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RESUMEN:

El género Staphylococcus, esta formado por un importante grupo de bacterias
patégenas oportunistas y ubicuitarias, capaces de colonizar piel y mucosas, tanto de
personas como de animales. Las especies con una mayor relevancia a nivel clinico,
son particularmente Staphylococcus aureus y Staphylococcus intermedius/
pseudointermedius. Estos microorganismos se caracterizan, por su capacidad de
transmisién de resistencia a antibidticos, fundamentalmente al grupo de los [-

lactamicos, entre los que se incluye la meticilina.

Las infecciones causadas por los Staphylococcus resistentes a meticilina
(MRSA), son una de las causas mas importantes de morbilidad y mortalidad de los
animales de compainiia. Uno de los principales problemas con el que nos encontramos,
es, la repercusion que esas resistencias detectadas en el entorno veterinario, van a
tener en medicina humana, ya que estos microorganismos, son potencialmente
zoonoticos. Por ello, el objetivo del estudio, fue conocer la distribucion de las cepas de
S. aureus y de S intermedius/ pseudointermedius en animales de compafia, asi como
la caracterizacion fenotipica y genotipica de sus resistencias a antibiéticos. El trabajo
se completd con la valoracion de la fiabilidad y grado de acuerdo existente entre las
pruebas diagnodsticas disponibles y utilizadas de forma habitual para detectar dichas

resistencias.

La metodologia de trabajo se centré en el muestreo de animales de compania
con el fin de aislar e identificar la presencia de S. aureus y S. intermedius/
pseudointermedius. Estos aislamientos se completaron con la determinacion de los
patrones fenotipicos de resistencia a los antibidticos de mayor interés en medicina
humana y veterinaria, mediante los test de Difusién en disco de Kirby Bauer (KB) y la
determinacion de las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMIs). También se
caracterizaron los patrones de resistencia a B-lactdmicos, mediante el test de
aglutinacion para la proteina PBP2a (especifica de cepas resistentes a aquellos
antibioticos). Finalmente, aquellas cepas con patrones de resistencia fenotipica que
suponian un riesgo para la Salud Publica, se tipificaron genéticamente por PCR a

través de la deteccidn directa del gen mec- A.

El estudio se concluyé con la determinacion de la fiabilidad de las pruebas
utilizadas mediante los parametros de sensibilidad, especificidad y valores predictivos
positivo y negativo, de los test. El grado de acuerdo entre las pruebas se definio

mediante el valor Kappa.



Se muestrearon un total de 135 animales, de los cuales, las especies mas
representadas fueron perros (71,85%), y caballos (14,81%). De las cepas
identificadas, un 23,93% fueron S. aureus y un 76,06% S. intermedius/
pseudointermedius. La prevalencia de cepas de S. intermedius/ pseudointermedius fue
muy elevada, mientras que en caballos, fue S. aureus el que presenta la prevalencia

mas alta.

Los test de KB, pusieron de manifiesto, que un alto porcentaje de cepas de
estafilococos presentaron resistencias a la estreptomicina (90- 100%), y un bajo
porcentaje a las quinolonas (10- 25%). Se mostraron altos porcentajes de cepas
resistentes a (- lactamicos en S. aureus. S. intermedius/ pseudointermedius,
evidenciaron bajos porcentajes de resistencias a - lactamicos tales como meticilina
(16,36%), oxacilina (14,55%), y cefoxitina (1,82%).

Mediante la determinacion de las CMIs se observd que un 50% de los S.
aureus, eran resistentes a penicilina, en contraste con el 0% de resistencia a
vancomicina, distribucién practicamente similar a lo observado en S. intermedius/
pseudointermedius. Las proporciones de resistencia para oxacilina y amoxicilina
fueron mas bajas; resultados estos, que no coincidian con los obtenidos mediante el
Test de KB.

Un alto porcentaje de cepas fueron positivas a la presencia de la proteina
PBP2a, siendo ese porcentaje similar en S. aureus (43,75%) y en S.
intermedius/pseudointermedius (38,18%). Las cepas consideradas de riesgo para la
Salud Publica y analizadas por PCR fueron principalmente S. intermedius/
pseudointermedius (20), estas en su mayoria fueron negativas a la presencia del gen
mec- A (13) y procedentes de aislamientos de perros; de las cepas de S. aureus

aisladas (8), practicamente todas fueron positivas a la presencia de dicho gen (7).

Considerando que estos son microorganismos potencialmente zoondéticos, es
posible el intercambio de cepas, incluidas las resistentes a antibiéticos, entre animales
y personas, siendo las personas en contacto con estos animales (veterinarios,
cuidadores y propietarios) el primer eslabén en la cadena de difusion del patégeno en
la comunidad, pero no el Unico, ya que el caracter ubicuitario de Staphylococcus, le
permite su persistencia en el medio. La difusion de resistencias puede comprometer
las opciones terapéuticas frente a este patdgeno, y favorecer la adaptacion de estas

bacterias en otros hospedadores, dando lugar a la aparicion de nuevas enfermedades.



Finalmente, los resultados del estudio ponen en evidencia, la escasa fiabilidad
y grado de concordancia, de la que gozan los diferentes métodos de deteccion de
resistencia a antibidticos utilizados habitualmente, sobre todo en el caso de S.
intermedius/ pseudointermedius, hecho que complica la eficacia del tratamiento de

este patdégeno, asi como el control de sus prevalencias por los Sistemas de Vigilancia.

Palabras clave: Salud Publica, Sanidad Animal, Staphylococcus aureus,

Staphylococcus intermedius, resistencia, antibiético, diagnéstico, fiabilidad.



INTRODUCCION:

1. El concepto de Salud Global “One world, one health” y las enfermedades

emergentes:

A lo largo de las ultimas décadas, se ha observado un incremento en la
emergencia de enfermedades de naturaleza infecciosa y parasitaria a nivel mundial.
La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), las denomina enfermedades
emergentes y las define, como nuevas infecciones, resultado de la evolucién o
modificacion de un agente patégeno o parasito existente, que cambia de espectro de
hospedadores, vector, patogenicidad o cepa; también incluyen las infecciones o
enfermedades desconocidas hasta el momento de su aparicién (enfermedad
reemergente). A su vez, la enfermedad reemergente es definida, como una infeccién
conocida que, o bien cambia de ubicaciéon geografica, amplia su espectro de

hospedadores o su prevalencia aumenta considerablemente.

Si tenemos en cuenta, que las enfermedades infecciosas son la tercera causa
de mortalidad en el mundo, es evidente que estas enfermedades, constituyen un gran

problema para la humanidad y un desafio para los sanitarios. (EASAC, 2008).

Fendmenos como la migracion de poblaciones, tanto humanas como animales,
favorecen el desarrollo de dichas enfermedades; pero esta, no seria la Unica causa de
aparicion de enfermedades emergentes. Los expertos, coinciden en la existencia de
una correlacién entre factores, que predisponen su aparicion, como son en el caso de
las enfermedades animales: los nuevos sistemas de producciéon animal, la influencia
humana sobre el medio ambiente y el cambio climatico (OIE, 2010). Desde la
perspectiva de la Salud Publica, también es importante, el papel que juegan la
globalizacién y las desigualdades existentes en recursos sanitarios entre los paises,
puesto que la aparicién de una nueva enfermedad, no se va a abordar de la misma

forma, en paises desarrollados que en subdesarrollados.

Los factores anteriormente citados, van a crear nuevas condiciones para la
difusién de los microorganismos (no hay que olvidar, que las bacterias, presentan una
capacidad de adaptacién, mucho mayor que la humana o animal). Algunos de estos
microorganismos causantes de enfermedades emergentes, pueden ser patdégenos,
tanto para el hombre como para los animales; aunque también saprofitos o
comensales del medio o de los animales, que si bien no producen de forma habitual

enfermedad en estos ultimos, si pueden ser patégenos para el hombre.



Una parte muy importante de las enfermedades emergentes detectadas en los
ultimos diez afos, son zoonosis con un origen animal (en torno al 75% segun la OIE).
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define a las zoonosis, como aquellas
enfermedades que se transmiten de forma natural de los animales vertebrados al
hombre y viceversa. La globalizacion, esta aumentando el riesgo de aparicion de
zoonosis nuevas, y la lucha frente a ellas es fundamental, debido al gran impacto que

estas tienen en Salud Publica.

Estos aspectos, nos hacen reflexionar, sobre la necesidad de trabajar en
sanidad con una perspectiva global (humana, animal, ambiental), tal y como sugiere la

filosofia sanitaria “One World, one Health” (FAO, 2008). Esta corriente, aboga por un

marco estratégico para reducir los riesgos derivados de las enfermedades infecciosas
en la interfaz entre humanos, animales y ambiente, y que promueve, la actuacion
conjunta de profesionales de medicina humana, Salud Publica, salud Animal y

ambiental.

2. Relacion entre las enfermedades emergentes y la resistencia a

antibiéticos:

Entre las enfermedades infecciosas de caracter emergente, han adquirido gran
importancia en los ultimos afios, las causadas por cepas de microorganismos
resistentes a antibidticos, tanto en medicina humana, como en sanidad animal. Por
esta razon, la resistencia a los antibidticos, esta considerada como uno de los

problemas emergentes de mayor impacto en el siglo XXl por la OMS (OMS, 2012).

La resistencia a los antibiéticos, es definida como el fendmeno por el cual un
microorganismo, deja de verse afectado por un antibiético, al que anteriormente era
sensible. En general, hay que considerar que los microorganismos resistentes (entre
ellos las bacterias, los virus y algunos parasitos), han perdido su sensibilidad a los
efectos de los antimicrobianos, como los antibidticos, los antiviricos o los
antipaludicos, de modo que los tratamientos habituales se vuelven ineficaces y las
infecciones persisten y pueden transmitirse a otras poblaciones contiguas, entre ellas
las personas (OMS, 2012).

Entre las causas de aparicion de la resistencia a antibidticos, esta el uso
inadecuado y abusivo de los antibidticos, que favorece la aparicion y diseminacion de
los microorganismos resistentes (mala adherencia del paciente al tratamiento, mala

prescripcion o mala calidad del medicamento prescrito), tanto en medicina humana



como en medicina veterinaria. Estos hechos, predisponen a que surjan mutaciones de
los microorganismos o adquisiciones de genes de resistencia, que son finalmente los

responsables de este problema (OMS, 2012).

La relevancia de este fendmeno, radica en las consecuencias que acarrea, y

que se resumen en seis puntos, segun la OMS:

e La resistencia a los antibiéticos mata: Las infecciones por
microorganismos resistentes no responden a los tratamientos
habituales, lo cual prolonga la duracién de la enfermedad y aumenta el
riesgo de muerte.

o Pone en peligro el control de las enfermedades infecciosas: se
reduce la eficacia del tratamiento, con lo que los enfermos persisten
infectados por mas tiempo, hecho que a su vez propicia la propagacion
de los microorganismos resistentes a otras personas o animales.

¢ Amenaza con hacer retroceder a la humanidad a la época anterior
al descubrimiento de los antibiéticos: Existe el riesgo de que muchas
enfermedades infecciosas se vuelvan intratables, lo cual podria echar
por tierra lo que se ha conseguido para cumplir los Objetivos de
Desarrollo del Milenio relacionados con la salud para el afio 2015.

e Encarece la asistencia médica: Cuando las infecciones dejan de
responder a los medicamentos de primera linea, hay que recurrir a
productos mas caros. La prolongacién de la enfermedad y del
tratamiento, a menudo en hospitales, también aumenta los costos
asistenciales y la carga economica sobre las familias y la sociedad.

o Pone en riesgo los logros de la sociedad en materia de asistencia
sanitaria: hace peligrar los adelantos de la medicina moderna. En
ausencia de antimicrobianos eficaces para el tratamiento y Ila
prevencion se pondria en peligro el éxito de tratamientos como el
trasplante de d6rganos, la quimioterapia antineoplasica o las grandes
intervenciones quirurgicas.

e Afecta a la seguridad sanitaria y perjudica el comercio y las
economias. El aumento del comercio y los viajes internacionales
permite que los microorganismos resistentes se propaguen rapidamente

a paises y continentes lejanos.

Hoy en dia, la resistencia a los antibidticos, estd teniendo un impacto
importante en la sanidad mundial, por sus repercusiones sanitarias. Cuando hablamos

de datos, este problema afecta cada vez a mas enfermedades: tuberculosis



multirresistentes, gonorreas, malaria, VIH, estafilococosis resistentes a meticilina,
enterococosis resistentes a vancomicina, shigelosis Unicamente tratables con
ciprofloxacino, clostridiosis... incluso estan apareciendo nuevos mecanismos de
resistencia, como por ejemplo, la betalactamasa NDM-1, en varios bacilos gram-
negativos. Esto puede volver ineficaces a varios antibidticos potentes, que a menudo
se utilizan como ultima defensa frente a cepas bacterianas multirresistentes (OMS,
2012).

Como ya se ha indicado, la OMS, ha reconocido la resistencia a los
antibioticos, como el principal desafio de la sanidad global en el mundo, maxime
cuando gran parte de esos microorganismos resistentes son zoonosis o0
microorganismos comensales, que pueden ser compartidos por el hombre y los
animales (EASAC, 2007). Considerarlo como un desafio, se debe fundamentalmente a
dos motivos: por un lado esta la capacidad de las bacterias de transmitir la informacion
genética sobre resistencia entre si; por el otro, la globalizacion, que facilita
enormemente la posibilidad de difundir esas resistencias en cortos periodos de tiempo
(Ortega et al, 2008).

El hecho de que las poblaciones, tanto humanas como animales se desplacen,
va a favorecer el contacto entre microorganismos resistentes y no resistentes; por este
motivo, se espera que los niveles de resistencia a antibidéticos cambien de acuerdo con
los patrones de migracidon o movimiento de poblaciones, ya que en esos movimientos
de estan desplazando los microorganismos con resistencia ya adquirida (EASAC
2007).

3. El problema de la resistencia a los antibioticos:

a) Fundamentos de la resistencia a antibiéticos:

Hay algunos antibiéticos que han perdido totalmente su efectividad frente a los
microorganismos para los cuales hace pocos afos eran antibiéticos de eleccion, hecho
que dificulta en gran medida la seleccién de tratamientos ante brotes de enfermedad, y
agrava en gran medida el problema de aparicion de brotes de enfermedades
infecciosas (EASAC, 2007).

Resulta tan evidente la importancia de la resistencia a antibidticos y la relacion
que esta tiene en la interaccion animal- hombre- medio, que constituye un punto clave

entre los objetivos del proyecto de la FAO “One world, one heatlh”.

10



Es el propio uso de los antibiéticos, lo que va a favorecer el desarrollo de
resistencias, por diferentes motivos. La subdosificacion y el desconocimiento
generalizado en la sociedad sobre cudles son las funciones de los antibiéticos (no
utiles frente a virus, por ejemplo), juegan un papel importante. Es interesante a su vez,
que se tenga en cuenta que, en la mayoria de los casos, el antibiético es un mero
colaborador del sistema inmune, que es el verdadero sistema de defensa del ser vivo
(EASAC; 2007, pgn 19).

b) Resistencia a los antibiéticos en Salud Publica y Sanidad Animal:

En el caso del hombre, hasta hace poco se pensaba que el problema de las
resistencias, se centraba en los hospitales, ya que se habia observado que mas de la
mitad de las infecciones adquiridas a nivel hospitalario, estaban causadas por
microorganismos resistentes a antibiéticos, microorganismos que en algunos casos no
son patégenos en condiciones normales (Vicente et al, 2006 en EASAC, 2007). Sin
embargo, en los ultimos afios, se ha apreciado un incremento muy importante de
aislamiento de microorganismos como Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) o a oxacilina, y algunos enterococos altamente resistentes y que no estan
relacionados con hospitales, sino, que son problemas de tipo comunitario (EASAC,
2007, pgn 9).

También en Sanidad Animal, se estd detectando un incremento de

microorganismos que presentan resistencia a los antibioticos. Estos microorganismos,
que en gran medida han podido adquirir esta resistencia por un uso incorrecto de los
mismos en el entorno veterinario, poseen un riesgo afadido, el de ser potencialmente
capaces de transferir esa resistencia al hombre: bien mediante la cadena alimenticia o
incluso a través de los propios microorganismos comensales (microorganismos que
conviven permanentemente con el ser vivo), que podrian actuar como vehiculos de
esa transferencia para microorganismos mas patégenos de una forma horizontal en
ambos casos (Pantosti, 2012). Si bien no existe un consenso generalizado, sobre cual
es el papel real del uso de antibiéticos en veterinaria para que se haya desarrollado
resistencia en el hombre, diversos estudios epidemiolégicos y moleculares han
sugerido una estrecha relacion entre las resistencias humanas y animales (Van
Vuuren, 2001). Este hecho, supone que la interaccion entre personas y animales,
puede ser un elemento importante en la transmisién y mantenimiento de aquellas
situaciones de resistencia (EASAC, 2008).
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Pero el problema no termina aqui; también se ha detectado que la persistencia
en el ambiente de residuos antibidticos o de microorganismos sapréfitos, capaces de
resistir a la mayoria de los antibiéticos debido a que tienen un contacto permanente
con ellos, seran claves como transmisores de la resistencia a microorganismos

patégenos, respecto a los cuales la actividad de los antibiéticos resulta tan importante.

Todo esto, hace que en definitiva, aquellos microorganismos denominados
genéricamente ubicuos, ya sean saproéfitos o comensales, puedan actuar como
reservorios de genes de resistencia, y sean capaces de transferir esa informacién
genética de resistencia a antibidticos a otras bacterias que si son patoégenas, tanto

para el hombre, como para los animales (EASAC, 2007).

En este contexto, los animales de compania (perros, gatos, caballos y animales
exoticos), pueden desempefiar un papel fundamental en la transmision de zoonosis
asociadas a resistencia a antibidticos, o incluso transmitiendo microorganismos
comensales (no patdgenos), pero resistentes a antibidticos, capaces de transmitir esa

resistencia a otros patdégenos especificos para el hombre.

Algunos estudios, han evidenciado la transferencia de elementos genéticos
desde bacterias comensales a bacterias patdgenas, lo que contribuye a la emergencia
de microorganismos con marcada resistencia a antibiéticos (Molbak, 2004). Hoy en dia
se considera que existe un constante flujo de genes de resistencia entre bacterias,
comensales y patdogenas en el entorno de poblaciones humanas, animales e incluso

plantas del propio medio (Fries, 2004).

¢) Funcionamiento de los antibiéticos y su utilizacién:

Antes de empezar a hablar del funcionamiento de los antibidticos, es
interesante conocer la diferencia entre algunos conceptos que se utilizan de

habitualmente (Gimeno y Ortega, 2005):

o MEDICAMENTO: Agente o sustancia, simple o compuesta, que se

administra exterior o interiormente con un objetivo terapéutico.
o ANTIMICROBIANO: Sustancia que impide el desarrollo de

microbios.

e ANTIBIOTICO: Término que comprende todas las sustancias

antimicrobianas, ya sean derivadas de las bacterias, de actinomices,
de sustancias naturales o de productos sintéticos. Son, por tanto,

sustancias quimicas producidas total o parcialmente por un
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microorganismo, y que tiene la capacidad, generalmente a
concentraciones muy bajas, de inhibir el crecimiento, o de destruir
completamente a las bacterias y otros microorganismos. Segun
sean activos, contra muchos o pocos grupos de microorganismos,

se dividen en “de amplio espectro”, o de “reducido espectro”.
Cuando empleamos antibiéticos, podemos encontrarnos con dos situaciones:

e QUIMIOTERAPIA: empleo del antibidtico para tratar una

enfermedad clinicamente reconocible o limitar su propagacion

posterior.
e QUIMIOPROFILAXIS: Administracién de antibidticos para prevenir el

desarrollo de una infeccién o su propagacion hacia una enfermedad

manifiestamente activa.

En el entorno veterinario, el antibiético se ha utilizado histéricamente, ademas
de como quimioterapéutico o quimioprofilactico, como aditivo; dentro de este ultimo
término, se engloban los promotores de crecimiento, cuyo fin es mejorar el rendimiento
econdmico en produccién animal. Un aditivo para piensos, es todo ingrediente anadido
deliberadamente al pienso, que normalmente no se incluye en él, tenga o no valor
nutritivo, y que va a influir en las caracteristicas del pienso o de los productos

animales (Codex Alimentarius, 2004). En el caso concreto de los promotores de

crecimiento, el objetivo final, es el de aumentar la tasa de crecimiento del animal, a
través de la disminucién de la carga bacteriana a nivel intestinal y de esta manera
aumentar la absorcion de los nutrientes, para obtener animales de mayor tamafio con
la misma cantidad de pienso (www.elika.net). Estas practicas ganaderas, han facilitado
y estan contribuyendo a la emergencia de nuevos patdgenos, incluyendo aquellos

organismos resistentes a antibioticos, y su transmision a humanos (Pantosti, 2012).

La Unién Europea prohibié el uso de antibidticos como aditivos en el afio 2006.
No obstante, el uso del antibiético como profilactico, también es controvertido, ya que
no existe un limite claro entre los usos permitidos. A modo de ejemplo, se ha puesto
de manifiesto, que la resistencia general a las Fluoroquinolonas por parte de
Campylobacter en animales, esta claramente asociada al uso de enrofloxacina, como
prevencion de enfermedades (EASAC, 2007).

En general, hay que considerar que el uso de antibidticos, suele tener una
accién bastante inmediata frente a la enfermedad; sin embargo, el inconveniente, es
que el efecto dura unas pocas horas, por lo que para mantener en el organismo una
dosis adecuada que mantenga la actividad, se deben realizar administraciones

periodicas durante cierto tiempo.
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Desde el punto de vista de su utilizacion en la lucha directa frente a
enfermedades, hay que considerar, que lo antibidticos, seran un “complemento” del
sistema inmune, que sera el verdadero responsable de la destruccion del agente o de
la resistencia al mismo. Por este motivo, el antibidtico nunca debera sustituir al sistema
inmune, y sera de especial importancia establecer medidas destinadas a reforzar ese
sistema inmune y prevenir la inmunodepresion; hay que entender el uso de los
antibioticos como una terapia complementaria a los mecanismos de defensa naturales

del ser vivo.

Desde el punto de vista de su actuacién, se consideran dos tipos de

antibidticos (Gimeno y Ortega, 2005):

o BACTERICIDA: Agente o sustancia que destruye las bacterias de

forma directa.
o BACTERIOSTATICO: Agente o sustancia que detiene el desarrollo

de bacterias, dificultando su multiplicacion; asi se facilita la accion

destructora del sistema inmune del ser vivo.

Ante estas opciones, la pregunta es evidente ;qué sera mejor utilizar: un
bacteriostatico o un bactericida? La respuesta generalizada no existe. En principio, se
podria decir que es preferible un bactericida, ya que tendra una accion directa de
eliminacion del microorganismo. Esta accion, resulta particularmente importante en
infecciones septicémicas agudas, y cuando existe una gran difusion del agente. Sin
embargo, en infecciones intracelulares, los bactericidas no suelen ser efectivos y debe
recurrirse a los bacteriostaticos, que buscaran facilitar la accion del sistema inmune,
que si es capaz de actuar a aquel nivel; no obstante, esta situacidon conlleva el riesgo

adicional de la permanencia de infecciones latentes.

En muchas ocasiones, se observa que el antibiético, funciona como
bacteriostatico a bajas concentraciones, y como bactericida a concentraciones mas

elevadas, por lo que la dosis resulta clave para definir la actividad del antibiético.

d) Condiciones para el buen funcionamiento de los antibidticos:

A la hora de utilizar un antibiético, hay que tener en cuenta, que el producto sea

capaz de alcanzar el lugar (6rganos y/o tejidos) donde se esta produciendo la

infeccidn, y que persista en esa lugar durante un periodo de tiempo adecuado y a

dosis suficientes, para mantener un efecto inhibitorio o letal frente al agente. Estos
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principios, deberan definir el antibidtico a utilizar, si bien, en medicina veterinaria, el

coste econdmico, sera otro condicionante importante.

Otro punto a considerar, es la via de administracion. Cada producto, se

absorbe mejor por una via que por otra, pudiendo alcanzar mejor determinados
organos diana. También hay que recalcar, que existen determinados érganos que
constituyen auténticas barreras para algunos antibioticos, tales como el cerebro o los

0jos.

Del mismo modo, deben ser respetadas las fechas de caducidad del producto,

asi como las recomendaciones en cuanto a condiciones adecuadas de mantenimiento.

Por otro lado, hay que tener claro, que no todos los antibiéticos son efectivos
frente a un microorganismo, ni que un mismo microorganismo vaya a ser sensible a un
antibiético, cuando las condiciones han cambiado; razén por la cual, la eleccion del

antibiodtico ha de ser cuidadosa.

Finalmente, no hay que olvidar, que cuando se realiza un tratamiento
antibiotico, este va a persistir en el organismo del animal durante un tiempo, en forma
de restos de las drogas utilizadas, y que por tanto, estos animales, actuaran como
portadores de restos de antibiéticos. Por ello, antes de ser enviados a matadero, o de
destinar sus productos a consumo, es necesario cumplir los llamados ‘“tiempos de

supresion”, que permiten una completa eliminacién del producto del organismo animal.

e) Consecuencias del mal uso de los antibidticos:

La consecuencia inmediata y mas importante derivada del uso incorrecto de los

antibidticos, es la del desarrollo de resistencia a los mismos.

Desde una perspectiva clinica, se considera que se ha presentado resistencia
bacteriana, cuando el tratamiento antibidtico falla en su objetivo de curar al animal
enfermo; mientras, desde el punto de vista microbioldgico, se habla de resistencia al
antibidtico, cuando tras un tratamiento, el microorganismo persiste. La resistencia a un
antibiotico en concreto, puede existir de forma natural o bien adquirida, es decir, el
microorganismo anteriormente era sensible a esa sustancia, pero siempre, va a ser un
fendmeno que debemos esperar, ya que las bacterias buscaran el mecanismo para

defenderse de los efectos de los antibidticos.
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Por tanto, los fendbmenos de resistencia a los antibidticos, pueden deberse a
(Gimeno y Ortega, 2005):

¢ Falta de especificidad por el antibiético (al antibiético no alcanza su
objetivo, es inactivado...)
e Mutaciones esporadicas del agente en un determinado momento.

¢ Adquisicion de DNA que codifica la resistencia a los antibiéticos.

Las caracteristicas de resistencia y sensibilidad a los antibidticos de las cepas

‘patrén _de

bacterianas, es lo que se conoce como “fenotipo de resistencias” o

resistencias”.

Como se ha comentado anteriormente, la apariciébn de resistencia a
antibioticos, y la posibilidad de su transmisién, es un hecho que no sélo afecta a los
grupos de poblacién localizados mas o menos préximos, sino que es un problema
universal, desde el momento en que la globalizacién ha afectado a las poblaciones
animales; la posibilidad de realizar grandes desplazamientos de animales, en breves
periodos de tiempo, también hacen posible la difusion de esos microorganismos
resistentes a antibioticos a grandes distancias. Por ello, conocer profundamente como
funcionan los mecanismos de adquisicion y transmision de resistencias, es

fundamental para decidir como actuar correctamente.

f) Mecanismos de resistencia a antibiéticos:

A priori, el fenobmeno de la resistencia a los antibidticos, es un fendmeno
natural, que puede ser amplificado o acelerado por varios factores, dentro de los que

se incluye la acciéon humana.

El uso de los antibiéticos, constituye de una manera u otra, una intervencién
genética en los seres vivos mas abundantes del planeta: las bacterias. La aplicacion a
gran escala de los antibidticos, conlleva una presion selectiva, que favorece la
desaparicién de las cepas sensibles y la proliferacion de cepas bacterianas con
mecanismos de resistencia. Se ha demostrado, que los antibidticos, son capaces de
seleccionar los mutantes resistentes espontaneos, que surgen en la poblacion
bacteriana. El farmaco, inhibe o mata las bacterias sensibles, pero no afecta a los
individuos que por mutacién espontanea, o por transmision genética desde otras
bacterias donantes, han adquirido un alelo resistente, en consecuencia, estas

bacterias se multiplican, de modo que al final son los mas prevalentes.
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Para que se produzca la resistencia, hacen falta dos condiciones (Gimeno y
Ortega, 2005):

e Un contacto persistente y estrecho del microorganismo con el
antibidtico.
e Dicho contacto tiene que realizarse a una concentracion de

antibiotico que permita la supervivencia del microorganismo.

Los mecanismos de resistencia bacterianos mas frecuentes, son los
relacionados con los fendmenos que afectan a la pared celular, que ademas
presentaran base genética. Ademas, cuando una bacteria presenta un alto grado de
resistencia, se debe probablemente a la coexistencia en la misma, de varios

mecanismos de resistencia.

Desde el punto de vista genético, hay dos mecanismos principales encargados

de proporcionar dicha resistencia (Gimeno y Ortega, 2005):

e Mutacién de un gen existente: mediante el cual se produce una

transmision de la resistencia en las sucesivas divisiones celulares
(Transmisién vertical).

e Adquisicion de un nuevo gen, que va a conferir resistencia a partir

de otras bacterias: la transmision se produce entre una bacteria

donante a una receptora a través de un plasmido (moléculas de
ADN extracromosémico circular o lineal que se replican y transcriben
independientes del ADN cromosémico), que lo transporta

(transmision horizontal).

En el primer caso, la mutacion se produce en la poblaciéon en contacto con el
antibiético, mientras que en el segundo caso, sera necesaria una primera bacteria con
un gen de resistencia a un antibiético, que realizara el papel de “donante” del gen de la
resistencia, y una segunda bacteria “receptora” de ese gen. En este ultimo caso, es

donde tienen una mayor importancia los microorganismos saprofitos o comensales.

La adquisicion de los nuevos genes de resistencia a antibidticos, puede

producirse de tres formas (Gimeno y Ortega, 2005):

e Transduccién: cuando un virus bacteriano o bacteriéfago, actua
como vector del ADN de una bacteria donante a otra receptora.

e Conjugacién: cuando las células bacterianas se ponen en contacto,
y hay transmisioén directa de ADN de una bacteria donante a una

receptora.
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e Transformacion: cuando la bacteria receptora incorpora ADN

extracelular procedente de una bacteria donante.

El origen de esos genes de resistencia a antibioticos, no esta claro hoy en dia;
pero se piensa que pudiera estar, en las bacterias productoras de los propios
antibidticos que utilizarian estos mecanismos de resistencia, para sobrevivir a su
propia produccion de antibioticos. Este hecho sugiere, que para que se transmitan
genes de resistencia, debe darse un nicho ecolégico adecuado, es decir, que exista un
punto en concreto y simultdneamente una poblacion de bacterias, de diferentes
especies, y que tengan un contacto con el antibiético a dosis no letales para las
bacterias. Como ejemplo mas claro, esta el de las bacterias del aparato digestivo,
lugar que constituye en si mismo en un nicho ecoldgico de bacterias que ademas son
necesarias de forma permanente alli, y por donde pasan la gran mayoria de los
antibioticos utilizados, tanto en el hombre, como en los animales (la via oral es la via

de administracion mas utilizada).

Los estudios de patrones de resistencia realizados hasta el momento, parecen
indicar, que el mecanismo de adquisicion de resistencia a antibiéticos por mutaciones
genéticas es poco frecuente, siendo la adquisicion de nuevos genes de resistencia a
través del contacto entre bacterias resistentes donantes y bacterias susceptibles
receptoras el principal mecanismo, lo que en definitiva, vuelve a incidir en la
importancia de los agentes saproéfitos y comensales como vehiculos de transmisién de

resistencias.

4. Staphylococus aureus y otros Staphylococcus spp:

a) Caracteristicas _microbioldgicas, patogenididad y factores de

virulencia:

Desde un punto de vista microbioldgico, el género Staphylococcus se clasifica,
junto con los géneros Micrococcus, Stomatococcus y Planococcus, dentro de la familia
Micrococcaceae. Se caracterizan por ser cocos Gram- positivos, catalasa positivos,
oxidasas negativos y no esporulados. Tienen un tamafio que va de 0,5-1,5um de
diametro; en los crecimientos, se presentan aislados, por parejas o tétradas, formando
racimos irregulares. Son aerobios o anaerobios facultativos (crecen con oxigeno en el

aire, pero también con concentraciones bajas del mismo), que se encuentran
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colonizando de forma habitual, la superficie de los seres vivos, sin que necesariamente

sean patdégenos para estos (Modric, 2011; Prescott, 1999)

Otras caracteristicas, son su crecimiento en condiciones de termofilia (puede
llegar a crecer a 50°C, siendo su 6ptimo 37°C), su halofilia o capacidad para crecer

con altas concentraciones de sal, y su crecimiento en ambientes secos (Modric, 2011).

Cuando hablamos de Staphylococcus aureus, podemos decir que presenta un

alto grado de patogenicidad, conferido por diferentes factores de virulencia; estos, son

los encargados de producir una gran variedad de proteinas, que contribuyen a su
capacidad para colonizar y causar enfermedades, tanto en el hombre como en los

animales (Bustos-Martinez et al., 2006).

En el CUADRO- 1 se muestra una clasificacion de los factores de virulencia de
S. aureus, teniendo en cuenta si forman parte estructural de la bacteria o si son

enzimas o toxinas:

Estructurales Enzimas Toxinas
Peptidoglucano Catalasa Toxina o
(Hemalisins o)
Proteina A Hialuromdasa Hemolisma
Factores de adbesion Lipasas Hemolusina ¥y
Acidos teicoicos Coagulasa Hemolisina &
Polisacindos capsulares | Nucleasas Leucociding de Pantone-

Valentine (PVL)

Proteasas Enterotoxinas estafilococt-
cas (SE)
Estafilocinasa Toxina 1 del sindromse del

shock toxico (TSST-1)
Colagenasa Toxinas exfliarivas (ETA
vETB)

CUADRO- 1: Principales factores de virulencia de S. aureus

Fuente: Bustos- Martinez et al., 2005.

Los factores de virulencia, participan en la adhesion y adquisicion de nutrientes
para el microorganismo y sirven también para evadir la respuesta inmune del huésped.
En base a esto los factores se han clasificado en tres categorias (Bustos-Martinez et
al., 2006):

0 Los involucrados en la adherencia a la célula huésped o matriz
extracelular, como las proteinas de unién a fibrindgeno,

fibronectina, colageno y coagulasa.

19



0 Aquellos que estan involucrados en la evasién de las defensas
del huésped, como las enterotoxinas estafilocécicas; la TSST-1,
la leucocidina de Panton-Valentine (PVL), proteina A, lipasas, y
polisacaridos capsulares.

0 Los involucrados en la invasion de la célula huésped y

penetracion de los tejidos, como la toxina a, hemolisinas B, y y 6.

Casi todas las cepas de S. aureus, producen un grupo de enzimas y
citotoxinas. La funcion principal de estas proteinas puede ser la de ayudar a degradar
los tejidos locales del huésped para convertirlos en nutrientes para las bacterias. Una
de ellas, la coagulasa, nos va a permitir diferenciar a S. aureus (coagulasa positivo)
de otras especies estafilococicas (coagulasa negativas). La importancia de la
coagulasa en la patogenia de la enfermedad, radica en que esta enzima causa la
formacion de una capa de fibrina alrededor del absceso estafilocdcico, localizando la

infeccion y protegiendo a la bacteria de la fagocitosis (Bustos- Martinez et al., 2006).

Algunas cepas, producen proteinas adicionales como la toxina 1 del sindrome
del shock téxico (TSST-1), las enterotoxinas estafilocécicas (SE), las toxinas
exfoliativas (ETA y ETB) y la leucocidina. Vamos a desarrollar alguno de ellos (Bustos-
Martinez et al., 2006):

o] Las enterotoxinas estafilocécicas, forman parte del grupo de
toxinas conocidas como superantigenos toxina pirogénicos
(PTSAgs), ya que tienen la habilidad de estimular la proliferacién de
linfocitos T sin tener en cuenta la especificidad antigénica de estas
células Son las toxinas causantes de toxiinfecciones alimentarias

por S. aureus.

o Otra de las toxinas interesantes, son las Toxinas 1, responsables de
producir el shock toxico, a través de la supresion de la quimiotaxis
de los neutrdfilos, de la accion de los linfocitos T, y del bloqueo del

sistema reticuloendotelial.

0 La leucocidina de Panton-Valentine (PVL) es una citotoxina
detectada en cepas humanas principalmente (Morgan, 2008), que
produce la destruccion de los leucocitos y necrosis tisular. La lisis de
esos leucocitos, produce la liberacion de mediadores de la

inflamacién, con una consecuente respuesta inflamatoria grave.
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Ocurre en menos del 5% de las cepas de S. aureus, y suele estar
asociada a las cepas de MRSA adquiridas en la comunidad (CA-
MRSA) (Hanselman et al., 2006; Rankin et al., 2005), ausentandose
en cepas MRSA hospitalarias (Pantosti, 2012).

b) El problema de la resistencia a los antibiéticos en estos

microorganismos:

Entre los diferentes estafilococos con resistencia a los antibiéticos, destaca S.
aureus, por ser una de las principales bacterias, que hoy en dia se incluyen en las
listas de microorganismos clave en la resistencia a antibidticos, especialmente en
medicina humana, ya que el hombre es su principal reservorio y hospedador. Este
hecho, se sustenta en la necesidad de S. aureus de nutrirse a base del hierro
localizado en la hemoglobina, el cual adquiere a través de uno de sus factores de
virulencia, la hemolisina, y los receptores bacterianos para la hemoglobina, tienen mas

afinidad por la humana que por la de otras especies (Pantosti, 2012).

Dentro de las resistencias de este microorganismo, destaca su resistencia a los
B-lactamicos del grupo de las penicilinas; especialmente a penicilinas semisintéticas
como la meticilina (MRSA) y la oxacilina, a las cefalosporinas, a los carbapenems
(Rubin y Chirino, 2011), y a glicopéptidos como la Vancomicina (S. aureus resistente a
vancomicina o VRSA), antibidtico utilizado actualmente frente a las cepas MRSA
(Kobayashi et al., 2012; Wertheim et al., 2005; Van Vuuren, 2001). A priori, hay que
indicar que las cepas MRSA y VRSA, no son mas peligrosas o virulentas, que otras
variedades de S. aureus no resistentes a esos antibidticos; el problema principal,

radica en que estos implican una mayor dificultad de tratamiento.

Las primeras situaciones de emergencia a meticilina en S. aureus, se
detectaron en personas de Inglaterra entre 1960-1961, justo dos afios después de la
introduccion de la meticilina como tratamiento (Kobayashi et al, 2012; Tokateloff et al.,
2009; Wertheim, 2005); una década después se report6 MRSA como agente
infeccioso en animales, en Asia, Norte América y Europa, caracterizandose como un
importante patégeno nosocomial (Walther et al., 2008) (Tabla- 1). Desde su aparicion,
la prevalencia ha ido aumentando progresivamente, asi como su distribucion a nivel

mundial.

21



Year Event

1880 Alexander Ogston identifies micrococci in purulent infections*

1931 Association between nasal colonisation and furunculosis discovered?

1934 Popularisation of the coagulase test for the identification of S aureus®

1944 Introduction of phage typing™

1947 Penicillin-resistant S aureus reported™

1952 Association between nasal colonisation of S aureus and infection with the same strain
determined by phage typing***

1961 Meticillin-resistant S aureus (MRSA) reported*®

1991 Pulsed field gel electrophoresis used for genotyping S avreus™

1994 Identification of microbial surface components recognising adhesive matrix molecules
(MSCRAMMS)™

2000 Multilocus sequence typing developed for studying clonality of S aureus™

2001 Whole genome of S aureus sequenced™

2001 80% of bacteraemic S aureus isolates are endogenous®

2001 Increase in community-onset MRSA infections™

2002 Vancomycin-resistant S aureus reported*

TABLA- 1: Listado de principales eventos historicos en el estudio de S. aureus

Fuente: Wertheim et al., 2005

Actualmente, en Europa, se ha observado que la prevalencia de MRSA es mas

elevada en los paises del Sur (ltalia, Portugal, Malta, Espafia), que en los del Norte
(sobre todo los nérdicos). (ECDC, 2010; Pantosti, 2012). Algunos paises
industrializados de Europa, han visto incrementado de forma dramatica, el nUmero de

cepas resistentes a meticilina; por ejemplo, el Reino Unido, ha pasado de un 5% de

cepas resistentes en 1992, a un 50% en 2002 (Catry et al., 2012). (Figura- 1):

- < 1%
14, 0%
5=9.9%

I 10-24.9%
- 5-45.9%
-— 50
m=m No data reported or less than 10 isolates

Not included

Non-visible countries
B Luxembourg
. falta

FIGURA- 1: S. aureus: proporcion de MRSA en el afio 2009.

Fuente: ECDC, 2010.
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En Espafa, algunos trabajos realizados en entornos hospitalarios, indican un
aumento progresivo de la prevalencia de cepas MRSA, habiendo pasado del 1,5% de
los aislamientos de S. aureus en el afio 1986 a un 17,9% en 1996, lo que ponia desde
el principio a nuestro pais en valores que se consideran de los mas altos de Europa,
junto con los de Italia y Francia (Voss et al ,1994); pais este ultimo, donde ya en 1998
se consideraba que un 40% de las cepas aisladas eran resistentes a meticilina, pero
ademas, la mayoria de ellas, también poseian a la vez resistencia a tobramicina,
amikacina, neomicina y kanamicina, siendo variable para la gentamicina (Lemaitre et
al., 1998).

c) S. aureus resistente a meticilina (MRSA):

Los MRSA, estan considerados como el principal problema emergente de tipo
nosocomial en medicina humana, y ya se destaca con la misma importancia en las
poblaciones animales, especialmente en perros y caballos, donde la prevalencia de

estos microorganismos con resistencia es cada vez mayor.

La aparicion de MRSA y a otros antibidticos, no sélo tiene efectos sanitarios,
sino que también son considerables las pérdidas econdmicas que producen sus brotes
de enfermedad; se ha estimado en 350 millones de euros anuales el coste de los
brotes de MRSA en Alemania (Wertheim et al., 2005; Wernitz, 2005 en EASAC 2007).

En un principio, la presencia de este microorganismo, es rara en animales de
compania, no aislandose en gatos sanos, tomando valores de entre 0-2,1% en perros
(llegando al 9% en perreras), y del 0-11% en caballos. Es interesante destacar, que las
cepas aisladas en caballos, a diferencia de las aisladas en mascotas, son cepas
MRSA bastante distintas a las cepas humanas aisladas predominantemente en la
zona (Pantosti, 2012).

El origen de esas infecciones con cepas MRSA, no esta claro, pero los
aislamientos obtenidos de gatos y perros parecen MRSA nosocomiales, y es normal
asumir que los animales de compafia adquieren MRSA de los humanos (humanosis),
aunque también, se han aislado en personas cepas atipicas, que muy probablemente
tengan su origen en animales. Esta situacion, se ha presentado con cierta frecuencia
en caballos, donde ademas parece que el contacto habitual con poblaciones grandes
de animales (mayor de 20 caballos), es un factor de riesgo para el hombre (Catry et
al., 2010).
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Pero no sélo los animales de compaiiia, actian como reservorios de cepas de
MRSA; también los animales de abasto (fundamentalmente cerdos y vacas), suponen
un reservorio importante del mismo, pero a diferencia de las cepas de MRSA aisladas
en animales de compafia, las cepas detectadas en estos, parecen ser clones

adaptados a los animales (Pantosti, 2012).

Dentro de los animales de abasto, hay que hacer mencion especial al caso del
cerdo, ya que se han puesto de manifiesto niveles de infeccion elevadas con la cepa
MRSA ST398 (en Holanda se considera que el 40% de los cerdos estan colonizados
con cepas MRSA y también se han descrito casos en Bélgica, Dinamarca, Alemania,
Espafia y Canadd) (Pantosti, 2012).

Las bacterias del género Staphylococcus, son patdégenas oportunistas y
ubicuitarias, por lo que podemos encontrarlas también en el medio ambiente. En el
caso concreto de MRSA, el papel del ambiente en su difusidon no esta claro. Si bien el
microorganismo se localiza naturalmente en los seres vivos, parece claro que en
determinados momentos, puede encontrarse en el medio, especialmente en material
que ha estado en contacto con seres vivos infectados, y a partir de alli, puede pasar a
otros seres vivos no infectados, actuando el ambiente como vehiculo del
microorganismo. En algunas superficies contaminadas, esta bacteria puede persistir
infectante durante dias, e incluso excepcionalmente meses dependiendo de factores

como temperatura, humedad o presencia de materia organica.

La mayoria de los estafilococos, suelen localizarse en piel, mucosas y vias
respiratorias altas, sin producir ninguna patologia, tanto en animales como en
personas. En funcion del grado de interaccion entre S. aureus y su hospedador,
pueden producirse distintas situaciones o estados: infeccion (por contacto directo con
la piel de un individuo sano, que ha sufrido una solucién de continuidad o con material
contaminado que alcanza mucosas como la digestiva o la nasal), contaminacion
(presencia transitoria de S. aureus en el individuo) o colonizacién (presencia
permanente de S. aureus en el individuo), estado este ultimo, que con mayor

frecuencia se da, tanto en animales como en personas (Pantosti, 2012).

Su transmision, se va a producir a través del contacto directo de piel con piel,
por el contacto de heridas abiertas, en cirugias, por hacinamiento, contacto con

articulos o superficies contaminadas y por la falta de higiene.

En las personas, suele localizarse de forma habitual en la piel y en las vias
respiratorias altas, sin producir ningun tipo de patologia, dando lugar al estado de
portador. Se considera que entre el 25 y el 50% de las personas son portadoras

asintomaticas de S. aureus, bien de forma transitoria o permanente (Wertheim et al,
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2005). En algunos casos, puede ocasionar cuadros cutaneos de moderados a severos
y excepcionalmente infecciones sistémicas mas graves (infecciones dseas, neumonias

o septicemias que pueden evolucionar a endocarditis 0 meningitis).

En los animales de compafiia (perros, gatos y caballos), son habituales tanto S.
aureus (se considera que es comensal y patégeno oportunista) (Burton et al, 2008),
como S. intermedius/ pseudointermedius (Hanselman et al.,, 2008). Este dultimo
microorganismo, es el Staphylococcus coagulasa positivo predominante en la piel
sana de perros y gatos. Se piensa, que es el agente causal mas comun de pioderma y
otitis externa en la especie canina (Bannoehr et al., 2008; Onuma et al., 2011), aunque
en ocasiones, también puede originar procesos patolégicos mas graves, que abarcan
desde bacteriemia a neumonia. Como el resto de los estafilococos, también tiene la
capacidad de desarrollar resistencia a antibidticos, tales como penicilinas,
fluoroquinolonas, tetraciclinas y macrélidos (Jong- Hyung et al., 2009; Onuma et al,
2011).

Los MRSA en estos animales de compania, producen también lesiones en piel
y en tejidos blandos (especialmente tras una cirugia). Cuando hablamos de la especie
equina, podemos encontrarlos produciendo bacteriemia, artritis séptica, osteomielitis,
infecciones debidas a implantes, metritis, onfalitis, infecciones debidas a cateterizacion

y heumonia (Morgan, 2008).

Ademas, S. aureus, y consecuentemente MRSA, es un patégeno importante en

animales de abasto, principalmente en el ganado porcino y bovino, con las

implicaciones econdmicas que eso supone. Las patologias que pueden encontrarse en
las granjas, debidas a este patdgeno son entre otras: mamitis (en el ganado vacuno es
el agente causal mas importante de mamitis) (Pantosti, 2012), lesiones en aparato
locomotor, pododermatitis, asi como infecciones tanto de piel como de tejidos blandos.
La presencia de este microorganismo en granjas, da una idea de su presencia en los
animales; en un estudio realizado en granjas de cerdos de 17 paises Europeos, se han
encontrado cepas de MRSA, con una prevalencia que varia entre paises que va del 1

al 50%, en funcion de la densidad de la granja (Morgan, 2008; Pantosti, 2012).

Por ultimo, hay que hablar de los MRSA transmitidos por alimentos. La

contaminacion de productos alimentarios, con MRSA procedente de animales, se
considera como un gran desafio, debido a su potencial papel como diseminador de
esté patdégeno en toda la poblacién. Se han realizado diferentes estudios a nivel
europeo, donde se encontré una prevalencia del 11-12% de MRSA, en muestras de
carne cruda procedentes de cerdo, ternera, cordero y pollo (Pantosti, 2012; Scott

Weese et al., 2010). En América, se han encontrado aislamientos de MRSA en el 5,6%
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de las carnes de porcino, y en el 3,3% de las carnes de vacuno (Scott Weese et al.,
2010). Aunque la relevancia de esta via como vehiculo de transmision a personas no
es clara, es posible que la colonizacién a nivel nasal de MRSA podria ocurrir si los
humanos contaminan sus manos, tocando carne o superficies con MRSA y
posteriormente tocan su nariz antes de lavarse las manos; también las heridas
representan una papel importante, lo que habria que tenerse en cuenta en la industria
carnica, debido al manejo habitual de utensilios que podrian causarlas

accidentalmente (Scott Weese et al., 2010).

d) Opciones terapéuticas para el tratamiento de las cepas MRSA:

En los ultimos afos, la resistencia bacteriana, ha empezado a llevar asociado
el caracter de multirresistencia para otros grupos de antibiéticos como macrélidos,
aminoglucésidos, fluoroquinolonas (hasta un 95% de las cepas MRSA, han resultado
resistentes a la ciprofloxacina), tetraciclinas y lincosamidas; siendo en general, la
alternativa el tratamiento con clindamicina, mupirocina o acido fusidico, y sobre todo,
con vancomicina que es, a dia de hoy, el tratamiento de eleccion en hospitales, a
pesar del aislamiento de cepas resistentes (Kobayashi et al, 2012; Wertheim et al.,
2005).

El caracter multirresistente de MRSA, limita seriamente las opciones de
tratamiento (Burton et al., 2008). Seguramente, la evolucién de las resistencias a otros
antibioticos en cepas MRSA, tiene mucho que ver con el uso de los mismos, a veces

de manera inadecuada, lo que favorece enormemente la proliferacion de resistencias.

El estudio de la evolucién de la resistencia de estas cepas MRSA, determiné
que inicialmente la mayoria de las cepas tenian un antibiotipo de resistencia a
aminoglucédsidos y tras suprimir el uso de estos antibidticos, se aprecié una variacion
hacia antibiotipos sensibles a ellos. Sin embargo, estudios realizados en Alemania,
indicaron que las cepas aisladas de MRSA, eran cada vez mas sensibles a antibiéticos
como la gentamicina, la oxitetraciclina y la eritromicina, pero que ese aumento de
sensibilidad no se puede atribuir a un menor uso de antibidticos, sino a la aparicion de
nuevas cepas que segun se evidencio en la tipificacion de las cepas. Ademas durante
ese periodo de estudio, el consumo de aquellos antibiéticos no habia disminuido
(Lemaitre et al, 1998).
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e) Clasificacién epidemiolégica de las cepas MRSA:

En base a la transmision de esas cepas resistentes, EMEA en el afo 2009,

elaboré una clasificacion epidemioldgica, distinguiendo entre:

0 MRSA contraidos en el hospital (HA-MRSA, hospital adquired
MRSA). Dentro de este grupo, se engloban las personas que han
adquirido la infeccion en una estancia de al menos 48 horas en un

hospital, y que hayan estado expuestas a algun factor de riesgo.

0 MRSA comunitarios (CA-MRSA, community adquired MRSA) por
transmisién en las poblaciones sin intervencion hospitalaria, o si la
han tenido, fue hace tiempo. Son frecuentes en grupos de poblacion
tales como carceles, centros militares, residencias para inmigrantes
0 ancianos, equipos deportivos... pero también pueden presentarse

en el lecho familiar.

o MRSA comunitarios, relacionados con el cuidado de la salud
(HCA-MRSA, healthcare- associated community MRSA). Son
personas, que no estan hospitalizadas, pero que lo han estado
durante un tiempo, o que estan en contacto, bien con el ambito
hospitalario (centros de dialisis...) o con personal sanitario

(personas que requieren cuidados de enfermeria).

o0 MRSA adquiridos en granjas (LA-MRSA, livestock- associated
MRSA). Son cepas de MRSA que colonizan las especies de
produccién animal (incluyendo los caballos), y que pueden colonizar
a las personas que trabajan con ellos (veterinarios, ganaderos,

personal que trabaja en la granja...).

Existen diferencias entre las caracteristicas de las cepas de cada uno de los
grupos, sobre todo entre cepas adquiridas en hospital y en la comunidad. Inicialmente,
las cepas CA-MRSA se caracterizaban por ser menos resistentes que las
hospitalarias: solian ser resistentes a 3-lactamicos, y no multirresistentes, como la HA-
MRSA. En cambio, eran mas virulentas debido a que son portadoras de informacion
genética para elaborar la Panton- Valentine Leucocidina (PVL), toxina presente

principalmente en cepas humanas y que pueden causar un cuadro de necrosis
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cutadnea severa, y en algunas ocasiones neumonia (Morgan, 2008; Sung et al., 2008),

ambos cuadros de tratamiento complejo.

Finalmente, se ha incluido otro grupo cepas MRSA no tipificables (NT-
MRSA), descritas por primera vez en el afio 2003, asociadas a poblaciones animales
bovinas y porcinas, y que se caracterizan por tener baja virulencia, y una circulacion
muy restringida, hasta el momento, entre la poblacion humana (Chirino- Trejo, 2012
comunicacion personal). Sin embargo, su prevalencia esta siendo muy elevada en
granjas porcinas en Holanda, donde ya se considera que el 80% de las granjas, y el
40% de los cerdos, estan colonizados por estas cepas, y ya se han descrito casos en
trabajadores de esas granjas con cepas indistinguibles de las aisladas en cerdos,

hecho que sugiere una transmision directa entre ambos (Van Duijkeren et al, 2007).

f) Factores de riesgo asociados:

La gran cantidad de hospedadores y la amplia distribucion de estos
microorganismos, sugieren la revision de los factores de riesgo, asociados a esta
bacteria emergente y zoondtica, tanto desde el punto de vista veterinario, como desde
el punto de vista de la Salud Publica (Catry et al., 2010).

Al considerar las situaciones o circunstancias, en las que se aumentan las
probabilidades de ser infectado o colonizado por este microorganismo, van a ser
diferentes, en funcién de si hablamos de animales de granja o de compaiia

(incluyendo en este grupo de los caballos).

En los animales de granja (cerdos y vacas principalmente), el uso de

antibiodticos como preventivos, el contacto de animales sanos con animales enfermos,
el tratamiento de animales sin haber sido diagnosticados previamente, asi como las
condiciones de produccion intensivas, van a ser los principales factores de riesgo
(Catry et al., 2010).

En caballos, la administraciéon de antibioticos 30 dias antes del ingreso de un
caballo en un hospital veterinario universitario, la colonizacion previa al ingreso
hospitalario, la administracién de ceftiofur o de aminoglucésidos durante la
hospitalizaciéon, compartir granja con caballos colonizados, estancias en la UCI
neonatal del hospital e intervenciones quirurgicas, son los factores de riesgo mas
importantes en esta especie (Catry et al., 2010; Scott Weese y Lefebvre, 2007;
Walther et al., 2008).
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Cuando hablamos de animales de compafia (perros y gatos), el factor de

riesgo asociado mas importante, es el tratamiento de los mismos sin ser
diagnosticados (por ejemplo, esto ocurre con el uso de antibiéticos como las
fluoroquinolonas). Otros factores de riesgo considerados son: duefios con MRSA,
exposicion a hospitales veterinarios y al personal hospitalario, heridas extensas,
hospitalizaciones prolongadas (estancia en UCI) e inmunosupresién de los animales.
Los procedimientos invasivos, (material de sutura, implantes ortopédicos, catéteres
urinarios, catéteres venosos, drenajes), como también ocurre con los caballos,
también estan asociados a la persistencia de la infeccion. Por ultimo, la transmision de
MRSA entre perros y gatos, puede estar asociada a la contaminacion del suelo en la
clinica veterinaria; es por ello, que la limpieza y desinfeccién de los suelos, es una de
las medidas mas importantes en el control de las infecciones humanas y animales de
MRSA (Catry et al., 2010).

El hecho de que una persona, presente colonizacion de las vias respiratorias
altas, aumenta el riesgo de infeccion y de enfermedad por este microorganismo, ya
que se ha determinado que en general S. aureus aislado en fosas nasales y en
procesos patoldgicos, suelen tener idéntico genotipo (Wertheim et al, 2005). Las
personas de raza blanca, los hombres y los nifios presentan las tasas mas altas de
colonizacién nasal de S. aureus, asi como los pacientes con diabetes mellitus,
sometidos a hemodidlisis, y a dialisis peritoneal, pacientes VIH (+), con infecciones
cutaneas (psoriasis...), obesidad o con historial de accidentes cerebrovasculares
(Wertheim et al, 2005).

Ademas de las personas hospitalizadas y la exposicion prolongada a
antibioticos (EMEA, 2009), se consideran grupos de riesgo al personal sanitario y
veterinario. También cualquier otra persona que esté relacionada con animales, bien
profesionalmente como recreacionalmente, corre el riesgo de ser colonizada o
infectada. En concreto, las personas en contacto constante con animales de especies
porcina y equina, son las que presentan un mayor riesgo, si bien en otras especies
animales como bovino, aves, perro o gato presentan riesgos menores pero apreciables
(Catry et al., 2010). Incluso existen estudios, que evidencian, que el hecho de utilizar
medidas de higiene en las granjas, como por el ejemplo el uso de mascaras, no evita
el ser portador de S. aureus (Catry et al.,, 2010). Para concluir, hemos citado en el
trabajo, el riesgo que supone el consumo o la manipulacién de carnes o superficies

infectadas en personas en la adquisicién y diseminacion de cepas MRSA.
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g) Bases genéticas de la resistencia de MRSA:

Los MRSA, tienen la caracteristica de poseer una gran variabilidad antigénica y
una rapida capacidad adaptativa frente a cambios ambientales; hecho que ha
favorecido, que muchos de ellos hayan sido capaces de desarrollar resistencia a
diversos antibidticos de uso frecuente para su tratamiento, especialmente las

penicilinas resistentes a penicinilasas (PRP) (Pantosti, 2012).

En general, se ha recurrido a los B-lactamicos asociados a aminoglucésidos,
como tratamiento de los estafilococos, puesto que han demostrado ser los mas
eficaces. Los B- lactamicos, son habitualmente bactericidas, es decir, son capaces de
inhibir la formacién de la pared celular bacteriana, a través de la inhibicion de la
formacion de peptidoglicanos (constituyentes basicos de la pared celular en bacterias)
y también, actuan activando una autolisina bacteriana enddégena que destruye el
peptidoglicano (Marin et al., 2003). Para ejercer su accién, estos antibiéticos, tienen
que unirse a las proteinas fijadoras de penicilinas (PBP), localizadas en la membrana
citoplasmatica bacteriana, que intervienen en la sintesis y estructuracién de su propia

pared.

La resistencia de estos microorganismos a los B- lactamicos (incluidas
meticilina, isoxazolilpenicilinas y cefalosporinas), viene dada, por la sintesis de la
bacteria, de unas PBP alteradas (PBP2a) codificadas por el gen mec-A (Catry et al.,
2010). La presencia o no de ese gen, y por tanto de la proteina PBP2a, junto con la
existencia de una B-lactamasa, definen tres tipos de S. aureus, en funcién de su

sensibilidad a la penicilina (Gil, 2000):

0 MRSA, capaz de producir intrinsecamente esa proteina PBP2a,
con baja susceptibilidad a las penicilinas PRP.

0 BORSA (del inglés borderline Methicillin- resistant S. aureus),
con una sensibilidad variable a meticilina, y dénde el elemento
clave no es la proteina PBP2a, sino la hiperproducciéon de la B-
lactamasa.

o0 MODSA (del inglés modified S. aureus), con una modificacion de
las PBPs, que presentan una menor afinidad por los [-

lactamicos.

Esta resistencia, también ha sido detectada en otras especies de
Staphylococcus diferentes a S. aureus, tanto de origen humano como animal. Este es
el caso de algunos Staphylococcus coagulasa negativos, como S. haemolyticus, S.

sciuri, S. vitulinus, S. lentus, S. warneri, S. saprophyticus y S. epidermidis. En todos
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ellos, se ha observado que dicha resistencia, estd mediada por el gen mec- A, lo que
indica que esta informacion genética, no es exclusiva de S. aureus. De hecho, existe
una teoria evolutiva, que sugiere que este gen pudo ser adquirido por S. aureus a
través de S. sciuri (De Martino et al., 2012).

A estos Staphylococcus coagulasa negativos resistentes a meticilina, se les
conoce como MRCONS, y se ha detectado en diversas especies animales,
presentando una mayor frecuencia en animales de compania (siendo importantes en
la especie equina) (De Martino et al., 2012), como flora comensal, sin que lleguen a
producir patologia en la mayoria de las ocasiones (S. epidermidis es de los citados, el

que en mayor numero de casos patologicos ha sido detectado). (Bagcigil et al., 2007).

Otra de las caracteristicas importantes de los estafilococos, que ademas le va a
conferir parte de su caracter emergente, es la capacidad de transferir y adquirir
informacién genética, incluida la de la resistencia a los antibiéticos (mec- A). Ya hemos
hablado del caso de las cepas VRSA, cuya resistencia viene determinada por el gen
van- A (Kobayashi et al., 2012; Sung et al., 2008; Van Vuuren, 2001), y que S. aureus,
es capaz de adquirir a través de otros microorganismos, como son los Enterococcus
resistentes a vancomicina (VRE) (Sung et al., 2008). Estos datos suponen que el
hecho de que varios estafilococos, cohabiten en un animal o en una persona, va a

predisponer dicho intercambio de informacién.

De todas formas, el hecho de poseer el gen mec-A, no implica que
necesariamente la cepa sea resistente a la meticilina (Sung et al., 2008), puesto que
un 2% de las cepas que lo poseen, y que por tanto tendrian que ser resistentes, son
sensibles a los B-lactamicos, lo que sugiere que alguna otra estructura genética debe
estar implicada, junto a este gen, en el desarrollo de la resistencia (Duquette y Nutall,
2004). Pero también pueden existir variaciones en ese gen: un estudio publicado por
Garcia- Alvarez en 2011, determiné la presencia de cepas de MRSA con rasgos no
usuales en muestras de leche bovina, que contenian nuevo gen mec- A, que solo se
asemejaba en un 70% al gen mec- A clasico, lo que dificultaba su deteccién por PCR
(Pantosti, 2012).

Todas las cepas, contienen una variedad de elementos genéticos moviles
(MGEs), alojando genes de resistencia y de virulencia, que varian entre las cepas de
S. aureus aisladas, lo cual sugiere una frecuente transferencia horizontal de genes
(Sung et al., 2008). Dentro de estos MGEs, se encuentran el cassette cromosoémico
estafilococécico o SCCmec, que contiene el gen mec- A, plasmidos, transposones y

bacteriéfagos.
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Estos genes localizados en los MGEs, son menos comunes en aislamientos de
S. aureus de animales que de personas, no existiendo mucha variacién de MGEs
dentro de cada clon. Ademas, se evidencié el intercambio de genes a través de
bacteriéfagos o transposones entre clones humanos y animales, pero hay una menor
evidencia de que los genes que transmiten resistencia a antibidticos, se transfieran en
el SCCmec o en los plasmidos, si bien hay estudios mas antiguos, donde se habian
identificado plasmidos de S aureus humano en S. intermedius de perros (Schwarz et
al, 1998), incluso a nivel laboratorial se ha demostrado la transferencia horizontal de

plasmidos con resistencia a vancomicina de VRSA a MRSA (Kobayashi et al., 2012).

Sorprendentemente, las lineas animales estan cercanas a las humanas y sélo
un pufado de genes o combinaciones de genes pueden ser responsables de la
especificidad de hospedador (Sung et al., 2008). Algunos estudios epidemioldgicos,
que incluyen la secuenciacion genética de cepas MRSA aislados en animales, indican
que las cepas de perros y gatos son indiferenciables de las cepas humanas, lo que
sugiere que ambas especies compartirian esas cepas, y que tienen el mismo origen,
posiblemente humano, algo que no ocurre entre las cepas de animales (Leonard y
Markey, 2007). Lo mismo ocurre con la especie equina, donde se han encontrado
coincidencias importantes con cepas humanas, que sugiere un mismo origen (De
Martino et al., 2012; Sung et al., 2008).

5. Falta de concordancia en la valoracion de la resistencia a antibiéticos:

Otro problema afiadido a la existencia de microorganismos resistentes a
antibioticos, es la falta de acuerdo a la hora de estandarizar los protocolos de
diagnostico de resistencias, y sobre todo, la interpretacion de los mismos. Al no existir
un criterio comun (para lo que unos es resistencia, para otros es sensibilidad, en
funcién del método o criterio de interpretacion utilizado), se genera en muchas
ocasiones, un conflicto en la toma de decisiones sobre los tratamientos, se inducen
fallos de los mismos y/ o se alteran las valoraciones de riesgos existentes para el
hombre desde la perspectiva de la Salud Publica (Franklin et al, 2003; Rahbar, 2005).

Por ello, la correcta valoracion de la existencia de bacterias con resistencia a
antibioticos, especialmente a aquellos de uso especifico para su tratamiento, resulta
ser una de las piezas angulares, en la resolucién de los problemas en Medicina

Preventiva.

32



Una vez conocida la trascendencia que tienen en la actualidad las cepas MRSA
en medicina humana, asi como el papel de otros Staphylococcus coagulasa positivo
(S. intermedius/ pseudointermedius), de origen animal, se hace necesario conocer
mucho mas a fondo, la importancia de estas cepas en el entorno animal, su relacion
con las infecciones por estas bacterias en personas, asi como también es necesario
verificar la capacidad de deteccién de las mismas, tanto a nivel laboratorial como en
condiciones de campo. Pero para ello, es necesario que los protocolos de deteccion
de resistencia sean suficientemente fiables, maxime cuando tienen repercusiones en
Salud Publica.

De este hecho depende, en gran medida, la calidad de las medidas de lucha y
las evaluaciones de riesgo que supone, para la salud publica, la presencia de estos
microorganismos en animales de compafia. Por ello, para poder abordar
correctamente el problema de las resistencias, uno de los aspectos prioritarios a
resolver en la actualidad, es la “estandarizacion” de los protocolos de diagnéstico y
valoracion de las resistencias, tanto fenotipica como genotipicamente, con el fin de
disponer de datos fiables y comparables en los diferentes contextos, en donde se
puedan ir desarrollando brotes de enfermedades, asociadas a microorganismos con

resistencia a antibiodticos.

6. Bases de la lucha frente a la resistencia a antibiéticos:

La resistencia bacteriana es en Europa y en el mundo, es un grave problema
de la sociedad, que atafie a muy diversos sectores, como los de la medicina, la
veterinaria, la cria de animales, la agricultura, el medio ambiente y el comercio. Para

hacer frente a este problema, es necesaria la colaboracién conjunta de todos ellos.

Tanto los alimentos, como el contacto directo con los animales o
indirectamente a través del medio, pueden desempefar un papel clave en la
transmision zoondtica de la resistencia, o que subraya el nexo entre la medicina y la

veterinaria, como resalta la iniciativa “One world, one health”.

Prueba de que estamos ante un problema serio para la Sanidad Global
(humana y veterinaria), son los resultados de una encuesta realizada recientemente
por la OIE, que ha evidenciado que el 64% de los paises encuestados, reconocen
tener resistencia a los antibioticos en bacterias, que pueden compartir los hombres y
los animales, especialmente en microorganismos como Salmonella spp.,

Campylobacter spp., Staphylococcus spp. o E. coli (todos ellos pueden causar graves
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enfermedades en el hombre, debido en gran medida a su caracter zoonético) (OIE,
2003). Al hecho del riesgo que supone para la Salud Publica, la existencia de bacterias
de origen animal resistentes, se suma el que, una vez aparecida la resistencia, pasa a
ser un fendmeno persistente a largo plazo, es decir, se prolonga en el tiempo, incluso

una vez que ha cesado el contacto con el antibiotico.

La clave del éxito en la lucha contra la resistencia a los antibiéticos, segun la
Comision Europea, consiste en establecer un planteamiento integrado, que ademas
pueda explotar las nuevas oportunidades que ofrece la investigacién gendmica. Este
organismo, ha creado un “Plan de accién contra la amenaza creciente de las
resistencias bacterianas”, en Noviembre de 2011, basado en la colaboracion
conjunta, de todas las personas que trabajan en Salud Publica. Son 4 los puntos

abordados en este Plan de accion:

a) Uso racional de los antibidticos:

La iniciativa denominada uso racional o uso apropiado y responsable de los

antibiéticos esta considerada actualmente, como un punto esencial para reducir y
prevenir la resistencia bacteriana, y la base para luchar contra ella, tanto en medicina
veterinaria como en medicina humana. Sélo hay que emplear antibiéticos cuando sea
necesario, y de una forma correcta, puesto que una vez que han aparecido las
resistencias, la reversion al estado de sensibilidad a los mismos, es un proceso muy
lento. La EASAC, ademas de este uso racional, sugiere otra estrategia, la del

establecimiento de programas de vigilancia de dichas resistencias (EASAC, 2007).

Una vez considerada la importancia de esas dos estrategias, es necesario
comprender los mecanismos de adquisicién y transmisién de resistencia a los
microorganismos en cada situacién, asi como la ecologia y la dinamica de esos
microorganismos en sus hospedadores y en el medio, es decir, conocer la influencia
de la relacion agente, hospedador y medio en el desarrollo de las resistencias
(EASAC, 2007). Pero ademas, la efectividad de esos planes de vigilancia de
resistencias, dependerd de que se contemplen, no sdélo los microorganismos
patégenos con resistencia adquirida, sino también aquellos microorganismos
saprofitos y comensales que pueden desempenar algun papel importante en el
mantenimiento y la transmisién de la resistencia a otras bacterias, que si pueden ser

altamente patdgenas.
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A este nivel, otro de los puntos en los que se hace hincapié, es el de desarrollar

un método de analisis de riesgos para poder evaluar y gestionar las medidas

encaminadas a reducir el impacto de la resistencia a antibioticos de origen animal en
Salud Publica (Van Vuuren, 2001). La vigilancia y el analisis de riesgos de resistencias
deben prestar especial atencién a las cepas MRSA y VRSA de poblaciones animales
que estan en contacto permanente con personas, y al uso de antibidticos en estas
poblaciones, ya que de ello depende, en gran medida evitar su paso posterior al

hombre.

Por supuesto, conseguir estos objetivos ligados al uso prudente de los
antibidticos, implica desarrollar programas de formacion y educacién, tanto a nivel
profesional (médicos, veterinarios, farmacéuticos), como a nivel social. Cuando se
habla del uso responsable de los antibiéticos para reducir las resistencias, en medicina
humana, es muy importante la colaboracién estrecha entre médicos y farmacéuticos,
que seran los responsables de fomentar ese comportamiento entre los pacientes;

mientras que en medicina veterinaria, también se han establecido mecanismos de

cooperacion entre las partes interesadas (la industria de Sanidad Animal, veterinarios,

propietarios de animales de compafiia y ganaderos).

Un ultimo aspecto, no menos importante, considerado en la lucha frente a las
resistencias a antibidticos, es la creacion de protocolos estandarizados de diagnéstico,
asi como el disefio de nuevas herramientas de diagndstico, que sean precisas,
eficaces a la vez que factibles y de rapida realizaciéon. Aunque, también es cierto, que
siempre que tenemos un resultado laboratorial, habria que realizarse una pregunta:
i€l hecho de que la bacteria responsable de la enfermedad resulte sensible a un
determinado antibiético “in vitro”, implica que el ser vivo tratado se vaya a curar?
Siempre deberemos estar preparados para que la respuesta a la misma sea NO
NECESARIAMENTE, ya que la respuesta “in vivo” puede no coincidir con el resultado

de laboratorio.

La estrategia “uso racional de los antibidticos” en veterinaria, plantea los

siguientes objetivos (Gimeno y Ortega, 2005)

1. Mantener la eficacia de los agentes antimicrobianos y asegurar el
uso racional de estos, con el propdsito de asegurar su eficacia y
seguridad en los animales.

2. Mantener a los animales en buen estado sanitario de acuerdo a las

necesidades econdmicas y las obligaciones éticas.
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Prevenir o reducir, tanto como sea posible, las transmisiones
bacterianas entre poblaciones animales,

Prevenir o reducir la transmisién de bacterias de animales a
humanos.

Prevenir la contaminacion de alimentos de origen animal con
residuos de antimicrobianos.

Proteger la salud de los consumidores, garantizando la seguridad de

los alimentos de origen animal destinados al consumo humano.

Ante la eleccién de un antibiético, hay que plantearse primero si esta realmente

indicado el uso del antibidtico. Si la respuesta es afirmativa, los pasos a seguir son los

siguientes (Gimeno y Ortega, 2005):

10.

11.

12.

Localizacion de lugar donde se ha producido la infeccién
(localizacién del microorganismo).

Determinacion de sensibilidades a antibidticos mediante
antibiograma.

Seleccion inicial en funcién de los dos puntos anteriores.

Si es necesario el uso de un antibidtico de amplio espectro hasta
obtener los resultados de laboratorio, seleccionarlo atendiendo al
historial de uso de antibiéticos y sus resultados.

Considerar la via, la dosis y la frecuencia de administracion
adecuadas.

Salvo antibidticos especificos, el tratamiento, no deberia durar
menos de 7 dias, salvo en profilaxis quirdrgica, donde el tratamiento
no excedera las 24h.

Evitar el cambio de antibiético, antes de 48 horas de haber iniciado
un tratamiento.

Considerar la potencial toxicidad para el hospedador.

En el caso de que sea necesario, asociar mas de un antibiotico,
prestando atencibn a sus posibles antagonismos (guias de
asociacion de antibioticos).

Rotacion de antibidticos en tratamientos muy prolongados en el
tiempo.

Valorar su posible efecto ante situaciones de debilidad inmunolégica
del hospedador a tratar.

Conveniencia de disponer de una base de datos especifica de
susceptibilidad a antibiéticos basada en la realizacion de cultivos y

antibiogramas dentro de programas de vigilancia.
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13. En el caso de su uso veterinario en animales cuyos productos se

destinan a consumo humano, considerar los periodos de supresion.

En el ambito veterinario, existen determinadas practicas habituales, que
predisponen al desarrollo y al mantenimiento de las cepas resistentes, y que requieren

disefar una estrategia correcta de uso de antibi6ticos. En animales de abasto, la

administracion de antibidticos en el pienso o en el agua de bebida a grandes lotes de
animales, conlleva generalmente una inadecuada relacion dosis peso, por lo que
deberia restringirse esta practica o realizarla en lotes de animales relativamente

homogéneos. Cuando hablamos de animales de compania, tenemos el ejemplo de la

interrupcion de la administracién de los tratamientos por parte de los propietarios

cuando el animal muestra cierta mejoria.

Existen dos ejemplos claros, citados por Van Vuuren en 2001: el primero es el
uso de fluoroquinolonas en aves, que predisponen a la resistencia de Campylobacter
spp en humanos frente a este antibidtico considerado de eleccion para este
microorganismo y el segundo es el uso veterinario de avoparcina, la cual parece estar
detras de parte de la resistencia a la vancomicina en cepas humanas de Enterococcus

faecium (Roman, 2008).

También la prohibicion de uso de determinados antibidticos en el entorno
veterinario, puede ser una medida 6ptima de cara a la Salud Publica, puesto que
evitaria el paso de la resistencia de animales a hombre. Es razonable considerar, por
tanto, que el uso prudente de antibiéticos como estrategia para reducir los problemas
de resistencia, y sus posibles implicaciones en Salud Publica, requiere, en muchos
casos, de la elaboracion de legislaciones, que restrinjan el uso de algunos antibiéticos

en veterinaria, por su importancia en medicina humana.

No es desdefiable destacar, que un diagndstico de las resistencias,
complementadas con el cese en el uso de esos antibiéticos, ha permitido en algunos
casos Yy a largo plazo, recuperar la sensibilidad de las nuevas cepas a aquellos
antibidticos a los que eran resistentes. Es el caso de las cepas de S. aureus
resistentes a la gentamicina, detectadas en Francia, entre los afos 1991 y 1998, que
han ido perdiendo la resistencia a dicho antibiético conforme ha pasado el tiempo sin
utilizarlo (Lemaitre et al, 1998). Esto quiere decir que, el hecho de preservar ciertas
moléculas de antibiéticos para situaciones de emergencia en medicina humana, podria

garantizar que su uso sea efectivo en esas situaciones de verdadera necesidad.

Pero ademas del uso racional de los antibiéticos, hay que valorar las posibles

resistencias cruzadas, debido al uso de otros antibidticos de las mismas familias, o
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incluso de familias diferentes afines en el entorno animal, ya que los problemas de

resistencia a vancomicina por el uso de avoparcina, son una clara referencia a ello.

b) Prevencién de las enfermedades microbianas y su propagacidn:

Esta demostrado cientificamente, que la aplicacion de medidas preventivas e
higiénicas (protocolos de limpieza y desinfeccioén, lavado de manos entre pacientes),
tanto en hospitales o en ambitos sanitarios, asi como la instauracion de medidas de
bioseguridad y buenas practicas ganaderas, serian un buen punto de inicio en la lucha
frente a las resistencias microbianas. Permiten reducir el uso de los antibiéticos y con
ello, la posible aparicion de resistencias en los patégenos de los animales y en los

agentes zoondticos.

c) Diseno de nuevos antibiéticos eficaces o de tratamientos alternativos:

En 2009, el informe “The bacterial challenge: time to react”, realizado por el
ECDC y el EMEA, ya pone de manifiesto la necesidad de disefar nuevos antibioticos
capaces de cubrir necesidades médicas frente al creciente problema que suponen las
bacterias polifarmacorresistentes en la UE. A lo largo de los afos, la industria
farmacéutica, proporcionaba un flujo constante de nuevos antibiéticos, con distintos
mecanismos de accion que solucionaban rapidamente los problemas de resistencias
bacterianas que iban sucediéndose. Desde los afios 70, hasta la actualidad, sélo se
han sacado al mercado, tres antibidticos de tipo sistémico (quinupristinadalfopristin,
linezolida y daptomicina), y dos grupos nuevos (Oxazolidinonas y lopopéptidos), para
utilizarse como tratamiento de infecciones de microorganismos multirresistentes Gram

positivos (dentro de los que se incluyen los S. aureus) (ECDC y EMEA, 2009).
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FIGURA- 2. Descubrimiento a lo largo del tiempo de nuevos antibiéticos.

Fuente: ECDC, EMEA, 2009.

38



* Las penicilinas fueron los primeros B- lactamicos. Otros agentes frecuentemente utilizados del grupo de los B-
lactamicos, ademas de las cefalosporinas y los carbapenems, fueron desarrollados en los afios 60 y 80

respectivamente.

Existen diversas razones de esa falta de inversidon industrial en nuevos

antibiéticos (Comisién Europea, 2011):

1. Disefar antibioticos nuevos, eficaces y seguros presenta cada
vez mas dificultad tanto a nivel cientifico como econdémico.

2. Cada vez esta mas restringido su uso.

3. La estructura de los precios no prima la utilidad.

4. La mayor parte de los antibioticos se administran durante breves
periodos de tiempo.

5. Los antibidticos genéricos, van incrementando su parte de
mercado.

6. En el ambito de los antibidticos hay una necesidad imperiosa de

mas investigacién y desarrollo, y de un nuevo modelo comercial.

En medicina veterinaria, ademas existe otro problema afiadido: el desarrollo de
nuevos antibidticos, se ve frenado por la incertidumbre sobre si a los nuevos
antibidticos, o incluso a nuevas indicaciones de sus principios activos, se les
concederia la autorizaciéon de comercializacion para el sector veterinario (Comision
Europea, 2011).

Ademas de organismos como la OMS, en Europa son fundamentalmente dos
los entes que trabajan conjuntamente, para el desarrollo de nuevos tratamientos frente
a los nuevos desafios en Salud Publica. Por un lado tenemos el EMEA, que cred un
grupo en 2006, encargado de promover la investigacion e innovacion en la industria
farmacéutica, y por tanto desarrollar nuevos antibiéticos, y por el otro lado el ECDC,
que desde 2005, trata de identificar, comunicar y apoyar los desafios actuales y
emergentes producidos por enfermedades de caracter infeccioso en Salud Humana;

dentro de sus objetivos, se encuentra la identificacion de antibidticorresistencias.

La utilizacién de los antibidticos, debe ser un complemento al apoyo al sistema
inmune del ser vivo, que es el ultimo responsable de la eliminacion de la infeccion, asi
como de las consecuencias derivadas de esta (enfermedad). Es por ello, que en la
lucha frente a los agentes bacterianos capaces de desarrollar resistencias a

antibidticos, que al final son todos, debe considerarse la mejora de esa respuesta
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inmune, es decir, potenciar de alguna manera la capacidad de respuesta del ser vivo a

la infeccion.

Por ello, no sdlo los antibidticos son la Unica respuesta: las vacunas y otras
medidas preventivas, también son capaces de reducir la propagaciéon de las
infecciones, y por tanto, de la necesidad de un tratamiento. Podemos concluir, que la
otra gran alternativa de lucha frente a la resistencia a los antibioticos, junto con un uso

responsable de los mismos, es la busqueda de la inmunizaciéon de las poblaciones

frente a aquellos agentes, capaces de desarrollar dicha resistencia.

d) Aunar esfuerzos con socios internacionales para reducir los riesgos
de propagacién de la resistencia, relacionados con el comercio y los
viajes internacionales y por el medio ambiente:

El problema de las resistencias bacterianas, es un problema global, por lo que
la UE esta colaborando con distintos organismos internacionales, para desarrollar
estrategias conjuntas y para promover medidas comunes y aumentar la concienciacion
social sobre este asunto. Dentro de este grupo de organismos se encuentran: la
Oficina Regional para Europa de la OMS, la OIE a través de la elaboracion de sus
Cddigos Sanitarios y fomentando la aplicacién de los protocolos internacionales del
Codex Alimentarius sobre las resistencias bacterianas y por ultimo, el grupo operativo

transatlantico EE.UU.-UE, sobre la resistencia a los antimicrobianos (grupo TAFTAR).
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JUSTIFICACION:

Dada la significacién que tienen en la actualidad las cepas de S. aureus
resistentes a meticilina y a vancomicina en medicina humana, resulta fundamental
estudiar la importancia de estas cepas en el entorno animal, y especialmente la
interaccion entre las personas, los animales y el medio en la proliferacién,
mantenimiento y transmision de estos microorganismos, asi como de otros
Staphylococcus coagulasa positivo y que puedan presentar resistencia a Meticilina, al
resto de - lactamicos y glucopéptidos, como la vancomicina, antibiéticos de referencia

en medicina humana.

Con esta inquietud por conocer la situacion de la resistencia a antibiéticos en
€sos microorganismos en poblaciones animales, y ante el riesgo potencial que
suponen los animales colonizados o infectados, para la salud Publica, surge la
iniciativa de desarrollar un trabajo que analice la situacién actual y el riesgo que para
la Salud Publica suponen, las cepas de S. aureus y de S. intermedius/
pseudointermedius con resistencia a antibiéticos, en la interaccion animales, hombre y

entorno.

El estudio parte de una primera linea de trabajo desarrollada en conjunto por
varios grupos de investigacion; por un lado, por el grupo de Microbiologia del Hospital
Miguel Servet de Zaragoza en el estudio de cepas de S. aureus resistentes de
meticilina en el entorno hospitalario, a partir del cual se ha elaborado un importante
cepario, y por otro lado, por el grupo de Medicina Preventiva de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Zaragoza que, a través del Instituto Aragonés de
Ciencias de la Salud, ha desarrollado un estudio sobre la importancia de la resistencia
a antibidticos, y especialmente a - lactamicos en cepas de Staphylococcus spp. de
origen animal, y el riesgo que la relacidn hombre-animal, implica en la transmision de
la resistencia a personas en contacto con ellos, y por tanto, el riesgo de que estos

animales actuen como portadores de la resistencia para el hombre.
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OBJETIVOS:

Como objetivo principal del trabajo, se plantea realizar un estudio de la
presencia de cepas de S. aureus, y S. intermedius/ pseudointermedius, en animales
de compafiia (entendiendo por animales de compania, poblaciones de perros, gatos y
caballos), asi como en la evaluacién de sus patrones de resistencia y sensibilidad a
diversos antibidticos de interés, tanto en medicina humana como en medicina
veterinaria. De esos resultados, se pretende realizar una aproximacion al posible
riesgo que suponen las interacciones entre las poblaciones animales y humanas, en el

intercambio de cepas con resistencia a antibidticos.

Como objetivos mas concretos, se proponen:

1. Conocimiento de la distribuciébn de cepas de S. aureus, S. intermedius/
pseudointermedius y otros Staphylococcus en las poblaciones animales
estudiadas:

o0 Cepas aisladas en animales.

o Distribucion por especies y relacidon con el hombre.

2. Caracterizacion de los patrones fenotipicos de resistencia y sensibilidad para los
antibiéticos de uso humano y veterinario, en las cepas aisladas:
o Patrones de resistencia a antibioticos de interés en medicina humana
(B- lactamicos y vancomicina).
o0 Patrones de resistencia en antibiéticos de uso veterinario.

o0 Caracteristicas de multirresistencia asociada en todas las cepas.

3. Determinacion de las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMIs), para los
principales B- lactamicos y glicopéptidos (Oxacilina, Vancomicina, Amoxicilina y

Penicilina), debido a su importancia en Salud publica.

4. lIdentificacién en las cepas aisladas de la presencia de la proteina PBP2a, que

determina la presencia de resistencia a meticilina.
5. Caracterizacion, mediante PCR, de los patrones genéticos de resistencia a f3-

lactamicos, gen mec- A, de aquellas cepas que, por sus caracteristicas de

resistencia fenotipica, pueden constituir un riesgo especial para la Salud Publica.
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6. Evaluacién de la fiabilidad y del grado de concordancia, de las técnicas utilizadas
en el laboratorio de forma rutinaria para determinar la sensibilidad o resistencia de

las cepas estudiadas.
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MATERIALES Y METODOS:

La metodologia de trabajo en el estudio, se centr6 en la realizacion de
muestreo y el posterior aislamiento en esas muestras, de cepas de especies de S.
aureus y S. intermedius a partir de animales de compafiia (tanto con algun tipo de

patologia como sin ella).

Esos aislamientos, se completaron con la determinacién de los patrones
fenotipicos de resistencia y sensibilidad a diferentes antibioticos de interés tanto en
medicina humana como en sanidad animal, utilizando para ello, los test de Difusién en
disco de Kirby Bauer (KB) y de la determinacién de las Concentraciones Minimas
Inhibitorias (CMIs). También se han estudiado las cepas aisladas desde una
perspectiva genotipica, para identificar genes de resistencia como elementos de riesgo

para la transmision de la resistencia.

A partir del analisis que se realizé de los resultados, se ha tratado de realizar
una aproximacion cualitativa al riesgo que estos microorganismos y sus patrones de
resistencia asociados, pueden suponer para la las personas en contacto con ellos
(Salud Publica).

Por otro lado, con el fin de valorar la fiabilidad de los resultados obtenidos con
las pruebas utilizadas, y que son de uso frecuente ante casos clinicos, se estudioé la
sensibilidad y especificidad de las pruebas para los - lactamicos, y glucopéptidos y se
valoré el grado de concordancia entre las pruebas utilizadas para algunos de esos

antibioticos, a la hora de definir la resistencia o sensibilidad.

1. Seleccion de animales y recogida de las muestras:

Los animales participantes en el estudio, fueron 97 perros, 20 caballos y 14
gatos, que acudieron a consulta en el Hospital clinico Veterinario de la Universidad de
Zaragoza. Como algo anecdotico, también se incluyeron en dicho estudio, muestras de
una cabra, un cerdo y un conejo (que no eran animales de produccion intensiva, sino

animales de compania).

El estudio durante el cual se realizé la recogida de muestras, abarcé el periodo
2010-2011; en todos los casos, se trataba de animales que presentaban algun tipo de

patologia o bien que, estando sanos, realizaron alguna visita rutinaria al hospital. En
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estos ultimos, la participacién o no del animal en el estudio era voluntaria de acuerdo

con el propietario.

Las muestras, se recogieron mediante hisopos estériles con medio de
mantenimiento AIMES, en fosas nasales de todos los animales (con o sin patologia
asociada), siendo especialmente importantes los que tenian alguna infeccion
sospechosa de ser producida por Staphylococcus spp., en 6rganos o tejidos; casos
concretos, estos ultimos, en los que el muestreo se realizaba también en la lesién. Los
protocolos de muestreo habian sido aprobados por el comité ético veterinario (ref:
P145/08).

2. Aislamiento e identificacion bacteriana:

Una vez recogidas las muestras, se remitian al laboratorio de Enfermedades
Infecciosas de la Facultad de Veterinaria y alli se procedia al aislamiento e
identificacion de los microorganismos de interés en el estudio (S. aureus y S.

intermedius/ pseudointermedius).

Dicho aislamiento, comenzaba con el enriquecimiento de las muestras en
medio BHI con un 10% de Cloruro Sédico (CINa), incubadas a 35-37°C en un
ambiente aerdbico durante 24 horas. A partir de ese enriquecimiento inicial, se
realizaba la resiembra en Agar Sangre y en el medio selectivo para Staphylococcus
spp., Manitol Sal Agar. Todas las placas se incubaban a 35-37°C durante 24 horas, en

un ambiente aerdbico.

Todos los crecimientos, se identificaron en funcién de la morfologia de las
colonias, de la hemdlisis producida en agar sangre, de su crecimiento o no en Manitol
Sal Agar, de la tincion de Gram, y de la presencia o no de la enzima catalasa. Todas
las colonias compuestas por cocos Gram positivos, catalasa positivos, hemoliticas y
con morfologia compatible con Staphylococus spp. se seleccionaron para continuar

con su estudio.

Posteriormente, tras haber realizado la identificacion, se procedia a realizar la
prueba de la coagulasa, que resulta positiva para los dos microorganismos de interés,
S. aureus y S. intermedius. El resto de colonias del crecimiento que resultaban
coagulasa negativos, fueron identificados utilizando el APl 20 STAPH system

(bioMerieux S. A.), de acuerdo a las recomendaciones del laboratorio fabricante.
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Finalmente, para diferenciar entre S. aureus y S. intermedius, se realizaba la
prueba de la - Galactosidasa (ONPG) previo paso de las colonias en el medio Tripple
Sugar Agar lron (TSI) a 35-37°C durante 24 horas, pruebas dénde: S. aureus sera
negativo y S. intermedius sera positivo. La interpretacion de esta prueba se
completaba con el resultados observado para la utilizacion de la lactosa en el Manitol
Sal Agar, lo que les daba una coloracion distinta segun la especie (S. aureus daba

lugar a colonias amarillas y S. intermedius, a colonias rosas).

3. Determinacién de los patrones fenotipicos de resistencia y sensibilidad a
antibiéticos:

Tras realizar el aislamiento y la identificacion, se sometia a las cepas a los test

de resistencia y sensibilidad a antibioéticos mediante dos métodos: Prueba de difusién

en _disco Kirby Bauer (KB) (Bauer et al, 1966) adaptado segun los criterios del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2011) y la determinacién de

la Concentraciéon Minima Inhibitoria segun el método CIMEvaluator (OXOID).

Para ellos, las cepas aisladas, se cultivaban en Agar Sangre, con el fin de tener
un cultivo puro joven de 24 horas; posteriormente se diluian en Solucién Salina
Fisiolégica hasta lograr una concentracién de 1,5 x 10® ufc/ml (0,5 en la escala de
McFarland).

A partir de esa suspension, se realizaba una siembra homogénea con hisopo
estéril en medio de cultivo Mueller Hilton, donde posteriormente, se realizaria el

estudio de los patrones de resistencia y sensibilidad.

Una vez sembradas las placas, se colocaban los discos de antibi6ticos en el
test de KB o las tiras de antibidtico del sistema MICE. Tras completarse el proceso, las
placas se incubaban a 35-37°C durante 24 horas. A las 48 horas se volvian a leer ante

la posibilidad de la existencia de algun cambio.

La interpretacion de las pruebas de resistencia a antibidticos se realizaba
siguiendo los criterios del CLSI (CLSI, 2011), considerando las cepas como
resistentes o sensibles en funcién de las medidas de los halos de inhibicion en el test
KB o en mg/ml de antibiético necesario para inhibir el crecimiento bacteriano para las
CMls.
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Todas las cepas de ambas especies de S. aureus y S. intermedius aisladas,
eran testadas mediante el test KB para los siguientes antibidticos (Flérez et al.,
1999):

B- lactamicos: amoxicilina- acido clavulanico (30 pg), ampicilina (10 pg),
penicilina G (6 pg), meticilina (10 pg) y oxacilina (5 pg).

¢ Fluorquinolonas: ciprofloxacina (5 pg), norfloxacina (10 pg), levofloxacina (5 pg)

y marbofloxacina (5 ug).
e Macrdlidos: eritromicina (15 pg)
e Tetraciclinas: tetraciclina (30 ug).
¢ Aminoglucésidos: estreptomicina (10 ug), gentamicina (10 pg), tobramicina (10

Hg).
¢ Sulfamidas: sulfametoxazol-trimetroprim (25 ug).

e Glicopéptidos: teicoplanina (30 ug) y vancomicina (30 pg); estd ultima, se
considera la alternativa de tratamiento en medicina humana, ante la resistencia
a los p—lactamicos.

e Cefalosporinas: cefoxitina (30 ug), como alternativa diagnéstica a la Oxacilina.

e Lincosamidas: lincomicina (15 ug) y clindamicina (2 ug).

Por otro lado la determinacion de CMiIs se realizé para: Oxacilina,

Vancomicina, Amoxicilina y Penicilina, antibiéticos de especial interés en Salud

Publica.

Como desde un principio se asumio la falta de estandarizacién de los métodos
de deteccion de cepas resistentes, dificultando su interpretacién en algunos casos, la
deteccion de cepas con resistencia a p—lactamicos, se completd con la deteccion de la
proteina PBP2a, que se identifica con la presencia del gen mec- A. Esta deteccion, se

realiz6 mediante |la prueba de aglutinaciéon en latex de la proteina PBP2a (OXOID

Penicillin- Binding Protein Latex Agglutination) siguiendo el protocolo definido por el
fabricante. La seleccion de esta prueba como gold standard, se decidio a través de la
evidencia cientifica proporcionada por los diferentes estudios, que otorgan a este tipo
de pruebas la mayor sensibilidad y especificidad en relacion con la deteccion de los
genes de resistencia mediante PCR, especialmente en S. aureus pero también en el
caso de otros estafilococos, tanto coagulasa positivos como negativos (Hanselman et
al., 2008; Hussain et al, 2002; Louie et al, 2001; Ortega et al, 2011; Wilkerson et al,
1997).
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4. Caracterizacion de las cepas, mediante biologia molecular:

A partir de los resultados obtenidos en los aislamientos, y la caracterizacién de
los patrones fenotipicos de resistencia y sensibilidad a los antibidticos, se
seleccionaron 28 cepas, que por sus patrones fenotipicos de resistencia,
considerabamos que podian constituir un riesgo especial para la Salud Publica. Estas
28 cepas, fueron tipificadas genéticamente mediante la prueba de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR); esta actividad fue desarrollada por un laboratorio externo, con

el que el grupo de investigacion colabora.

Esta prueba, en concreto, determinaba los patrones genéticos de resistencia a

los antibidticos B- lactamicos, especialmente detectaba la presencia del gen mec- A.

5. Analisis estadistico de los resultados:

La informacion obtenida de los aislamientos y los patrones de resistencia y
sensibilidad a los antibiéticos, se introdujeron en una base de datos EXCEL vy la

informacién almacenada en esta, se analizé utilizando el mismo programa informatico.

En el analisis de los resultados, se determind la distribucion de frecuencias,
proporciones, de los aislamientos y de la resistencia o sensibilidad a los diferentes

antibioticos.

Por otro lado, la evaluacién de la fiabilidad de algunas de las pruebas de
deteccién utilizadas en el estudio y del grado de concordancia entre esos métodos
utilizados, se realizé con el programa informatico WINEPISCOPE 2.0. (Thrusfield et al,
2001). En el caso de determinar la fiabilidad de las pruebas se utilizé como gold

standard, la aglutinacion en latex de la proteina PBP2a.

El acuerdo (concordancia) entre pruebas se ha valorando mediante el
parametro Kappa. En este caso, cuanto mas se aproxima a 1 el valor, mayor es el

grado de acuerdo entre las pruebas.

La fiabilidad de los test KB y las CMIs se ha valorado mediante el calculo de
los parametros: sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo y J de
Youden, pardmetro este ultimo que, proporciona una valoracion global para la prueba,
de manera que, cuanto mas se aproxime su valor a 1, mayor fiabilidad global se

atribuye a esa prueba.
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RESULTADOS Y DISCUSION:

1. Distribucion y caracterizacion de las cepas de estafilococos aisladas:

Resultados:

a) Distribucion por especies:

A lo largo del periodo de estudio, se muestrearon un total de 135 animales, de
los cuales un 71,85% fueron perros, 14,81% caballos, 10,37% gatos, 0,74% cabra,
0,74% cerdo, 0,74% conejo y 0,74% muestra de origen desconocido (GRAFICO- |).

0,74%
0,74%
0,74%_\\ I_0,74% B Perros

B Gatos
B Equidos
B Cabras
B Cerdos
B Conejos

Desconocido

GRAFICO- |. Distribucién de las proporciones (%) de las distintas especies
animales incluidas y muestreadas en el estudio, y que resultaron positivas a la

presencia de alguna bacteria del género Staphylococcus spp.

b) Caracterizacion de las cepas aisladas para la prueba de la

coagulasa:

Tras realizar los analisis microbioldgicos pertinentes, de esas muestras, un
53% fueron positivas a la prueba de la coagulasa, grupo dentro del cual se encuentran
las dos especies de mayor interés en animales de compafia, S. aureus y S.

intermedius/ pseudointermedius, frente a 47,41% que fueron coagulasa negativas.
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c) Distribucién de las especies de S. aureus, S. pseudointermedius y

otros Staphylococcus.

Del total de cepas de estafilococos que se aislaron, un 52,59% de cepas eran
coagulasa positivo y un 47,41% fueron coagulasa negativo (GRAFICO II): Entre las
cepas que resultaron positivas a la prueba de la coagulasa, un 23,93% fueron
identificadas como S. aureus y un 76,06% fueron S. intermedius o S
pseudointermedius. La diferenciacion entre estos dos ultimos, solo puede llevarse a
cabo mediante técnicas de biologia molecular, que en nuestro caso, no fueron factibles
de realizar para todas ellas, razén por la que a partir de este momento hablaremos de
S. intermedius/ pseudointermedius sin diferenciar entre ambos salvo en el punto 3 de
los resultados donde se realiza el estudio genético de algunas de las cepas, en cuyo

caso, si se pudo diferenciar.

B S aqureus

B S. intermedius/
pseudointermedius

Otros Staphylococcus

GRAFICO- IlI. Distribucién de las proporciones (%) de las cepas de

Staphylococcus spp. aislados en el estudio.

Las especies animales mas representadas en el muestreo, fueron la especie
canina y la equina. De los perros estudiados, se aislaron un 48,45% de S.
intermedius/ pseudointermedius, un 6,18% de S. aureus y un 4536% de otros
estafilococos (GRAFICO- IlI).
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6,18%

B S.aureus

B S. intermedius/
pseudointermedius

W Otros Staphylococcus

GRAFICO- IlI. Distribucién de las proporciones (%) de las diferentes especies

de Staphylococcus spp. aisladas en perros.

En cuanto a los équidos muestreados, se aislaron un 10% de S. intermedius/
pseudointermedius, un 35% de S. aureus y un 55% de otros estafilococos (GRAFICO-
V).

B S aqureus

B S. intermedius/
pseudointermedius

W Otros Staphylococcus

GRAFICO- IV. Distribucién de las proporciones (%) de las diferentes especies

de Staphylococcus spp. aisladas en caballos.
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Discusion:

El estudio, se ha centrado en el aislamiento de cepas procedentes de
muestras, tomadas en animales de compafia (perros, gatos y caballos). La razén
principal es el aumento del numero de cepas de S. aureus aisladas en ellos con origen
humano en los ultimos afos, y al papel que desempefian estos animales, en la
transmision y difusion de las mismas, y consecuentemente de la resistencia a los
antibidticos; ya que los animales de compafia, pueden ser colonizados por cepas
humanas, a consecuencia de su estrecho contacto con ellos, actuando como
portadores (EMEA, 2009).

Cuando hablamos de colonizacién por estas bacterias en personas, es mayor
por S. aureus que por S. intermedius/ pseudointermedius, incluso en personas con un
estrecho contacto con animales de compania; si bien, la presencia de S. intermedius/
pseudointermedius en duefios de perros, es mayor que en la del resto de la poblacion,
siendo esta presencia, similar a la de sus animales (Scott Weese y Van Duijkeren,
2009).

En cuanto a los resultados de los aislamientos obtenidos, se aislaron cepas
coagulasas positivas en similar proporcion que coagulasas negativas. Dentro de esas
coagulasas positivas, existi6 un mayor porcentaje de cepas de S. intermedius/
pseudointermedius, hecho que puede ser debido, a una mayor representacion de la
especie canina en el estudio; ya que este microorganismo, es uno de los mas
comunmente aislados, tanto en perros sanos como con algun tipo de patologia a nivel
tisular (Huerta et al., 2010; Scott Weese y Van Duijkeren, 2009; Rubin et al., 2011;
Onuma et al., 2011). Ademas, existe evidencia, de que la colonizacién de S. aureus es
transitoria en perros y gatos, quizas porque este, no es un comensal natural
predominante en esas especies (Scott Weese y Van Duijkeren, 2009). Por otro lado,
cuando hablamos de la especie equina, existen grandes variaciones de distribucion de
las cepas aisladas con respecto al perro. El porcentaje de cepas aisladas de S. aureus
€s muy superior (es un microorganismo comensal en caballos) (Burton et al., 2008),
asi como se observa un descenso de las cepas de S. intermedius/ pseudointermedius
aisladas, puesto que este ultimo microorganismo, o no esta presente, o es muy raro en

caballos (Scott Weese y Van Duijkeren, 2009).
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2. Patrones de resistencia y sensibilidad a los antibiéticos:

Resultados:

a) Proporcién de cepas positivas a la presencia de la proteina PBP2a:

Dentro de las cepas aisladas de las especies S. aureus y S. intermedius/
pseudointermedius, interesaba especialmente conocer que cepas son resistentes a la
meticilina, lo que se identifica con la resistencia general a los p—lactamicos, por ser
estos los antibiodticos de eleccidon en los tratamientos de infecciones por estas
bacterias en humanos. Esa resistencia al grupo de los p-lactamicos, viene
determinada por la presencia de la proteina PBP2a (gold standard en este estudio). Un
43,75% de los aislados de S. aureus y un 38,18% de S. intermedius/

pseudointermedius, resultaron positivos a esta prueba.

Una vez determinada la presencia de la proteina PBP2a, se analizaron los
patrones de resistencia a diferentes antibidticos por dos procedimientos: test de
difusién en disco de Kirby Bauer y determinacién de las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI).

b) Caracteristicas de resistencia y sensibilidad fenotipica a los

antibiéticos estudiados mediante el Test de Kirby Bauer (KB):

Los resultados obtenidos con el Test de KB, ponen de manifiesto que un 100%
de las cepas aisladas de S. aureus, eran resistentes a la estreptomicina, pero
especialmente destacaba que un 93,75% presentaban resistencia a ampicilina y un
87,50% a penicilina, ambos antibidticos importantes p-lactdmicos. Las menores
proporciones de cepas resistentes fueron observadas para las quinolonas:
marbofloxacina y levofloxacina, ambas con un 12,5% de resistencia, y norfloxacina con
un 18,75%. (TABLA-2)

Entre las cepas aisladas de S. intermedius/ pseudointermedius, el 98,18%
presentaban resistencia a la estreptomicina, un 89,09% a penicilina y un 87,27% a
ampicilina, mientras que los menores porcentajes de resistencia fueron para meticilina
(16,36%), oxacilina (14,55%), y cefoxitina (1,82%) (TABLA-2). Indicaremos también y
de forma general, que para el resto de estafilococos aislados (coagulasa negativos),
en su mayoria (91,23%) eran resistentes a estreptomicina; por el otro lado, sélo un

5,26% eran resistentes a amoxicilina, meticilina y oxacilina (TABLA-2).
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TABLA-2. Distribuciéon (valores absolutos y porcentajes) de las caracteristicas de resistencia a

los antibidticos de las distintas cepas aisladas mediante el test de Kirby-Bauer.

Antibidticos Numero de aislamientos (%)
S. aureus S. intermedius Otros estafilococos

Meticilina 7 (43,75) 9 (16,36) 3 (5,26)
Oxacilina 6 (37,5) 8(14,55) 11 (5,26)
Vancomicina 6 (37,5) 18 (32,73) 11 (19,3)
Ampicilina 15 (93,75) 48 (87,27) 27 (47,37)
Amoxicilina- Ac. Clavulanico 6 (37,5) 11 (20) 6 (10,53)
Penicilina 14 (87,5) 49 (89,09) 34 (59,65)
Eritromicina 8 (50) 45 (81,82) 35(61,4)
Tetraciclina 8 (50) 41 (74,55) 27 (47,37)
Estreptomicina 16 (100) 54 (98,18) 52 (91,23)
Gentamicina 6 (37,5) 17 (30,91) 6 (10,53)
Sulfa- Trimetroprim 4 (25) 32 (58,18) 14 (24,56)
Ciprofloxacina 4 (25) 13 (23,64) 6 (10,53)
Clindamicina 4 (25) 35(63,64) 24 (42,11)
Marbofloxacina 2(12,5) 10(18,18) 4(7,02)
Levofloxacina 2(12,5) 11 (20) 4(7,02)
Norfloxacina 3 (18,75) 13 (23,64) 6 (10,53)
Cefoxitina 4 (25) 1(1,82)

Tobramicina 5(31,25) 13 (23,64)

Lincomicina 5(31,25) 46 (83,64)

Teicoplanin 4 (25) 26 (47,27)

TOTAL 16 55 57

c) Caracteristicas de resistencia_y sensibilidad fenotipicas a los

antibiéticos estudiados mediante la determinacion de las

concentraciones minimas inhibitorias (CMis):

El estudio de los patrones de resistencia a los antibiéticos de interés en Salud
Publica (B- lactamicos y vancomicina) mediante la determinacién de las CMIs (Método
MICE), ha puesto de manifiesto que un 50% de los S. aureus, eran resistentes a
penicilina, en contraste con el 0% de resistencia a vancomicina, distribucion
practicamente similar a lo observado en S. intermedius/ pseudointermedius. Si bien las

proporciones de resistencia para oxacilina y amoxicilina son mas bajas (TABLA- 3).
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Por el contrario, hay que recalcar que en el caso de los Staphylococcus

coagulasa negativos la resistencia a la vancomicina alcanzaba el 77,19%. (TABLA-3).

TABLA- 3. Distribucién (valores absolutos y porcentajes) de las caracteristicas de resistencia,
de las distintas cepas de Staphylococcus spp aisladas, a los antibiéticos de interés en Salud

Publica a través de las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMIs).

Antibidticos NuUmero de aislamientos (%)

S. aureus S. intermedius Otros estafilococos
Amoxicilina 4 (25) 7(12,73) 18 (31,58)
Oxacilina 4 (25) 1(1,82) 3(5,26)
Vancomicina 0(0) 0(0) 44 (77,19)
Penicilina 8 (50) 28 (50,9) 0(0)
TOTAL 16 36 65

Discusién:

Los resultados observados en el estudio, ponen de manifiesto la creciente
importancia de cepas de S. aureus y S. intermedius/ pseudointermedius con
resistencia muy significativa a antibioticos, que son referencia en el tratamiento de
enfermedades causadas por los mismos, tanto en medicina humana como en
veterinaria. Puesto que, aunque en el caso de algunos antibidticos, el porcentaje de
cepas resistentes es bajo, siempre existen cepas resistentes, para las especies de
Staphylococcus analizadas. Esta multirresistencia, nos hace reflexionar sobre la
necesidad de frenar este problema, ya que, de seguir asi, las opciones terapéuticas

frente a estos microorganismos, podrian verse gravemente disminuidas.

Es cierto que en este estudio los muestreos, se han llevado a cabo en su
totalidad en animales; no obstante, ya hemos hablado de la importancia que tienen los
animales de compafiia, como transportadores de estos microorganismos en el
ambiente (EMEA, 2009). Teniendo en cuenta las caracteristicas epidemiolégicas de
estas bacterias, estos resultados, pueden ayudar a hacernos una idea de la magnitud
del problema de la resistencia a antibiéticos de estos microorganismos en la poblacion
humana, y por tanto, debemos considerar que su presencia en animales, constituye un
punto critico en la transmision de estas cepas al hombre y por ende, un problema a

corto plazo para la Salud Publica.
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Al analizar las cepas aisladas, la misma proporcion de cepas de S. aureus y de
S. intermedius/ pseudointermedius (alrededor de un 40% en ambos casos), resultaron
positivas a la presencia del gen mec-A (test PBP2a), lo que se identifica con la
presencia de resistencia (actual o potencial) a los p—lactamicos, y por extension en la

mayoria de los casos, resistentes a otros antibidticos (EMEA, EFSA y ECDC, 2009).

Desde el punto de vista de su diagnéstico, en medicina veterinaria la deteccién
de resistencia a antibidticos se realiza, salvo situaciones muy excepcionales, mediante
técnicas basicas como los test de KB o la determinacion de CMIs, en el mejor de los

casos.

Mediante los test de difusidon de KB, en lo que a S. aureus se refiere, el 100%

de las cepas son resistentes a un aminoglucdsido, la estreptomicina, y presentan
porcentajes muy altos de resistencia para B-lactamicos como ampicilina y penicilina.
Los menores porcentajes de resistencia, fueron para las quinolonas; quizas se deba a
que la utilizacién de estas, esta considerado desde hace tiempo, como un factor de
riesgo en la adquisicion de MRSA, tanto en humanos como en perros, y su uso, esta
restringido a situaciones, en las que no existan otras alternativas terapéuticas (Rubin y
Chirino, 2011). En S. intermedius/ pseudointermedius, las cepas mas resistentes son
para los mismos antibiéticos que para S. aureus, aunque es destacable, que los f-
lactamicos meticilina y oxacilina, asi como una cefalosporina (cefoxitina), presentan un
menor numero de cepas resistentes. Es curioso este bajo porcentaje a cefalosporinas,
y en concreto a cefoxitina, ya que es el tratamiento de eleccién para las infecciones
por S. pseudointermedius en perro, sobre todo en la pioderma canina (Kawakami et al,

2010), una de las principales patologias causadas por este microorganismo.

Las variaciones en cuanto a la meticilina (penicilina de referencia para el
tratamiento de S. aureus en Salud Publica), van desde un 43,75% en el caso de S.
aureus, a un 16, 36% en S. intermedius/ pseudointermedius, y practicamente ocurre lo
mismo en el caso de la oxacilina, que es otra de las penicilinas sintéticas de eleccion.
Debido a la aparicion de cepas resistentes a la meticilina, se empezdé a utilizar la
vancomicina como tratamiento alternativo frente a S. aureus en humanos. El hecho de

que ya aparezcan cepas resistentes a vancomicina, es un punto a reflexionar.

Otros antibioticos que presentan grandes diferencias entre estas dos especies
de Staphylococcus, son la lincomicina y la tetraciclina; ambos estan representados por
un alto porcentaje de cepas resistentes a ellos en S. intermedius/ pseudointermedius;
quizas la gravedad de los efectos secundarios producidos por las tetraciclinas limita su
uso sobre todo a animales (Pantosti, 2012). Las diferencias en cuanto a la lincomicina

entre estas dos especies de Staphylococcus, pueden ser debidas al menor uso de
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este antibiético en humanos, por la aparicion de nuevas moléculas dentro de su misma

familia, como la clindamicina, con un mayor espectro de actuacion.

Estas diferencias en los patrones de resistencia y sensibilidad entre las
especies de Staphylococcus, también podrian ser ocasionadas, entre otros factores,
por los diferentes criterios de seleccion de antibidticos en el tratamiento de
enfermedades a nivel veterinario y médico, y probablemente a un uso no racional de
los mismos; aunque también podrian deberse a intercambios de informacién genética
entre cepas humanas y animales, puesto que existen estudios en los que si se ha
demostrado, que cepas susceptibles a estos antibidticos, pueden ser convertidas en
resistentes en el laboratorio, lo que revela su facilidad de adquirir resistencia (Jiménez
y Correa, 2009).

No obstante, este es un estudio transversal, una radiografia de lo que esta
sucediendo en un momento determinado, y seria interesante conocer los patrones
fenotipicos de resistencia a los antibiéticos de ambos microorganismos, con el paso de
los afos en estos animales y en las personas, tanto de su entorno veterinario como
sus duefios, para ver si dichas sensibilidades derivan en resistencias en el futuro. Asi,
se evidenciaria esa capacidad de los Staphylococcus de transferir informacion
genética, incluida la de la resistencia a los antibidticos, conferida por el gen mec-A,
que podria ser transferido desde los animales a otras cepas mas patdgenas para el

hombre, hecho que se ha referenciado en numerosas ocasiones (Heymann, 2006).

Cuando se analizaron las CMIs para los antibiéticos de mayor interés en Salud
Publica, se encontraron diferencias importantes entre microorganismos coagulasa
positivos y negativos. Si bien los coagulasa positivos, no presentaron cepas
resistentes a vancomicina, los negativos si; pero cuando hablamos del caso de las
penicilinas, en los estafilococos coagulasa negativos, todas las cepas fueron sensibles
a las penicilinas, mientras que en S. aureus y S. intermedius/ pseudointermedius,

aproximadamente un 50% de las cepas, fueron resistentes a ella.

Lo mas curioso, es que salvo en el caso de la oxacilina en las cepas coagulasa
negativas, los porcentajes de cepas resistentes no coinciden exactamente con los
obtenidos en los test de difusion de KB. Los casos mas llamativos son los de la
vancomicina en S. aureus y S. intermedius/ pseudointermedius, puesto que ya hemos
dicho que mediante las CMIs no existen cepas de ambos microorganismos resistentes
a este antibiético, mientras que el test KB, evidencia entre un 37,50 % y un 32, 73%
respectivamente de cepas resistentes. Pero cuando hablamos del numero de cepas
resistentes a vancomicina en los coagulasa negativos, las CMIs nos dan un porcentaje

de 77,19%, mientras que el test de KB un 19,30%. Otra diferencia interesante, es el
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caso de las penicilinas: mientras que las CMIs dicen que todas las cepas coagulasa
negativas son susceptibles a ellas, el test de KB habla de un 59,65% de cepas
resistentes; en los coagulasa positivos, existe una variacion en porcentaje de
aproximadamente un 40% mas en ambas especies. Estos resultados, ponen de

manifiesto, que los resultados de ambas pruebas (test de KB y CMIs), no coinciden.

Al citar las bases de la lucha frente a la resistencia a los antibioticos, se hablé
de la vigilancia de la resistencia a los antibidticos, como estrategia para prevenirlas
(EASAC, 2007). Dificilmente se va a poder llevar a cabo una vigilancia fiable, si no se

aunan criterios para determinar los patrones de resistencia a los antibioticos.

3. Estudio genético de las cepas de S. aureus y S. pseudointermedius que
presentaron patrones de resistencia especificos de interés para Salud
Publica:

28 de las cepas aisladas, y que poseian caracteristicas especiales de
resistencia a nivel fenotipico, fueron estudiadas desde la perspectiva genética,
mediante métodos moleculares (PCR). De estas cepas, 21 pertenecian a muestras de
perro, 5 de caballo, una de gato y otra de conejo. Tras ser procesadas, 8 cepas fueron
identificadas genéticamente como S. aureus y 20 como S. pseudointermedius. En
ellas, se determiné la existencia del gen mec- A, como base genética de la resistencia

a los p—lactamicos.

Estos resultados, llevaron a clasificar las cepas de S. aureus como resistentes
a meticilina (MRSA), o sensibles a meticilina (MSSA), y a las cepas de S.

pseudointermedius como resistentes a meticilina (MRSP), o sensibles a esta (MSSP).

Resultados:

a) S. aureus resistentes a meticilina: sus patrones de resistencia

fenotipicos y origen de las muestras:

Es interesante remarcar, que el estudio genético determiné que 7 de las 8
cepas de S. aureus muestreadas eran MRSA con identificacion del gen mecA. De
esas muestras, 5 procedian de caballo y 2 de perro; sélo uno de los muestreos,
realizado en un conejo, resultd6 MSSA. En cuanto al origen de los aislamientos, los
aislamientos de caballos ser obtuvieron de heridas (3), de una infeccion de un ganglio

linfatico (papera) y de saliva perteneciente a una glandula salivar. Los muestreos en
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perro se realizaron en heridas post- quirdrgicas, mientras que la Unica muestra del

conejo pertenecia a una neumonia (TABLA- 4).

Los patrones de resistencia fenotipica para cada una de esas 8 cepas de S.
aureus, en relacién con su caracterizacion como MRSA o MSSA vy el origen de las

muestras, se observan en la TABLA- 4:

TABLA-4. Patrones de resistencia fenotipica de las cepas de S. aureus con su caracter MRSA
0 MSSA, origenes *

n2 Muestras Animal Caracterizacion fenotipica de la resistencia Origen de la muestra
MRSA 1 Caballo PEN-GEN-STR-SXT-TET-TOB Glandula salivar
1 Caballo PEN-ERY-GEN-CIP-STR-SXT-TET-TOB Herida
1 Caballo PEN-GEN-CIP-NOR-STR-SXT-TET-TOB Herida
1 Caballo PEN-ERY-LYN-GEN-STR-SXT-TET-TOB Herida
1 Caballo PEN-LYN-STR-TET-TOB Ganglio linfatico (papera)
2 Perro PEN-ERY-CLI-LYN-GEN-CIP-LEV-NOR-STR-TET Fistula post- quirdrgica
MSSA 1 Conejo ERY-STR Neumonia

*PEN: Penicilina; GEN: Gentamicina; STR: Estreptomicina; SxT: sulfametoxazol-trimetroprim; TET: Tetraciclina; TOB:

Tobramicina; ERY: Eritromicina; CIP: Ciprofloxacina; NOR: Norfloxacina; LYN: Lincomicina; LEV: Levofloxacina.

b) S. pseudointermedius resistentes a meticilina: sus patrones de

resistencia fenotipicos y origen de las muestras:

El genotipo meticilina resistentes, determinado mediante la deteccién del gen
mecA, estaba presente en 7 de los 20 S. pseudointermedius aislados; todas las
muestras se detectaron en perros, salvo una de las cepas MRSP, cuyo origen era
felino. Los muestreos fueron realizados en infecciones de orina a través de
cistocentesis (6), infecciones genitales (5), otitis (4), faringe de perros sanos (2), herida

(1), osteomielitis (1) y un exudado seromatoso (1) (TABLA- 5).

La caracterizacion de los patrones fenotipicos asociados a su identificacion de
MRSP o MSSP, asi como la localizacion de su muestreo, puede observarse en la
TABLA- 5.
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TABLA-5. Patrones de resistencia fenotipica de las cepas de S. pseudointermedius, con su
caracter MRSP o MSSP, origenes *

n2 Muestras Animal Caracterizacion fenotipica de la resistencia Origen de la muestra
MRSP 2 Gato PEN-ERY-CLI-LYN-GEN-CIP-LEV-NOR-STR-SXT-TET Cititis (cistocentesis)
Perro Infeccion genital
4 Perro PEN-ERY-CLI-LYN-GEN-CIP-LEV-NOR-STR-SXT-TET-TOB Infeccién genital

Osteomileitis (musculo)
Seroma (exudado)

Herida
1 Perro PEN-ERY-CLI-LYN-STR-SXT-TET Cistitis (cistocentesis)
MSSP 1 Perro PEN-ERY-CLI-LYN-GEN-STR-SXT-TET-TOB Otitis
2 Perro PEN-ERY-CLI-LYN-STR-SXT-TET Infeccidn genital
Otitis
1 Perro PEN-STR Cistitis (cistocentesis)
1 Perro PEN-STR-TET Infeccion genital
1 Perro PEN-LYN-STR-TET Infeccidn genital
1 Perro PEN- ERY- CLI- GEN- CIP- LEV- MRB- NOR- STR- TET Cistitis (cistocentesis)
1 Perro PEN- ERY- STR Otitis
1 Perro PEN- LYN- STR- SXT- TET Perro sano (faringe)
1 Perro PEN- ERY- LYN- GEN- STR Cistitis (cistocentesis)
1 Perro PEN- ERY- CLI- LYN- STR- TET Otitis
1 Perro STR- ERY- LYN Perro sano (faringe)
1 Perro PEN- ERY- LYN- STR- TET- TOB Cistitis (cistocentesis)

*PEN: Penicilina; ERY: Eritromicina; LYN: Lincomicina; GEN: Gentamicina; CIP: Ciprofloxacina; LEV: Levofloxacina;
NOR: Norfloxacina; STR: Estreptomicina; SxT: sulfametoxazol-trimetroprim; TET: Tetraciclina; TOB: Tobramicina; MRB:

Marbofloxacina.

Discusion:

La definicion de MRSA, como ya hemos citado en el trabajo, es la de aquel
microorganismo, caracterizado por ser sensible ademas de a meticilina y a los B-
lactamicos, ser sensible a casi todas las otras familias de antibidticos y poseer
caracteristicas moleculares especiales, como la portacién de un elemento genético
movil, denominado casette cromosomico del estafilococo (SCmec), que contiene el
gen mec- A (Sung et al, 2008). La tipificacion de MRSA por métodos moleculares
(PCR), tiene como objetivo el evitar las limitaciones discriminatorias de los métodos

fenotipicos (Jiménez y Correa, 2009).

La mayor parte de las cepas genotipadas, pertenecian a muestras de perro y
de caballo, como ocurre con el resto del estudio. Llama la atencién, que la mayoria de
las cepas de MRSA, procedian de caballos, a la vez que todas las cepas de MRSP
salvo una perteneciente a un gato, procedian de perros. Hay que decir, que el mayor
numero de cepas de S. pseudointermedius con patrones de resistencia de interés,
puede deberse, al hecho del mayor muestreo llevado a cabo en la especie canina,

puesto que como ya hemos citado previamente, este microorganismo es de los mas
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comunmente aislados en perro, lo mismo que sucede con S. aureus en caballos
(Huerta et al., 2010; Rubin et al., 2011; Scott Weese y Van Duijkeren, 2009).

Como ocurre en otros estudios, todas las cepas, independientemente de que
posean el gen mec- A o no, presentan algun tipo de resistencia a antibiéticos (Sung et
al., 2008).

En el caso de S. aureus, 3 de las cepas aisladas en caballo, tenian su origen
en heridas de la piel, uno de los factores de riesgo para presentar MRSA (Walther et
al., 2009). Ademas, el caracter sociable de esta especie, facilita el contacto con otros
caballos (fosas nasales) y con las personas, habiendo estudios que demuestran la
transmisién de MRSA entre caballos y su comportamiento zoonético (Scott Weese y
Lefebvre, 2007). Por otro lado, no hay que olvidar el papel del medio en la transmision
de este agente, ya que comederos y bebederos, también pueden tener importancia, en
la diseminacion de este microorganismo, asi como el material utilizado para montar o

transportarlos (Scott Weese y Lefebvre, 2007).

Es destacable, que las dos muestras MRSA caninas, habian sido tomadas en
una fistula post-quirdrgica; esta especie se considera mera transportadora de este
microorganismo, y hay que decir que uno de los factores de riesgo asociados a la
persistencia de MRSA y a la consecuente aparicion de infeccién, es que el animal
haya estado tanto ingresado, como sometido a procedimientos invasivos, como puede
ser una cirugia (Catry et al., 2010). Esas dos muestras MRSA, también presentaban el
mismo patrén fenotipico de resistencia por lo que podriamos pensar que la cepa
pudiese tener un origen nosocomial. La uUnica cepa MSSA, fue una muestra de
neumonia en el Unico conejo muestreado, que ademas presenta resistencia a
antibidticos de otras familias, como son la eritromicina y la estreptomicina; actualmente
ya existen estudios que advierten de la aparicién de estos estafilococos resistentes en
conejos de compania (Rubin et al, 2011; Walther et al, 2007), incluso en loros, tortugas
o murciélagos (Walther et al, 2007), lo que podria incentivar nuevas vias de estudio

sobre la actuacion de estos patégenos en animales exéticos.

S. pseudointermedius, forma parte de la flora normal de los perros y de los
gatos (Kawakami et al, 2010; Perreten et al, 2010), y es un importante patégeno
oportunista (Windahl et al, 2012). Su presencia es rara en personas, pero ya se ha
demostrado su potencial caracter zoonético: el primer caso en humanos aparecio en
Bélgica, en un hombre de 60 afios que se habia sometido a una intervencién cardiaca
(Van Hoovels et al, 2006); en este caso no habia habido un contacto previo con
animales, pero en posteriores aislamientos se detectd la infeccion de personas como

consecuencia de la exposicion a perros (Chuang et al., 2010).
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Como en nuestro estudio, los aislamientos mas habituales tienen que ver con
infecciones, lo que coincide con que este microorganismo sea la causa mas frecuente
de piodermas caninas y esta asociado a heridas en perro y en gato (Perreten et al.,
2010; Schissler et al, 2009), infecciones del tracto urinario, otitis externa en perros
(Kadlec et al, 2010, 2011; Windahl et al, 2012) y procesos post- quirdrgicos en perroy
gato (Perreten et al., 2010). Todas las muestras de S. pseudointermedius, fueron
resistentes a penicilina, salvo en el caso de una muestra de perro sano en faringe. Es
llamativo, el caracter multirresistente de las cepas MSSP, sobre todo una muestra de
perro procedente de orina que fue obtenida por un procedimiento invasivo: la

cistocentesis, hecho que también ocurre, en la unica muestra de gato MRSP.

Las cepas mas multirresistentes de S. pseudointermedius, han estado
relacionadas con algun tipo de procedimiento invasivo en el hospital veterinario. Por
otro lado, se conoce el papel que desempenan los animales como transportadores de
estos microorganismos, tanto entre animales como entre personas, asi como el papel
que juega el entorno veterinario (Catry et al., 2010; EASAC, 2007). Si un animal, es
capaz de infectarse a nivel hospitalario, tanto con S. aureus, como con S. intermedius/
pseudointermedius, las personas que trabajan en ese hospital también pueden
infectarse y actuar como portadores de ese microorganismo, siendo capaces de
diseminar al patégeno y de infectar a otros animales susceptibles. Estos resultados,
vuelven a poner de manifiesto el caracter nosocomial de estas bacterias y la
importancia del entorno veterinario en la transmisidon de las cepas y de sus
resistencias, como ya se ha hecho en otros estudios (Perreten et al., 2010; Rubin et
al., 2011).

4. Estudio de la fiabilidad y la concordancia entre los métodos de seleccion
de resistencia utilizados en el laboratorio:

Resultados:

Uno de los problemas que se observd en el estudio, fue que los resultados
entre los test aplicados, especialmente entre la prueba de KB, y la determinacion de
las CMls, presentaban discrepancias importantes en algunos casos. Por este motivo,
se decidio evaluar hasta qué punto, los resultados de estas pruebas fenotipicas, que

se utilizan de forma rutinaria, eran fiables. La TABLA-6, presenta los resultados
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obtenidos por las dos pruebas del estudio fenotipico, para las cepas de S. aureus y S.

intermedius/ pseudointermedius aisladas:

TABLA- 6. Porcentaje de cepas resistentes para los principales antibiéticos testados, y

segun cada una de las pruebas utilizadas.

PRUEBA S. aureus S. intermedius
PBP2a 43.8 38.2
KB Amoxi. 37.5 21.8
KB Metic. 43.8 18.2
KB Cefox. 25 1.8
KB Oxac. 43.8 16.3
KB Penic. 87.7 89.1
KB Vanco. 37.5 32.7
MICE Amoxi. 43.8 12.7
MICE Oxac. 31.1 3.6
MICE Penic. 50 54.5
MICE Vanco. 6.2 1.8

Cuando se realizoé la comparacion entre los diferentes métodos de deteccion de
resistencia para los diferentes antibiéticos de interés, se observé que, en general, la
concordancia entre las pruebas, es mayor en el caso de S. aureus que en S.

intermedius/pseudointermedius.

TABLA-7. Concordancia (GRADO DE ACUERDO) entre pruebas (valor de Kappa y su
Intervalo de confianza).

Pruebas comparadas S. aureus S. intermedius
PBP2a-KB Metic. 1 (0.48-1.00) 0.31 (0.08-0.53)
PBP2a-KB Oxac. 0.49 (.,00-.,90) 0.13 (0.00- .,36)

PBP2a-KB Cefox.
PBP2a-KB Amoxi.
PBP2a-KB Penic.
PBP2a-MICE Amoxi.
PBP2a-MICE Oxac.
PBP2a-MICE Penic.

MICE Amoxi.-KB Amoxi.

MICE Oxac.-KB Oxac.
MICE penic.-KB Penic.
MICE Vanco_KB Vanco.
KB oxac-KB Cefox.
MICE Oxac.-KB Cefox.

0.60 (0.12-1.00)
0.61 (0.13-1.00)
0.21 (0.00-0.49)
0.49 (0.02-0.98)
0.74 (0.26-1.00)

NEGATIVO
0.61(0.13-1.00)
0.59 (0.10-1.00)
0.25 (0.00-0.57)

NEGATIVO
0.33 (0.10-0.78)
0.53 (0.05-1.00)

NEGATIVO
0.03 (0.00-0.28)
0.14 (0.00-0.28)
NEGATIVO
0.02 (0.00-0.14)
0.11 (0.00-0.36)
0.51 (0.26-0.77)
0.32 (0.13-0.52)
0.16 (0.00-0.34)
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
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Mediante la determinacion de Kappa, se ha observado que, la Unica situacion
que ha presentado el valor maximo de concordancia (Kappa=1), es la que resulta de
comparar el test PBP2a con el test KB para la meticilina en S. aureus (TABLA- 6). En
todos los demas casos, se observa que los niveles de concordancia disminuyen

mucho, tanto para el test KB como para las CMIs (TABLA-7).

Como referencia para el uso de la PBP2a como gold standard en el estudio,
debemos indicar que, ademas de los datos de otros autores que asi lo indicaban en
estudios previos (Hussain et al, 2002; Louie et al, 2001; Wilkerson et al, 1997), en un
trabajo realizado paralelamente a este y del que no se presentan aqui los resultados
(Ortega et al, 2011), se testaron 28 cepas de las aisladas y aqui estudiadas mediante
PCR para detectar la presencia del gen mec- A, observandose maxima concordancia

para S. aureus y muy alta para S. intermedius/pseudointermedius.

También se observa un nivel de concordancia elevado (Kappa=0.61) entre el
test KB para la Amoxicilina y la CMI para la Amoxicilina. En cambio, también en el
caso de S. aureus, se ha observado una total discrepancia entre el test KB para la
Vancomicina y la CMI para la misma Vancomicina, hecho que posiblemente esté
ligado a la interpretacion de las pruebas (antibidtico para el que existen diferentes
criterios a la hora de establecer el punto de corte entre resistencia y sensibilidad), mas
que a su capacidad de detectar la resistencia, lo que ha generado un numero minimo

de cepas resistentes a este antibidtico.

Ademas de este desacuerdo entre pruebas, es muy significativa la falta total de
concordancia (Kappa <0) entre la PBP2a y la CMI para la Penicilina, en S. aureus.
Para el resto de situaciones estudiadas para las cepas de este microorganismo, el
grado de acuerdo entre las pruebas es medio con valores que oscilan entre 0.29 y
0.58 (TABLA-7).

Entre las cepas de S. intermedius/pseudointermedius, la situacién es muy
diferente; en todos los casos, la concordancia observada es baja o como mucho
media, con un valor de Kappa mas elevado para el test KB y la CMI en la Amoxicilina
(TABLA-7), observandose un desacuerdo absolutos (Kappa<O) en el caso de

antibiéticos de referencia como la Oxacilina o la Vancomicina.

Atendiendo a esa falta de concordancia en algunos casos, se ha tratado de
definir la fiabilidad (mediante la sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo
y negativo) del test KB para la Meticilina, la Oxacilina y la Cefoxitina y la CMI para la
Oxacilina como pruebas mas frecuentemente utilizadas en el laboratorio para definir la
resistencia a los p—lactamicos, contrastandolas con la PBP2a como gold standard. Los

resultados obtenidos pueden observarse en las tablas 8 y 9.
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TABLA-8. Parametros de fiabilidad de las pruebas utilizadas en el estudio para antibiéticos de

referencia en Salud Publica en el caso de S. aureus.

Prueba evaluada S E VP+ VP- J-Youden
KB Metic. 100 100 100 100 1
KB Oxac. 71.4 (37.9-100) 77.8 (50.6-100) 71.4 (37.9-100) 77.8 (50.6-100) 0.49 (0.06-0.92)
KB Cefox. 57.1 (20.5-93.8) 100 100 70 (41.6-98.4) 0.57 (0.20-0.94)
MICE Oxac. 71.4 (38.0-100) 100 100 78 (50.6-100) 0.71 (0.38-1)
(S. aureus)

TABLA-9. Parametros de fiabilidad de las pruebas utilizadas en el estudio para antibiéticos de

referencia en Salud Publica, en el caso de S. intermedius/ pseudointermedius.

Prueba evaluada S E VP+ VP- J-Youden
KB Metic. 33.3 (13.2-53.5) 94.1 (86.2-100) 77.8 (50.6-100) 69.5 (56,3-82.9) 0.27 (0.05-0.49)
KB Oxac. 23.8 (5.6-42.0) 88.2 (77.4-99.1) 55.6 (23.1-88.0) 65.2 (51.4-79.0) 0.12 (0.00-0.33)

KB Cefox. 0 97.2 (91.8-100) 0 61.1 (48.1-74.1)  NEGATIVO
MICE Oxac. 4.8 (0-13.9) 97.2 (91.8-100) 50 (21.0-100) 62.3 (49.2-75.3) 0.02 (0.0-0.13)

(S. pseudointermedius)

En S. aureus, se observa que el test KB para la Meticilina ha presentado una
sensibilidad y especificidad del 100%, hecho ratificado por que en todas las cepas
estudiadas por esta prueba y la PBP2a ha existido coincidencia en sus diagnésticos
(TABLA-8).

En las otras tres situaciones estudiadas, el test KB para Oxacilina y Cefoxitina y
la CMI para la Oxacilina, se observa que la especificidad de las pruebas se mantiene
muy elevada, entre el 77.8% para el test KB en el caso de la Oxacilina y el 100% para
el resto; pero su sensibilidad disminuye variando entre un 57.1% y un 71.4%, lo que
sugiere que estas pruebas evitan la existencia de falsos positivos, pero que, salvo el
test KB para la Meticilina, introducen falsos negativos, es decir, habria resultados
negativos en las pruebas habituales que por el contrario presentarian reaccion positiva
a la PBP2a, cepas que por tanto presentarian el gen mec- A de resistencia a los —
lactamicos (TABLA-8).

Los valores predictivos positivo y negativo confirman aquellas interpretaciones
en el caso de S. aureus, y asi, un valor predictivo positivo del 100%, indica que, una
cepa diagnosticada como positiva por la prueba sera realmente una cepa positiva a la
PBP2a, pero por el contrario, los valores predictivos negativos mas bajos indican que
los individuos considerados negativos por la prueba habitual pueden ser positivos en la
PBP2a, es decir, falsos negativos (TABLA-8).
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La fiabilidad global de las pruebas habituales, valorada respecto a la PBP2a y
determinada por la J de Youden, es muy alta para el test KB con Meticilina (1) y alta

(valores entre 0.49 y 0.71) en el caso del resto.

En el de S. intermedius/pseudointermedius, se observa que los valores de
sensibilidad y especificidad de las pruebas habituales en laboratorio son inferiores a lo

observado para S. aureus (TABLA-9).

La sensibilidad de las pruebas se ha reducido hasta un 33.3% en el mejor de
los casos y la especificidad, si bien presenta valores elevados, también es inferior,
entre un 88.2 y un 94.1%, lo que indica que, en estas cepas pueden presentarse
algunos falsos positivos y un numero muy elevado de falsos negativos, algo que
confirman claramente los resultados obtenidos para los valores predictivos positivo y
negativo (TABLA-9)

Se puede concluir, por tanto, que en e caso de S.
intermedius/pseudointermedius la fiabilidad de las pruebas habituales de laboratorio es
baja, valores de la J de Youden inferiores a 0.27 en el mejor de los casos, luego, la
probabilidad de error cuando se utilizan aquellas pruebas para diagnosticar cepas

resistentes o sensibles a los f—lactamicos, es elevada (TABLA-9).

Discusion:

Los resultados obtenidos, plantean la necesidad de considerar, hasta qué
punto las pruebas utilizadas habitualmente para la deteccion de la resistencia a p—
lactamicos y vancomicina en S. aureus y S. intermedius/pseudointermedius, requieren
ser interpretadas atendiendo, no soélo a los resultados del laboratorio, sino también a

las caracteristicas de sensibilidad y especificidad de las propias pruebas.

A pesar de que algunos organismos, han tratado de definir protocolos y
métodos de interpretacion de las pruebas de laboratorio especificos, estos muchas
veces no coinciden con los propuestos por otros grupos distintos (ej: interpretacion de
el test de KB para algunos antibidticos entre la CLSI y ERASS), lo que induce a
algunos errores y a la dificultad de comparar datos y por tanto, a utilizarlos como
modelos en estudios de riesgo. Por ello, se viene reclamando la necesidad de
estandarizar de forma universal esos protocolos y de ese modo poder utilizar y
contrastar la situacion existente (EASAC, 2008; ECDC, 2010).
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Desde ya hace tiempo, las pruebas para deteccion del gen mec- A mediante
técnicas de biologia molecular como la PCR se han definido en algunos estudios como
la herramienta perfecta para detectar esas resistencias (actuales o potenciales) (Jona
et al, 2002), ya que es rapida y dotada de una gran sensibilidad y especificidad
(Jiménez y Correa, 2009). Sin embargo, su coste las hace poco viables en la clinica

habitual, razén por la que se han buscado otras alternativas.

Una de las alternativas propuestas, y utilizadas en nuestro estudio, es la

deteccién del gen mec- A, mediante el test de aglutinacién en latex de la proteina

PBP2a. Esta prueba presenta una mejor fiabilidad, puesto que mejora la sensibilidad
de las detecciones, disminuyendo el numero de falsos negativos, algo fundamental
cuando se trata de evaluar situaciones de riesgo de transmisién de esas resistencias
(Wilkerson et al, 1997; Luie et al., 2001).

Una segunda alternativa planteada por algunos autores para S. aureus, es el

uso de medios de cultivo especificos para crecimiento de cepas de resistentes a

meticilina (MRSA). No obstante, estos medios también tienen problemas de

sensibilidad y por tanto de la existencia de falsos negativos (Pape et al, 2006).

Los resultados de nuestro estudio, evidencian importantes diferencias en
cuanto a la fiabilidad de las pruebas utilizadas entre S. aureus y S.

intermedius/pseudointermedius.

Al valorar la concordancia entre pruebas, salvo en el caso del test de KB para

la Meticilina en S. aureus, hay una significativa falta de concordancia de las pruebas
con la PBP2a, prueba utilizada como referencia, y de las otras pruebas entre si. En el
caso de los S. intermedius/ pseudointermedius, esas concordancias son minimas e

incluso inexistentes.

Hay que destacar ademas, que en el caso de S. aureus, tanto Kappa como el
resto de parametros determinados, poseen una amplia dispersion de valores (rango),
lo que se debe a que el numero de cepas que finalmente se aislaron de esta especie

no fue elevado, algo que no ocurre para S. intermedius/ pseudointermedius.

Cuando se analizaron los parametros de fiabilidad, se observé que, si bien los

test de KB y las CMIs presentan una buena especificidad (respecto a la PBP2a),
maxima en el caso de S. aureus, se produce una importante falta de sensibilidad,

hecho que determina la existencia de “falsos negativos”.
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La PBP2a determina en ultima instancia la presencia del gen mec- A, lo que no
significa necesariamente, que esa cepa deba ser resistente en ese momento a los -
lactamicos. También es cierto que la presencia de ese gen, debe ser considerado
como un elemento de riesgo, para el desarrollo de resistencia a corto plazo. Por ello,
consideramos estas dos pruebas habituales de laboratorio (KB y CMIs), como de
“escasa” fiabilidad para determinar la existencia de cepas con resistencia, siendo su
resultado solo un indicador de una situacion puntual en ese momento, algo otorgado
por otros estudios que llegan a poner en duda su utilidad para determinar la existencia

de resistencia a f—lactamicos en cepas de estafilococos (Rahbar, 2005).

De una u otra manera, es evidente que ante la creciente importancia de las
cepas de estafilococos con resistencia a f—lactamicos entre los animales, es necesario
realizar programas de vigilancia mas fiables y para ello, las técnicas clasicas de
laboratorio para determinacion de resistencia a antibiéticos no son suficientes por su
falta de sensibilidad, por lo que seria conveniente introducir métodos como la PBP2a
como pruebas de rutina, que evidencien la presencia del gen mec- A responsable del
desarrollo de esa resistencia a los p—lactamicos, claves en el tratamiento de las

estafilococias en medicina veterinaria y sobre todo en medicina humana.
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CONCLUSIONES:

La prevalencia de cepas de S. intermedius/ pseudointermedius es muy
elevada en perros, mientras que en caballos, es S. aureus el que presenta la
prevalencia mas alta. Estos microorganismos, pueden formar parte de la flora
habitual de personas y/ 0 animales de compania, por lo que ambos son susceptibles
de ser reservorios de estos patégenos. De ahi que sea necesario profundizar sobre el
papel de los animales en la transmision de esta bacteria, ya que la colonizacién de
estos, esta considerada como un factor de riesgo para la difusion de estas bacterias,

tanto en humanos como en animales.

Aunque las cepas de S. aureus aisladas, han presentado menor
proporcion de resistencia con respecto a los obtenidos en S. intermedius/
pseudointermedius, se ha observado resistencia en mayor o en menor medida, a
todos los antibiéticos analizados en nuestro trabajo, lo cual sugiere una
importante probabilidad de fallos en la eficacia de los tratamientos de las infecciones
causadas por estos patdégenos en veterinaria. Este hecho, lleva implicitas una serie de
consecuencias: la primera de ellas y mas importante, es que el contacto directo entre
personas y animales, puede permitir el intercambio de cepas bacterianas, o de

informacién genética entre ellas, incluida la de la resistencia a antibidticos.

Un alto porcentaje de cepas, resultaron positivas a la presencia del gen
mec-A indicativo de resistencia a los B- lactamicos, siendo ese porcentaje
similar en S. aureus y en S. intermedius/pseudointermedius. Las cepas de S.
intermedius/ pseudointermedius analizadas por PCR, fueron en su mayoria
sensibles a meticilina, mientras que las cepas de S. aureus aisladas,
practicamente todas fueron resistentes, MRSA. Esta presencia de cepas MRSA,
puede acompanfarse de la adaptacion de esos microorganismos a nuevos comensales,
lo que podria originar nuevas enfermedades en un futuro. El principal patégeno en
humanos es el S. aureus, pero ya se ha observado la presencia de S.
pseudointermedius a nivel comunitario, independientemente del contacto mas o menos
directo con animales. A este nivel, los veterinarios, los cuidadores, y los propios

duefios, son grupos de riesgo importantes, ya que pueden ser colonizados.

Con esta perspectiva, seria interesante estudiar el papel de los fomites en el
intercambio y transmisién de esas cepas bacterianas y de su resistencia a antibidticos,
puesto que se ha demostrado en algunos casos, la existencia de contaminacion a nivel

ambiental por parte de Staphylococcus spp.
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Desde el punto de vista diagnodstico, el estudio pone de manifiesto una
baja fiabilidad y grado de concordancia, de la que gozan los diferentes métodos
de deteccidon de resistencia para los antibiéticos de interés analizados, sobre
todo en el caso de S. intermedius/pseudointermedius. Este hecho puede repercutir
directamente en los tratamientos, y en la valoracion de las prevalencias de estas
cepas con resistencia por los Sistemas de Vigilancia. Por ello se hace necesaria una
estandarizacion de los métodos de diagnosticos y de los protocolos de interpretacion

de resistencias en dichas pruebas.
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