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1. Introduccion

La determinacion de los agentes que afectan la glandula mamaria re-
sulta esencial para seleccionar protocolos de tratamiento, determinar
medidas de control en un hato o intervenir cuando se presentan nuevos
casos (Adkins & Middleton, 2018). El cultivo microbiolégico es conside-
rado como prueba “gold standard” para el diagndstico de agentes cau-
santes de infeccion intramamaria (El-Sayed et al., 2017); sin embargo,

1. Facultad de Ciencias Agrarias, Grupo de Investigacion Biogénesis, Universidad de Antio-
quia, Facultad de Ciencias Agrarias, Unidad de Diagnéstico, Universidad de Antioquia, jua-
na.vidal@udea.edu.co

2. Facultad de Ciencias Agrarias, Grupo de Investigacién Biogénesis, Universidad de Antio-
quia, karen.vargas@udea.edu.co




La lactancia vista desde mdultiples enfoques. Segunda parte: métodos, interpretacion de resultados y costos de produccién de leche

hoy en dia se debe hacer junto con el método denominado reaccion en
cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction — PCR; en inglés)
(El-Sayed et al., 2017).

Se han descrito como agentes etiolégicos de la mastitis bovina mas de
150 especies y subespecies bacterianas (Shome et al., 2011). Los patdge-
nos mas frecuentes son Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae y bacterias gram-nega-
tivas como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia, asi como di-
ferentes especies de Pseudomonas, Proteus y Pasteurella (Reinoso et al.,
2008; Vidal et al., 2016). Durante mas de 50 afos, la clasificacion de estos
microorganismos fue establecida como causantes de mastitis contagio-
sa y ambiental. Dicha clasificacion se comenzé a modificar por los datos
recientes obtenidos a través de herramientas moleculares que contradi-
cen la antigua clasificacion (El-Sayed et al., 2017).

El objetivo de este capitulo es ofrecer una guia que ilustra cémo se pue-
den aislar, identificar y caracterizar de forma fenotipica y genotipica los
agentes patdgenos causantes de la mastitis bovina.

2. ldentificacion fenotipica de bacterias patdgenas
en leche

A continuacion se muestra el paso a paso a seguir en el laboratorio para
determinar el microorganismo que afecta la glandula mamaria (Figura 1).

* Los resultados de este capitulo son productos de la investigacion: Identificacion de pro-
teinas inmunogénicas asociadas a formacién de biopeliculas por cepas de Staphylococcus
aureus aisladas de mastitis bovina. Identificacién de proteinas inmunogénicas asociadas a
formacién de biopeliculas por cepas de Staphylococcus aureus aisladas de mastitis bovina.
No. Acta: 2017-15551
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Figura 1. Procedimiento e identificacion fenotipica de bacterias a partir de muestras de leche

de bovinos con mastitis.
Fuente: elaboracién propia. Encuentre la figura completa en el Anexo 1, disponible en:

https.//revistas.udea.edu.co/index.php/biogenesis/article/view/343363/20803362

2.1 ldentificacion y genotipificacion de bacterias
aisladas

El objetivo principal de la tipificacion molecular es la evaluacién de las
relaciones genéticas entre los aislamientos del mismo género bacteria-
no. Se emplea para comprender la relacion genética entre las bacterias,
la cual es esencial para determinar la fuente y rutas de infeccion, con-

firmar o descartar brotes y reconocer cepas particularmente virulentas
(Tenover et al., 1997; MacCannell, 2013; Pérez-Losada, 2013). Los patro-
nes genéticos hallados por las técnicas de genotipificacién proporcio-
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nan datos primarios que se usan en estudios epidemioldgicos a corto
plazo; también sirven para evaluar tendencias epidemioldgicas en areas
geograficas definidas o para hacer comparaciones entre diferentes pai-
ses (Tenover et al., 1997; MacCannell, 2013).

Actualmente, los métodos genotipicos son los mas usados para estu-
diar la epidemiologia de los microorganismos dada su alta sensibilidad
para identificar exactamente el patégeno que se encuentra causando
la infeccion. Asi, los métodos genotipicos han contribuido a aumentar
la efectividad de los sistemas de vigilancia y mejorar las estrategias de
control en salud publica (Clark et al., 2012).

Entre los métodos cominmente usados para genotipificar bacterias se
destaca la prueba PCR. Existen ademas métodos que sirven para anali-
zar las secuencias de genes especificos en las bacterias, como: PCR de
elementos palindrémicos extragénicos repetitivos (rep-PRC), secuencia
de tipo de multilocus (Multilocus sequence typing - MLST), enzimas de
fragmentos de restriccion (Restriction Fragment Length Polymorphism -
RFLP), variantes en un solo nucleétido (Single Nucleotide Polymorphism
- SNP), electroforesis de campo pulsado (Pulsed Field Electrophoresis
System - PFEF), multilocus de numero variable de repeticiones en tan-
dem (Multiple locus variable number of tandem repeats -MLVA) y la ti-
pificacion de Staphylococcus aureus con el gen spa (Gymrek et al., 2013).

Extraccion de ADN para anélisis

Las células procariotas estan constituidas por una membrana externa
compuesta por una bicapa lipidica y un citoplasma que contiene: un
cromosoma circular con el material genético o ADN, proteinas, sales in-
organicas, iones metalicos, moléculas de azucar y otros elementos de la
maquinaria celular (Montgomery & Sise, 1990).
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Figura 2. Extracciéon de ADN.
Fuente: elaboracién propia.

La extraccion del ADN es el proceso por el cual se separan y recuperan
los acidos nucleicos (citosina, guanina, adenina, timina), descartando las
proteinas y otros materiales celulares. El principal objetivo de cualquier
técnica de extraccion de ADN es eliminar la mayor parte de las sustancias
que puedan interferir en las pruebas posteriores o causar que las molécu-
las de ADN extraidas se descompongan con el tiempo (Loffler et al.,, 1997).

De forma general, para la extraccién de ADN a partir de un cultivo sélido
con crecimiento bacteriano se toman de 2 a 3 colonias de bacterias y se
transfieren a un vial con 300ul de agua destilada estéril. Posteriormente,
se separan los acidos nucleicos de proteinas y detritos celulares por medio

de buffer de lisis, se centrifuga con el fin de separar el ADN (sobrenadan-
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te) de los restos celulares (botén), y dicho sobrenadante se transfiere a un
nuevo vial el cual se almacenara a 4 °C hasta el momento de ser utilizado.

2.1.1PCR

La técnica PCR es utilizada para amplificar in vitro genes de importancia
presentes en el ADN de los microorganismos. Para ello, se emplean ce-
badores (primers), que son oligonucleétidos especificos para un gen en
particular, y que deben contener una secuencia exclusiva que comple-
mente especifica y selectivamente a la secuencia diana del ADN del mi-
croorganismo. Los cebadores pueden estar disefados para diferenciar
entre microorganismos miembros de la misma especie o para identifi-
carlos a nivel de subespecies. Para realizar el diagnéstico de los patége-
nos presentes en leche, y evitar resultados falsos negativos, la secuencia
diana del cebador debe ser altamente conservada dentro de todas las
cepas de la especie bacteriana que se pretende identificar.

Durante la PCR se lleva a cabo un proceso semejante al de la replicacion
in vivo de ADN (ver Figura 3). La PCR estd compuesta por fases que in-
cluyen cambios de temperatura que se realizan por medio de un equi-
po llamado termociclador, instrumento que controla la temperatura y
la duracién de cada ciclo, lo cual asegura una amplificacion eficiente.
Este proceso permite que se hagan miles de copias del gen especifico a
evaluar (ver Figura 3) (Ranjbar et al., 2014).

Las tres fases de la PCR son: desnaturalizacion, anillamiento y exten-
sion; estas se repiten entre 35 y 40 veces para lograr la amplificacion
exponencial del gen de interés. La desnaturalizacion consiste en ca-
lentar el ADN entre 92 y 98°C para causar la alteracién y separacion de
las hebras, al cortar los enlaces de hidrogeno que unen los nucleétidos.
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Una vez estas se separan, se disminuye la temperatura para permitir
que los cebadores se emparejen a regiones complementarias del gen
de interés; a este paso se le denomina anillamiento. La temperatura
de anillamiento se encuentra entre 48 y 72°C y esta relacionada con la
temperatura de fusion (Tm) de los cebadores, la cual se determina para
cada par de cebadores que se use en la PCR. Durante el paso de exten-
sion (68-72°C) la polimerasa se extiende por la cadena de ADN molde
ingresando nucleétidos para formar una réplica del gen.

En el paso final de la PCR, se mantiene una temperatura Unica por un
tiempo determinado (que puede variar entre 68y 72°C entre 5y 10 mi-
nutos) para permitir finalizar cualquier copia incompleta y eliminar toda
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Figura 3. Replicacioén in vitro del ADN por la técnica de PCR.
Fuente: elaboracion propia.
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la maquinaria de replicacién. Una vez completada la PCR, el termocicla-
dor se programa a una temperatura entre 4 y -10°C para mantener la
integridad del producto hasta el momento en que los tubos se puedan
retirar de la maquina (Zhou et al,, 2016) (Figura 3).

2.1.2 Rep-PCR

Para el estudio de la diversidad bacteriana se usa la rep-PCR. Los ceba-
dores estan disefados para hallar y amplificar las secuencias repetidas
intercaladas de ADN que se encuentran en el genoma (Figura 4) (Bilung
et al,, 2018). Después de ubicar las secuencias repetitivas en el genoma,
el proceso continlla como una PCR tradicional que amplifica estas se-
cuencias.
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Figura 4. Insercion de primers o cebadores en secuencias repetitivas del geno-
ma, rep-PCR.

Fuente: elaboracion propia.
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En esta metodologia se lleva a cabo un andlisis de las secuencias obteni-
das segun el tamano de sus amplificados, sus cargas eléctricas, variacio-
'’

nes e intensidad. Con esta informacién se obtiene un “cédigo de barras’
de cada genoma bacteriano.

2.1.3 Tipificacion de Staphylococcus aureus
por el gen que codifica proteina estafilocdcica A (spa)

El gen spa, que codifica para la proteina A, es un gen conservado y cons-
titutivo en Staphylococcus aureus (S. aureus) y su tipificacién permite
relacionar esta bacteria con sus origenes. Al mismo tiempo, dicho gen
posee una regién no codificante llamada region polimorfica X (Sabat et
al., 2017) que consta de hasta 12 unidades (conjunto de acidos nuclei-
cos), cada una con organizacion maxima de 24 pares de bases (acidos
nucleicos). A esta regién se le denomina “regiéon numero variable de re-
peticiones en tandem” (Variable Number of Tandem Repeat — VNTR) y los
resultados de su secuenciacion se presentan en letras y numeros (Figura
5). Esta secuencia es especifica de cada cepa de Staphylococcus aureus,
lo que permite su clasificacién (Peacock et al., 2019).

Las secuencias encontradas se asignan a tipos de spa particulares utili-
zando el sitio web de tipificacién de spa (http://www.spaserver.ridom.

de). Asi, esta técnica es altamente discriminatoria y Util tanto en estudios
epidemioldgicos locales como globales (Figura 5) (O’Hara et al., 2016).

Ejemplo practico de genotipificacion de cepas de S. aureus

El siguiente ejemplo es tomado del trabajo de grado de maestria de Var-
gas (2019). A cada cepa se le amplificé la regién polimorfica del gen que
codifica para la proteina A (gen spa), conocida como region X, mediante

PCR. Los cebadores empleados en la reaccién fueron los descritos por
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Figura 5. Tipificacién de Staphylococcus aureus por el gen que codifica la pro-

teina estafilocécica A (spa).
Fuente: elaboracion propia.

Shopsin y colaboradores (1999), mientras que el perfil térmico seguido
fue el reportado por Jiménez y colaboradores (2012): desnaturalizacién
a 94 °C por 30 segundos, alineamiento a 60 °C por 1 minuto y extension
72 °C por 1 minuto durante 30 ciclos. El tamafo de banda esperado fue
de alrededor de 1000 pb, la cual fue posteriormente secuenciada por
Macrogen (USA). Los spa tipos fueron asignados en dos etapas; en la pri-
mera se uso el software eGenomics (Shopsin et al., 1999) y en la segunda
se empled el sitio web Ridom SpaServer (http://www.spaserver.ridom.

de/) desarrollado por Ridom GmbH. Los CCs fueron inferidos mediante
el analisis del patrén de repeticiones de los spa tipos obtenidos (Strom-
menger et al., 2008) o consultando el sitio web de Ridom SpaServer.

La tabla a continuacion muestra los resultados obtenidos por municipio
evaluado (en Antioquia).
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Tabla 1. Resultados obtenidos de la genotipificacién de S. aureus por

medio de la metodologia spa tipo

L. Complejo Clonal . . % Spa tipo
Municipio identificado Spa tipo identificado diferentes (%)
San Pedrodelos | CC1,CC479, CC97,CC398, | Nuevos, t605, t543,t527, 15 (25%)
Milagros CcC8 t2207,t267,13626,t521, t571,

t2112,t8845,t7753, t398,
t345, 1064
Santa Rosa de CC45,CC97,CC8,CC479, | Nuevos, t521, 1543, 1267, 18 (38%)
Osos CC1, CC98, CC5,CC522, 12207, 1445, 1024, 12143, 1008,
CCos4 t1106,t1236,1149,t17143,
12112,12803, 14103, t527, 1692
Belmira CC479, CC8, CC30, CC1, Nuevos, t543,t267,12112, 13 (38%)
CC97,CC59,CC98,CC398 | t008, t064,t1135, 12207,
t4911,t521,t1236, t5051, t571
Bello CC97,CC15,CC479,CC1, | t267,1521,t605,t1885, 1543, 10 (31%)
CC5, CC98 t1107,t1236,t2112,t2207,
Nuevos
Entrerrios CC97,CC30,CC1,CC164, t267,t521,11135,t2207, Nue- | 10 (44%)
CC97,CC479 vos, t1429,t2112, t543, t605
Urrao CC1,CC398, CC97,CCO37, t189,1527,1605,t571, 1267, 10 (50%)
CC22,CC479 t1190,t515,t521, t543, Nue-
vos
Don Matias CC97,CC1,CC4118 t521,12207,t527,t1106, 1426, 6 (35%)
Nuevo
La Unién CC97,CC8 Nuevo, t521, t2413, t064 4 (44%)
Carolina del CC97,CC479, CC97 1267, t543,t521, Nuevo 4 (50%)
Principe
Rionegro CC1,CC97,CC479 Nuevo, 12207, t267, t543 4 (67%)
Abejorral CC97,CC5 Nuevo, 1267, t458 3 (80%)
San José de la CC97,CC1,CC22 t2112,12207,t521,t515 4 (80%)
Montana
La Ceja CC479,CC4118,CC15 t543, 1426, 11885 3 (75%)
Santuario cCl Nuevo, t2207, 16280 1(33%)
San Jerénimo CcCo7 1521 2 (99%)

Fuente: Vargas, 2019.
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Como se puede ver en la Tabla 1, casi todas las regiones geograficas
donde se aisloé S. aurerus presentan clones que no se habian reportado
anteriormente, esto indica que las cepas estan mutando.

Tabla 2. Spa tipos hallados en bovinos afectados con mastitis subclinica
y reporte de literatura en donde se encuentra el spa tipo reportado en
la misma especie u en otras.

Complejo . . .
Clonal Spa tipo (n) Presencia reporte de Spa tipos

Presencia en bovinos y humanos, reportado en
cco7 t521(12),1267(12) | Mastitis subclinicas en bovinos (Haveri et al.,

2008)

t605(8), t527(5),
CC1/188 t1190(1), t2207(6),
t2207(6)

Presencia en bovinos, conejos (Haveri et al.,
2008)

Presencia en mastitis clinica y subclinica en

479 543 (9) bovinos (Boss et al., 2016)

Infecciones adquiridas en la comunidad

t008(1), t064(1), (hospitalarias) humanos, bovinos. (Boss et al.,

ccs

1024(1) 2016)
cC30 £1135(3) Principales clones HA y MRSA (Jiménez et al.,
2012)
CC45 12143(1), t445(2) Presencia en humanos (Boss et al., 2016)
Presencia en humanos, asociado a la ganaderia
398 5712 (Boss et al., 2016)
CCs 1149(2) Presencia en humanos (Jiménez et al.,, 2012)
CC15 t1885(1) Presencia en humanos (Jiménez et al,, 2012)
t4911 (1) Presencia en humanos (van Belkum et al., 2009)
Presencia en humanos como cepa MRSA (Van
13626 (1) Belkum et al., 2008)
£515(1) Presencia en humanos como cepa MRSA (Shore
etal,2011)
Nuevos (25)

Fuente: Vargas, 2019.
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En este estudio se encontré que aproximadamente el 68% de los casos
de mastitis analizados fueron causados por cepas de S. aureus previa-
mente reportadas como patégenas en humanos (Vargas, 2019). Esta
situacion requiere atencion desde la salud publica, pues en Colombia
entre el 43.6% y el 77% del ordefio continta siendo manual (Ramirez,
2004; Reyes Velez, 2016), lo cual incrementa el riesgo de que los ordena-
dores adquieran este patégeno y lo diseminen entre las personas de su
entorno. Ademas, alrededor del 41% de la leche cruda (sin pasteurizar)
se comercializa informalmente (Ruiz Cortés et al., 2012), lo que puede
facilitar su propagacion entre personas que no tengan exposicion al ga-
nado (Shepheard et al., 2013).

Algunas de las explicaciones a la alta variabilidad genotipica de S. au-
reus (30%) son: la probabilidad de una alta densidad de animales en ha-
tos lecheros bovinos, el ingreso y la salida de animales al hato desde
diferentes zonas geograficas, los sistemas de manejo que pueden cam-
biar entre zonas, la geografia, la temporada del afio, la relacién entre
huéspedes y contacto con el ordefiador. Todos estos factores favorecen
la diversidad de la bacteria y facilitan su diseminacién en bovinos, hu-
manos y el ambiente (Boss et al., 2016; Kosecka-Strojek et al., 2016).
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