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1. RESUMEN

Desde hace mucho tiempo Staphylococcus aureus y Staphylococcus
pseudointermedius son reconocidos como patdgenos de mayor importancia tanto en
humanos como en animales, siendo la resistencia a antibi6ticos muy frecuentes en cepas
de ambas especies. Varios estudios han demostrado que otras especies pertenecientes a
este género podrian jugar un rol fundamental en la expansion de genes de resistencia,
actuando como portadores y diseminadores de los mismos. En los tltimos afios han ido
en ascenso los reportes de aparicion de cepas de Staphylococcus sp. resistentes a
meticilina, lo que ha tenido un gran impacto en medicina veterinaria, particularmente en
pequefios animales y equinos. Las personas y los animales parecen estar compartiendo
estos microorganismos, por lo que el papel que los animales pueden desempefiar como
portadores es un elemento de discusién en muchos trabajos actuales.

El objetivo principal de esta tesis fue detectar y caracterizar cepas de
Staphylococcus spp. en perros de Montevideo. Para esto, se muestrearon animales que
ingresaron al Centro Hospitalario de la Facultad de Veterinaria de la UdelaR durante un
periodo de un afo. Se realizO un relevamiento primario para saber cuales son las
principales especies de Staphylococcus que estan circulando y cuales son sus perfiles de
resistencia, en especial a la meticilina.

Se obtuvieron un total de 153 aislamientos, 65 de los cuales se identificaron
mediante secuenciacién del gen que codifica para el ARNr 16S. Las diferentes cepas de
Staphylococcus aisladas peretenecieron a las siguientes especies: pseudintermedius,
argenteus, cohnii, haemolyticus, epidermidis, arlettae, scheiflieri, xylosus y nepalensis.
Por medio de analisis filogeneticos se pudo determinar, para algunas especies, la
cantidad de linages que podrian estar circulando.

Se obtuvieron diez cepas que se catalogaron como MDR (multi drug resistence)
ya que mostraron fenotipo resistente a mas de tres clases de antibidticos. Por otro lado
los perfiles de resistencia indicaron que siete cepas fueron resitentes a meticilina
portando el gen mecA que codifica para una PBP alternativa. Las siete cepas resistentes
a meticilina fueron genotipificadas mediante el analisis del SCCmec dentro de los tipos
", IVyV.

Este estudio representa el primer trabajo que se realiza en el pais con respecto

al relevamiento de este género y su resistencia a antibioticos en perros.



2. INTRODUCCION

El género Staphylococcus incluye una amplia variedad de especies bacterianas que
se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza colonizando mamiferos y aves.
Se encuentran normalmente formando parte de la microflora natural de la piel, del tracto
respiratorio, del tracto urogenital y transitoriamente del tracto digestivo tanto en
animales como en el hombre (Quinn 2005).

Muchas de las especies pertenecientes a este género son patdégenos oportunistas de
varios animales y el hombre, pudiendo transmitirse facilmente por contacto o fomites.
Los estafilococos no son grandes invasores y son capaces de formar colonias en los
epitelios intactos de animales sanos sin causar ningun tipo de enfermedad, por lo que
podemos decir que, como regla general, los animales sanos son portadores subclinicos
de estafilococos (Quinn 2005).

Invaden el epitelio cuando este fue dafiado por agresiones traumaticas (cortes), por
infecciones previas con otros patdgenos (demodicosis, dermatofitosis) o por trastornos
clinicos. Las infecciones por estos patdgenos generalmente se presentan como agudas,
febriles y estan asociadas a la formacion de abscesos supurativos (Greene 1993).

La virulencia de los estafilococos esta ampliamente relacionada a la presencia de
determinados componentes de la envoltura celular asi como también a la produccion de
exotoxinas y enzimas involucradas en el proceso de infeccion generando muchos
cambios biol6gicos a nivel tisular en el huésped (Greene 1993).

Las bacterias pertenecientes a este género son cocos Gram positivos con un tamafio
aproximado de 0.8 a 1 um de didmetro, que al microscopio Optico se observan en
grupos irregulares parecidos a racimos de uvas. Son bacterias anaerobias facultativas,
halofilas, catalasa positivas, inmdviles, no esporuladas, con un metabolismo
fermentativo y oxidasa negativas, ademas, son ampliamente resistentes a la sequedad y
la desinfeccion.

Este género bacteriano presenta 45 especies y 21 subespecies que se clasifican
dentro de dos grupos teniendo en cuenta su capacidad de producir la enzima coagulasa:
estafilococos coagulasa negativos (CoNS) y estafilococos coagulasa positivos (CoPS)
(Bergeron et al. 2011).


https://paperpile.com/c/t4xYaw/UoK5B
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2.1 Estafilococos coagulasa positivos (CoPS)

Los CoPS normalmente se encuentran como comensales tanto en animales como en
el hombre, considerdndose patdgenos oportunistas. Las infecciones por estos
microorganismos pueden ser de origen enddgeno o exdgeno y las mas importantes en
animales domésticos incluyen: piemia por garrapatas (en corderos), epidermitis
exudativa (en cerdos), botriomicosis (en caballos y cerdos), piodermas, otitis externas y
otros cuadros supurativos (en perros y gatos) (Quinn 2005).

Algunas de las especies méas relevantes que pueden causar infecciones en perros
son: S. intermedius, S. aureus, S. schleiferi subsp. coagulans, S. pseudintermedius, S.
lutrae, S. delphini y S. hyicus (Quinn 2005).

Es sabido que S. aureus estd ampliamente distribuido en las infecciones
intrahospitalarias y comunitarias en humanos, sin embargo, actualmente se lo reconoce
como un patégeno cuya frecuencia de aparicion va en aumento en animales de
compafiia (Hanselman et al. 2009; Devriese et al. 2005; Morris et al. 2006).

S. pseudintermedius es una nueva especie de CoPS identificada en el afio 2005
(Van Hoovels et al. 2006). Desde entonces ha sido reconocido como un patdégeno
oportunista de una gran variedad de animales, en especial perros, siendo responsable de
enfermedades como pioderma, otitis externas, infecciones urinarias, infecciones de
partes blandas y otros tipos de infecciones en mascotas (Bannoehr & Guardabassi
2012). Algunos trabajos recientes indican que esta especie ha logrado colonizar al
hombre y producir infecciones de manera ocasional (Stegmann et al. 2010; van

Duijkeren, Kamphuis, et al. 2011; Somayaji et al. 2016; Lozano et al. 2017).

2.2 Estafilococos coagulasa negativos (CoNS)

El grupo de los CoNS incluye un gran nimero de especies, muchas de las cuales
son patdgenos oportunistas de animales o humanos y no producen toxinas agresivas
(Otto 2004; 2009). Este grupo estad representado por mas de 40 especies diferentes
dentro de las que se encuentran: S. saprophyticus, S. schleiferi subsp. schleiferi, S.
simulans, S.haemolyticus, S. sciuri, S.carnosus, S. xilosus entre otros (Greene 1993).

Podemos considerar que tanto los CoPS como los CoNS podrian ser potenciales
patdgenos zoondticos de interés en medicina humana y veterinaria. En este sentido, no

es claro el papel relativo que los animales pueden desempefiar como portadores y
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transmisores de algunas cepas de estas especies para el hombre, siendo un elemento de
discusién en la mayoria de los trabajos actuales (Couto et al. 2016, Godoy et al. 2016 ).
Esta es una de las razones por las que la OIE y la OMS recomiendan avanzar en el
concepto de “una salud” o “salud global” que estudie las interacciones humano-animal

(www.oie.int).

2.3 Resistencia a meticilina en CoNS y CoPS

A lo largo de la historia se les ha prestado mayor importancia, en cuanto a la
resistencia a meticilina, a dos CoPS principales, el S. aureus y el S. pseudintermedius.

La proliferacion y diseminacion al medio de estos microorganismos resistentes a
antibidticos es uno de los problemas actuales de mayor relevancia tanto en medicina
humana como veterinaria. Los tratamientos empleados en medicina humana basados
tanto en el uso de penicilinas (por ejemplo meticilina o la oxacilina) y en cefalosporinas
de primera generacion, han llevado a una fuerte presion selectiva favoreciendo la
emergencia de cepas resistentes a este tipo de antibioticos.

La meticilina fue introducida en la medicina humana a finales de los 50" para tratar
infecciones por S. aureus. Diez afios después, en el afio 1961, Jevons reportd el primer
caso de infeccidn por una cepa de S. aureus con resistencia a la meticilina en humanos.
Luego de este reporte los casos han ido en aumento en todos los demas paises de
Europa (Eriksen 1961). Durante los afios 70°s las cepas de S. aureus meticilino
resistentes (MRSA por sus siglas en inglés) comenzaron a emerger como un problema
serio en los Estados Unidos y para los 90°s ya representaban un tema de maxima
prioridad para la salud en todo el mundo (Ayliffe 1997). Asimismo los casos de
infecciones por S. pseudintermedius meticilino resistente (MRSP por su sigla en inglés)
también han aumentado drasticamente, ademas MRSP es también resistente a una gran
variedad de antibidticos utilizados comunmente en medicina veterinaria y
aparentemente se comportaria como un gran reservorio de genes de resistencia a
antibioticos (Perreten et al. 2010).

El MRSA y el MRSP son considerados los estafilococos emergentes de mayor
importancia debido a los cuadros que producen, su epidemiologia y sobre todo por la
dificultad que supone la obtencién de un tratamiento adecuado (van den Bogaard &
Stobberingh 2000; Duquette & Nuttall 2004; Bywater 2004).
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Esta situacion no se da solo a nivel de medicina humana, siendo frecuente también
en medicina veterinaria. En poblaciones animales han sido descritas una gran cantidad
de cepas de MRSA y MRSP especificamente resistentes a oxacilina y vancomicina, con
el consiguiente riesgo que implica esto en la salud pablica.

En el afio 1972 se reportd el primer aislamiento de MRSA en animales a partir de
muestras de leche de vacas que tenian mastitis (Devriese et al. 1972). Al igual que pasé
en humanos, desde este primer caso hasta el presente se han reportado un importante
numero de cepas de MRSA en una gran variedad de especies domeésticas como perros,
gatos, cerdos, caballos, ovejas y aves (Devriese et al. 1972; Leonard & Markey 2008).
Es ampliamente aceptado que la resistencia de estas cepas a la meticilina fue adquirida a
través de la transferencia horizontal de genes con otras bacterias resistentes. Esto las
convierte en potenciales reservorios de resistencia para el hombre o para otras
poblaciones de animales.

La posibilidad de que tanto perros como gatos actian como una fuente de
infecciones zoondticas del MRSA y del MRSP fue propuesta hace muchos afios atras
(Mann 1959). Inclusive varios reportes cientificos han determinado que en muchos
casos no existe diferencia entre los perfiles de resistencia y las caracteristicas genéticas
de las cepas de MRSA encontradas en humanos y sus mascotas (Leonard & Markey
2008).

Por otro lado el aumento en el reporte de CoNS como responsables de infecciones
ha ido en aumento llevando a un mayor interés en cuanto a la presencia de mecanismos
de resistencia (Piette & Verschraegen 2009).

Las diferentes especies de estafilococos (CoPS y CoNS) que comparten un nicho,
ya sea en la superficie de un animal o un humano, estan en contacto continuo. Esto lleva
a que genes de resistencia y de virulencia puedan ser transferidos desde una especie a
otra por mecanismos de transferencia horizontal (Holden et al. 2004; Otto 2013).

Los CoNS son considerados un gran reservorio de genes de resistencia a diferentes
antibidticos y tienen una gran potencialidad de transferir estos genes a otras especies de
estafilococos patogenos (Czekaj et al. 2015). Por ejemplo el S. haemolyticus resistente a
meticilina ha sido reportado tanto en aislamientos de humanos (Barros et al. 2012)
como de perros, asi como también, se han reportado una gran cantidad de cepas de S.
epidermidis resistentes a meticilina que estdn ampliamente diseminadas (Piette &
Verschraegen 2009, Vanderhaeghen et al. 2012).
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Por lo antes dicho es claro que las poblaciones animales podrian cumplir un rol
fundamental en la transmisién y mantenimiento de cepas de Staphylococcus sp.
resistentes a meticilina y otros antibioticos. Esta transmision seria principalmente a los

humanos debido a la interaccién permanente entre ambos.

2.4 Genética de la resistencia a meticilina

La familia de los antibidticos B-lactdmicos, a la cual pertenecen la penicilina,
meticilinay oxacilina, entre otros, fue y es una de las més utilizadas en la clinica. En la
préactica la meticilina dej6 de ser usada debido a que se sintetizaron penicilinas similares
y mas estables, como la oxacilina, flucloxacilina y dicloxacilina. De hecho, actualmente
se determina la resistencia a meticilina indirectamente, mediante la resistencia a
oxacilina.

Los B-lactdmicos son compuestos bactericidas que actlan lentamente y de manera
casi independiente de la concentracion plasmatica. Por otra parte presentan poca
toxicidad y tienen un amplio rango terapéutico (Gram positivos, Gram negativos y
espiroquetas). Estos antibidticos actlan directamente en la sintesis de la pared celular
bacteriana, inhibiendo especificamente el U(ltimo paso de este proceso, la
transpeptidacion. Para ello deben llegar a su molécula diana, una proteina denominada
PBP (penicilin-binding protein o proteina de unién a penicilina), situada en la parte
externa de la membrana citoplasmética. Las PBP son enzimas que catalizan las
reacciones pertenecientes al proceso de transpeptidacion durante la sintesis de la pared
celular.

La resistencia a meticilina (y oxacilina) por parte de los Staphylococcus sp. es
debida a la presencia de una proteina PBP de baja afinidad por los B-lactamicos,
denominada PBP 2a o0 PBP 2" para diferenciarla de la PBP estandar. EI gen que codifica
para esta proteina es el mecA que estd presente en la mayoria de las cepas de
estafilococos resistentes pero ausente en las cepas sensibles y localizado dentro de un
elemento genético movil llamado SCCmec (Staphylococcal cassette chromosomal)
(Mann 1959).

Este gen esta ampliamente distribuido y muy conservado entre cepas resistentes,
incluso aparece conservado en otros estafilococos coagulasa negativos resistentes a
meticilina (Gradelski et al. 2001).
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Se han propuesto varias hipdtesis para explicar su origen, en un principio se
especul6 que el gen mecA se podria haber originado en una cepa diferente a S. aureus
(Berger-Bachi 1994), incluso pudo ser adquirido a partir de alguna especie de

estafilococo coagulasa negativo (Archer & Niemeyer 1994).

2.5 Genotipificacion de los estafilococos resistentes a meticilina

Hasta el momento se han desarrollado varias técnicas de genotipificacion de las
cepas de estafilococos resistentes a meticilina para complementar los estudios
epidemioldgicos de estos microorganismos. Estas técnicas incluyen electroforesis de
campo pulsado (PFGE), tipificacidn por secuenciacion de multilocus (MLST) y la méas
reciente técnica basada en la determinacion del tipo de casete cromosomal SCCmec.

La PFGE se basa en la digestion del ADN cromosémico con una enzima de
restriccion con baja frecuencia de corte, generando un numero variable de fragmentos
de diferente tamafio que se separan en geles de agarosa. La separacion electroforética se
realiza en campo pulsado y los perfiles de ADN (pulsotipos) presentan entre 10 y 30
fragmentos de ADN con un tamafio variable, que oscila entre 10 y 800 kb. Esta técnica
ha mostrado ser altamente reproducible y con un poder de discriminacion elevado, por
lo que se ha convertido en el método de referencia de tipificacion para la mayoria de las
bacterias con interés epidemioldgico (Goering 2010).

Por otro lado el MLST consiste en la amplificacion y posterior secuenciacion de
fragmentos internos de siete genes housekeeping. Para cada uno de los loci con
diferentes secuencias se le asigna un nuamero arbitrario, y los siete nUmeros asignados
forman el perfil alélico o el secuenciotipo (ST) (Enright et al. 2000).

Por ultimo la genotipificacion por determinacion del tipo de casete cromosomal,
0 SCCmec, se basa en la realizacion de una multiplex PCR que se interpreta segun el
patron de bandas obtenido, pudiendo genotipificar los estafilococos en varios tipos.

Se han propuesto una gran cantidad de protocolos de Multiplex PCR para lograr la
tipificacion del SCCmec de los MRSA, entre ellos en el 2001 Olivera y Lancastre
propusieron una multiplex PCR para la tipificacion pero la técnica no arrojo buenos
resultados, principalmente debido a la complejidad de la interpretacion y otras
dificultades propias del método (Katayama et al. 2001; Oliveira & de Lencastre 2002).
En base a este trabajo en el afio 2005 Zhang y col (Zhang et al. 2005) y en el afio 2007

Boye y col (Boye et al. 2007a) estandarizaron una multiplex méas sencilla de realizar y
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de interpretar, detectando de esta manera los diferentes tipos de SCCmec. Estos autores
disefiaron cuatro juegos de primers que se utilizan en la multiplex PCR vy el tipo de
SCCmec es determinado en base al patron de bandas obtenido (Boye et al. 2007a).
Hasta el momento se han identificado 11 tipos de SCCmec para cepas de

Staphylococcus aureus (www.sccmec.org/Pages/SCC_TypesEN.html)

2.6 El casete cromosomal de Staphylococccus (SCCmec)

Uno de los elementos moviles més estudiados de los estafilococos resistentes a
meticilina es el SCCmec el cual tiene un largo entre 21 y 67 Kb y, como se menciond
anteriormente, dentro de él se encuentra al gen que brinda resistencia a meticilina (gen
mecA) (Katayama et al. 2000; Ito et al. 1999). El SCCmec estd compuesto por el
complejo ccr y el complejo mec. Este Gltimo porta, ademas del gen mecA (resistencia a
metilcilina), genes reguladores (mecRI, mecl y AmecRI) y secuencias de insercion
(1S431 y 1S1272) y ha sido clasificado en seis clases diferentes: A, B, C1, C2, Dy E
(Katayama et al. 2001).

Por otro lado el complejo ccr porta genes (ccrC o el par ccrA 'y ccrB) que codifican
para recombinasas que participan en la integracion o escision del casete dentro y desde
el cromosoma. Ademas, el SCCmec puede contener otra serie de genes de resistencia y
varios elementos genéticos mdviles como, secuencias de insercién, transposones y
plasmidos (Hanssen & Ericson Sollid 2006), (International Working Group on the
Classification of Staphylococcal Cassette Chromosome Elements (IWG-SCC) 2009)
(Chambers & Deleo 2009)). Finalmente, las regiones vecinas a los complejos ccr y mec
son denominadas regiones J (J1-J3) (Katayama et al. 2000).

Los diferentes tipos de SCCmec han sido caracterizados y clasificados teniendo en
cuenta los genes presentes en ambos complejos ccr y mec, habiéndose identificado 11
tipos (I-XI) hasta el momento (Katayama et al. 2000; Ito et al. 2001; Okuma et al. 2002;
Zong et al. 2011). Ademas se han determinado variantes dentro del tipo 1V (IVa, IVb,
IVc, y 1Vd) teniendo en cuenta diferencias en las secuencias de las regiones J (Hanssen
& Ericson Sollid 2006). Un esquema simplificado de la estructura de los SCCmec maés
comunmente encontrados en las cepas de estafilococos resistentes a meticilina se

muestra en la Fig.1.
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Figura.1. SCCmec del tipo I-V presentes en estafilococos (Hanssen & Ericson Sollid 2006). Pls: proteina
superficial sensible a la plasmina; kdp: operdn kdp involucrado en el transporte de potasio a través de la
membrana celular dependiente de ATP; HVR: region hipervariable; dcs: secuencia downstream
conservada en SCCmec tipo I, 11 y IV entre la una copia de 1S431 y el orfX; IS: secuencias de insercion;
ccr: genes de recombinacion

Es habitual encontrar cepas de CoNS resistentes a meticilina en aislamientos de
diferentes especies por lo que se podria pensar que estas cepas serian una fuente de
reserva de diferentes SCCmec, disponibles para ser pasados a cepas patdgenas como el
S. aureus u otros CoPS (Hanssen & Ericson Sollid 2006). En este sentido Hiramatsu et
al. en el 2001 propusieron al SCCmec tipo IV presente en S. epidermidis como el
responsable de la modificacion de S. aureus comensal a MRSA (Hiramatsu et al. 2001).

Varios autores han determinado que los SCCmec presentes en cepas CONS
resistentes a meticilina son mas diversos que los SCCmec de cepas CoPS resistentes,
inclusive se han encontrado, y se siguen encontrando, nuevas variantes dentro de los
genes que codifican para las recombinasas (ccr) (Ruppé et al. 2009); (Zhang et al.
2009).

Por todo lo antes mencionado queda claro que conocer la situacidn de resistencia de
cepas de Staphylococcus sp. aisladas de animales de comparfiia es un primer paso
fundamental para entender el papel que estos pueden desempefiar en el mantenimiento y
transmision de cepas resistentes. Hasta el momento no se han realizado estudios de este

tipo en caninos en el Uruguay, lo cual es llamativo dado el rol de la enfermedad y los
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antecedentes internacionales que relacionan al contagio entre animales y humanos en el

mundo.

3. HIPOTESIS

Este trabajo plantea las siguientes hipoétesis: i) existe circulacion de diferentes
especies de Staphylococcus sp. en perros de Montevideo, mayoritariamente aquellas
aisladas comunmente a partir de este animal (S. xylosus, S. pseudintermedius, S.
epidermidis, S. haemolyticus), ii) la frecuencia de resistencia a meticilina es comparable
a datos obtenidos de estudios en la region y el mundo, iii) las cepas resistentes
pertenecen a los genotipos mayoritarios descritos hasta el momento, clasificados segun
el casete cromosomal que presentan y iv) los genotipos presentan una asociacion

especie especifica.
4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Detectar y caracterizar cepas de Staphylococcus en perros sanos y con
sintomatologia caracteristica (piodermia y/o otitis) muestreados en Montevideo durante
un periodo de un afio (Mayo de 2016 - Mayo de 2017).

4.2 Objetivos especificos

Muestrear al menos 100 perros ingresados al hospital veterinario, en todos los

casos tomar hisopado faringeo, perianal y de lesiones, si existieran.

e Detectar la presencia y aislar cepas de Staphylococcus sp. resistentes a
meticilina.

e Determinar los perfiles de susceptibilidad a antibidticos de los aislamientos.

e Identificar todas las cepas resistentes mediante pruebas bioquimicas vy
secuenciacion del ARNr 16S.

e Detectar la presencia del gen mecA que confiere la resistencia a meticilina.

e Determinar el tipo de casete SCCmec de todas las cepas resistentes, mecA

positivas, mediante Multiplex PCR.

e Generar una coleccion de cepas de Staphylococcus resistentes y no resistentes.
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e Obtener un arbol filogenético a partir del ARNr 16S que permita ubicar las
cepas aisladas en Uruguay en los distintos linajes dentro de las especies en
estudio.

e Realizar un andlisis filogenético a partir de la secuencia de gen mecA para

analizar el posible origen de la resistencia.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Recoleccion de muestras

El muestreo se realizé durante el periodo entre mayo de 2016 y mayo de 2017 en el
hospital veterinario de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de la Republica. Se
consideraron dos grupos de perros. Por un lado se tomaron muestras de perros sanos
siendo estos aquellos que al momento de ingresar al hospital presentaban un examen
objetivo general libre de patologias de piel. A estos animales se les realizé un hisopado
de la faringe y de la zona perianal. Por otro lado se tomaron muestras de perros que
ingresaron al hospital con afecciones de la piel (piodermia) y/o otitis, ya que son
afecciones donde es posible encontrar especies de Staphylococcus patégenas. Se les
realiz un hisopado de faringe y zona perianal asi como también de la lesion descrita
por el médico veterinario tratante.

Todas las muestras fueron tomadas por profesionales veterinarios que
desempefiaban funciones en el Centro Hospitalario mencionado. Estos fueron los
responsables de determinar caracteristicas clinicas relevantes para definir el tipo de
toma de muestra, es decir si el paciente pertenecia al grupo sano o afectado.

Se utilizaron para muestrear hisopos estériles que fueron refrigerados hasta su
llegada al laboratorio de microbiologia. Una vez en el laboratorio, cada hisopo fue
identificado con un nimero y estaba acompafiado de una ficha con los datos del animal
que se consideraron relevantes para los analisis posteriores. Estos datos eran: datos del
propietario (barrio, nombre, direccion) y del paciente (raza, sexo, edad), anamnesis
sanitaria (vacunaciones), anamnesis ambiental (relacionamiento con los duefios y con

otros animales), tratamiento con antibioticos y descripcion de la lesion (si hubiese).
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5.2 Aislamiento bacteriano e identificacion fenotipica de las cepas

Cada uno de los hisopos se cultivaron en medio liquido de enriquecimiento Tryptic
Soy Broth (TSB. OXOID) con un 10% NaCl y se incubaron a 35 - 37°C durante 18 a
24Hs. Con el uso de TSB 10% NaCl se realizé una primera seleccién hacia el género
Staphylococcus ya que estas bacterias, por ser halotolerantes, tienden a crecer muy bien
en altas concentraciones de sal.

De cada uno de estos caldos se realizé un aislamiento en Manitol Sal Agar (MSA.
OXOID) y se incub6 durante 24 - 48 hs a 35 - 37°C. El medio MSA es un medio
selectivo y diferencial para el género Staphylococcus. Es un medio que contiene alta
concentracion de sal lo que le brinda selectividad. Por otro lado gracias a un indicador
de pH, rojo fenol, podemos determinar si la cepa cultivada en el medio fermenta o no el
manitol. La fermentacion del manitol se evidencia cuando el medio de cultivo con el
crecimiento vira al color amarillo por el descenso de pH, resultando asi una cepa
manitol positiva (MSA+), una cepa que no fermenta el manitol se observara sin cambio
de color en el medio siendo manitol negativa (MSA-).

Todas las cepas MSA+ que provenian de hisopado faringeo, perianal y piel asi
como las cepas MSA- que provenian de piel se aislaron en placas de TSA (Tripticasa
Soy Agar) con el objetivo de obtener un cultivo puro para las pruebas posteriores. Las
cepas MSA- que provenian de hisopados faringeos y perianales también se aislaron en
TSA pero solo con el objetivo de conservarlas a -80°C e incluirlas en el cepario del
area.

Este criterio de seleccion de cepas se basé en la mayor probabilidad de encontrar
cepas de Staphylococcus patdgenos resistentes en lesiones de piel, sin importar si eran
MSA+ 0 MSA-.

A todas las cepas se les realizé la tincion de Gram, para confirmar presencia de
cocos Gram positivos, y la prueba de la catalasa. Esta determina la presencia de la
enzima catalasa que degrada el peroxido de hidrogeno (producto de deshecho de la
respiracion y toxico para la célula) en agua y oxigeno en forma de gas.

La prueba se realiza colocando una gota de agua oxigenada 10 volumenes sobre una
placa de petri vacia o sobre un portaobjeto. Seguidamente se toma con el ansa una
colonia a partir de un cultivo puro y se suspende la misma sobre la gota de perdxido, la
aparicion de burbujas indica un resultado positivo. Es una prueba que permite

diferenciar de manera muy rapida entre un Staphylococcus (catalasa +) de un
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Streptococcus (catalasa -).

Solamente a las cepas seleccionadas segun el criterio descrito anteriormente se les
realiz6 las siguientes pruebas bioquimicas: coagulasa en tubo, produccién de acetoina
(VP) y test de B-galactosidasa (sembrando en medio TSA con X-Gal) (Tse et al. 2012)

Coagulasa en tubo: algunas especies de Staphylococcus producen una enzima
Ilamada coagulasa que une el fibrindgeno generando la coagulacion del plasma. Esto
lleva a la formacion de una una cubierta alrededor de la célula bacteriana que la protege
del sistema inmune del huésped potenciando su capacidad patdgena. Para realizar esta
prueba se utiliz6 BBL Coagulase Plasma, Rabbit con EDTA® vy para el procedimiento
se siguieron las indicaciones del fabricante.

Prueba de produccion de acetoina (VP) y test de B-galactosidasa: las pruebas de
Voges Proskauer (VP) y deteccion de la enzima (- galactosidasa se realizaron con el
objetivo de hacer una primera aproximacion fenotipica a las diferentes especies de
Staphylococcus ya que existen variaciones para estas dos pruebas en las diferentes
especies. Las bacterias fermentan los azlcares por diferentes vias, una de ellas es la via
butanodidlica la cual produce como resultado final acetoina que se detecta en la prueba
de VP. Para la realizacion de esta prueba se sembré una colonia en 1 mL de caldo Rojo
Metilo-Voges Prorkauer (RMVP) y se incub6 durante 24 hs a 37°C. Luego se reveld
colocando 12 gotas (= 0,6 mL) de a- naftol al 5% en etanol y 4 gotas (=0,2 mL) de
KOH al 40%, se agit6 y después de 10-15 minutos se observo la aparicion o no de un
color rojo en la superficie del tubo. Este color rojo luego de revelar la prueba indica que
esa bacteria fermenta azlcares por la via butanodiolica.

Por otro lado la enzima B-galactosidasa cataliza la hidrolisis de galactosidos a
monosacaridos. Uno de los galactésidos mas comunes utilizados como fuente de
energia por las bacterias es la lactosa. Algunas especies de estafilococos son capaces de
degradar la lactosa por la presencia de esta enzima y otras no por carecer de ellas. Para
la deteccion de esta enzima comunmente se utilizan discos de ONPG. Estos discos estan
impregnados en orto-nitrofenilgalactopiranosido el cual es degradado por la B-
galactosidasa liberandose o-nitro-fenol un compuesto de color amarillo dando una
reaccion positiva. Se ha reportado que algunas cepas de Staphylococcus aureus dan
positivas a la prueba de ONPG cuando deberian dar negativas (Tse et al. 2012). Esto
ocurre porque estas cepas producen un compuesto llamado 2-aminophenoxazin-3-one
durante su metabolismo que genera una reaccion con el disco de ONPG y cambia de

color a amarillo. Por esta razén para este trabajo se realizd la deteccidn de esta enzima
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sembrando las cepas en placas de TSA con X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopirandsido). Este compuesto es hidrolizado por la $-galactosidasa a galactosa y
5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol. Este ultimo es oxidado a 5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-
indigo, un compuesto azul insoluble y por ende el crecimiento bacteriano se observa de

color azul cuando crece.

5.3 Test de susceptibilidad a antibidticos

Los andlisis de susceptibilidad se realizaron por medio de antibiogramas siguiendo
el método de Disco difusion de Kirby — Bauer bajo las recomendaciones del Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI). Se analizé la susceptibilidad a 10 antibidticos
(Rubin et al. 2011) utilizando como controles positivos de resistencia a meticilina una
cepa de Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA) y una cepa de
Staphylococcus pseudintermedius meticilino resistente (MRSP) cedidas por el
Laboratorio de Bacteriologia del Instituto de Higiene de la Universidad de la Republica,
como control negativo se utilizo la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Los antibidticos se seleccionaron teniendo en cuenta el uso que se les da en
medicina veterinaria y también con el objetivo de buscar resistencias nuevas en las
cepas aisladas. Los antibidticos seleccionados fueron los siguientes: oxacilina,
penicilina, amoxicilina/clavulanico, ampicilina/sulbactam, cefalotina, enrofloxacina,
gentamicina, vancomicina, eritromicina y kanamicina.

La penicilina es un antibiotico B-lactdmico que actla inhibiendo la sintesis de la
pared celular bacteriana, de esta manera genera una inestabilidad en la célula dada por
un aumento en la permeabilidad. La presentacion en general es parenteral ya que se
inactiva con el pH &acido del estdémago, viene generalmente combinada con un
aminoglucésido como la estreptomicina ya que ambos antibidticos actdan
sinérgicamente. El espectro de accion de las penicilinas naturales son las bacterias Gram
positivas y los anaerobios.

La oxacilina, también un B-lactamico, es un derivado de la meticilina que puede
administrarse por via oral ya que es mas estable que esta porque no se inactiva por el pH
acido del estbmago. En este trabajo se utiliza principalmente con el objetivo de
determinar la resistencia a meticilina. En nuestro pais no es comdn el uso de oxacilina
en la medicina veterinaria.

La amoxicilina/clavulanico y la ampicilina/sulbactam son una combinacion de
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un antibiodtico B -lactimico con un inhibidor de B-lactamasa. Tanto el clavulanato como
el sulbactam extienden el espectro del antibiotico que acompafian. La amoxicilina y la
ampicilina tienen un espectro de accion méas amplio que las penicilinas naturales ya que
también son efectivas contra Escherichia, Proteus y Salmonella. Otra ventaja de estos
antibidticos frente a las penicilinas naturales es que se pueden administrar tanto de
forma parenteral como oral ya que son estables frente al acido géstrico. En nuestro pais
se puede encontrar ampicilina/sulbactam para utilizar en lesiones ya que vienen
presentaciones en forma de pomada para una accion local en la infeccion.

La vancomicina es un glucopéptido que actla inhibiendo la sintesis de la pared
celular bacteriana. Es un antibiético muy efectivo contra bacterias Gram positivas pero
no contra bacterias Gram negativas. Es una antibiético que puede presentar ototoxicidad
(sordera) que se retira cuando se interrumpe el tratamiento por lo que esta bastante
reservado a infecciones por microorganismos multirresistentes que sean sensibles a
vancomicina tanto en medicina humana como en medicina veterinaria.

La cefalotina es una cefalosporina de primera generacién y su uso ha sido limitado
ya que su aplicacion intramuscular es muy dolorosa. Este antibidtico ha sido sustituido
por la cefalexina que puede administrarse de manera oral o inyectable pero no es muy
eficaz contra Staphylococcus.

La kanamicina y la gentamicina pertenecen al grupo de los aminoglucésidos y
actuan interfiriendo en la sintesis de proteinas bacterianas ya que se unen a la subunidad
30S del ribosoma. Su espectro de accion abarca solo bacterias aerobias tanto Gram
positivas como negativas. La presentacion de estos antibiéticos generalmente es como
inyectable ya que son poco absorbidos por el intestino y actian de manera eficaz contra
Staphylococcus. En el caso de la gentamicina se ha visto que su utilizacion en cremas y
soluciones topicas tiene buenos resultados pero no se puede administrar mas de tres dias
debido a que es tdxica y puede causar problemas a nivel renal. En algunas clinicas
veterinarias este antibidtico se utiliza para realizar el lavado de cavidades durante una
cirugia. Ambos se utilizan en infecciones genitourinarias, respiratorias, de piel y tejido
blando, posquirurgicas, gastrointestinales.

La eritromicina es un antibidtico perteneciente al grupo de los macrdlidos, estos
inhiben la sintesis proteica mediante la union a la subunidad 50S del ribosoma. Es un
antibidtico cuyo espectro se centra mayoritariamente en bacterias Gram positivas, es
muy eficaz contra Staphylococcus y Streptococcus.

Por ultimo la enrofloxacina es una fluoroquinolona muy utilizada en medicina
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veterinaria. Este antibidtico actda inhibiendo la sintesis de ADN ya que actua sobre la
enzima ADN girasa. El espectro de accion se concentra mayoritariamente sobre
bacterias Gram negativas aerobias y anaerobias facultativas pero son eficaces también
contra bacterias Gram positivas. La actividad contra Staphylococcus es variable pero
algunas cepas resistentes a otros antibidticos son susceptibles a quinolonas. Las
presentacion de este antibidtico puede ser inyectables y tabletas para administracion
oral.

Se clasificard como cepas resistententes a multiples drogas: MDR (del inglés
multidrug-resistant) a todas aquellas cepas que muestran resistencia a tres 0 mas clases

de antibioticos (Magiorakos et al. 2012).

5.4 Extraccion del ADN gendmico

La extraccion del ADN gendmico se realizé utilizando la enzima achromopepidasa
(Sigma-Aldrich® St. Louis, MO) siguiendo el protocolo concedido por el Dr Gustavo
Varela y la Dra Lorena Pardo del Laboratorio de Bacteriologia del Instituto de Higiene
de la Universidad de la Republica.

Trabajando en cabina de flujo laminar se colocaron 95 ul de agua ultrapura estéril
en tubos para microcentrifuga de 1,5 ml estériles. Posteriormente se le agregaron 5 pul de
la solucion de achromopeptidasa a una concentracion de 10U/ul y se resuspendieron 2 o
3 colonias en el tubo.

Los tubos se colocaron en un bafio a 50°C durante 10 minutos seguido de un bafio
a 94°C durante 10 minutos mas. Pasado este tiempo se centrifugaron a 13.500 rpm
durante 5 minutos, 80-90 ul del sobrenadante se transfirieron a un tubo nuevo y se

evalu6 su pureza mediante Nano Drop y se guard6 a -20°C hasta su uso en la PCR.
5.5 Deteccién y secuenciacion del gen mecA por PCR en aislamientos con
fenotipo resistente

La reaccion de PCR se realizo utilizando MangoMix™ de Bioline segin el
protocolo descrito por Aklilu E. et al. (2010) y se utilizaron los primers publicados por
Jonas et al. (2002) para obtener un tamario de banda de 310 pb (Tabla 1).
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Tabla 1: Secuencias de los primers utilizados para la amplificacién del gen mecA.

TAMANO DEL AMPLICON SECUENCIA PRIMER
16 53 5 GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA 3 mecA F
P 5 CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA3 mecAR

La mezcla para las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 pL:
12,5 uL de MangoMix™, 1,5 uL de cada primer a una concentracion de 10 uM, 9 uL
de H20 mQ estéril y 0,5 uL de ADN.

Como control positivo se utilizaron las cepas de S. aureus y S. pseudintermedius
resistentes a meticilina cedidas por el Laboratorio de Bacteriologia del Instituto de
Higiene de la Universidad de la Republica y la cepa de Staphylococcus aureus ATCC
6538 como control negativo.

Las condiciones de ciclado de la PCR fueron las siguientes: una desnaturalizacion
inicial a 94°C durante 4 minutos seguida de 30 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45
segundos a 50°C y 1 minuto a 72°C terminando con una extension final de 2 minutos a
72°C.

Para confirmar la presencia del fragmento amplificado, la mezcla de PCR se
sometid a electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en buffer TAE usando 5 pL de
marcador de peso molecular GeneRuler 100pb de Thermo scientific. La corrida se
realizd a 100V durante 45 minutos y los amplicones se visualizaron por tincion con
SYBER® Safe DNA gel stain de Invitrogen y exposicion a luz UV.

Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados por Macrogen Inc., Sedl,
Corea del Sur. Para obtener la secuencia, el cromatograma recibido desde el servicio de
secuenciacion fue editado en el programa Bioedit (Hall 1999), mediante inspeccion
visual se eliminaron los errores tipicos del secuenciador Sanger. La secuencia de los
primers forward (directo) y reverse (reverso) se empalmaron para conseguir una

secuencia unica también utilizando el programa Bioedit.

5.6 ldentificacion de todas las cepas obtenidas por medio de PCR del ARNr

16S

Para complementar la identificacion por pruebas bioquimicas se confirmé la
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identidad de todas la cepas aisladas mediante la amplificacion y secuenciacion del
ARNr 16S. Para la amplificacion de este gen se utilizaron dos pares de primers cuyos
fragmento de amplificacion se superponen en 124 nucleétidos, segun su posicion en la
secuencia de referencia de E. coli. Cada muestra se amplificé con los dos pares de
primers para luego reconstruir la secuencia completa.

Los primers utilizados en la amplificacion fueron los siguientes: 63F-907R y 784F-
1401R (Martinez-Rosales et al. 2011) (Tabla 2 y 3).

Tabla 2: Primers utilizados para amplificar la region 5° del gen del ARNr 16S

TAMANO DEL AMPLICON SECUENCIA PRIMER
5" CAGGCCTAACACATGCAAGTC3 63 F
844 pb
i 5 CCGTCAATTCCTTTRAGTTT3’ 907 R

Tabla 3: Primers utilizados para amplificar la region 3° del gen del ARNr 16S

TAMANO DEL
, SECUENCIA PRIMER
AMPLICON
5 AAACAGGATTAGATACCC 37 784 F
617 pb

5 CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG 3" 1401R

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando MangoMix™ de Bioline y la
mezcla para las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 pL: 12,5 uL
de MangoMix™, 1 uL de cada primer a una concentracion de 10 uM, 9,5 pL de H20
mQ estéril y 1 uL de ADN.

Las condiciones de ciclado fueron las siguientes.

e Paralos primers 63F-907R:
Una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 2 minutos seguida de 30 ciclos de

40 segundos a 94°C, 50 segundos a 58°C y 1 minuto a 72°C terminando con una

extension final de 1 minuto a 72°C.

e Paralos primers 784F-1401R:
Una desnaturalizacién inicial a 95°C durante 2 minutos seguida de 30 ciclos de

45 segundos a 95°C, 50 segundos a 61°C y 1 minuto a 72°C terminando con una

extension final de 1 minuto a 72°C.
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Para confirmar la presencia del fragmento amplificado, el producto de PCR se
sometié a electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TAE usando 5 pL de
marcador de peso molecular GeneRuler 100pb de Thermo scientific. La corrida se
realiz a 90V durante 1 hora y los amplicones se visualizaron por tincion con SYBER®
Safe DNA gel stain de Invitrogen y exposicion a luz UV.

Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados por Macrogen Inc., Sedl,
Corea del Sur. Para obtener la secuencia, el cromatograma recibido desde el servicio de
secuenciacion fue editado en el programa Bioedit (Hall 1999), mediante inspeccién
visual se eliminaron los errores tipicos del secuenciador Sanger. La secuencia de los
primers forward (directo) y reverse (reverso) se empalmaron para conseguir una
secuencia unica también utilizando el programa Bioedit.

Una vez obtenidas las secuencias se compararon mediante alineamiento con
secuencias completas y parciales del mismo gen del mismo género. Estas secuencias

fueron descargadas de la base de datos del Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov).

5.7 Identificacién de cepas en base de datos

La identificacion de las cepas se realizd utilizando el servidor online

www.ezbiocloud.net. La herramienta se utiliza generalmente en taxonomia, genémica,

ecologia, metagendmica de bacterias y archaeas. Ezbiocloud ha sido desarrollada

recientemente y es mantenida por el laboratorio “ChunLab” (http://chunlab.com) (Anon

2017). La red EzBioCloud es utilizada en mas de 50 paises diferentes por mas de 22.000
usuarios, desde académicos, organizaciones de investigacion sin fines de lucro,
comunidades médicas, agencias gubernamentales y compafiias globales.

Uno de los servicios brindados por esta base de datos es el "EzBioCloud's Identify
Service” que brinda una forma simple de identificar cepas bacterianas utilizando las
secuencias de ARNr 16S, estableciendo un grado de confianza para el resultado. Una
vez que se crea un usuario dentro del sitio es posible realizar las identificaciones y
ademas tiene la gran ventaja de que permite poder guardar y visualizar todos los analisis
que uno realiza dentro de su propio usuario.

Una vez realizada la identificacion el resultado se muestra en columnas: el nombre
de nuestra propia cepa (Name), qué porcentaje del gen completo cubre mi secuencia
(Completeness %), el nombre de la especie con mas similaridad (Top-hit taxon), el

porcentaje de similaridad (Similarity %) y la taxonomia de la especie que encontro mas
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parecida (Top-hit taxonomy).

Por otro lado esta herramienta nos permite, para cada una de las cepas a las cuales
se le realizd la identificacion, obtener la informacién de todas los nombres de las cepas
bacterianas con las que tuvo alto porcentaje de identidad y un archivo en formato

FASTA con todas las secuencias.

5.8 Obtencion de secuencias, de la base de datos y analisis filogenéticos

Las secuencias de ARNr 16S y mecA del género disponibles en la base de datos del
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) fueron obtenidas mediante blast, blastn y tblastn,

respectivamente, implementados en el servidor web. Los resultados se filtraron por
identidad y cobertura, minimo 80% y 90%, respectivamente. Se utilizaron mdltiples
queries como partida y los resultados fueron integrados. Finalmente las bases de datos
quedaron compuestas por 1.929 secuencias en el caso del ARNr 16S y por 363 en el
caso del gen mecA, a las que se sumaron las secuencias obtenidas en este trabajo. En el
caso del mecA se utilizé el programa Cd-hit-est (Li & Godzik 2006) para agrupar
secuencias redundantes, es decir que presentan 100% de identidad en el total de la
secuencia. EI mismo programa permite seleccionar un representante de cada uno de
estos grupos.

Para realizar los alineamientos se utilizaron 2 programas, Mafft (con los parametros
de la opcion einsi) (Nawrocki et al. 2009) y Muscle (Edgar 2004), con parametros por
defecto. Se obtuvieron arboles filogenéticos utilizando el método aproximado de
Méaxima Verosimilitud implementado en el programa FastTree version 2.0 y por el
método de Méxima Verosimilitud, implementado en el programa PHYML, version 3.1
(Guindon et al. 2010). Finalmente los arboles se visualizaron utilizando el programa
FigTree (Ronquist & Huelsenbeck 2003; Tamura et al. 2013) y Mega 6.0 (Ronquist &
Huelsenbeck 2003; Tamura et al. 2013). El apoyo estadistico de las cepas se obtuvo

mediante el método SH (implementado en ambos programas).

5.9 Determinacion del tipo de SCCmec de las cepas de Staphylococcus

resistentes a meticilina mediante Multiplex PCR

La tipificacidn de las cepas de Staphylococcus. spp resistentes se realiz6 utilizando

como base el protocolo propuesta por Boye et al. (2007b) que estandarizaron una
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multiplex sencilla de realizar y de interpretar detectando de esta manera los cinco tipos

principales de SCCmec.

Los primers utilizados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4: Primers utilizados para realizar la maltiplex PCR con el fin de genotipificar las cepas de
estafilococos resistentes a meticilina

Tipo de SCCmec  Amplicén

SECUENCIA PRIMER
que detecta esperado
5"  ATTGCCTTGATAATAGCCYTCT 3’ B
Iy v 937 pb
5" TAAAGGCATCAATGCACAAACACT3 a3
vy - 5" CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT3’ ccrC-F
/ 2 5" CCTTTATAGACTGGATTATTCAAAATAT 3 ccrC-rR
5 GCCACTCATAACATATGGAA 37 1272-F
ly IV 415 pb
5" CATCCGAGTGAAACCCAAA 3’ 1272-R
v N 5" TATACCAAACCCGACAACTAC 3° 5RmecA
2 5" CGGCTACAGTGATAACATCC 3’ 5R431

Se determino el tipo de SCCmec en base al patron de bandas obtenido. Los tipos
IV y V se determinan por la obtencién de dos bandas. En el caso del tipo V se debe
obtener una banda de 518 pb y otra de 359 pb, mientras que en el tipo IV se debe
obtener una banda de 937 pb y otra de 415 pb. Los tipos I, I y Il se determinan por la
presencia de una sola banda de 415 pb, 937 pb y 518 pb, respectivamente (Boye et al.
2007a).

La reaccion de PCR se realiz6 utilizando MangoMix™ de Bioline y la mezcla se
realizé en un volumen final de 25 pL: 12,5 pL de MangoMix™, 0,5 uL de los primers 3
y a3, 0,625 pL de los primers ccrC-F y ccrC-R, 0,2 pL de los primers 1272-F y 1272-R
y 0,25 pL de los primers 5RmecA y 5R431 a una concentracion de 10 uM, 8,3 uL de
H2>0 mQ estéril y 1 pL de ADN.

Las condiciones de ciclado de la PCR fueron las siguientes: una desnaturalizacion
inicial a 94°C durante 4 minutos seguida de 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 55°C y 1 minuto a 72°C terminando con una extension final de 4 minutos a
72°C.

Para confirmar la presencia del fragmento amplificado, la mezcla de PCR se
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sometid a electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en buffer TAE usando 5 pL de
marcador de peso molecular GeneRuler 100 pb de Thermo scientific. La corrida se
realizé a 100V durante 45 minutos y los amplicones se visualizaron por tincion con

SYBER® Safe DNA gel stain de Invitrogen y exposicion a luz UV (Ver Anexo ).

6. RESULTADOS

6.1 Muestreo

Se muestrearon un total de 74 perros que ingresaron al hospital veterinario durante
el periodo de mayo de 2016 a mayo de 2017. Un 26% (n=19) de los perros muestreados
eran cachorros es decir, de menos de un afio, un 32% (n=24) eran perros adultos (1 a 7
afios) y un 42% (n=31) correspondieron a perros gerontes (mayores de 7 afios).

Con respecto al relacionamiento con los duefios un 61% (n=45) de los perros tenian
una relacién muy estrecha con sus duefios (compartir cama, utensilios, lamidos y besos)
y un 39% (n=29) no tenian mayor relacionamiento con sus duefios.

Del total de perros muestreados un 26% (n=19) estaban en tratamiento con

antibidtico al momento de tomar la muestra, mientras que el resto no lo estaba (Fig. 2).

Agrupamiento por categoria Relacionamiento con sus duefios

M cachorros <1 afic M adultos 1-7 afios M gerontes> 7 afios M relacionamiento estrecho M no relacionamiento estrecho

Tratamiento con antibidtico

M tratamiento con antibioticos M sin tratamiento con antibidticos

Figura 2: Representacion grafica de los perros muestreados en relacion a edades, relacionamiento con sus
duefios y si estaban bajo tratamiento con antibi6ticos.
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Se obtuvieron un total de 188 hisopados de los cuales un 81% (n=153) resultaron
positivos al crecimiento en caldo TSB con 10% de NaCl. El restante 19% (n=35) no
crecio en dicho caldo.

El 42,5% (n=65) de las cepas crecidas fueron obtenidas de la faringe, un 38,6%
(n=59) de la zona perianal, un 17,6% (n=27) de lesiones de piel y un 1,3% (n=2) de
oido (Fig. 3).

Crecimientoen TSB 10% NacCl Procedencia de las cepas crecidas

M creciemiento de las cepas en TSB 10% MaCl M faringe M perianal lesionesde piel M oido

M zincrecimiento de la cepa en TSB 10% MaCl

1%

Figura 3: Representacién grafica de las cepas crecidas segin su procedencia.

Todos los hisopados llegaron refrigerados al laboratorio en menos de 24 hs luego

de tomada la muestra; y todas las cepas obtenidas estan congeladas en glicerol a -80°C.

6.2 Identificacion de las cepas por pruebas bioquimicas

Se trabajo con las 153 cepas obtenidas del crecimiento en TSB 10% NaCl y a todas
ellas se les realizaron las pruebas bioquimicas correspondientes detalladas en la Tabla
del Anexo Il.

Del total de las cepas un 43% (n=66) resultaron manitol positivas, es decir, eran
aislamientos fermentadores de manitol; mientras que un 57% (n=87) resultaron manitol
negativas, es decir, corresponden a aislamientos no fermentadores de manitol (Figs. 3y
4).

En cuanto a la morfologia de las colonias en el medio TSA luego de 24 hs de
incubacion, fue muy variada. Algunas cepas presentaban colonias de pequefias a
medianas, algunas blancas y otras amarillas, todas ellas tenian una forma redondeada y
bordes lisos.
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Microsclpicamente se observaron a la tincion de Gram cocos Gram positivos que
en su mayoria se disponian como racimos, como era esperable ya que es la caracteristica
principal de este género cuando se realiza la tincion de Gram. EI 100% de las cepas
presentaron reaccion positiva a la catalasa y en cuanto a la coagulasa, algunas cepas
fueron coagulasa positivas a las 24hs y otras coagulasa negativas determinando asi

cuales cepas eran CoPS y cuales CoNS (Figs. 4 y 5).

Resultados fermentacion del manitol en MSA Resultados de la prueba de la coagulasa

B Manitol negative B Manitol positivo M Coag negativo M Coag positivo

Figura 4: Porcentajes de cepas manitol positivas y negativas. Porcentajes de cepas coagulasa positivas y
negativas

Figura 5: a) Placas de MSA con crecimiento de cepas controles manitol positiva, color amarillo
(Staphylococcus aureus) y manitol negativa, color fucsia (Staphylococcus epidermidis). b y ¢) Colonias
en TSA con diferentes aspectos. d) Tincién de Gram: Cocos Gram positivos. e) Prueba de la coagulasa:
positiva. f) Prueba de la catalasa: positiva. g) Prueba de la B- galactosidasa en TSA con X-gal.
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6.3 Identificacion de las cepas por secuenciacion del ARNr 16S

En la amplificacién del gen del ARNr 16S con los dos pares de primers se
obtuvieron bandas del tamafio esperado en todas las cepas, 0 sea una banda de
aproximadamente 844 pb con los primers 63F- 907R y otra de aproximadamente 671 pb
con los primers 784F-1401R. En la figura 6 se muestran las bandas obtenidas en ambas
PCR de algunas de las cepas aisladas. Los controles negativos realizados con agua
miliQ también fueron los esperados.

La construccion del fragmento de aproximadamente 1400 pb se realizd6 como se
indica en la seccion materiales y métodos. Se identificaron un total de 67 cepas segun el
criterio descrito previamente (todas las cepas manitol positivo y las cepas que fueron

manitol negativo que provenian de piel) (Anexo I).

Figura 6: Amplificacion por PCR del ARNr 16S. a) Corrida electroforética de la PCR para los primers
784F-14 01R. Carril 1: MPM (100 pb), Carril 2-7: muestras, Carriles 8 y 17: control negativo, Carriles 9-
16: muestras. Las flechas indican las bandas del fragmento de 700, 600 y 500 pb del MPM. b) Corrida
electroforética de la PCR para los primers 63F-907R. Carril 1: MPM (100pb), Carril 2-12: muestras,
Carril 13: control negativo
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Casi todas las secuencias obtenidas mostraron alta similitud con secuencias del
género Staphylococcus publicadas en la base de datos del EZbiocloud. Solo en el caso
de dos cepas, una que provenia de zona perianal y otra que provenia de piel se obtuvo
una alta similitud con una cepa del género Enterococcus (Ver anexo Il1).

La mayoria de las cepas aisladas obtuvieron un alto porcentaje de similaridad con
secuencias de Staphylococcus pseudintermedius, seguidas por las secuencias de
Staphylococcus xylosus y Staphylococcus haemoliticum. Las demdas especies
(S.argenteus, S. cohnii, S. nepalensis, S.arlettae, S.sciuri, S.epidermidis y S. schleiferi)

fueron las que estuvieron menos representadas (Fig 7).

B Enterococcus foecalis

Porcentaje de cepas identificadas m Staphylocoosus argentus

Staphylococcus arlettae

15% B Stophylococcus cohnii

m Stophylococcus epidermidis
7%

2%

Stophylococcus hoemaolyticus
Staphylococcus nepalensis

6% Staphylococcus pseudintermedius
s Stophylococcus schleiferi subsp. Coagulans

Stophylococcus sciuri

Staphylocaccus xylosus

Figura 7: Porcentajes de aislamiento de las diferentes especies identificadas: S. argenteus: 6%;
S.arlettae: 2%; S.cohnii: 4%; S.epidermidis: 3%, S.haemolyticus: 10%; S.nepalensis: 6%;
S.pseudintermedius: 42%; S. schleiferi subsp. Coagulans: 2%; S.sciuri: 7%; S. xylosus: 15%.

6.4 Analisis filogenético del ARN 16S

En el arbol filogenético obtenido se puede observar como se distribuyen
filogenéticamente las diferentes cepas de Staphylococcus incluyendo las identificadas
en este trabajo (Fig. 8).

Las cepas obtenidas se agrupan dentro de la filogenia de manera mayormente
coherente con las diferentes cepas obtenidas de la base de datos (Fig 8).

Todas las cepas de S. xylosus aisladas se agruparon en un clado formado por cepas

de S. xylosus, S. saprophyticus y S. succinus. Las cepas de S. aureus obtenidas de la
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base de datos se encuentran repartidas en tres clados diferentes y en dos de ellos se
encuentran agrupadas con cepas de S. haemolyticus. En este trabajo no se aislaron cepas
de S. aureus pero si cepas de S. haemolyticus, las que se repartieron en los tres linajes,
cercanas a cepas de S. aureus y S. haemolyticus. Por otro lado en dos de estos tres
grupos también se ubicaron las cepas aisladas de S. argenteus.

Las cepas aisladas de S. pseudintermedius se agruparon en un unico clado formado
también por cepas de la base de datos pertenecientes a las especies S. pseudintermedius
y S. delphini.

Las cepas pertenecientes a la especie S. cohnii obtenidas de la base de datos se
dividieron en dos linajes principales, dos cepas aisladas de esta especie se encuentran
cercanamente relacionadas a Staphylococcus nepalensis mientras que una tercera cepa
se encuentra dentro de un cluster formado por cepas de S. cohnii.

Por su parte las cepas aisladas de S. nepalensis se ubicaron cercanas a las cepas de
S. nepalensis de las base de datos.

Por ultimo las cepas de S.arlettae, S. sciuri y S. epidermidis, formaron cada una un
grupo monofilético dentro de los cuales se ubican las cepas de estas especies aisladas en

este trabajo.
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Figura 8: Arbol filogenético de las cepas identificadas realizado por el método aproximado de méaxima
verosimilitud implementado en el programa FastTree 2.0. En colores se indican clados monofiléticos en
donde se ubican las cepas aisladas en este estudio.

1: Agrupa S. xylosus, S. saprophyticus y S. succinus: Cepas: 9, 5, 13, 15, 33, 46, 51, 85, 153
(Staphyolococcus xylosus)

2: Agrupa S. cohnii y S. nepalensis: Cepas: 95 y 145 (Staphylococcus nepalensis), 55 y 125
(Staphylococcus cohnii)

3: Agrupa S. aureus y S. haemolyticus: Cepa: 159 (Staphylococcus haemolyticus)

4: Agrupa S. aureus: Cepas: 2 (Staphylococcus argenteus), 18, 19, 26, 57 y 72 (Staphylococcus
haemolyticus)

5. Agrupa S. aureus y S. haemolyticus: Cepas: 59 y 86 (Staphylococcus argenteus), 136 (Staphylococcus
haemolyticus)

6. Agrupa S.arlettae: Cepa: 114 (Staphylococcus arlettae)

7. Agrupa S.cohnii: Cepa: 115 (Staphylococcus cohnii)

8. Agrupa S. sciuri: Cepas: 11, 27, 43, 131 y 167 (Staphylococcus sciuri)

9. Agrupa S. epidermidis: Cepas 17 y 41 (Staphylococcus epidermidis)

10. Agrupa S. pseudintermedius y S. delphini: Cepas 1, 4, 7, 8, 21, 23, 24, 30, 34, 53, 58, 62, 64, 67, 75,
118, 129, 130, 135, 137, 138, 148, 149, 151, 161, 164, 169 y 172 (Staphylococcus pseudintermedius)
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6.5 Resistencia a nivel fenotipico y genotipico

La resistencia observada frente a los diferentes antibidticos testados fue bastante
variada dentro de las 67 cepas analizadas.

Se detectaron cepas que expresaron fenotipo de resistencia a meticilina en cuatro
especies diferentes: S. pseudintermedius, S. epidermidis, S. haemolyticus y S. cohnii. En
detalle, tres cepas de S. pseudintermedius, una de S. epidermidis, dos de S. haemolyticus
y una de S. cohnii. En los antibiogramas de estas cepas no se observé halo de inhibicion
y esta resistencia fue confirmada luego por deteccion por PCR del gen mecA.

Diecisiete cepas fueron sensibles a penicilina lo que arrojo un gran porcentaje de
cepas resistentes a este antibidtico. No se observaron halos de inhibicién para este
antibiotico en las cepas resistentes.

La resistencia a cefalotina fue practicamente nula, limitandose a dos cepas de las
67, siendo una de ellas también resistente a meticilina. Con respecto a la vancomicina
las 67 cepas analizadas fueron sensibles a este antibidtico y solamente siete cepas
fueron resistentes a kanamicina, cuatro de ellas resistentes también a meticilina. Doce
cepas mostraron resistencia frente a enrofloxacina y 16 cepas fueron resistentes a
eritromicina. Finalmente, tres cepas de las que eran meticilino resistentes mostraron
también resistencia frente a amoxi/clavulanico (Fig. 8).

Se aislaron diez cepas que fenotipicamente se podian clasificar como MDR
(resistentes a multiples drogas). Siete de estas diez cepas fueron S. pseudintermedius
mientras que se obtuvo un aislamiento de S. cohnii, S. epidermidis y S. argenteus
MDR. Es importante destacar que tres de estas cepas de S. pseudintermedius MDR
ademas eran resistentes a meticilina asi como también la cepa de S.epidermidis y
S. cohnii MDR. Los resultados con respecto a la resistencia a antibioticos y las cepas

MDR se resumen en la Tabla 5.
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Tabla 5: Namero de cepas de cada especie resistente a cada antibidtico testeado y cantidad de cepas MDR

Cepa (n=total) Cepas MDR de cada Antibioticos testeados
especie
Cepas MDR OXA P KF CN K VA ENR AMC SAM

S. sciuri (n=3) 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0
S.arlettae (n=1) 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
S.Pseudintermedius (n=29) 7 3 20 0 0 5 0 6 1 0
S.argenteus (n=3) 1 0 3 0 0 1 0 0 0 0
S. xylosus (n=10) 0 0 7 0 0 0 0 3 0 0
S. scheiflieri (n=1) 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
S. haemolyticus (n=4) 0 2 3 0 0 0 0 0 1 0
S. nepalensis (n=4) 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
S. cohnii (n=3) 1 1 2 0 0 0 0 1 1 0
S. epidermidis (n=2) 1 1 2 1 0 1 0 1 0 0

OXA: oxacilina, P: penicilina, KF: cefalotina, CN: gentamicina, K: kanamicina, VA: vancomicina, AMC: amoxicilina/clavulanico, SAM: ampicilina/sulbactam,
E: eritromicina
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Figura 8: Placas de antibiograma de los controles y una muestra.
Panel A: control positivo (MRSA), Panel B: control negativo (S.aureus ATCC 6538) y Panel C: cepa que
mostré fenotipo de resistencia. Las flechas marcan el disco de oxacilina donde no se observa ningln halo

de inhibicion.

37



La deteccidn del gen mecA se realizd para aquellas cepas que mostraron fenotipo de
resistencia a oxacilina en el antibiograma. En todos los casos se logré amplificar el gen

mecA y se observd una banda de tamafio esperado que correspondia a 310 pb

aproximadamente (Fig. 9).

Figura 9: Electroforesis de los productos de PCR para deteccion del gen mecA.

Carril 1y 9: MPM (la flecha marca la banda de 300 pb), Carril 2: Cepa 7 (S.pseudintermedius), Carril 3:
cepa 17 (S.epidermidis), Carril 4: Cepa 30 (S.pseudintermedius), Carril 6: Control positivo cepa MRSA,
Carril 11: cepa 62 ((S.pseudintermedius), Carril 12: Cepa 125 (S. cohnii subsp. Urealyticus), Carril 13:
Cepa 136 (S. haemolyticus), Carril 14: Cepa 159 (S. haemolyticus) y Carril 15: Control negativo (cepa de
S. aureus ATCC 6538)

Las siete secuencias del gen mecA obtenidas presentaban alta calidad y una vez
editadas todas tenian un 100% de similitud con genes mecA de Staphylococcus aureus
de la base de datos del GenBank. Para realizar el arbol filogenético a partir de estas
secuencias primero se identificaron mediante blastn sobre la base de datos secuencias
del gen mecA. De las secuencias identificadas se seleccionaron aquellas que presentaban
un valor maximo de e-value de 1 x 10° y mas de 90% de cobertura, totalizando
finalmente 397 secuencias. Estas secuencias se agrupaban en 17 haplotipos. Estas 17
secuencias fueron incluidas en el analisis filogenético posterior. No se observé ningun
haplotipo asociado a una especie en particular, es decir los haplotipos aparecen en
diferentes especies y una misma especie podria tener diferentes haplotipos. Se

identificaron cinco haplotipos en las siete secuencias obtenidas en este estudio. Los
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resultados del analisis filogenético se muestran en la Figura 10. Los cinco haplotipos

detectados se distribuyen en tres linajes cercanamente relacionados.

55 GU235983.1
_:msam 261
FMN433596.1
HES 79073.1

—— CP007447.1
50 b EF 592632 1
S30-mech
r— ST-mech
L T671859.1:
EF692630.1
1T7-meach

S62-mech

_I: S159-mecA

I—.JI';QI:I 566.1

e KUE26408 1
CPO15817.1
NG 047941 1
HESTE794 1
ABS 46266 1
ABS4626T 1
GUI0 10951

98
?:Heaﬁmm 1

Figura 10: Arbol filogenético de los genes mecA. Las secuencias indicadas representan los 17 haplotipos
del gen mecA en el género Staphylococcus, identificados en la base de datos GenBank. Las lineas rojas
sefialan las secuencias representantes de los haplotipos identificados en este estudio.

6.6 Genotipificacion

A partir de la multiplex PCR se pudo determinar la presencia de tres variantes
genotipicas del casete cromosomal (SCCmec). La cepa 7 y la 17 presentan un casete de
tipo 1V, para ambas cepas se obtuvieron las dos bandas caracteristicas, una de 930 pb y
otra de 415 pb aproximadamente. Por otro lado, las cepas 30, 62, 136 y 159 presentaron
casete SCCmec de tipo V, presentando una banda de 500 pb y una de 350 pb
aproximadamente. Por ultimo la amplificacion sobre la cepa 125 indicO que esta
presentaba un casete de tipo Ill, obteniéndose una unica banda de 500 pb

aproximadamente (Fig. 11 y Tabla 6).
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Figura 11: Electroforesis de los productos de PCR para genotipificacion del SCCmec..

Carril 1 y 5: MPM, Carril 2: Cepa 7 (S.pseudintermedius tipo 1V), Carril 3: cepa 17 (S.epidermidis tipo
1V), Carril 4: Cepa 30 (S.pseudintermedius tipo V), Carril 6: cepa 62 (S.pseudintermedius tipo V), Carril
7: Cepa 125 (S. cohnii subsp. Urealyticus tipo 1), Carril 8: Cepa 136 (S. haemolyticus tipo V), Carril 9:
Cepa 159 (S. haemolyticus tipo V), Carril 10: Control negativo (cepa de S. aureus ATCC 6538) y Carril
11: Control positivo MRSA tipo IV

El casete cromosomal (SCCmec) mayoritariamente representado en las cepas
aisladas fue el de tipo V, mientras que el menos frecuente fue el tipo I1l. Por otro lado,
se pudo apreciar que muestras de diferente origen anatémico portaban casetes diferentes
(Tabla 6).

Tabla 6: Resultados obtenidos de la genotipificacién segin el tipo de casete cromosomal

N°cepa/ identificacion Procedencia  Tipo de SCCmec
7/Staphylococcus pseudintermedius Faringe v
17/ Staphylococcus epidermidis Piel v
30/ Staphylococcus pseudintermedius Piel \Y/
62/ Staphylococcus pseudintermedius Faringe \Y/
125/ Staphylococcus cohnii subsp. Perianal Il

Urealyticus

136/ Staphylococcus haemolyticus Perianal \/
159/ Staphylococcus haemolyticus Faringe \Y/
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7. DISCUSION

7.1 Validez del muestreo

El muestreo realizado durante este trabajo se centr0 especificamente en obtener
muestras de diferentes razas de perros, de diferentes lugares y diferentes edades, es
decir, se obtuvieron muestras de perros que no tenian ningun contacto entre si (o donde
la probabilidad de contracto entre ellos fuera casi nula).

Teniendo en cuenta lo anterior podriamos suponer que la variabilidad de cepas
obtenidas es una buena representacion de la variabilidad existente en la poblacion, dado
el nimero de animales muestreados. Un muestreo que tenga un sesgo hacia una
determinada zona geografica o que considere animales que cohabitan o que estan
emparentados como independientes generaria artificialmente una menor variedad
genética de Staphylococcus circulando. Por lo tanto podemos decir que esta baja
probabilidad de contacto apoya el disefio del muestreo realizado y la variedad de cepas
que se encuentre sera una representacion confiable de las diferentes cepas que coexisten

en los perros de Montevideo.

7.2 Distribucién filogenética de los aislamientos de Staphylococcus obtenidos.

Basandose en cuatro genes conservados de Staphylococcus, ARNr 16S, y tres genes
que codifican para proteinas: dnaJ, rpoB y tuf, Lamers y colaboradores propusieron una
clasificacion para el género Staphylococcus (Lamers et al. 2012). Segln estos autores
las diferentes especies de Staphylococcus se agrupan en 15 clusters o grupos los que a
su vez demostraron pertenecer a seis grupos de especies de acuerdo con sus

caracteristicas fenotipicas (Fig. 12)
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Oxidasa Negativa
Novobiocina Susceptible
Coagulasa Negativa | Positiva’-Variable?-Negativa? Negativa
Clze 'de Hyicus-Intermedius Epidermidis-Aureus
Especie
Cluster Muscae Hyicus Intermedius Aureus Epidermidis Warneri Haemolyticus | Lugdunensis
S. muscae | S.hyicus? S. intermedius? S.aureus S. epidermidis S.warneri | S.haemolyticus | S. lugdunensis
S. microti | S.agentis? S. delphini? ssp. aureus? S. capitis S. pasteuri | S. devriesei
S. rostri S.chromogenes® | S.lutrae! ssp. anaerobius! ssp. capitis S. hominis
Especies S.felis® S. pseudintermedius® | S.simiae! ssp. urealyticus S. jettensis
S.schleiferi S. caprae S. petrasii
ssp. scleiferi® S. saccharolyticus
ssp. coagulans®
Oxidasa Negativa Positiva
Novobiosina Susceptible | Resistente
Coagulasa Negativa
iz .de Auricularis Simulans Saprophyticus Sciuri
Especie
. . Simulans- Pettenkoferi- . Cohnii- Avrlettae- L
Cluster Auricularis Carnosus Massiliensis Saprophyticus Nepalensis Kloosii Sciuri
S. auricularis S. simulans S. pattenkoferi S. saprophyticus S. chonii S. arlettae S. sciuri
S. carnosus S.massiliensis S.equorum ssp. chonii S. kloosi S. fleuretti
Especies S. condimenti S. gallinarum ssp. urealyticus S. lentus
S. piscifermentans S. succinus S. nepalensis S. stepanovicii
S.xylosus S. vitulinus

Figura 12: Representacion esquematica de los grupos filogenéticos propuestos por Lambers et al..la figura fue adaptada de la reciente revision “Coagulase-Negative
Staphylococci” de (Becker et al. 2014).
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El arbol filogenético obtenido a partir de los diferentes aislamientos de Staphylococcus mostré un
patrén de ramificacion altamente concordante con lo propuesto por Lamers y colaboradores,

especialmente en relacion a la formacion de los grupos naturales mayores.

7.2.1 Staphylococcus pseudintermedius

En varios trabajos se ha establecido que aproximadamente el 90% de los perros sanos estan
colonizados por S. pseudintermedius, ya sea a nivel de piel o en mucosas (Devriese et al. 2005;
Bannoehr & Guardabassi 2012). No es extrafio entonces que casi un 50% de los aislamientos
obtenidos de los perros muestreados pertenezca a esta especie. Ademas clinicamente esta especie es
la causa mas comun de piodermia, otitis e infecciones urinarias en los perros (van Duijkeren et al.
2011; Ball et al. 2008).

7.2.1.1 Variacién intraespecifica

En un relevamiento reciente, realizado en Canada, se aislaron 78 cepas de S. pseudintermedius,
de un total de 100 perros muestreados (Priyantha et al. 2016). Esto concuerda con la tendencia
observada en este trabajo, ya que se aislaron un total de 28 cepas de S. pseudintermedius de un total
de 74 perros muestreados. Todas las cepas de S. pseudintermedius aisladas pertenecerian al mismo
linaje, ya que agruparon todas juntas en el arbol filogenético. Este resultado indicaria que este linaje

seria el Unico o mayoritario circulando en Montevideo (Fig. 13).

7.2.1.2 Resistencia a meticilina

Historicamente las cepas de S. pseudintermedius han mostrado sensibilidad a un amplio grupo de
antibidticos, sin embargo desde el afio 2006 aproximadamente, se ha visto un aumento en la aparicion
de resistencia en esta bacteria, en especial resistencia a meticilina (van Duijkeren et al. 2011,
Moodley et al. 2014).

En un trabajo realizado por Gronthal y colaboradores, en este mismo afio en Finlandia, se
determind que el porcentaje de cepas de S. pseudintermedius resistentes a meticilina era de un 14%
(Gronthal et al. 2017), en un total de 1958 aislamientos obtenidos de perros. En nuestro caso la
resistencia a meticilina en esta especie representdé un poco mas del 10%. Las tres cepas resistentes
(S7, S30 y S62, ver anexo Il1) pertenecen filogenéticamente al mismo linaje por lo que podemos
decir que, a priori, las cepas pertenecientes a este linaje tienen la capacidad de adquirir genes de

resistencia a meticilina.
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LE HQ452501 1 Staphyococcus delphini strain G5-18 165 ribosomal RNA gene partial sequence
HO452502.1 Staphyococcus delphini strain H3-2 165 ribosomal RMA gene partial sequence

Figura 13: Arbol filogenético correspondiente al grupo de especis Hyicus-Intermedius segun Lambers 2012 donde se
agrupan las cepas de S. psudintermedius aisladas.

7.2.2 Staphylococcus argenteus

Esta especie es similar fenotipicamente a S. aureus pero cuando crecen en medios de cultivo las
colonias presentan un color blanco y no amarillas debido a que carecen de un carotenoide llamado
staphyloxantina (Tong et al. 2015, 2013).

La estructura genética de la poblacion de S. aureus ha sido ampliamente estudiada y descrita en
base al método MLST, sin embargo, una serie de aislamientos que se identificaron como supuestos S.
aureus no pudieron ser tipificados por este método ya que los primers originales utilizados para
amplificar los siete genes no amplificaban. Todos estos aislamientos fueron incluidos en lo que se
denomino el complejo clonal 75 (CC75) (Enright et al. 2000).

Posteriormente se propuso el nombre de Staphylococcus argenteus a todas aquellas cepas
pertenecientes al CC75 y los secuenciotipos relacionados (Holt et al. 2011), terminando en una

clasificacion taxondmica formal como S. argenteus sp. nov (Tong et al. 2015).
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Varios trabajos han reportado que los Staphylococcus pertenecientes al CC75 han sido aislados y
asociados a MRSA comunitarios presentes en el Norte de Australia, Camboya, Indonesia, Fiji y
Trinidad y Tobago (Jenney et al. 2014; Monecke et al. 2014; McDonald et al. 2006). Por otro lado la
informacidn contenida en la base de datos del MLST indica que cepas de S. argenteus estan presentes
en Europa y Africa. Estos trabajos concluyen que la especie S. argenteus estaria en un proceso de
dispersion que ha comenzado recientemente, aumentando su frecuencia de aparicion. En animales
existe un anico reporte, una cepa de S. argenteus fue aislada de materia fecal de un murciélago
frugivoro, lo que indicaria que esta especie podria también encontrarse en otras especies de animales
(Akobi et al. 2012). Nuestro trabajo confirma esta observacion y posiciona a los perros como posible

elemento asociado a la dispersion y reservorio.

7.2.2.1 Variacion intraespecifica

Las cepas de S. argenteus aisladas en este trabajo (S2, S59, S86 y S87, ver anexo Ill) pertenecen
a dos linajes diferentes que estarian circulando en Montevideo (Figs. 14 y 15). Hasta donde sabemos
los aislamientos obtenidos en este trabajo serian los primeros de la especie en perros y tampoco hay
reportes de resistencia en esta especie. La identificacion molecular de esta especie utilizando el
marcador de ARNr 16S es confiable, si consideramos que los valores de identidad son de 99,7%,

100% y 100%, en las tres cepas aisladas (ver anexo 1l1).

S. argenteus

L 572 F 5. haemolyticus

JNI15150.1 Staphylococcus aureus strain GSA410 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Figura 14: Arbol filogenético correspondiente al cluster Aureus segun Lambers (2012) donde se agrupa una de las cuatro
cepas de S.argenteus aisladas junto con cepas aisladas de S. haemolyticus.
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EU515208.1 Staphylococcus aureus clone 007.5 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KP706822.1 Staphylococcus haemolyticus strain SO6G13 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JN084550.1 Staphylococcus aureus strain 148/Chen 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KJ725089.1 Staphylococcus aureus strain VITSDVM7 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU922273.1 Staphylococcus aureus strain H63 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KX523676.1 Staphylococcus aureus strain 056 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KY425785.1 Staphylococcus haemolyticus strain MA31 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU922200.1 Staphylococcus aureus strain C45 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JN175374.1 Staphylococcus aureus strain ECNU-UM4 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KP728241.1 Staphylococcus aureus strain Nazari6 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KP860558.1 Staphylococcus haemolyticus strain DSO6G12 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KJ702704.1 Staphylococcus aureus strain HPCAQSGS36 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JN084552.1 Staphylococcus aureus strain 366/Chen 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KJ854372.1 Staphylococcus aureus strain HBM16 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KT261214.1 Staphylococcus aureus strain RCB1002 16S ribosomal RNA gene partial sequence
EU071616.1 Staphylococcus haemolyticus strain EHFS1 AU1Ha 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KX379530.1 Staphylococcus aureus strain GDJISKOL16 16S ribosomal RNA gene partial sequence
LT223684.1 Staphylococcus aureus partial 16S rRNA gene strain Marseille-P178
KX018341.1 Staphylococcus aureus strain NCIM2122 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU922505.1 Staphylococcus aureus strain SSW24 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KT261257.1 Staphylococcus aureus strain RCB1045 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU366491.1 Staphylococcus aureus strain GRD19 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KJ395370.1 Staphylococcus aureus strain Li12 16S ribosomal RNA gene partial sequence
— KP888950.1 Staphylococcus aureus strain LZ-04 16S ribosomal RNA gene partial sequence
L MF158082.1 Staphylococcus aureus strain SABRC28 16S ribosomal RNA gene partial sequence
— KU922408.1 Staphylococcus hominis strain I53 16S ribosomal RNA gene partial sequence
L MF158084.1 Staphylococcus aureus strain SABRC30 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU922330.1 Staphylococcus aureus strain H16 16S ribosomal RNA gene partial sequence

[ KT696497.1 Staphylococcus haemolyticus strain OZK25 16S ribosomal RNA gene partial sequence

FN393800.1 Staphylococcus haemolyticus partial 16S rRNA gene strain ES-230-1b

KT390727.1 Staphylococcus aureus strain RBSB7 C1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
EU515209.1 Staphylococcus aureus clone 007.6 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU922186.1 Staphylococcus hominis strain C8 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU922180.1 Staphylococcus hominis strain D64 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU922173.1 Staphylococcus aureus strain D17 16S ribosomal RNA gene partial sequence
— JQ624772.1 Staphylococcus haemolyticus culture-collection EWax3 16S ribosomal RNA gene partial sequence
HM559238.1 Staphylococcus aureus strain DMH 8 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KM893011.1 Staphylococcus aureus strain MSAMIN1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KF933771.1 Staphylococcus simiae strain ChDC B245 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KP091275.1 Staphylococcus aureus strain MASMIN2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KM893010.1 Staphylococcus aureus strain MSAMIN18 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KT339328.1 Staphylococcus aureus strain RP 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KJ395360.1 Staphylococcus aureus strain Al11 16S ribosomal RNA gene partial sequence
FN646072.1 Staphylococcus gallinarum partial 16S rRNA gene isolate 205
FN646068.1 Staphylococcus saprophyticus partial 16S rRNA gene isolate 108
LC189115.1 Staphylococcus aureus gene for 16S ribosomal RNA partial sequence strain: STA9
KT151939.1 Staphylococcus haemolyticus strain SHR3-4 16S ribosomal RNA gene partial sequence
LC109968.1 Staphylococcus aureus gene for 16S ribosomal RNA partial sequence strain: W031
LC189108.1 Staphylococcus aureus gene for 16S ribosomal RNA partial sequence strain: STA2
S59
JN687472.1 Staphylococcus aureus strain ROF2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
LC189112.1 Staphylococcus aureus gene for 16S ribosomal RNA partial sequence strain: STA6
S86 86/ argenteus
JN084161.1 Staphylococcus haemolyticus strain Y23 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KP406732.1 Staphylococcus aureus strain LKG38 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KC209829.1 Staphylococcus aureus strain CASMBAUKKAGK1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JN596351.1 Staphylococcus aureus strain F1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JN084559.1 Staphylococcus aureus strain Pn3576/Pant-Orissa/2008 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KJ395371.1 Staphylococcus aureus strain Ba01 16S ribosomal RNA gene partial sequence
— KF928758.1 Staphylococcus aureus strain GD2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
L KM099446.1 Staphylococcus haemolyticus strain A12-1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KT695872.1 Staphylococcus aureus 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KY575125.1 Staphylococcus haemolyticus strain TI33 16S ribosomal RNA gene partial sequence
L'_—[ KP224444.1 Staphylococcus haemolyticus strain bbm3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

|

1

JN175367.1 Staphylococcus aureus strain ECNU-UH3 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JN175372.1 Staphylococcus aureus strain ECNU-UK2 16S ribosomal RNA gene partial sequence

— KT390724.1 Staphylococcus aureus strain RBSB2 C1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

L—s136

— KX082866.1 Staphylococcus haemolyticus strain SR-13 16S ribosomal RNA gene partial sequence

L KY969736.1 Staphylococcus aureus strain DMD4 16S ribosomal RNA gene partial sequence
AB598743.1 Staphylococcus aureus subsp. aureus gene for 16S rRNA partial sequence strain: JCM 2179
AB681714.1 Staphylococcus aureus gene for 16S rRNA partial sequence strain: NBRC 102140
KC212020.1 Staphylococcus aureus strain Z1587 16S ribosomal RNA gene partial sequence
CP010526.1 Staphylococcus aureus subsp. aureus ST772-MRSA-V strain DAR4145 complete genome
KU922329.1 Staphylococcus aureus strain H15 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KC212031.1 Staphylococcus aureus strain Z164 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JX188025.1 Staphylococcus aureus strain 7m-11 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KP701477.1 Staphylococcus aureus strain SBM15 ii 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JQ975911.1 Staphylococcus aureus subsp. aureus strain XJXBMY-10-1NF1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KP888948.1 Staphylococcus aureus strain LZ-02 16S ribosomal RNA gene partial sequence
HQ699551.1 Staphylococcus haemolyticus strain 1E 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Figura 15: Arbol filogenético correspondiente al grupo de especie Aureus-Epidermidis segun Lambers (2012) donde se
agrupan dos de las cuatro cepas de S.argenteus aisladas.
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7.2.3 Staphylococcus xylosus

S. xylosus es una especie que pertenece al grupo de los CoNS y normalmente se puede aislar de
la piel y faringe de animales y ocasionalmente de humanos. Es una bacteria comensal que es capaz de
colonizar una variedad de nichos, contaminando agua, forrajes, suelo, etc. Reportes recientes han
determinado que en ciertas circunstancias puede causar infecciones en animales y humanos (Dordet-
Frisoni et al. 2007).

7.2.3.1 Variacion intraespecifica

Las diez cepas de S. xylosus aisladas en este trabajo (S5, S9, S13, S15, S22, S33, S46, S51, S85 y
S153, ver anexo Ill) formarian parte de un Unico linaje, lo que sugiere que este es el Unico o
mayoritario linaje circulando en Montevideo. El agrupamiento junto con cepas de S. saprophyticus y
S. xylosus en la filogenia del ARNr 16S concuerda trabajos anteriores (Lamers et al. 2012). Un caso
interesante es la similar ubicacion de la cepa de S. xylosus (DMB3-Bh1) aislada de materia fecal de
raton y secuenciada por Kaur y colaboradores el afio pasado, la cual también se ubic6 en un clado
representado por estas dos especies (Kaur et al. 2016). Todas las cepas de S. xylosus obtenidas fueron
aisladas de muestras de faringe por lo que podriamos suponer que esta especie se habria adaptado a

colonizar preferentemente este nicho en los perros (Fig. 16).
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KF476046.1 Staphylococcus saprophyticus strain SCD2-6 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KF476047.1 Staphylococcus saprophyticus strain SCD3-3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KF476045.1 Staphylococcus saprophyticus strain SCD2-5 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KF476042.1 Staphylococcus saprophyticus strain SCD2-1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KJ888123.1 Staphylococcus succinus strain MI-1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KF476043.1 Staphylococcus saprophyticus strain SCD2-2 16S ribosomal RNA gene partial sequence

JQ895019.1 Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KX928062.1 Staphylococcus xylosus strain AL116 R2A02 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KJ524461.1 Staphylococcus succinus strain EGY-SCC2 16S ribosomal RNA gene partial sequence

AB272334.1 Staphylococcus xylosus gene for 16S rRNA partial sequence strain: PM9

KY218849.1 Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus strain IIF2SW-B1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JX312627.1 Staphylococcus succinus strain M40 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KC315777.1 Staphylococcus succinus strain M70 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KP204126.1 Staphylococcus saprophyticus strain MA 20 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KY608173.1 Staphylococcus saprophyticus strain PSTJ-128 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KP245803.1 Staphylococcus saprophyticus strain VTM2R99 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KY416004.1 Staphylococcus xylosus strain MHN 16S ribosomal RNA gene partial sequence

JF920302.1 Staphylococcus succinus strain MAbB4 16S ribosomal RNA gene partial sequence

JQ988944.1 Staphylococcus succinus subsp. succinus strain PK-1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JF798359.1 Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus strain L9-8 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JX144949.1 Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis strain MM1-9 16S ribosomal RNA gene partial sequence
DQ371234.1 Staphylococcus succinus strain D 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KU922142.1 Staphylococcus saprophyticus strain D34 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KP245801.1 Staphylococcus saprophyticus strain VTM4R97 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KX495494.1 Staphylococcus succinus strain NU11 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KX495498.1 Staphylococcus succinus strain NU16 16S ribosomal RNA gene partial sequence

EU266748.1 Staphylococcus xylosus strain NY-5 16S ribosomal RNA gene partial sequence

GU197539.1 Staphylococcus saprophyticus strain YSY1-8 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KT339325.1 Staphylococcus succinus strain 4 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KX404926.1 Staphylococcus saprophyticus strain ND30 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KT339324.1 Staphylococcus saprophyticus strain 3Y 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KP845285.1 Staphylococcus saprophyticus strain CAMT 29662 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KJ699171.1 Staphylococcus saprophyticus strain KB39 16S ribosomal RNA gene partial sequence

JF935091.1 Staphylococcus saprophyticus strain ChST1.3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MF157601.1 Staphylococcus saprophyticus strain TJ-1-38 16S ribosomal RNA gene partial sequence

JX645215.1 Staphylococcus succinus strain IARI-SL-32 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KP728025.1 Staphylococcus xylosus strain SS 32iii 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KT726989.1 Staphylococcus saprophyticus strain PW64 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KP701474.1 Staphylococcus saprophyticus strain KRS 22ii 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KJ848577.1 Staphylococcus xylosus strain BT 58 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KP701479.1 Staphylococcus xylosus strain KCS 42 16S ribosomal RNA gene partial sequence

JX094901.1 Staphylococcus succinus strain UAsDu22 16S ribosomal RNA gene partial sequence

'AB480783.1 Staphylococcus saprophyticus gene for 16S ribosomal RNA partial sequence strain: Acj 220
KP114223.1 Staphylococcus xylosus strain LSR 02N 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KC422684.1 Staphylococcus saprophyticus strain zhy12 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KF322102.1 Staphylococcus saprophyticus strain csb 3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KC862292.1 Staphylococcus saprophyucus strain FB1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

‘AB480759.1 Staphylococcus 1s gene for 168 ri RNA partial sequence strain: Acj 114
KF015517.1 Staphylococcus saprophyticus strain Rhizo-05 16S ribosomal RNA gene partial sequence

HQ699510.1 Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus strain M57 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU922338.1 Staphylococcus saprophyticus strain H28 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KT377432.1 Staphylococcus saprophyticus strain Dk1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KC707548.1 Staphylococcus cohnii strain HSB-10 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KF906833.1 Staphylococcus saprophyticus strain OR5 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KF317835.1 Staphylococcus saprophyticus strain CIFT MR-CoNS-SA-27 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KX242270.1 Staphylococcus saprophyticus strain 0S5.2 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KY218854.1 Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus strain IF2SW-P2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JN175363.1 Staphylococcus saprophyticus strain ECNU-UF1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
GQ456062.1 Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus strain CMC19 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KT261420.1 Staphylococcus succinus strain S2 16S ribosomal RNA gene partial sequence

L20250.1 Staphylococcus saprophyticus 16S ribosomal RNA gene

GQA422825.1 Staphylococcus saprophyticus strain VV 16S ribosomal RNA gene partial sequence

GQ384358.1 Staphylococcus saprophyticus strain V 16S ribosomal RNA gene partial sequence

JIN175356.1 Staphylococcus saprophyticus strain ECNU-UA1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JQ407794.1 Staphylococcus xylosus strain BVC66 16S ribosomal RNA gene partial sequence

‘AB480749.1 Staphylococcus hyticus gene for 16S i RNA partial sequence strain: Acj 101
KC329824.1 Staphylococcus succinus subsp. succinus strain 4116S nbosomal RNA gene partial sequence
HQ323432.1 Staphylococcus saprophyticus strain A20 16S ribosomal RNA gene partial sequence

JN175358.1 Staphylococcus saprophyticus strain ECNU-UA3 16S ribosomal RNA gene partial sequence
HM771664.1 Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus strain PPB9 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KC113152.1 Staphylococcus saprophyticus strain KSI1710 16S ribosomal RNA gene partial sequence

FN377816.1 Staphylococcus saprophyticus partial 16S rRNA gene strain C9

JQ229688.1 Staphylococcus saprophyticus strain JR2-4 16S ribosomal RNA gene partial sequence

JQ304794.1 Staphylococcus saprophyticus strain ECPB04 16S ribosomal RNA gene partial sequence

JN995579.1 Staphylococcus xylosus strain B-8 16S ribosomal RNA gene partial sequence

JQ818371.1 Staphylococcus saprophyticus strain NIOS13 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KX959978.1 Staphylococcus succinus strain Se5 16S ribosomal RNA gene partial sequence

FN646069.1 Staphylococcus saprophyticus partial 16S rRNA gene isolate 127

KY218806.1 Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus strain IFLSW-P2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
LC216396.1 Staphylococcus succinus subsp. succinus gene for 16S ribosomal RNA partial sequence strain: Al
KF476041.1 Staphylococcus saprophyticus strain SCD1-2 16S ribosomal RNA gene partial sequence

JN995575.1 Staphylococcus saprophyticus strain B-7 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KY218805.1 Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus strain IFISW-P1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KX495490.1 Staphylococcus saprophyticus strain NUO5 16S ribosomal RNA gene partial sequence

AY395016.1 Staphylococcus xylosus 16S ribosomal RNA gene partial sequence

JF935114.1 Staphylococcus saprophyticus strain CtST7.7 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KT720172.1 Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis strain W12B 6.1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
AM237368.1 Staphylococcus xylosus partial 16S rRNA gene isolate OS-69.a

KC534406.1 Staphylococcus xylosus strain VSG821 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KC660135.1 Staphylococcus saprophyticus strain STAPRO 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MF145702.1 Staphylococcus succinus 16S ribosomal RNA gene and 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer partial sequence
KP745597.1 Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis strain 43Ls.8 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JN644617.1 Staphylococcus saprophyticus strain SL1 2A 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KP860607.1 Staphylococcus saprophyticus strain DLM6G121 16S ribosomal RNA gene partial sequence
EUB55205.1 Staphylococcus saprophyticus strain CTSP24 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KT726930.1 Staphylococcus saprophyticus strain STP2 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KX237934.1 Staphylococcus saprophyticus strain SM2-3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

—JIN995578.1 Staphylococcus saprophyticus strain B-5 16S ribosomal RNA gene partial sequence

L JF935139 1 Staphylococcus saprophyticus strain ChST8.3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

9/5/85/15/46/13/33/153/S. xylosus

— JX645223.1 Staphylococcus succinus subsp. succinus strain IARI-SL-42 16S ribosomal RNA gene partial sequence
L-JQ043189.1 Staphylococcus saprophyticus strain AUCASVES 16S ribosomal RNA gene partial sequence
LC160240.1 Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus gene for 16S ribosomal RNA partial sequence strain: N401
—JX010980.1 Staphylococcus xylosus strain B36 16S ribosomal RNA gene partial sequence

L EU019195.1 Staphylococcus xylosus strain MTJ 16S ribosomal RNA gene partial sequence

JF935125.1 Staphylococcus saprophyticus strain ChST7.3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KR140273.1 Staphylococcus saprophyticus strain NJES-112 16S ribosomal RNA gene partial sequence

S51 ]51/S. xylosus

JF935136.1 Staphylococcus saprophyticus strain ChST2.6 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KT260591.1 Staphylococcus saprophyticus strain RCB379 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KY569433.1 Staphylococcus saprophyticus strain TJ28 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KM394281.1 Staphylococcus saprophyticus strain BSFN10m 16S ribosomal RNA gene partial sequence

JIN162676.1 Staphylococcus saprophyticus strain BTS14 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JIN162677.1 Staphylococcus saprophyticus strain NTS65 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JX645230.1 Staphylococcus succinus strain IARI-SL-59 16S ribosomal RNA gene partial sequence

JX645219.1 Staphylococcus succinus strain IARI-SL-38 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JX645214.1 Staphylococcus succinus strain IARI-SL-31 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JX645216.1 Staphylococcus succinus strain IARI-SL-33 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JX645225.1 Staphylococcus succinus strain IARI-SL-44 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KT597527.1 Staphylococcus xylosus strain SN1301-3-19 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KT184994.1 Staphylococcus saprophyticus strain mrs6 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU922131.1 Staphylococcus warneri strain C28 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KJ183071.1 Staphylococcus arlettae strain NBM-10 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JX871329.1 Staphylococcus saprophyticus strain CD250 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KJ524460.1 Staphylococcus succinus strain EGY-SCC1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU922161.1 Staphylococcus cohnii strain 165 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU922512.1 Staphylococcus cohnii strain SSW25 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU922160.1 Staphylococcus cohnii strain H19 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KT221524.1 Staphylococcus aureus isolate 22 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KP337598.1 Staphylococcus aureus strain KCG 22 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU922331.1 Staphylococcus cohnii strain H17 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KP701475.1 Staphylococcus gallinarum strain KRS 37 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU922328.1 Staphylococcus cohnii strain H14 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KY971623.1 Staphylococcus saprophyticus strain WCS1C2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KJ958207.1 Staphylococcus succinus strain S1-15-1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Figura 16: Arbol filogenético correspondiente al grupo de especies Saprophyticus segiin Lambers (2012) donde se
agrupan todas las cepas de S. xylosus aisladas.
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7.2.4.Staphylococcus sciuri

El S. sciuri es una especie que puede ser aislada de piel y mucosas de una amplio rango de

animales, incluyendo mascotas y animales de granja (Hauschild & Schwarz 2003). También se han

obtenido cepas de esta bacteria a partir de muestras de suelo, arena, agua y pasto (Kloos 1980).

7.2.4.1 Variacion intraespecifica

En este trabajo se aislaron cinco cepas de S. sciuri (S11, S27, S43, S131 y S167, ver anexo

1) las cuales forman un grupo monofilético en la filogenia del ARNr 16S. Este linaje circulante

mayoritario, agrupa claramente dentro del clado formado exclusivamente por los S. sciuri de la base

de datos (Fig. 17).

KC844239.1 Staphylococcus sciuri strain CWBFM4 16S ribosomal RNA gene partial sequence
S167

JQO065655.1 Staphylococcus sciuri strain VP1-M25y 16S ribosomal RNA gene partial sequence
S131

S11

S43

$83569.1 Staphylococcus sciuri Genomic 1555 nt

JF513128.1 Staphylococcus sciuri strain S150R 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KP181616.1 Staphylococcus sciuri strain V11 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KT261265.1 Staphylococcus sciuri strain RCB1053 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KR812401.1 Staphylococcus sciuri subsp. sciuri strain EA14 16S ribosomal RNA gene partial sequence

S27

KX781275.1 Staphylococcus sciuri strain GM1508 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KT261267.1 Staphylococcus sciuri strain RCB1055 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KY608125.1 Staphylococcus lentus strain PSTJ-80 16S ribosomal RNA gene partial sequence
FJ573173.1 Staphylococcus sciuri strain E9-3 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KP181618.1 Staphylococcus sciuri strain V12 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KT339323.1 Staphylococcus sciuri strain 2M 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JF513127.1 Staphylococcus sciuri strain S189E 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KY608149.1 Staphylococcus lentus strain PSTJ-104 16S ribosomal RNA gene partial sequence
GU140036.1 Staphylococcus sciuri strain HBSD-A 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KY485274.1 Staphylococcus lentus strain MSRK BC 7 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KJ888130.1 Staphylococcus sciuri strain Bp-2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KM369924.1 Staphylococcus sciuri strain BTMW1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KT260762.1 Staphylococcus sciuri strain RCB550 16S ribosomal RNA gene partial sequence
AB662960.1 Staphylococcus sciuri subsp. sciuri gene for 16S rRNA partial sequence
KF312211.1 Staphylococcus sciuri strain BS4 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KY608122.1 Staphylococcus lentus strain PSTJ-77 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU672729.1 Staphylococcus sciuri strain SAT-17 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KM276789.1 Staphylococcus sciuri strain PS25 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KF740574.1 Staphylococcus sciuri strain Xg5 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU134762.1 Staphylococcus sciuri strain FFO 80 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KY110416.1 Staphylococcus sciuri strain ADA-12 16S ribosomal RNA gene partial sequence
FJ573174.1 Staphylococcus sciuri strain E9-4 16S ribosomal RNA gene partial sequence
EU660348.1 Staphylococcus sciuri strain CM26 16S ribosomal RNA gene partial sequence
EU481508.1 Staphylococcus sciuri strain FWIO1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KC153123.1 Staphylococcus sciuri strain Dc-04 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KJ000305.1 Staphylococcus sciuri strain Zagazig 9 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KP128706.1 Staphylococcus sciuri strain Pa7 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KY608152.1 Staphylococcus lentus strain PSTJ-107 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KP400530.1 Staphylococcus sciuri isolate YXY-4 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU962123.1 Staphylococcus sciuri strain IESE:ST1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU207151.1 Staphylococcus sciuri strain 164-2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KT260769.1 Staphylococcus sciuri strain RCB557 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JF935120.1 Staphylococcus sciuri strain CtST8.1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KJ000302.1 Staphylococcus sciuri strain Zagazig 2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KT260770.1 Staphylococcus sciuri strain RCB558 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU147423.1 Staphylococcus sciuri strain DQ58 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KJ000303.1 Staphylococcus sciuri strain Zagazig 3 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU724425.1 Staphylococcus sciuri strain Ri43 16S ribosomal RNA gene partial sequence
HM134064.1 Staphylococcus sciuri strain BPCd31 16S ribosomal RNA gene partial sequence
CP020377.1 Staphylococcus sciuri strain SNUDS-18 complete genome

KT818800.1 Staphylococcus sciuri strain SPLN1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU937385.1 Staphylococcus sciuri strain GX22 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KY767489.1 Staphylococcus sciuri strain JX16098 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KJ854373.1 Staphylococcus sciuri strain HCM22 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KY608175.1 Staphylococcus sciuri strain PSTJ-130 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KY963344.1 Staphylococcus sciuri strain BsO2775 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JF935109.1 Staphylococcus sciuri strain CtST7.2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KY608172.1 Staphylococcus lentus strain PSTJ-127 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KX495493.1 Staphylococcus sciuri strain NU10 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU200945.1 Staphylococcus sciuri strain Abk4 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KX495496.1 Staphylococcus sciuri strain NU13 16S ribosomal RNA gene partial sequence

GU596496.1 Staphylococcus sciuri strain BDUEBTVRMKA44 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KP031644.1 Staphylococcus sciuri strain YDE0916 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KC113150.1 Staphylococcus sciuri strain KSI 708 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KC707542.1 Staphylococcus sciuri strain AnCgF 3-4 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KC113151.1 Staphylococcus epidermidis strain KSI1718 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Figura 17: Arbol filogenético correspondiente al grupo de especies Sciuri segin Lambers 2012 donde se agrupan todas

las cepas de esta especie aisladas.
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7.2.5 Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis forma parte de la flora normal de piel y mucosas tanto de humanos como de
animales. Un nimero importante de estudios donde se comparaban las poblaciones de esta bacteria
en humanos y animales han demostrado que las cepas pueden ser transmitidas entre ambos grupos
(Moodley & Guardabassi 2009; Weiss et al. 2013). Los resultados sugieren que en los perros de
montevideo la frecuencia es baja. Solamente se aislaron dos cepas de esta especie (S17 y S41 ver

anexo 1l1), lo que no permite sacar conclusiones sobre la variacion intraespecifica.

7.2.5.1 Resistencia a meticilina

En el afio 2015, en Dublin, Irlanda, McManus y colaboradores aislaron 40 cepas de S.
epidermidis de perros, siendo 33 resistentes a meticilina, esto representa un 82.5% de resistencia a
este antibidtico (McManus et al. 2015). De las dos cepas que se aislaron en este trabajo una de ellas
(S17) era resistente a meticilina. Varios estudios han demostrado que la resistencia a meticilina es
mas comun en cepas de S. epidermidis y S. haemolyticum que en las cepas de S. aureus tanto en
aislamientos de animales como en humanos (Garza-Gonzalez et al. 2010; Busscher et al. 2006). Por
lo que es posible que sea necesario aumentar el muestreo para aproximarnos al porcentaje real de

resistencia en perros de Montevideo.

7.2.6 Staphylococcus conbhii

Esta especie es, como muchas otras, comensal y puede ser aislada tanto de piel como de mucosas
en perros y humanos. En el 2016 se aisl6 y secuencio el genoma completo de la cepa SW120 de
Staphylococcus cohnii subsp. urealyticus aislada a partir de un hisopado de oido de un perro (Bean et
al. 2017). Al igual que una de nuestras cepas, S125, SW120 presenta el fenotipo resistente a

meticilina.

7.2.6.1 Variacion intraespecifica

Las cepas aisladas en este estudio (S55, S115 y S125 ver anexo Ill) se ubican en dos linajes
diferentes de Staphylococcus cohnii, por lo que es posible sugerir que estan circulando al menos estos
dos linajes. Dos de las tres cepas aparecen cercanamente relacionadas y la tercera en otro linaje

relativamente mas alejado.
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7.2.6.2 Resistencia a meticilina

S. cohnii subsp. urealyticus se describié por primera vez en 1991 (Kloos & Wolfshohl 1991) y
cepas resistentes a meticilina se han recuperado previamente de animales de compafiia (Quitoco et al.
2013). El analisis de la secuencia del gen mecA de la cepa S125 muestra un 100% de identidad con la
secuencia de otro gen mecA obtenido en este estudio, en un S. epidermidis (S17). Es interesante que
el resultado del genotipificado indico que ambos casetes son distintos, mientras que el casete de S125
pertenece al tipo 111, el casete de S17 pertenece al tipo IVV. Tomado en conjunto esto sugeriria eventos
de transferencia horizontal recurrente entre los genomas y pueden incluir elementos especificos
dentro del casete (Figs. 18 y 19).

KM378572.1 Staphylococcus cohnii strain BCX-13 16S ribosomal RNA gene partial sequence
—|: JQ970474.1 Staphylococcus nepalensis strain F4 165 ribosomal RNA gene partial sequence

JQ970475.1 Staphyococcus nepalensis strain DB 165 ribosomal RNA gene partial sequence

NR 028996.1 Staphylococcus nepalensis strain CW1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KUB82777 1 Staphylococcus nepalensis strain Al 185 ribosomal RNA gene partial sequence

KC508791.1 Staphylococcus nepalensis strain CMS-MB-G1 165 ribosomal RNA gene partial sequence

KX057518.1 Staphylococcus nepalensis strain a3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KX235336.1 Staphylococcus cohnii strain CMU-BEO3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

3145 T145/5. nepdenss

895 795 5. nepakensis

KX905143.1 Staphylococcus cohnii strain SCo8B 16S ribosomal RNA gene partial sequence
S5 /5. cohni

HQ179145.1 Staphylococcus cohnii strain CWP2-16 165 ribosomal RNA gene partial sequence

AB233328.1 Staphylococcus cohnii subsp. urealyticus gene for 165 rRNA partial sequence strain: GTC 728

CP019597.1 Staphylococcus cohnii strain SNUDS-2 complete genome

HGB41334.1 Staphylococcus cohnii strain BDA10 16S ribosomal RNA gene partial sequence

@j 12515. cohnii

JF799900.1 Staphylococcus cohnii strain CIFRIHTSB-2-TSA 165 ribosomal RNA gene partial sequence

Figura 18: Arbol filogenético correspondiente al cluster Chonii-Nepalensis segun Lambers (2012) donde se agrupan dos
de todas las cepas de esta especie aisladas.
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@ s.chonii

FNB4B0B7.1 Staphyloco ccus cohnii partial 165 rRNA gene isolate 100

KU922221.1 Staphylococcus cohnii strain A7 185 ribosomal RNA gene partial sequence
EU434592 1 Staphylococcus saprophiticus strain e35 165 ribosomal RNA gene partial sequence
GU339231.1 Staphylococcus cohnii strain EH1 165 ribosomal RNA gene partial sequence
KMA485305.1 Staphylococcus cohnii strain AB130 165 ribosomal RNA gene partial sequence
KT261166.1 Staphylococcus cohnii strain RCBE954 165 ribosomal RNA gene partial sequence
KT277495.1 Staphylococcus cohnii strain TA14 165 ribosomal RNA gene partial sequence
- KT261169.1 Staphylococcus cohnii strain RCB357 165 ribosornal RNA gene partial sequence
- KT260738.1 Staphylococcus cohnii strainRCB526 168 ribosomal RNA gene partial sequence
- K¥923811.1 Staphylococcus cohnii subsp. cohnii strain SER 165 ribosomal RNA gene partial sequence
- EU434587 1 Staphylococeus saprophiticus strain €63 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU922356.1 Staphylococcus cohnii strain 16 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU922378.1 Staphylococcus cohnii strain L70 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Figura 19: Arbol filogenético correspondiente al cluster Chonii segiin Lambers (2012) donde se agrupan dos de todas las
cepas de esta especie aisladas.

7.2.7 Staphylococcus haemolyticus

El S. haemolyticus se encuentra frecuentemente como comensal en humanos y animales. Ya han
sido documentados aislamientos tanto en humanos como en perros. No hay datos que sugieran una
localizacion anatomica preferencial de S. haemolyticus en perros, aungque en humano esta especie

parece colonizar preferentemente la zona de las axilas, periné e ingle (Kern & Perreten 2013).

7.2.7.1 Variacion intraespecifica

Las cepas aisladas en este trabajo (S18, S19, S26, S57, S72, S136 y S159, ver anexo IlI)
pertenecen a tres linajes distintos, formando parte de clusters que incluyen especies de S. aureus y S.
haemolyticus (Figs. 15y 20).

7.2.7.2 Resistencia a meticilina

Trabajos realizados en los Paises Bajos en el afio 2004 indicaron que un 36% de las cepas de S.
haemolyticum aisladas de perros y gatos fueron resistentes a meticilina (van Duijkeren et al. 2004).
Por otro lado, en Lituania en un trabajo realizado por Ruzauskas y colaboradores en el afio 2014, se
obtuvieron un 1,6% de resistencia en aislamientos de S. haemolyticus obtenidos de perros (Ruzauskas
et al. 2014). Posteriormente, en otro trabajo realizado McManus y colaboradores obtuvieron un total
de 20 cepas de S. haelolyticum resistentes en un total de 21 cepas de esta bacteria aislada de perros,

estos valores representan una frecuencia de resistencia de 95,2% (McManus et al. 2015). Nuestro
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muestreo permitio el aislamiento de dos cepas de S. haemolyticus resistentes a meticilina (S136 y
S159) de un total de siete cepas identificadas en esta especie, representando un porcentaje menor
(28% aproximadamente.). La primera conclusion de estos resultados es que en al menos dos de los
linajes circulantes de S. haemolyticum en Montevideo existe el potencial para adquirir los genes de
resistencia a meticilina, de hecho, varias de las cepas cercanamente relacionadas han sido descritas
como resistentes. Segundo, existe una frecuencia de resistencia altamente variable en distintas
regiones geogréaficas y seguramente esta frecuencia ha cambiado con el tiempo. Por otro lado el
menor porcentaje obtenido en este estudio podria sugerir también que los genes de resistencia estan,
se han adquirido recientemente en estos linajes o que estamos frente a una estabilidad en cuanto a la
resistencia, que seria disparada con el potencial uso excesivo de los b-lactamicos. Otra posibilidad es
que el bajo valor de resistencia encontrado sea una subestimacién, por lo que seria necesario un
muestreo mas grande para lograr observar como se comporta la resistencia en las cepas de esta

especie.
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AB634830.1 Staphylococcus aureus gene for 16S ribosomal RNA partial sequence strain: RA20
KX371871.1 Staphylococcus aureus strain KMM15 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JF513981.1 Staphylococcus aureus strain sc-sa 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KMO016936.1 Staphylococcus haemolyticus strain LHK1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
LC269722.1 Staphylococcus aureus gene for 16S ribosomal RNA partial sequence isolate: CG1606SAND2
KF447389.1 Staphylococcus haemolyticus strain XB27 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JX267116.1 Staphylococcus aureus strain E101 16S ribosomal RNA gene partial sequence
EU554432.1 Staphylococcus haemolyticus strain Ag06 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KX946157.1 Staphylococcus haemolyticus strain S-8 16S ribosomal RNA gene partial sequence
FN393795.1 Staphylococcus aureus partial 16S rRNA gene strain ES-117-1
JQ624769.1 Staphylococcus haemolyticus culture-collection EWax6 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JQ818404.1 Staphylococcus haemolyticus strain NIO29 16S ribosomal RNA gene partial sequence
FJ434467.1 Staphylococcus aureus strain S2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
GU143876.1 Staphylococcus haemolyticus strain GZ-0904 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KF696713.1 Staphylococcus haemolyticus strain GSK1192 16S ribosomal RNA gene partial sequence
EU302606.1 Staphylococcus haemolyticus strain GK03 16S ribosomal RNA gene partial sequence
LC140952.1 Staphylococcus aureus gene for 16S ribosomal RNA partial sequence isolate: CG20160324J
KC465400.1 Staphylococcus aureus strain KIBGE-IB23 16S ribosomal RNA gene partial sequence
LC145785.1 Staphylococcus aureus gene for 16S ribosomal RNA partial sequence isolate: CG20160327HS6
LC145784.1 Staphylococcus aureus gene for 16S ribosomal RNA partial sequence isolate: CG20160327HS1
KY218855.1 Staphylococcus haemolyticus strain IF2SW-P3 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KP888947.1 Staphylococcus aureus strain LZ-01 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KC469290.1 Staphylococcus haemolyticus strain SA3 16S ribosomal RNA gene partial sequence
LC140949.1 Staphylococcus aureus gene for 16S ribosomal RNA partial sequence isolate: CG20160324G
KX373896.1 Staphylococcus aureus strain KV8 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JN644589.1 Staphylococcus haemolyticus strain LEH2 2A 16S ribosomal RNA gene partial sequence
LE Y15856.1 Staphylococcus aureus 16S rRNA gene

JQ624771.1 Staphylococcus haemolyticus culture-collection EWax4 16S ribosomal RNA gene partial sequence
ﬁ KY218824.1 Staphylococcus aureus subsp. anaerobius strain IF4SW-P5 16S ribosomal RNA gene partial sequence
‘—(E KX588605.1 Staphylococcus haemolyticus strain ICE182 16S ribosomal RNA gene partial sequence

NR 036955.1 Staphylococcus haemolyticus strain SM 131 16S ribosomal RNA gene complete sequence
JQ957011.1 Staphylococcus haemolyticus strain BP/SU2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
AB681716.1 Staphylococcus aureus gene for 16S rRNA partial sequence strain: NBRC 102142
KP224443.1 Staphylococcus aureus strain bbm2 16S ribosomal RNA gene partial sequence

— FJ999931.1 Staphylococcus haemolyticus strain EQH2 16S ribosomal RNA gene partial sequence

L DQ997836.1 Staphylococcus aureus strain F155 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KX268121.1 Staphylococcus aureus strain MFB7 16S ribosomal RNA gene partial sequence
—JQ429750.1 Staphylococcus aureus strain CLRSA3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

L KX946163.1 Staphylococcus haemolyticus strain SS-13 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KU198419.1 Staphylococcus aureus strain C102 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KT720111.1 Staphylococcus argenteus strain 1A 3 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JQ993879.1 Staphylococcus haemolyticus strain AB42 16S ribosomal RNA gene partial sequence
HE800828.1 Staphylococcus haemolyticus partial 16S rRNA gene isolate Kongs-22

KMO099450.1 Staphylococcus haemolyticus strain A14-2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
S159 ]159/S. haemolyticus

JQ322233.1 Staphylococcus aureus strain DSPV 004PSA 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KR265361.1 Staphylococcus aureus strain BPA-2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KX946161.1 Staphylococcus haemolyticus strain S-166 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KP888949.1 Staphylococcus aureus strain LZ-03 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KJ806249.1 Staphylococcus aureus strain PBR-54 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KY218822.1 Staphylococcus aureus subsp. anaerobius strain IF4SW-P3 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KY218833.1 Staphylococcus aureus subsp. anaerobius strain IF6SW-P3A 16S ribosomal RNA gene partial sequence
KC182061.1 Staphylococcus haemolyticus strain M2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
FJ429101.1 Staphylococcus epidermidis strain SW-7/FSE 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JQ818402.1 Staphylococcus haemolyticus strain NIO26 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JX312589.1 Staphylococcus haemolyticus strain IARFBC-21 16S ribosomal RNA gene partial sequence
JX312623.1 Staphylococcus haemolyticus strain M21 16S ribosomal RNA gene partial sequence
FJ437667.1 Staphylococcus haemolyticus strain SW-8/FSH 16S ribosomal RNA gene partial sequence
FJ429100.1 Staphylococcus haemolyticus strain SW-6/FSH 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Figura 20: Arbol filogenético correspondiente al cluster Aureus segun Lambers (2012) donde se agrupa una de las cepas
de S. haemolyticus obtenida.

7.2.8 Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans

Los primeros aislamientos de esta especie de Staphylococcus en perros datan de 1990 en Japén y
fueron obtenidos de casos de otitis y de piodermia, mientras que en Europa los primeros aislamientos
se reportaron en el 2002 (Igimi et al. 1990; Bes et al. 2002). A partir de ese momento los aislamientos

de esta especie han sido reportados muy frecuentemente en otros paises, incluyendo a los Estados
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Unidos donde S. schleiferi ha sido recurrente en casos de pioderma, otitis e incluso se ha aislado de
perros sanos (May et al. 2005; Hariharan et al. 2014). En este trabajo se aislé una Unica cepa de S.
schleifer (S76, ver anexo Il1). Esta cepa se ubico filogenéticamente en el cluster donde se ubican las
cepas de S. pseudintermedius lo que concuerda con los resultados previos en donde se muestra que
ambas especies aparecen mezcladas en distintos linajes, incluso utilizando otros marcadores
genéticos (Lamers et al. 2012) (Fig. 13).

7.2.9 Staphylococcus nepalensis

En el afio 2003 Spergser y colaboradores en Viena, Austria, reportaron la presencia de una nueva
especie de Staphylococcus aislada de cabras de la region del Himalaya que presentaban neumonia.
Para esta nueva especie ellos propusieron el nombre de Staphylococcus nepalensis (Spergser et al.
2003).

Filogenéticamente esta especie esta cercanamente relacionada con las especies de
Staphylococcus cohnii subsp. urealyticum, Staphylococcus cohnii subsp. cohnii, Staphylococcus
saprophyticus subsp. saprophyticus, Staphylococcus succinus y Staphylococcus xylosus (Spergser et
al. 2003). Posteriormente en el 2006 se reporto el aislamiento de cinco cepas de S. nepalensis que
provenian de muestras de orina humana, tracto gastrointestinal de monos, piel de cerdos y muestras
ambientales (Novékova et al. 2006). Finalmente en el afio 2013, en Eslovaquia, reportaron el
aislamiento de un gran nimero de cepas de esta especie aisladas a partir de materia fecal de
murciélagos (Vandzurova et al. 2013). Al momento de realizar este trabajo no se ha encontrados
reportes bibliograficos de aislamientos de S. nepalensis en perros, por lo que este trabajo
representaria un aporte original en este sentido, aunque desde hace un tiempo es claro que la especie
tiene capacidad de colonizar varias especies de hospederos mamiferos.

7.2.9.1 Variacion intraespecifica

Las cuatro cepas de esta especie aisladas a partir de perros se ubican claramente en el cluster
filogenético conformado por especies de S. cohnii y S. nepalensis (Fig 18). Esto podria sugerir que
en este momento estaria circulando un dnico linaje o un linaje mayoritario de S. nepalensis en perros
en Montevideo. No se observo una preferencia especifica de la especie por una zona anatémica
particular, ya que las cepas fueron aisladas a partir de muestra perianal, faringe y de lesion de piel.

Esto a su vez soporta la idea de que la especie tiene la plasticidad para colonizar diferentes nichos.
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7.2.10 Staphylococcus arlettae

Staphylococcus arlettae fue aislado por primera vez en el afio 1984 por investigadores alemanes.
Estos aislamientos provenian de muestras de piel y faringe de aves de corral y cabras (Schleifer et al.
1984). Posteriormente se determind que esta especie tenia el potencial de degradar colorantes
utilizados en la industria textil y del cuero (colorante azdicos), asi como también algunas cepas tenian
la capacidad de promover el crecimiento vegetal (Elisangela et al. 2009; Sagar et al. 2012). Los
aislamientos son obtenidos de una gran variedad de muestras con origenes bien distintos. Solamente
uno de nuestros aislamientos (S114) fue una cepa de S. arlettae, éste provenia de hisopado de
faringe. Filogenéticamente se ubicé formando un grupo monofilético con las otras cepas de S.
arlettae disponibles en la base de datos. El aislamiento reportado en este trabajo representa el
primero de la especie en perros. No es claro, por lo tanto, qué potencial patégeno podrian tener en
perros u otros animales domésticos (Fig. 21).

5114

KFE01497 1 Staphylococous arlettae strain LY 30 165 ribosomal RMA gene partial sequence
KCEB1676.1 Staphyococcus arlettae strain WRFABL-33 165 ribosomal RMNA gene partial sequence
FJ197175.1 Staphylococcous arlettae strain LH-Kab 165 ribosomal RNA gene partial sequence
JF343151 .1 Staphyococcus arlettae strain ARFCS-58 165 ribosornal RMNA gene partial sequence
KYB46053.1 Staphylococcus arlettae strain AB138 165 ribosomal RNA gene partial seguence
KJ719378.1 Staphylococcus arlettae strain GNE3 165 ribosomal RMNA gene partial sequence
KX011881.1 Staphylococous arlettae strain 3569 163 ribosomal RNA gene partial sequence
KJ719327 1 Staphylococcus arlettae strain GMN11 165 ribosomal RMNA gene partial sequence

KX 447616.1 Staphylococous arlettae strain CM16-5 165 ribosomal RNA gene partial sequence
JF3466E1.1 Staphyococcus arlettae strain HIE2 165 ribosomal RMA gene partial sequence

KX 235334.1 Staphylococous arlettae strain CWU-BEDT 165 ribosomal RMNA gene partial se quence
KYE7007 4.1 Staphylococous arlettae strainbajl? 165 ribo somal RNA gene partial sequence
KLJ714596.1 Staphyococous arlettae strain JCR-6 165 ribosomal RNA gene partial sequence
k0819571 Staphylococcous arlettae strain NBWMS1 165 ribosomal RNA gene partial sequence
JF343150.1 Staphylococcus arlettae strain WRFCS57 163 nbosomal RNA gene partial sequence
JN228201.1 Staphylococous arlettae strain BTMTO4 165 ribosomal RMNA gene partial sequence
KX 4476111 Staphyococous arlettae strain Ch2-1 165 ribosomal RNA gene partial se guence
JX188021.1 Staphylococous arlettae strain3re3 165 ribosomal RNA gene partial segquence
KI726929.1 Staphylococcus arlettae strain SAR 165 ribosomal RMA gene partial sequence
JMNB44587 .1 Staphylococous arlettae strain LEH4 3A 165 ribosomal RNA gene partial sequence
FRE49708 1 Staphylococcus arlettae partial 165 rRMA gene strain ICTSYRHI

JMNIE2368.1 Staphylococous arlettae strainaclpl-1TSA 163 ribosomal RNA gene partial sequence
KJB48510.1 Staphylococcus arlettae strain BT 141 165 ribosormal RMA gene partial sequence
HW100193.1 Staphylococcus arlettae strain CWBO0E 165 ribosomal RNA gene partial sequence
KXBI2272 .1 Staphyococous arlettae strain 5111 165 ribo sormal RMA gene partial sequence
k4553041 Staphylococcus arlettae strain AB129 165 ribosomal RNA gene partial sequence
LT2236583.1 Staphyococeus arlettae partial 165 rRMNA gene strainMarseille-PE30

Figura 20: Arbol filogenético correspondiente al cluster Arlettae-Kloosi segiin Lambers (2012) donde se encuentra la
Unica cepa de esta especie aislada
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7.3 Resistencia a antibidticos en Staphylococcus

7.3.1 Fenotipo de la resistencia

En el afio 2015 en Lituania un grupo de investigadores realiz6 un relevamiento de los patrones de
resistencia en Staphylococcus aislados a partir de mascotas (Ruzauskas et al. 2015). En el trabajo los
autores reportan que que la resistencia a meticilina estaba mayormente concentrada en cepas de la
especie de S. pseudintermedius al igual que ocurrié con nuestros aislamientos (de las siete resistentes
tres eran S. pseudintermedius). Cabe pensar que al ser la especie mayoritaria en los perros dentro de
los Staphylococcus tiende a acumular mayor cantidad de genes de resistencia en su genoma, por lo
que la frecuencia de resistencia se vincularia mayormente a su mayor presencia y a su asociacion
histdrica con el hospedero.

La resistencia a vancomicina, por otro lado, fue nula en las cepas aisladas de perros, lo que
coincide con lo encontrado en trabajos de otros paises como Lituania (Ruzauskas et al. 2015) y
Turquia (Aslantas et al. 2013). La explicacion mas aceptada es que esto podria deberse a que las
cepas circulantes en perros no estan sometidas a la presion selectiva por parte de este antibidtico,
dado su escaso uso, lo que a su vez mantiene a los linajes circulantes sensibles a este antibiético.

La resistencia a eritromicina encontrada fue de un 23%, un valor pequefio si lo comparamos con
los reportado en el trabajo de Ruzaskas en el 2015 que obtuvo un 87,5% de resistencia a eritromicina.
En Brasil el porcentaje de resistencia a eritomicina detectada fue de un valor intermedio de 57%
(Godoy et al. 2016) y en Korea fue de un 64% (Jang et al. 2014). El bajo porcentaje obtenido a partir
de nuestros aislamientos podria indicar que la presion selectiva frente a este antibi6tico es mucho
mayor en los paises nombrados que en el nuestro ya que el uso de eritromicina estd menos extendido
y no es de uso habitual en la clinica veterinaria.

La resistencia a kanamicina detectada también fue mas baja en comparacion con trabajos
previamente reportados. En Portugal en el afio 2016 se observd que en cepas aisladas de perros la
resistencia a kanamicina era de un 19% (Couto et al. 2016). Solamente un 10% de nuestras cepas
aisladas resultaron resistentes a este antibiotico.

Con respecto a la resistencia a enrofloxacina, el porcentaje de cepas obtenido fue de un 18%,
también menor a lo reportado en Korea (42,3%) y similar a lo reportado en Portugal (Couto et al.
2016; Jang et al. 2014).

Es muy importante destacar que en nuestro pais el uso de la enrofloxacina en medicina
veterinaria esta muy extendido, y va en aumento, para tratar cualquier tipo de lesion de piel, otitis,
etc. No existen reportes publicados anteriormente sobre la prevalencia de la resistencia a este

antibiotico en nuestro pais en pequefios animales. Por conocimientos previos del laboratorio del area
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en cuanto al procesamiento de las muestras se ha visto de un tiempo a esta parte que las cepas
resistentes a enrofloxacina han aumentado. Por otro lado, es importante notar que este antibiotico es
utilizado exclusivamente a nivel veterinario por lo que podemos deducir que la resistencia al mismo
ha aparecido y se ha expandido en cepas exclusivamente de animales domésticos. Seria muy
interesante en un futuro hacer nuevamente un relevamiento o hacer un estudio de seguimiento de las
cepas resistentes a enrofloxacina para constatar nuestra hipdtesis sobre la tendencia al aumento de la
resistencia a este antibidtico.

Con respecto a la resistencia frente a un antibiético combinado con un inhibidor de pB-
lactamasa, como por ejemplo amoxi/clavulanico, se obtuvo un 4% de resistencia. Este resultado es
similar con el reportado en Turquia, Korea y Portugal (Aslantas et al. 2013; Couto et al. 2016; Jang et
al. 2014).

7.3.2 Origen de la resistencia a meticilina

A partir de la base de datos se recuperaron 368 secuencias del gen mecA perteneciente a
diferentes especies de Staphylococcus. A estas se sumaron las 7 secuencias obtenidas en este trabajo.
Se analizé la variabilidad a nivel de la secuencia nucleotidicas en el alineamiento de las 250 bases,
como resultado todas estas secuencias representaron un total de 22 haplotipos o variantes. La
distribucion de las especies del género en estos 22 haplotipos resultd ser altamente heterogénea, es
decir no se observa un patrén de asociacion claro entre los haplotipos y las especies. Esto tiene dos
posibles explicaciones no mutuamente excluyentes, la primera es que la zona amplificada no es
suficientemente variable como para mapear el origen de los haplotipos a las especies y la segunda es
que existe una alta tasa de transferencia horizontal para este gen.

Se seleccionaron 22 secuencias de estos haplotipos, se alinearon y se realiz6 la filogenia. Las
secuencias de nuestros siete genes de resistencia (pertenecientes a las siete cepas resistentes
obtenidas), representaron 5 haplotipos que aparecen filogenéticamente agrupadas en tres linajes
diferentes (independientes pero cercanos) dentro de un mismos grupo (Fig. 10). Esto representa una
variabilidad de secuencia muy importante para la cantidad de cepas resistentes identificadas y para la
magnitud del estudio realizado en esta tesis. El analisis de la distribucion de los haplotipos sugiere
que S. aureus podria ser el origen de los genes mecA en nuestras cepas, ya que en la totalidad de los
casos los haplotipos cercanamente relacionados pertenecen a esta especie. Claro que la distribucion
de especies en la base de datos del GenBank, especificamente en relacion a las secuencias del gen
mecA, no es equivalente para todas las especies del género, por lo que no es posible descartar que lo

que se observa es consecuencia de lo sobrerrepresentacion de secuencias de S. aureus.
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Es interesante que no se haya observado una coincidencia de la filogenia de los haplotipos del
gen mecA y el tipo de casete asignado a cada muestra resistente a meticilina. Ya que ambos
elementos son utilizados como sefial de origen de esta resistencia se esperaria, a priori, que los genes
del mismo casete aparezcan mas cercanos en la filogenia. Si bien no es posible descartar
completamente los errores de secuenciacion, esto es poco probable dado que tenemos doble
secuenciacion de cada base. Otra posibilidad, mas factible, es que el marcador no sea suficientemente
informativo para asignar origen, lo que apuntaria a que el casete es mejor marcador de origen y por lo
tanto seria necesario secuenciar una parte mas variable (mas informativa) del gen. Finalmente otra
posibilidad es que exista cierto grado de transferencia horizontal a nivel de este gen, que no incluya
el casete.

7.3.3 Genotipificacién, los CoNS como reservorios de SCCmec

La mayoria de los estudios con respecto a la resistencia a la meticilina y los casetes
cromosomales (SCCmec) se han centrado en el S. aureus debido a su importancia como patégeno de
humanos. Mas recientemente varios trabajos se han concentrado en el estudio e investigacion de los
CoNS como grupo importante en la reserva de los SCCmec y por ende de genes de resistencia, asi
como también en los mecanismos involucrados en la transferencia horizontal de esos genes (Hanssen
et al. 2004; Hanssen & Sollid 2007).

Se ha demostrado en humanos que en las cepas de CoNS la presencia de SCCmec que portan
genes de resistencia a meticilina es mayor al 70%, mientras que la presencia de estos elementos
moviles en S. aureus es solamente de un 34% (Diekema et al. 2001). En cepas de S. aureus los
SCCmec de tipo I, 11 'y 111 son mayoritariamente portados por cepas intrahospitalarias, mientras que
los SCCmec tipo IV, V y VI son portados por cepas comunitarias (Eed et al. 2015). Esto es muy
distinto en cepas de CoNS, en donde los SCCmec se distribuyen de manera mas variada dependiendo
del origen del aislamiento (Eed et al. 2015; Xu et al. 2015). En nuestro trabajo se pudo determinar
que el SCCmec tipo V fue el méas prevalente (57%), entre nuestros aislamientos de cepas resistentes a
meticilina. Esto mismo reportaron Jang y colaboradores en el 2014, con una frecuencia de 47% de las
cepas aisladas conteniendo el SCCmec tipo V (Jang et al. 2014). Una de las cepas que presentaban en
SCCmec tipo V pertenece a la especie S. haemolyticus, siendo el segundo caso reportado. Ya que en
un estudio relativamente reciente, realizando en Bélgica, se reportdé una cepa de las mismas
caracteristicas aislada de perros que ingresaban al hospital veterinario (Vanderhaeghen et al. 2012).
Se cree que algunas cepas o linajes de esta especie de Staphylococcus se transformaran a corto plazo

en un patégeno importante de humanos a nivel intrahospitalario (Piette & Verschraegen 2009), por lo
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que detectarlas en animales de compafiia podria estar marcando el inicio de la aparicion de cepas de
S. haemolyticus resistentes a meticilina patdgenas a nivel comunitario.

Varios trabajos han determinado que es frecuente encontrar el SCCmec tipo IV en cepas de S.
epidermidis (Zhang et al. 2009; Jang et al. 2014) inclusive se ha sugerido que cepas de S. epidermidis
SCCmec tipo 1V pueden ser frecuentes responsables de la transformacion de cepas comensales de S.
aureus en MRSA (Hiramatsu et al. 2001). La presencia del SCCmec tipo IV se detectd en nuestra
cepas de S. epidermidis por lo que podemos suponer que el potencial para la aparicién de cepas

MRSA esté presente en los perros por mas que en este trabajo no se han aislado cepas de S. aureus.

8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

A partir de las muestras tomadas de diferentes perros que ingresaron al Centro hospitalario de la
Facultad de Veterinaria en el periodo de mayo 2016 a mayo de 2017 se lograron obtener 153
aislamientos. Se identificaron 65 de ellos, por anélisis fenotipico y por secuenciacion del ARNr 16S,
determinando que las especies que se encuentran circulando en los perros son: S. epidermidis, S.
arlettae, S. pseudintermedius, S. xylosus, S. nepalensis, S. argenteus, S. cohnii, S. haemolyticus y S.
schleifer. El analisis filogenético indicd que coexisten varios linajes dentro de las especies
encontradas circulando en perros. Siete de estas 65 cepas resultaron ser resistentes a meticilina y 10
cepas resultaron ser cepas MDR (resistentes a multiple drogas). Las cepas resistentes a meticilina
contenian el gen mecA y pudieron ser tipificadas mediante multipléx PCR detectdndose cepas que
portaban el casete SCCmec Ill, IV y V. Podemos concluir que las condiciones para la transferencia
de genes de resistencia a meticilina en caninos estan dadas ya sea por la existencia de dichos genes y
los elementos genéticos moviles en los que ellos son transportados asi como también, por la
presencia de cepas bacterianas capaces de incorporarlos.

A futuro seria interesante continuar realizando trabajos de seguimientos para poder determinar la
prevalencia o los cambios a nivel de resistencia a meticilina asi como también, sumar estudios de
resistencias a otros antibidticos muy utilizados en medicina veterinaria.

Otro aspecto importante sobre el cual se puede seguir trabajando son las caracteristicas
gendmicas de las cepas aisladas con el objetivo de conocer las bases genéticas de las resistencias,
presencia de factores de virulencia, entre otros aspectos. La secuenciacion de los genomas permitiria
ademas definir completamente el estatus taxonomicos de algunas de las cepas aisladas en especial de
aquellas de las que no hay muchos datos de aislamientos en perros, como por ejemplo S. argenteus y

S.nepalensis.
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Por otro lado, seria un gran aporte al area incorporar al muestreo otras mascotas como los gatos,
que también son considerados un gran reservorio de cepas bacterianas que portan resistencia.
Por ultimo consideramos importante desarrollar un estudio que incluya un muestreo paralelo de

duefios y sus mascotas, para poder hacer un andlisis de cepas Y resistencias compartidas entre ambos.
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10. ANEXOS

10.1 Anexo |

Flujogramas de materiales y métodos dependiendo de la procedencia de la muestra.
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10.2 Anexo 11

Tabla de resultados de pruebas bioquimica realizadas a las cepas seleccionadas segun el criterio
explicado anteriormente en materiales y métodos (N: negativo, P: positivo, n/c: no corresponde)

N°de Procedencia Fermentacion Tincion Catalasa Coagulasa Vogues Deteccion de

cepa del manitol de Gram Proskauer B-
en MSA galactosidasa

1 Lesion de piel N CG+ + + - +
2 Faringe P CG+ + + + -
3 Perianal P CG+ +/- = n/c n/c
4 Lesion de piel P CG+ + + - +
5 Faringe P CG+ + - +/- +
6 Perianal N CG+ +
7 Faringe P CG+ + + - +
8 Perianal P CG+ + + - +
9 Faringe P CG+ + - +/- +
10 Perianal N CG+ +
11 Faringe P CG+ + -
12 Perianal N CG+ +
13 Faringe P CG+ + - +/- +
14 Perianal N CG+ +
15 Faringe P CG+ + - +/- +
17 Lesion de piel N CG+ + -
18 Faringe P CG+ + - +/- +
19 Perianal P CG+ + -
20 Lesion de piel P CG+ + -
21 Faringe P CG+ + + - +
22 Perianal P CG+ + - +/- +
23 Lesion de piel P CG+ + + - +
24 Faringe P CG+ + + - +
25 Perianal N CG+ +
26 Faringe P CG+ + -
27 Perianal P CG+ + -
28 Faringe N CG+ +
29 Perianal N CG+ +
30 Lesion de piel N CG+ + + - +
31 Faringe N CG+ +
32 Perianal N CG+ +
33 Faringe P CG+ + - +/- +
34 Perianal P CG+ + + - +
41 Faringe N CG+ + -
43 Lesion de piel P CG+ + -
46 Faringe P CG+ + - +/- +
51 Faringe P CG+ + - +/- +
53 Faringe P CG+ + + - +
54 Perianal N CG+ +
55 Faringe P CG+ + -
56 Perianal N CG+ +
57 Faringe P CG+ + -
58 Perianal P CG+ + + - +
59 Lesion de piel P CG+ + + + -
60 Faringe N CG+ +
61 Perianal N CG+ +
62 Faringe P CG+ + + - +
63 Perianal N CG+ +
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10.3 Anexo 111

!

O oONULE, WN P

!

Tabla de los aislamientos identificados con sus porcentajes de similitudes correspondientes.

N°de cepa

N NN NNNNRRRRRR
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114
115
118

=) 1

129
130
131
135

Procedencia
Lesion de piel
Faringe
Perianal
Lesion de piel
Faringe
Faringe
Perianal
Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Lesion de piel
Faringe
Perianal
Lesion de piel
Faringe
Perianal
Lesion de piel
Faringe
Faringe
Perianal
Lesion de piel
Faringe
Perianal
Faringe
Lesion de piel
Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Faringe
Perianal
Lesion de piel
Faringe
Lesion de piel
Lesion de piel
Lesion de piel
Perianal
Faringe
Faringe
Perianal
Faringe
Perianal
Faringe
Perianal
Lesion de piel
Perianal
Lesion de piel
Lesion de piel
Lesion de piel
Lesion de piel

Identificacion por ARNr 16S

Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus argenteus
Enterococcus faecalis
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus xylosus
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus xylosus
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus xylosus
Staphylococcus xylosus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus haemolyticus
Enterococcus faecalis
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus xylosus
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus xylosus
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus xylosus
Staphylococcus xylosus
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus cohnii
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus argenteus
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus schleiferi subsp. Coagulans
Staphylococcus xylosus
Staphylococcus argenteus
Staphylococcus argenteus
Staphylococcus nepalensis
Staphylococcus arlettae
Staphylococcus cohnii subsp. Cohnii
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus cohnii subsp. Urealyticus
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus pseudintermedius

Porcentaje de similitud
99.3%
99.7%
99.5%
99.3%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
100%
99.5%
99.5%
99.7%
99.3%
99.5%
99.8%
98.8%
99.3%
99.5%
99.5%
99.8%
99.7%
99.9%
99.5%
99.3%
100%
99.9%
99.7%
99.3%
99.7%
99.3%
98.7%
100%
99.3%
99.5%
99.5%
99.3%
99.6%
99.1%

99%
100%
100%
99.3%

99%
99.3%
99.5%
99.3%
99.3%
99.5%
99.3%
99.8%
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136
137
138
145
146
147
148
149
151
153
159
161
164
167
169
172

Perianal
Faringe
Lesion de piel
Faringe
Perianal
Lesion de piel
Lesion de piel
Faringe
Lesion de piel
Faringe
Faringe
Lesion de piel
Lesion de piel
Faringe
Lesion de piel
Faringe

Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus pseudintermedius

Staphylococcus nepalensis
Staphylococcus nepalensis
Staphylococcus nepalensis
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus xylosus

Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus pseudintermedius

Staphylococcus sciuri
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus pseudintermedius

99.3%
99.5%
99.7%
99.6%
99.9%
99.6%
99.8%
99.2%
99%
99.2%
99.7%
99.3%
99.2%
99.5%
99.2%
99.3%
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10.4 Anexo IV

8.0

Arbol filogenético de las cepas aisladas en el trabajo en relacién a las secuencias disponibles en el GenBank

1: Grupo de especie:-Epidermidis-Aureus, Cepas: 136, 159, 26 (S. haemolyvticus)

2: Cluster Aureus, Cepas: 2, 59, 86 (S.argenteus), 18, 19, 57, 62 (S. haemolviticus)

3: Grupo de especie Saprophylicus, Cepas: 5, 9, 46, 51, 85 (S. xylosus)

4: Cluster Cohnii-Nepalensis, Cepas: 95, 145, 146, 147 (S. nepalensis), 125 (S.cohnii)

5: Cluster Epidermidis, Cepas 17 y 41 (S. epidermidis)

6 : Cluster Sciuri, Cepas: 11,27, 43, 121, 136 (S. sciuri)

7: Grupo de especie: Hyicus-Intermedius, Cepas 1, 4, 7, 8, 21, 23, 24, 30, 34, 53, 58, 62, 64, 67, 75, 118, 129, 130, 135,
137, 138, 148, 149, 151, 161, 164, 169 y 172 (Staphyviococcus psudintermedius)
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