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Abstract

Staphylococcusaureusexpressing 5 and 8 exopolysaccharides are consideredthemostvirulent and
frequent in dairycow’s mastitis. To determine theirdistibution in Toluca Valley, 322
milksamplesweretakenfrom 23 familydairyherds in thefollowingmunicipalities: Almoloya de
Juarez, Lerma, Temoaya, Toluca and Zinacantepec. Staphylococcusaureusisolation and
identificationwereundertakenusingrutinebacteriologicalprocedures. Capsular expressionwasobtained
in Columbia agarand capsule identifiedusingHissstain. Capsular typewasdetermined in soft agar
supplementedwithmilkwhey. Capsular serotypes 5 and 8 wereidentifiedusingplateseroagglutination.
cap5 and cap8 gene expressionwasconfirmedby PCR.

The identification of capsular S. aureusserotypes 5 and 8 in dairy family herds in
municipalities from Toluca Valley may have clinical significance in persistent infection of the
mammary gland in cows as well as representing a major risk for public health.

18 Introduccién

La mastitis por S. aureus afecta la produccion lechera, al producir cambios en la composicién
fisicoguimica, nutricional y celular de la leche. Los cuales afectan su calidad e inocuidad para el
consumidor. EI S. aureus es un patégeno contagioso de importancia econémica y sanitaria en los
hatos lecheros. La transmisién del agente ocurre entre las vacas del hato, debido a un manejo
inadecuado del ordefio y malas practicas de higiene, favoreciendo el ciclo de infeccion vaca -
hombre — vaca constituyendo un riesgo a la salud publica. La persistencia de la infeccion
intraglandular mamaria por S. aureus y los cuadros clinicos de mastitis se relacionan con la
patogenicidad del agente, sugiriendo una variacién en la distribucion geogréafica de los patotipos
de S. aureus asociada a los factores de virulencia los cuales contribuyen un riesgo de trasmision
de cepas de S. aureus entre la poblacion animal y humana.La capsula del S. aureusinterfiere con la
fagocitosis de los neutrdfilos, debido a la deficiente opsonizacion de la bacteria, por el
complemento y bajos niveles de IgG; en leche. El exopolisacarido capsular contiene glicoproteinas
y polisacéridos, polialcoholes y aminoazucares. Se han identificado 11 serotipos capsulares de
estos los serotipos 5 y 8 se han identificado en los animales y el hombre. Dada la importancia de la
capsula por la resistencia a la fagocitosis in vitro en neutréfilos y la persistencia de la infeccién en
la glandula mamaria; el objetivo del estudio fue identificar los serotipos capsulares 5 y 8 en vacas
lecheras con mastitis subclinica en hatos lecheros de produccion familiar del valle de Toluca.

18.1 Materiales y métodos

Mediante un muestreo aleatorio estratificado, se obtuvieron 322 muestras de leche de vacas en
produccidn de diferentes edades y etapas de lactacion, de 23 hatos en los municipios de Almoloya
de Juarez, Lerma, Temoya, Toluca, y Zinacantepec, en el valle de Toluca. Se determino la
frecuencia y la distribucién de S. aureus asociada a los serotipo capsulares 5 y 8 en hatos
estudiados.

La obtencion de muestras de leche y el aislamiento bacterioldgico se realizé de acuerdo al
procedimiento del National Mastitis Council, 2005. A partir de las placas de agar sangre, sal y
manitol incubadas a 37°C durante 18 a 24 h. Las unidades formadoras de colonias (UFC) se
identificaron presuntivamente por la hemolisis en agar sangre y la coloracion amarilla en agar sal y
manitol; tincion de Gram, las pruebas de catalasa y coagulasa. Se emplearon como controles las
cepas ATCC S. aureus25923 y S. epidermidis12228(Cohen, 1977; Boerlin et al.,2003).
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La capsula de S. aureus se determind en agar Columbia (NaCl 2.0%), las UFC se tifieron
con la tincion de Hiss observada al microscopio a 100 x. El tipo capsular del S. aureus se identificd
en las UFC en agar blando suero de leche 10% (Watts et al., 2005; Sutra y Poutrel, 1990).

Los serotipos capsulares 5 y 8 se determinaron mediante la prueba de seroaglutinacion en
placa con antisuero policlonal de conejo, empleando como controles las cepas capsulares y
acapsular de S. aureus ATCC 25904, 49525 y 10832. (Karakawaet al., 1985).

Los genes cap5 y 8 se identificaron mediante la prueba de la reaccion de la cadena de la
polimerasa (PCR) Verdier, 2007; empleando los iniciadores cap5 k1(5-GTCAAAGATT
ATGTGATGCTACTGAG-3) y Cap5 k2 (5-ACTTCGAATATAAACTTG
AATCAATGTTATACAG-3) y cap8 k1 (5-GCCTTATGTTAGGTGATAAACC-3) cap8 k2 (5-
GGAAAAACACTATCATAGCAGG-3).

Los productos del PCR amplificaron a 361 pb para cap 5y 173 pb para cap8 comparados
con un marcador de peso molecular y analizados en gel de agarosa al 1.5% corrido a 77 voltios 90
min y tefiido con bromuro de etidio, descritos y observados en las cepas de control.

Al amplificar el ADN en un termociclador con una iniciacion de 5 min de desnaturalizacién
94°C, 30 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacién 94°C, 30 segundos de elongacién 55°C y 1
minuto de extension 72°C y una extension final de 5 minutos 72°C. Los resultados se analizaron a
partir de las frecuencias de la comparacion de los tipos capsulares, mediante la prueba de hip6tesis
de proporciones (Steel, 1990).

18.2 Resultados y discusion

Se obtuvieron 90 aislamientos de S. aureus con una tasa de positividad del 27.95%, los cuales
expresaron la capsula difusa en su totalidad.

El 63.33% (57/90) de las cepas capsulares fueron positivas al serotipo 5, el 22.22% (20/90)
al serotipo 8 y 14.44% (13/90) se consideraron no tipificables (NT) (P<0.05). La distribucion de los
serotipos capsulares 5 y 8 fue similar entre los municipios (P>0.005).

En Almoloya de Juarez se observé la mayor prevalencia de los serotipos capsulares
evaluados 31.11% vy 4.4% respectivamente. La menor proporcion se aprecid en el municipio de
Toluca 1.75% del serotipo capsular 5 con ausencia del serotipo 8 (Tabla 18).

Tabla 18
Municipios Aislamientos  Cp5 Cp8% NT%
%

Almoloya de 35 0.18™  0.026™ 0.01™
Juérez

Lerma 18 0.16™  0.140™ 0.06™
Temoaya 21 0.15™  0.064™ 0.05™
Toluca 4 0.06"™ 0.000 0.20™
Zinacantepec 12 0.28™  0.140™ 0.00

Total 90 (0.28) 0.177*  0.062* 0.04°
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Por medio de PCR se tipifico el 86% (77/90) de aislamientos de S. aureus. El tamafio de los
amplicones de los productos del PCR para el gen Cap5 correspondi6é a 361 pbs observado en los
aislamientos Sal35, Sa 177, Sa 211, Sa 264, Sa 298 (Figura 1) y para el gen Cap8 173
pbsidentificado en los aislamientos Sa 128, Sa 227, Sa 258, Sa 275, Sa 286 (Figura 2).

Figura 18 Amplificacion de Capsula 5. Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2: muestral35,
carril 3: muestral77, carril 4: muestra 211.
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Identificacion del gen cap5 por medio de PCR

Figura 18.1 Amplificacion de Capsula 8. Carril 1: Marcador de Peso molecular; carril 2:
muestral28, carril 3: muestra 227, carril 4;: muestra 258.

Identificacién del gen Cap8 por medio de PCR

El nivel de infeccion deS. aureus en las unidades de produccion lechera familiar estudiada
compromete seriamente la salud de la glandula mamaria y la productividad del hato lechero. La
mastitis por S. aureusconstituye un riesgo a la salud publica, por la contaminacién de la leche y sus
derivados no pasteurizados.

En los hatos lecheros evaluados en los municipios del valle de Toluca se identificaron
condiciones de riesgo sanitario que favorecen la prevalencia de la mastitis subclinica en las vacas
lecheras afectando consecuentemente la calidad e inocuidad de la leche.

La prevalencia de la infeccion por S. aureus en las unidades de produccion lechera familiar
en los municipios de Almoloya de Juéarez, Lerma, Temoaya, Toluca, y Zinacantepec, fue
considerada elevada. Coincidiendo con las frecuencias establecidas en estudios realizados en
poblaciones de vacas lecheras en el Norte de Africa que indican una frecuencia de infeccion S.
aureus del 40%, en Sudan del 50% contrastando con la reportada en Suecia que reporta una tasa de
infeccion por S. aureus menor al 30%. La mayoria de estudios coinciden en sefialar que debido a la
infeccion por S. aureus en la glandula mamaria se produce una reduccion considerable de la
produccidn lactea y severo deterioro a la salud de glandula mamaria, debido a la cronicidad de la
infeccion glandular. Estudios realizados en lItalia, indican que es posible la eliminacion de la
infeccion glandular mamaria, al instrumentar programas de prevencion y control para el S. aureus.
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La expresion del tipo capsular 5 y 8 en los aislamientos de S. aureus obtenidos en el
estudio se relacionaron con el tipo capsular difuso.Los serotipos capsulares 5y 8 predominaron en
las unidades de produccion lechera familiar en el estudio, demostrando la importancia en la
infeccion de la glandula mamaria de las vacas lecheras.

La frecuencia de los serotipos 5y 8 en el estudio difiere con lo reportado en paises como
Francia, que al estudiar 212 cepas de saures, el 70% fueron clasificadas como serotipos capsulares 5
y 8, en lIsrael en un estudio hecho por Sompolinsky (1985) de 18 aislamientos provenientes de
mastitis bovina, el 17% fue tipificable para los serotipos 5y 8.

En Noruega en el afio 2000 de 86 aislamientos obtenidos de S. aureus de vacas con mastitis
subclinica el 95%presentaron serotipo capsular 8, mientras que en Estados Unidos de 362
aislamientos obtenidos de diferentes regiones del pais el 42% fue positivo a los serotipos capsulares
5y8.

En Argentina en el afio 2000 se evaluaron 195 cepas de S. aureus y se encontrd que solo el
14% eran tipificables con antisueros contra el serotipo capsular 5 y 8; mientras que 168 cepas no
fueron tipificables. En el estudio el método de PCR permiti6la genotipificacién de Cap5 y Caps,
que confirmo los hallazgos obtenidos en la serotipificacion con el antisuero policlonalanticapsular 5

y 8.

Los serotipos capsulares 5 y 8 se corroboraron por la técnica de PCR, para los serotipos
donde los NT mostraron caracteristicas para el serotipo 5y 8 correspondiendo a un nuevo serotipo
capsular 336, sin embargo su estructura quimica no ha sido caracterizada y se ha demostrado
recientemente que aislamientos que expresan el polisacarido capsular de superficie expresa los
genes capsulares Cap5 o Cap8

18.3 Conclusiones

En las unidades de produccidon lechera de tipo familiar en el valle de Toluca prevalece la mastitis
subclinica causada por S. aureus serotipos capsulares 5 y 8, con una prevalencia fenotipica y
genotipica de capsula 5 similar al encontrado en otros paises y capsula 8 fue bajo, por lo que se le
considera a este patdgeno importante desde el punto de vista clinico y sanitario.
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