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PALABRAS CLAVE Resumen Streptococcus equi subsp. equi es el agente etiologico de la adenitis equina, una
Streptococcus equi enfermedad infecciosa que afecta al tracto respiratorio superior y linfonddulos de cabeza y
subsp. equi; cuello de equinos. La terapia antimicrobiana tradicional incluye como antibi6tico de primera
Sensibilidad a los eleccion a la penicilina G (PEN), a la que los estreptococos suelen ser sensibles. El objetivo
antimicrobianos; de este trabajo fue estudiar el perfil de sensibilidad a distintos antimicrobianos de cepas de
Método de difusion S. equi que circulan en la provincia de Buenos Aires, Argentina. Se estudiaron 92 aislamientos
con discos; mediante el método de difusién con discos; los antimicrobianos evaluados fueron PEN, cefo-
Concentracion taxima, eritromicina, tetraciclina, enrofloxacina (ENR), trimetroprima-sulfametoxazol (TMS),
inhibitoria minima ciprofloxacina, clindamicina (CLI), estreptomicina (STR) y florfenicol. Se determiné la concen-

tracion inhibitoria minima (CIM) de la PEN y de aquellos antimicrobianos frente a los cuales
S. equi mostro resistencia o sensibilidad intermedia. Se obtuvieron altos porcentajes de sen-
sibilidad a todos los antimicrobianos por el método de difusion y valores de CIM por debajo
de los puntos de corte para PEN, TMS y CLI. Se identificaron cepas resistentes a ENR y STR,
con CIMsg, CIMgo y rangos de CIM por encima de los puntos de corte. Los resultados confirman
que la PEN podria utilizarse empiricamente, ya que las cepas circulantes en Buenos Aires no
mostraron resistencia a este antimicrobiano. Se enfatiza en la relevancia del uso racional de
los antibidticos para lograr éxito terapéutico, evitar la cronicidad, la recidiva de infecciones y
la aparicion de resistencia.
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Abstract Streptococcus equi subsp. equi is the etiologic agent of strangles, an infectious
disease affecting the upper respiratory tract and head and neck lymph nodes of equines. Rou-
tine antimicrobial therapy includes penicillin (PEN) as antibiotic of first choice. Streptococci
are usually susceptible to PEN and only a few antimicrobial studies had been performed. The
aim of this work was to study the antimicrobial susceptibility profile of S. equi from Buenos
Aires, Argentina. Ninety-two isolates were studied by the single disk method to PEN, cefo-
taxime, erythromycin (ERY), tetracycline, enrofloxacin (ENR), trimethoprim sulfamethoxazole
(TMS), ciprofloxacin, clindamycin (CLI), streptomycin (STR) and florfenicol. Minimum inhibitory
concentration (MIC) to PEN and antibiotics with resistance and intermediate susceptibility were
tested. High percentages of susceptibility were obtained by the disk diffusion method and MIC
values of PEN, TMS and CLI were found to be under the breakpoint values. Resistant strains of
ENR and STR with MICsg, MICyo and MIC ranges above breakpoints were identified. These findings
confirm that PEN may be used empirically because resistant strains were not found in Buenos
Aires. Emphasis is placed on the rational use of antibiotics to achieve therapeutic success, to
prevent chronicity, recurrence of infections and the emergence of resistance.

© 2017 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espaia, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Introduccion

Streptococcus equi subsp. equi es el agente etiologico de la
adenitis equina, una enfermedad infecciosa mundialmente
distribuida que afecta al tracto respiratorio superior y los
linfonddulos de cabeza y cuello, principalmente de anima-
les jovenes>'®?9, La bacteria puede permanecer durante
un largo periodo en la nasofaringe y las bolsas guturales
de caballos recuperados de la enfermedad, los que acttan
como portadores y fuentes de infeccion para otros equinos
susceptibles®* 1315,

El tratamiento de la adenitis equina es contro-
vertido, pero a pesar de las distintas opiniones, se
recomiendan medidas terapéuticas segln el estadio de la
enfermedad?3% 171920 Lo que se busca es controlar la trans-
mision de la enfermedad y eliminar la infeccion, al mismo
tiempo que se genera inmunidad postinfeccion.

La terapia antimicrobiana tradicional incluye como
antibioticos de primera eleccion a los B-lactamicos, prin-
cipalmente la penicilina G (PEN)23%'217.20 " con muy
buena respuesta clinica. Otros grupos de antimicro-
bianos utilizados son las sulfas potenciadas, como la
trimetroprima-sulfametoxazol (TMS), y los macrolidos,
como la eritromicina (ERY)'%'7:20,

Ante un brote de la enfermedad, los animales que
comiencen con hipertermia y decaimiento deben ser aisla-
dos y recibir tratamiento antibidtico durante 3-5 dias para
prevenir la abscedacion de los linfonodulos, pero en aquellos
animales que ya se presentan abscesos, no se recomienda
la terapia antimicrobiana, ya que solo detiene la respuesta
inmunitaria, pero una vez suspendido el tratamiento, la abs-
cedacion retorna®®.

Una de las complicaciones mas graves de la adenitis
equina es la diseminacion linfohematica de la bacte-
ria, lo que produce un cuadro conocido como «adenitis

bastarda», con formacion de abscesos en diferentes o6rga-
nos y tejidos?'%%9. Sea cual sea la ubicacion de la infeccién
metastasica, el tratamiento antibiotico sistémico esta siem-
pre indicado.

Por otro lado, los animales recuperados deben ser
examinados para identificar a los portadores y, una vez
detectados, es importante aislarlos y tratarlos para eliminar
al agente'>'>'%, En portadores, las masas de pus (deno-
minadas condroides) que existen en las bolsas guturales
deben eliminarse por via endoscopica o quirlrgica, ya que
la llegada del antibiotico alli es limitada. En caballos con
empiema de las bolsas, la secrecion purulenta debe eli-
minarse para garantizar el éxito del tratamiento. En todo
portador se recomienda la utilizacion local de la PEN gelifi-
cada, ademas de la antibioticoterapia sistémica®®2°.

Si bien los ensayos de sensibilidad in vitro no se reali-
zan de forma rutinaria para este microorganismo, dada su
usual sensibilidad a la PEN, se han realizado algunos estu-
dios en otros paises®'%'2, Es asi como segln datos de los
laboratorios de microbiologia clinica de las Universidades
de Pennsylvania y de Guelph (1993-1997)", los aislamien-
tos de Streptococcus spp. B-hemoliticos del grupo C de
equinos presentaron elevados porcentajes de sensibilidad a
numerosos farmacos, entre los que se destacan la PEN, la
ampicilina, la oxacilina, la cefalotina, el ceftiofur, el clo-
ranfenicol, la ERY, la rifampicina y la vancomicina. Por otro
lado, los ensayos realizados con cepas de Brasil evidenciaron
la presencia de resistencia a la ampicilina, la estreptomicina
(STR) y las tetraciclinas'"'2. Es de destacar que aunque el
porcentaje de sensibilidad a la PEN suele ser elevado, estu-
dios recientes notifican la presencia de algunos aislamientos
de India y Brasil resistentes a este antimicrobiano'®'2, por
lo que debe considerarse la circulacion de cepas resisten-
tes. Sin embargo, la mayoria de los estudios solo evaluan la
susceptibilidad mediante el método de difusion con discos


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

Susceptibilidad antimicrobiana en Streptococcus equi subsp. equi 297

sin determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) y
este valor es sin duda de gran importancia para predecir el
éxito terapéutico en los pacientes.

Debido a que en nuestro medio hipico se utilizan habi-
tualmente la PEN-STR y la TMS frente a la adenitis equina, y
a que el uso de antimicrobianos esta cada vez mas difundido
en la clinica diaria, habitualmente de forma empirica'?'¢,
consideramos que estudiar el perfil de sensibilidad antibi6-
tica de S. equi constituiria un aporte a la terapéutica y al
conocimiento de este patogeno. Por lo tanto, el objetivo
de este trabajo fue estudiar el perfil de sensibilidad a los
antimicrobianos de aislamientos de S. equi circulantes en la
provincia de Buenos Aires, Argentina.

Materiales y métodos
Aislamientos

Se trabajo con un total de 92 aislamientos de S. equi del
cepario de la Catedra de Enfermedades Infecciosas de Facul-
tad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Buenos Aires,
que fueron obtenidos en el periodo 2010-2013 a partir de
equinos enfermos y de equinos clinicamente sanos recupe-
rados de adenitis equina.

Los aislamientos fueron identificados segin los proce-
dimientos bacteriologicos de rutina para S. equi: cultivo
en agar sangre equina para detectar la presencia de B-
hemdlisis, pruebas bioquimicas de primera etapa (tipo de
respiracion, movilidad, 6xido-fermentacion de glucosa, oxi-
dasa y catalasa), deteccion del grupo C de Lancefield
mediante aglutinacion de latex (Oxoid, Inglaterra) y estudio
del perfil bioquimico-metabdlico mediante el sistema API
20 Strep (bioMérieux, Francia). Se identificaron ademas los
genes sodA y seeH, caracteristicos de S. equi, mediante la
técnica de PCR, amplificando segmentos de 235 pb y 503 pb,
respectivamente.

Método de difusion en agar con discos

Se realiz6 un estudio con el método de difusion con dis-
cos segun Bauer-Kirby' y las recomendaciones del CLSI para
Streptococcus spp. B-hemoliticos®” utilizando agar Mueller
Hinton (Laboratorios Britania, S.A., Argentina) pero suple-
mentado con 5% de sangre equina y no con sangre de
carnero. Los antibiéticos probados fueron PEN (PEN 10 U;
Oxoid, Argentina), cefotaxima (CTX 30 p.g; Oxoid), ERY (ERY
15 ng; Britania, Argentina), tetraciclina (TET 30 pug; Bri-
tania), enrofloxacina (ENR 5ug; Oxoid), TMS (TMS 25 p.g;
Britania), ciprofloxacina (CIP 5ug; Britania), clindamicina
(CLI 5 pg; Oxoid), STR (STR 300 pg; Oxoid) y florfenicol (FFC
30 pg; Oxoid).

Determinacion de la CIM

Se determind la CIM de la PEN mediante el método de
microdilucion, siguiendo las recomendaciones del CLSI para
Streptococcus spp. B hemoliticos®” y utilizando caldo Mue-
ller Hinton (Britania) suplementado con 5% de sangre equina
desfibrinada y lisada. Se determin6 la CIM de este anti-
biotico frente a los aislamientos viables que presentaron

sensibilidad intermedia o fueron resistentes a TMS, CLI, ENR
y STR con el método de difusion en discos.

Se utilizaron farmacos con pureza y potencia conocidas:
se trabajo con PEN (Biogénesis, Bago, lote 1212403) con una
potencia de 100%; STR (Biogénesis, Bago, lote 52140909)
con una potencia de 923 pg/mg; CLI con una potencia de
860 ng/mg; TMS (lote 30TTRI) con una potencia del 100%
y sulfametoxazol (lote 980171) de una potencia de 99,3%.
En el caso de la ENR, al no encontrarse disponible farmaco
con pureza y potencia conocidas, se empled la formula-
cion comercial (Baytril, Bayer, Alemania, Serie KPOAC8B).
Para el control de calidad, se utilizo en la determinacion
de todas las CIM la cepa de Staphylococcus aureus ATTCC
29213, segun lo recomendado por el CLSI”.

Clasificacion

Los aislamientos se clasificaron como sensibles, intermedios
o resistentes seglin los resultados de las pruebas de sensi-
bilidad, sobre la base de los puntos de corte indicados por
el CLSI para bacterias aisladas de animales® y, en caso de
no encontrarse disponibles estos datos, se extrapolaron los
valores utilizados para bacterias aisladas de humanos®®. Los
puntos de corte utilizados para delimitar las categorias, con
las referencias del microorganismo y la especie animal de la
cual se tomaron, se encuentran en las tablas 1y 2.

Resultados y discusion

Se determino el perfil de sensibilidad a los antimicrobianos
por el método de difusion con discos y se obtuvieron altos
porcentajes de sensibilidad, que se detallan en la figura 1.
Los valores de CIMsg, CIMgg y rango de CIM obtenidos se pre-
sentan en la tabla 2. Si bien se encontré un aislamiento con
sensibilidad intermedia y un aislamiento resistente a ERY
mediante el método de difusion con discos, no se determino
la CIM. Esto se debid a que no se encontré disponible en
el mercado esta droga con potencia y pureza conocidas, y
con la formulacion comercial disponible no se obtuvieron los
valores de CIM esperados para la cepa de referencia.

S. equi suele ser sensible a los B-lactamicos y, por lo
tanto, diferentes investigadores y clinicos experimentados
no consideran necesario realizar pruebas de sensibilidad a
los antimicrobianos de rutina empleando empiricamente la
PEN*%17-20 Ademas, como ya se menciono, el tratamiento
antibiotico de la adenitis equina dependera del estadio
clinico de la enfermedad; este se recomienda durante la
aparicion de los signos tempranos (hipertermia), signos de
septicemia o adenitis bastarda y en casos de condroides
y empiema de bolsas guturales. A pesar de que muchos
investigadores no aconsejan el tratamiento de la adenitis
equina durante su fase clinica que cursa con abscedacién de
los linfonddulos® 2%, en nuestro pais esta es la principal
practica llevada a cabo en la realidad. Muchos veterina-
rios clinicos prefieren aplicar de todos modos la PEN a los
animales con signologia especifica y no a los que presen-
tan hipertermia, ya que los antibidticos son considerados un
costo muy importante en produccion equina (C.P. Bustos,
comunicacion personal). Es necesario recordar que en esta
fase clinica la terapia con antimicrobianos retrasaria la cura
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Tabla 1 Método de difusion con discos: aislamientos estudiados para cada antimicrobiano y puntos de corte segln el CLSI (en

mm)

ATM n Punto de corte Referencias del punto de corte usado

S I R

PEN 92 > 24 - - Streptococcus spp. B-hemoliticos®©

CTX 92 > 24 - - Streptococcus spp. 3-hemoliticos?

CIP 92 > 17 14-16 <13 Streptococcus spp. B-hemoliticos®

TET 92 > 23 19-22 <18 Streptococcus spp. (no S.
pneumoniae)©

FFC 92 >21 18-20 <17 Streptococcus spp. (no
Streptococcus)*©

ERY 92 > 21 16-20 <15 Streptococcus spp.©

TMS 92 >19 16-18 <15 Streptococcus pneumoniae®

CLI 87 > 21 15-20 14 Streptococcus spp. B-hemoliticos
(caninos)®

STR 87 > 16 13-15 <12 Enterobacteriaceae, Pseudomonas
auriginosa, Actinobacillus spp.
(equino)®

ENR 92 > 17 14-16 <13 Streptococcus spp. B-hemoliticos®

ATM: antimicrobiano; I: sensibilidad intermedia; n: nimero de aislamientos testeados; R: resistente; S: sensible.
a CLSI, 2010 (tabla 2H1: Normas interpretativas de zonas de diametros y puntos de corte de CIM para Streptococcus spp. B-hemoliticos

de humanos).

b CLSI, 2013 (tabla 2 A: Normas interpretativas de zonas de didmetros y puntos de corte de CIM para patégenos veterinarios).
¢ CLSI, 2013 (tabla 2B: Normas interpretativas de zonas de diametros y puntos de corte de CIM derivados de humanos para patégenos

veterinarios).

Tabla 2 Resultados de la concentracion inhibitoria minima (CIM) para PEN, CLI, TMS, ENR y STR expresadas en CIMsg y CIMgg y
rango de CIM
ATM n CIMsg CIMgg Rango CIM Punto de corte Referencia de los puntos de corte
S | R
PEN 82 0,01 0,04 0,08-0,0025 <0,12 >0,12 Streptococcus spp. B-hemoliticos®©
cu 5 ¢ @ 0,0625-0,125 <0,5 1-2 >4 Streptococcus spp. B-hemoliticos
(caninos)®
TMS 2 ¢ g 0,5/9,5 <0,5/9,5 1/19-2/38 > 4/76 Streptococcus pneumoniae®
ENR 18 1 1 0,0625-2 <0,5 1 >2 Streptococcus suis®
STR 16 8 8 2-8 <2 4 > 8 Enterobacteriaceae, Pseudomonas

auriginosa, Actinobacillus spp.
(equino)®

Se detallan los puntos de corte segun el CLSI (en pg/ml).

ATM: antimicrobiano; I: sensibilidad intermedia; n: nimero de aislamientos testeados; R: resistente; S: sensible.
a CLSI, 2010 (tabla 2H1: Normas interpretativas de zonas de diametros y puntos de corte de CIM para Streptococcus spp. B-hemoliticos

de humanos).

b CLSI, 2013 (tabla 2 A: Normas interpretativas de zonas de didmetros y puntos de corte de CIM para patégenos veterinarios).
¢ CLSI, 2013 (tabla 2B: Normas interpretativas de zonas de diametros y puntos de corte de CIM derivados de humanos para patogenos

veterinarios).

d No se calcularon las CIMsy y CIMgg por el bajo n de aislamientos evaluados.

y que con el tratamiento local de los abscesos se consiguen
excelentes resultados.

De los hallazgos de este estudio se destaca el elevado
porcentaje de sensibilidad a los antibioticos que se obtiene
con el método de difusion con discos, principalmente a -
lactamicos (PEN y CTX), lo que coincide con lo que se informa
en la literatura internacional, que describe la PEN como el
antibidtico de eleccion para la adenitis equina®®'°. Ademas,
los antimicrobianos mas utilizados en esta enfermedad (PEN,

TMS y ERY) tuvieron una sensibilidad comprendida entre el
97 y el 100% (fig. 1), lo que coincide con la clinica y el éxito
terapéutico en la utilizacion de estos farmacos.

Todos los aislamientos presentaron un rango de CIM y
una CIMgg por debajo del punto de corte del CLSI para PEN.
Estos resultados refuerzan los obtenidos con el método de
difusion con discos, los obtenidos por otros autores y lo
reportado a partir de datos de los laboratorios de microbio-
logia clinica de las Universidades de Pennsylvania y Guelph
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Sensibilidad antimicrobiana por el método de difusién con discos
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Figura 1
sensibilidad (S), sensibilidad intermedia (I) y resistencia (R).

(1993-1997)%1".77, Se confirma entonces que la PEN es el
antibiotico de eleccion para tratar la adenitis equina y que
podria utilizarse empiricamente, ya que las cepas circulan-
tes en Buenos Aires no mostraron resistencia.

Las cepas locales presentaron un elevado porcentaje de
sensibilidad a TMS: el 97% fue sensible y el 3% tuvo sensibi-
lidad intermedia en el antibiograma de difusion con discos
(fig. 1) y valores de CIM por debajo de los puntos de corte
para cepas resistentes. Sin embargo, es interesante conside-
rar que otros estudios identificaron una resistencia del 42%
y una sensibilidad intermedia del 7,8% frente a TMS®, aun-
que sin confirmarlas mediante la determinacion de la CIM,
considerada la técnica gold standard.

Se confirmo la presencia de cepas resistentes a STR, por la
obtencion de valores de CIMso y CIMgo por encima del punto
de corte del CLSI. Si observamos los resultados para STR,
el 9% de resistencia que se obtuvo por difusion con discos
aumento6 cuando se determind la CIM de los aislamientos
resistentes y de sensibilidad intermedia, esta paso a ser del
13,79% (12/87). Este valor coincide con lo reportado por
otros investigadores, que encontraron un 13% de resistencia
alaSTRenS. equi''.

Como las formulaciones comerciales suelen tener la com-
binacion PEN-STR, que se utiliza a un intervalo posoldgico
inadecuado para STR, su empleo difundido podria relacio-
narse con el porcentaje de resistencia observado o, quiza,
la resistencia natural que poseen los gram positivos a los
aminoglucésidos'” sea la explicacién de la resistencia encon-
trada.

Por otro lado, los aislamientos presentaron un 76% de sen-
sibilidad y un 24% de sensibilidad intermedia por el método
de difusion con discos, y valores de CIMsg y CIMgy de 1 wg/ml
(punto de corte de sensibilidad intermedia) a ENR. Uno de
los aislamientos present6 una CIM de 2 ng/ml y se clasifico
como resistente, y aunque las fluoroquinolonas no suelen
utilizarse en animales jovenes por sus efectos sobre los car-
tilagos de crecimiento, es importante destacar que en Brasil
también se obtuvieron cepas resistentes y con sensibilidad
intermedia'’.

Los aislamientos mostraron un alto porcentaje de sensi-
bilidad a la CLI (fig. 1), sin evidenciarse CIM mayores que
el punto de corte en los aislamientos testeados. Aunque no
es un antimicrobiano utilizado en la clinica equina por sus
posibles efectos adversos'’, se destaca la sensibilidad de S.
equi a los aminoglucdsidos.

STR ENR

Resultados de los antibiogramas obtenidos mediante el método de difusion con discos expresados en porcentajes de

Finalmente, se enfatiza la relevancia del uso racio-
nal de los antibioticos, para evitar su uso innecesario y
garantizar el éxito terapéutico, con buenas practicas de
manejo y un «enfoque 5R», que involucra responsabili-
dad, reduccion, refinamiento, reposicion y revision de la
terapia antimicrobiana'®. Ademas, asi se pueden evitar la
cronicidad, la recidiva de las infecciones y la aparicion de
resistencia.
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