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RESUMEN

El género bacteriano Staphylococcus spp. aglutina especies de bacterias muy ubicuas, colonizadores habi-
tuales de personas y animales, que ejercen su accidn patégena de manera oportunista, en base a factores predis-
ponentes. Dentro del género, las especies mds relevantes son S. aureus y S. pseudintermedius, ambas relacio-
nadas con procesos dermatolégicos en el perro. Los estafilococos han desarrollado mecanismos de resistencia a
los antibidticos, como el gen mecA, que confiere resistencia frente a la meticilina, y con ello a toda la gama de
antibidticos B-lactdmicos. El riesgo zoondsico de estos microorganismos es elevado, con colonizaciones transi-
torias que en caso de inmunodepresion u otros factores predisponentes, pueden generar infecciones también en
los seres humanos. El objetivo de este estudio es aislar e identificar estafilococos de muestras clinicas de casos
veterinarios en cdnidos y félidos, para posteriormente realizar el estudio de resistencia a antibidticos, mediante
la elaboracién de antibiogramas con una seleccién de antibidticos representativos, y la deteccioén del gen mecA
mediante una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), que permita clasificar los estafilococos aislados en
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este estudio como sensibles (SSM) o resistentes a la meticilina (SRM), o como multirresistentes. Se aislaron
un total de 13 cepas de estafilococos de las 16 muestras analizadas, todas ellas procedentes de canidos. El
diagnéstico microbioldgico reveld que un 84.62% de las cepas aisladas eran estafilococos coagulasa positivos
(ECP): S. aureus/Grupo Staphylococcus intermedius (GSI); y el resto (15.38%) fueron estafilococos coagulasa
negativos (ECN): S. lentus y S. xylosus. Se detectaron elevados valores fenotipicos de resistencia antibidtica,
especialmente frente a B-lactdmicos, donde 100% las cepas aisladas en este estudio resultaron ser resistentes a
la penicilina natural, y mds del 45% lo fueron a otros antibidticos del mismo grupo. Ademds, el andlisis mole-
cular mediante PCR mostré que el 23.08% de las cepas aisladas de estafilococos eran SRM.
Palabras clave: Estafilococos, perros, resistencia antibitica, meticilina.

SUMMARY

The bacterial genus Staphylococcus spp. includes very ubiquitous bacterial species, common colonisers of
humans and animals, which exert their pathogenic action in an opportunistic manner, based on predisposing
factors. Within the genus, the most relevant species are S. aureus and S. pseudintermedius, both related to
dermatological processes in dogs. Staphylococci have developed antibiotic resistance mechanisms, such as the
mecA gene, which confers resistance to methicillin, and thus to the full range of -lactam antibiotics. The zoo-
notic risk of these microorganisms is high, with transient colonisations which, in the case of immunosuppres-
sion or other predisposing factors, can also lead to infections in humans. The aim of this study is to isolate and
identify staphylococci from clinical samples of veterinary cases in canids and felids, in order to subsequently
carry out a study of antibiotic resistance, by means of antibiograms with a selection of representative antibiot-
ics, and the detection of the mecA gene by polymerase chain reaction (PCR), which allows the staphylococci
isolated in this study to be classified as sensitive (MSS) or methicillin-resistant (MRS), or as multi-resistant. A
total of 13 staphylococcal isolates were isolated from the 16 samples tested, all from canids. Microbiological
diagnosis revealed that 84.62% of the isolates were coagulasepositive staphylococci (CPS): S. aureus/Staphylo-
coccus intermedius group (SIG); and the rest (15.38%) were coagulase-negative staphylococci (CNS): S. lentus
and S. xylosus. High phenotypic values of antibiotic resistance were detected, especially against [3-lactams,
where 100% of the strains isolated in this study were resistant to natural penicillin, and more than 45% were
resistant to other antibiotics of the same group. In addition, molecular analysis by PCR showed that 23.08% of
the staphylococcal isolates were MRS.

Keywords: Staphylococci, dogs, antibiotic resistance, methicillin.

INTRODUCCION son catalasa negativas. Estas caracteristicas son

utiles para diferenciar al género Staphylococcus

Las bacterias del género Sthaphylococcus
tienen forma cocoide, con 0,5-1,5 ym de didme-
tro, son Gram positivas, se dividen en mds de
un plano para agruparse de forma caracteristica
en racimos irregulares, son inméviles y no es-
poruladas, pero pueden resistir en sus hospeda-
dores y medio ambiente durante largos periodos
de tiempo. Son bacterias que resisten un amplio
espectro de temperaturas y elevada concentra-
cién salina en su medio (Smeltzer y Beenken,
2013). Ademads, son anaerobias facultativas,
oxidasa negativas y catalasa positivas, menos
S. aureus subsp. anaerobious y S. sacharolyti-
cus, que no crecen en condiciones aerobias y

ssp. de otros cocos Gram positivos y catalasa
positivos como Streptococcus y Enterococcus
(Smeltzer y Beenken, 2013). Estas bacterias es-
tdn muy presentes en la naturaleza, colonizando
la piel y mucosas, o presentdndose transitoria-
mente en el intestino tanto de mamiferos como
de aves (De La Fuente y Orden, 2002). Son
patégenos oportunistas, con accién piogénica.
El género se divide segun la capacidad de pro-
ducir la enzima coagulasa, considerada factor
de virulencia por convertir en el plasma el fibri-
ndgeno en fibrina. Asi tenemos los estafilococos
coagulasa positivos (ECP), como S. aureus y S.
pseudintermedius, y los estafilococos coagulasa
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negativos (ECN), de menor virulencia (Quinn
et al., 2019).

La especie mds estudiada dentro de este
género ha sido S. aureus. Esta especie cuenta
con una gran variedad de factores de virulencia,
como las enzimas: lipasa, hialuronidasa, elasta-
sa o coagulasa, entre otras. Esta ultima puede
hacer que la cantidad de fibrina que produce
proteja a las bacterias de la accién fagocitica.
También existen componentes en la superficie
de la bacteria, como la proteina A, que evita la
opsonizacién y posterior fagocitosis por las cé-
lulas de la respuesta inmunitaria innata (Quinn
et al.,2019). Ademas, puede producir una gran
variedad de toxinas como la leucocidina, que
provoca lisis de leucocitos, toxinas hemoliticas
(alfa, beta, gamma y delta), enterotoxinas (A,
B, C, D, E, F), la toxina del sindrome del cho-
que toxico (TSST-1), que provoca reacciones
superantigénicas, y toxinas exfoliativas (Ay B),
causantes de dermatitis pustulosas (Markey et
al., 2013). Por tltimo, se sabe que los neutréfi-
los, recursos fundamentales en defensa, pueden
actuar como “Caballo de Troya” de S. aureus.
Esto le permite, protegerse de la accién antibio-
tica, y les capacita para alcanzar otras localiza-
ciones del cuerpo. Este mecanismo patogénico
es muy relevante en pacientes inmunodeprimi-
dos (Bongers et al., 2019).

S. aureus coloniza mayoritariamente la piel
y mucosas del ser humano, siendo su principal
reservorio, pero no el tnico. Se estima que el
15% de la poblacion es portadora permanente
de la bacteria en las fosas nasales, porcentaje
que puede ascender hasta el 80% en personal
sanitario o personas inmunodeprimidas (Taylor
y Unakal, 2017). El espectro de enfermedades
que abarca es muy amplio, desde infecciones
cutdneas, forunculos o abscesos entre otros,
hasta procesos cardiovasculares o respiratorios;
los casos mds graves estdn asociados normal-
mente a entornos hospitalarios, con tasas de
mortalidad en torno al 20% (Cheung et al.,
2021). No obstante S. aureus afecta también
a otras especies animales, generando grandes

pérdidas econémicas en produccién animal. En
ganado bovino de leche, se asocia a cuadros
de mamitis, con gran pérdida de la produccién
lechera, en cunicultura se asocia a casos de ma-
mitis, dermatitis o pododermatitis, y en avicul-
tura a casos de dermatitis gangrenosa o artritis
séptica (Haag et al., 2019). En perros y gatos,
provoca infecciones supurativas, al igual que S.
pseudintermedius (Quinn et al., 2019).

El Grupo Staphylococcus intermedius (GSI),
fue definido el afio 2005 tras una reclasificacion
de las especies pertenecientes a este género, ba-
sada en andlisis moleculares de varias cepas de
origen animal, lo que hizo que se agrupan bajo
este término las especies: S. intermedius, S. del-
phini 'y S. pseudintermedius, siendo esta dltima,
la especie mds prevalente en perros (Rios et al.,
2015). Los hospedadores naturales son el perro
y el gato, en los que se describen prevalencias
del 46.2% y 6.8%, respectivamente. Esta es-
pecie también ha sido aislada en el ser huma-
no, considerdndose un hospedador transitorio.
Las infecciones principalmente son cutdneas, y
abarcan desde foliculitis bacteriana superficial
hasta infecciones de estratos mds profundos
como la celulitis o forunculosis. Ademas, han
sido aisladas también en otitis e infecciones del
tracto urinario (Carroll et al., 2021).

En 1988, se aislé6 de humanos una nueva
bacteria con actividad coagulasa negativa, des-
crita como S. schleiferi subsp. schleiferi. Dos
afios mas tarde, fue aislada del meato auditivo
externo en perros, la subespecie, coagulasa po-
sitiva, S. schleiferi subsp. coagulans (May et
al., 2005). Estas especies han sido reclasifica-
das como S. schleiferi y S. coagulans. Es esta
ultima, la que se considera comensal y patégeno
oportunista en perros, con reservorio en la piel
y canal auditivo externo y causante de pioder-
mas u otitis en canidos. De forma poco comun,
también puede causar en personas inmunode-
primidas infecciones oportunistas (Abouelkhair
y Kania, 2024).

Los Estafilococos Coagulasa Negativos (ECN)
forman parte de la microbiota habitual de piel y
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mucosas de personas y animales, y su incidencia
en humanos se ha incrementado en los tltimos
afios debido a cambios poblacionales, como con-
secuencia del aumento de pacientes prematuros,
geriatricos, enfermos crénicos o inmunodeprimi-
dos. Esto ha provocado la aparicién de una gran
cantidad de infecciones, causadas por microorga-
nismos considerados como no patégenos o de es-
casa virulencia (Becker ef al., 2014). En este gru-
po se encuentra S. epidermidis, que es la especie
de estafilococo mds aislada en el epitelio humano.
Esta bacteria se asocia a contaminaciones intra-
hospitalarias de dispositivos médicos permanen-
tes, como por ejemplo los catéteres intravenosos
o las vélvulas protésicas cardiacas (Otto, 2009).
También se incluye en este grupo a S. lentus, que
pertenece al grupo de S. sciuri, y que ha sido aisla-
da en procesos infecciosos en personas y animales
(Nemeghaire et al., 2014). La especie S. felis se
descubri6é en 1989 a través de muestras aisladas
en gatos. Se trata de una bacteria comensal en ga-
tos, que puede provocar infecciones oportunistas
como infecciones en piel, tracto urinario u oido
externo (Sips et at., 2023). S. xylosus es una es-
pecie comensal comun en mamiferos, pequefios
mamiferos o ganado, donde su elevada cantidad
explica su presencia en los productos carnicos. Su
aislamiento también ha sido descrito en humanos,
aunque de forma menos frecuente (Leroy ef al.,
2017).

Los antibidticos juegan un papel fundamental
en la prevencién y tratamiento de infecciones
bacterianas, sin embargo, un uso inadecuado de
ellos puede desencadenar cambios en las bacte-
rias que provocan una pérdida de sensibilidad
y por tanto dejen de responder a estos medica-
mentos. El aumento en el nimero de bacterias
resistentes a tratamiento antibidtico estd provo-
cando un serio problema a nivel mundial, del
que se alerta desde la Organizaciéon Mundial de
la Salud (OMS) (Chinemerem Nwobodo et al.,
2022). Las infecciones estafilocécicas disminu-
yeron su gravedad desde el descubrimiento de
los antibidticos f-lactdmicos, que imposibilitan
la sintesis de peptidoglicanos de la pared bacte-

riana (Rios et al., 2015). Sin embargo, algunas
cepas de este género que codifican para el gen
mecA son capaces de convertir la proteina fijado-
ra de penicilinas (PBP) en una proteina alterada
(PBP2), con menor afinidad por estos antibidti-
cos. Estas cepas reciben el nombre de estafiloco-
cos resistentes a la meticilina (SRM), dentro de
este grupo destacan los S. aureus resistentes a la
meticilina (SARM) y S. pseudintermedius resis-
tentes a la meticilina (SPRM), cepas resistentes
a todo el espectro de antibiticos [-lactamicos
(Weese y Van Duijkeren, 2010). Partiendo de
esta situacién surgen dos nuevos problemas: en
primer lugar, este gen mecA localizado en el cas-
sete cromosomico mévil, puede ser transferido
de una bacteria del género a otra, creando una
nueva cepa de SRM, y por otro lado, es muy
comun encontrar que estas cepas, ademds de ser
resistentes a los [3-lactdmicos, lo son también a
otras familias de antibidticos, y por tanto se les
considere como cepas multirresistentes (Rios et
al., 2015). En la clinica veterinaria, se describen
con una frecuencia cada vez mds habitual la apa-
ricién en perros y gatos de piodermas causados
por cepas de SRM, insensibles a los antimicro-
bianos cominmente utilizados, lo que dificulta
las opciones terapéuticas en infecciones adquiri-
das (Gould et al., 2020). También, como bacte-
rias comensales, los estafilococos se exponen de
forma indirecta a tratamientos antibi6ticos sisté-
micos, aunque no sean estas mismas el objetivo
del mismo, pudiendo generar cepas resistentes
(Gortel, 2020).

Las zoonosis estafilococicas se producen por
una colonizacién de piel y mucosas, que poste-
riormente evoluciona a infeccion cuando existen
traumatismos como heridas en la piel. General-
mente en pacientes inmunocompetentes estas in-
fecciones suelen ser superficiales causando abs-
cesos, foliculitis o piodermas. Pero en casos mds
graves, pueden generalizarse y provocar una bac-
teriemia desencadenando una neumonia, endocar-
ditis o sinusitis entre otras afecciones (Bauerfeind
etal.,2016). En el caso de S. aureus, los humanos
actiian de reservorio principal para los saltos inte-
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respecie. Esta especie, no coloniza comtinmente
a perros y gatos, solo de forma transitoria, y las
cepas de S. aureus aisladas en mascotas tienen su
origen mayoritariamente en los propietarios. Esta
capacidad de cruzar barreras especificas de cada
hospedador se debe a la larga proporcion de los
elementos genéticos moviles en el genoma de la
bacteria (Haag et al., 2019). Al contrario, sucede
con S. pseudintermedius, donde los humanos son
colonizados de forma transitoria a través del con-
tacto con sus mascotas infectadas con esta especie
(Carroll et al., 2021). Ademas, los SRM, podrian
ser especialmente prevalentes en lugares con ani-
males enfermos tratados con agentes antimicro-
bianos, como los hospitales veterinarios (Fefler
et al., 2018), o en salones de peluqueria canina,
a donde pueden acudir pacientes con alteraciones
cutdneas y por tanto elevar el riesgo de transmi-
sion (Gould et al., 2020). También, la coloniza-
cién en personas por SPRM aumenta si estdn en
contacto con una mascota con SPRM oscilando
entre el 3-50% en propietarios y veterinarios clini-
cos (Rios et al., 2015). Sin embargo, en medicina
humana, S. pseudintermedius se sigue diagnosti-
cando errébneamente como S. aureus, mucho mas
prevalente en personas. Se recomienda por tanto
valorar en el diagnéstico diferencial de infeccio-
nes invasivas, en personas que tengan un contacto
estrecho con perros, la posibilidad de que sea S.
pseudintermedius la especie implicada (Wang et
al., 2013). En vista de la importancia que ha ad-
quirido en los dltimos afios la patologia causada
por estafilococos multirresistentes en diversas es-
pecies animales de interés veterinario, la hipdtesis
de partida de este estudio es que muchas de las
infecciones producidas en estas especies anima-
les, especialmente las cutdneas, pueden estar aso-
ciadas a estafilococos que presenten resistencia a
antibidticos y, por tanto, podrian ser una fuente
importante de transmision a los seres humanos,
por el estrecho contacto que existen entre ambos.
Por ello, los objetivos de este estudio fueron (I)
aislar e identificar microorganismos del género
Staphylococcus a partir de muestras clinicas cu-
taneas de cdnidos y félidos, (II) analizar sobre las

cepas aisladas los perfiles de sensibilidad/resis-
tencia a antibiéticos pertenecientes a diferentes
familias, (II[) detectar cepas resistentes molecu-
larmente mediante la identificacién del gen mecA
de resistencia a meticilina.

MATERIAL Y METODOS
1. Muestras analizadas

Para el estudio se tomaron muestras de un to-
tal de 16 animales domésticos o en cautividad.
Las muestras se obtuvieron mediante frotis con
escobillones estériles de lesiones dermatolégicas
representativas, excepto en los casos 1, 3 y 16
(Tabla 1), en los que las muestras se obtuvieron
de moco nasal (muestra 1), de un absceso intrab-
dominal localizado intraoperatoriamente (muestra
3) o de pulmén durante la necropsia del animal
(muestra 16). Los escobillones fueron mantenidos
en medio de transporte Stuart a 4°C y no mas de
48 horas, hasta su siembra en los laboratorios de la
Unidad Docente de Microbiologia e Inmunologia
de la Facultad de Veterinaria de Murcia (Tabla 1).
Este estudio no requirié aprobacién del Comité
de Experimentacion Animal, porque la toma de
muestra fue realizada por un veterinario durante
la exploracién clinica de animales que acudieron
a consulta y presentaron lesiones dérmicas com-
patibles con infecciones estafilocdcicas.

2. Aislamiento

Para el aislamiento de los estafilococos se em-
plearon los medios de cultivo: Agar nutritivo y
Agar manitol salado. El Agar nutritivo es un me-
dio de cultivo no selectivo, utilizado para microor-
ganismos con escasas necesidades nutricionales.
El Agar manitol salado, al contrario, es un medio
selectivo y diferenciador, utilizado comiinmente
en el aislamiento de estafilococos. Posee una alta
concentraciéon de sal, y permite diferenciar los
estafilococos fermentadores o no del manitol, el
medio vira de rojo a amarillo cuando hay una
produccién de 4cidos como consecuencia de la
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Tabla 1. Identificacion inicial de las muestras seglin especie, patologia y procedencia.

NUMERO ESPECIE PATOLOGIA CENTRO DE PROCEDENCIA
1 Canis familiaris Rinitis crénica C.V. Esperanza Ribes (Alicante)

2 Felis silvestris catus Dermatitis miliar C.V. Esperanza Ribes (Alicante)

3 Felis silvestris catus Absceso intrabdominal C.V. Esperanza Ribes (Alicante)

4 Canis familiaris Pioderma C.V Doctor Bernal (Murcia)

5 Canis familiaris Fistula H.C.V (Murcia)

6 Canis familiaris Pioderma C.V. Doctor Bernal (Murcia)

7 Canis familiaris Pioderma C.V. Doctor Bernal (Murcia)

8 Canis familiaris Pioderma C.V. Wecan De Carreres (Alicante)
9 Canis familiaris Pioderma C.V. Wecan De Carreres (Alicante)
10 Canis familiaris Pioderma C.V. Wecan De Carreres (Alicante)
11 Canis familiaris Pioderma C.V. Wecan De Carreres (Alicante)
12 Canis familiaris Pioderma C.V. Doctor Bernal (Murcia)

13 Canis familiaris Pioderma C.V. Wecan De Carreres (Alicante)
14 Canis familiaris Pioderma C.V. Wecan De Carreres (Alicante)
15 Canis familiaris Pioderma C.V. Wecan De Carreres (Alicante)
16 Cuon alpinus Neumonia septicémica Terra Natura Benidorm (Alicante)

C.V.: Clinica Veterinaria. H.C.V: Hospital Clinico Veterinario UMU.

fermentacion de este azicar. A partir del hisopo
transportado en el medio Stuart, se hizo una siem-
bra por extension superficial en estria en cada uno
de estos medios. Posteriormente, se incubaron en
la estufa a 37°C durante 24 horas.

3. Identificacion

Para la identificacion de las colonias que cre-
cieron en los medios de cultivo anteriormente
indicados, se realizaron las siguientes pruebas:

3.1. Tincibn GRAM: permite verificar la
morfologia, la agrupacién en racimos caracte-
ristica de los estafilococos, asi como la colora-
cidn violeta caracteristica de las bacterias Gram
positivas. Aquellas muestras identificadas como
estafilococos fueron resembradas en Agar Trip-
tosa inclinado, con la finalidad de conservar y
obtener un cultivo puro de la bacteria. A partir
de estos cultivos se realizaron:

3.2. Prueba de la coagulasa: fundamental
en la distincion de ECP y ECN. Para su rea-
lizacién se sembrd el microorganismo aislado
empleando un asa de siembra en un tubo de
hemdlisis con plasma de conejo citratado, que
se incubd a 37°C durante 24 horas. Esta prue-
ba fue interpretada a las 24h, considerdndose
positiva (ECP) si el plasma habia coagulado
(por la conversion del fibrin6geno en fibrina), o
negativa (ECN) en la situacién contraria.

3.3. Galeria Biomérieux API Staph®: per-
mite la identificacién de bacterias de los géne-
ros Staphylococcus, Micrococcus y Kokuria, a
través de un sistema estandarizado de 20 mi-
crotubos de pruebas bioquimicas. Para su uti-
lizacién se preparé una suspension bacteriana
y se inocularon los microtubos de la galeria,
siguiendo las instrucciones del fabricante (Bio-
mérieux). Una vez transcurrido el tiempo de
incubacién (24 horas a 37°C), se interpretaron
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cada una de las pruebas, afladiendo reactivos
especificos. y se recurrié a la aplicacion infor-
matica APIWEB de Biomérieux para identificar
las especies aisladas.

4. Estudio de la resistencia a los antibioticos

Para determinar la susceptibilidad in vitro de
los estafilococos aislados empleamos el método
de difusién en discos (también conocido como
prueba de Kirby-Bauer). Para ello se realizé una
siembra en sdbana con 100ul de la suspension
bacteriana en placas de Petri con Agar Mueller-
Hinton, sobre la que se aplicaron 7 discos de
antibiéticos de forma equidistante, incubdndose
posteriormente en la estufa durante 24 horas a
37°C. Los antibidticos empleados fueron: peni-
cilina, amoxicilina, ampicilina, oxacilina, tetra-
ciclina, gentamicina y cefoperazona. Para la va-
loracion de la eficacia de la accion antibidtica, se
midié el diametro en mm, del halo de inhibicion
alrededor del disco antibiético. Los valores de
referencia se reflejan en la tabla 2.

Para la deteccién de genes especificos de re-
sistencia a antibioticos, se realizdé una PCR con-
vencional cuyo gen diana fue el gen mecA de
los SRM. En primer lugar, se realizé la extrac-
cion del ADN de los estafilococos. Para ello, se
recogieron de 10-20 colonias y se suspendieron
en 200 pl de agua destilada. Los tubos fueron
calentados durante 10 minutos a 100°C y cen-
trifugados para lograr una correcta homogeni-
zacion del contenido. Este ADN fue conservado
en refrigeracion hasta su utilizacién.

Para la detecciéon y amplificaciéon del gen
mecA se realizé6 una PCR convencional (Zhang
et al., 2004), en una cabina de PCR aislada del
exterior (Modelo DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T
Lam Technics). En cada reaccién se utilizé un
volumen final de 20 microlitros (ul) con el kit
NXT Taq PCR EURx®, al que se adicionaron los
cebadores especificos (Tabla 3) y 1 ul de ADN
extraido de la muestra. Como control negativo,
se utiliz6 1 pl de agua destilada estéril y como
control positivo 1ul de ADN extraido de una cepa
control SRM.

Tabla 2. Valores de referencia de interpretacién del antibiograma para estafilococos del Instituto
de estdndares clinicos y de laboratorio (CLSI, 2011).

Contenido (disco) Sensible (S) Intermedio (I) Resistente (R)
Penicilina 10 UI =29 mm - <28 mm
Amoxicilina 20 pg 220 mm - <19 mm
Ampicilina 10 pg 229 mm - <28 mm
Oxacilina 1 ug =18 mm - <17 mm
Tetraciclina 30 pg =19 mm 15-18 mm <I4 mm
Gentamicina 10 pg =15 mm 13-14 mm <12 mm
Cefoperazona 30 pg >21 mm 16-20 mm <15 mm
UI: unidades internacionales, pg: microgramos; mm: milimetros de didmetro.
Tabla 3. Cebadores empleados para la PCR.
Gen diana Nombre (secuencia de los cebadores) Concentraciéon Tamaio del
(5°-3%) amplicon

mecA MecAl

(GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATAA) 450 nM

MecA2

(CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA A) 450 nM 310 pb

PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa.
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Para llevar a cabo la PCR se usé un termo-
ciclador Hangzhou Bioer Technology (modelo
TC-96/G/H(b)C), que fue programado de la si-
guiente manera: una desnaturalizacién inicial a
95°C/3min, seguido de 35 ciclos de desnaturali-
zacion a 95°C/15seg, acoplamiento a 60°C/15seg
y elongacién a 72°C/15seg. Por ultimo, se realiz
una extension final de 72°C/1min. Una vez fina-
lizados los 35 ciclos, los amplicones se corrieron
sobre un gel de agarosa (Pronadisa Laboratorios
CONDA. Espafia) al 1.5% tefiido con Midori
Green (Nippon Genetics), para ello se utilizé una
cubeta de electroforesis horizontal (Modelo DN-
CN-BN, LABOLAN S.L.). Finalmente, para la
visualizacién de los fragmentos amplificados se
empleé un transiluminador (FastGene© Blue/
Green LED Transilluminador, Nippon Europe
Genetics).

RESULTADOS

De las 16 muestras iniciales que formaron
parte del estudio, se aislaron un total de 13 cepas
de estafilococos. De las muestras 1,2,3 y 9, no

se consigui6 aislar ningiin estafilococo. Después
del cultivo de la muestra 15, se aislaron 2 tipos
de colonias de estafilococos que identificamos
como: colonias grandes (15G) y colonias peque-
fias (15P). Ademads, debemos mencionar que las
muestras 7 y 12 pertenecian a un mismo animal
que fue muestreado dos veces, con un intervalo
de muestreo de 3 semanas entre ambos (Tabla 1).

La interpretaciéon de la galeria APl y de la
prueba de la coagulasa, permitid identificar las
especies de estafilococos que se detallan en la
tabla 4. Los resultados muestran que el 84.62%
de las muestras resultaron ser ECP, y el 15.38%
restante se englobaron en el grupo de los ECN.
Al ser la galeria API una prueba disefiada para
microbiologia humana, no se pudo discernir en-
tre S. aureus y el GSI, de caracteristicas bioqui-
micas muy similares.

La interpretacién del antibiograma se hizo
en base a los valores estidndar para estafilococos
segtn el Instituto de estdndares clinicos y de la-
boratorio (CLSI, 2011) recogidos en la Tabla 2,
midiendo el didmetro del halo de inhibicién para
cada antibidtico, lo que se refleja en la Tabla 5.

Tabla 4. Resultados de la interpretacion de la prueba de la coagulasa y de la galeria API Staph.

MUESTRA COAGULASA IDENTIFICACION API PROBABILIDAD
4 + S. aureus/S. intermedius 97.7%
5 - S. lentus 99.4%
6 + S. aureus/S. intermedius 97.7%
7 + S. aureus/S. intermedius 97.7%
8 + S. aureus/S. intermedius 88.4%
10 + S. aureus/S. intermedius 97.1%
1 + S. aureus/S. intermedius 97.7%
12 + S. aureus/S. intermedius 97.7%
13 + S. aureus/S. intermedius 91.6%
14 + S. aureus/S. intermedius 97.7%

15G + S. aureus/S. intermedius 95.5%
15P + S. aureus/S. intermedius 96%
16 - S. xylosus 97.6%




AN. VET. (MURCIA) 39: 1-15 (2025). AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y RESISTENCIA ANTIBIOTICA... VIDAL-AMOROS, V., ET AL 9

Tabla 5. Resultados de los antibiogramas.

4 5 6 7 8 10 11 12 13 14 15G 15P 16 %R total

PNG R R R R R R R R R R R R R 100%

AMP R R S R R R R R R R R R S 84.62%
OXC S R S R S S S R R S R S R 46.15%
AMX S R S R S R S R R R R R S 61.54%
CPZ S S S I S R R 1 I I R I I 23.08%
CN S S R S S S R S S R R 1 30.77%
TET R 1 R R S S S R S R S S S 38.46%

PNG (penicilina), AMP (ampicilina), OXC (oxacilina), AMX (amoxicilina), CPZ (cefoperazona),
CN (gentamicina) y TET (tetraciclina). R (resistente), S (sensible), I(intermedio), %R total (por-

centaje de resistencia total).

La PCR convencional para la deteccién del
gen mecA mostré resultados positivos para las
muestras: 7, 12 y 13 (Figura 1). No obstante,
como ya ha sido mencionado, dos de ellas, la 7

y la 12, pertenecian al mismo animal.

DISCUSION

En el presente estudio se consiguieron aislar
13 cepas de estafilococos procedentes de 12 de
las 16 muestras analizadas, lo que representa un

C(-): control negativo.

Figura 1. Gel de agarosa con productos de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para
deteccion del gen mecA.
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75% del total de muestras. Este microorganis-
mo que coloniza cominmente la piel y mucosas
ejerce su accion patégena de manera oportunis-
ta, desde infecciones mas superficiales, hasta
infecciones generalizadas que entrafian riesgo
para la vida, en diferentes especies animales y
en humanos (Sanz, 2013; O’Gara, 2017).

La interpretacién de la galeria API per-
mitié identificar diferentes especies de estafi-
lococos, donde el diagnéstico microbioldgico
con la prueba de la coagulasa determiné que
el 84.62% de las cepas fueron ECP, siendo el
resto, 15.38%, cepas ECN. Como apuntan otras
revisiones y estudios, los ECP, presentan mayor
virulencia, aislandose con mayor frecuencia de
procesos patolégicos, en comparacion con los
ECN (Castellanos et al., 2011).

Los test bioquimicos disponibles en el mer-
cado, como es el caso de la galeria API Staph,
estdn disefiados para el diagndstico de muestras
de procedencia humana, por lo que no permi-
ten diferenciar S.aureus del GSI, en el caso de
muestras procedentes de animales. Para verificar
con exactitud la especie concreta, deberiamos
emplear técnicas mds especificas. Un ejemplo
de protocolo se describe en un estudio reciente,
donde realizaron en primer lugar la desorcién/
ionizacién ldser asistida por matriz (MALDI-
ToF), para comprobar si las cepas aisladas de
estafilococos pertenecian al GSI, y posterior-
mente por PCR la identificacién de la especie
especifica dentro de este grupo (Viegas et al.,
2022). El GSI, incluye entre otras especies, al
S. pseudintermedius, que es colonizador prin-
cipal en perros (Han et al., 2016; Stempelova
et al., 2022). Ademds, hay que tener en cuenta
que las muestras de este estudio pertenecen a
aislamientos de piodermas en perros, donde S.
pseudintermedius es el microorganismo mas
comtinmente aislado, como apuntan numerosos
estudios (Vasilescu & Togoe, 2014; Loeffler &
Lloyd, 2018; Nakaminami et al., 2021). Por
este motivo podriamos considerar como prime-
ra opcidén en estos casos, S. pseudintermedius
en lugar de S. aureus.

En este estudio, hubo dos muestras identifi-
cadas como ECN, microorganismos que pueden
ser patdgenos en situaciones de inmunosupre-
siéon. En la muestra 16, una cepa de S. xylo-
sus procedente de un proceso septicémico, que
venia de presentar otras comorbilidades en los
dltimos meses, y en la muestra 5, una cepa de
S. lentus procedente de un absceso inguinal en
un animal inmunocomprometido. Estos patdge-
nos nosocomiales son comtinmente aislados en
casos clinicos descritos en animales y personas
(Mazal y Sieger, 2010; Rissi et al., 2015; Gior-
dano et al., 2016).

Los resultados microbiolégicos, concuerdan
con los de otros estudios sobre la materia, don-
de se han aislado los microorganismos S. pseu-
dintermedius, S. lentus y S. xylosus en muestras
caninas de individuos enfermos y sanos, siendo
el primero de ellos, el principal patégeno der-
matolégico en estos animales (Kasprowicz et
al., 2011; Levi, 2024). No obstante, debido al
limitado nimero de muestras utilizadas en este
estudio, no se han detectado otras especies de
estafilococos relativamente frecuentes, como S.
coagulans, agente causante de piodermas en va-
rios estudios (Costa et al., 2021; Lai et al., 2022).

Las cepas de estafilococos de este estudio
presentaron un destacado perfil de resistencia
frente a los antibiticos [-lactdmicos, donde
estos microorganimos manifestaron su resisten-
cia en el 100% de los casos a la penicilina.
Resultados similares fueron descritos por Levi
con muestras espafiolas, donde todos los ca-
sos también fueron resistentes a este antibiético
(Levi, 2024). De las penicilinas sintéticas, los
estafilococos fueron altamente resistentes en el
84.62% de los casos a la ampicilina, porcentajes
similares han reportado otros estudios recien-
tes (Bertelloni et al., 2021, Lord et al., 2022),
con menor resistencia a la oxacilina, 46.15%,
al igual que otros estudios (Makwana et al.,
2023) y amoxicilina, 61.54%. En este estudio
se detecté una mayor resistencia de los estafi-
lococos a este ultimo antibiético que la descrita
en otros estudios donde se combinaba con 4cido
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clavuldnico (Chanayat ef al., 2021; Makwana et
al., 2023). Por otro lado, los estafilococos fue-
ron resistentes a la cefoperazona en el 23.08%
de los casos, presentando una sensibilidad in-
termedia, del 46.15%. En vacas con mastitis,
también se ha reportado llamativa sensibilidad
intermedia de estas bacterias al citado antibi6ti-
co (Wald er al., 2019), y perfiles de resistencia
que estdn aumentando respecto a afios anterio-
res (Karell et al., 2024).

Por otra parte, los estafilococos del presente
estudio mostraron una resistencia del 30.77% a
la gentamicina, similar a otros estudios recientes
con estafilococos (Bertelloni et al., 2021; Levi,
2024) y fueron resistentes en el 38.48% de los
antibiogramas a la tetraciclina, porcentaje seme-
jante al del estudio de Viegas et al. (2022).

Por el otro lado, las PCR mostraron que
un 23.08% de las cepas aisladas fueron SRM.
Comparando las muestras positivas con su an-
tibiograma, se observé que las muestras 7 y 12
(procedentes del mismo animal), son resistentes
a todos los antibiéticos menos a la cefoperazo-
na, que presenta sensibilidad intermedia. Este
hecho nos permite afirmar que se trataba de una
bacteria multirresistente, debido a su capacidad
de resistir in vitro al menos a un agente de tres
0 mds categorfas antibidticas (Magiorakos et
al.,2012), hecho que concuerda con la historia
clinica de este animal, que volvidé a consulta
tras 3 semanas sin mejoria tras el tratamiento
antibidtico prescrito. La muestra 13, conside-
rada SRM molecularmente, también lo es feno-
tipicamente al presentar perfil de resistencia a
los antibidticos P-lactdmicos, con sensibilidad
intermedia a la cefalosporina, aunque sensible
a la gentamicina y tetraciclina. Existen otras
revisiones y estudios que sefialan que las pobla-
ciones de SPRM, patégeno supuesto como cau-
sante de los piodermas estudiados, tienen una
prevalencia que oscila del 7 al 66% en perros
que presentan esta patologia, y varia mucho en-
tre paises (Rios et al., 2015). En Europa conti-
nental, esta prevalencia se estima alrededor del
30% (Loeffler & Lloyd, 2018). Si ademas, las

muestras proceden de animales refractarios al
tratamiento antibidtico, podria llegar al 100%
de aislamientos SPRM (Silva et al., 2021).

Estd claro que la resistencia a antibiéticos
es un problema latente que se ha comproba-
do en este estudio. Pese a que el 23.08% de
las muestras presentaban el gen mecA, la resis-
tencia fenotipica a los P-lactdmicos mostrada
en los antibiogramas de los estafilococos fue
superior, y es que el gen mecA no es el tinico
gen implicado en la resistencia a esta clase an-
tibidtica. Existen otros mecanismos, descritos
en varios estudios y revisiones, como los genes
blaZ o bla,, , que también confieren resistencia,
y otros genes similares que codifican resistencia
a tetraciclinas, como los fef(K), tet(L) o tet(M),
o para aminoglucésidos como la gentamicina,
los genes aacA-aphD (Schwarz et al., 2018).

Las claves para reducir el riesgo de resis-
tencias a la hora de elegir un tratamiento para
piodermas, pueden ser, aplicar tratamiento topico
en piodermas superficiales, evitando que otros
microorganismos no diana en otras localizacio-
nes se vean expuestos (Gortel, 2020), o un tra-
tamiento combinado tépico y sistémico si son
piodermas profundos, previo cultivo y estudio de
la sensibilidad antimicrobiana (Loeffler y Lloyd,
2018). Algunos agentes antibacterianos probados
con accion antiestafilocdcica son la clorhexidina,
mupirocina, polimixina B, 4cido fusidico o sulfa-
diazina argéntica (Valentine, 2019).

CONCLUSIONES

En conclusion, este estudio revela una alta
prevalencia de Staphylococcus spp. en muestras
clinicas procedentes de cdnidos, ya que en el
85.7% (12/14) de las mismas se aisld alguna
especie de este microorganismo. La mayoria de
las cepas de estafilococos aisladas pertenecen
al grupo de los ECP (84.6%) frente a los ECN
(15.4%), lo cual es coherente con la patologia
que muestran los animales muestreados. La ma-
yoria de las cepas de estafilococos identificados
causantes de piodermas caninas pertenecen al
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Grupo Staphylococcus intermedius, posible-
mente a la especie S. pseudintermedius, aunque
no hayamos podido discernir esta especie de
S. aureus en este estudio. La interpretacion de
los antibiogramas arrojé preocupantes datos de
resistencia antibidtica, especialmente frente a
los antibidticos P-lactdmicos, siendo los estafi-
lococos aislados resistentes en el 100% de los
casos a penicilina G natural y en un 84.62% a la
ampicilina. Pese a que en el estudio molecular
se detectd que el 23.1% de los estafilococos ais-
lados portaban el gen de resistencia a la metici-
lina, el estudio fenotipico mostré un porcentaje
superior de resistencia de los estafilococos a
los antibidticos P-lactdmicos, lo que sugiere la
existencia de otros mecanismos de resistencia
en paralelo.
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