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RESUMEN

La otitis externa es una patologia frecuente en la clinica diaria, originada por una
asociacion de factores que llevan a la inflamacién del conducto auditivo externo y a la
infeccidon secundaria, la que frecuentemente es ocasionada por bacterias del género
Staphylococcus dentro del cual se encuentran las especies intermedius y aureus.

El objetivo del presente estudio era determinar la frecuencia de aislamiento de
las diferentes especies de Staphylococcus coagulasa positivas (SCP) presentes en casos
clinicos de otitis externa y determinar su susceptibilidad antimicrobiana determinando
la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

De un total de 103 muestras de otitis externa canina, se aislé 53 (51,5%) cepas
de SCP. De estas cepas se identificaron tres especies: S. intermedius (73,6%), S.
schleiferi subsp. coagulans (22,6%) y S. aureus (3,8%).

Se aisl6 por primera vez en el pais Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans
como patdgeno presente en casos clinicos de otitis externa.

De las cepas SCP, 58,5% fueron resistentes al menos a un antibiético y el 30,2%
fueron multiresistentes a tres o mds antibidticos, no encontrindose ninguna cepa
resistente a todos los farmacos en estudio. El antimicrobiano menos efectivo en este
estudio fue la amoxicilina, encontrdndose resistencia en el 47,2% de las cepas. Los més
eficientes fueron mupirocina, con una resistencia del 2,3% y oxacilina frente a la cual
no se encontraron cepas resistentes.

De las 39 cepas de S. intermedius aisladas, 61,5% mostraron resistencia al
menos a un antimicrobiano, siendo la amoxicilina el menos efectivo (53,9% resistencia)
y la oxacilina el mas eficaz (0% resistencia). Con respecto a S. schleiferi subsp.
coagulans 33,3% de las cepas mostraron resistencia al menos a un antimicrobiano,
siendo clindamicina el antibidtico menos efectivo (25% resistencia) y doxiciclina,
tetraciclina y oxacilina los mds eficaces puesto que no hubo cepas resistentes a estos
antibidticos. De las dos cepas de S. aureus aisladas ambas fueron multiresistentes, pero
sensibles a oxacilina.

Frente a S. intermedius y S. schleiferi subsp. coagulans oxacilina aparece como
el antimicrobiano mds seguro, mientras que kanamicina presenta valores muy disimiles

de CIM 50 y 90, evidenciando menor seguridad frente a estas especies.



ABSTRACT

Otitis externa is a common pathology in everyday clinical practice, caused by a
combination of factors that lead to inflammation of the ear canal and secondary
infection, which is often caused by Staphylococcus bacteria especially intermedius and
aureus Species.

The aim of this study was to determine the frequency of isolation of different
species of coagulase positive Staphylococcus (CPS) present in clinical cases of otitis
externa and determine their antimicrobial susceptibility by determining the minimum
inhibitory concentration (MIC).

53 strains of CPS were isolated from 103 samples from canine with otitis externa
(51,5%). Of these isolates three species were identified: S. intermedius (73.6%), S.
schleiferi subsp. coagulans (22.6%) and S. aureus (3,8%).

This is the first report in the country of Staphylococcus schleiferi subsp.
coagulans as a pathogen present in clinical cases of otitis externa.

Of the SCP strains, 58.5% were resistant to at least one antibiotic and 30.2%
were multiresistant to three or more antibiotics, we found no strain resistant to all drugs
under study. The least effective antimicrobial agent in this study was amoxicillin
(47.2% resistance). The most efficient were mupirocin, with a resistance of 2.3% and
oxacillin against which there were no resistant strains.

Of the 39 strains of S. intermedius isolated, 61.5% showed resistance to at least
one antibiotic, amoxicillin being the least effective (53.9% resistance) and the most
effective oxacillin (0% resistance). With respect to S. schleiferi subsp. coagulans 33.3%
of strains showed resistance to at least one antibiotic, the antibiotic clindamycin being
less effective (25% resistance) and doxycycline, tetracycline and oxacillin the most
effective since no strains resistant to these antibiotics. Of the two strains of S. aureus
1solated both were multi-resistant, but sensitive to oxacillin.

Against S. intermedius and S. schleiferi subsp. Coagulans, oxacillin appears as
the safest antimicrobial, while kanamycin has very different values of MIC 50 and 90,

showing less security against these species.



INTRODUCCION

La otitis externa es un motivo frecuente de consulta Médico Veterinaria que por
lo general se manifiesta con prurito y dolor, y puede llegar a ser motivo de frustracién
para el veterinario y el propietario, ya que si el diagndstico y tratamiento no son los
adecuados puede transformarse en una enfermedad crénica, la que con el tiempo puede
generar hiperplasia del conducto auditivo y ulceracién permanente, incluso

complicandose con otitis media o interna.

La otitis externa es la enfermedad mas comin del oido del perro, con una
prevalencia del 20% o mayor en climas tropicales. Puede afectar animales de todas las
razas, encontrandose en algunas con mayor frecuencia como Cocker Spaniel, Poodle o

Labrador, no existiendo predisposicién por edad ni sexo.

Con respecto a la etiologia de las otitis externas se puede establecer que se
originarian de una asociacién de factores entre los que destacan la estructura del
pabelldn, enfermedades de base alérgica, metabdlicas, autoinmunes, etc., que llevan a
cambios del microambiente del oido. Estos cambios pueden autoperpetuarse con la
invasion de hongos, levaduras, pardsitos y bacterias; siendo estas dltimas la causa mas
frecuente y corresponden en su mayoria al género Staphylococcus, principalmente las
especies S. aureus y S. intermedius. Actualmente, ambas bacterias se han caracterizado
como multiresistentes frente a antimicrobianos de uso habitual en la clinica de animales
pequefios, situacién que obliga a vigilar este fenémeno permanentemente en el &mbito
veterinario y humano. La terapia frente a estas especies bacterianas suele ser empirica, y
por esto es que el presente estudio pretende ser un aporte en esta materia, entregando
informacion respecto a la etiologia y al comportamiento de los Staphylococcus

involucrados en la otitis externa.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Otitis externa canina

Otitis externa se define como un proceso inflamatorio, agudo o crénico, del
epitelio del conducto auditivo externo (Radlinsky y Mason, 2007), y se caracteriza
clinicamente por diversos signos, siendo los mas frecuentes el prurito de la oreja, que
se visualiza como sacudidas de cabeza, eritema, costras, secrecion, olor rancio, dolor
alrededor de la zona, cambios de comportamiento como depresion o irritabilidad, o
incluso hiperplasia de los conductos en casos crénicos (Rosychuk y Luttgen, 2002). El
conducto auditivo externo frente a la inflamacién crénica de la dermis y la epidermis
responde con hiperplasia epitelial e hiperqueratosis, hiperplasia de las glandulas
sebiceas e hiperplasia y dilatacioén de las glandulas ceruminosas (Rosychuk y Luttgen,

2002).

La otitis externa es la enfermedad mds comun del conducto auditivo en perros;
afecta entre 5 y 20% de la poblacién canina, e incluso mds en climas tropicales
(Rosychuk y Luttgen, 2002; Tonelli, 2004). En el origen de la patologia interactiian
diversos factores que llevan a cambios en la fisiologia y microbiologia del oido externo,
dando como resultado la inflamacién del conducto auditivo (Thibaut et al., 1994). El
canal auditivo de los caninos es un ambiente vulnerable a cualquier cambio; alteraciones
anatémicas y fisioldgicas pueden generar el desarrollo de un microclima que favorece la
proliferaciéon de microorganismos (Fernandez et al., 2006). Existe una etiologia
multifactorial en la otitis externa canina que incluye hongos, levaduras, parasitos y
bacterias, la mayoria del género Staphylococcus (Lilenbaum et al., 2000). No se informa
de diferencias estadisticas en la presentacion de esta enfermedad segin sexo (Rosychuk

y Luttgen, 2002).

El esquema de clasificacién mas aceptado divide las causas de otitis externa en

factores predisponentes, primarios y perpetuantes.



Factores predisponentes

Los factores de predisposicion hacen que la otitis sea mas probable al alterarse el
ambiente del conducto auditivo externo y, en consecuencia, que el oido sea mads
vulnerable a la inflamacidn e infeccién secundaria (Radlinsky y Mason, 2007). Estos
factores pueden no ocasionar otitis externa (Tonelli, 2004), pero en conjunto con
factores primarios y perpetuantes causan la enfermedad clinica. (Scott et al., 1995).
Segtn Scott et al. (1995); Tonelli (2004) y Radlinsky y Mason (2007) estos son:

Conformacion del canal y oido: canales estendticos (Shar-Pei); pelos en el canal

(Poodle, Bichoén Frisé); orejas pendulosas (Cocker Spaniel, Labrador).

Excesiva humedad: oido de nadador, climas con alta humedad.

Excesiva produccion de cerumen: hipersensibilidades, defectos primarios de la

queratinizacion (idiopatica).

Defectos terapéuticos: traumatismos por hisopados, tratamientos tépicos

irritantes, superinfecciéon por alteracion de la microflora normal debido a

tratamientos topicos.

Enfermedad obstructiva del oido: neoplasias, pélipos.

Factores primarios

Son los productores directos de la otitis externa. Pueden presentarse solos o
junto a factores predisponentes y/o perpetuantes (Tonelli, 2004). Desafortunadamente
muchos casos de otitis externa son debidos a alteraciones del metabolismo, adquiridas o
congénitas, que persisten por toda la vida del paciente, como son las hipersensibilidades
o los desérdenes de la queratinizacién (Radlinsky y Mason, 2007). Segtin Scott et al.
(1995); Tonelli (2004) y Radlinsky y Mason (2007) estos son:

Parasitos externos: Otodectes cynotis, Demodex canis, Sarcoptes scabiei.

Hipersensibilidades: atopia, hipersensibilidad alimentaria, dermatitis por

contacto, reacciones a medicamentos.

Desdrdenes de la queratinizacidn: seborrea idiopdtica primaria, hipotiroidismo,

hiperadrenocorticismo, desequilibrios de hormonas sexuales, etc.

Cuerpos extrafios: espigas, arena, exudado mezclado con pelos, conglomerados

de medicamentos Oticos secos.



Enfermedades autoinmunes: pénfigo folidceo, pénfigo eritematoso, lupus
eritematoso discoide.
Trastornos glandulares: hiperplasia de glandulas ceruminoliticas, hiperplasia o

hipoplasia de gldndulas cebiceas, etc.

Factores perpetuantes

Una vez que el ambiente del canal auditivo ha sido alterado por una
combinacion de factores predisponentes y/o primarios, infecciones oportunistas y
cambios patoldgicos agravan el proceso inflamatorio y pueden mantener la enfermedad,
incluso habiendo eliminado el factor primario (Radlinsky y Mason, 2007). Segtn Scott
et al. (1995); Tonelli (2004) y Radlinsky y Mason (2007) estos son:

Cambios anatOomicos cronicos: inflamacidén crénica, aumento de volumen de

tejidos blandos (estenosis del conducto), etc.

Otitis Media: si no se trata sirve de fuente de persistencia de la otitis externa.

Levaduras: Malassezia pachydermatis.

Bacterias: Raramente causan otitis de forma primaria, las mds implicadas son

Staphylococcus intermedius, Streptococcus, Pseudomonas spp., Proteus spp., E.

coli 'y Klebsiella spp.

En la determinacién de la etiologia y epidemiologia de las otitis externas por
Staphylococcus spp. en perros, es un factor importante el conocimiento de la
composicion de la flora estafilocécica normal del conducto auditivo externo. Sin
embargo, la ecologia de los Staphylococcus habitantes del conducto auditivo externo de

perros sanos esta aun en estudio (Yamashita et al., 2005).



Género Staphylococcus

El nombre proviene del griego staphyle (racimo de uvas), que fue utilizado por
Sir Alexander Ogston para describir la forma de crecimiento aglomerado similar a las

uvas.

Son bacterias Gram-positivas, cocdceas, que miden al rededor de 1 micrémetro
de didmetro, inmdviles, anaerobias facultativas y fermentadoras de glucosa. El género
tiene mds de 30 especies diferentes y muchas de estas son habitantes normales de la piel
y las membranas mucosas del hombre y animales; no tienen otros habitats importantes,

excepto cuando estan involucrados en infecciones (Kloos, 1997).

Son parte de la microflora normal de la piel, que se adquieren desde la madre
luego del nacimiento probablemente a través de los queratinocitos; el hospedador los
tolera a cambio de varios beneficios que incluyen la exclusién de otros patégenos
potenciales por la ocupacién de nichos ecolégicos (Mason et al., 1996). Ademds,
representan parte de la flora bacteriana normal de superficies mucosas de los tractos
respiratorio, alimentario superior y urogenital de mamiferos y aves. Aparte de su rol
como comensales, las cepas de Staphylococcus spp. pueden verse comprometidas en
una amplia variedad de enfermedades en los animales (Werckenthin er al., 2001); de
hecho, son comunmente aisladas en perros enfermos produciendo una variedad de
infecciones como bacteremia, neumonia, furunculosis, abscesos, pioderma, conjuntivitis
y otitis externa (Lilenbaum ez al., 2000). Las manifestaciones clinicas mas frecuentes en
perros son el pioderma y la otitis externa (Morris et al., 2006), siendo en estas ultimas

responsables de hasta el 48,3% de los casos (Yamashita et al., 2005).

A pesar de que los Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) son los mads
frecuentes en la microflora normal de humanos y perros, y son ademds considerados
patégenos oportunistas importantes en estas especies (Lilenbaum ez al., 2000), los mas
agresivos en términos de patogenicidad se relacionan con la mayor produccion de las
enzimas catalasa y coagulasa, ambas presentes en las especies Staphylococcus aureus

(S. aureus) y Staphylococcus intermedius (S. intermedius) (Morris et al., 2006); de



hecho, se considera que la prueba de la coagulasa es la mds importante y significantiva
para la identificacién de cepas de Staphylococcus spp. desde muestras clinicas (Igimi et

al., 1990).

Staphylococcus intermedius

Descrito por primera vez en 1976, se le llamo S. intermedius por presentar
algunas propiedades de S. aureus y algunas de Staphylococcus epidermidis (Hajek,
1976). Se asocia frecuentemente con animales y raramente se ha encontrado como parte
de la flora normal en humanos, incluso en aquellos con estrecho contacto con animales
(Tanner et al., 2000). Varios estudios evidencian a S. intermedius como una bacteria
que forma parte de la flora cutinea del canino (Werckenthin er al., 2001; Junco y
Barrasa 2002; Yamashita et al., 2005; Morris et al., 2006). De hecho, se ha demostrado
que mas del 90% de los aislados de SCP corresponden a esta especie, siendo el
residente méds comtin encontrado en la piel de los caninos (Mason et al., 1996; Griffeth
et al., 2008). El porcentaje de aislamiento de esta bacteria en perros sanos varia
dependiendo de las técnicas de recoleccidon y de las zonas anatémicas, siendo siempre
mayor su aislamiento desde las mucosas. En un estudio de Simou et al. (2005), se
describen frecuencias de aislamiento de 46% desde orofaringe, 64% desde nariz y 60%
desde la mucosa anal. A su vez S. intermedius fue el organismo mds cominmente
aislado desde el conducto auditivo en perros sanos (Cole et al., 1998; Petersen et al.,

2002; Yamashita et al., 2005).

Es considerado la causa primaria de pioderma canino y también se ha descrito
en otras enfermedades como piometra e infecciones purulentas de articulaciones,

parpados y conjuntiva. (Werckenthin et al., 2001).

Con respecto a las otitis externas, existen diversos estudios que evidencian a S.
intermedius como la bacteria aislada con mayor frecuencia (Hoekstra y Paulton, 2002;
Junco y Barrasa, 2002; Petersen et al., 2002); sin embargo otros autores reportan que las

bacterias mas frecuentes son SCN, pero siendo S. intermedius la especie de SCP mas



frecuente (Yamashita ef al., 2005; Morris et al., 2006). A su vez, esta especie es la mas

aislada desde casos clinicos de otitis media (Cole et al., 1998; Colombini et al., 2000).

Staphylococcus aureus

La elevada virulencia de S. aureus fue notificada por primera vez en un estudio
publicado en 1941, en la ciudad de Boston, en donde se identificé un 82% de mortalidad
asociada a pacientes humanos con bacteremias ocasionadas por este microorganismo

(Velasquez-Meza, 2005).

El hospedero natural de S. aureus es el ser humano en el que coloniza las fosas
nasales de mas del 40% de los adultos sanos, y raramente se ubica en otras zonas del
cuerpo salvo en casos de dermatosis (Simou et al. 2005). Ademds, puede ser aislado
desde perros, pero no es la especie de Staphylococcus mas frecuente; de hecho, se
sefalan frecuencias de aislamiento menores al 10% de S. aureus en esta especie
(Duquette y Nuttall, 2004). Existe evidencia de que esta bacteria presenta mayor
afinidad por los queratinocitos humanos en comparacion con los queratinocitos caninos

(Simou et al. 2005).

En trabajos internacionales este agente es frecuentemente descrito en otitis
externas caninas; pero los porcentajes de aislamiento difieren segin los autores,
encontrandose variaciones de 5 a 25%, y en la mayoria de las ocasiones, junto a
aislamientos de otras especies de Staphylococcus en mayor frecuencia. En un estudio
chileno Sanchez ef al. (2006) desde 218 casos de otitis externa encontraron como causal

a esta especie en un 52,8% de las muestras.



Resistencia Antimicrobiana

La mayoria de los antimicrobianos disponibles en medicina humana y
veterinaria se originan desde sustancias producidas por bacterias y hongos, y se cree que
la resistencia a estos farmacos ha evolucionado desde la era pre-antibidtica (Schwarz y
Noble, 1999). Sin embargo, desde la introduccién de los antimicrobianos en la medicina
humana, los Staphylococcus que infectan a humanos y animales domésticos han
mostrado un rapido desarrollo y diseminacion de resistencia antimicrobiana;
desafortunadamente, este desarrollo no ha sido completamente documentado en el
campo de la Medicina Veterinaria (Werckenthin et al, 2001). El fenémeno de
resistencia en cepas de Staphylococcus spp. de humanos se ve acentuado,
particularmente, en aquellas cepas obtenidas desde infecciones nosocomiales,
mostrando resistencia a la mayoria de las clases de antibidticos existentes (Malik et al.,

2005).

El primer reporte sobre estudios de susceptibilidad frente a antibidticos de cepas
de Staphylococcus spp. aisladas desde caninos data de finales de los afios sesenta en
Japén (Shimizu y Shihata 1967). Posteriormente, Robrich et al., en 1983, informaron
que S. aureus y S. intermedius aislados desde infecciones del tracto urinario de perros
en Estados Unidos eran altamente sensibles a ampicilina, cloranfenicol, sulfametoxazol-
trimetoprim, nitrofurantoina, cefalexina, kanamicina y gentamicina; en tanto que
encontraron resistencia intermedia frente a oxitetraciclina y dcido nalidixico. Estudios
posteriores, también en los Estados Unidos, sobre caninos afectados por pioderma,
demostraban que S. intermedius era mas resistente a ampicilina, penicilina y tetraciclina,

que en los estudios previos (Medleau et al. 1986).

Un estudio canadiense de datos recogidos durante un periodo de 15 afios de
aislados de S. aureus y S. intermedius desde caninos, muestran una imagen de aumento
de resistencia a través del tiempo a algunos antimicrobianos como cefalexina,
enrofloxacino y gentamicina; y disminucién a otros como penicilina y ampicilina,
mientras clindamicina y eritromicina mantuvieron patrones de resistencia estables, o al

menos sin diferencia significativa. Esta situacion de resistencia estaria asociada al uso



de determinados patrones de antibidticos en los hospitales veterinarios (Prescott et al.,
2002). Lo anterior concuerda con lo dicho por Malik et al., el 2005 quienes postularon
que los patrones de resistencia a antibidticos observados en perros se correlacionan con
la cantidad y frecuencia del uso de ciertos antimicrobianos. En otro estudio canadiense
realizado por Hoekstra y Paulton el 2002, se observd que la resistencia a antibidticos en
las cepas de perros son dependientes dentro de otros factores, del lugar de aislamiento.
Asi es como cepas de S. aureus y S. intermedius aislados desde secrecion Gtica, fueron

mads resistentes a cefalexina en relacion a cepas aisladas desde otros sitios del cuerpo.

La determinacién de la susceptibilidad de cepas de Staphylococcus spp. a los
agentes antimicrobianos, actualizada de forma continua, es de gran importancia para el
uso selectivo de diferentes drogas y el desarrollo de nuevos antibiticos; sin embargo,
existe relativamente poca informacion en la literatura acerca de los patrones de
susceptibilidad de cepas de Staphylococcus spp. aisladas desde pacientes cursando con
otitis externa, tal como sefialan Lilenbaum et al., 2000; Yamashita et al., 2005; Oliveira

et al., 2005 y Sanchez et al., 2006.

En un estudio brasileiio de Lilenbaum et al. (2000), se encontré que el 90,9% de
los Staphylococcus aislados desde otitis externa, considerando tanto especies coagulasa
negativas como positivas, mostraron resistencia al menos a un antimicrobiano; 36,4%
de estos Staphylococcus fueron multiresistentes a tres o mas drogas. Estos altos valores
de resistencia se repiten en otro estudio brasilefio en el que Oliveira et al. (2005),
encontraron que mdas del 90% de los SCP fueron resistentes a penicilina. Resulta
preocupante comparar los resultados de sensibilidad de estos dos estudios ya que frente
a todos los antibidticos testeados se registré un aumento de la resistencia antimicrobiana
de las cepas aisladas, incluso aumentos tan draméticos como en el caso de la ampicilina
frente a la cual se reporté una resistencia del 29,6% en el 2000, frente al 79,6%
encontrado en el 2005. Este fendmeno se repite frente a gentamicina, oxacilina y

tetraciclina.

Lo anterior se reitera en diferentes cepas de Staphylococcus spp. aisladas en

otros estudios; por ejemplo, en el caso de gentamicina frente a la que se observa una



disminucién de la sensibilidad de 96,3% en 1998 a 84,1% en el 2000 (Cole et al., 1998;
Lilenbaum et al., 2000), situacion que se repite al comparar los resultados obtenidos por
ambos autores para sulfametoxazol-trimetoprim. Cabe destacar que ambos estudios

fueron realizados en paises distintos.

Por otra parte, en un estudio retrospectivo, realizado en los Estados Unidos, se
concluyé que durante un periodo de 6 afios (1992-1997) no existieron diferencias
significativas en la susceptibilidad de cepas de S. intermedius aisladas desde oidos de
perros frente a cefalotina, eritromicina, gentamicina, oxacilina, sulfametoxazol-
trimetoprim, clindamicina y ciprofloxacino; es mads, encontraron un aumento en la
sensibilidad frente a ampicilina, penicilina y tetraciclina, lo que justifican por la
inexistencia de preparaciones 6ticas locales con estos productos y lo poco frecuente del
tratamiento de otitis con estos mismos antibidticos de forma sistémica (Petersen et al.,

2002).

Aln asi con respecto a S. intermedius y su comportamiento frente a los
antimicrobianos, Werckenthin ez al. (2001) concluyen que es frecuente la resistencia a
penicilina y tetraciclina, situacién que va en aumento en las cepas aisladas de caninos de
diferentes origenes geograficos, mientras que la resistencia a otros antibidticos,
particularmente a agentes mas recientes como las fluoroquinolonas, es aun baja. Incluso
en literatura mds actual se describe una cierta “estabilidad” de los perfiles de resistencia,
al punto de no indicarse el empleo regular del antibiograma (Petersen et al., 2002;
Morris et al., 2006). Lo anterior concuerda con lo publicado por dos estudios italianos
en los que se describe una alta sensibilidad de cepas de S. intermedius frente a
fluoroquinolonas; en ambos estudios se reporta sensibilidades de sobre el 98% frente a
enrofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino, marbofloxacino y norfloxacino entre otras
flouroquinolonas (Intorre et al., 2007; Vanni et al., 2009). En todo caso, cabe destacar
que la resistencia es un fendmeno geogrifico por lo que es esperable encontrar
diferencias en las susceptibilidades de cepas de diferentes paises (van Duijkeren et al.,

2004; Loeffler et al., 2007).



En Chile, en un estudio de servicios microbioldgicos, realizado a 218 casos de
otitis canina, un 52,8% de las muestras fueron identificadas como S. aureus, los que
fueron resistentes a ampicilina (56,5%), a cloxacilina (2,7%) y a enrofloxacino (0,9%).
Por otra parte el 11% de las muestras fueron identificados como Staphylococcus spp., de
los cuales 29,4% mostraron resistencia a ampicilina y todos fueron sensibles a
cloxacilina, cefradina y enrofloxacino. Se concluye en dicho estudio que los principales
microorganismos causales de otitis en perros son bacterias Gram-positivas con alta

sensibilidad frente a cloxacilina (Sanchez et al., 2006).

Principales Mecanismos de Resistencia

La resistencia a los antibidticos del grupo de los beta-lactimicos esta
principalmente mediada por enzimas del tipo beta-lactamasas, codificadas por el gen
blaZ, que hidrolizan estos antibidticos (Malik et al., 2007). Otros mecanismos
involucran mutacién de las proteinas penicillin binding proteins (PBP), adquisicién de
genes que codifican PBPs de afinidad reducida a beta-lactimicos y baja internacién del
antibidtico por alteracién de la membrana en bacterias Gram-negativas (Schwarz y
Noble, 1999). La resistencia intrinseca a penicilinas causada por la produccién de beta-
lactamasas, esta ampliamente diseminada entre los Staphylococcus aislados desde

caninos (Malik et al., 2005).

Una gran variedad de genes que codifican factores de resistencia frente a
aminoglucésidos han sido descritos en Staphylococcus (Malik et al., 2005). La
resistencia frente a aminoglucésidos, como la kanamicina, esta basada principalmente
en la disminucién de la absorcién asi como en la inactivacién enzimdtica de estos
antibidticos por enzimas modificadoras de aminoglucésidos. También ha sido descrita
una mutacion cromosomal que confiere altos niveles de resistencia frente a

estreptomicina (Schwarz y Noble, 1999).

Los mecanismos de resistencia de bacterias Gram-positivas contra lincosamidas,

grupo dentro del cual se incluye a la clindamicina, incluyen inactivacién enzimaética,



bombas de eflujo activo y modificacién de diana (farget modification); dentro de este
ultimo mecanismo se describe una clase de genes, denominados ermA, exclusivamente

detectados en bacterias del género Staphylococcus (Schwartz y Noble, 1999).

La resistencia a fluoroquinolonas, como enrofloxacino, en bacterias Gram-
positivas se debe a cambios en la composicién aminoacidica particularmente en la
region determinante de resistencia a quinolonas (quinolone-resistance-determining
region QRDR) que incluye los genes GyrA y ParC (Intorre et al., 2007). Debido a estas
mutaciones, se genera una DNA girasa y una DNA topoisomerasa IV menos
susceptibles a las fluoroquinolonas (Lloyd et al., 1999; Intorre et al., 2007). Aunque la
resistencia a fluoroquinolonas ha sido bien estudiada en medicina humana, existe poca

investigacion en aislados de animales de compafifa (Malik et al., 2005).

Existen tres mecanismos especificos a través de los cuales las tetraciclinas,
grupo dentro del cual se considera a la doxiciclina y la tetraciclina, adquieren
resistencia: bombas de eflujo, proteccidon enzimdtica e inactivacion enzimdtica del
antibidtico (Schwarz y Noble, 1999). En Staphylococcus de origen animal se han
detectado cuatro diferentes genes de resistencia a tetraciclinas llamados genes feft;

asignados a las clases K, L, M y O (Malik et al., 2005).

La mupirocina es un tipo de penicilina denominada anti-estafilocdcica, frente a
la cual existe resistencia de las bacterias Gram-negativas y la mayoria de las otras
bacterias aerobias y anaerobias (Schwarz y Noble, 1999). Actia inhibiendo la isoleucil-
tRNA sintetasa, lo que finalmente se traduce en alteracién en la produccion proteica de

la bacteria (Malik et al., 2005).

Las Sulfonamidas y el trimetoprim bloquean diferentes pasos enzimadticos en la
biosintesis de tetrahidrofolato de los 4cidos nucleicos. Las sulfonamidas son andlogos
estructurales del dcido p-aminobenzoico e inhiben competitivamente la enzima acido
dihidropteroico sintetasa, mientras el trimetoprim inhibe competitivamente la enzima
dihidrofolato reductasa (Schwarz y Noble, 1999). La resistencia a sulfonamidas se cree

que emana de la sobre produccion de dcido p-aminobenzoico, probablemente debido a



una mutacién cromosomal del DNA (Werckenthin et al., 2001). La resistencia al
trimetoprim se debe a dihidrofolato reductasas que tienen baja afinidad por el
trimetoprim. (Malik et al., 2005). Los mecanismos de resistencia de sulfonamidas y
trimetoprim no han sido especificamente estudiados en aislados de perros, pero en
humanos han sido identificados genes que codifican para dihidrofolato reductasa (Malik

et al., 2005).

Uno de los fendmenos de resistencia mas graves y documentados en cepas de
Staphylococcus spp., es la resistencia a meticilina. Esta condicién, representada
generalmente a través de la resistencia a oxacilina (CLSI, 2006), esta relacionada con la
produccion de una Penicillin Binding Protein modificada (PBP2A) que es codificada
por el gen mecA (Malik et al., 2005). Esta proteina le confiere resistencia a todos los
betalactdmicos, las cefalosporinas, las carbapenemas y los monobactdmicos (Schwartz y
Noble, 1999; Griffeth et al., 2008). En medicina humana existe una prevalencia cada
vez mayor de resistencia a meticilina, especialmente en S. aureus (Duquette y Nutall,
2004; Malik et al., 2005). También existen reportes de resistencia a meticilina en cepas
aisladas desde caninos y felinos, tanto de S. aureus como S. intermedius (van Duijkeren
et al., 2004; Bemis et al., 2006; Loeffler et al., 2007; Griffeth et al., 2008), incluso se
informan reportes de portadores caninos asintomdticos de S. aureus meticilino

resistentes (Manian, 2003).

El desarrollo de resistencia antimicrobiana en gérmenes que afectan a animales
de compaiiia adquiere mayor relevancia al considerar estudios que proponen el contagio
de bacterias entre perros y seres humanos por simple contacto. Es asi como en un
estudio de Tanner et al. (2000) concluyeron que S. intermedius puede ser un patdgeno
zoondtico importante en humanos que se encuentran en estrecho contacto con sus
mascotas al aislar una cepa de esta especie desde una otitis externa en una persona y
luego aislando la misma cepa desde el oido de su perro. Otra publicacién realizada por
Manian (2003), sefiala el aislamiento de cepas de S. aureus desde heridas de dos
personas y desde su mascota, en esta ultima, como portadora asintomatica de la bacteria
en su nariz, demostrando que se trataba de la misma bacteria a través del uso de

electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE). A su vez en un estudio de Weese et



al. (2006) se sospechd del traspaso de S. aureus meticilino resistentes, a pesar de no

estar claro si ello ocurre desde perros a seres humanos o viceversa.

Por lo expuesto, es que parece indispensable profundizar los estudios nacionales
existentes sobre el comportamiento de diferentes cepas de Staphylococcus spp. aisladas
desde pacientes caninos, en este caso sobre pacientes que cursen con otitis externas, con

el fin de tomar adecuadas decisiones terapéuticas.



OBJETIVOS

Objetivo General

Cuantificar la resistencia antimicrobiana de cepas de Staphylococcus coagulasa

positivos aislados de perros con otitis externa.

Objetivos Especificos

1.- Realizar una busqueda activa de Staphylococcus coagulasa positivos desde

perros que presenten otitis externa.

2.- Cuantificar la susceptibilidad antimicrobiana de las cepas aisladas frente a un

panel de antimicrobianos.

3.- Establecer los perfiles de resistencia de las cepas aisladas frente a los

antimicrobianos en estudio.



MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio transversal con pacientes caninos atendidos en los centros
de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile:
Hospitales Clinicos Veterinarios (sedes Facultad y Bilbao) y Centro de Atencion

Primaria Veterinaria El Roble, La Pintana.

Se ingresaron 103 muestras que fueron obtenidas desde pacientes con otitis

externa y que se procesaron desde Abril del 2007 hasta Abril del 2009.

Para ingresar al estudio los pacientes no debian haber recibido terapia con
antibidticos sistémicos y/o topicos por al menos 14 dias previos. Tampoco debieron
estar bajo tratamiento con corticoides topicos ni orales por al menos 4 semanas previas a

la toma de muestras.

A su vez, para ingresar al estudio, los pacientes caninos de cualquier edad, sexo
y raza debieron presentar signos compatibles con otitis externa tales como inflamacién
del pabell6n auricular externo, prurito de las orejas, eritema, costras, secrecion y olor
rancio. Para ser incluidos, los pacientes debieron mostrar al menos 3 de los signos
anteriormente mencionados en uno o ambos oidos. A todos los pacientes que
presentaron la signologia anteriormente sefialada se les realizdé un examen citoldgico
con el fin de confirmar la presencia de bacterias tipo cocaceas y asi ingresar al estudio.
Se comenzo por una limpieza del pabellon externo con apdsitos y solucién salina estéril,
para luego realizar un hisopado del conducto. Con este hisopado se realizé una impronta
en portaobjeto, el cual fue tefiido mediante una tincién Diff-Quick ® (metanol, eosina y
azul de metileno). Todo paciente que mostr6 mas de 5 bacterias por campo
microscopico (1000X) con morfologia sospechosa de Staphylococcus (cocéiceas) fue
ingresado al estudio. Posterior a su observacién, todas las muestras fueron desechadas

en una mezcla sulfocrémica y luego autoclavadas.

Para tomar las muestras que fueron enviadas al Laboratorio de Microbiologia

Clinica de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile,



se introdujo al conducto auditivo una térula estéril seca, que se mantuvo en medio de
transporte Stuart y a temperatura de refrigeracién por un maximo de 24 horas antes de

su procesamiento en dicho laboratorio.

Aislamiento e identificacion de las cepas

Las térulas fueron sembradas en placas de agar sangre por diseminacion o
agotamiento, mediante el método del reloj. Se incubaron a 37° C por 24 a 48 hrs. De las
colonias desarrolladas se realiz6 el estudio de la forma, tamafo, presencia de
endopigmentos y hemdlisis. Se seleccionaron aquellas colonias sospechosas de ser
estafilococos y se procedi6 a realizar la tincion de Gram. Se replicaron las cepas en otra
placa de agar sangre para obtener, a las 24 hrs., las cepas en estado de pureza para
posteriormente realizar las pruebas de la catalasa y coagulasa. Las cepas positivas a
estas pruebas se mantuvieron en un cepario en agar semitendido para realizar,
posteriormente, la identificacion de especie utilizando un kit diagndstico comercial
(BBLCrystal™ Gram Positiv Identification Systems) siguiendo las indicaciones del

proveedor y los estudios de sensibilidad antimicrobiana.

Prueba de la catalasa: Se vierte 1 ml. de agua oxigenada de 10 volimenes
diluida en 3 volimenes de agua destilada sobre un cultivo de la cepa en agar comin de
24 horas de incubacién a 37° C. La prueba se considera positiva cuando se observan
burbujas en el tubo por desprendimiento de oxigeno libre demostrando la produccién de

la enzima.

Prueba de la coagulasa: En un tubo pequefio se mezclaron cantidades iguales
(0,5 ml) de cultivo fresco en caldo comiin del estafilococo a identificar y plasma diluido
de conejo (1:5 vol/vol). Se incub6 a 37° C y se observ cada 30 minutos hasta un
maximo de 24 horas. La coagulacién del plasma indica la producciéon de la enzima
coagulasa. Se dejé un tubo sin cultivo como control de la prueba, el que contenia

plasma mads caldo comiin estéril.



Identificacion con sistema comercial: BBLCrystal™ Gram Positiv
Identification Systems es una placa que contiene 29 pocillos con sustratos
deshidratados y un pocillo con un control positivo de fluorescencia. Los pocillos se
rehidrataron con un medio liquido con la bacteria en estado puro y luego se incubaron a
37°C. por un periodo de 18 a 24 hrs. Posteriormente se revisaron en cada pocillo
cambios de color o presencia de fluorescencia. El patron resultante de las 29 reacciones
se convierte en un ndmero de diez digitos que es usado como la base para la
identificacion al ingresarlos a la base de datos del sistema (BBLCrystal GP ID data
base). La identificacién es derivada de un andlisis comparativo de los patrones de
reaccion insertos en la base de datos. Se seleccionaron cepas con mas de un 95% de

certeza en su identificacion.

Luego de la identificacion, todos los elementos utilizados fueron autoclavados

para ser posteriormente eliminados.

Pruebas de Susceptibilidad antimicrobiana

A todas las cepas bacterianas seleccionadas se les determind su Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) mediante el método estandarizado por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006), el que considera como CMI la
concentracion mas baja de un agente antimicrobiano que inhibe completamente el

crecimiento de un microorganismo.

Los antimicrobianos utilizados fueron los siguientes: oxacilina (representa
resistencia a meticilina), enrofloxacino, amoxicilina, mupirocina, clindamicina,
cefradina, doxiciclina, kanamicina, tetraciclina y sulfametoxazol-trimetoprim. Todos

estos productos fueron de marca Sigma® (Sigma Chemical Co., St. Louis).

En resumen la prueba consistié en cultivar cada cepa aislada en un caldo comun,
a 37°C por 24 hrs. El caldo se ajust6 a una turbidez de 0,5 McFarland, para luego

suspenderse 1:9 en solucién salina (lo que resulta en una solucién con una



concentracién de aproximadamente 1 a 2 X 10’ UFC/ml.); esta se llevé al replicador de
Steer que inocul6 la cepa bacteriana en las placas con agar Muller-Hinton que contenian
los antibidticos en las diversas concentraciones deseadas, desde 0,25 a 128 pug/ml para
la mayoria de los antibidticos con la excepcidn de mupirocina y sulfametoxazol-
trimetoprim, para los que se utilizaron 0,5 a 256 pg/ml y 2,37/0,25 a 304/16 pg/ml,
respectivamente. La determinacién de resistencia o sensibilidad se realizé comparando
la minima concentracidén que detuvo el crecimiento con tablas del CLSI. La cepa control

empleada fue S. aureus ATCC 29213.

Los resultados se expresaron como porcentaje de cepas sensibles y resistentes,
considerando a las de sensibilidad intermedia dentro del grupo de cepas resistentes, con

el fin de elaborar los perfiles de resistencia de las cepas aisladas.

Para cada especie bacteriana, con los valores de sensibilidad obtenidos para cada
antibidtico, se calculé los valores de CIM 50 y CIM 90 que corresponden a las
concentraciones minimas inhibitorias capaz de inhibir el crecimiento del 50 y 90% de
los aislamientos, respectivamente, con el fin de establecer un ranking de los

antimicrobianos estudiados.



RESULTADOS

De 103 muestras de pacientes caninos con signologia clinica de otitis externa se
aislaron 53 cepas de Staphylococcus coagulasa positivo lo que representa una frecuencia

de aislamiento de 51,5%.

48,50%

51,50%

O Staphylococcus coagulasa positivos B Otros géneros o sin desarrollo bacteriano

Figura 1: Frecuencia de aislamiento de cepas de SCP de perros con otitis externa.

De las 53 cepas, 39 correspondieron a la especie Staphylococcus intermedius, 10
que representa un 73,6% de las cepas aisladas. Doce cepas fueron identificadas como
Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans, representando un 22,6% de las cepas. Dos
cepas correspondieron a la especie Staphylococcus aureus, lo que significé un 3,8% de

las cepas.
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Figura 2: Porcentajes de cepas de SCP perros con otitis externa.

Los resultados de las Concentraciones Minimas Inhibitorias se presentan en la
Tabla 1. La resistencia fue un fenémeno comin, encontrandose 31 cepas que fueron
resistentes al menos a un antibidtico (58,5%). El fendmeno de multiresistencia
(resistencia a tres o mds antimicrobianos) se presenté en 16 cepas (30,2%), no

encontrandose ninguna cepa resistente a todos los antibidticos en estudio.



Antibiético Especie Resistencia | Distribucién (%) de las CMIs (ug/ml)
(%) <0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 2256
S. intermedius 30,8 28,2 41 26 28,2
Kanamicina | S. schleiferi 16,7 25 16,7 41,7 83 8,3
S. aureus 100 100
S. intermedius 15,4 256 59 15,4
Doxiciclina S. schleiferi 0 58,3 25 8,3 8,3
S. aureus 50 50 50
S. intermedius 28,2 71,8 7,7 2,6 26 154
Clindamicina | S. schleiferi 25 75 8,3 8,3 8,3
S. aureus 100 50 50
S. intermedius 53,8 46,2 [|23,1 12,8 7,7 2,6 26 26 26
Amoxicilina S. schleiferi 16,7 83,3 || 8,3 8,3
S. aureus 100 50 50
S. intermedius 18 48,7 20,5 12,8 26 26 12,8
Enrofloxacino | S. schleiferi 8,3 83,3 8,3 8,3
S. aureus 100 100
S. intermedius 12,8 35,9 48,7 2,6 51 7,7
Tetraciclina | S. schleiferi 0 25 75
S. aureus 50 50 50
S. intermedius 0 69,2 256 26 2,6
Oxacilina S. schleiferi 0 50 50
S. aureus 0 100
S. intermedius 2,8 28 389 50 55 2,8
Cefradina S. schleiferi 0 33,3 66,7
S. aureus 100 50 50
S. intermedius 0 100
Mupirocina S. schleiferi 16,7 83,3 16,7
S. aureus 0 100
S. intermedius 11,1 86,2 2,8 83 28
Sulfa/Trim? S. schleiferi 16,7 83,3 16,7
S. aureus 50 50 | 50
Tabla 1: Porcentajes de resistencia y distribucién de las CMI segtn especie bacteriana y antimicrobiano

estudiado en cepas de SCP aisladas de perros con otitis externa.

a

Concentracién  de

Trimetoprim,

(Trimetoprim/Sulfametoxazol).

que

evalu6 en

una

concentracion

de

1/20

El antimicrobiano menos efectivo en este estudio fue la amoxicilina,
encontrandose 25 cepas resistentes lo que representa el 47,2% de las cepas en estudio. A
su vez se encontré altos niveles de resistencia a kanamicina y clindamicina frente a las
que se observéd 16 cepas resistentes lo que significa un 30,2% de resistencia. Frente a
enrofloxacino se encontré una resistencia del 18,9%, frente a sulfametoxazol con

trimetoprim 13,6%, frente a doxiciclina 13,2%, frente a tetraciclina 11,3% y frente a




cefradina 6,8%. Los antimicrobianos mds eficientes frente a las cepas de
Staphylococcus spp. aisladas fueron mupirocina, con un porcentaje de resistencia de
2,3% y la oxacilina frente a la que no se encontré cepas resistentes. Los porcentajes de
resistencia de todas las cepas y seglin especie bacteriana se presentan en la Figura 3 A'y

B.
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Figura Porcentajes de resistencia en cepas aisladas de perros con otitis externa.
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Figura Porcentajes de resistencia en cepas aisladas de perros con otitis externa segun

3B: especie bacteriana.



De las 39 cepas de S. intermedius aisladas, 24 mostraron resistencia al menos a
un antimicrobiano en estudio (61,5%), siendo la amoxicilina el menos efectivo (53,9%
resistencia) y la mupirocina y oxacilina los més eficaces (0% resistencia). A su vez, fue
frecuente la resistencia frente a kanamicina, clindamicina, enrofloxacino, doxiciclina,
tetraciclina y sulfa-trimetoprim (30,8%, 28,2%, 18%, 154%, 12,8% y 11,1%
respectivamente). Frente a cefradina se encontr6 un 2,8% de resistencia. Trece cepas

fueron resistentes a tres 0 mas antimicrobianos (33,3%). Los valores de CMI 50 y 90 se

presentan en la Tabla 2.

Antibiético CIM 50 CIM 90
ug/ml ug/ml

Kanamicina 2 128
Doxiciclina 0,5 8
Clindamicina 0,25 128
Amoxicilina 0,5 2
Enrofloxacino 0,5 32
Tetraciclina 0,5 64
Oxacilina 0,25 0,5
Cefradina 2 2
Mupirocina 0,5 0,5
Sulfa/Trim 2,37/0,125 |38/2

Tabla 2: CMI 50 y 90 de S. intermedius aislados de perros con otitis externa.

La resistencia fue un fendmeno menos frecuente de encontrar en las 12 cepas de
S. schleiferi subsp. coagulans aisladas en este estudio. Cinco cepas mostraron
resistencia al menos a 1 antimicrobiano (41,7%), siendo clindamicina el antibidtico
menos efectivo (25% resistencia) y doxiciclina, tetraciclina, cefradina y oxacilina los
mds eficaces puesto que no hubo cepas resistentes a estos antibidticos. Frente a
kanamicina, amoxicilina, mupirocina y sulfametoxazol-trimetropim 16,6% de las cepas
fueron resistentes, mientras que 8,3% de las cepas fueron resistentes a enrofloxacino.

Los valores de CMI 50 y 90 se muestran en la Tabla 3.



Antibidtico CIM 50 CIM 90
ug/ml ug/ml

Kanamicina 2 32
Doxiciclina 0,25 1
Clindamicina 0,25 4
Amoxicilina 0,25 0,5
Enrofloxacino 0,25 0,5
Tetraciclina 0,5 0,5
Oxacilina 0,25 0,5
Cefradina 2 2
Mupirocina 0,5 0,5
Sulfa/Trim 2,37/0,125 |2,37/0,125

Tabla 3: CMI 50 y 90 de S. schleiferi subsp. coagulans aislados desde perros con otitis externa.

De las dos cepas de S. aureus aisladas, ambas fueron multiresistentes, pero
sensibles a oxacilina y mupirocina. Una mostrd resistencia a amoxicilina, kanamicina,
clindamicina, enrofloxacino, cefradina y sulfa-trimetoprim y la otra presentd resistencia
a las mismas drogas, excepto sulfa-trimetoprim, y adicionalmente presentd resistencia a
doxiciclina y tetraciclina. Dado el pequefio nimero de cepas aisladas no fue posible

determinar la CMI 50 y 90 de las cepas de S. aureus.

En el presente estudio se encontré 20 perfiles de resistencia en las 53 cepas
aisladas. Los perfiles de resistencia de todas las cepas aisladas en este estudio se

presentan en la Tabla 4.



Numero de
cepas Porcentaje | Perfil de Resistencia S. intermedius | S. schleiferi | S. aureus

22 41,51 Sensibles a todos los antibioticos 15 7

10 18,87 Am 9 1

1 1,89 En 1

1 1,89 S/T 1

1 1,89 Cl 1

2 3,77 Ka+Cl 1 1

1 1,89 Am+Ka+En 1

2 3,77 Am+Ka+Cl 2

1 1,89 Am+Do+Te+S/T 1

1 1,89 Ka+Do+Cl+Te 1

1 1,89 Am+Do+Cl+Te 1

1 1,89 Am+Ka+Do+Te 1

2 3,77 Am+Ka+CI+En 2

1 1,89 Am+Ka+Cl+En+Mu 1

1 1,89 Am+Ka+Cl+En+Ce 1

1 1,89 Am+Ka+CIl+En+S/T 1

1 1,89 Am+Ka+Cl+En+S/T+Ce 1
1 1,89 Am+Ka+Do+Cl+Te+S/T 1

1 1,89 Am+Ka+Do+Cl+En+Te+S/T 1

1 1,89 Am+Ka+Do+Cl+En+Te+Ce 1

S/T: Sulfametoxazol/Trimetoprim; Ce: Cefradina; Mu: Mupirocina.

Tabla 4: Perfiles de resistencia de todas las cepas aisladas de perros con otitis externa. Am:
Amoxicilina; Ka: Kanamicina; Do: Doxiciclina; Cl: Clindamicina; En: Enrofloxacino; Te: Tetraciclina;




DISCUSION

Frecuencias de aislamiento

Este estudio evidencia la presencia de cepas de Staphylococcus coagulasa
positivos (SCP) en perros con otitis externa debido al aislamiento de 53 cepas desde 103
muestras de secrecién Otica. Histéricamente los Staphylococcus coagulasa negativos
(SCN) han sido considerados como de baja patogenicidad, sin embargo, estudios
recientes han demostrado el potencial patégeno de estas especies en humanos y perros
(Griffeth er al., 2008), por lo que son necesarios estudios que comprueben este
fenémeno tanto en medicina humana como veterinaria. En la literatura se reportan
diferentes frecuencias de aislamiento de Staphylococcus spp. desde casos de otitis
externas caninas, es asi como Colombini et al., en el 2000 encontraron que un 54,2% de
los aislados correspondieron a Staphylococcus (41,1% SCP); Yamashita et al., (2005)
reportaron una frecuencia de aislamiento de 48,3%; Oliveira et al. (2005) 53% (40,9%
SCP) y Fernandez et al., también en el 2005 demostraron un 31,9% de positividad para
este género. En el presente estudio el porcentaje de aislamiento fue de un 51,4%. Estas
diferencias se pueden deber a diferentes factores como el nimero de casos analizados,

los criterios de inclusidn de los pacientes, las diferentes zonas geogréaficas, etc.

La especie aislada con mayor frecuencia en el presente trabajo fue
Staphylococcus intermedius (73,6%) lo que concuerda con diversos estudios realizados
anteriormente como el de Colombini et al. en el 2000 quienes encontraron que el 75,9%
de los SCP correspondian a esta especie, Hoekstra y Paulton (2002) lo encontraron en
un 60,9% y Yamashita et al., (2005) lo encontraron en un 57,4%. Estos resultados
difieren con lo descrito por Lilenbaum et al. (2000), quienes sefialaron que la especie de
SCP mas frecuente en casos clinicos de otitis externa correspondieron a S. aureus

(64,7%).

Un pequeiio porcentaje de las cepas del presente estudio correspondié a
Staphylococcus aureus (3,8%), que generalmente se aisla en bajo porcentaje (Yamashita

et al., 2004; Duquette y Nuttall, 2004; Morris et al., 2006), a pesar que existen estudios



que lo reportan en mayor frecuencia (Lilenbaum et al., 2000; Fernandez et al., 2006;
Séanchez et al., 2006). Esto se puede deber a diferencias en la identificacién de las
especies, ya que S. aureus es frecuentemente confundido con otros SCP (Medleau et al.,
1986; Frank et al., 2003; Zdovc et al., 2004), de hecho en la revisién de Sanchez er al.
(2006) de 218 aislamientos de casos de otitis durante el periodo de 1995 y 2002 es la

unica especie de SCP identificada.

El resto de las cepas del presente estudio (22,6%) correspondié a la especie
Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans, convirtiéndose este en el primer estudio
que lo reporta como patégeno presente en casos clinicos de otitis externa a nivel
nacional, lo que no significa que no existiera con anterioridad, sino que probablemente
ha sido mal identificado por su parecido fenotipico con S. aureus y S. intermedius tal
como lo sefialan Yamashita et al. (2005). De hecho es una especie relativamente nueva,
descrita en 1990 por Igimi ef al. y su identificacidn esta supeditada a métodos que no
son convencionales, ya que no se diferencia de otras especies de SCP por sus
caracteristicas fisicas y pruebas bioquimicas tradicionales de catalasa y coagulasa
(Frank et al., 2003). Puede ser distinguido de otros SCP por su produccién de acetoina,
producciéon de beta hemolisina, negativa actividad hialuronidasa y ausencia de
produccién de 4cido desde tetralosa o maltosa (Igimi et al., 1990). Asi también, Zdovic
et al. (2004) la describen como una bacteria que se reporta con baja frecuencia en casos
de otitis, sugiriendo que se puede deber a que fenotipicamente es parecido a otras
especies de SCP. La importancia clinica del reconocimiento de esta especie tanto en

medicina humana como veterinaria esta creciendo (Yamashita et al., 2005).

Con los antecedentes de las fichas clinicas de los pacientes en estudio desde los
cuales se aisld S. schleiferi subsp. coagulans se logré determinar que todos ellos
presentaban otitis crénica, por lo que presumiblemente habian sido tratados con
antibidticos en alguna oportunidad. Al respecto, Frank et al. (2003) determinaron que
existe mayor probabilidad de aislar esta especie en pacientes que presentan pioderma de

forma recurrente y que han sido tratados con antibi6ticos anteriormente.



Si bien la siembra para aislamiento de Staphylococcus spp. fue efectiva para
lograr el desarrollo especifico; en algunas muestras, los aislamientos se dificultaron por
presencia de otras especies microbianas. Se sugiere, por tanto, para evitar dichas
dificultades, utilizar medios de cultivo selectivos para Staphylococcus, como son el agar

sal, agar Chapman, etc.

Susceptibilidad antimicrobiana

En el presente estudio se determind que un 58,5% de las cepas (31) fueron
resistentes al menos a un antimicrobiano, lo que es comparable con el 64,2% reportado
por Junco y Barrasa (2002) y con el 59,4% descrito por Yamashita et al., en el 2005,
pero difiere del 90,9% reportado por Lilenbaum et al., (2000), con la diferencia que los
dos dltimos grupos de investigadores consideran también cepas de SCN, confirmando la
importancia de vigilar el fenomeno de resistencia también en estas especies. Estos
porcentajes de resistencia son bastantes altos considerando estudios de afios anteriores
que reportaban sensibilidades sobre el 80%, con excepcidon de ampicilina/amoxicilina

que eran de 50% (Werckenthin et al., 2001).

De las 53 cepas aisladas, 16 (30,2%) mostraron resistencia a tres o mas
antibidticos, porcentaje menor al 37,3% descrito por Tejedor y Barrasa (2000), y
superior al 25% y 21,9% descrito por Lilenbaum et al. el 2000 y Yamashita et al. el

2005, respectivamente.

Amoxicilina

Amoxicilina fue el antimicrobiano frente al cual se presentaron los mayores
niveles de resistencia en el presente estudio (47,2%). Esto concuerda con lo publicado
en la literatura donde se observa que los niveles mas altos de resistencia se dan frente a
penicilinas, principalmente ampicilina con valores que van desde 44,8% hasta 79,6%

(Cole et al., 1998; Junco y Barrasa, 2002; Petersen et al., 2002; Oliveira et al., 2005;



Hariharan et al., 2006). En un estudio canadiense realizado por Prescott et al. (2002) se
logré determinar que durante un periodo de 15 afios (1984-1998) habia una disminucién
significativa en la proporciéon de cepas de S. aureus y S. intermedius resistentes a
penicilina G y a ampicilina, lo que refleja el no uso de esta clase de farmacos frente a
estas especies bacterianas en el ultimo tiempo. Este fendmeno se repite al comparar el
56,5% de resistencia a ampicilina en el estudio retrospectivo chileno de Sénchez et al.

(2006), con el 47,2% obtenido en el presente estudio.

Kanamicina

La resistencia obtenida por el presente estudio frente a kanamicina fue de 30,2%,
superando al 26% descrito por Colombini et al. (2000) y siendo similar al 29,4%
(considerando sélo cepas de SCP) reportado por Yamashita et al. (2005). En general el
aminoglucésido mas utilizado en la literatura para las pruebas de susceptibilidad es
gentamicina, que generalmente muestra menores niveles de resistencia que kanamicina,
al menos frente a cepas de SCP (Colombini ef al., 2000; Yamashita et al., 2005), por lo
que seria mdas efectiva frente a casos de otitis externas; de hecho, existen varios
preparados comerciales que la contienen. Frente a gentamicina se reportan niveles de
resistencia que van desde un 1% a un 4,6% (Werckentin et al., 2001; Junco y Barrasa,
2002; Petersen et al., 2002; Hariharan et al., 2006). En Chile, Sanchez et al. (2006),
encontraron un 4,6% de cepas de S. aureus resistentes a gentamicina. Prescott et al.
(2002) determinaron, luego de una revision de 15 afios, que la resistencia a gentamicina
a través del tiempo, al menos en Canadd, se ha incrementado reflejando el aumento del

uso de esta droga en ese pafs.

Clindamicina

Frente a clindamicina las bacterias aisladas en el presente estudio mostraron una

resistencia del 30,2%, lo que es bastante mds alto que lo descrito en la literatura en la

que se reportan resistencias de 19% (Colombini et al., 2000), 12% (Petersen et al.,



2002), 4% (Hariharan et al., 2006) y 20,8% (Griffeth et al., 2008). Por otra parte,
Morris et al. (2006) reportaron una resistencia del 51%, pero este estudio s6lo considerd
Staphylococcus meticilino resistentes (SMR). Considerando s6lo cepas de SMR en el
estudio de Griffeth ef al. (2008) la resistencia es del 60% para clindamicina, por lo que
parece ser un fendmeno frecuente la resistencia a esta droga en cepas de SMR. En el
estudio retrospectivo de 15 anos (1984-1998) de Prescott er al. (2002) se reporta que la
proporcién de S aureus y S. intermedius resistentes a clindamicina se ha mantenido
estable y no ha cambiado significativamente por lo que concluye el correcto uso de esta

droga en dicho periodo en Canada.

Enrofloxacino

En el presente estudio se obtuvo una resistencia de 18,9%, lo que concuerda con
el 19,4% descrito por Junco y Barrasa (2002), pero en general, al igual que lo ocurrido
frente a clindamicina, es bastante mds alto que otros reportes existentes en la literatura.
En 1998, Cole et al. informaron un 3,7% de resistencia, Colombini et al. (2000) un 8%,
Oliveira et al. (2005) reporta un 12,9% de resistencia y Hariharan et al. (2006) sélo un 1
% de resistencia. En el estudio de Morris et al. (2006) encontraron un 64,1% de
resistencia frente a enrofloxacino, pero s6lo considerando cepas de SMR, por lo que
podria existir un fendémeno similar a lo que ocurre con la clindamicina. En el estudio
chileno de Sanchez et al. (2006) se obtuvo un 0,9% de resistencia en cepas de S. aureus
aisladas desde casos de otitis en un periodo de 8 afios (1995-2002). Resulta preocupante
el aumento del porcentaje de resistencia en este estudio, lo que podria indicar un uso
incorrecto de este firmaco. Este fendémeno de aumento de resistencia se repite en
Canada, segtn lo publicado por Prescott et al. (2002) quienes demuestran que durante el
periodo de 1984 a 1998 la resistencia de S. intermedius ha mostrado un marcado

incremento.



Doxiciclina

En general en la literatura existe poca informacién sobre la resistencia frente a
doxiciclina de especies de Staphylococcus spp. aisladas desde otitis, puesto que no se
suele utilizar para el tratamiento de esta patologia. En este estudio, se encontré una
resistencia de un 13,2% (7 cepas resistentes), poco mayor al 7% encontrado por
Hariharan et al. (2006), pero menor a lo descrito por Sdnchez et al. (2006) que reporta
un 17,8% de resistencia en cepas de S. aureus durante el periodo entre 1995 y 2002.

Esta tendencia de declive refleja una aparente disminucién en el uso de esta droga.

Tetraciclina

En este trabajo se detecté un 11,3% de resistencia frente a tetraciclina, lo que en
general es mds bajo que lo reportado en la literatura, salvo por lo publicado por
Lilenbaum et al. el 2000 (6,8% de resistencia) y por Yamashita et al. el 2005 (3,1% de
resistencia). Existe publicaciones de resistencias tan altas como 26% (Petersen et al.,
2002), 65,5% (Oliveira et al., 2005), 37,2% (Morris et al., 2006) y 31,8% (Griffeth et
al., 2008). El estudio local de Sdnchez et al. (2006) comunica una resistencia de 31,4%
frente a tetraciclina de cepas de S. aureus por lo que, al igual que con doxiciclina, existe

una aparente disminucién en el uso de esta droga.

Oxacilina

En este estudio no se encontraron cepas resistentes a oxacilina. En la literatura
en general se reportan bajos porcentajes de resistencia como lo descrito por Colombini
et al. (2000) que encontraron resistencia a oxacilina en el 5% de las cepas aisladas y
Griffeth et al. (2008) que reportan un 4,2% de SMR. Petersen et al. (2002) reportaron
solo un 1% de resistencia a oxacilina. Cabe destacar que en general las cepas que se
logran identificar como meticilino resistentes, presentan resistencia a todos los

betalactimicos y también a otros antibidticos, lo que concuerda con los altos niveles de



resistencia obtenidos por Morris et al. (2006) que determinaron los perfiles de
susceptibilidad de 145 cepas de SMR, encontrando sobre un 70% de resistencia frente a

clindamicina, eritromicina, enrofloxacino y marbofloxacino.

Cefradina

De las bacterias aisladas en este estudio un 6,8% mostréd resistencia frente a
cefradina. Existe muy pocos reportes sobre la efectividad de este firmaco frente a
Staphylococcus spp. aislados desde otitis. Si se compara con reportes de otras
cefalosporinas de primera generacion el nivel de resistencia encontrado en este trabajo
es alto. Asi por ejemplo, Colombini et al. (2000) y Petersen et al. (2002) encontraron
resistencias de 2% y 1%, respectivamente frente a cefalotina. Hariharan et al. (2006)
reportaron un 1% de resistencia frente a cefalexina y Griffeth et al. (2008) un 4,2% de
resistencia frente a cefazolina. Por otra parte, en Brasil, Oliveira et al. (2005)
determinaron que un 25,4% de las cepas aisladas fueron resistentes a cefalexina, no
encontrando resistencia de las cepas frente a cefalosporinas de segunda y tercera
generacion (cefoxitina y cefotaxima). Segin lo publicado por Prescott et al. (2002)
durante el periodo de 1984 a 1998 la resistencia de S. intermedius frente a cefalotina ha
mostrado un leve incremento, concluyendo un amplio uso de esta droga contra bacterias
del género Staphylococcus. Esta situacion podria ser comparable con el presente estudio
que demuestra un 6,8% de resistencia frente a cefradina versus el 2% de resistencia que

sefialaron Sanchez et al. el afio 2006.

Mupirocina

En general en la literatura existe poca informacién sobre el comportamiento de
cepas de Staphylococcus spp. frente a mupirocina, Loeffler et al. en el 2007 no
encontraron resistencia frente a este antibiético al estudiar 12 cepas de SMR, lo que
habla de lo escaso que es atin el fendmeno de resistencia frente a este firmaco. Atn asi

en el presente estudio se encontrd una cepa resistente a mupirocina (2,3%).



Sulfametoxazol/Trimetoprim

En el presente estudio se encontrd que un 13,6% de las cepas fueron resistentes a
sulfametoxazol/trimetoprim, lo que concuerda con el 13% descrito por Colombini et al.
en 1999 y con el 11,1% publicado por Oliveira et al. el 2006. A su vez es menor que el
18 y 17% descrito por Werckenthin et al. (2001) y Hariharan et al. (2006)
respectivamente. En el estudio chileno de Sanchez et al. (2006) se describié una
resistencia en cepas de S. aureus de un 25,3% frente a sulfametoxazol/trimetoprim,
bastante mds alto al 13,6% obtenido en este estudio. Esta disminucién de resistencia se
repite en el estudio de Prescott er al. el 2002, realizado en el periodo 1984-1998 en

Canada, atin cuando no fue estadisticamente significativo.



CONCLUSIONES

Un alto porcentaje de las infecciones bacterianas del conducto auditivo externo
de los caninos son producidas por bacterias del género Staphylococcus spp.,

siendo el mayor porcentaje S. intermedius.

El presente trabajo describe por primera vez a nivel nacional la presencia de
Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans en casos clinicos de otitis externa en

caninos.

Los altos porcentajes de resistencia encontrados en cepas SCP obliga a basar la
seleccion de antibidticos para estas especies en el estudio de susceptibilidad

antimicrobiana.

Las cepas fueron altamente sensibles a mupirocina y oxacilina, pudiendo ser
alternativas para formulaciones para el tratamiento de otitis externas caninas

producidas por Staphylococcus spp.
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