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Deteccion molecular de Staphylococcus pseudintermedius en
piodermas caninas

Molecular detection of Staphylococcus pseudintermedius in canine pyoderma

Luis Alvarez V.!, Juan Siuce M.!, Joel Palomino F.!, Sofia Gonzales M.,
André Sedano S.!, Sonia Calle E.'?

RESUMEN

La pioderma es una de las enfermedades de la piel mas diagnosticada en caninos.
Entre los agentes mas involucrados se encontraba Staphylococcus intermedius; sin
embargo, en 2005 fue reclasificado en tres especies fenotipicamente similares: S.
intermedius, S. pseudintermedius 'y S. delphini, por lo cual no pueden ser identificadas
por bioquimica convencional. Diversos estudios reportan S. pseudintermedius como el
agente bacteriano mas frecuentemente aislado en piodermas. Por ello, este estudio eva-
lu6 la presencia S. pseudintermedius mediante PCR-RFLP en 141 aislados de
Staphylococcus sp en el Laboratorio de Bacteriologia de la Facultad de Medicina Veteri-
naria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Pert, provenientes de
casos de pioderma canina en el periodo 2016-2018, encontrando que 87.9% de los aisla-
dos de Staphylococcus sp han sido identificados como S. pseudintermedius y 12.1%
como Staphylococcus sp.
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Pyoderma is one of the most diagnosed skin diseases in canines. Among the agents
most involved were Staphylococcus intermedius; however, in 2005 it was reclassified
into three phenotypically similar species: S. intermedius, S. pseudintermedius and S.
delphini, which cannot be identified by conventional biochemistry. Various studies report
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S. pseudintermedius as the most frequently isolated bacterial agent in pyoderma.
Therefore, this study evaluated the presence of S. pseudintermedius using PCR-RFLP in
141 Staphylococcus sp isolates in the Laboratory of Bacteriology of the Faculty of
Veterinary Medicine, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Pert from cases
of canine pyoderma in the period 2016-2018, finding that 87.9% of Staphylococcus sp
isolates have been identified as S. pseudintermedius and 12.1% as Staphylococcus sp.
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INTRODUCCION

A nivel mundial, la pioderma es una
de las enfermedades de la piel mas diagnos-
ticada en caninos debido a que su piel posee
ciertas caracteristicas que la hacen propen-
sa a padecer diversos problemas (Ihrke, 1996;
Gortel, 2013). Una gran variedad de agentes
bacterianos puede aislarse de piodermas en
caninos, entre ellos Staphylococcus spp,
Streptococcus  spp, Proteus spp,
Pseudomonas spp y Escherichia coli
(Senturk et al., 2005; Fogel y Manzuc, 2009).
Sin embargo, diversos estudios en América
Latina demuestran que son mayormente cau-
sadas por Staphylococcus spp (Antinez et
al., 2009; Castellanos et al., 2011; Romero,
2014).

Por mucho tiempo se reconocidé que
dentro de las especies del género Staphy-
lococcus mas frecuentes en piodermas ca-
ninas se encontraban S. aureus, S.
intermedius, S. epidermidis y S. schleiferi
(May et al., 2006; Frank et al., 2009). Sin
embargo, en 2005, Staphylococcus
intermedius, reconocido como el agente
involucrado en la mayoria de las piodermas
caninas, fue reclasificado en tres especies
fenotipicamente similares y agrupados den-
tro del Grupo de los Staphylococcus
intermedius (SI1G): S. intermedius, S.
pseudintermedius y S. delphini (Devriese
et al., 2005; Bannoehr et al., 2007). Poste-
riormente, Fitzgerald (2009) report6 una ma-
yor frecuencia de S. pseudintermedius
involucrado en piodermas caninas y no el S.

intermedius, como se solia creer. Asimismo,
Wang et al. (2012) determind una frecuen-
cia de 92% de S. pseudintermedius de los
casos clinicos de pioderma canina por
estafilococos en China, mientras que Onuma
et al. (2011) hall6 una frecuencia de 76% de
S. pseudintermedius en caninos de Japdn.

Bioquimicamente, Sasaki et al. (2007)
intentd diferenciar al S. pseudintermedius
de las otras especies del SIG, no logrando
identificar marcadores fenotipicos. La iden-
tificacion precisa de S. pseudintermedius se
basaba en la secuenciaciéon genética
(Bannoehr et al., 2007; Sasaki et al., 2007).
Sin embargo, Bannoehr ez al. (2009) elaboro
un método basado en la reaccion en cadena
de la polimerasa con analisis del polimorfismo
de longitud en los fragmentos de restriccion
(PCR-RFLP) amplificando el gen pta, logran-
do asi, diferenciar S. pseudintermedius y S.
aureus de otras especies del género.

Enmuchos laboratorios, los hallazgos de
Staphylococcus no son identificadas a nivel
de especie y los cultivos aislados se conside-
ran solo como Staphylococcus sp. Sin em-
bargo, frente al aumento de las cepas resis-
tentes a meticilina y del papel de reservorio
que pueden cumplir los caninos domésticos
para infecciones en humanos, la identifica-
cion de S. pseudintermedius a partir de
muestras de animales resulta cada vez mas
importante (Ralf'y Guaguere, 2008; Harrison
etal.,2014; Bierowiec et al.,2016). Por ello,
el proposito del presente estudio fue detectar
S. pseudintermedius en piodermas caninas
de muestras aisladas en 2016-2018 en el La-
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Cuadro 1. Secuencia de cebadores para el gen pta

Cebador

Secuencia 5’23’

Producto Referencia

Pta forward

Pta reverse

AAA GAC AAA CTT TCA GGT AA
GCA TAA ACA AGC ATT GTA CCG

Bannoehr et al.

320 pb (2009)

boratorio de Bacteriologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria (FMV) de la Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos
(UNMSM).

MATERIALES Y METODOS

Material Experimental

Se tomaron todos los aislados criopre-
servados de Staphylococcus sp (n=141) pro-
venientes de hisopados de lesiones compati-
bles con piodermas en perros durante los afios
2016 al 2018 que fueron remitidos al Labora-
torio de Bacteriologia de la FMV-UNMSM,
Lima, Peru. Estos aislados criopreservados
habian sido identificados como Staphylo-
coccus sp con base a las caracteristicas
fenotipicas de las colonias aisladas y a prue-
bas bioquimicas convencionales.

Reactivacion de Aislados y Extraccion de
ADN

Los aislados se reactivaron en caldo
Tripticasa de soya (TSB) y posteriormente
fueron sembrados en agar sangre. La extrac-
cion de ADN gendmico se realizo con el kit
de extraccion de ADN GeneJET™ Genomic
DNA Purification Kit (Thermo Scientific®)
de acuerdo con las instrucciones del fabri-
cante. Una vez extraido el ADN, se cuantifi-
cO y preservo a -20 °C.
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Identificaciéon Molecular por PCR-RFLP

Para la estandarizacion del procedimien-
to se tomo como referencia el protocolo y los
cebadores empleados por Bannoehr et al.
(2009) (Cuadro 1).

Se amplifico todas las muestras con las
siguientes condiciones: en un volumen de 30
ul con una concentracion de 0.2 uM de cada
cebador y 15 ul de 2X PCR HotStart
MasterMix ABM® y 2 ul ADN (30-70 ng/pl).
Las condiciones del termociclado incluyeron
una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante
2 min, seguido por 30 ciclos de 95 °C de
desnaturalizacion durante 1 min, 53 °C de hi-
bridacién durante 1 min y 72 °C para la
elongacion durante 1 min, con una elongacion
final de 72 °C durante 7 min. Por tltimo, 5 pl
de cada producto de PCR fue sometido a la
digestion con la enzima Mbol (5U) en su res-
pectivo buffer 10X y se incubd durante 2 h a
37 °C. Para la corrida electroforética, se pre-
paro el gel de agarosa al 2% con buffer TBE
al 0.5X durante 90 min a 80 v. Los productos
fueron analizados en el transiluminador
SafeVIEW de luz azul.

Validacion de los Productos

Se enviaron dos productos para su
secuenciamiento a Macrogen Inc (Corea del
Sur) para la validacion de los productos. Es-
tos productos fueron muestras que amplifi-
caron el gen pta, y ademas a la digestion con
la enzima Mbol dando como resultado un pro-
ducto de 213 bp y 107 bp.
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156 pb
164 pb

320 pb

213 pb
107 pb

Figura 1. Gel de electroforesis de los productos de pta digeridos con la enzima Mbol. M: Mar-
cador molecular 100 bp. Linea 1: Blanco de reaccion. Linea 2: Control Negativo E. coli ATCC
8739. Linea 3: Control Positivo Staphylococcus aureus ST 18. Linea 4: Control Positivo
Staphylococcus aureus ST18 con digestion Mbol. Linea 5: Staphylococcus pseudintermedius
S29. Linea 6: Staphylococcus pseudintermedius S29, con digestion Mbol. Linea 7:
Staphylococcus pseudintermedius S60. Linea 8: Staphylococcus pseudintermedius S60, con
digestion Mbol. Linea 9: Staphylococcus sp. ST 19. Linea 10: Staphylococcus sp. ST19 con

digestion Mbol

RESULTADOS

Todos los aislados (n=141) amplificaron
la secuencia del gen pta de 320 pb, lo cual
los identifica como perteneciente al género
Staphylococcus. Posterior a la digestion con
la enzima de restriccion Mbol (PCR-RFLP)
al total de aislados de Staphylococcus sp se
encontro que 87.9% (124/141) de los aisla-
dos poseen el sitio de restriccion Mbol, dan-
do como resultado un producto de 213 pb y
otro 107 pb, que los identifica como S.
pseudintermedius (Figura 1).

Por otro lado, no se encontraron aisla-
dos que amplifiquen el gen pta y que, al ser
sometidos a la digestion con la enzima Mbol,
corten la secuencia en un lugar diferente, re-
sultando en bandas de 156 pb y otra de 164
pb, lo cual los identificaria como
Staphylococcus aureus. Por ultimo, 12.1%
(17/141) de los aislados solo amplifico el gen
pta sin ser digeridas de alli que no hubo frag-

mentacion de la secuencia, manteniéndose
como una sola banda de 320 pb, por lo cual
se les considerd como pertenecientes a otras
especies dentro del género Staphylococcus
(Figura 1, Cuadro 2).

El amplicon del gen pta de los aislados
S29 y S60, fueron remitidos a Macrogen Inc.
para su secuenciamiento. Las secuencias
obtenidas fueron analizadas con los progra-
mas ChromasPro, BLASTN 2.9.0 y
MegAlign Pro. Luego del alineamiento con
otras secuencias del mismo gen disponibles
en el banco de genes del National Center
for Biotechnology Information (NCBI),
mostraron 99.7% de identidad con el gen pta
de la cepa S. pseudintermedius HKU10-03
(NC _014925.1) (Figura 2) y con otras cepas
obtuvo 99% de identidad (KJ14608.1 y
AM945758.1). Las secuencias amplificadas
del gen pta de los aislados S29 y S60 fueron
ingresadas al banco de genes del NCBI con
numeros de accesion MN480439 vy
MN480440.
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Cuadro 2. Resultados de la identificacion por PCR-RFLP de los 141 aislados segliin

ano de aislamiento

2016 2017

Total

2018

n %

41
9

47
3

S. pseudintermedius

Staphylococcus sp.

36
5

124
17

87.9
12.1

Total 50 50

41 141 100

Alignment Workspace of Untitled ClustalW (Slow/Accurate, IUB)
dominge, 20 de Octubre de 2019 13:44

ARAGACARARCTTTCAGGTARAARATGTGCGT
T

ATCATCCAACCTGATACGAGCGACCTARAR

10 20

150 200

Cepa 529.seq AAAGACARACTTTCAGGTARARATGT 30 ATCATCCAACCTGATACGAGCGACCTAAAA
Cepa S60.seq AAAGACAAACTTTCAGGTAAAAAT 30 ATCATCCAACCTGATACGAGCGACCTAAAA
S. pseudintA HEUl0=03 . :ARAGACAAACTTTCAGGTARAARAATGT 30 ATCATCCAACCTGATACGAGCGACCTAAAA
40 50 60 220 230 240
Cepa SZQ,SEq ATCGTATTACCAGARAGGAGARAGATGAGCGT &0 GCAACACTCGTTGAACARATTTGTAGAACGT
Cepa SGOASEq ATCGTATTACCAGAAGGAGRARGATGAGCGT &0 GCAACACTCGTTGARARACRATTTGTAGAACGT
5. pseudint. HKU10-03.:ATCGTATTACCAGAAGGAGAAGATGAGCGT 60 GCAACACTCGTTGAACAATTTGTAGAACGT
70 80 90 250 260 270
Cepa 529.s=q GTATTAACAGCCGCTGTTGATTTACAAGCT 90 CGTAAAGGGAAAGCGACTGAAGAACAAGCA
Cepa S60.seq GTATTAACAGCCGCTGTTGATTTACAAGCT 90 CGTAAAGGGAAAGCGACTGAAGAACAAGCA
S. pseudintA HEKUl0=03 . :GTATTAACAGCCGCTIGTTGATTTACAAGCT 90 CGTAAAGGGAAAGCGACTGAAGAACAAGCA
100 110 120 280 280 3do
Cepa 529.s=q TCTGACTATGTTGCGCCGATCGTATTAGGG 120 CAATCGTTATTAARATGATGTGAACTACTTC
Cepa SGOASEq TCTGACTATGTTGCGCCGATCGTATTAGGG 120 CAATCGTTATTARATGATGTGAACTACTTC
S. pSEudintA HEU10=-03.:TCTGACTATGTTGCGCCGATCGTATTAGGG 120 CAATCGTTATTAARATGATGTGARAACTACTTC
AATGTTGACARARATTAARAGCACTTGCTGCA GGTACAATGCTTGTTTATGC
130 140 150 aio 320
Cepa 529‘5Eq AATGTTGACAARAATTARARAGCACTTGCTGCA 150 GGTACAATGCTTGTTTATGC
Cepa 560.s=q AATGTTGACAARATTARAGCACTTGCTGCA 150 GGTACAATGCTTGTTTATGC
S. pseudint. HKU10-03.:AATGTTGACAAAATTAAAGCACTTGCTGCA 150 GGTACAATGCTTGTTTATGC
160 170 180
Cepa SZQ,SEq GAARAARTCTTTAARATATTGAAGGTTTAAAT 180
Cepa 560‘SEq GAARRARATCTTTARATATTGAAGGTTTAAAT 180
S. pseudint. HKU10-03.. GAARAARTCTTTAAATATTGAAAGTTTAAAT 180

210

210
210
210

240
240
240

270
270
270

300
300
300

320
320
320

Figura2. Alineamiento de las secuencias del gen pra de los aislados S29 y S60 con la cepa

HKU10-03 (NC_014925.1)
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DiScUusION

Los resultados utilizando el protocolo de
deteccion genética de especies de Staphy-
lococcus mediante PCR-RFLP usado por
Bannoehr et al. (2009) son reproducibles, los
cuales se corroboran con los controles utili-
zados y el analisis de secuencias del gen pta
nameros de accesion MN480439 vy
MN480440, de aislados representativos.

Se determiné que el 87.9% de los aisla-
dos pertenecen a S. pseudintermedius y
12.1% se identifico como otra especie de
Staphylococcus. En cuanto a S.
pseudintermedius, los resultados muestran
ser similares a otros estudios. Asi, Wang et
al. (2012) en China registra una frecuencia
de 92% de S. pseudintermedius de los ca-
sos clinicos de pioderma canina por
estafilococos, Bourguignon et al. (2016) en
Brasil report6 93.3% de S. pseudintermedius
en piodermas caninas estafilococicas y
Onuma ef al. (2011) hall6 una frecuencia de
76% de S. pseudintermedius en caninos de
Japon, este ultimo valor moderadamente in-
ferior a los obtenidos en el presente estudio.

En general, incluyendo el presente es-
tudio, se reportan altas frecuencias de aisla-
miento de S. pseudintermedius a partir de
hisopados de piodermas en caninos. Estos
resultados se explican debido a que S.
pseudintermedius, al ser el mayor coloniza-
dor de la piel de los caninos, es mas probable
que actue y esté involucrado como patdgeno
oportunista ante la alteracion de la microbiota
de la piel (Rubin y Chirino-Trejo, 2011). Esta
situacion puede ser mas frecuente aun en
perros con dermatitis atdpica, en quienes se
ha reportado tener una mayor frecuencia de
S. pseudintermedius como parte de su
microbiota (Fazakerley et al., 2009).

Por otro lado, a pesar de que el proto-
colo de PCR-RFLP, con los cebadores usa-
dos poseen la capacidad de identificar a S.
aureus, no se obtuvo ningtn asilado positivo
a partir de piodermas caninas. Sin embargo,

no se debe descartar a S. aureus como pato-
geno en caninos y su potencial rol como
reservorio para reinfecciones en humanos
(Harrison et al., 2014; Bierowiec et al.,
2016).

Finalmente, este estudio constituye el
primer reporte de deteccion molecular de S.
pseudintermedius a partir de piodermas ca-
ninas en Peru. Estos resultados permitiran
realizar estudios de sensibilidad antimicrobiana
in vitro o deteccion de genes involucrados
en resistencia antibidticos en estos
microrganismos de importancia clinica (Bond
y Loeffler, 2012).

CONCLUSIONES

Staphylococcus pseudintermedius
esta presente en 89.7% de las piodermas
caninas y es el patdogeno mas frecuentemen-
te aislado.
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