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Resumen

El pioderma canino corresponde a la contaminacién bacteriana de la piel, causada en mayor parte de los casos
por Staphylococcus pseudointermedius. Durante las Ultimas décadas los Staphylococcus spp. han mostrado
una mayor resistencia a los antimicrobianos, en medicina humana y veterinaria. El objetivo del presente estu-
dio fue determinar el perfil de sensibilidad in vitro de Staphylococcus spp. aislados en muestras de pioderma
canino en la ciudad de Popayan. Fueron colectadas 34 muestras de caninos diagnosticados con pioderma en
clinicas y refugios, cultivadas en medio de agar suplementado con sangre de oveja al 5 % e incubadas a 37 °C
en condiciones de aerobiosis. Colonias aisladas se sometieron a pruebas primarias como tincion de Gram y
posteriormente se clasificaron por métodos bioquimicos: catalasa, manitol, fermentacion de maltosa, glucosa
y sacarosa. El perfil de sensibilidad fue evaluado por el método de difusién en discos con los antibidticos cef-
triaxona, cefalexina, amoxicilina con &cido clavulanico, doxiciclina, clindamicina y trimetoprim/sulfametoxazol,
clasificando a los estafilococos como sensibles, intermedios o resistentes con referencia en los valores del
Clinical and Laboratory Standard Institute. En 38 % de las muestras cultivadas (n=13) fue aislado S. pseu-
dointermedius, 18 % (n=6) S. epidermidis, 15 % (n=5) S. intermedius, 12 % (n=4) S. aureus y en 18 % (n=6)
otros estafilococos. Respecto al perfil de sensibilidad in vitro, en términos generales se observé una mayor
resistencia frente a clindamicina (68 %), cefalexina (68 %), amoxicilina/acido clavulanico (59 %) y ceftriaxona
(56 %). Respecto al patégeno mas resistente, S. pseudointermedius mostré una resistencia en 6/13 aislados
para todos los antibiéticos evaluados, seguido de S. epidermidis con 5/6 aislados y S. intermedius con 3/5
aislados. S. aureus, y Staphylococcus spp. mostraron igual proporciéon de muestras resistente y sensibles
dentro del total de aislados. El uso de pruebas especificas como cultivo y antibiograma es til para identificar

el patégeno causante y establecer una antibioterapia adecuada.

Palabras clave: antibiograma, pioderma canino, Staphylococcus spp. resistencia antimicrobiana.

Abstract

The canine pyoderma refers to bacterial contamination of the skin, caused in most cases by Staphylococcus
pseudointermedius. During the last decades the Staphylococcus spp. have shown greater resistance to anti-
microbials, in human and veterinary medicine. The objective of the present study was to determine the “in vitro"
sensitivity profile of Staphylococcus spp. isolated in samples of canine pyoderma in the city of Popayan. 34
samples of canines diagnosed with pyoderma were collected in clinics and shelters, grown in 5 % blood agar
medium and incubated at 37 °C in aerobiosis. Isolated colonies were stained with Gram method and classified
by biochemical methods: catalase, mannitol, maltose fermentation, glucose and sucrose. The sensitivity profile
was evaluated by the method of diffusion in discs with the antibiotics, ceftriaxone, cephalexin, amoxicillin/
clavulanic acid, doxycycline, clindamycin and trimethoprim/sulfametoxazol, classifying staphylococci as sen-
sitive, intermediate or resistant with reference to the values of the Clinical and Laboratory Standard Institute.
In 38 % of the cultured samples (n = 13) S. pseudointermedius, 18 % (n = 6) S. epidermidis, 15 % (n = 5) S.
intermedius, 12 % (n = 4) S. aureus was isolated and in 18 % (n = 6) other staphylococci. Regarding the "in vitro"
sensitivity profile, in general terms, a greater resistance to clindamycin (68 %), cephalexin (68 %), amoxicillin /
clavulanic acid (59 %) and ceftriaxone (56%) was observed. Regarding the most resistant pathogen, S. pseu-
dointermedius showed resistance in 6/13 isolates for all antibiotics evaluated, followed by S. epidermidis with
5/6 isolates and S. intermedius with 3/5 isolates. S. aureus, and Staphylococcus spp. they showed the same
proportion of resistant and sensitive samples within the total of isolates. The use of specific tests such as

culture and antibiogram is useful to identify the causative pathogen and establish adequate antibiotic therapy.

Keywords: Antibiogram, Staphylococcus, canine pyoderma, antimicrobial resistance.
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Resumo

O pioderma canino corresponde a contaminagao bacteriana da pele, causada na maioria dos casos por
Staphylococcus pseudointermedius. Nas Ultimas décadas, o Staphylococcus spp. demonstraram maior resis-
téncia aos antimicrobianos na medicina humana e veterinaria. O objetivo do presente estudo foi determinar o
perfil de sensibilidade "“in vitro" de Staphylococcus spp., isolado em amostras de pioderma canino na cidade
de Popayan. 34 amostras de caninos diagnosticados com pioderma foram coletadas em clinicas e abrigos,
cultivadas em meio de agar sangue a 5 % e incubadas a 37 °C em condigoes de aerobiose. Colonias isoladas
foram coradas pela tingao de Gram e classificadas por métodos bioquimicos: catalase, manitol, fermentacdo
de maltose, glicose e sacarose. O perfil de sensibilidade foi avaliado pelo método de difusao em discos com
antibidticos ceftriaxona, cefalexina, amoxicilina/acido clavulanico, doxiciclina, clindamicina e trimetoprim/
sulfametoxazol, classificando os estafilococos como sensiveis, intermediarios ou resistentes, com referéncia
aos valores da Clinica e Laboratory Standard Institute. Em 38 % das amostras cultivadas (n = 13) S. pseudoin-
termedius, 18 % (n = 6) S. epidermidis, 15 % (n = 5) S. intermedius, 12 % (n = 4) S. aureus foi isolado e em 18 %
(n = 6) outros estafilococos. Em relagao ao perfil de sensibilidade “in vitro", em termos gerais, observou-se
maior resisténcia a clindamicina (68 %), cefalexina (68 %), amoxicilina / acido clavulanico (59 %) e ceftriaxona
(56 %). Respeito do patégeno mais resistente, S. pseudointermedius apresentou resisténcia em 6/13 isolados
para todos os antibiéticos avaliados, seguido por S. epidermidis com 5/6 isolados e S. intermedius com 3/5
isolados. S. aureus, e S. Staphylococcus spp. mostraram a mesma proporgao de amostras resistentes e sen-
siveis no total de isolados. O uso de testes especificos, como cultura e antibiograma, é util para identificar o

patégeno causador e estabelecer terapia antibidtica adequada.

Palavras chave: antibiograma, Staphylococcus spp, pioderma canino, resisténcia antimicrobiana.

Introduccion

Los problemas dermatoldgicos son muy habituales en la clinica veterinaria de
animales de compafiia [1]. La piel posee una microbiota que esta constituida por mi-
croorganismos saprofitos cuya poblacion permanece latente, pero hay algunos que
son transitorios y pueden llegar a la piel lesionada a partir de las mucosas superficia-
les del animal o desde el medio ambiente, generandose un desequilibrio que permite
la proliferacion de microorganismos oportunistas y la instalacion de la infeccion [2].
El pioderma es una afeccion bacteriana pidgena de la piel, que se encuentra
entre las afecciones dermatoldgicas mas comunes en los perros [3]. A pesar de su
prevalencia y apariencia clinica a menudo tipica, algunos casos presentan desafios
de diagndstico incluso para los médicos experimentados. Estas dificultades pueden
presentarse por el desarrollo de lesiones clinicas Unicas, la presencia de un agente
etioldgico inesperado o por un parecido cercano con otra enfermedad [2].
Staphylococcus spp es un género de microorganismos constituido por cerca
de 40 especies diferentes, que se aislan a partir de mucosas y piel en mamiferos [4].
A pesar de que forman parte de la flora normal de la piel, bajo determinadas condicio-
nes pueden comportarse como patégenos. Las principales especies patdgenas en el
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hombre y en los animales de compafiia, S. aureus, S. pseudointermedius y S. hyicus,
son capaces de sintetizar el enzima coagulasa (especies coagulasa positivas). Las
especies coagulasa negativas, S. epidermidis, S. saprophyticus, se comportan como
comensales, llegando a causar infecciones de forma muy ocasional en animales de
compafiia [5]. El pioderma es una de las principales presentaciones que conducen a
la prescripcion de antimicrobianos en la practica de pequefios animales [6].

El control del pioderma canino se basa en la terapia antimicrobiana local o
sistémica. Sin embargo, en los Ultimos afios se ha observado un aumento mundial en
la prevalencia de resistencia a los agentes antimicrobianos de uso comun [7], lo que
representa un desafio para el éxito de una terapia.

Dentro del género Staphylococcus, la resistencia a la meticilina ha sido la mas
reportada no solamente por S. aureus sino también por S. pseudointermedius, ac-
tualmente, el agente mas comun de pioderma en caninos [8]. Adicionalmente, varios
estudios han reportado el surgimiento de cepas resistentes a otros antibidticos [5, 9].

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue determinar el perfil de sensibilidad
in vitro de Staphylococcus spp. aislados en muestras de pioderma canino, en la ciudad
de Popayan.

Animales y colecta de muestras

Las muestras se obtuvieron de 34 caninos hembras y machos de diferentes edades
y razas, provenientes de consultorios veterinarios y refugios a partir de lesiones su-
gestivas de pioderma (costras, papulas, pustulas). Paciente que estuviera recibiendo
tratamiento antibidtico, inclusive por causas diferentes a pioderma, al menos en un
periodo de cuatro semanas previas a la colecta, no se vinculé al estudio. La colecta
se realizé con hisopo estéril con medio de transporte Stuart® y transportado en ne-
veras isotérmicas (4 °C) para su procesamiento en un periodo de 24 horas. En caso de
lesiones pustulosas se realizé colecta aspirando el contenido en una jeringa estéril.

Aislamiento y clasificacion de
Staphylococcus spp.

Las muestras fueron cultivadas en agar suplementado con sangre ovina (5 %) e
incubadas en condiciones de aerobiosis a 37 °C, mantenidas hasta por 48 horas,
con lecturas cada 24 horas para verificar crecimiento [10]. Las colonias sugesti-
vas de Staphylococcus fueron sometidas a tincion de gram y prueba de catalasa,
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posteriormente, se cultivaron en medios selectivos y diferenciales como Agar Sal
Manitol, se realizd prueba de coagulasa utilizando plasma de conejo y fueron some-
tidas pruebas bioquimicas basadas en la fermentacion de azidcares como maltosa,
sacarosa, glucosa (1 %) [11], dejando en incubacion a 37 °C por 12 horas.

Perfil de sensibilidad in vitro

Los microorganismos aislados fueron sometidos a la prueba de sensibilidad in vitro
por el método de difusién en discos [12], evaluando los siguientes antibidticos, em-
pleados para el tratamiento de pioderma canino: ceftriaxona (CRO) 30 ug, cefalexina
(CL) 30ug, amoxicilina/ac. clavulanico (AmC) 20/10ug, doxiciclina (D) 30ug, clindami-
cina (DA) 2 ug y trimetoprim/sulfametoxazol (CXT) 25ug.

Una vez se confirmd la presencia de Staphylococcus spp. en las muestras
cultivadas, se procedio a preparar el indculo tomando una colonia y repicandola en
caldo cerebro-corazon (BHI), dejando en incubacion por 6-8 horas aproximadamente.
La turbidez de la muestra se comparé con la escala de MacFarland tubo numero 5
(1,5X10° millones de bacterias/mL); en caso de estar mas concentrada, la muestra
se diluyd con solucion salina estéril y se compard nuevamente con la escala. A con-
tinuacion, se inoculd en una placa de agar Mueller-Hinton, asegurando que toda la
placa quede cubierta por el inéculo y se colocaron los discos impregnados con los
antimicrobianos a ser evaluados. Las placas se incubaron a 37 °C por 12 horas. La
interpretacion de las lecturas de los halos se realizé con base en el manual del Clinical
and Laboratory Standars Institute (CLSI) [12].

Resultados

Caracterizacion de los animales objeto del estudio y
lugar de muestreo

La muestra estudiada se caracterizé por ser relativamente joven, ya que 21 (62 %) de
los pacientes evaluados se encontraban en un rango de edad entre los 1y 4 afios,
ocho (24 %) caninos entre los 4y 8 afios y cinco caninos (15 %) estaban por encima de
los ocho afios. Respecto a la raza, la que predomind fue mestiza con un 53 % del total
de los animales evaluados, seguido de la raza pitbull y labrador, con un 156 % y 12 %,
respectivamente, y en menor proporcion las razas Beagle (9 %), Boston terrier (3 %),
Sharpei (3 %) y West Highland (3 %). En cuanto a la distribucion por sexo, se encontré
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que predominaron las hembras puesto que de los animales 34 animales muestrea-
dos, 24 (71 %) fueron hembras.

Las muestras obtenidas para el presente estudio, fueron provenientes en su
mayoria de refugios de la ciudad (23/34) comparado con el nimero de muestras
colectadas de consultorios veterinarios (11/34).

Especies de estafilococos identificadas en las muestras
de pioderma analizadas

Los casos predominantes encontrados de acuerdo al tipo de estafilococo se centran
en los S. pseudointermedius, ya que 13 de los 34 animales analizados presentan este
tipo de diagndstico, a €l se le suman los S. epidermis con el 18 % de la poblacion
(figura 7).
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Figura 1. Porcentaje de Staphylococcus spp. aislados en muestras de pioderma canino
en la ciudad de Popayan

Fuente: elaboracién propia

Perfil de sensibilidad in vitro de los Staphylococcus
identificados

El perfil de sensibilidad de Staphylococcus aureus frente a los antibidticos evaluados
fue similar en los cuatro aislados respecto a los seis antibidticos, excepto clindami-
cina, donde una muestra fue resistente, dos fueron sensibles y una con sensibilidad
intermedia (figura 2).
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Figura 2. Perfil de sensibilidad de muestras identificadas con Staphylococcus aureus
aislado de muestras de pioderma canino en la ciudad de Popayan

Fuente: elaboracién propia

Respecto al perfil de sensibilidad de Staphylococcus pseudointermedius, de los

13 aislados identificados, 10 (77 %) fueron resistentes a clindamicina, con referencia

a los betalactamicos evaluados y a trimetoprim/sulfametoxazol, aproximadamente

el 50 % de los aislados fue resistente. Unicamente para doxiciclina 9 (69 %) de los
aislados fueron sensibles (figura 3).

Ceftriaxona

Sulfa/trimetropin

Cefalexina

Doxiciclina

Amox/Ac Clav

Clindamicina

o

20 40 60 80 100
s R |

Figura 3. Perfil de sensibilidad de muestras identificadas con Staphylococcus
pseudointermedius aislado de muestras de pioderma canino en la ciudad de Popayan

Fuente: elaboracién propia

Spei Domus e-ISSN 2382-4247 /Vol. 16,n°. 1 / enero-diciembre 2020 / Bogoté D.C., Colombia
Universidad Cooperativa de Colombia



g Perfil de sensibilidad in vitro de Staphylococcus spp. aislados de muestras en pioderma canino
en la ciudad de Popayan

Las muestras identificadas como S. epidermidis expusieron un patrén de re-
sistencia similar a los anteriores estafilococos, donde Unicamente para doxiciclina
hubo sensibilidad del 100 %. Para los otros antibidticos evaluados se observo una
resistencia del 50 % hasta el 100 % en las muestras (figura 4).
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Figura 4. Perfil de sensibilidad de muestras identificadas con Staphylococcus
epidermidis aislado de muestras de pioderma canino en la ciudad de Popayan

Fuente: elaboracién propia

Al analizar los antibidticos evaluados, en términos generales, se observo una
mayor resistencia frente a clindamicina, cefalosporinas y amoxicilina con acido cla-
vulanico (tabla 1).

Tabla 1. Patron de resistencia de los 34 aislados de muestras de pioderma canino
frente a los antibidticos evaluados.

Antimicrobiano Nimero Porcentaje
Clindamicina 23 68 %
Cefalexina 23 68 %
Amoxicilina/Ac. Clavulanico 20 59 %
Ceftriaxona 19 56 %
Trimetoprim/sulfametoxazol 13 38 %
Doxiciclina 8 23%

Fuente: elaboracion propia
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Discusion

El pioderma canino es una presentacién comun en la practica de pequefios animales
[2]. Dentro de los agentes etioldgicos, bacterias del género Staphylococcus pueden
causar una gama amplia de infecciones oportunistas, desde pioderma leve hasta in-
fecciones necrotizantes rapidamente fatales [13]. En este contexto, el papel de los
estafilococos coagulasa positivos en pioderma es bien reconocido [6]. Las especies
mas importantes son S. pseudointermedius, S. aureus, y S. schleiferi spp. coagulans,
donde S. pseudointermedius es el agente aislado primariamente en caninos [13, 14]
como han reportado diferentes autores, con una ocurrencia desde el 26 % hasta el
94,8 % [9, 15, 16], similar a los hallazgos de este estudio. Esta condicion se debe a su
caracteristica de microorganismo comensal de mucosas y piel, sumado a factores
inmunoldgicos y ambientales [17].

Otros estafilococos residentes de la microbiota de la piel de los caninos incluye
coagulasa negativos como S. epidermidis [18], a pesar de que esta especie no se
asocia con la ocurrencia de pioderma, alteraciones en el equilibrio de la microbiota
puede favorecer el aumento de la poblacion de dicho microorganismo lo que lleva a
la aparicion de infecciones cutaneas. S. aureus, S. schleiferi y S. hyicus tienen una
baja taza de ocurrencia en caninos, involucrados hasta en un 10 % de los casos [4, 6].

El canino es una especie susceptible a la presentacion de pioderma, probable-
mente por factores anatémicos puesto que el estrato corneo es mas delgado, carece
delipidos en el foliculo y tiene un pH mas alto [3]. Por otro lado, la literatura reporta que
perros de razas de pelo largo son las mas afectadas. Sin embargo, en los resultados
del presente estudio, si bien la mayoria de los casos fue de perros mestizos, caninos
de razas de pelo corto como pitbull, beagle, sharpei, entre otros, fueron afectados,
similar a un estudio realizado en la ciudad de Bogota [19].

Otras condiciones como la edad, sexo o raza no se consideran factores pre-
disponentes para su presentacion [20], a pesar de que la mayoria de los casos de
pioderma en este estudio se dieron en animales jévenes, reportado también por otros
autores con una prevalencia del 50 % en menores de un afio [21]. La proporcion en
hembras fue mas alta, similar a otros estudios realizados en Colombia [19].

El control del pioderma requiere terapia antibidtica tdpica o sistémica [4].
Dentro de los farmacos de primera eleccion estan antibidticos de amplio espectro
como clindamicina, cefalexina, amoxicilina con acido clavulanico y como alternativa
estan doxiciclina, sulfas potenciadas con trimetoprim, lincomicina y eritromicina [4,
13]. Dado que anteriormente el tratamiento raramente representaba un desafio, el uso
frecuente de estos antibidticos de amplio espectro probablemente llevo al surgimiento
de patdgenos resistentes [6]. Diferentes autores han documentado la resistencia de
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estafillococos aislados de pioderma, en particular, S. pseudointermedius, predomi-
nantemente a antibiéticos betalactdmicos como cefalosporinas de primera genera-
cién, amoxicilina/acido clavulanico y ampicilina [5, 8, 9, 22].

A pesar de que el mecanismo de resistencia de los estafilococos a la meti-
cilina es el mas reportado, y que es transmitido por el gen mecA, que codifica una
proteina de union a la penicilina alterada (PBP2a), la produccién de esta proteina de
unioén a penicilina alterada hace que la resistencia a todos los derivados de b-lacta-
micos, incluidas las penicilinas, las penicilinas potenciadas, las cefalosporinas y los
carbapenémicos [8], comportamiento revelado por los estafilococos identificados en
el presente estudio.

Adicionalmente, los estafilococos también han adquirido resistencia a antibio-
ticos diferentes al grupo de los betalactamicos, como a los macrdlidos, lincosamidas,
sulfas potenciadas y tetraciclinas [6, 8]. En este caso, la resistencia a clindamicina,
puede ser atribuida al gen msrA, que codifica el flujo de salida antimicrobiano, o los
genes erm, que codifican los cambios en el sitio diana antimicrobiano ribosémico [8].
Tal resistencia puede serentre el 28 % hastael 72 % en los aislados principalmente para
S. pseudointermedius [5, 9, 15, 22]. Respecto a sulfas potenciadas con trimetoprim el
mecanismo de resistencia generado por los estafilococos se debe al cambio estruc-
tural de la dihidropteroato sintetasa que produce una enzima con menor afinidad por
la sulfonamida [23] o por la presencia del gen dfrK [24]. Los indices de resistencia en
los aislados varian entre el 29 % hasta el 56 % [5, 9, 25, 26]. En nuestro estudio se evi-
dencid una resistencia significativa para los anteriores antibiéticos no solamente para
S. pseudointermedius, sino también para S. epidermidis. Respecto a las tetraciclinas
los mecanismos de resistencia comprenden bombas de eflujo, alteracion del sitio de
accion en el ribosoma mediado por el gen tetM, mecanismo de resistencia generado
para doxiciclina [6]. A pesar de que no hace parte de los antibidticos de primera
eleccion para tratamiento de pioderma, y el hallazgo de resistencia en las muestras
del presente estudio es relativamente bajo (8=23 %), es un aviso para racionalizar su
uso y asi evitar llegar a indices de resistencia mayores.

Conclusiones

El uso indiscriminado de antibiéticos y su marcada resistencia se ve claramente refle-
jado los resultados obtenidos, principalmente en betalactamicos.

El uso de pruebas especificas como los cultivos y antibiogramas fue de gran
ayuda para el tratamiento de aquellos pacientes que iban a empezar su tratamiento
para esta anomalia.

Spei Domus e-ISSN 2382-4247 /Vol. 16,n°. 1 / enero-diciembre 2020 / Bogota D.C., Colombia
Universidad Cooperativa de Colombia



Adriana Celis-Enriquez, MV, Nasly D Chantre-Gonzalez, MV, Estephany Gaviria-Bejarano, MV, 14
Carmen Alicia Daza-Bolafios, PhD

Staphylococcus pseudointermedius sigue siendo el agente mas prevalente en
pioderma canino, determinandolo en este trabajo y estudios anteriores.
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