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RESUMEN

La mastitis bovina causada por bacterias del
género Staphylococcus es un problema rela-
cionado con la salud animal y la salud publica.
de este trabajo es detectar los genes de viru-
lencia de Staphylococcus Coagulasa Positivos
y determinar su relacién con el nivel del test
de mastitis California. Se caracterizaron genes
de virulencia y resistencia de 156 aislamien-
tos identificados como SCP provenientes de
15 queserias de la cuenca norte del Uruguay
mediante PCR. Se detectaron 10 perfiles, in-
cluyendo 4 perfiles de genes solo presentes en
aislamientos con CMT normal (nuc pvl sec, nuc
pvl sed, nuc tst sec y tst). La deteccion del gen
sed indica la presencia del principal genotipo
que afecta al ganado (GTB). La relacion en-
tre el gen sec en aislamientos de SCP prove-
nientes de vacas con infeccion intramamaria a
niveles de CMT normales indica un potencial
problema en los sistemas lecheros impactando
negativamente inocuidad de los alimentos. In-
clusive empleando un sistema de monitoreo y
manejo a nivel de tambo.

SUMMARY

Bovine mastitis caused by bacteria of the
genus Staphylococcus is a problem related to
animal health and public health. The main ob-
jective of this study is to detect virulence genes
of Coagulase Positive Staphylococci and de-
terminate their relation with California Mastitis
test results. Virulence and resistance genes of
156 isolates identified as SCP from 15 chee-
se-making dairy farms in the northern basin of
Uruguay were characterized by PCR. 10 profi-

les were detected, including 4 profiles of genes
only present in isolates with normal CMT (nuc
pvl sec, nuc pvl sed, nuc tst sec and tst). De-
tection of the sed gene indicates the presence
of the main genotype affecting cattle (GTB).
The relationship between the sec gene in SCP
isolates from IIM cows at normal CMT levels
indicates a potential problem in dairy systems,
negatively impacting food safety. Even if using
a monitoring and management system at the
dairy level.

INTRODUCCION

Entre los agentes zoondticos causantes de
infecciones intramamarias (1IM) encontramos a
Staphyolococcus aureus (S. aureus), agrupado
dentro de los Staphylococcus Coagulasa Posi-
tivos (SCP) esta descripto como el principal pa-
tégeno a nivel mundial (Cété-Gravel y Malouin,
2019). A su vez, Staphylococcus aureus esta
descripto como uno de los principales agentes
causantes de enfermedades transmitidas por
alimentos (ETAs) a globalmente. Los efectos
téxicos se deben a la accion de enterotoxinas
producidas por este microorganismo las cuales
no son eliminadas por tratamientos térmicos.
Este conjunto de caracteristicas demuestra
que la mastitis bovina causada por bacterias
del género Staphylococcus no solo debe con-
siderarse como un problema relacionado a la
salud animal, sino que también se la debe te-
ner en cuenta como un riesgo potencial para la
salud publica (Becker et al., 2015). El objetivo
de este trabajo es detectar los genes de viru-
lencia de Staphylococcus Coagulasa Positivos
y determinar su relacion con el nivel del test de
mastitis California.
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MATERIALES Y METODOS

Para este estudio fueron empleados 156 ais-
lamientos identificados fenotipicamente como
SCP de muestras de leche. Los aislamientos
de SCP fueron obtenidos a partir de vacas en
ordene con diferentes grados de mastitis sub-
clinica en base al grado de CMT, en queserias
artesanales de la region Litoral Norte.

Se realizo la identificacion de los aislamien-
tos mediante PCR a tiempo final en base a la
presencia del gen que codifica a la termonu-
cleasa (nuc). Los asilamientos de SCP posi-
tivos al gen nuc son identificados como “Sta-
phylococcus aureus”, aquellos negativos seran
referidos como “No aureus Staphylococcus
Coagulasa Positivo” (NA-SCP). Se determiné
la presencia de los genes de virulencia: ente-
rotoxinas clasicas (sea, seb, sec, sed, see),
toxina de shock toxico (tst) y leucocidina Pan-
ton-Valentine (pv/).

Se realizé el estudio dimensional de los ais-
lamientos de origen bovino por medio del Ana-
lisis de Correspondencias Multiples (ACM). Se
evaluo la relacién entre los aislamientos porta-
dores de genes y el nivel de CMT por medio del
Coeficiente de Correlacidon Biserial por rangos
y el test t de Student a un nivel de significancia
a=0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los aislamientos coagulasa positivos ob-
tenidos de bovinos, 144 fueron identificados
como S. aureus y 12 NA-SCP. Se detectaron
aislamientos portadores de genes de produc-
cion de enterototoxinas estafilococicas (SEs) y
del gen pvl en muestras de leche en todos los
niveles de CMT representando una baja pro-
porcion de aislamientos obtenidos de las vacas
en ordenie.

En nuestro estudio principalmente fueron
detectadas cepas productoras de enterotoxi-
na D. Esto puede deberse a la presencia de
cepas con alta tasa de contagio. Esto podria
deberse a que estos aislamientos portadores
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del gen sed pertenezcan al genotipo B (GTB).
Evidencia que apoye esto es que este gen per-
tenece al plasmido plB485, presente en cepas
pertenecientes al GTB (Chieffi et al., 2020).
Asociado a esto, el rol de las SEs en la viru-
lencia de las IIM ha sido considerado minimo o
inexistente (Haveri, et al., 2007). La amplia dis-
tribucién de los genes pv/ y tst en aislamientos
de origen bovino obtenida en este trabajo es
similar a la hallada en estudios previos (Monis-
tero et al., 2018). En el caso del gen pv/, podria
estar relacionado a que este gen es transpor-
tado por multiples bacteriéfagos (Malachowa y
DeLeo, 2010). Creemos que la falta de asocia-
cion entre el gen pvl y el incremento de célu-
las somaticas en leche puede ser causada por
la especificidad de esta exotoxina (Zecconi, et
al., 2006). En estudios posteriores realizados
en Japon se determind que la accién de la toxi-
na TSST-1 es suprimida por la glandula mama-
ria (Komine et al., 2000). Relacionado a esto,
el sistema inmune de las mismas esta adapta-
do a generar una respuesta rapida al entrar en
contacto con la toxina (Hayakawa et al., 2000).
Esto puede indicar que la misma no juega un
rol significativo en la patogenia de las mastitis
por Staphylococcus ya que los bovinos estan
adaptados para responder de forma rapida a
la toxina.

El ACM presentd una relacién entre los ge-
nes sec tst (Fig. 1A). En este analisis se de-
tectaron 10 perfiles, entre estos, 4 perfiles de
genes unicamente presentes en aislamientos
con un CMT normal (nuc pvl sec, nuc pvl sed,
nuc tst secy tst) (Fig. 1B).

Esta relacién entre los genes de produccion
de enterotoxina C y el gen tst posiblemente

Tabla 1. Distribucién de aislamientos portadores de genes, or-
denados por grado de CMT (NOR: Normal, TRA: Trazas, 1°:
Grado 1, 2°: Grado 2, 3°: Grado 3.

CMT nuc tst sea seb sec sed see pvi

NOR | 45 7 O 1 4 4 0 7

TRA (12 0 O 0 0 1 0 2

1° 45 8 0 0 0 1 0 7

2° 32 0 0 1 0 0 0 5

3° 10 0 O 0 0 1 0 2
TOTAL 144 15 O 2 4 7 0 23
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sea causada por medio de la isla de patogenia
SaPlbov1 (Monistero et al., 2018). Ortega et
al., (2010), enfatizan el efecto sinérgico entre
estas toxinas y en otro estudio se adjudico el
50% de las mastitis en Japdn eran causadas
pos cepas productoras de ambas toxinas (Na-
gase et al., 2002)

Se empled el Coeficiente de correlacion bi-
serial detectando correlacion negativa signifi-
cativa (CC = -0,2 p = 0,01) entre la presencia
del gen sec y el nivel de CMT, indicando que
aislamientos poseedores de este gen tienden a
presentarse en niveles bajos de células soma-
ticas. Esto podria ser ocasionado por una baja
respuesta inmune ante infecciones por SCP
con estas caracteristicas. El desarrollo bacte-
riano esta directamente asociado a la produc-
cion de enterotoxinas y la excrecion de células
somaticas (Kuroishi et al., 2003). Esto podria
deberse a que el patdégeno no se encuentre en
cantidades suficientes para producir la entero-
toxina.

CONCLUSIONES

La relacion entre el gen sec en aislamien-
tos de SCP provenientes de vacas con IIM a
niveles de CMT normales indica un potencial
problema en los sistemas lecheros impactando
negativamente la produccion y calidad de los
productos elaborados, asi como la inocuidad
de los alimentos. Inclusive empleando un sis-

Figura 1. Analisis de correspondencia multiple. A. Grafico de
barras, correspondencias presencia-ausencia de genes, en
eje vertical valores propios (Eigenvalue) de la 1°" dimension
(DIM1). B. Jitter plot, distribucion de observaciones agrupadas
por nivel de CMT (NOR: Normal, TRA: Trazas, 1°: Grado 1, 2°:
Grado 2, 3°: Grado 3), en eje vertical valores propios (Eigenva-
lue) de la 1°" dimension (DIM1).
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tema de monitoreo y manejo a nivel de tambo.
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