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RESUMEN

Entre el 5y el 20% de las consultas en medicina canina estan relacionadas con la
otitis externa, una de las afecciones mas comunes y complicadas en los perros. Las
bacterias mas comunes que se encuentran en los canales auditivos de los perros
con otitis son especies de Staphylococcus. El presente trabajo de investigacion
permiti6 evaluar la sensibilidad antibacteriana de aislados clinicos de
Staphylococcus spp. aislados a partir de perros con lesiones dérmicas y de otitis.
Se analizaron muestras de raspado y secrecion 6tica de 58 perros atendidos
en 3 consultorios médico veterinarios de la ciudad de Zarumilla — Tumbes. Se
realizaron analisis en fresco, cultivos microbiolégicos en CHROMagar mastitis
GP y agar Baird Parker, prueba de sensibilidad de Kirby-Bauer vy
procedimientos moleculares para determinar la identidad de las cepas
bacterianas aisladas. Se aislaron un total de 28 cepas bacterianas con
caracteristicas fenotipicas propias de Staphylococcus, las cuales fueron
positivas a las especies S. aureus, S. pseudintermedius y S. schleiferi mediante
prueba de Multiplex-PCR con primers especie-especificos. Se concluye que
estas cepas mostraron el mejor perfil de sensibilidad in vitro a los antibiéticos
trimetoprim/sulfametoxazol y doxiciclina; mientras que, el mayor grado de
resistencia fue para los antibiéticos ampicilina, penicilina, dicloxacilina, ceftriaxona

y amoxicilina + &cido clavulanico.

Palabras clave: Staphylococcus, antibiograma, Kirby-Bauer, resistencia

antibacteriana
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ABSTRACT

Between 5 and 20% of canine medicine consultations are related to otitis externa,
one of the most common and complicated conditions in dogs. The most common
bacteria found in the ear canals of dogs with otitis are Staphylococcus species. The
present research work allowed evaluating the antibacterial sensitivity of clinical
isolates of Staphylococcus spp. isolated from dogs with dermal and otitis lesions.
Samples of scraping and otic secretion from 58 dogs attended in 3 veterinary
medical offices in the city of Zarumilla - Tumbes were analyzed. Fresh analysis,
microbiological cultures in CHROMagar mastitis GP and Baird Parker agar, Kirby-
Bauer sensitivity test and molecular procedures were performed to determine the
identity of the isolated bacterial strains. A total of 28 bacterial strains with phenotypic
characteristics typical of Staphylococcus were isolated, which were positive for S.
aureus, S. pseudintermedius and S. schleiferi species by Multiplex-PCR test with
species-specific primers. It is concluded that these strains showed the best in vitro
sensitivity profile to trimethoprim/sulfamethoxazole and doxycycline antibiotics;
whereas, the highest degree of resistance was for ampicillin, penicillin, dicloxacillin,

ceftriaxone and amoxicillin + clavulanic acid antibiotics.

Key words: Staphylococcus, antimicrobial resistance, Kirby-Bauer, antibiogram,

antimicrobial resistance

XX



INTRODUCCION

La otitis externa en perros es una enfermedad inflamatoria que afecta al pabellén
auricular y al conducto auditivo externo, la cual puede ser aguda o cronica (otitis
permanente o recurrente que dura tres meses o mas). La inflamacién crénica puede
provocar cambios en el conducto auditivo externo, como hiperplasia glandular,
dilatacion glandular, hiperplasia epitelial e hiperqueratosis. Estas modificaciones
suelen conducir a un aumento de la formacion de cerumen en todo el conducto
auditivo externo, lo que eleva los niveles de pH y humedad y predispone al oido a
una infeccién secundaria (1, 2). Esta enfermedad es considerada una de las mas
prevalentes y complejas, representando entre el 5 y 20% de las consultas en

medicina canina (3, 4, 5).

Asi tenemos que Staphylococcus spp., son las bacterias que se aislan con mayor
frecuencia de los conductos auditivos de perros con otitis. Asimismo, las bacterias
Pseudomonas, Proteus, Enterococcus, Streptococcus y Corynebacterium, también
estan frecuentemente relacionadas con esta enfermedad (1, 6). Muchas veces la
terapia con antibiéticos no es eficaz en el tratamiento de la infeccion debido a la
formacién de biopeliculas por parte de algunas bacterias, entre ellas
Staphylococcus y Pseudomonas, haciendo persistente la infeccion (7). Por otro
lado, un inadecuado diagndstico de la enfermedad y el uso indiscriminado de
antibioticos (tratamientos empiricos), debido al reducido uso de las pruebas de
sensibilidad antimicrobianas, permiten que esta enfermedad se vuelva cronica y
mas prevalente en las mascotas, por la invasion de microorganismos ambientales

o el crecimiento excesivo de bacterias oportunistas (6, 8).

Cada afo se registran mas casos de bacterias resistentes a los antibidticos y a
multiples farmacos. Este fenomeno que ha provocado la aparicion de las llamadas

"superbacterias”, generan un importante reto para los profesionales de la medicina

21



veterinaria y otros profesionales de la sanidad animal debido a la reduccion de
opciones terapéuticas eficaces para prevenir, controlar y tratar las enfermedades
infecciosas (OMSA 2023). Nuevamente el agente bacteriano mas importante en las
infecciones de mascotas y su implicancia en la salud humana es S. aureus
resistente a la meticilina (SARM), que se incluye en el grupo de bacterias en alerta
internacional. También se ha demostrado la resistencia a la meticilina de otras
especies de Staphylococcus, como S. pseudintermedius y otras especies
coagulasas positivas. Esta resistencia esta relacionada con la presencia del gen
mecA (gen de resistencia a la meticilina), que confiere a la bacteria resistencia a

otras clases de antibioticos como los B-lactdmicos (8, 11).

Los perros siguen conviviendo de manera cercana con los humanos y se
consideran uno de los mejores animales de compainiia en los hogares. En Tumbes,
como en otras zonas del mundo, la cria de perros es cada vez mas popular, como
consecuencia, las interacciones entre humanos y animales son cada vez mas
personales, lo que podria aumentar el riesgo de propagacion de infecciones
zoondticas como Staphylococcus spp. de perros a humanos. Los datos sobre el
alcance de la infeccion del oido por esta bacteria en los perros de Tumbes y la
distribucion de su resistencia a los antibidticos son escasos, por no decir
inexistentes, por lo que supone un reto importante para la profesion veterinaria
porque estos microorganismos suelen ser resistentes a diversos antibiéticos. Por lo
tanto, esta investigacion tuvo por objetivo identificar las especies de
Staphylococcus que estdn mas relacionadas con los casos de otitis en caninos y
ademas determinar cuél de ellas muestran mayor nivel de sensibilidad y resistencia

frente a antibiéticos de uso comun en las veterinarias.
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I. ESTADO DEL ARTE

2.1. Antecedentes

En un estudio realizado en algunos distritos de Lima — Perd, se identificaron las
causas bacterianas de los casos de otitis canina y conocer mejor la sensibilidad a
los antibidticos de las cepas bacterianas aisladas. La investigacion utilizo
informacion recopilada a lo largo de un afio en un laboratorio clinico veterinario de
Lima, entre junio de 2010 y junio de 2011. La mayoria de las bacterias aisladas
(58%) eran de la especie Staphylococcus, seguidas de Pseudomonas aeruginosa
(16%) y Enterobacter aerogenes (6,5%). Los antibiéticos con mayores niveles de
susceptibilidad a los agentes aislados fueron Meropenem, Polimixina B, Ceftiofur,
Ciprofloxacina y Amikacina. Mientras que la mayor resistencia antibacteriana la
mostraron antibiéticos como Amoxicilina, Sulfatrimetropim, Claritromicina,

Azitromicina, Cefazolina y Oxitetraciclina frente a los agentes aislados (38).

En la ciudad de Trujillo — Perq, se investigo la sensibilidad antibacteriana de las
cepas de Staphylococcus spp. recuperadas de piodermias caninas en el barrio de
La Esperanza. Se recogieron un total de 42 muestras y 30 cepas diferentes de
Staphylococcus spp. Se utilizé el método de Kirby Bauer para realizar la prueba de
sensibilidad antimicrobiana. Antibiéticos como la ciprofloxacina y la gentamicina
fueron sensibles a las cepas de Staphylococcus spp. (respectivamente, 73,3% y
76,6%). Los antibioticos mas potentes ceftriaxona, eritromicina presentaron las
tasas mas elevadas de resistencia bacteriana a Staphylococcus spp. entre los
antibioticos, con un 53,3% cada uno. Se concluye que la sensibilidad a la oxacilina
en las cepas de Staphylococcus spp. fue del 30%, identificandose cepas multidrogo

resistente en el 70% de aislados (39).

En Chiclayo — Peru se estudio la prevalencia de otitis externa canina en pacientes
atendidos en la veterinaria Sophis veterinaria de Chiclayo de octubre a diciembre
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de 2017 y la relacion de esta afeccidn con el sexo, la edad y la raza. Se evaluaron
330 perros, entre ellos de razas pequeias (30), medianas (248) y grandes (52).
Segun el sexo fueron 146 hembras y 184 machos; segun la edad perros de menos
de 1 afo (160), entre 2 y 6 afios (124) y mas de 6 afios (46). Se determind la
condicion de los pacientes mediante un examen clinico. Se registro una prevalencia
del 13,33% a lo largo del periodo de investigacidn entre los cuarenta y cuatro casos
de otitis externa canina diagnosticados. En cuanto a la edad, la prevalencia de la
otitis externa fue del 11,88% en los caninos menores de 1 afio; 15,32% en los perros
de entre 2 y 6 afios y del 13,04% en los perros de mas de 6 afios. Segun el sexo
se encontrd porcentajes de 11,64% en las hembras y 14,67% en los machos. El
porcentaje de los perros pequefios fue de 13,3%, el 14,52% para razas medianas

y 7,69% de los de razas grandes (5).

Por otro lado, un trabajo de investigacion realizado en Lima — Perq, evaluaron la
resistencia antimicrobiana de los estafilococos coagulasa positivos (CoPS) aislados
de perros con otitis externa utilizando los antibidticos que se prescriben con mas
frecuencia para tratar esta afeccion en la practica clinica diaria. Se recogieron 148
muestras de secreciones o6ticas de 104 perros con otitis externa tratados en una
clinica veterinaria de Lima durante seis meses. A estos 104 perros se les
diagnostico la enfermedad y alli recibieron tratamiento. Se determiné que un total
de 137 aislados eran Staphylococcus sp., 105 de los cuales eran CoPS. Las cepas
presentaron la mayor sensibilidad a la nitrofurantoina (82,1%) y la mayor resistencia

a la ciprofloxacina (27,4%) (8).

Asimismo, en otro estudio se determind la prevalencia de casos de otitis bacteriana
en perros, las bacterias implicadas y su resistencia a los antibacterianos, de
muestras procesadas en un laboratorio de microbiologia veterinaria especializado
entre 2001 y 2006. En total se utilizaron 429 fichas de laboratorio y se encontr6é que
Staphylococcus intermedius era la bacteria mas prevalente (27,7%), aunque
también habia otros organismos importantes como Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus sp. y Staphylococcus sp. Las infecciones oticas estaban causadas
predominantemente por un tipo de bacteria (63,6%). EI método Kirby-Bauer de
prueba de susceptibilidad revelé que las quinolonas, los aminoglucésidos, las

cefalosporinas y las penicilinas combinadas con inhibidores de la betalactamasa
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tenian el nivel més alto de susceptibilidad bacteriana, mientras que las penicilinas,
las sulfas, las tetraciclinas, las lincosamidas y los macrélidos tenian el nivel méas

bajo de eficacia antimicrobiana (40).

De la misma forma, se desarrollé otro estudio con el fin de comprender mejor la
frecuencia y el perfil de susceptibilidad antibidtica de las bacterias aisladas de
pacientes caninos con otitis externa tratados en la Clinica Veterinaria Docente
Cayetano Heredia entre 2014 y 2018. Se encontro que Staphylococcus sp. presento
la mayor frecuencia (63,11%), seguido de Pseudomonas sp. (23,79%), y también
se encontraron mayores niveles de resistencia antibidtica a tetraciclinas,
clindamicina y sulfas (81,83%, 97,62% y 89,66%, respectivamente). La sensibilidad
a los carbapenémicos fue mayor (92,86%). Ademas de constatarse que
Pseudomonas presentaba la mayor extensiva-multidrogo resistencia a los farmacos
(XDR) y Staphylococcus la mayor multidrogo resistencia a los farmacos (MDR), se

hall6 una mayor proporcién de infecciones polibacterianas (41).

Otros estudios fueron realizados con el objetivo de encontrar e identificar cepas de
Staphylococcus spp. resistentes a la meticilina en perros de Montevideo, incluyendo
perros sanos (portadores) y enfermos (con infecciones de piel y oido). A lo largo de
un afio se tomaron muestras de animales ingresados en el Centro Hospitalario de
la Facultad de Veterinaria de la Universidad de la Republica. Nueve especies entre
ellas S. pseudintermedius, S. argenteus, S. cohnii, S. haemolyticus, S. epidermidis,
S. arlettae, S. scheiflieri, S. xylosus y S. nepalensis fueron identificadas a partir de
67 aislamientos bacterianos. Se detecto resistencia a la meticilina en siete cepas
diferentes, y el gen mecA se encontré en todas ellas. Dado que los estudios
fenotipicos revelaron resistencia a mas de tres clases de antibioticos, otras diez

bacterias fueron etiquetadas como MDR (multirresistentes a farmacos) (42).

En Chile, evaluaron la frecuencia de aislamiento de diversas especies de
estafilococos coagulasa positivos (SCP) halladas en casos clinicos de otitis externa
y evaluar su susceptibilidad a los antimicrobianos estableciendo la concentracion
minima inhibitoria (MIC). Se encontraron 53 cepas de SCP en 103 muestras de
pacientes caninos con otitis externa (51,5%). En estos aislados se encontraron tres
especies, S. intermedius (73,6%), S. schleiferi subsp. coagulans (22,6%) y S.
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aureus (3,8%). La presencia de Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans como
patégeno en casos clinicos de otitis externa se notifica por primera vez en el pais.
No se identific6 ninguna cepa de SCP resistente a todos los medicamentos
probados, aunque el 58,5% de las cepas de SCP eran al menos parcialmente
resistentes a un antibiético y el 30,2% eran multirresistentes a tres o0 mas. La
amoxicilina resulté ser el antibacteriano menos eficaz en esta investigacion (47,2%
de resistencia). Los farmacos mas eficaces fueron la oxacilina y la mupirocina, con
una tasa de resistencia del 2,3%. De las 39 cepas de S. intermedius aisladas, la
amoxicilina fue el antibiético menos eficaz (53,9% de resistencia) y la oxacilina el
mas eficaz (0% de resistencia). En cuanto a S. schleiferi subsp. coagulans, el 33,3%
de las cepas presentaban resistencia al menos a un antibiético, siendo la
clindamicina el antibiético menos eficaz (con un 25% de resistencia) y la doxiciclina,
la tetraciclina y la oxacilina los antibiéticos mas eficaces (sin cepas resistentes a
estos antibioticos). Las dos cepas aisladas de S. aureus eran sensibles a la

oxacilina, pero multirresistentes (14).

En Bogota — Colombia, se aislaron colonias de Staphylococcus spp. del cerumen
Otico de perros sanos. Se utilizé el cerumen canino para realizar antibiogramas de
las cepas recogidas con el fin de determinar su sensibilidad o resistencia a:
gentamicina, oxacilina, trimetoprim/sulfametoxazol y cefalotina. Era posible que el
micobioma que vivia en el conducto auditivo externo de los perros evaluados, a
pesar de no ser patdgena y no haber recibido terapia antibiética, ya mostrara
resistencia a tres de los antibidticos utilizados: oxacilina, trimetoprim/
sulfametoxazol y cefalotina. Sin embargo, se descubrié que todas las muestras
analizadas eran sensibles a la gentamicina. Con estos resultados se determiné que
los aislados de Staphylococcus spp. incluian B-lactamasas del tipo D, segun la
clasificacion de Ambler y que aun no se ha desarrollado resistencia bacteriana a la
gentamicina, uno de los medicamentos mas utilizados y antiguos de la medicina
veterinaria, pero que ya ha empezado a desarrollarse resistencia a la cefalotinay a

la sulfamida/trimetoprima (43).

Finalmente, se realiz6 un estudio para identificar patrones de susceptibilidad
antibiotica en especies de Staphylococcus aisladas de perros de Estambul

(Turquia) con otitis externa crénica. Se tomaron muestras de las orejas de 100
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perros ingresados en las clinicas de la Facultad de Veterinaria Cerrahpasa de la
Universidad de Estambul con posible otitis externa. Los perros variaban en raza,
edad y sexo. Se utilizaron técnicas convencionales para aislar la bacteria. Se utilizo
el sistema automatizado de microbiologia BD Phoenix para evaluar la sensibilidad
de las bacterias a diversos antibiéticos y confirmar los métodos convencionales de
identificacion bacteriana. El 36% de las muestras tomadas de los perros contenian
Staphylococcus spp. y en el 41,6%, 22,2%, 11,1%, 5,5% y 5,5%, respectivamente,
se encontraron S. pseudintermedius, S. aureus, S. epidermidis, S. hyicus y S.
chromogenes. La resistencia a la enrofloxacina, la penicilina y la ampicilina-
sulbactam fue del 8,3%, a la marbofloxacina del 11,1%, a la doxiciclina del 16,6%,
a la amoxicilina-acido clavulanico, la eritromicina y la gentamicina del 19,4%, y a la
tetraciclina, la clindamicina y la sulfonamida del 25% en los aislados de
Staphylococcus spp. En ninguno de los aislados habia indicios de resistencia a la
meticilina. De los 36 aislados, 11 (30,5%) presentaban MDR (resistencia a multiples

farmacos) (6).

2.2. Bases tedrico-cientificas

2.2.1. Otitis externa en caninos

Una de las razones mas frecuentes por las que los propietarios de perros envian a
sus mascotas al médico es por una otitis externa, que es una infeccién aguda o
cronica del conducto auditivo externo de los perros, incluido el pabellén auricular
(12). Se caracteriza clinicamente por una serie de signos y sintomas, el mas comun
de los cuales es el picor de oidos, que puede manifestarse como sacudidas de
cabeza, eritema, costras, secrecion, olor rancio, dolor focalizado, cambios de
comportamiento como tristeza o irritabilidad, o incluso hiperplasia de los conductos
en los casos crénicos. El conducto auditivo externo reacciona a la inflamacion
cronica dérmica y epidérmica con hiperplasia epitelial e hiperqueratosis, hiperplasia
de las glandulas sebaceas e hiperplasia y dilatacion de las glandulas ceruminosas
(13).

2.2.2. Factores que predisponen y perpetuan la otitis externa
La otitis es mas comun como resultado de condiciones predisponentes porque

cambian el entorno del canal auditivo, haciéndolo mas propenso a la inflamacién y
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la infeccion secundaria. Aunque puede que no induzcan directamente la otitis
externa, actlan juntamente con otras variables para provocar la enfermedad clinica.
Estos factores incluyen, por ejemplo, la presencia de canales estendticos en Shar-
Pei, pelos en el canal en Poodle y Bichon frisé€, y orejas colgantes en Cocker spaniel
y Labrador. Por otro lado, la natacion y entornos con altos niveles de humedad
predisponen la presencia de otitis. Asimismo, las hipersensibilidades y las
anomalias primarias de queratinizacion son las causas de la produccion excesiva
de cerumen (idiopatica). Los traumatismos por hisopado, las terapias con irritantes
topicos, la sobreinfeccion causada por cambios en el microbioma normal como
resultado de tratamientos tdpicos son algunos defectos terapéuticos.
Adicionalmente, neoplasias y pélipos forman parte de los trastornos obstructivos
del oido (14, 15).

Por otro lado, los factores que perpettan la otitis estan relacionados con cambios
epiteliales por falla o alteracién en la migracion del conducto auditivo externo que
proporciona un mecanismo natural de limpieza de los oidos normales; conducto
auditivo externo con presencia de estenosis, edema y cambios proliferativos; rotura
de timpano; hiperplasia de glandulas sebaceas; calcificacion del cartilago auricular

e infeccion del oido medio (6, 13, 15).

2.2.3. Causas primarias

Las causas primarias de la otitis externa producen enfermedad en un oido normal,
alterando su entorno, lo que a menudo permite que se desarrolle una infeccién
secundaria. Dentro de las principales causas se incluye la presencia de parasitos
Otodectes, Demodex y Sarcoptes; alergias por reaccién adversa a alimentos,
dermatitis atopica y de contacto; autoinmunes como el pénfigo foliaceo y la
vasculitis; trastornos de epitelizacion relacionadas con adenitis sebacea, dermatitis
sensible al zinc; enfermedades endocrinas como hipotiroidismo y sindrome de
Cushing; presencia de cuerpos extrafos; trastornos glandulares como la hiperplasia
de las glandulas sebaceas; y finalmente las infecciones fungicas por Aspergillus y

virales relacionadas con el moquillo canino (3, 15, 16).
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2.2.4. Causas secundarias

Estan relacionadas con la produccion de enfermedad en un oido anormal.
Generalmente se generan problemas cronicos y recurrentes cuando no se trata la
causa primaria. Dentro de las principales causas estan relacionadas con
infecciones por bacterias, entre ellas Staphylococcus, Streptococcus,
Enterococcus, Pseudomonas y Proteus, asimismo las levaduras como Malassezia.
Por otro lado, estan involucradas las reacciones a medicamentos y limpieza

excesiva de los oidos (15, 17, 18).

2.2.5. Bacterias grampositivas relacionadas con la otitis externa

2.2.5.1. Staphylococcus

Este género cuenta con un total de 85 especies y 30 subespecies (19). Son cocos
grampositivos con un diametro de 0,5 a 1,5 m, agrupados como células
individuales, en parejas, tétradas, cadenas cortas o formando racimos de uvas. Son
anaerobios facultativos, bacterias no esporulantes, no moviles y sin capsula. Para
distinguir el género Staphylococcus de los géneros Streptococcus y Enterococcus,
gue son catalasa negativos, la mayoria de los estafilococos producen catalasa, una
enzima que puede dividir el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno libre (20).
Este patdgeno oportunista vive en la piel y las mucosas de personas y animales.
Pueden causar inflamacién y supuracion, y una amplia gama de enfermedades,
desde infecciones leves de tejidos blandos y piel, hasta trastornos graves como la
septicemia (21). Las especies mas relacionadas con otitis comprende a
Staphylococcus schleiferi (22), Staphylococcus pseudintermedius (11) y S. aureus
(17). Otros autores reportan a Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hyicus,
Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus hominis, Staphylococcus
auricularis, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus simulans, Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus saprophyticus y Staphylococcus capitis como
causantes de otitis externa las cuales fueron detectadas en bajas prevalencias e
identificadas bioguimicamente (6, 16, 23, 24). La enzima coagulasa, que convierte
el fibrinbgeno en fibrina y crea una barrera contra los macrofagos, es uno de los
factores de virulencia de estas bacterias, agrupando a este género como
coagulasas positivas y negativas, siendo estas primeras las relacionadas con

resistencia bacteriana a meticilina, por presencia del gen mecA que a la vez
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confiere a las bacterias resistencia no sélo a los B-lactamicos, sino también a otras

clases de antibioticos (25, 26).

2.2.5.2. Streptococcus

Los estreptococos son grampositivos, no maoviles, no formadores de esporas,
catalasa negativos y se presentan en parejas o cadenas. Los rasgos grampositivos
pueden desaparecer en los cultivos viejos. Algunos estreptococos son anaerobios
obligados (estrictos), mientras que la mayoria son anaerobios facultativos. La
mayoria necesitan medios enriquecidos, como el agar sangre. Los estreptococos
del grupo A presentan capsulas de acido hialurénico que es un factor de virulencia
que inhibe la fagocitosis (27). Algunas especies de Streptococcus relacionadas con
otitis externa en perros incluyen: S. mitris, S. canis, S. agalactiae, S. dysgalactiae,

S. sanguinis, S. equinus, S. viridans y S. simulans (16, 24, 28).

2.2.5.3. Enterococcus

Tienen un origen fecal, constituyendo el intestino de los seres humanos y otros
animales el nicho ecologico tipico de las especies de Enterococcus. Por otra parte,
los enterococos son ubicuos y pueden encontrarse naturalmente en el suelo, las
plantas o los productos lacteos. En general, se reconoce que el género
Enterococcus incluye bacterias grampositivas, catalasa negativas, anaerobias,
tipicamente facultativas, que crecen en la leche a un pH de 9,6, una concentracién
de NaCl del 6,5%, un contenido de sales biliares del 40% y un contenido de hierro
del 0,1%. Crecen entre 10 y 45°C y pueden soportar 60°C durante 30 minutos (29).
El aislamiento de cepas resistentes a numerosos tratamientos antibioticos se ha
convertido en un importante problema de salud publica de este género bacteriano
(30). Las especies de Enterococcus relacionadas con otitis externa crénica en
perros incluyen a E. faecalis, E. canintestini, E. gallinarum, E. avium, E. durans, E.

casseliflavus, E. hirae y E. faecium (31, 32).

2.2.6. Agentes antimicrobianos
Los antimicrobianos son compuestos medicinales que se utilizan para detener o
tratar infecciones y se agrupan en antibidticos, antivirales, antifungicos,

antiparasitarios y antisépticos. Las sustancias antimicrobianas conocidas como
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desinfectantes se aplican a superficies inanimadas. Al centrarse en procesos
celulares cruciales, como la creacién de macromoléculas biologicas, la actividad de
enzimas celulares o estructuras celulares como la pared celular o las membranas
celulares, los antimicrobianos pueden matar gérmenes y/o detener su crecimiento
(33). La probabilidad de que se desarrollen resistencias bacterianas puede
disminuirse mediante un uso prudente y consciente de los antibiticos, tanto en

humanos como en animales (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion de los antibidticos para uso veterinario segun la Unién
Europea (34).
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2.2.7. Resistencia antimicrobiana

La diversidad genética es necesaria para que se produzca la evolucién microbiana,
por lo tanto, la capacidad de un microorganismo para adaptarse a factores
ambientales cambiantes determina su grado de adaptacion. Asi tenemos que los
farmacos antimicrobianos ejercen una fuerte presion selectiva sobre las
poblaciones bacterianas, favoreciendo a las especies que pueden resistirlos.
Numerosos procesos pueden contribuir a la variabilidad genética, por ejemplo, un
par de bases nucleotidicas puede experimentar una mutacion puntual, lo que se
conoce como cambio microevolutivo. Estas mutaciones pueden cambiar el sitio
diana de un agente antimicrobiano o la selectividad de un sustrato enzimatico,
reduciendo la eficacia del agente antimicrobiano. Asi tenemos que la sorprendente
variedad de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) identificadas
recientemente se debe sobre todo a mutaciones puntuales en lugares criticos de
genes de B-lactamasas "antiguos"”, como los genes de Temoneira-1 y sulfhidrilo
variable-1 (27, 35).

Por otro lado, los cambios macroevolutivoses, que constituyen el segundo nivel de
diversidad gendmica en las bacterias, provocan reordenamientos masivos de
enormes regiones de ADN de una sola vez. Las inversiones, duplicaciones,
inserciones, deleciones o transposiciones de largas secuencias de ADN de una
regién a otra de un cromosoma o plasmido bacteriano son algunos ejemplos de
estos reordenamientos. Los elementos genéticos especializados conocidos como
integrones y transposones, 0 secuencias de insercion, que tienen la capacidad de
insertarse, reorganizarse y migrar independientemente del resto del genoma
bacteriano, suelen producir estos reordenamientos a gran escala de partes enteras

del genoma bacteriano (35, 36).

Ademas, la adquisicién de grandes cantidades de ADN extrafio transportado por
plasmidos, bacteri6fagos, secuencias de ADN desnudo o elementos genéticos
transponibles especializados conocidos como elementos integrativos vy
conjugativos de otras bacterias da lugar a un tercer grado de variedad genética en
las bacterias. Estos fendmenos, conocidos como transferencia genética lateral u
horizontal, se consideran ahora comunes, sobre todo en bacterias naturalmente

competentes que pueden absorber ADN exdgeno del medio ambiente. Tanto la
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diversidad genética del organismo como su capacidad para adaptarse a las
presiones de seleccidn ejercidas por los agentes antimicrobianos se ven
incrementadas por la herencia de ADN extrafio. Estos sistemas confieren a los
microorganismos la capacidad aparentemente ilimitada de resistir a cualquier
sustancia antimicrobiana. Cuando evoluciona un gen de resistencia a los
antibiéticos, este gen puede propagarse entre las bacterias por transformacion,
transduccion, conjugacién o transposicion. Los clones de bacterias favorecidos
pueden proliferar en el microbioma de los pacientes que reciben antibiéticos (35,
37).

2.2.8. Medicion de la sensibilidad antimicrobiana

2.2.8.1. Método de difusion en disco

Mediante esta técnica, las bacterias aisladas se inoculan primero en una placa de
agar Mueller-Hinton y, a continuacion, se colocan discos de papel impregnados de
antibiético sobre la superficie del agar. Los antibiéticos se difundiran en el agar de
esta placa durante la incubacién en un gradiente, dando lugar a una caida en la
concentracion de antibioticos con el aumento de la distancia desde el disco.
Midiendo el diametro de las zonas de inhibicién bacteriana que rodean los discos
de antibiético y comparandolo con los criterios interpretativos de la difusién en
disco, puede determinarse la susceptibilidad a los antibiéticos (49, 50).

Para este método, el agar Mueller-Hinton (MHA) es el medio preferido debido a sus
resultados repetibles y a los bajos niveles de inhibidores de sulfonamida,
trimetoprima y tetraciclina, que permiten que la mayoria de las bacterias crezcan
satisfactoriamente. Sin embargo, también pueden utilizarse otros medios, como el
MHA suplementado con sangre, ya que determinadas bacterias tienen necesidades
diferentes. Tanto el caldo tripticasa de soya como la solucién salina al 0.9%
funcionan bien como caldos para el inoculo del método de difusion en disco (51).

Lo mejor es probar un pequefio nimero de antimicrobianos, idealmente, sélo uno

de cada clase de medicamento. Debe darse prioridad a los antimicrobianos

utilizados en medicina veterinaria y a los utlizados en epidemiologia e
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investigacion. Se debe utilizar inicamente discos de antimicrobianos obtenidos de
proveedores acreditados; no deben utilizarse discos que hayan caducado (49, 51).

2.2.8.2. Prueba de concentracion minima inhibitoria

La concentracion mas baja de un antibiético a la que se inhibe el crecimiento de un
microorganismo se conoce como concentracion inhibitoria minima (MIC, por sus
siglas en inglés). Para este procedimiento se puede utilizar un medio liquido o agar,
y es una prueba cuantitativa cuyos resultados se expresan en pg/ml. La técnica de
dilucion en caldo, que consiste en afadir varias diluciones de antibiético al caldo,
es el método convencional para determinar la MIC. Cada pocillo o tubo tiene una
concentracion de agente antimicrobiano distinta y se preinocula con una cantidad
predeterminada de bacterias de ensayo, considerandose como MIC a la
concentracion mas baja a la que no se produce crecimiento perceptible durante la
incubacion (49, 52).

2.2.8.3. Sistema comercial E-Test

La E-Test se compone de una tira de plastico no porosa inmovilizada con una
escala MIC impresa en una cara y un gradiente preestablecido de un agente
antimicrobiano especifico en la otra. El gradiente permanece estable entre
dieciocho y veinte horas. Esto abarca los periodos criticos de numerosos
patdgenos, desde bacterias aerobias de crecimiento rapido hasta organismos de
crecimiento lento y exigentes como los anaerobios. La tira crea un gradiente
antibacteriano continuo a lo largo de su lado cuando se coloca en una placa de agar
inoculada. La escala MIC impresa en la tira puede utilizarse para determinar el valor
MIC (ug/ml) tras la incubacién. Es facil de usar y requiere poca formacion para
obtener resultados 6ptimos; asimismo, la contaminacién es facilmente identificable,
requiere menos mano de obra que las técnicas de dilucion en caldo y es
metodologia versatil en funcion del microorganismo analizado, pudiéndose
modificar el agente antimicrobiano, el medio, el periodo de incubacién y el tamafio

del in6culo. Por otro lado, la desventaja es su alto costo en el mercado (49, 53).
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2.3. Definicion de términos béasicos

2.3.1. Antibiograma

Es un método in vitro de prueba de susceptibilidad antimicrobiana (AST, por sus
siglas en inglés), determina la probabilidad de que un tratamiento antimicrobiano
especifico pueda tratar una infeccién provocada por una bacteria concreta. Antes
de obtener informacion precisa sobre el aislado del paciente, un antibiograma
creado a partir de los datos acumulados de susceptibilidad puede pronosticar el
tratamiento antimicrobiano empirico 6ptimo en una poblacion determinada. Son las
técnicas fundamentales de la AST, una prueba cualitativa de difusién en disco de
Kirby Bauer, un procedimiento cuantitativo que puede realizarse en un equipo

automatizado o como macro o microdilucion en caldo (54).

2.3.2. Disco de sensibilidad

Disco de celulosa impregnado con antibiético a una concentracion conocida que se
coloca sobre una capa de microorganismos antes de incubarlo. El antibiotico del
disco se difunde en el agar, creando un gradiente de concentracién, siendo elevada
la concentracién del antibiético cerca del disco y disminuye gradualmente cuanto
mas lejos del disco se difunde. La zona de inhibicién causada por el antibidtico se
mide dentro de las 18 a 24 horas, lo que da una idea de la eficacia del antibi6tico

contra una bacteria especifica (55).
2.3.3. Antibiético

Los antibidticos son farmacos que matan o inhiben el crecimiento y la multiplicacion

de las bacterias con el fin de tratar enfermedades en humanos y animales (56).
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Colecta de muestray cepas bacterianas

Las cepas bacterianas fueron aisladas a partir de hisopados realizados a un total
de 58 perros con diagnéstico de otitis externa, atendidos en 3 consultorios
veterinarios de la provincia de Zarumilla — Tumbes (basado en una poblacién 405
perros, segun datos de visitas médicas en consultorios veterinarios privados de
Zarumilla).

Para esto, se siguieron los siguientes pasos:

- Se colocé el equipo de proteccién personal, antes de la colecta de cada muestra.
- El propietario sujetd al perro en posicién decubito esternal sobre el borde de la
mesa de exploracion.

- Se colectd6 muestras de exudados 6tico con la ayuda de un hisopo estéril, la
técnica consistio en introducir el hisopo dentro del canal auditivo lentamente.

- Se roto le hisopo con los dedos indice y pulgar, y se retird con cuidado para no
contaminar con otros tejidos. El hisopo se frotd sobre una la lamina y se dej6 secar
a temperatura de ambiente; asi mismo, otro hisopo se introdujo en tubos de
polipropileno estériles. Ambas muestras fueron rotuladas con nombre, edad y sexo
del paciente.

- Las muestras se conservaron en refrigeracion hasta su procesamiento en el

laboratorio.

3.2. Cepas bacterianas

Las bacterias fueron aisladas en agar cromogénico CHROMagar Mastitis GP
(MS252/P) y agar Baird Parker (Merck, Alemania), a partir de hisopados 6ticos.
Posteriormente, las placas con medio de cultivo inoculadas fueron incubadas a
30°C por 48 horas. Las cepas bacterianas aisladas fueron conservadas en
refrigeracion en tubos con agar TSA (OXOID, Reino Unido) inclinado y en

congelacion a -30°C en caldo Luria Bertani (OXOID, Reino Unido) con glicerol al



30%. Se realizO la activacion bacteriana en agar tripticasa soya, y para la
identificacion fenotipica fueron consideradas las caracteristicas de las colonias
bacterianas, tincién de Gram, produccién de pigmentos, hemdlisis en agar sangre

y reacciones bioquimicas (catalasa, prueba de la coagulasa en tubo, ureasa) (24).

3.3. Prueba de sensibilidad antibacteriana

Las pruebas de sensibilidad antibacteriana se realizaron con antibiéticos de primera
linea: penicilina, trimetoprim/sulfametoxazol, dicloxacilina, amoxicilina + acido
clavulanico, ampicilina, doxiciclina y oxitetraciclina; ademas la cefalosporina
ceftriaxona y la fluoroquinolona enrofloxacina; de acuerdo con el método de Kirby-
Bauer, midiendo el halo de inhibicién bacteriana para determinar susceptibilidad o
resistencia (44). Se inoculé una cantidad estandarizada de bacterias en solucion
salina (0.5 de la escala de McFarland). Los in6culos fueron sembrados con hisopos
estériles dentro de los 15 minutos de preparados utilizando agar Mueller-Hinton. El
sembrado se realizd en tres direcciones asegurando una buena distribucién del
in6culo y que las zonas de inhibicion sean uniformemente circulares. Luego de
cinco minutos, con una pinza estéril se colocaran los discos de papel filtro
impregnados con concentraciones conocidas de antibioticos (OXOID, Reino
Unido). Las placas fueron incubadas por 24 h a 37°C en aerobiosis y posteriormente
se midieron los halos de inhibicion de desarrollo. La interpretacion de los resultados
se realizd segun las normas de CLSI (45, 69), y se calificaron como sensible,

intermedio o resistente (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Norma interpretativa del halo de inhibicién (mm) para diferentes agentes

antibacterianos segun la CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute.

Concentracion Diametro (mm)

Antibidtico
(ug) Resistente Intermedio Sensible

Ampicilina 10 <13 14 - 16 =17
Penicilina 10U <28 - =29
Dicloxacilina 30 <21 - =22
Amox[m_llna +acido 20/10 <19 ) > 20
clavulanico

Doxiciclina 30 <12 13-15 >16
Oxitetraciclina 30 <21 22 - 27 =28
Ceftriaxona 30 <19 20-22 223
Enrofloxacina 30 <16 17 -22 223
Trimetoprim/ 1.25/23.75 <10 11-15 >16

Sulfametoxazol

3.4. ldentificacion molecular mediante Multiplex-PCR con primers
especificos

De los cultivos de bacterias obtenidos se procedio a extraer ADN siguiendo el
protocolo estandarizado por Gustincich (46). Posteriormente, en la Multiplex PCR
se utilizaron los primers especificos de especie au-F3 (5' CTT ACT TAC TGG CTG
TAC CTG 3') y au-nucR (5' GCC AAT GTT CTA CCA TAG C 3') para detectar S.
aureus, pse-F2 (5' TAG GCA GTA GGA TTC GTT AA 3) y pse-R5 (5' CTT TTG
TGCTTCCTT TTG G 3') para detectar S. pseudintermedius, in-F (5' CAT GTC ATA
TTATTG CGAATG A3)ein-R3 (5 AGG ACC ATC ACC ATT GACATATTG AAA
CC 3') para detectar S. intermedius, y finalmente sch-F (5' AAT GGC TAC AAT GAT
AAT CAC TAA 3') sch-R (5" CAT ATC TGT CTT TCG GCG CG 3') para detectar S.
schleiferi (57). Se utilizaron 20 uL de volumen de reaccion con master mix 2X
GeneOn GmbH (0.1U/ul Tag DNA Polimerasa, 0.4 mM dATP, 0.4 mM dGTP, 0.4
mM dCTP, 0.4 mM dTTP, 4 mM MgSOa4, 20 mM KCI, 16 mM (NH4)2SO4, 20 mM
Tris-HCI, pH 8.8), 10 pmol de cada primery 1 ul de ADN extraido. La PCR se realiz

en un termociclador (modelo TurboCycler 2, Blue-Ray Biotech, Taiwan) con una
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desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 min, seguida de 30 ciclos de 30 s a 95°C
(desnaturalizacion), 35 s a 56°C (hibridacién) y 60 s a 72°C (polimerizacién) y una
extension final a 72°C durante 10 min. Los productos de amplificacion de la PCR
fueron analizados en gel de agarosa al 1,5% con buffer de migracién TAE 1X (Tris-
Acetato — EDTA pH 8.3), coloreados con coloreados con bromuro de etidio y

visualizados empleando un transiluminador UV.

3.5. Deteccién del gen de resistencia mecA

La presencia de mecA en las cepas bacterianas resistentes se evaluara utilizando
el par de cebadores mecA-F (5-TGCTATCCACCCTCAAACAGG-3') y mecA-R (5'-
AACGTTGTAACCACCCCAAGA-3'). La amplificacion de mecA por PCR se
realizard mediante desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 min, 30 ciclos de
amplificacion (desnaturalizacion a 95°C durante 30 s, hibridacion a 57°C durante
30 s y extensién a 72°C durante 1 min) y una extension final a 72 °C durante 10
min. Los productos de amplificacion de la PCR seran analizados en gel de agarosa
al 1,5% con buffer de migraciéon TAE 1X, coloreados con bromuro de etidio y

visualizados empleando un transiluminador UV (47, 48).

3.6. Analisis de los datos
Para el procesamiento de datos, realizaciébn de cuadros, tablas y estadistica
descriptiva, se utilizé una hoja de calculo del programa Excel.
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V.

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Aislamiento e identificacion molecular de especies de Staphylococcus

a partir de perros con otitis externa.

Tabla 1. Informacion del registro de 28 aislados de Staphylococcus spp. obtenidos

de los canales auditivos en perros de Zarumilla — Tumbes, 2024.

Id;;}g'ii‘;aén Raza Sexo (Eggg) Otitis Gram Coagulasa Catalasa Ureasa Hemolisis _bgsgigﬁaa
identificada
RCAO01 Mestizo® Macho 1 Si B-hemolisis S. aureus
RCA02 Mestizo Hembra 4 Si B-hemodlisis . pseudintermedius
RCAO03 Mestizo Macho 1 Si B-hemodlisis S. aureus
RCA04 Mestizo Macho 5 Si B-hemodlisis S. aureus
RCAO05 Chihuahua  Macho 3 Si B-hemolisis S. aureus
RCA06 Pug Hembra 1 Si B-hemolisis . pseudintermedius
RCAO07 Mestizo Macho 2 Si B-hemolisis S. aureus
RCAO08 Poodle Macho 5 Si B-hemodlisis S. aureus
RCA09 Mestizo Macho 1 Si B-hemodlisis S. aureus
RCA10 Mestizo Hembra  0.25 Si B-hemodlisis . pseudintermedius
RCA11 Sharpei Macho 5 Si B-hemolisis S. aureus
RCA12 R%(t)rlictj:/gr Hembra 1 Si B-hemolisis . pseudintermedius
RCA13 Mestizo Macho 2 Si B-hemolisis S. aureus
RCA14 Mestizo Hembra 0.4 Si B-hemodlisis . pseudintermedius
RCA15 Mestizo Hembra 25 Si B-hemodlisis . pseudintermedius
RCA16 Mestizo Hembra 5 Si B-hemodlisis S. aureus
RCA17 Mestizo Macho 5 Si B-hemodlisis S. aureus
RCA18 Mestizo Macho 6 Si B-hemodlisis S. aureus
RCA19 Mestizo Macho 0.7 Si B-hemodlisis S. aureus
RCA20 Mestizo Macho 0.4 Si B-hemodlisis . pseudintermedius
RCA21 Mestizo Hembra 7 Si B-hemodlisis S. aureus
RCA22 Mestizo Hembra 5 Si B-hemodlisis S. aureus
RCA23 Mestizo Hembra 15 Si B-hemodlisis . pseudintermedius
RCA24 Shitzu Macho 5 Si B-hemodlisis S. aureus
RCA25 Mestizo Hembra 4 Si B-hemodlisis . pseudintermedius
RCA26 Mestizo Hembra 11 Si B-hemodlisis S. aureus
RCA27 Mestizo Macho 35 Si y-hemdlisis S. schleiferi
RCA28 Mestizo Macho 3 Si B-hemodlisis S. aureus
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De acuerdo a la informacion registrada en la tabla 1, se obtuvo 28 cepas
bacterianas a partir de 58 muestras analizadas de exudado 6tico en perros que
asistieron a consulta en 03 consultorios médicos veterinarios ubicados en el distrito
de Zarumilla - Tumbes, obteniéndose una frecuencia de aislamientos a
Staphylococcus spp. del 48.28% (28/58). Este valor fue inferior a los obtenidos por
Antanez (6) (78.3%), Aquino (14) (74.8%), Manrique (38) (63.11%), Battistini (41)
(58%), Catario et al. (58) (52.3%) y Abusmele (59) (51.46%), pero superior al
reportado por Hassan et al. (69) (36%). Segun Bajwa (1), la infeccion bacteriana
por Staphylococcus es considerada como la mas frecuente en perros, esto
posiblemente porque este género bacteriano forma parte de la microbiota normal
en la piel de perros sanos, es mas actian como comensales hasta cierto punto
cuando se rompe el equilibrio de la piel, esto causado por algunos factores
ambientales (elevada humedad y temperatura, dieta del perro, y exceso de bafios
medicados) (38), del huésped (alergias, areas intertriginosas, parasitismo y razas
predispuestas) e incluso del agente patdgeno (factores de virulencia, resistencia a
antibiéticos y elevado numero de bacterias) (63). Para esto, los resultados indican
que los perros mestizos tuvieron mayor porcentaje de aislamientos de
Staphylococcus spp. (78.6%), posiblemente debido a la poblacién total de perros
de esta “raza” atendidos en las veterinarias evaluadas; sin embargo, algunos
estudios indican que esta raza presenta mayor incidencia de aislamientos
bacterianos en muestras de piel de caninos (59, 64). Segun el género se encontrd
que el mayor numero de aislamientos de Staphylococcus spp. fue en machos
(57.1%), resultados similares en pioderma y otitis canina fueron obtenidos por Ruiz
(64), Aquino (58), Zur et. al. (66), Pulido et. al. (67). Por edad, la mayor frecuencia
de aislamientos se obtuvo en el intervalo de 1 a 5 afios (50%), resultados
comparables a los obtenidos por Ruiz (64) cuyo intervalo de edad comprendia de
1 a 4 aflos con 42.8% de casos diagnosticados, predominando el género
Staphylococcus. Dependiendo de la alimentacion, la mixta tuvo mayor niumero de
casos (53.6%), y segun los factores presencia de ectoparasitos, dermatitis y otitis
se obtuvo las mayores frecuencias de aislamiento de Staphylococcus, siendo estas
53.6%, 57.1% y 100%, respectivamente. Segun Zoetis (65), los problemas de
pioderma y otitis son inducidos por alergias alimentarias, donde una racion no

balanceada o una alimentacion casera que contienen alimentos prohibidos como
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cebolla y ajo, e incluso producto como el chocolate son téxicos para los perros. Por
otra parte, Russel (68) indica que infestaciones causadas por parasitos externos
como acaros, piojos y pulgas, son causas subyacentes de pioderma y otitis canina

por Staphylococcus.

Con respecto al aislamiento de Staphylococcus, de las 28 cepas bacterianas
aisladas, se identificaron molecularmente (anexo 4, figura 7) a las especies S.
aureus (64.29%), S. pseudintermedius (32.14%) y S. schleiferi (3.57%). Estudios
realizados por Sasaki et al. (57), identificaron siete especies de estafilococos
coagulasa positivos (CoPS) en piel y mucosas de animales y también en humanos,
entre ellos S. intermedius, S. hyicus, S. lutrae, S. delphini, S. pseudintermedius, S.
schleiferi y S. aureus, siendo predominante. Por otro lado, otros autores, han
identificado que algunas especies de estafilococos son especificas del hospedador,
y las especies de CoPS aisladas de especimenes clinicos varian en funcion de la
especie animal hospedadora. Asi tenemos que S. pseudintermedius, S. aureus, S.
hyicus y S. intermedius son las especies mas comunes en perros, rumiantes,
cerdos, y palomas, respectivamente (61, 62). Asimismo, diversos estudios refieren
gue en el aislamiento del género estafilococo de piel de perros sanos y clinicamente
enfermos, la especie frecuentemente hallada es S. intermedius como habitante
normal y también principal agente causal de piodermas; sin embargo, otras
especies como S. aureus, S. epidermidis, S. simulans, S. saprophyticus y S.
schleiferi pueden ser encontradas (63).
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4.2. Evaluaciéon de la sensibilidad antimicrobiana de aislados de
Staphylococcus spp. frente a antibidticos de primera linea, cefalosporina y

fluoroquinolona.

Tabla 2. Informacion del perfil de resistencia y sensibilidad en 28 aislados de
Staphylococcus spp. obtenidos de los canales auditivos en perros de Zarumilla -
Tumbes, 2024.

Identificacion de X . . o Identificacion de a a
la cepa Perfil de resistencia Perfil de sensibilidad la cepa Perfil de resistencia Perfil de sensibilidad
AVP, PEN, DXC, AMOX, DOX, AMP, PEN, DXC, AMOX, DOX,
RCAOL o Cer ENR, TRI RCAL5 i DOX
RCA02 AMP, PEN, DXC, CEF AMOX, DOX, ENR, TRI RCAL6 AVE, PEN’(')D;TC(’:Q';"OX' DOX, ND
RCA03 AVP, PEN, DXC, OXI, CEF  AMOX, DOX, ENR, TRI RCAL7 AMP, PEN, DgEcﬁAMOX' OxX, DOX, ENR, TRI
RCA04 AMP, PEN, DXC, CEF AMOX, DOX, ENR, TRI RCAL8 AP, PEN’(%C(':Q';"OX' DOX, ENR, TRI
PEN, DXC, AMOX, DOX, AMP, PEN, DXC, AMOX, OX|
RCAO05 AMP, DIC, CEF ENR, TRI RCA19 CEF DOX, ENR, TRI
RCA06 AMP, PEN, DSEEAMOX' ox. DOX, TRI RCA20 AP, PEN, DXC, AMOX, OXI DOX, CEF, TRI,
RCAO7 AMP, PEN, Dg&AMOX’ OX. DOX, TRI RCA21 AMP, PEN, DXC, AMOX, OXI DOX, ENR, TRI,
AMP, PEN, DXC, AMOX, OX, AMP, PEN, DXC, AMOX, DOX,
RCA08 ol DOX, TRI RCA22 i TRI
RCAO09 AMP, PEN, Dé(l(z:',:AMOX, OXl, DOX, ENR, TRI RCA23 AMP, PEN, AMOX, OXI, CEF DOX
AMP, PEN, DXC, DOX, OX| AVP, PEN, DXC, AMOX, OX|
RCA10 apivd AMOX, TRI RCA24 i CEF, TRI
AVP, PEN, DXC, AMOX, DOX, AMP, PEN, DXC, AMOX, OX|
RCA1L i ENR, TRI RCA25 BN DOX, TRI
RCA12 AMP, PEN, DXC, AMOX, OX, DOX, ENR, TRI RCA26 AVP, PEN, OX|, TRI DXC, AMOX, DOX, CEF,
CEF ENR
RCAL3 AMP, PEN, DXC, AMOX, CEF, DOX. ENR RCA2? AP, PEN, DXC, AMOX, OX|, DOX. ENR.TR
TRI CEF
AMP, PEN, AMOX, OXI, CEF, AMP, PEN, DXC, AMOX, OX|
RCA14 e DXC, DOX, ENR RCA28 CEr ENR DOX, TRI

& AMP, ampicilina; PEN, penicilina; DXC, dicloxacilina; AMOX, amoxicilina + &cido clavulanico; DOX, doxiciclina; OXI, oxitetraciclina; CEF, ceftriaxona; ENR,

enrofloxacina; TRI, Trimetoprim/ Sulfametoxazol; ND, no determinado.

La informacién referente a las escalas de resistencia y sensibilidad en perros
afectados por Staphylococcus spp. en canales auditivos, se describe en la tabla 2.
Con respecto a las pruebas de sensibilidad estas fueron realizados con los
antibacterianos de primera linea considerados en el grupo D de la clasificacion de
antibidticos, entre ellos: penicilina, amoxicilina + acido clavulanico (penicilina
sintética mas inhibidor de betalactamasas), ampicilina (penicilina), dicloxacilina
(penicilina resistente a betalactamasa), doxiciclina (tetraciclina), oxitetraciclina
(tetraciclina) y trimetoprim/sulfametoxazol (diaminopirimidina/sulfonamida), los
cuales son antibioticos que deben usarse de manera prudente, evitando su uso
innecesario, en tratamientos largos y/o grupales. Asi mismo, se utilizaron los

antibioticos ceftriaxona (cefalosporina) y enrofloxacina (fluoroquinolona),
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clasificados ambos en el grupo B que tiene como consideracion restringir su uso
solo con el objetivo de mitigar el riesgo para la salud humana (34). Se utilizaron
estos antibidticos por su accesibilidad para pruebas de laboratorio y cubren la lista
de antibioticos de uso cotidiano en la medicina veterinaria, algunos de ellos cuentan
con amplio espectro antibacteriano y diferentes mecanismos de accion frente a las
bacterias. De los resultados obtenidos, se observé que los 28 aislados obtenidos,
el 100% de muestras mostro resistencia a cualquiera de los antibiéticos probados;
asimismo, 16 cepas (57,2%) mostraron resistencia multiple (resistencia a tres 0 mas
familias de antibi6ticos). Ademas, se observo mayor resistencia antibacteriana con
ampicilina (100% de cepas), penicilina (96.4%), dicloxacilina (89.3%), oxitetraciclina
(85.7%), ceftriaxona (85.7%) y amoxicilina + acido clavulanico (78.6%). Por otro
lado, con el antibiético trimetoprim/sulfametoxazol se obtuvo mayor sensibilidad
antibacteriana, que correspondiéo al 92.9% de las cepas de Staphylococcus

aisladas, seguida de doxiciclina (75%) y enrofloxacina (57.1%) (tabla 2 y figura 1).

Trimetoprim/ Sulfametoxazol
Enrofloxacina

Ceftriaxona

Oxitetraciclina

Doxiciclina

Amoxicilina + acido clavulanico
Dicloxacilina

Penicilina

Ampicilina

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

u Resistente ®Intermedio = Sensible
Figura 1. Porcentaje de resistencia y sensibilidad bacteriana de cepas de

Staphylococcus spp. aisladas a partir de los canales auditivos en perros de
Zarumilla - Tumbes, 2024.

44



El trimetoprim/sulfametoxazol es un antibiético de amplio espectro, utilizado de
manera frecuente para el tratamiento de infecciones de la piel en perros y ademas
infecciones respiratorias, digestivas y genitourinarias. Es un antibiotico
bacteriostatico y a la vez bactericida que inhiben dos procesos secuenciales en la
fabricacion de purinas y en consecuencia bloquea la produccion de acidos
nucleicos vitales para muchas bacterias, incluyendo a Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (SARM), algunos protozoos como

Cyclospora y Cystoisospora; y hongos como Pneumocystis (70). Segun los

resultados obtenidos con este antibidtico se obtuvieron mejores resultados de
inhibicién bacteriana frente a Staphylococcus, los datos se encuentran por encima
de los valores obtenidos por Monzant et al. (65%), Parra (60%) y Vigo et al. (42.8%)
(43, 71), esto posiblemente porque este antibiético no es de uso muy frecuente en
la practica médica veterinaria en Tumbes. Con respecto al uso de ampicilina se
observa que el 100% de aislados bacterianos son resistentes, esto debido a que
este antibiético betalactamico es de bastante uso en el tiempo y presenta elevada
sensibilidad a betalactamasas que son producidas por especies de
Staphylococcus. Algunos estudios refieren que la resistencia a betalactdmicos de
S. aureus se encuentra alrededor del 90% y en S. epidermidis aproximadamente el
75% son resistentes a todos los betalactamicos (72). Por otra parte, se encontrd
resistencia para el antibidtico enrofloxacina en un porcentaje de 42.9%, valor
superior al reportado por Bourély et al. (26%) quienes evaluaron aislados
bacterianos de S. aureus y S. pseudintermedius obtenidos a partir muestras de
perros de Francia e inferior al reportado por Boesel et al. (64%) en S.

pseudintermedium en infecciones de piel en perros de Brasil (73, 74).

4.3. ldentificacion molecular del gen de resistencia mecA presente en los
aislados de Staphylococcus spp.

La prueba de referencia para identificar la resistencia a la meticilina en estafilococos
es la PCR porque, de forma similar a S. aureus, la resistencia a la meticilina en S.
pseudintermedius esta mediada por el gen mecA. Sin embargo, en el diagndstico
habitual de laboratorio veterinario se emplean pruebas fenotipicas, como el método
de difusidn de Kirby Bauer con discos de oxacilina y cefoxitina. La interpretacion de

la prueba de difusion en disco para la resistencia a la meticilina en S.
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bour%C3%A9ly%20C%5BAuthor%5D

pseudointermedius, es discutible. Para los estafilococos coagulasa positivos
distintos de S. aureus en cepas humanas, el CLSI no tiene un punto de corte
definido (43, 72, 74). Segun los resultados de la figura 2, se obtuvo en el 92.9% de
muestras de aislamientos de Staphylococcus (26/28) productos de
aproximadamente 286 pb que corresponden a la presencia del gen mecA que
confiere resistencia a meticilina y a la mayoria de betalactamicos que se utilizan

como tratamiento de uso comun en veterinarias de Tumbes.

Staphylococcus spp. (PCR para deteccion del gen mecA)

MPM’RCA01 RCA02 RCAO3 RCAD RCA05 RCAD6 RCAO7 RCAO8 RCAO9 RCA10 RCA11 RCA12 RCA13 RCA14 ' MPM

— 1500pb
~ 1000pb

— 500pb

1500 pb
~ 1000pb
€ 500pb

(=

Leyenda:
Cepas bacterianas = RCA01 a RCA23
MPIM = marcador de peso molecular 1500 pb

Figura 2. Resultados del gel de electroforesis obtenido a partir de productos de PCR

con primers mecA-F y mecA-R.

Para detectar el gen de resistencia a la meticilina mecA. El producto de PCR
corresponde a 286 pb aproximadamente (flecha azul): RCA01 a RCA04, RCA06 a
RCA25, RCA27 y RCA28 = cepas de Staphylococcus spp. positivas al gen mecA 'y
MPM = marcador de peso molecular de 1500 pb (Figura 2).
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Diversos estudios refieren que la resistencia a la meticilina en S. pseudointermedius
aparecio por primera vez en 2006 y desde entonces ha ido en aumento, lo que
supone una importante amenaza para la salud animal en la actualidad. La deteccién
de aislados resistentes a meticilina con el gen mecA nos expone a la presencia de

este mecanismo en animales de compafiia de nuestro entorno (72, 75).
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V. CONCLUSIONES

Las muestras 6ticas en los perros analizados presentaban infeccion por
Staphylococcus, siendo las S. aureus con mayor numero de aislamientos,
seguido de S. pseudintermedius y S. schleiferi, y varias de ellas eran de

infecciones mixtas con levaduras y bacterias gramnegativas.

El mejor perfil de sensibilidad in vitro de las cepas de Staphylococcus aisladas
correspondio al antibiotico trimetoprim/sulfametoxazol y doxiciclina; mientras
que, el mayor grado de resistencia fue para los antibiéticos ampicilina,

penicilina, dicloxacilina, ceftriaxona y amoxicilina + &cido clavulanico.

La prueba molecular de PCR fue de gran apoyo al diagndstico para identificar
a las diferentes especies de Staphylococcus, sin recurrir a pruebas mas
complejas como la secuenciacién genética. Ademas, fue de valioso apoyo
para identificar al gen mecA, responsable de la resistencia bacteriana frente a

muchos betalactamicos.
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VI. RECOMENDACIONES

Para tratar la otitis y la dermatitis caninas, es necesario realizar
investigaciones complementarias para determinar un mayor numero de genes
de resistencia y/o mecanismos, realizar rotacion de antibacterianos y ademas
determinar la concentracion inhibitoria minima que permita reforzar el uso

eficaz de antibidticos alternativos para la actividad médica veterinaria.
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ANEXOS

ANEXO 1. Imégenes de la colecta de muestra, estudios citoldégicos y

moleculares.

Figura 3. Imagenes de la colecta de muestras. (A) Preparacién de lamina en fresco
para observar parasitos, (B) Preparacion de medios de cultivos y (C) Siembra de

muestras en medios de cultivo generales y especificos.

Figura 4. Observacion de células levaduriformes y bacterianas en preparacion de

lamina en fresco 1000 aumentos (A), crecimiento de bacterias en CHROMagar
mastitis GN (B) y crecimiento de bacterias en agar mastitis GP.
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Figura 5. Crecimiento de colonias bacterianas en agar sangre, observandose halos
de B-hemodlisis (A), reaccidn positiva a prueba de catalasa (B) y antibiograma

realizado a aislamientos bacterianos obtenidos a partir de otitis.

Figura 6. Procedimientos de laboratorio: A. Extraccion de ADN, B., C. y D. Analisis
por PCR para identificacion de especies de Staphylococcus.

64



ANEXO 2: Flujograma del procedimiento de Multiplex-PCR para identificacion

especie-especifica de Staphylococcus.

Aislamiento de bacterias a
partir de raspado de piel y
exudado otico

Extraccion de ADN

genomico (Gustincichetal.
1991)

Verificacion de la cantidad
y calidad del ADN

Multiplex-PCR
(Sasaki et al. 2010)

Electroforesis de
productos de la PCR

Pb 1 2 3 4 5 6 7 8

1000
750
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ANEXO 3: Resultados del analisis por multiplex-PCR en cepas de
Staphylococcus aislados.

Staphylococcus spp. (Multiplex-PCR con primers especificos)

MPM "RCA01 RCA02 RCA03 RCA04 RCA05 RCAO06 RCAO7 RCA08 RCA09 RCA10 RCA11 RCA12 RCA13 RCA14 ' MPM

1500 pb

1000 pb
500 pb
Staphylococcus spp. (Multiplex-PCR con primers especificos)
MPM RCA15 RCA16 RCA17 RCA18 RCA19 RCA20 RCA21 RCA22 RCA23 RCA24 RCA25 RCA26 RCA27 RCA28 MPM
1500 pb
1000 pb

Leyenda:
Cepas bacterianas =RCA01 a RCA28
MPM = marcador de peso molecular 1500 pb

Figura 7. Resultados del andlisis por multiplex-PCR en cepas de Staphylococcus
aislados a partir de infecciones dérmicas y Oticas en caninos de Zarumilla —
Tumbes, 2024. Cepas RCAL, RCA3, RCA4, RCA5, RCA7, RCA8, RCA9, RCA11,
RCA13, RCA16, RCAl1l7, RCA18, RCA19, RCA21, RCA22, RCA24 y RCA24
positivas a S. aureus con un producto de amplificaciéon de 359 pb. Cepas RCA2,
RCA6, RCA10, RCA12, RCA14, RCA15, RCA20, RCA23 y RCA25 positivas a S.
pseudintermedius con un producto de amplificacién de 926 pb. Cepa RCA27
positiva a S. schleiferi con un producto de amplificacion de 526 pb.
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