilina, 24 cepas sensibles por K-B fueron resistentes

por CIM (Tabla 3), mientras que no hubo cepas resistentes por K-B que fueran sensibles por

CIM. El anélisis de concordancia entre ambos métodos segun la estimacion del coeficiente

kappa se calculd para la poblaciéon total en estudio (106 cepas) y luego por separado para los
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grupos de perros sanos (57 cepas) Yy perros con patologias dermatoldgicas (49 cepas) (Tabla
4).

Tabla 4: Andlisis de concordancia entre los métodos de Kirby-Bauer y de concentracion

minima inhibitoria para resistencia a meticilina en cepas de Staphylococcus spp. aisladas

desde perros sanos y dermdpatas, segin poblacién total y condicion clinica

Perros IXa agg; Valor de p IS %%g/c; IECE Interpretacion*

Total 0,318 0,000 0,142 0,493 aACg‘;f;glc;

Sanos 0,457 0,000 0,112 0,802 n?cf;;f ”
Dermépatas| 0,228 0,012 0,047 0,408 aACg‘;f;gfe

*Viera y Garret, 2005. Los rangos de interpretacion de resultados de los valores de kappa se
encuentran en el Anexo 5.
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DISCUSION

Se logr6é cuantificar la susceptibilidad antimicrobiana a meticilina en 106 cepas de
Staphylococcus spp. aisladas desde perros sanos y con patologias dermatolégicas. De
acuerdo a los valores de CIM determinados, se evidencia que un 30,2% de las cepas
demostraron ser resistentes a meticilina (SRM), cifra mayor en comparacion a diversos
estudios internacionales, como los de Dium et al. (2016) en Holanda, Ventrella et al. (2017)
en Italia y Saputra et al. (2017) en Australia, quienes reportaron 7%, 12% y 11% de
resistencia, respectivamente, en aislados clinicos de perros. Pese a lo anterior, el valor es
similar a lo determinado por Bemis et al. (2009) en Estados Unidos, cuyos porcentajes
alcanzaron un 30%. Cifras ain més elevadas se encuentran en estudios realizados en Asia,
donde Kasai et al. (2016) reportaron en Japdn un porcentaje de resistencia a meticilina de un
69,1% en aislados clinicos de S. pseudointermedius desde perros con infecciones en piel. La
deteccion de cepas SRM ha incrementado globalmente en estas mascotas (Beck et al., 2012;
Dium et al., 2016; Kang et al., 2017), aumento asociado a multirresistencia, probablemente
debido a presion de seleccion por tratamientos empiricos (Reddy et al., 2016). Asi, la
administracion de antimicrobianos, particularmente fluoroquinolonas, se presenta como un
factor de riesgo para la aparicion de cepas SRM versus cepas sensibles (Faires et al., 2010;
Weese y Van Duijkeren, 2010).

Respecto de la situacion nacional, el presente estudio determiné un mayor porcentaje de
resistencia a meticilina que la sefialada en estudios anteriores en cepas aisladas desde perros.
Llama la atencion que Nufez et al. (2017) informaron un 8,6% de cepas SCP resistentes a
meticilina, mientras que el presente estudio muestra un 30,2%, siendo practicamente las
mismas cepas estudiadas. Esta variacion se explica por las técnicas utilizadas, ya que Nlfiez
et al. (2017) utilizaron K-B, técnica que ha revelado ser insuficiente en la deteccion de cepas

meticilino resistentes de origen animal en comparacion con la CIM (Wu et al., 2016).

Dado que los tratamientos antimicrobianos empiricos se presentan como factores
contribuyentes a la RAM, toma especial relevancia la correcta deteccion fenotipica de la
resistencia a meticilina, a través de un método confiable y aceptado internacionalmente. De

esta forma, la CIM actualmente es el método oficial para detectar esta resistencia debido a su
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mayor sensibilidad, reproducibilidad y comparacion entre laboratorios, ademés de que
permite presumir el mecanismo de resistencia de las cepas SCP; en efecto, valores de CIM
>8 ug/mL sugieren la presencia del gen mecA (Peacock y Paterson, 2015). En este estudio,
nueve de las cepas con resistencia a meticilina (28,1%) presentaron estos valores,
proviniendo de seis perros dermopatas y de tres perros sanos. Es interesante destacar que en
una investigacion paralela realizada por Nufiez (2019)? con las cepas meticilino resistentes
del presente estudio, se evidencid que cinco de las nueve cepas no presentaron el gen mecA
(Tabla 5). Si bien este hecho no era esperado, fue también observado por Mustapha et al.
(2016), quienes no detectaron cepas con el gen mecA de las 80 cepas de SARM determinadas
fenotipicamente. Este fendmeno se puede atribuir a la existencia de otro mecanismo de
resistencia descrito en Staphylococcus spp., el cual es mediado por la expresion de un gen
homaologo de mecA, el gen mecC. Aungue es menos comun de encontrar, como lo sefialaron
Diaz et al. (2016) en un estudio de meta-analisis sobre cepas de SARM portadoras del gen
mecC, estas pueden presentar elevados valores de CIM, en ausencia del gen mecA (Dien
Bard et al., 2014).

Tabla 5: Resistencia a meticilina en diferentes especies de Staphylococcus segun métodos

de Kiry-Bauer, concentracion minima inhibitoria y deteccion del gen mecA

Identificacion cepa* Especie CIM (ng/mL) Interpretacion | mecA**
S-4 SCP 8 R +
S-5 S. pseudointermedius > 64 R +
S-6 SCP > 64 R -
D-1 S. pseudointermedius 8 R +
D-2 S. pseudointermedius 32 R -
D-3 S. pseudointermedius 32 R -
D-4 SCP 32 R -
D-5 SCP 32 R -
D-6 S. pseudointermedius > 64 R +

*S = cepa aislada de perro sano; D = cepa aislada de perro dermdpata.
**NUfiez, 2019.1

Fuente: Elaboracion propia.

! Comunicacion personal Andrea Nufiez, 2019. Tesis en curso. Programa de Magister, FAVET. Universidad de
Chile.
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Pese a lo anterior, segun las normas del CLSI (2015), todos los aislados que sean mecA
negativos pero con valores de CIM resistentes a oxacilina, deben ser informados como cepas
meticilino resistentes. De esta forma, se demuestra el impacto de detectar la resistencia a
meticilina fenotipicamente por el método de CIM y no por otras pruebas fenotipicas
incapaces de revelar los diferentes niveles de resistencia.

Ademas, y dentro de las 32 cepas resistentes detectadas, nueve cepas presentaron altos
valores de resistencia a meticlina (>8 pug/mL); y las 23 cepas restantes, valores de resistencia
entre 0,5 a 2 pg/mL. Estos valores cercanos al punto de corte y denominados border line
segun su nivel de resistencia (llamadas cepas BORSA en S. aureus, por sus siglas en inglés)
pueden indicar resistencia por hiperproduccion de betalactamasa, enzima que ejerce accion
hidrolitica sobre antibioticos betalactdmicos, en ausencia de la proteina PBP2a (Peacock y
Paterson, 2015). También podria deberse a alguna modificacion de las PBP (referido en
inglés como cepas MOD-SA), con la diferencia de que en el caso de la hiperproduccion de
betalactamasa, una asociacion de farmacos con acido clavulanico o sulbactam disminuye los
valores de CIM (Peacock y Paterson, 2015). El problema de las cepas border line no solo es
que el método de K-B no logra detectarlas, sino que hay autores que no las consideran como
meticilino resistentes en ausencia del gen mecA (Bean y Wigmore, 2016; Hryniewicz y
Garbacz, 2017; Saputra et al., 2017). Se han propuesto otros mecanismos sugerentes de la
determinacion de este tipo de cepas, los que incluyen la sintesis de nuevas B-lactamasas
codificadas por plasmidos o modificacion de los genes de PBP por mutaciones espontaneas
que afectan a los aminoacidos en el dominio transpeptidasa. En estos, se ven involucradas
otras proteinas ligadoras de penicilina, las PBP3 y/o PBP4, que se asocian a la presion
selectiva del uso de antibidticos B-lactamicos (Hryniewicz y Garbacz, 2017). El hecho de que
en este estudio el 71,9% del total de cepas resistentes a meticilina hayan presentado valores
border line (0,5 — 2 pg/mL) constituye una amenaza tanto desde la perspectiva
epidemiologica como terapéutica, ya que este tipo de cepas puede producir las mismas
patologias que las generadas por SRM con elevados valores de CIM, incluso en infecciones
severas es conocido que tampoco son efectivos los tratamientos con penicilinas resistentes a
penicilinasas. Ademas, estas cepas border line también suelen ser multirresistentes (Peacock

y Paterson, 2015; Hryniewicz y Garbacz, 2017), sin embargo, este hecho solo fue
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evidenciado en una de las 23 cepas en estudio (Anexo 2). Es interesante destacar que en este
estudio, una de las cepas border line presentd el gen mecA (dato no mostrado en Tabla 5).
Similarmente, un estudio en Polonia determind que de 132 cepas de S. aureus aisladas de
alimentos de origen animal, ocho resultaron ser BORSA, y una cepa con valor de 4 pg/mL
presento el gen mecA. A esto se lo relaciond con la expresion fenotipica de heterorresistencia
(Bystron et al., 2010), es decir, en una poblacion bacteriana se pueden generar
subpoblaciones con diferentes grados de resistencia elevada. Las prevalencias de cepas
BORSA son dificiles de estimar y suelen encontrarse mas estudios en cepas aisladas desde
animales destinados a la produccién de alimentos que en perros (Bystron et al. 2010; Sieber
et al. 2011). Estudios en medicina humana sefialan que los pacientes de unidades
dermatoldgicas que habian cursado una infeccion con este tipo de cepas presentaban sintomas
mas graves y con mayor frecuencia de rehospitalizacion comparado con aquellos infectados
por cepas sensibles a meticilina (Hryniewicz y Garbacz, 2017). Asi, no hay razon para pensar
que estas cepas se comporten de manera diferente en mascotas que a lo observado en

medicina humana y en animales de produccion.

Tanto en las cepas border line como en las cepas de alto nivel de resistencia (> 8 pg/mL) se
observaron diferencias entre la susceptibilidad a meticilina detectada por la CIM vy por el
método de K-B. De las 32 cepas resistentes por CIM, 24 de ellas no fueron pesquisadas por
K-B. Estas diferencias podrian ser explicadas, en primer lugar, porque se ha demostrado que
esta prueba no discrimina meticilino resistencia en aislados del grupo de Staphylococcus
intermedius (SIG) (CLSI, 2015; Wu et al., 2016), y como se sefialé anteriormente, la mayoria
de las cepas en estudio pertenecen a este grupo. Por otro lado, la técnica de K-B no es capaz
de caracterizar las cepas BORSA, MOD-SA vy diferenciarlas de las SRM, es decir, no
presenta la sensibilidad necesaria para pesquisar las cepas de bajo nivel de resistencia,
considerando que en este estudio, la mayoria de las cepas meticilino resistentes
correspondieron a cepas border line. De esta forma, se puede concluir que el método de
difusion en disco es insuficiente para detectar resistencia a meticilina en cepas de SCP
aisladas de origen animal (Wu et al., 2016; Huse et al., 2018). Por lo anterior, la CIM
continda siendo el método de eleccion. Ademas, el poder cuantificar el nivel de resistencia a

meticilina, permite la prediccion del determinante génico de resistencia asociado, siendo lo
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mas frecuente para meticilina la presencia del gen mecA. No obstante, si bien es cierto que
las pruebas genéticas pueden confirmar la presencia de un gen, estas presentan limitaciones
en cuanto a recursos y solo pueden emplearse en laboratorios mas especializados (Smith et
al., 2018), constituyendo asi la CIM una herramienta 6ptima.

El analisis de concordancia realizado en este estudio nuevamente demuestra la sensibilidad
de la CIM respecto del método de K-B. Llama la atencion que el indice kappa en el grupo de
cepas provenientes de perros sanos se interpretd como “acuerdo moderado”, mientras que en
cepas provenientes de perros dermdpatas su interpretacion fue solo “aceptable”, incluso con
un valor que se acerca a la interpretacion de “acuerdo leve” (Anexo 5). Estas observaciones
permiten dilucidar que cuando el perro presenta una patologia dermatoldgica, es mas
probable que el metodo de K-B no sea capaz de detectar que la cepa sea sensible o resistente
a meticilina ya que, dentro de este mismo grupo, los mayores desacuerdos ocurren en las
cepas border line. Este fendGmeno es esperado, ya que la mayor parte de los perros que cursan
patologias dermatoldgicas se encuentran sometidos a mayor presion de seleccion

antimicrobiana que los perros sanos (Beck et al., 2012; Wu et al., 2016).

Los resultados de concordancia permiten sugerir que en perros dermopatas se solicite un
estudio de CIM y no de K-B, de tal manera de no falsear los resultados de susceptibilidad
frente a drogas B-lactamicas. Al respecto, pese a que la meticilina/oxacilina es una droga que
no se emplea en animales, la resistencia a ella sugiere la resistencia a todos los farmacos -
lactdmicos, con excepcion de cefalosporinas de ultima generacion (Berger-Bachi y Rohrer,
2002).

A titulo complementario, al analizar la condicion clinica de los perros en estudio, el 50% de
los perros con patologia dermatoldgica (19) presentaron cepas meticilino resistentes por el
método de CIM, valor elevado y similar a lo encontrado por Beck et al., (2012), en Canada,
donde de 173 perros, el 45,1% presentd cepas de SRM. El hecho de presentar una enfermedad
dérmica suele relacionarse con un historial de repetidos tratamientos antimicrobianos, como
lo indica el estudio de Beck et al. (2012), donde el 89% de los perros habia recibido
anteriormente un antimicrobiano, particularmente fluoroquinolonas, los cuales pueden

inducir co-seleccion. De hecho, Saputra et al. (2017) revelaron en su estudio que las cepas
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de S. pseudointermedius aisladas desde infecciones de sitios quirdrgicos, de piel o de tejidos
blandos, presentaban tres veces mas probabilidades de ser cepas meticilino resistentes en los
casos que los perros hubiesen recibido previamente un tratamiento antimicrobiano, lo que
representa un gran desafio debido a la limitada opcion de drogas disponibles actualmente
para la medicina veterinaria y mas ain, que logren una buena distribucion en piel (Beck et
al., 2012; Kang et al., 2017). Por otro lado, en cuanto a los perros sanos, el 18,8% de ellos
(9) albergaron una cepa SRM, valor que se encuentra dentro de los rangos sefialados en la
literatura, que van de un 2% a 73% (Mouney et al., 2015; Bean y Wigmore, 2016; Han et al.,
2016). Esta alta variacion en las frecuencias de resistencia a meticilina en perros sanos puede
atribuirse a un factor geografico (Rios et al., 2015), a la convivencia con mas animales (Han
et al., 2016), entre otros.

Histéricamente, SARM ha sido mas frecuentemente estudiado por su importancia en
medicina humana humana (WHO, 2017), razon por la que los estudios en medicina
veterinaria siempre se enfocaron en S. aureus, que tiene a las mascotas como potenciales
reservorios (Morris et al., 2012). Sin embargo, segun los resultados del presente estudio y de
otros recientes (Walther et al., 2012; Moodley et al., 2014; Morris et al., 2017), las cepas que
estdn predominando en perros corresponden a SPRM. Se cree que este agente ha sido
subestimado por la dificultad en los laboratorios veterinarios y humanos para discriminar
fenotipicamente a esta especie dentro del grupo SIG (Weese et al., 2010). Actualmente
existen estudios que sefialan la futura emergencia de SPRM como patégeno zoondtico en
medicina humana (Kmieciak y Szewczyk, 2018; Febler et al., 2018). Por otro lado, existe el
riesgo sanitario para los médicos veterinarios y personal asociado, como lo refleja el estudio
de Drougka et al. (2016) que detectaron marcadores genéticos idénticos o similares en cepas
de Staphylococcus spp. entre estas personas y los animales, concluyendo su caracter

zoonotico.

Finalmente, con el presente estudio se revela la importancia de cuantificar la resistencia a

meticilina en cepas SCP aisladas desde perros, que permitan pesquisar eficazmente los

distintos niveles de resistencia y sus implicancias tanto para la salud animal como la salud

publica. Si bien la CIM presenta desventajas econémicas sobre un método de screening, la

relacion costo-beneficio se torna evidente al considerar la sensibilidad analitica. No detectar
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cepas SRM podria significar una mayor reincidencia en las infecciones, aumento en los
costos terapéuticos, por hospitalizacion, y lo que es mas grave aun, continuar contribuyendo
al problema de la multirresistencia antimicrobiana en estas bacterias. Por lo anterior, se
sugiere incorporar a los SCP provenientes de mascotas en los sistemas de vigilancia de
patdgenos que representen un riesgo para la salud publica, y asi monitorear tendencias para

guiar politicas publicas locales de uso de antibi6ticos a nivel nacional.
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CONCLUSIONES

- Tanto los perros sanos como dermopatas analizados en este estudio son portadores de
diferentes especies de Staphylococcus coagulasa positiva resistentes a meticilina en
la piel, con cepas cuyo nivel de resistencia es elevado y border line.

- El método de Kirby-Bauer presenta baja concordancia con los resultados obtenidos
por el método de CIM para meticilina, por lo cual no se recomienda el empleo del
meétodo de screening.
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ANEXOS

Anexo 1.

@ Meticilina
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Figura 1: Mutacion del sitio blanco bacteriano de union a p-lactdmicos. La alteracion de la
proteina PBP2 a PBP2a resulta en una pérdida de afinidad del sitio blanco por los f-
lactamicos, incluyendo a meticilina. Fuente: elaboracion propia.

S. aureus sensible
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Figura 2: Diferencia estructural de la pared celular entre una cepa sensible de S. aureus y
una cepa SARM. Al no permitirse la unién de B-lactamicos a las PBP2a mutadas, SARM
puede continuar la transpeptidacion para entrelazar las capas de la pared bacteriana y
continuar su desarrollo en presencia del antimicrobiano. Fuente: elaboracion propia.

35




SCC mec

\

<

Region 3

A

Complejo
genes mec

Region 2

J

'

A

Complejo
genes crr

Region 1

J

v

Figura 3: Fragmento genético que contiene el cassette cromosomico estafilococico mec
(SCCmec), del cual el gen mecA es parte. Este complejo es responsable del movimiento de
la regién genética completa, hacia o desde el cromosoma estafilocdcico. Fuente: elaboracion

propia.
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Anexo 2.
Tabla 1: Susceptibilidad antimicrobiana segin el método de Kirby-Bauer en 106 cepas de
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Staphylococcus coagulasa positiva aisladas desde perros sanos y con patologia

dermatoldgica.
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57

58
59
60
61

62

63
64

65

66
67

68
69
70
71

72
73
74
75
76
77

78
79
80
81

82

83
84
85
86
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N°Ra| N°la
AB AB |N°R+la
N° por por | AB por
Cepa | Origen | OX |[AMC |AML | DA [CDX|DXT| TE |SXT| AK | C |ENR|MUP| cepa | cepa | cepa
87 | 27Be | R S S R R R R S S S S R 6 0 6
88 28e S S S S S S S R S S R S 2 0 2
89 29 S S R S S S S S S S S S 1 0 1
90 | 29Be | R S S S S S S R S S S S 2 0 2
91 30e S S S S S S S S S S S S 0 0 0
92 3le S S S S S S R S S S S S 1 0 1
93 | 32Ae | S S S S S S S S S S S S 0 0 0
94 | 32Be | S S S S S S S S S S R S 1 0 1
95 35e S S S S S S S S S S S S 0 0 0
96 | 36Ae | S S S R S S S S S S R S 2 0 2
97 | 36Be | S S S S S S S S S S S S 0 0 0
98 37e S S | S S R R S | S S S 2 2 4
99 38e S S S S S S S S S S S S 0 0 0
100 | 39Ae | S S S S S S S S S S S S 0 0 0
101 | 40Ae | S S S S S S R S S S S S 1 0 1
102 | 41Ae | S S | S S S S S S S S S 0 1 1
103 | 41Ce | S S S S S S S S S S S S 0 0 0
104 | 42e S S S S S S S S S S S S 0 0 0
105 | 43e S S S S S S S S S S S S 0 0 0
106 | 44e R R R R R S S R S S R S 7 0 7
OX: Oxacilina; AMC: Amoxicilinat+acido clavulanico; AML: amoxicilina; DA:
clindamicina; CDX: cefadroxilo; DXT: doxiciclina; TE: tetraciclina; SXT:
sulfa+trimetoprin; AK: amikacina; cloranfenicol; ENR: enrofloxacino; MUP:

mupirocina. R: resistente; I: sensibilidad intermedia; S: sensible. Fuente: Nufiez et al., 2017.

Fuente: Nuiez et al., 2017.
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Anexo 3.

Tabla 1: Puntos de corte de la prueba de difusion en disco por método de Kirby-Bauer para
cepas de SCP.

Diametro de la zona mas cercana (mm)
R I S

Antimicrobiano | Organismo

Oxacilina (1pg) SCP <17 - =18

R = resistente, | = intermedio, S = sensible.
Fuente: CLSI, 2015.

Anexo 4.

Tabla 1: Puntos de corte para la concentracion minima inhibitoria de meticilina en cepas de
SCP.

Criterio para la interpretacién de CIM (ug/mL)
Antimicrobiano Especies S [ R
S. aureus <2 - >4
Oxacilina S. pseudointermedius <0,25 - 20,5
S. shcleiferi <0,25 - 20,5
R = resistente, | = intermedio, S = sensible.

Fuente: CLSI, 2015.

Anexo 5.

Tabla 1: Interpretacion de valores de kappa.

Valor de kappa Interpretacioén
<0 Acuerdo menor que al azar
0,01 -0,20 Acuerdo leve
0,21 -0,40 Acuerdo aceptable
0,41 - 0,60 Acuerdo moderado
0,61 -0,80 Acuerdo substancial
0,81 -0,99 Acuerdo casi perfecto

Fuente: Viera y Garret, 2005.
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