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Sensibilidad de Pseudomonas spp. frente a
las quinolonas en infecciones oticas y
cutaneas en el perro y el gato

Se estudié, mediante el método de Kirby-Bauer o de difusién en agar, la sensibili-
dad in vitro de 135 cepas de Pseudomonas spp, procedentes de infecciones éticas

y cutdneas de perros y gatos, frente a tres antibidticos quinolénicos: enrofloxacina,

ciprofloxacina y marbofloxacina. El antibiético frente al que se observaron mayores

porcentajes de sensibilidad in vitro fue la ciprofloxacina para ambos grupos de cepas

(6ticas y cutdneas). Los aislamientos procedentes de otitis, fueron marcadamente

mds resistentes que los cutdneos para todos los antibiéticos testados.
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Introduccion

Pseudomonas spp. es un género de microorganismos asociados a infecciones oticas vy,
menos frecuentemente cuténeas, en animales de compania. Kowalski y colaboradores (1988)'
observaron, a partir de muestras procedentes de otitis externas en perros y gatos, que Pseu-
domonas spp. y Proteus spp. eran las bacterias Gram negativas aisladas mas frecuentemente.
Otras publicaciones corroboran la implicacion de Pseudomonas spp. en las otitis en animales
de compafiia, mostrando porcentajes de aislamiento que varian desde un 12% hasta un 38%,
segun otros estudios mas recientes?>.

Pseudomonas spp., debido a su pared celular Gram negativa altamente impermeable,
presenta una resistencia intrinseca a muchos grupos de antibiéticos. Ademas, la antibioterapia
indiscriminada selecciona las bacterias resistentes, o con los mecanismos genéticos necesarios
para adquirir esa resistencia®.

Los mecanismos moleculares responsables del desarrollo de la resistencia fenotipica en
Pseudomonas spp, estan ampliamente estudiados®, y se basan en la mutacion del gen gyr
A, que controla el correcto enrollamiento de la doble hélice de ADN, y la sobre-expresion de
sistemas proteicos denominados bombas de reflujo (efflux pumps).

Estos mecanismos pueden ser adquiridos por la bacteria (inducidos por una antibioterapia
errbnea o insuficiente), o bien ser intrinsecos, propios del microorganismo. En el caso de la
resistencia adquirida, los microorganismos captan los genes que la codifican, a través de algun
mecanismo de intercambio “sexual”. La resistencia intrinseca, por otra parte, puede deberse a
mutaciones inducidas en el material genético propio del microorganismo, o a la sobre-expresion
de estructuras bacterianas que pueden reutilizarse para impedir la entrada de antibiéticos a
la célula. En este sentido, es muy importante el papel que desempefan los sistemas proteicos
de reflujo (efflux pumps), que se encuentran en el espacio periplasmatico de la pared celular,
anclados entre la membrana externa y la membrana citoplasmatica de la célula, y que son los
encargados del reconocimiento del antibiético y su expulsion.

Estudios realizados en el afilo 2000 en Espafa, ya apuntaban hacia un incremento de
las resistencias de Pseudomonas spp. aisladas a partir de infecciones &ticas, sobre todo
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frente a enrofloxacina, probablemente debido a su uso
indiscriminado®.

Wildermuth 'y colaboradores” (2007) evaluaron la
efectividad in vitro de diferentes antibioticos frente a
Pseudomonas spp aisladas en USA, demostrando que las
quinolonas, a pesar de ser uno de los grupos antibidticos
mas utilizados, presentaban una elevada efectividad.

Actualmente, no existen datos similares en Espafa,
relativos a las frecuencias de aislamiento de Pseudomonas
spp. a partir de muestras 6ticas y cutaneas en animales de
compania. Tampoco se conoce el estado real de los perfiles
de resistencia de este tipo de aislamientos frente a los
antibioticos mas frecuentemente utilizados en clinica y en
nuestra area geogréafica, como son las quinolonas.

El objetivo del estudio fue observar el estado actual
de resistencia fenotipica que presentaban 135 cepas de
Pseudomonas spp, aisladas clinicamente de procesos
infecciosos de oido y piel en el perro y el gato, frente a
las diferentes quinolonas testadas: la enrofloxacina, la
ciprofloxacina, y la marbofloxacina.

Material y métodos

El estudio se realizd a partir de 135 aislamientos de
Pseudomonas spp. de muestras recibidas en nuestro
laboratorio durante el periodo comprendido entre julio
y diciembre de 2008, procedentes de perros y gatos que
presentaban infecciones de piel y del conducto auditivo
externo. Para la recogida de las muestras se utilizaron
hisopos con medio de cultivo Stuart- Amies (OXOID),
aplicados sobre la superficie cutdnea o del interior del
conducto auditivo. En los casos de infecciones cutaneas
profundas, las muestras se recogieron mediante biopsia y
en condiciones de esterilidad.

No se descartaron los animales que habifan sido tratados
con algun tipo de antibiético, ni aquellos con infecciones
crénicas o recurrentes, ya que el objetivo principal del estudio
era observar el estado de distribucion real de resistencias en
ese periodo concreto.

El envio de las muestras, desde los centros veterinarios
hasta el laboratorio de Microbiologia de Univet, se realizd
en menos de 24h y a temperatura ambiente.

Las muestras fueron procesadas para el aislamiento
e identificacién de las cepas de Pseudomonas spp. Para
ello, se sembraron en medios de cultivo ricos, especificos
y diferenciales: Agar sangre, Agar Cetrimide (Fig. 1) y Agar
McConkey (OXQOID).

Las colonias compatibles con Pseudomonas spp, fueron
identificadas utilizando galerias comerciales de identificacion
especificas para bacilos Gram negativos, no enterobacterias:
API 20 NE (OXOID). (Fig. 2).

Una vez realizadas las identificaciones a nivel de género,

Figura 1. Agotamiento en medio selectivo Agar Cetrimide de una cepa de
Pseudomonas spp.

Figura 2. Identificacion de una cepa de Pseudomonas spp. mediante la
galeria comercial APl NE (Oxoid)

Figura 3. Antibiograma en MH Agar de una cepa de Pseudomonas spp.
estudiada.

se llevaron a cabo las pruebas de sensibilidad de las 135 cepas
patdgenas frente a las siguientes quinolonas: marbofloxacina,
enrofloxacina y ciprofloxacina. Para ello, se utilizo el método
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de difusiéon en Agar o semi-cuantitativo de Kirby-Bauer,
siguiendo a tal efecto la normativa marcada por el National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS).

Para cada aislamiento de Pseudomonas spp., se midi6 el
didmetro del halo de inhibicién de cada uno de los antibiéticos
testados (Fig. 3), y se contrastd con los valores de referencia
para Pseudomonas spp. del NCCLS, a fin de determinar la
sensibilidad o resistencia del microorganismo®.

Resultados

En la Tabla 1 se describen los resultados de sensibilidad
para los diferentes grupos de cepas de Pseudomonas spp.
aisladas.

Del total de 135 aislamientos estudiados, 99 procedian
de infecciones dticas (98 en perro y 1 en gato) y 36 de
infecciones cuténeas (29 en perroy 7 en gato).

De los 99 aislamientos 6ticos, 16 (16,1%) fueron sensibles
a los tres antibioticos testados, mientras que 23 (23,2%)
mostraron resistencia a todos ellos. Sin embargo, de los
36 aislamientos cutaneos, 14 (39%) fueron sensibles a los
tres antibioticos de forma simultdnea, mientras que sélo 3
(8,3%) fueron resistentes a los tres (datos no mostrados en
la tabla).

El antibidtico més efectivo in vitro, frente a Pseudomonas
spp. procedentes de infecciones 6ticas, fue la ciprofloxacina
(76% de cepas sensibles), seguida de la marbofloxacina
(65%). Sin embargo, tan solo un 16% de las Pseudomonas
spp. se mostraron sensibles a la enrofloxacina. Para cepas
procedentes de muestras cutaneas, el antibiotico con mayor
porcentaje de efectividad in vitro fue la marbofloxacina
(78% de cepas sensibles), con un valor muy similar al de la
ciprofloxacina (75%). Entre las cepas de Pseudomonas spp
cuténeas, la sensibilidad frente a la enrofloxacina, fue de
un 47%.

Pudo observarse ademés, que, tanto para muestras
procedentes de piel como de oido, las Pseudomonas spp.
aisladas sensibles a enrofloxacina lo fueron también a su
metabolito activo, la ciprofloxacina. Por el contrario, 63
aislamientos de diferente origen, sensibles a ciprofloxacina,

mostraron resistencia frente a la enrofloxacina (resultados
no mostrados en la tabla).

Discusion

El presente estudio muestra como las cepas de
Pseudomonas spp., aisladas a partir de infecciones &ticas
(en muchos casos crénicas), son mas resistentes a todos los

antibidticos estudiados que las cepas obtenidas a partir de
infecciones de piel.

Este resultado es similar a los obtenidos por otros autores
en areas geograficas distintas. Wildermuth y colaboradores’,
compararon las sensibilidades de diversos aislamientos
de Pseudomonas spp. procedentes de muestras de piel y
de oido de perro, frente a las quinolonas: enrofloxacina,
marbofloxacina y ciprofloxacina. Observaron como los
aislamientos de infecciones Oticas, eran marcadamente
menos sensibles que los procedentes de muestras de piel,
siendo el antibiético mas efectivo la ciprofloxacina, en todos
los casos.

Esta diferencia, en cuanto a los patrones de sensibilidad,
puede estar en parte justificada por la apariciéon de
resistencias en aquellas cepas sometidas de forma continua
a tratamientos empiricos con antibiéticos fluoroquinolénicos
de eficacia inferior a la esperada. Ello se observa con especial
relevancia para la enrofloxacina, antibiético frecuentemente
utilizado para combatir infecciones éticas en animales de
compania.

La resistencia frente a la enrofloxacina fue estudiada por
Brothers y colaboradores®, demostrando la aparicion de
Pseudomonas spp mutantes, resistentes in vitro frente a la
exposicién a concentraciones sub-letales de enrofloxacina,
después de 5 resiembras seriadas. Los resultados concluyeron
que Pseudomonas spp., conjuntamente con Enterococcus
spp., eran los microorganismos que mas rapidamente
desarrollaban esa resistencia.

Las diferencias entre la sensibilidad de los aislamientos
oticos y cutaneos podrian deberse a factores como la
duracion del tratamiento o la diferente disponibilidad
del antibiotico in vivo en funcién de la localizacion de la
infeccion.

_ Enrofloxacina (%) Marbofloxacina(%) Ciprofloxacina(%)

5t|cas n= 55

Sensibles 16 (16%) 64 (65%) 72 (76%)
Resistentes 83 (84%) 35 (35%) 27 27%)
Cutaneas n= 36

Sensibles 17 (47%) 28 (78%) 27 (75%)
Resistentes 19 (53%) 8 (22%) 9 (25%)

n= NUmero total de cepas aisladas

Los aislamientos con resistencia intermedia fueron interpretados como resistentes

Tabla 1. Sensibilidad observada para las cepas de Pseudomonas spp, procedentes de oido y piel, frente a las quinolonas estudiadas.
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Por otro lado, a partir de los resultados obtenidos en el
presente estudio, podemos afirmar que la ciprofloxacina
es el antibidtico testado que presenta mejores resultados
de eficacia in vitro frente a Pseudomonas spp. (tanto para
cepas procedentes de infecciones 6ticas como cutaneas).
Serfa, por lo tanto, y en funciéon de los resultados para las
pruebas de sensibilidad y para la mayor parte de las cepas
estudiadas, el antibidtico de eleccién para llevar a cabo
un tratamiento eficaz. En 2008, Rubin y colaboradores'®
mostraron, a partir de 106 cepas de Pseudomonas spp.
procedentes de muestras de infecciones éticas y cutédneas
en el perro y en el gato, que con la ciprofloxacina se
obtenian los mejores resultados de sensibilidad in vitro
(16% de las cepas resistentes), seguida por la levofloxacina
(21%), gatifloxacina (23%), y marbofloxacina (27%). Sin
embargo, la frecuencia de resistencia a la enrofloxacina
(31%) era mucho menor a la hallada en nuestro estudio,
lo que podria explicarse por las diferencias en cuanto a
pautas de tratamiento y uso de antibidticos de eleccion
entre las distintas areas geograficas.

Un estudio realizado por McKay L. y colaboradores',
a partir de 110 aislamientos de Pseudomonas spp.,
procedentes de otitis caninas, en el que se comparaban
los resultados de sensibilidad obtenidos frente a tres
quinolonas (utilizando dos métodos, el de disco difusion
y el célculo de las concentraciones minimas inhibitorias),
demostraba que el antibidético mas efectivo in vitro era
la marbofloxacina. Ademads, para ésta, asi como para
la orbifloxacina, existia buena correlaciéon de resultados
mediante ambos métodos de estudio (87% y 74%
respectivamente), mientras que para la enrofloxacina,
observaron que el método de disco-difusion, tendia a
sobreestimar los resultados de sensibilidad. Estos resultados
indican que el calculo de las concentraciones minimas
inhibitorias permite estimar mejor la sensibilidad real de
los microorganismos. En futuros estudios serfa interesante
corroborar estos resultados para antibidticos como la
ciprofloxacina, uno de los mas utilizados en clinica.

Finalmente, el hecho de que todas las cepas sensibles in
vitro a enrofloxacina lo fueran también a ciprofloxacina (su
metabolito activo) y no al revés, podria deberse al mayor uso
clinico de la enrofloxacina respecto la ciprofloxacina para
tratar este tipo de infecciones. Teniendo en cuenta, ademas,
que sélo aproximadamente el 40% de la enrofloxacina seria
metabolizada a ciprofloxacina in vivo'?, los tratamientos con
ésta Ultima tendrian un mayor éxito.

En definitiva, los resultados obtenidos en el presente
estudio permiten concluir que la ciprofloxacina es el
antibiético con mejores resultados de sensibilidad in vitro
frente a Pseudomonas spp, y por lo tanto, seria el antibiotico
de eleccién para un posible tratamiento farmacolégico frente
la mayoria de las cepas estudiadas. Por otro lado, se observa
una clara diferencia respecto al patrén de sensibilidad frente
a quinoldnicos entre cepas de Pseudomonas spp. obtenidas
a partir de infecciones oticas y cutdneas en perro y gato.
Asi, las cepas aisladas procedentes de infecciones oticas,
tratadas en muchos casos de forma crénica o mediante
antibioterapia errénea o incompleta, son mas resistentes
a todos los antibiéticos que las aisladas a partir de la piel,
haciendo especial énfasis en la enrofloxacina (muy utilizada
desde hace anos para el tratamiento de infecciones 6ticas).

Por tanto, debido a la elevada frecuencia de resistencias
es recomendable basar el tratamiento antibidtico sistémico
de las infecciones por Pseudomonas spp. en el estudio de
un test de sensibilidad previo. Ademas, es necesaria la
realizacion correcta de los tratamientos, para al menos
desacelerar la rapida e imparable capacidad de los
microorganismos de adaptacion al ambiente y generacién
de resistencias.
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Summary
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Pseudomonas spp. susceptibility to quinolones in otic and cutaneous infections in dogs and cats

The objective of this study was to evaluate the susceptibility of 135 Pseudomonas spp strains against the most common quinolones
used in veterinary practice: enrofloxacin, marbofloxacin, and ciprofloxacin. Single cultures of Pseudomonas were isolated from samples
obtained from otic and cutaneous infections in dogs and cats. For the susceptibility test, the Kirby-Bauer method was used. The most
effective antibiotic 77 vitro, was found to be ciprofloxacin for both groups of isolates (otic and cutaneous). About 84% of the otic
strains and 53% of the cutancous isolates were resistant to enrofloxacin, however, for ciprofloxacin and marbofloxacin the percentage
of resistance shown by Pseudomonas spp was lower (30%). Moreover, otic isolates were found to be significantly less susceptible than
cutaneous isolates to all the tested quinolones. This could indicate an increase in the appearance of resistances due to inadequate
antibiotic therapy protocols, or to antibiotic treatments not based on microbiologic cultures and susceptibility tests.
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