
Diferenciación de cepas de Staphylococcus
intermedius aisladas de perros

con otitis externa.

Se ha empleado la electroforesis en campo pulsado (PFGE), para diferenciar cepas de
Staphylococcus intermedius aisladas de perros con otitis externa. De las 36 cepas anali-
zadas se han obtenido 32 perfiles distintos. Estos resultados nos indican que la PFGE
puede emplearse para diferenciar cepas de una misma especie.
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Introducción

La otitis externa y las piodermas caninas son dos patologías muy frecuentes en vete-
rinaria. Ambas están causadas principalmente por Staphylococcus intermedius. Esta
bacteria, aunque se encuentra de forma habitual en piel y mucosas 1, puede ser la cau-
sante de infecciones graves si el animal presenta cierta predisposición o se dan deter-
minados factores". Uno de los principales problemas que presentan estas patologías es'
que pueden convertirse en infecciones crónicas como consecuencia de un tratamiento
inadecuado. Si el antibiótico administrado no es el más indicador o si el tratamiento no
se aplica correctamente, las cepas pueden sufrir pequeñas modificaciones en su genoma
y convertirse en resistentes. Estas resistencias conducen a la cronificación del proceso y
dificultan la curación del animal. Para resolver los casos especialmente complicados es
importante poder diferenciar entre cepas de una misma especie y saber si la infección
está causada por la misma cepa, por una cepa similar, o si por el contrario la cepa que la
produce es completamente distinta a la que causó la infección en un principio.
Sin embargo, la diferenciación entre cepas de una misma especie no puede llevarse a

cabo con los métodos de identificación bacteriana que se emplean de forma habitual en el
laboratorio, sino que para ello deben utilizarse técnicas de biología molecular que, me-
diante el estudio del genoma de la bacteria, permiten diferenciar incluso dos cepas muy
parecidas. De entre estos métodos destaca la electroforesis en campo pulsado (PFGE) que,
si bien es una técnica poco empleada en veterinaria, presenta diversas ventajas. Quizás la
más destacable sea que el ADN de la bacteria se extrae de un modo muy poco agresivo, y
posteriormente se divide (mediante enzimas de restricción) en pocos fragmentos cuyo ta-
maño es lo suficientemente grande como para que la lectura e interpretación de los resul-
tados sea mucho más sencilla y fiable. Además, el porcentaje de genoma que se analiza es
muy elevado- 4, 5, lo cual también garantiza una mejor diferenciación entre cepas.
En el presente trabajo mostramos la capacidad de la técnica de PFGE para diferenciar

cepas de Staphylococcus intermedius aisladas de perros con otitis externa.
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Material y métodos

Se analizaron un total de 36 cepas procedentes de 33 perros con otitis externa aguda
o crónica. Las muestras se tomaron con hisopos en medio de transporte y se sembraron
en placas de agar sangre. Se tomaron varias muestras de cada animal para valorar la
evolución de la infección tras la terapia antimicrobiana. Los cocos Gram positivos, oxi-
dasa negativos, catalasa positivos y coagulasa positivos se identificaron con el sistema
VITEK(l). En algunos casos se realizaron las pruebas de producción de acetoína y ~-ga-
lactosidasa.
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La extracción del ADN se realizó según el método
descrito por otros autores" . Con este método el ADN
de la bacteria se incluye dentro de pequeños bloques
de agarosa, y sobre estos bloques se realiza la diges-
tión enzimática. En nuestro estudio se empleó la endo-
nucleasa Sma/(1) que reconoce una secuencia de nu-
cleótidos que se repite muy poco en el genoma de S.
intermedius', de forma que el ADN se corta muy pocas
veces y los fragmentos que se obtienen son de un ta-
maño considerable. La electroforesis se llevó a cabo
utilizando un electrodo en disposición hexagonal
(CHEF, Gene Navigator)(2) y geles de aqarosa!" al 1%
(Boehringer Mannheim, Alemania). Se aplicó un volta-
je constante de 225 v durante 22 horas con pulsos cada
6 segundos a 14°C. Tras la electroforesis los geles se ti-
ñeron en bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz
ultravioleta.
Los patrones de macrorrestricción genómica se

compararon aplicando el coeficiente de similitud de
Dices y para la elaboración de los dendrogramas se
empleó el método UPGMA.

Resultados

Tras la electroforesis en campo pulsado de las 36 ce-
pas analizadas se obtuvieron 32 perfiles distintos, cada
uno de ellos compuesto por 12 a 23 fragmentos, cuyos
pesos oscilaron entre las 20 y las 150 Kb (Fig. 1).
Veintiocho de las cepas presentaron perfiles distin-

tos, mientras que los otros cuatro perfiles fueron com-
partidos dos a dos del siguiente modo: cepas 1 y 2, ce-
pas 3 y 5 Y cepas 30 y 33, todas ellas aisladas de
distintos animales, y cepas 11 y 12, aisladas del mismo
animal en distintos periodos de tiempo. En cambio las
cepas 5 y 6, también procedentes de un mismo animal
en distintos periodos de tiempo, presentaron perfiles
distintos.

Discusión

La otitis externa y las piodermas son dos patologías
muy frecuentes en el perro. En ambos casos, el clínico
suele obtener una buena respuesta al tratamiento anti-
biótico, pero en ocasiones el animal no mejora y la in-
fección se convierte en crónica. Si el antibiótico no es
el más adecuado, o si se ha administrado de forma rei-
terada, las bacterias pueden sufrir pequeños cambios
a nivel genómico y convertirse en resistentes. Para de-
tectar estos cambios, y valorar si la bacteria que se aís-
la tras el tratamiento es la misma que causó la infec-
ción inicialmente, deben aplicarse técnicas de biología
molecular que permiten analizar el genoma bacteria-
no. Una de estas técnicas es la electroforesis en campo
pulsado, que en veterinaria se ha utilizado para la dife-
renciación de cepas de S. intermediuS" 9, S. aureus10• 11,
S. hyicus y S. chromoçenes'? , aisladas de distintas es-
pecies animales con diversas historias clínicas. Apli-

(11Boehringer Mannheim, Alemania.
(2) Pharmacia-LKB Biotechnology, Suecia.
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Fig. 1. Perfil genómico de cepas de S. intermedius aisladas
de perros con otitis externa. Líneas 1-10: cepas 1,8, 15,20,21,
22, 24, 25, 26, 27. L YM: marcadores de peso molecular.
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Fig. 2. Dendrograma elaborado tras la comparación de
los perfiles de las cepas de S. intermedius aisladas de pe-
rros con otitis externa. '
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cando esta técnica para el estudio de cepas de S.inter-
medius aisladas de perros con otitis externa, el por-
centaje de genoma de que hemos podido analizar ha
sido muy alto (un 65%), de forma que las semejanzas y
diferencias observadas entre cepas son mucho más
fiables (Fig. 2).
Al igual que han descrito otros autoresê- 9, práctica-

mente todas las cepas aisladas fueron muy distintas en-
tre sí. Teniendo en cuenta que las muestras se aislaron
de animales de distintos propietarios y que la técnica
detecta diferencias muy pequeñas entre cepas, este he-
cho es normal. Sin embargo, a pesar de la gran variabi-
lidad observada, ocho de las cepas estudiadas presenta-
ron patrones genómicos comunes. Las cepas 1 y 2,
cepas 3 y 5 Y cepas 30 y 33, se aislaron de distintos ani-
males entre los que no fue posible establecer ninguna
relación. En cambio, las cepas 11 y 12 se aislaron de un
mismo animal en distintos periodos de tiempo, lo cual
parece indicar que el tratamiento antibiótico no fue el
más adecuado o no se aplicó correctamente. Por otro la-
do cabe mencionar que las cepas 5 y 6 aisladas de un
mismo animal en distintos momentos presentaron per-
files muy distintos, lo que sugiere que no se trata de una
mutación de la cepa inicial sino de dos cepas totalmen-

Summary

te distintas. Es posible que el animal estuviera infectado
por las dos cepas inicialmente, aunque sólo se hubiera
aislado una de ellas, que el antibiótico sólo fuera efecti-
vo frente a una de las dos cepas, o que tras el trata-
miento el animal volviera a infectarse con una cepa dis-
tinta a la que causó la otitis en un principio.
A partir de los resultados obtenidos en este estudio

podemos concluir que la electroforesis en campo pul-
sado es una técnica que permite diferenciar con gran
precisión cepas de una misma especie. Si bien esta
técnica no se aplica de forma rutinaria en los laborato-
rios de diagnóstico, debería considerarse en aquellos
casos especialmente complicados, con el fin de cono-
cer la causa de la ineficacia del tratamiento antibiótico
y de este modo establecer el tratamiento más adecua-
do para cada caso.
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A pulsed field gel electrophoresis (PFGE) technique has been used to differentiate strains of Staphylococcus intermedius isolated
from dogs suffering otitis externa. 32 different profiles have been obtained from 36 analyzed strains. PFGE is a useful technique
to differentiate strains of a particular species

Key words: Otitis externa; Staphylococcus intermedius; Pulsed field gel electrophoresis.
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