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.  RESUMEN

Staphylococcus aureus (S. aureus) es un importante microorganismo causante de
infecciones intramamarias (IMI) en rebafios lecheros del mundo, siendo
frecuentemente aislado desde leche de estanque. Las cepas de S. aureus
causantes de IMI pueden variar tanto dentro como entre granjas lecheras. En las
provincias chilenas de Biobio y Nuble S. aureus ha sido aislado tradicionalmente
desde muestras desde leche de estanque utilizando procedimientos
microbiolégicos estandar (PME). Técnicas de diagndstico molecular permiten
aumentar la especificidad de identificacion de cepas de S. aureus y distinguir
genotipicamente subespecies utilizando métodos de tipificacibn molecular. El
objetivo de la presente investigacién fue identificar y evaluar la diversidad genética
de S. aureus desde muestras de leche de estanque aislados de las provincias del
Biobio y Nuble. Un total de 115 muestras de leche de estanques de 107 granjas
lecheras de las provincias de Biobio y Nuble fueron analizadas. Los aislados de S.
aureus fueron identificados utilizando MSP complementado con reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). La diversidad genética de los aislados de S.
aureus fue evaluada utilizando la técnica de amplificacion aleatoria de ADN
polimorfico (RAPD-PCR) y el indice de discriminacion de Simpson (SID). Un total
de 89 aislados de S. aureus fueron identificados utilizando MSP y PCR desde 64
muestras de leche positivas de 62 granjas. Todos los aislados identificados
correspondieron a cepas diferentes de S. aureus, indicando que no existe
dominancia de cepas en muestras de leche de estanque de las provincias de
Biobio y Nuble (SID=1). En cada muestra de leche evaluada se identificaron 1, 2, 3
y hasta 4 cepas diferentes de S. aureus; identificandose que un 67,7% (n=42) de
muestras presento solo una cepa de S. aureus. La variada diversidad genética de
S. aureus sugiere que estrategias de control y prevencion deben estar dirigidas al
patrén epidemiolégico de la o las cepas presentes de cada granja lechera de las

provincias Biobio y Nuble.



. SUMMARY
Staphylococcus aureus is an important microorganism that cause intramammary
infections (IMI) and generate loss in milk production in a wide number of dairy
herds. Staphylococcus aureus is frequently isolated in bacteriological culture from
bulk tank milk samples. In different countries a wide S. aureus strains diversity has
been described between and within dairy herds. In center-south provinces of Chile
S. aureus has been identified by traditional culture from bulk tank milk samples;
nevertheless molecular diversity of S. aureus strains is unknown. To differentiate
phenotypical indistinguishable colonies DNA fingerprint bander pattern can be
used. The objective of this study was to identify S. aureus and evaluate genetic
diversity of their strains presents between and within bulk tank milk samples (BTM)
from dairy herds from Biobio and Nuble, Chile. A total of 115 BTM from 107 dairy
samples were analyzed. Staphylococcus aureus identification was asses using
traditional microbiological procedures and PCR species confirmation. Strain
diversity was analyzed using Random Amplified Polimorfic DNA (RAPD-PCR)
typing and Simpson Index Diversity was calculated. A total of 89 isolates were
identified from 64 bulk tank milk samples from 62 dairy farms. The 89 isolates were
identified as different strains; indicating a non-predominant strain of S. aureus
present in bulk tank milk samples in dairy herds from center south region of Chile
(SID=1). Within the dairy herds positive to S. aureus (culture-molecular) in 67.7%
(n=45) a unique strain type was identified. The Staphylococcus aureus strains
diversity identified between dairy herds from center south region of Chile suggest
that prevention and control strategies should be focus on epidemiologic pattern of

herd specific(s) strain(s).



. INTRODUCCION

Staphylococcus aureus (S. aureus) es un microorganismo que genera infecciones
intramamarias (IMI) en granjas lecheras de diferentes partes del mundo; incluyendo
Chile (Capurro et al., 2010; Olde et al., 2010; Mufioz, 2011). Las IMI causan una
disminucién en la produccion de leche alterando la estructura y el funcionamiento
normal del alveolo mamario; afectando y modificando la proporcion de los
componentes de la leche (Kitchen, 1989; Barbano et al., 2006). Las IMI permiten la
salida desde la sangre al alveolo mamario de células de la linea blanca, enzimas
lipoliticas y proteoliticas termo resistentes. Por una parte, la salida de células de la
linea blanca provoca una aumento en el recuento celular somaticos (RCS) de le
leche individual. De esta forma, las IMI causadas por S. aureus permiten el aumente
de RCS de la leche de estanque del rebafio (Jayarao et al., 2004; Barkema et al.,
2006; Olde et al., 2006). Por otro lado, la salida de enzimas lipolicias y proteoliticas,
son capaces de generar cambios sensoriales de acidez y amargura en productos de
leche fluida que han pasado por procesos térmicos de pasteurizacién disminuyendo
su vida util (Barbano et al., 2006).

Las IMI son causadas principalmente por microorganismos bacterianos que
ingresan por el esfinter del pezén hasta el alveolo mamario, colonizando la glandula
mamaria. Las IMI se han clasificado en 2 grupos principales al considerar el origen
bacteriano en: contagiosas y ambientales (Blowey and Edmonson, 2010).
Staphylococcus aureus se ha clasificado como causante de IMI de origen
contagioso y ocurriendo su transmision principalmente durante la rutina de ordefio
desde una glandula mamaria infectada a una glandula mamaria sana (Maroney,
2005; Barkema et al., 2009, Blowey and Edmonson, 2010). La transmision de la
bacteria se postula sucede a través de un vector que puede corresponder entre
otros: a las manos del ordefiador, las toallas de limpieza mamaria y/o las unidades
de ordefio (Blowey and Edmonson, 2010; Havery et al., 2008). La glandula mamaria
infectada puede eliminar a través de la leche cargas variables de S. aureus durante
periodos intermitentes de tiempo. Por lo anterior, una glandula mamaria que cursa
con una IMI causada por S. aureus es considerada el mayor reservorio de este

microorganismo dentro del rebafio (Sears et al., 1990; Blowey and Edmonson,



2010). La tasa de recuperacion de IMI causadas por S. aureus varia en cada rebafio
lechero y se relaciona entre otras con las caracteristicas del animal afectado;
namero de lactancias y cuarto mamario afectado, la cronicidad de la infeccion y
caracteristicas de virulencia de la cepa de S. aureus causante de la IMI entre otros
(Barkema et al., 2006).

Staphylococcus aureus en leche de estanque

Staphylococcus aureus es frecuentemente aislado desde muestras de leche
individuales, compuestas de cuartos mamarios y de estanque en rebafios afectados
con IMI causadas por este microorganismo (Oliver et al, 2004). Existen
principalmente 2 fuentes de microorganismos presentes en la leche de estanque. La
primera corresponde a microorganismos presentes en la maquina de ordefio que
son arrastrados al estanque durante el proceso de recoleccién de leche (Oliver et
al., 2005). La presencia de estos microorganismos es prevenida utilizando
protocolos de sanitizacion en la maquina post ordefio, sin embargo fallas en el
protocolo permiten el establecimiento bacterias y una posible formacién de
biopeliculas (Latorre et al, 2010). En la provincia de Nuble se ha descrito el hallazgo
de biopeliculas en la maquina de ordefio por fallas en el correcto volumen del agua
de lavado y temperaturas no 6ptimas (Latorre and Munoz, 2015). La segunda fuente
de microorganismos presentes en la leche de estanque corresponde a glandulas
mamarias que cursan con una IMI y eliminan al patégeno a través de la leche
(Oliver et al., 2005; Blowey and Edmonson, 2010). Staphylococcus aureus es
frecuentemente aislado desde muestras de leche de estanque de rebafos

afectados con IMI causadas por S. aureus (Oliver et al., 2005).

Caracteristicas microbioldgicas de S. aureus

Staphylococcus aureus pertenece al Phylum Il Firmicutes del dominio Bacteria;
clase Il Bacilli; orden | Bacillales; Familia V Staphylococcaceae, género
Staphylococcus (Garrity, 2004). Es una bacteria gram positiva, con forma cocacea
gue normalmente mide de 0,8 a 1 um de diametro, anaerobia facultativa, capaz de

obtener energia fermentando glucosa, manitol y lactosa. Al género Staphylococcus



se le atribuye su nombre debido a sus 3 planos de division celular lo que genera
agrupaciones bacterianas semejantes a un racimo de uvas (griego Syle =racimo y
kokkos=grano) (Fuello, 2005). La presencia de pigmentos carotenoides en la
membrana celular S. aureus le confieren una coloracion dorada a sus colonias.
Staphylococcus aureus capaz de producir las enzimas catalasa y coagulasa. La
enzima coagulasa es utilizada en la identificacion microbiologica para diferenciar S.
aureus de otras especies. La coagulasa permite transformar el fibrinbgeno presente
en el plasma sanguineo en una capa de fibrina alrededor de S. aureus (Fuello,
2005; Blowey and Edmonson, 2010). Esta capa de fibrina le confiere a S. aureus
una barrera fisica frente a la accion del sistema inmune y antibiéticos.

El género Staphylococcus es capaz de producir 4 tipos de toxinas denominadas
hemolisinas: a, B, y y 8. Las hemolisinas a y B estan presentes en cepas de S.
aureus y son una caracteristica hemolitica observable al cultivo en agar sangre. Las
hemolisinas gamma y delta estdn presente en las especies de Staphylococcus
coagulasa positivo; sin embargo esta caracteristica hemolitica no es observable al
cultivo en agar sangre (Hirtch and Biberstein, 2004).

Identificacion de S. aureus desde muestras de leche

La identificacion de S. aureus desde muestras de leche es realizada utilizando
procedimientos microbioldgicos estandar (PMS) descritos en el Consejo Nacional de
las Mastitis de los Estados Unidos y contemplan: a) morfologia tipica de la colonia
en agar sangre, que incluyan patrones de hemdlisis-a, hemolisis-B 6 hemolisis a-f3,
b) respuesta positiva a las pruebas de catalasa c) respuesta positiva a la prueba de
coagulasa. La implementacion de pruebas usualmente fenotipicas es
complementada a los procedimientos estandar de identificaciébn para S. aureus
(Bautista-Trujillo et al., 2013). No obstante, la respuesta a pruebas fenotipicas en la
identificacion de especies de Staphylococcus coagulasa positivo (CPS)
identificados en muestras de leche puede ser variable (Biberstein et al, 1984;
Larsen et al., 2002; Boerlin et al, 2003, Taponen et al 2012). Usualmente, aislados
clasificados por colonias morfolégicas caracteristicas de S. aureus y positivos a la

prueba de catalasa son clasificados indistintamente como S. aureus (Roberson et al



1998; Oikinomou et al 2012). Esto debido a que un bajo nUmero de aislados de
SCP diferentes a S. aureus ha sido reportado de muestras de leche utilizando MSP
y pruebas fenotipicas adicionales (Phillips et al 1981, Biberstein et al 1988,
Robertson 1994). No obstante, especies de SCP tales como Staphylococcus hyicus
y Staphylococcus intermedius han sido identificados desde muestras de de leche
infecciones intramamarias identificadas (Phillips et al, 1981; Capurro et al, 1998,
Oikinomou et al, 2012). Hoy en dia existen metodologias de PCR protocolos que
complementan el diagndstico microbioldgico se describen para la identificacion de
S. aureus.

Por otro lado, es importante interpretar que el crecimiento negativo en placas de
agar sangre de muestras de no indica que predice que considerar S. aureus es
eliminado de forma i patrén intermitente de eliminacion descrito para a traves de la
leche se considera que una muestra de leche negativa al cultivo bacteriolégico no
asegura una glandula mamaria sana (Sears et al, 1990). Se considera que 1/3 de
los animales con IMI causadas por S. aureus son negativos a cultivo microbioldgico
debido a la eliminacion (Blowey and Edmonson, 2010). Un aumento en la frecuencia
de toma de muestras en ordefias diferentes aumenta las probabilidades de aislar S.
aureus (Maroney, 2005).

Factores de virulencia de S. aureus

Los factores de virulencia son elementos estructurales o productos extracelulares
sintetizados por la bacteria que permiten a la bacteria establecerse dentro del
huésped y causar una enfermedad. Staphylococcus aureus posee diversos factores
de virulencia que permiten su establecimiento dentro de la glandula mamaria y
causar una IMI (Tabla 1) (Hibbitt et al., 1969; Frost, 1975; Sutra and Poutrel, 1994).
Entre cepas de S. aureus pueden existir variaciones en los factores de virulencia
presentes que permitirian que una cepa sea mayormente virulenta respecto a otra.
Entro otras, se han descrito cepas de S. aureus capsuladas que evaden la
respuesta inmune, capaces de sobrevivir y multiplicarse intracelularmente, cepas
capaces de sintetizar formar biopeliculas y/o toxinas (Almeida et al., 1996;
Gresham et al., 2000; Cucarella et al., 2004, Vancraeynest et al., 2004; Fox et al.,



Tabla 1. Factores de virulencia y mecanismo de accién descritos en Staphylococcus

aureus*.

Factor de Virulencia

Mecanismo de accién

Referencia

Acidos teicoicos

Proteina A

Proteinas de unién

Cépsula

Prot. ligada a penicilina

Biopeliculas

Coagulasa

Estafiloquinasa
Hialuronidasa
Lipasas
Termonucleasas
Hemolisinas
Leucocidinas
Superantigenos
Enterotoxinas

Bacteriocinas

Antifagocitario

Unién al fragmento constante de
Inmunoglobulina G

Adhesién bacteriana a fibronectina
y colageno

Inhibicién del complemento.
Inhibicién de la opsonizacién
Estallido respiratorio en

neutrofilos.

Impide la accion de B-lactamicos.

Persistencia y resistencia antibiotica.

Activacion de fibrinégeno a fibrina;
formacién de absceso.

Evasién de defensinas.

Invasion de tejido.

Invasién — colonizacién.

Hidrélisis de ADN.

Ruptura de membranas celulares.
Alteracion en permeabilidad celular
Estimulacién masiva de linfocitos T
Intoxicacion alimentaria.

Accion bactericida.

Weidenmaier et al., 2004

Sutra and Poultrel, 1994

Tufano et al, 1990.

Sutra and Poultrel, 1994.

Hammel et al., 2007.

Wilkinson et al., 1979.
Kampen et al., 2005.
Deurenberg et.al, 2007
Singh et.al, 2009.

Phonimdaeng et al., 1990.

Jin et al., 2004.

Hynes and Walton, 2000.
Rollof et al., 1988.
Brakstad et al., 1993.
Martinez et al. 2005.
Cribier et al., 1992.

Choi et al., 1989.
Jarraud et al., 2001.

Gagliano and Hinsdill, 1970

* Modificado de Fuello, 2005.



2005). Los factores de virulencia se encuentran codificados genéticamente;
existiendo una alta diversidad de genotipos de S. aureus identificados dentro y entre

granjas lecheras (Zadoks et al., 2002).

Diversidad genética de S. aureus presente en el rebafio lechero

La diversidad genética evalia la variacion entre secuencias nucleétidas de
organismos (Hartwel et al., 2000). Una secuencia nucledtida especifica,
correspondiente a un gen, esta ubicada en una seccion especifica del cromosoma
de ADN codificando una caracteristica particular de un organismo (Harrison et al.,
2001). La célula bacteriana contiene su informacién genética cromosomal como una
hebra doble de ADN que se encuentra anclada a la membrana citoplasmética en
una zona denominado nucleén. La mayor parte de las bacterias posee un
cromosoma unico, corto y circular. No obstante, muchas bacterias incluyendo cepas
de S. aureus poseen elementos extracromosomales de ADN tales como plasmidos,
transposones (compuestos, simples y conjugativos como islas genémicas), profagos
y cassettes de integrones (Tabla 2) (Madigan et al., 2000; Hirtch and Biberstein,
2004). El genoma cromosomal de S. aureus es de aproximadamente 2.8 Mpb;
variando de acuerdo a la cepa. El tamafo del genoma puede aumentar si la cepa
posee plasmidos o algun elemento movil (Holden et al., 2004; Sanger Institute,
2012).

En medicina humana el desarrollo rapido de resistencia antibiética de cepas de S.
aureus frente a tratamientos con penicilina. durante los afios 1940 permite
evidenciar la capacidad de adaptacion de esta especie bacteriana frente a
condiciones adversas. La compleja composicién del ADN de Staphylococcus aureus
Meticilino resistente (MRSA) describe el potencial de variabilidad genética vy
virulencia de algunos clones de S. aureus (Deurenberg et al., 2006). En el rebafio
lechero cepas de S. aureus genotipicamente diferentes han sido aisladas e
identificadas desde muestras de leche individuales, leche de estanque, piel del
pezoén, manos del ordefiador y la linea de leche entre otros (Zadoks et al., 2002;
Smith et al., 2005). La vinculacion de cepas de S. aureus extramamarias con cepas

causantes de IMlI aun es controversial. Por un lado existen grupos de



Tabla 2. Factores de virulencia codificados desde elementos extracromosomales

identificados en cepas de Staphylococcus aureus

Codificacion Elemento Referencia
Plasmido * Toxina SE D Zhang et al., 1998.
*STE B

Transposén conjugativo *SE: B, C, K, M

FHTSST-1.
Profagos **STE A

*SE: Ay E.
Cassette cromosomal ****SCC mec

****SCC cap

Fitzgerald et al., 2001.

Lindsay et al., 1998.

Yoshizawa et al., 2000.

Deurenberg et al., 2006

Loung et al., 2002.

*SE: Enterotoxina estaficocica.

**sTE: Toxina Exfoliativa.

***TSST: Toxina del sindrome del shock toxico.

****SCC : Cassette cromosomal estafilococico.
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investigacion que han identificado consistentemente mismas cepas extramamarias
e intramamarias (Havery et al., 2008). Por otro lado, existen estudios que no han
identificado consistencia entre cepas (Zadoks et al., 2002). No obstante, un grupo
intercontinental de cientificos ha consensado que en el rebafio una o un limitado
namero de cepas de S. aureus son las causantes de IMI afectando a multiples
animales. Asi mismo es posible encontrar cepas de S. aureus causantes IMI con

una baja prevalencia o incidencia dentro del rebafio (Zadoks et al., 2011).

Subtipificacion de especies de S. aureus

La diversidad de cepas de S. aureus con caracteristicas variables generd la
importancia en la agrupacion como subespecie con caracteristicas especificas en
comun. En los aflos 60 se realizd la primera clasificacion de subespecie de S.
aureus con fines epidemiolégicos en la identificacion de la casuistica de cepas de S.
aureus con resistencia a antibioticos beta-lactamicos dentro y entre hospitales. El
desarrollo de técnicas de diagnostico molecular y perfiles de secuencias genéticas
de aislados de S. aureus han permitido identificar y clasificar caracteristicas
especificas dentro del genoma; permitiendo relacionar diferentes cepas de S.
aureus (Smith et al.,, 2005). Las técnicas moleculares hoy en dia son una
herramienta béasica para el desarrollo de investigaciones epidemioldégicas que
permiten entender el comportamiento y evolucién de diferentes cepas de S. aureus
(Enright et al., 2000).

Epidemiologia molecular en rebafios lecheros.

La epidemiologia molecular estudia los determinantes de salud, enfermedad o
productividad en poblaciones animales, plantas o humanas a través del uso de
técnicas de diagndstico (Zadoks and Schukken, 2006). En la medicina veterinaria la
epidemiologia molecular ha sido utilizada principalmente en la caracterizacion
genomica de subespecies de microorganismos relacionandolas con posibles vias de
transmision, interaccion biolégica y/o caracteristicas de virulencia (Zadoks et al.,
2011).
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Las investigaciones de epidemiologia molecular en medicina veterinaria estan
basadas principalmente en métodos de tipificacion molecular comparativa y
métodos de tipificacion de libreria. Los métodos moleculares de tipificacion
comparativa basan el analisis de sus resultados en la comparacion de patrones de
banda electroforéticos entre microorganismos. De esta forma un método molecular
comparativo permite la comparacion de aislados de S. aureus dentro de un rebafio y
entre rebafios (Zadoks and Schukken, 2006; Zadoks et al., 2011). No obstante,
utilizando métodos de tipificacion comparativa no es posible determinar la fuente de
origen de un aislado de S. aureus de una muestra de leche. Los métodos de
tipificacion de libreria secuencian genes especificos, microensayos de genes de
virulencia y/o secuencian genes completos de microorganismos generando
resultados de significado universal independiente del tiempo, lugar o quién los
realizo. Los métodos de tipificacion de libreria permiten discriminar la fuente de
origen de S. aureus.

La seleccion de las técnicas de diagnéstico utilizada en un estudio de tipificacion de
un microorganismo se basa principalmente en la sensibilidad y especificidad de la
prueba, costos, facilidad de uso y tiempo de desarrollo. El poder de discriminaciéon
de una prueba, habilidad un método de diferenciar entre cepas, es cuantificado
utilizando el indice de diversidad de Simpson.. El indice de la diversidad de
Simpson, conocido también como indice de la diversidad de las especies
o indice de dominancia, indica la probabilidad que un sistema de identificacién
asignara diferente tipificacion a dos cepas que no estan relacionadas. El poder de
discriminacion de un método fenotipico puede ser mejorado al incluir técnicas como
por ejemplo de pruebas bioguimicas y/o anticuerpos; entre otros. Los resultados de
un estudio molecular son altamente dependientes del poder de discriminacion del

método de tipificacion seleccionado (Zadoks and Schukken, 2006).

Definiciones de aislados, cepay clon
Durante la subtipificacion de un microorganismo la definicion clara entre los
conceptos de aislado, cepa y clon es necesaria. Los aislados son cultivos puros

presumiblemente derivados de un microorganismo; por ejemplo una colonia de S.
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aureus obtenida desde una muestra de leche corresponde a un aislado. Una cepa
corresponde a un aislado o grupos de aislados distinguidos unos de otros aislados
por sus caracteristicas fenotipicas o genotipicas. Una cepa de S. aureus
corresponderia por ejemplo a una cepa de S. aureus resistente a un antimicrobiano
como es el caso de Staphylococcus aureus Meticilino Resistente (MRSA) y
Staphylococcus aureus Meticilino sensible. Los clones corresponden a la progenie
directa en la cadena de replicacion de un ancestro comun. Los clones de S. aureus
son identificables mediante técnicas de tipificacion molecular de libreria que
presentan resultados altamente reproducible e interpretables a nivel mundial como
por ejemplo la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) y tipificacién de locus
de secuencias (MLST) (Zadoks and Schukken, 2006).

Tipificacién de S. aureus causante de IMI a través de epidemiologia molecular
Staphylococcus aureus es uno de los patégenos intramamarios mayormente
investigados por métodos moleculares en granjas lecheros (Zadoks et al., 2011). En
la identificacion de S. aureus en granjas lecheras se han utilizadas técnicas de
tipificacion tales como: ribotipificacion, electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE), tipificacion multilocus de secuencias (MLST), tipificacion por el gen spa
codificador de proteina A, gen de coagulasa, locus mdultiples de namero variable
tandem (MLVA), microarreglos, comparaciones completas de genoma vy
amplificacion aleatoria de ADN polimoérfico (RAPD-PCR) (Zadoks et al., 2011).
Técnicas de tipificacion de libreria, tales como PFGE permiten discriminar entre
diferentes tipos de cepas de S. aureus presentes en la granja lechera (Zadoks and
Schukken, 2006). Protocolos de diagndstico de técnicas moleculares para S. aureus
identificados desde leche han sido desarrolladas en los ultimos 15 afios (Zadoks et
al., 2000). El RAPD-PCR, como técnica comparativa, permite evaluar la relacion
genética existente entre cepas de S. aureus. A través de esta técnica, una
secuencia de oligonucleoétidos (primers) de alrededor de 10 pb inespecifica, que
genera patrones de banda de ADN variables y distinguibles entre cepas diferentes.

La técnica de RAPD-PCR ha sido reportada como una técnica rapida y de
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razonable poder de discriminacion para la subtipificacion de cepas de S. aureus
(Gurjar et al., 2011; Gurjar et al., 2012).

Aislados de S. aureus analizados por técnicas de diagnéstico molecular en
Chile.

En Chile las técnicas moleculares, comparativas o de libreria, para la tipificacion de
cepas de S. aureus aislados desde muestras de leche han sido escasamente
utilizadas. Un estudio de investigacion realizado en los Estados Unidos (Smith et al.
2005), utilizando la técnica MLST, evalud la relacién genética entre los aislados de
S. aureus provenientes de Estados Unidos, Reino Unido y Chile. En este estudio, 20
aislados de S. aureus provenientes de muestras de leche de 14 comunas de la zona
sur de Chile fueron analizadas filogenéticamente. De los 20 aislados chilenos, 16
aislados se relacionaron filogenéticamente a un mismo tipo, identificado también en
aislados de Estados Unidos. Los resultados de estos autores sugieren que este tipo
proviene de un ancestro clonal de S. aureus que ha logrado una amplia distribucién

en diferentes lugares del mundo (Smith et al., 2005).

Operaciones lecheras de las provincias de Biobio y Nuble, regién del Biobio y
S. aureus.

La region del Biobio produce cerca de 9% de la leche recepcionada en las plantas
lecheras en Chile. Las provincias de Biobio y Nuble concentran un 52% de las
vacas lecheras de la regién del Biobio (Instituto Nacional de Estadistica, 2007,
Instituto Nacional de Innovacién Agraria. 2007). Rebafios lecheros de estas
provincias utilizan normalmente sistemas de estabulacion mixtos; es decir las vacas
se mantiene estabuladas o pastoreo de acuerdo a la curva de produccién de forraje
y condiciones bioclimaticas. Staphylococcus aureus es un patdgeno intramamario
gue ha sido aislado e identificado por cultivo microbiologico desde muestras de
leche de IMI y leche de estanque de rebafios lecheros de Chile (Tabla 3) (Lobos,
2011; Munoz, 2011).

En los ultimos 25 afios herramientas de diagndstico y tipificacion molecular han sido

implementadas en la identificacion de patégenos intramamarios en multiples paises
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del mundo. En las provincias de la zona centro sur de Chile, Biobio y Nuble, la
evaluacion de la diversidad genética de cepas de S. aureus aisladas desde leche no
ha sido realizada. El resultado de este estudio permitird identificar la existencia de
un tipo predominante o0 no de cepas de S. aureus aislados desde leche de

estanque de granjas lecheras de las provincias de Biobio y Nuble.
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Tabla 3. Staphylococcus aureus identificados por cultivo bacteriolégico en estudios

de investigacion realizados en la region de Biobio durante el periodo de 1963 al

2011 (Adaptado de Lobos, 2011).

Provincia % Muestra Autor Ao
Nuble 58,5 Cuarto con IIM clinica Quifones 1963
Nuble-Concepcion 21,9  Cuarto* Zemelman 1966
Nuble 17,3  Cuartos clinicos y subclinicos Marin 1975
Nuble 59,4  Cuartos con IIM subclinicas  Pinilla 1990
Nuble 75,0 Estanque Guererro 1990
Arauco y Biobio 32,8 Cuartos con IIM subclinicas  Herrera 2001
Nuble 22,5 Cuartos con |IM clinicas Ledn 2011

IIM: Infeccién intramamarias; definicion determinada de acuerdo a cada estudio.

*: No se indica si el tipo de muestra corresponde a cuarto con IIM clinica o subclinica.
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IV. HIPOTESIS.
Existe un tipo predominante de cepa de S. aureus en leche de estanque de granjas

lecheras de las provincias de Biobio y Nuble.

Objetivo general.
Identificar y evaluar la diversidad genética de S. aureus aislados desde leche de

estanque de granjas lecheras de las provincias de Biobio y Nuble.

Objetivos especificos.

1. Evaluar la presencia de aislados de S. aureus en muestras leche de estanque
de granjas lecheras de la provincia de Biobio y Nuble utilizando procedimientos
microbiologicos estandar complementados con PCR.

2. Evaluar la diversidad genética de S. aureus aislados desde muestras leche de
estanque de granjas lecheras de las provincias de Biobio y Nuble utilizando la
técnica de tipificacion molecular comparativa RAPD-PCR.



V. MATERIALES Y METODO

Granjas lecheras.

Un total de 107 granjas lecheras de las provincias de Biobio y Nuble fueron
muestreadas para evaluar la diversidad genética de S. aureus durante el periodo
de octubre de 2010 a diciembre de 2011(Tabla 4). El nUmero de vacas en ordefio
fue proporcionado en 82 de las 107 granjas lecheras muestreadas; y suma un total
aproximado de 24.500 animales (Tabla 4). De acuerdo al censo bovino lechero del
afo 2007 realizado por el Instituto Nacional de Estadistica, el nimero de vacas en
ordefio de las 82 granjas lecheras muestreadas representa aproximadamente un
65% de la poblacién lechera de la provincia del Biobio y Nuble (Tabla 4) (Instituto
Nacional de Estadistica, 2008).

Muestras de leche de estanque.

Un total de 115 muestras de leche de estanque fueron recolectadas en las
provincias de Biobio y Nuble durante el periodo de estudio (Tabla 4). La
recoleccion de muestras de leche de estanque fue realizada utilizando las
recomendaciones del Consejo Nacional de Mastitis de los Estados Unidos (NMC)
(Oliver et al., 2004). En cada operacion lechera se recolecté una muestra de leche
de 100 mL de cada estanque en frascos estériles de recoleccion de muestras.
Posterior a la recoleccion, las muestras fueron transportadas a temperatura de
refrigeracion y almacenadas a -20°C hasta su cultivo microbiolégico en el
Laboratorio de Calidad de Leche, Facultad de Medicina Veterinaria de la

Universidad de Concepcién, Chillan, Chile.

Identificacién microbioldgica.

Cultivo _microbiolégico: Las muestras de leche fueron descongeladas a

temperatura ambiente e invertidas 20 veces para asegurar la mezcla de sus
componentes (Jayarao et al., 2004). Cada muestra de leche fue sembrada con
una torula estéril en una placa de agar sangre esculina (ASE) (Agar Sangre
Esculina, Laboratorios Linsan, Chile) e incubada en condiciones aerébicas a 37°C

de 24 a 48 horas (Oliver et al., 2004). Adicionalmente se incluyé en el cultivo
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Tabla 4. Granjas lecheras, muestras de leche de estanque y numero de vacas en
ordefio de granjas evaluadas para la diversidad genética de Staphylococcus
aureus en las provincias de Biobio y Nuble.

Provincia Numero de
Granjas Muestras de leche de Vacas en ordefo
lecheras estanque (% poblacion de provincia**)
Biobio 69 77* 21623% (73)
Nuble 38 38 3005° (37)
Total 107 115 24628° (65)

*4 granjas con 2 estanques de leche y 2 granjas con 3 estanques de leche.

**Porcentaje de poblacion lechera calculada segun la censo pecuario 2007 (Instituto Nacional de
Estadistica, 2008).

a b ¢ Datos excluye numero de vacas en ordefio de 13, 12 y 25 granjas lecheras

respectivamente.



19

cultivd S. aureus ATCC 25923 y Streptococcus sp., como control positivo un
control negativo, respectivamente. Una placa de agar sangre esculina sin sembrar

fue incluida como control del medio.

Identificacion de colonias morfoligamente compatibles a S. aureus (M™): La

identificacion morfolégica de los aislados de S. aureus fue basada en las
recomendaciones del NMC se consider6 colonias bacterianas de coloracion
blanco grisacea o amarillo dorada con halo de a-hemodlisis, B-hemdlisis o a-B-
hemodlisis a su alrededor en cultivos de agar sangre (M) (Oliver et al, 2004). Por
cada tipo de colonia morfolégicamente compatible con S. aureus una colonia se
selecciond en cada cultivo de ASE. La colonia fue sembrada con un aza estéril
desechable de 1 pL en una placa de agar sangre esculina e incubada en
condiciones aerobicas por 24 horas para obtener un cultivo puro de cada aislado.
El tamafio de la colonia fue identificado como la distancia maxima de la colonia
medida en linea recta pasando por su punto central a las 24 horas de cultivo
aerdbico en cultivo ASE (Figura 1). Si al cultivo de una muestra de leche la
proliferacion de microorganismos en ASE a las 24 horas de sembrada no permite

aislar colonia, la muestra de leche fue diluida 1:10 con agua destilada estéril.

Prueba de catalasa y coagulasa: Todos los aislados de M® fueron evaluados por

las pruebas de catalasa (Bactident® Catalasa, Merck) y posteriormente coagulasa
(Bactident® coagulasa, Merck). La prueba de catalasa fue positiva cuando la
produccién de burbujas al adicionar H,O, es producida. Para esta prueba, una
colonia por aislado fue extendida sobre un portaobjeto portaobjeto y se adicion6
una gota de Bactident® Catalasa (Merck). Por otra parte, la prueba de coagulasa
es positiva cuando la enzima coagulasa forma coagulos en plasma. Para esta
prueba, un asada de 10 pL de colonia pura fue inoculada en 0,3ml de plasma de
conejo (Bactident® coagulasa, Merck) e incubados a 37°C. La lectura de los
resultados fue realizada cada 1 hora por 4 horas y posteriormente a las 24 h de

ser inoculados.
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(A) (B)

a- hemdlisis
B — hemdlisis
Colonia

- @CIE

Tamaiio de colonia

Figura 1. Caracteristicas morfolégicas evaluadas en la identificacion de colonias
de S. aureus a las 24 horas de cultivo aerébico en agar sangre con esculina. (A)
Esquema de colonia morfolégicamente compatible con S. aureus (B). Colonia
morfolégicamente compatible a S. aureus aislada desde muestra de leche de
estanque de la provincia de Biobio, Chile.
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Una colonia de cada aislado fue multiplicada en caldo cerebro corazon, mezclada

con glicerol y posteriormente congelada a -80°C para realizar posteriores analisis.

Identificacion molecular y evaluacion de diversidad genética.

Extraccion _de ADN La extraccion de ADN fue realizada segun el método de

Adwan (2013) modificado. Los aislados fueron cultivados en 1/3 de placas de ASE
en condiciones aerobicas por 24 horas. Finalizado el periodo de incubacion, se
inocularon 10 pl de colonias en 5 mL de caldo cerebro corazon a 37°C por 7 horas
y se aplicd vortex para la resuspension uniforme de las bacterias en el caldo.
Posteriormente, se agregaron 1,5 mL del caldo, se centrifugo (Spectrofuge,
Labnet) a 6000 G por 3 min y se elimind el sobrenadante. Este procedimiento se
repitié 3 veces para concentrar el pellet obtenido. El pellet se resuspendié en 1 mL
de buffer Tris-Edta (TE) (TE-Buffer (1X) pH8.0, AppliChem, Germany).
Posteriormente se agregaron 0,5 mL de agua ultrapura estéril (Ultra
Pure™DestilledWatrer, Invitrogen) y se llevé a 100°C por 10 min en bafio seco
(AccuBlock™, Digital Dry Bath). Finalmente, se centrifugo la suspensién a 13000G
por 5 min y se recolectaron 70 uL del sobrenadante en un nuevo eppendorf para

ser almacenados a -20°C para su posterior analisis.

Identificacion _especie especifica. La identificacion de especie de S aureus los

aislados M®ctcgPCR™ fueron evaluados al amplificar por PCR el segmento
especifico de la region ribosomal 30S de S. aureus. Se emplearon los primers y
temperaturas de amplificacion descritos por Riffon et al. (2001). Los primers
utilizados corresponden a Sau 327: 5-GGA CGA CAT TAG ACG AAT CA-3" y
Sau 1645: 5-CGG GCA CCT ATT TTC TAT CT-3". Las condiciones de
amplificacion para el set de primer Sau 327/1645 fueron a) 1 ciclo a 94°C por 2
min b) 35 ciclos de: 94°C por 45 seg, 64°C por 1 miny 72°C por 2 min ¢) 1 ciclo a
72°C por 10 min (Riffon et al.,, 2001). La cepa de S. aureus ATCC 25923 fue

analizado en conjunto con las muestras como control positivo de especie.
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Diversidad genética de S. aureus. La diversidad genética de los aislados de S.

aureus fue evaluada por RAPD-PCR utilizando la metodologia descrita por Gurjar
et al. (2012). El primer utilizado corresponde a AAG3: 5-GGGACGGCCA-3". Las
condiciones de amplificacion para AAG3 incluyen a) 1 ciclo de 95°C por 5 min b)
45 ciclos a 94°C por 30 seg, 35°C por 1 min 'y 72°C por 2 min. ¢) 1 ciclo de 5 min a
72°. La cepa de S. aureus ATCC 25923 fue analizado en conjunto con las

muestras como control positivo de especie.

Visualizacion de fragmentos. Los segmentos amplificados por PCR y RAPD-PCR

fueron separados por electroforesis en geles de agarosa de 1,5% y 1,8% por 45
min y 70 min respectivamente con Buffer TAE 0,5X a 105V. Posteriormente, la
tincion de los fragmentos fue realizada en GelRed® 3X (Biotium, Hayward, CA) por
30 minutos y visualizados mediante UV transluminator (BioDoc-It® ImagingSystem,

Benchtop, Reino Unido).

Criterios de inclusion. Patrones de banda de aislados con el mismo numero y

tamafio de fragmentos de ADN fueron identificados como cepa iguales, sin
considerar intensidad de banda en el criterio. La lectura de los patrones de
bandas de los aislados fueron realizados por dos observadores imparciales segun
lo determinado por Munoz and Zadoks (2007). Si no existe concordancia en la
interpretacion de los patrones de bandas electroforéticos de aislados; los
procedimientos de extraccibn de ADN, PCR y electroforesis fueron repetidos

segun las recomendaciones de Munoz y Zadoks (2007).

Anélisis estadistico.

Los resultados cuantitativos de identificacion morfoldégica y microbiologica de S.
aureus fueron analizados utilizando métodos de estadistica descriptiva.
Diferencias entre las provincias de Biobio y Nuble fueron evaluadas utilizando la
prueba de Chi cuadrado o Fisher exact con un intervalo de confianza de un 95%.

La diversidad genética de las cepas de S. aureus fue evaluada utilizando el indice
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de discriminacion de Simpson con un intervalo de confianza de un 95% (Hunter
and Gaston, 1988).

indice de discriminacion de Simpson (Hunter and Gaston, 1988):

D=1-— $_,ni(ni—-1)
N(N-1)
S = nimero de especies
N = total de organismos presentes (o unidades cuadradas)

N = numero de ejemplares por especie.

Financiamiento.
Este proyecto sera co-financiado por el Laboratorio de Calidad de Leche,
Departamento de Ciencias Pecuarias, Facultad de Ciencias Veterinarias,

Universidad de Concepcion.



VI.  RESULTADOS
Identificacién microbiologica
Un total de 125 colonias con morfologia caracteristica de S. aureus (M™) fueron
identificadas y aisladas desde 77 (72%) operaciones lecheras de las provincias de
Biobio y Nuble (Tabla 5). De las 6 operaciones lecheras con mas de un estanque,
5 resultaron negativas a la identificacion de colonias M™. La operacién lechera
positiva tenia 3 estanques en los que en cada muestra de leche se aisl6 1 colonia
M),

El tamafio que presentaron las colonias M* presuntivas a S. aureus varié entre 1 a
2 mm a las 24 horas de cultivo aerdbico en ASE. Un 89,6% (n = 112) de los
aislados present6 un tamafio entre 1 a 1,5 mm. El patron hemolitico de los
aislados M" identificados correspondi6é a un 44,0% (n=55), 30,4% (n=38) y 25,6%
(n=32) para a-B-hemadlisis, a-hemolisis y B-hemolisis, respectivamente. La prueba
de catalasa resulté positiva en los 125 aislados M* de S. aureus (MMCt™)
evaluados (Tabla 2). Los resultados de la prueba de coagulasa a las 24 horas de
incubacion identificé como positivos 98 (78,4%) aislados M™Ct™ de S. aureus
MOctcg™M) (Tabla 2).

No se encontraron diferencias (p<0.05) entre las proporciones de grupos de S.
aureus MWct™cg™ identificados en las provincias de Biobio y Nuble. De la misma
forma, no se encontraron diferencias (p<0.05) entre las proporciones de S. aureus
MPctMcg™ de las provincias de Biobio y Nuble en sus patrones hemoliticos (a-B-

hemolisis, a-hemolisis y B-hemolisis).

Identificacion molecular

Un total de 89 aislados M™Ctcg™ resultaron positivos a la identificacién de S.
aureus por PCR (M®ctcg®PCR®™) (Tabla 5; Figura 2). En una misma muestra de
leche se identificaron 1, 2, 3 y hasta 4 aislados de S. aureus con diferencia en su
morfologia. De esta forma de los 89 aislados; 1, 2, 3 y 4 aislados se identificaron
desde 45, 14, 4 y 1 muestras de leche de estanque, respectivamente. Es mas; al
evaluar los aislados de S. aureus morfolégicamente dentro de una misma

operacion lechera se identificaron 1, 2,3y 4 aislados en 42, 14,5y 1. Esta



Tabla 5. Niveles de identificacion de aislados de Staphylococcus aureus desde

operaciones lecheras de la provincia de Biobio y Nuble.

muestras de leche de estanque y

Prueba Granja lechera Muestra leche de estanque Aislados

+ (%) - (%) + (%) - (%) + (%) - (%)
M 77 (72,0) 30 (28,0) 79 (68,7) 36 (31,3) 125 (N.A) N.A.
MOct™ 77 (72,0) 30 (28,0) 79 (68,7) 36 (31,3) 125(100) 0 (0)
MPctcg™ 66 (61,7) 41 (38,3) 68 (59,1) 47 (40,9) 98 (78,4) 27 (21,6)
MOctcgpcRr® 62 (58,0) 45 (42,0) 64 (55,6) 51 (44,3) 89 (71,2) 36 (28,8)

M™=Positivo en la identificacién de aislados con morfologia de colonia con tonalidad blanco amarillentas con presencia de a y/o B-

hemoélisis a su alrededor.

MOCt=MPC™ positivos al test de catalasa (Bactident® catalasa, Merck).

MPCtHcgP=MPCHCt™ positivos al test de coagulasa (Bactident ® coagulasa, Merck).

MOCtcgPPCRMY=MMCtMcg™ positivos a la prueba de reaccion en polimerasa especifico para S. aureus.

N.A.= No aplica por ser criterio de seleccion inicial; no existen negativos.
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L AB CDEFGHII (* ()W L

Figura 2. Amplificacion de producto de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) de 1318 pares de bases (pb) especifico para S. aureus utilizando primers
Sau 327-1645. Gel de agarosa de 1,5%. Letras consecutivas de la A ala H =
Corresponden a aislados 9 de los 89 aislados positivos a S. aureus con PCR que
presentan morfologia de colonia compatible, catalasa y coagulasa positiva. (+) =
Staphylococcus aureus ATCC 25923. (-)= Streptococcus sp.; W= Agua molecular

libre de Dnasa/RNAasa. L= Marcador de peso molecular. pb= Pares de bases.
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La tipificacion de S. aureus por RAPD-PCR identificé preliminarmente 81 patrones
de bandas de electroforéticos diferentes en los 89 aislados de S. aureus
confirmados por PCR (M™ctfcg®PCR™) (SID=0.99). Los 81 patrones de
correspondieron a: 73 genotipos representados con un unico aislado, 5 genotipos
con 2 aislados y 2 genotipos con 3 aislados. Los 7 genotipos de S. aureus con
mas de un aislado sus patrones de banda de RAPD-PCR fueron comparados
contiguamente en un gel de agarosa de 1,8% (Figura 3). Para este analisis se
repitieron los procedimientos de extraccién de ADN, RAPD-PCR y separacion de
bandas en gel de agarosa para cada aislado (Munoz and Zadoks, 2007). Al
evaluar los nuevos patrones de bandas obtenidos por RAPD-PCR se identificé que
cada asilado correspondia a una cepa genotipicamente diferente. De esta forma,
se identificaron por 89 genotipos diferentes de S. aureus en la provincia de Biobio
y Nuble (SID=1). Todos los aislados de S. aureus identificados con morfologia
diferente dentro de una misma muestra u operaciéon lechera fueron confirmados

como genotipicamente diferentes por patron de bandas obtenidos por PCR.

Patrones de banda electroforéticos de RAPD-PCR para S. aureus.

El nimero de bandas electroforéticas obtenidas en las 89 cepas de S. aureus
identificadas por RAPD-PCR en vario entre 6 a 9 bandas. Un 94,4% (n=84) de los
aislados presentaron en su patron electroforético 2 fragmentos de 900 y 200 pares
de bases (Figura 2). La variabilidad de patrones de bandas de cada cepa se
identifica principalmente entre las bandas ubicadas entre los fragmentos de 200 y
900 pb.

No se observaron diferencias entre las provincias de Biobio y Nuble para los
aislados, muestras de leche de estanque y operaciones lecheras identificados

como positivos para S. aureus (P<0,05).
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Figura 2. Patrones de bandas de aislados de S. aureus obtenidos por
amplificacion aleatoria de ADN polimérfico identificados desde muestras de leche
de granjas lecheras de la provincias de Biobio y Nuble. A-Q: Letras consecutivas
desde A a Q corresponden a 16 de los 89 aislados de S. aureus identificados
desde leche de estanque; W= Agua molecular libre de Dnasa/RNAasa; L=

Marcador de peso molecular; pb= Pares de bases.



VIl.  DISCUSION

Staphylococcus aureus es un patdégeno intramamario contagioso aislado desde
muestras de leche y rebafios lecheros de diferentes paises del mundo (Joo et al.,
2001, Jayarao et al., 2004, Capurro et al., 2010). El cultivo microbiologico de la
leche de estanque es utilizado para evaluar indirectamente patogenos IMi
contagiosos presentes en el rebafio lechero (Jayarao et al., 2004, Van Slykke et
al., 2008). La presente investigacion permitié identificar S. aureus en
aproximadamente 55% de las muestras de leche de estanque evaluadas en
operaciones lecheras de las provincias del Biobio y Nuble (n=62). De las misma
forma, el total de los aislados de S. aureus identificados tanto entre como dentro
de las operaciones lecheras correspondieron a cepas genotipicamente diferentes
(SID=1). Esta variabilidad genética de S. aureus entre operaciones lecheras de la
provincias del Biobio y Nuble sugieren que estrategias control y prevencion deben
estar dirigidas al patrén epidemiolégico de la o las cepas presentes en cada granja
lechera. El presente estudio permite evaluar S. aureus en muestras de leche de
estanque de operaciones lecheras que poseen cercano al 75% de las vacas
lecheras de las provincias del Biobio y Nuble (Instituto Nacional de Estadistica,
2007).

En un mismo rebafio se ha identificado que cepas de S. aureus en leche de
cuartos mamarios con IMI y leche estanque corresponden genotipicamente a una
misma cepa de S. aureus (Fagundez et al., 2007). Esto permite sugerir que cepas
de S. aureus identificadas desde leche de estanque en las provincias de Biobio y
Nuble pueden corresponder a cepas causantes de IMI en cada rebafio. Fagundez
et al. (2007) respalda él porque aislar microorganismos contagiosos tal como S.
aureus desde leche de estanque, es utilizado como una aproximacion de IMI
causadas por este microorganismo en la operaciéon lechera. La leche de IMI
subclinicas causadas por S. aureus son normalmente ordefiadas y acopiadas en
conjunto con el resto de la leche del rebafio en él estanque. La presencia de S.
aureus en leche de estanque se asocia con recuentos celulares somaticos del
rebano =200.000 cel/mL (Jayarao et al., 2004; Barkema et al., 2006; Olde et al.,

2006). En una misma operacion lechera una cepa 0 a una minoria de cepas
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responsables de una alta prevalencia de IMI y coexisten con un numero variable
de cepas de S. aureus causantes de una baja prevalencia de IMI (Zadoks et. al,
2012). En las provincias del Biobio y Nuble se identific6 una cepa Unica de S
aureus en un 67,7% de las operaciones lecheras evaluadas. Nuestro estudio no
permite realizar mayores conclusiones respecto al rol de estas cepas de S. aureus
en muestras de leche de estanque en IMI. No obstante, en otros estudios se

pueden contrastar las cepas aisladas desde leche con IMI.

El diagnostico y subtipificacion de S. aureus como causante de IMI desde
muestras de leche con IMI es normalmente realizado para evaluar su reaccion con
otras cepas de S. aureus presentes en el rebafio (Zadoks et al, 2002; Havery et
al.,, 2008). Un amplio numero de estudios describen una amplia diversidad
genética de cepas de S. aureus aisladas desde leche de cuartos o compuesta de
animales que cursan una IMI (Enrigth et al., 2000; Gurjar et al., 2011). Dentro de
un rebafo se ha identificado que existe un alto nimero de cepas de S. aureus no
predominantes dentro de la granja lechera (Joo et al., 2001; Gurjar et al., 2012).
Diversas fuentes de S. aureus extramamarias se han descrito de sitios
extramamarios dentro de la operacion lecheras (Zadoks et al., 2002). Una de estas
fuentes es la piel del pezén; S. aureus ha sido aislado desde la microbiota normal
de la piel del pezon de animales sanos y con IMI. Si bien el rol de cepas de S.
aureus presentes en la microbiota de la piel del pezén en una IMI ain no esta
claro, estas cepas podrian ser una transferidas a través de la maquina de ordefio
a la leche de estanque (Havery et al., 2008; Oikinomou et. al, 2012; Oikinomou et.
al, 2014). Cepas heterogéneas de S. aureus identificadas dentro de las muestras
de leche de estanque de las provincias del Biobio y Nuble pueden provenir tanto
de patogenos eliminados cuartos mamarios con [IMI; como también a
microorganismos establecidos en superficies que toman contacto con esta leche.
Por otro lado, reportes preliminares han identificado en la provincia de Nuble la
presencia de superficies de la maquina de ordefio con comunidades de
microorganismos por problemas en protocolos de sanitizacion (Latorre and Munoz,
2015). El presente estudio no permite identificar el origen de cada aislado ni su

vinculacion con una IMI. Sin embargo, realiza la primera aproximacion de
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identificacion molecular y de diversidad de cepas de S. aureus presentes en leche

de estanque de la provincia del Biobio y Nuble.

En la zona sur de Chile se han descrito cepas homologas de S. aureus desde
aislados de leche de IMI (Smith et al., 2005; Valdés et al., 2013). Por una parte,
Smith et al. (2005), vinculo estos aislados de las zona sur de Chile con aislados
intra y extramamarios presentes en diferentes partes del mundo. Por otro lado,
Valdés et al. (2013) reportd 20 aislados de S. aureus genotipicamente homélogos
causantes de IMI de la zona sur de Chile por REP-PCR, RFLP-PFGE y ERIC-
PCR. Sin embargo, falencias en la descripcion de la metodologia utilizada son
observados. La produccion de leche en la zona centro-sur y la zona sur de Chile
difieren entre otras; en la intensidad de produccién de leche anual, la
disponibilidad de forraje, sistemas de alimentacion, entre otros. Diferencias en
manejo de la operacién lechera, tal como el tipo de estabulacion del rebafio, se
describe que el impacta la prevalencia de S. aureus en leche de estanque (Olde et
al., 2010).

La capacidad de identificar y tipificar correctamente aislados de S. aureus en una
misma cepa guarda relacion directa con la metodologia utilizada. Dependiendo de
la investigacion el diagnostico de S. aureus desde muestras de leche es realizado
utilizando los PME complementada con pruebas adicionales (Boerlin et al., 2003;
Oikinomou et al., 2012). La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
ha demostrado ser robusta en la identificacion de patdégenos intramamarios. El
implementar el PCR a aislados M'Ct"'Cg" permitié identificar 9 (9.1%) aislados
catalasa positivo y morfologia compatible con colonias de S. aureus. La existencia
de especies de Staphylococcus coagulasa positivo tales como Staphylococcus
intermedius y Staphylococcus hycus han sido aislados desde leche son posible de
identificar errbneamente como S. aureus al utilizar los criterios microbiol6gicos
tradicionales (Oliver et al.,, 2004; Capurro et al, 2010). De esta forma 4
operaciones lecheras con un Unico aislado M*Ct'Cg* identificada como
previamente positivas por MSP fueron re-clasificadas como negativas. Esto realza

la importancia de complementar el diagnéstico de PME con una prueba robusta tal
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como PCR (Riffon et al., 2001; Kuzma et al., 2003). Por otro lado, en la tipificacion
de aislados de S. aureus fueron clasificados en la presente investigacion como 2
aislados iguales cuando el patron de bandas sea indistinguible uno con respecto a
otro. En este sentido y pese a que la técnica de RAPD-PCR es una técnica
comparativa; se identific6 que aislados identificados por Gurjar (2012) en los
Estados Unidos presenta los mismos fragmentos de 200 y 900 pb identificados en
un 90% de los aislados de S. aureus de nuestro estudio (Figura 4). No obstante,
para RAPD-PCR no existen criterios de subtipificacion de cepas de acuerdo al
namero de bandas en las que coinciden 2 aislados de S. aureus como los
descritos para PFGE (Tenover et al., 1995). La técnica de PFGE es utilizada como
la técnica gold standard para la subtipificacidbn de microorganismos con un mayor
poder de discriminacion respecto a RAPD-PCR (Saulnier et al, 1993; Sabat et. al.
2006). La técnica de PFGE demora mas que otras técnicas de tipificacion y
necesita de un pulsador de corriente Un importante nimero de estudios de
genotipos de S. aureus difiere en la metodologia de identificacion especie-

especifica de S. aureus en rebafios lecheros.

La identificacion de una amplia variedad de cepas de S. aureus en muestras de
leche de estanque de las provincias del Biobio y Nuble permite conocer que no
existe una cepa predominante de S. aureus entre leches de estanque de granjas
lecheras de las provincias del Biobio y Nuble. Para entender la epidemiologia de
cepas de S. aureus responsables de IMI de granjas lecheras de las provincias del
Biobio y Nuble mayor investigacion es requerida. La identificacion y
caracterizacion de cepas de S. aureus presentes en cada granja lechera permitiria
implementar estrategias de control de acuerdo al patrén epidemiolégico de la o las
cepas presentes en la granja lechera. En este sentido el identificar los factores de
virulencia predominantes en las cepas de S. aureus causantes de una IMI son
factores posibles de estudiar en la diversidad genética de aislados de la provincias
de Biobio y Nuble. Por otro lado, el consumo de leche de leche de cruda puede
considerar un riesgo de transmision de patégenos que causan enfermedades de
transmision alimentaria (Jgrgensen et al., 2005; Jayarao et al., 2006). Reportes

preliminares muestran que el consumo de leche cruda por personal de lecherias
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de las provincias de Nuble en operaciones lecheras es reportado (Latorre and
Munoz, 2013). De esta forma, la caracterizacion de cepas de S. aureus con
factores de impacto en la salud publica es otra punto importante a considerar (ej.
toxinas o resistencia antibidtica). La variada diversidad genética de S. aureus nos
sugieren que estrategias de control y prevencion deben estar dirigidas al patron
epidemiologico de la o las cepas presentes de cada granja lechera de las

provincias Biobio y Nuble.
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Figura 4. Comparacion de patrones de bandas de aislados de S. aureus obtenidos
del Estado de Nueva York; Estados Unidos (A) (Extraido de Gurjar et. al, 2012) y
provincias del Biobio y Nuble; Chile (B) utilizando RAPD-PCR con primer AUGS3.
Numeros consecutivos del 1 al 8 = Corresponden a aislados de S. aureus; L=

Marcador molecular.



VIlIl.  CONCLUSIONES

1. Staphylococcus aureus fue identificado en un 55,6% de las muestras de
leche de operaciones lecheras de la provincias de Biobio y Nuble.

2. El complementar los PME con PCR en el diagnéstico de S. aureus permitio
identificar aislados, muestras de leche y operaciones lecheras falsos positivos.

3.  No existe un tipo predominante de cepa de S. aureus entre leches de
estanque de granjas lecheras de las provincias de Biobio y Nuble.

4. Un 67,7% de las muestras de leche de estanque presenta una Unica cepa de

de S. aureus por operacion lechera.
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