Arch Med Vet 44, 261-265 (2012) DOI: 10.4067/s0301-732X2012000300008

ARTICULO ORIGINAL

Primer reporte de aislamiento de Staphylococcus schleiferi subespecie coagulans
en perros con pioderma y otitis externa en Chile”

First report of isolation of Staphylococcus schleiferi subspecies coagulans from dogs
with pyoderma and external otitis in Chile

L Muiioz**, M Molina®, M Heresmann?, F Abusleme?, MT Ulloa®, C Borie¢,
B San Martin9, V Silva®, S Anticevic?

2Clinica de Animales Pequefios, Departamento de Ciencias Clinicas, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias,
Universidad de Chile, Santiago, Chile.

YICBM Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Santiago, Chile.

‘Laboratorio de Microbiologia, Departamento de Medicina Preventiva, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias,
Universidad de Chile, Santiago, Chile.

dLaboratorio de Farmacologia, Departamento de Ciencias Clinicas, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias,
Universidad de Chile, Santiago, Chile.

SUMMARY

Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans was identified and described for the first time in 1990 by Igimi et al (1990) in dogs with otitis. The
objective of this report was to determine the frequency of isolation of S. schleiferi subsp. coagulans in samples from dogs with pyoderma and / or otitis
externa in Chile and establish the resistance profiles to commonly used antimicrobials and molecularly characterize the quinolone resistance. Samples
were obtained from 237 adult dogs diagnosed with otitis externa and/or pyoderma, at the Clinical Veterinary Hospital of the University of Chile. The
identification of S. schleiferi subsp. coagulans was performed with BBL™ Crystal GP. The minimum inhibitory concentration was determined using
the agar diffusion method. The antimicrobial panel contained oxacillin, amoxicillin, cefradine, mupirocyn, clindamycin, enrofloxacin, doxycycline,
tetracycline, kanamycin and sulfamethoxazole / trimethoprim. 135 out of 237 total samples analyzed were isolated from pyoderma and 102 from otitis.
Staphylococcus spp. was identified on 117 and 52 of the samples, respectively. S. schleiferi subsp. coagulans was identified on 8 strains isolated from
pyoderma (6.8%) and on 11 strains from otitis (21.2%). All strains of S. schleiferi subsp. coagulans were from pyoderma and 54.5% of the otitis strains
were susceptible to the antimicrobial agents. The susceptibility was 90.9% to mupirocyn, enrofloxacin and sulfamethoxazole/trimethoprim; 81.8% to
amoxicillin and kanamycin and 72.3% to clindamycin. One strain isolated from otitis was multi-resistant. The strain of Staphylococcus schleiferi subsp.

coagulans that showed phemotypic resistance to quinolones reported mutations in genes gyrA and griA.
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INTRODUCCION

El género Staphylococcus estd compuesto por diversas
especies, que varian en su prevalencia y relevancia clinica.
Staphylococcus schleiferi subespecie schleiferi (coagulasa
negativo) fue aislado por primera vez a partir de humanos
en 1988 (Freney y col, 1988) y Staphylococcus schleiferi
subesp. coagulans (coagulasa positivo) fue identificado
y descrito por primera vez en 1990 por Igimi y col, en
perros con otitis.

Staphylococcus schleiferi subesp. coagulans se ca-
racteriza por ser una bacteria coagulasa positiva, beta
hemolitico y producir una nucleasa termoestable. Es
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semejante a otros Staphylococcus coagulasa positivo, por
lo tanto, es comun identificarlo en forma errénea como
S. aureus o S. intermedius (Igimi y col 1990, Zdovc y col
2004, Morris y col 2006).

S. schleiferi subesp. coagulans forma parte de la
microbiota cutdnea (Frank y col 2003); sin embargo, en
determinadas circunstancias es capaz de comportarse como
patégeno oportunista en lesiones dérmicas y 6ticas (Frank
y col 2003, Morris y col 2006).

En la literatura existe informacién diversa con respecto
ala frecuencia de aislamiento de este patogeno desde otitis
y pioderma; sin embargo, todos coinciden en una mayor
prevalencia de S. schleiferi subesp. coagulans aislado en
casos de otitis externa (May y col 2005, Rich y col 2007,
Vanni y col 2009). Los antecedentes respecto a los patro-
nes de resistencia de S. schleiferi subesp. coagulans alos
distintos grupos de antimicrobianos son variados, pero se
describe frecuentemente como sensible a los antibidticos
utilizados cominmente para su control (Zdovc y col 2004
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y Vanni y col 2009). Los B-lactdmicos como la cloxacilina
son antibidticos considerados de primera linea para el tra-
tamiento de estos patégenos, no obstante, existen estudios
publicados de meticilino resistencia en estas cepas (Kaniay
col 2004 y Jones y col 2007). El grupo de antimicrobianos
en el que se describe resistencia con mayor frecuencia por
parte de S. schleiferi subesp. coagulans son las quinolonas
(enrofloxacino, marbofloxacino y levofloxacino) (Vanni
y col 2004, May y col 2005, Morris y col 2006, Intorre y
col 2007) mediante mutaciones de la regién determinante
de resistencia a quinolonas (QRDR Quinolone Resistance
Determining Region), lo que finalmente lleva a un cambio
en la composicién aminoacidica de las topoisomerasas 11
y IV (Otero y col 2001, Intorre y col 2007).

El objetivo de este reporte fue determinar la frecuen-
cia de aislamiento de S. schleiferi subesp. coagulans en
muestras de perros con pioderma y/u otitis externa. Ademas
de establecer los perfiles de resistencia frente a antimi-
crobianos de uso habitual y caracterizacién molecular de
resistencia a quinolonas, siendo este el primer reporte de
Staphylococcus schleiferi subespecie coagulans en Chile.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio prospectivo en 237 perros, 135
fueron pacientes con pioderma y 102 con otitis externa,
todos atendidos en el Hospital Veterinario de la Universidad
de Chile, de abril 2007 a agosto 2008.

Ingresaron al estudio perros de cualquier edad, sexo
y raza que presentaron signos compatibles con pioderma
y/o otitis externa y a los cuales se les realiz6 una citologia
rdpida de la lesion, observando mds de cinco bacterias
con morfologia de cociceas, por campo microscépico de
inmersién (Pin y col 2006).

Se excluyeron pacientes con tratamientos antimicrobia-
nos sistémicos y/o tépicos por al menos 14 dias previos,
0 que tenfan tratamiento inmunosupresor con esteroides
de depdsito, orales o tépicos al menos durante cuatro
semanas previas.

Las muestras fueron obtenidas con un hisopo estéril
humedecido con suero fisiolégico estéril, y depositado en
medio de transporte Stuart. Las muestras fueron cultivadas
en agar sangre cordero al 5% a 37 °C por 24 a 48 horas.

Se seleccionaron 3 a 5 colonias, sospechosas de ser
Staphylococcus spp., para su posterior identificacion.
La identificacioén de Staphylococcus coagulasa positivo
se realizé en base a la morfologia de la colonia, tincién
Gram, hemdlisis, pruebas de catalasa y coagulasa (Becton
Dickinson®).

La identificacién de la especie Staphylococcus schleiferi
subesp. coagulans se realizé mediante el kit de diagndstico
BBL™ Crystal GP (Becton Dickinson®), considerando
niveles de confianza mayores a 95%.

La concentraciéon minima inhibitoria (CIM) se determi-
n6 mediante el método de dilucién en agar estandarizado
por el NCCLS (1999), para mupirocina y doxiciclina
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se utiliz6 como referencia lo descrito en el CLSI 2007.
Las concentraciones utilizadas fueron 0,25 a 128 pg/ml,
exceptuando la mupirocina, donde se utilizaron concentra-
ciones de 2,5 a 256 pg/ml, y sulfametoxazol-trimetoprim
con concentraciones de trimetoprim de 1,125 a 32 pg/ml
y sulfametoxazol de 4,75 a 608 pg/ml. Se utilizé un panel
de antimicrobianos comercial (Sigma® Sigma Chemical
Co., St. Louis) y los puntos de corte fueron: para la oxa-
cilina (£ 2; >4 pg/ml), amoxicilina (< 0,25; > 0,5 pg/ml),
cefradina (< 8; > 16 pug/ml), mupirocina (< 128; > 256 pug/
ml), clindamicina (< 0,5; >4 pg/ml), enrofloxacino (< 0,5; >
4 ug/ml), doxiciclina (< 4; > 16 ug/ml), tetraciclina (< 4; >
16 ng/ml), kanamicina (< 16; > 64 ug/ml) y sulfametoxazol-
trimetoprim (< 2/38; = 4/76 pg/ml). Como cepa control se
utiliz6é Staphylococcus aureus ATCC 25923. La CIM se
expresoé en valores absolutos (ug/ml).

Pararealizar el estudio genético de resistencia a quino-
lonas se realiz6 una combinacién de PCR-Secuenciacién
del QRDR. Primero se amplificaron los genes gyrA y
grlA y los partidores utilizados fueron obtenidos del
estudio de Intorre y col (2007). La mezcla utilizada fue
10 ul de buffer 5X, 6 ul de MgCl (25 mM), 1 ul de DNTP
(1 mM), 1 pl de cada partidor (20 pmoles), 0,2 ul de Taq
polimerasa (5 U/ul), 3 ul de ADN (extraido con el kit
Wizard Purification System®) y 27,8 ul de agua Mq. El
programa de amplificacioén fue un ciclo de 94 °C por 5
minutos, 30 ciclos de 94 °C por 30 seg., 56 °C (gyrA) y
51°C (griA) por 30 seg., y 72 °C por 30 seg. y un ciclo
de 72 °C por 10 minutos. Los amplicones obtenidos se
purificaron con el kit Wizard Clean Up® y se enviaron a
secuenciar al laboratorio Biogenetics. Posteriormente, con
el programa ClustalW, se alinearon los fragmentos frente a
regiones parciales de los genes gyrA 'y grlA depositados en
el GeneBanK (EF189173 / EF189175, respectivamente).

RESULTADOS

De las 135 muestras de pioderma se aislaron 117 cepas
de Staphylococcus spp, identificindose ocho cepas de
S. schleiferi subesp. coagulans (6,8%). De las 102 muestras
de otitis se aislaron 52 cepas de Staphylococcus spp., iden-
tificdindose once cepas de S. schleiferi subesp. coagulans
(21,2%). Las colonias de S. schleiferi subesp. coagulans,
se observaron redondas, convexas, brillantes y lisas, todas
con endopigmento blanco y un 72,7% presentaron hemolisis
beta (agar sangre cordero al 5%).

De los ocho perros con pioderma por S. schleiferi
subesp. coagulans, seis eran indoor, todos presentaban
pioderma crénico (curso mayor a tres semanas) y en solo
cinco de ellos el pioderma era localizado; las causas pri-
marias fueron tres casos con dermatitis alérgica a la picada
de la pulga, dos dermatitis atépica, un pioderma profundo
del ovejero alemdn y dos sin diagndstico dermatolégico.

De los once perros con otitis, ocho eran indoor y ocho
presentaban dermatitis atépica como diagndstico clinico,
dos demodicocis y uno hiperadrenocorticismo.
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Cuadro 1. Sensibilidad a antimicrobianos de Staphylococcus schleiferi subespecie coagulans aislados desde pioderma y otitis externa
en perros.

Antimicrobial susceptibility of Staphylococcus schleiferi subspecies coagulans isolated from pyoderma and external otitis in dogs.

N° Sensibilidad (N°/%)
Patologia
cepas OXA AMX CEF MUP CLI ENR DOX TET KAN SXT
Pioderma 8 8/100 8/100 8/100 8/100 8/100 8/100 8/100 8/100 8/100 8/100
Otitis 11 11/100  9/81,8  11/100  10/90,9  8/72,7 10/90,9 11/100 11/100  9/81,8  10/90,9

OXA, oxacilina; AMX, amoxicilina; CEF, cefradina; MUP, mupirocina; CLI, clindamicina; ENR, enrofloxacino; DOX, doxiciclina; TET, tetraciclina;
KAN, kanamicina y SXT, sulfametoxazol/trimetoprim.

Cuadro 2. Perfiles de resistencia de las cepas de Staphylococcus El 100% de las cepas de S. schleiferi subesp. coagulans
schleiferi subespecie coagulans obtenidos desde otitis externa obtenidas a partir de pioderma y el 54,5% de las otitis, resul-
de perros. ' .

taron susceptibles a todos los antimicrobianos en estudio. De
las cepas de otitis el 100% fueron susceptibles a oxacilina,
cefradina, doxiciclina y tetraciclina; 90,9% fueron susceptibles
amupirocina, enrofloxacino y sulfametoxazol-trimetoprim;

Resistance profiles of strain of Staphylococcus schleiferi
subspecies coagulans obtained from external otitis in dogs.

Perfiles de resistencia N° de cepas 81,8% fueron susceptibles a amoxicilina y kanamicina y el
AMX 1 72,7% fueron susceptibles a clindamicina. Solo una cepa
SXT 1 aislada de otitis presenté multirresistencia (cuadros 1 y 2).

A la cepa con resistencia fenotipica a enrofloxacino se le
CLI ! realiz6 una PCR-Secuenciacion para los genes gyrA 'y griA,
CLI+KAN 1 y se hizo el alineamiento de las cepas frente a S. schieiferi
CLI + KAN +AMX + ENR + MUP 1 subesp. coagulans. Se observé mutacién en la posicién

84 del gen gyrA reemplazando una serina (TCG) por una
leucina (TTG). El gen gr/A también presenté mutacion,

AMX, amoxicilina; SXT, sulfametoxazol/trimetoprim; CLI, clindamicina; donde SE.: reemplazo en la posicién 80 una serina (AGT)
KAN, kanamicina; ENR, enrofloxacino y MUP, mupirocina. por una isoleucina (ATT) (cuadro 3 y ﬁgura 1).

Total 5

Cuadro 3. Genotipo de resistencia a quinolonas en Staphylococcus schleiferi subespecie coagulans.
Genotype of resistance of quinolones in Staphylococcus schleiferi subspecies coagulans.

Posicién gen gyrA Posicién gen griA
Cepa Especie Patologia
84 [TCG (Ser)] 80 [AGT (Ser)]
60 S. schleiferi subesp. coagulans Otitis TTG (Leu) ATT (Iso)

TCG, Serina; TTG, leucina; AGT, serina, y ATT, isoleucina.

EF189173 ATGTCATGGGGAAATACCATCCACATGGTGACTCEGTCAATTTATGAAGCAATGE
S.s ATGTCATGGGGAAATACCATCCGCATGGTGACTTGTGAATTTATGAAGCAATGG
Wl W W W R W t.t'tttcnnt - W L A B B B B A A R RS B AR A S

EF18917/5 eesscccmcccsscscsccnccas ATTGGTCAGTTGCATCCGCACGGGGATAGTT
S.s8 TTTTTGMGTGCGTMMGRCGACGTGATTGGTM-GTTGCATCCGCACKGGGTTATTT
L W W R R R W W W R R W LA t- L

Figura 1. Alineamiento de amplicones de QRDR de cepas de S. schleiferi subesp. coagulans. EF189173 regién parcial del gen gyrA
(ADN girasa); codén 84 TCG se reemplazé por TTG. EF189175 region parcial del gen grlA (topoisomerasa IV); codén 80 AGT se
reemplaz6 por ATT.

Alignment of QRDR amplicons of strains of S. schleiferi subsp coagulans. EF189173 partial region of the gene gyrA (DNA gyrase), codon
84 TTG was replaced by TCG. EF189175 partial region of the gene grlA (topoisomerase IV), codon 80 AGT was replaced by ATT.
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DISCUSION

Este estudio permitié evidenciar por primera vez en
Chile el aislamiento e identificacion de S. schleiferi subesp.
coagulans a partir de pioderma y otitis externa de perros
en un 6,8% y un 21,2%, respectivamente; prevalencias
menores comparadas con las indicadas en la literatura
(Frank y col 2003, May y col 2005, Morris y col 2006,
Jones y col 2007, Foster y Barley 2007, Rich y col 2007,
Griffeth y col 2008, Penna y col 2009). Al igual que en
el estudio de Vanni y col (2009) el S. schleiferi subesp.
coagulans se aislé en un menor porcentaje en piodermas
que en otitis de perros. Actualmente ha aumentado la
significancia clinica y la frecuencia de aislamientos de S.
schleiferi subesp. coagulans desde otitis externas en perros,
por lo que muchos autores sugieren un rol patégeno de
la bacteria en este cuadro (Frank y col 2003, May y col
2005, Jones y col 2007), describiendo ademds un mayor
aislamiento de esta bacteria en patologias de curso crénico
(Frank y col 2003, Vanni y col 2009).

S. schleiferi subesp. coagulans es fenotipicamente muy
similar a S. intermedius, que es la especie de Staphylococcus
mds comunmente aislada desde pioderma y otitis en perros,
por lo cual es dificil diferenciarlo por sus caracteristicas
macroscépicas y por las reacciones bioquimicas bésicas
(Frank y col 2003, Zdovc y col 2004), y es por esto que
requiere de una bateria bioquimica mds amplia para una
mejor identificacién de esta bacteria a nivel de especie.
Esto representa una complicacion en el drea veterinaria,
ya que este tipo de pruebas son de un alto costo, por lo
que rutinariamente no se realizan y, por lo tanto, se podria
estar subestimando su real prevalencia.

En este estudio todas las cepas de S. schleiferi subesp.
coagulans fueron sensibles a meticilina, incluso la cepa
que presentd multirresistencia, lo que nos indica que los
antimicrobianos de eleccién (cloxacilina) para el género
Staphylococcus spp. atin demuestran ser eficaces in vitro.
Cabe destacar que se encontrd resistencia a kanamicina
(18,2%) desde las cepas obtenidas de otitis, lo que difiere
con otros estudios en que esta especie presenta un 100%
de sensibilidad (Zdovc y col 2004, Vanni y col 2009).
Este hallazgo es importante de considerar ya que para el
tratamiento tépico de otitis existen variados productos co-
merciales que poseen aminoglucésidos en su formulacion.
La resistencia a clindamicina fue de un 27,3% del total de
cepas aisladas desde otitis; este es un antimicrobiano de
uso frecuente para el tratamiento de las infecciones por
Staphylococcus spp., por lo que debieran monitorearse
sus niveles de resistencia, considerando que otros estu-
dios realizados (Vanni y col 2009) presentan un 100% de
susceptibilidad frente a este farmaco.

La resistencia a quinolonas es la més descrita en la
literatura (Vanni y col 2009), sin embargo, en este estudio
se encontrd en solo una cepa, aislada de otitis. Esta cepa
de S. schleiferi subesp. coagulans presentd una mutacién
en ambos genes estudiados coincidiendo con el trabajo
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realizado por Descloux y col en 2008. La importancia de
este resultado radica en que estos antibidticos debieran
utilizarse en casos de bacterias meticilino resistentes,
aunque en este estudio estas bacterias ain demostraron
ser sensibles a estos antimicrobianos, por lo tanto, en caso
de presentarse resistencia a la meticilina, disminuirian las
alternativas terapéuticas.

La aplicacién de procedimientos diagnosticos es
esencial para la correcta identificacién de las especies
de Staphylococcus spp. que afectan a los perros, de esta
manera se puede realizar una adecuada vigilancia de la
situacion epizootioldgica y de la resistencia antimicrobiana
en cepas que afectan a las mascotas en Chile.

RESUMEN

Staphylococcus schleiferi subesp. coagulans fue identificado y
descrito por primera vez por Igimi y col (1990) en perros con otitis.
El objetivo de este reporte fue determinar la frecuencia de aislamiento
de S. schleiferi subesp. coagulans en muestras de perros con pioderma
y/u otitis externa en Chile y establecer los perfiles de resistencia frente
a antimicrobianos de uso habitual y caracterizar molecularmente la
resistencia a quinolonas. Se obtuvieron muestras de 237 caninos adultos
diagnosticados con pioderma y/u otitis externa, en el Hospital Veterinario
de la Universidad de Chile. La identificacion de Staphylococcus schleiferi
subesp. coagulans se realizé con BBL™ Crystal GP. La concentracion
minima inhibitoria se determiné mediante el método de dilucién en
agar. El panel de antimicrobianos utilizado fue oxacilina, amoxicilina,
cefradina, mupirocina, clindamicina, enrofloxacino, doxiciclina, tetraciclina,
kanamicina y sulfametoxazol / trimetoprim. De 237 muestras analizadas,
135 fueron aisladas de pioderma y 102 de otitis. Staphylococcus spp.
se identific en 117 y 52 de las muestras respectivamente. S. schleiferi
subesp. coagulans se identifico en 8 cepas aisladas desde pioderma (6,8%)
y en 11 cepas de otitis (21,2%). Todas las cepas de S. schleiferi subesp.
coagulans de pioderma y el 54,5% de otitis resultaron sensibles a todos
los antimicrobianos. La susceptibilidad fue de un 90,9% mupirocina,
enrofloxacino y sulfametoxazol/trimetoprim; 81,8% a amoxicilina y
kanamicina y el 72,7% a clindamicina. Solo una cepa aislada de otitis
present6 multirresistencia. La cepa de Staphylococcus schleiferi subesp.
coagulans que evidenci6 resistencia fenotipica a quinolonas presentd
mutacion en los genes gyrA'y griA.
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