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PROLOGO

“La Medicina Veterinaria comparte con la Salud Publica una practica
filosofica comun, basada en idénticos conceptos poblacionales. La Salud
Publica es, en esencia, la practica de la Medicina de Rebarios
Humanos”...

Schwabe. 1984

En un estudio previo realizado por el grupo de investigacion de la
Universidad Nacional de Rio Cuarto (UNRC), el relevamiento de 51
tambos en la cuenca lechera de Villa Maria (Cérdoba, Argentina),
demostré6 como patégenos mas prevalentes (52.1%), a los
Staphylococcus  coagulasa negativos (SCN) seguido de
Staphylococcus aureus (21.3%) [Dieser y col., 2014]. Entre las
diferentes especies pertenecientes al grupo de los SCN,
Staphylococcus  chromogenes,  Staphylococcus  haemolyticus,
Staphylococcus warneri 'y Staphylococcus xylosus fueron las
especies aisladas con mayor frecuencia [Bonetto, 2014; Raspanti y
col., 2016].

La caracterizacion genotipica para algunos factores de virulencia
reveld la presencia de genes asociados a la resistencia a B-
lactamicos blaZ y mecA en el 88,8% y 35,2% de los aislamientos,
respectivamente. Por otra parte fueron detectados en un porcentaje
elevado genes asociados a la formaciéon de biofilm, eno (70 %) e
icaAD (74 %) [Bonetto, 2014].

En otro estudio llevado a cabo por la Universidad Nacional de Villa
Maria (UNVM), se demostr6 a partir del relevamiento de 10
establecimientos lecheros de la region de Villa Maria, una importante
prevalencia (37,6%) de S. aureus, que en su totalidad mostraron la

capacidad de formar biofilms [Somale y col., 2013]. Se demostrd



ademas la presencia de genes icaAD, en el 67% de los aislamientos
de aureus con capacidad de formar biofilm provenientes de mastitis
subclinica y en la totalidad de aislamientos de S. aureus con
capacidad de formar biofilm provenientes de mastitis clinica y
cronica, lo que indicaria que PIA es un factor importante en la
formacion de biofilms [Felipe y col., 2013]. Ademas, todos los
aislamientos de S. aureus ya obtenidos [Felipe y col., 2013] y
algunas cepas de SCN aisladas en la misma cuenca, fueron CIfA,
CIfB 'y FnbpA positivos, sefialando una participacion relevante de las
proteinas de adhesion en el mecanismo de formaciéon de
biopeliculas [Felipe y col 2017].

Estos resultados demuestran la presencia e incidencia elevada de
cepas de Staphylococcus spp con habilidad para establecerse en
forma de biofilms en los animales de nuestra region, lo cual podria
estar contribuyendo, conjuntamente con otros factores, a la
resistencia a los tratamientos.

En lo que respecta a Salud Publica, toma gran importancia otro
factor de patogenicidad del género Staphylococcus aislados de
sistemas de produccion lactea que es la produccion de
enterotoxinas, compuestos secretados por este grupo bacteriano,
que presentan a diferencia de los organismos que las generan,
resistencia a altas temperaturas, y esto tendria que ver con su
incidencia y riesgo para los consumidores de productos terminados.
Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos donde se
demuestra la mayor incidencia de SCN asociado a mastitis bovina,
surge la necesidad de determinar su capacidad para la produccion
de enterotoxinas nocivas para el consumidor y de biopeliculas que
dificultan su eliminacién en la industria lactea con los protocolos de
limpieza y sanitizacion, dado los riesgos potenciales que ello implica
para la salud de los consumidores

En resumen, esta tesis intenta evaluar el riesgo que representan el

grupo de especies SCN aisladas en leches de vaca que se dirige a



industria y consumo, debido a la produccion de factores de virulencia
como produccion de enterotoxinas y biofilm. Para asi resaltar la
necesidad de asegurar durante la cadena de elaboracion de
alimentos las buenas practicas de manufactura y los adecuados
procedimientos operativos estandarizados de sanitizacion, con el fin
controlar focos de posible contaminacién a los fines de resguardar la

salud publica.
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RESUMEN

Ante el potencial peligro que representa para la salud publica la
presencia de enterotoxinas estafilocécicas termoestables en
productos lacteos, surgid la necesidad de investigar la potencial
habilidad de producir estas toxinas por diferentes especies de
Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) aislados en leche
bovina. Estas bacterias, que estan adquiriendo cada vez mayor
participacion en las infecciones de los rebafos, producen varios
factores de virulencia, entre ellos, enterotoxinas, y crecimiento en
biofilm, lo cual contribuye a su permanencia en el sector productivo
por dificultar la acciéon de agentes sanitizantes y desinfectantes.
Dado que es esencial la correcta identificacion de las especies
estafilococicas para un diagnodstico y tratamiento eficaz, este trabajo
tuvo entre sus objetivos, la identificacibn genotipica de los
aislamientos por analisis de PCR-RFLP del gen gap. La
comparacion de este método y la técnica considerada como prueba
definitiva de identificacion de especie basada en perfiles proteicos,
MALDI-TOF MS, permitieron considerar al primero como confiable
para la identificacion de especie de los aislamientos de SCN con un
93,9% de coincidencia

Sobre los factores de virulencia de SCN, se investigd, presencia de
genes de enterotoxinas y capacidad fenotipica de formar biofilm,
para luego determinar el grado de asociacion entre ambas. Se
obtuvo un importante numero de cepas productoras de enterotoxinas

(78,1%). Entre los genes encontrados, el gen sea fue el mas
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prevalente, presente en cuarenta y siete de las 96 cepas (48,9%).

En cuanto a la capacidad fenotipica de formacién de biofilm, la
mayoria (92,7%), ochenta y nueve de los 96 aislamientos
analizados, presentaron esta habilidad. Es interesante destacar que
el 60,4%, (58/96), resultaron fuertes formadores.

La habilidad de producir biofilm por diferentes especies de SCN con
presencia de genes para enterotoxinas remarca el riesgo potencial
de la persistencia de estas bacterias en el ambiente de
procesamiento de alimentos.

Dado que las toxinas estafilocdcicas permanecen en los productos
aun luego del proceso térmico, los resultados obtenidos en este
estudio valorizan la importancia de contar con estrictos programas
de higiene que aseguren las practicas de ordefio y la salud animal, y

de este modo se ayude a preservar la salud del consumidor.
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SUMMARY

Due to the potential danger to the public health posed by
staphylococcal thermostable enterotoxins in dairy products, the need
arose to investigate the potential ability to produce these toxins by
different coagulase negative Staphylococcus species (CNS) isolated
in bovine milk. These bacteria, which are becoming increasingly
involved in herd infections, produce several virulence factors,
including enterotoxins, and biofilm forming, which contributes to their
permanence in the dairy sector by hindering the action of sanitizing
agents and disinfectants.

Given that the correct identification of staphylococcal species is
essential for effective diagnosis and treatment, this work had among
its objectives the genotypic identification of the isolates by PCR-
RFLP analysis of the gap gene. The comparison of this method and
the technique considered as definitive proof of species identification
based on protein profiles, MALDI-TOF MS, allowed the former to be
considered reliable for the identification of species of CNS isolates
with a 93.9% coincidence.

Regarding the virulence factors of SCN, the presence of enterotoxin
genes and the phenotypic capacity to form biofilm were investigated,
in order to later determine the association between both. An
important number of enterotoxin-producing strains was obtained
(78.1%). Among the genes found, the gene was the most prevalent,
present in forty-seven of the 96 strains (48.9%).
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Regarding the phenotypic capacity of biofilm formation, the majority
(92.7%), eighty nine of the 96 isolates analyzed, showed this ability.
It is interesting to note that 60.4% (58/96) were strong formers.

The ability to produce biofilm by different species of SCN with the
presence of enterotoxins genes, highlights the potential risk of
persistence of these bacteria in the food processing environment.
Since the staphylococcal toxins remain in the products even after the
thermal process, the results obtained in this study value the
importance of having strict hygiene programs that ensure milking
practices and animal health, and in this way help preserve

consumer's health.
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INTRODUCCION

Enfermedades transmitidas por alimentos

Generalidades

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son
enfermedades de origen alimentario, incluidas las intoxicaciones e
infecciones, son patologias producidas por la ingestion accidental,
incidental o intencional de alimentos o agua, contaminados en
cantidades suficientes con agentes quimicos o microbiolégicos,
debido a la deficiencia en el proceso de elaboracidon, manipulacion,
conservacion, transporte, distribucibn o comercializacion de los
alimentos y agua [Benenson, 1997].

Es importante diferenciar las infecciones alimentarias de las
intoxicaciones alimentarias:

Las infecciones alimentarias son aquellas en las que las bacterias se
encuentran en el alimento en el momento de la ingestion,
multiplicandose en el huésped y dando lugar a la enfermedad.

Las intoxicaciones alimentarias son las enfermedades que se
producen cuando las bacterias proliferan en el alimento, produciendo
una sustancia toxica para el hombre y animales de sangre caliente.
En este caso las bacterias proliferan en alimento y no en el huésped,
encontrandose estas sustancias nocivas ya en el alimento al

momento de la ingestion [Mossel y col., 2003].

ETAs y la salud publica

Las ETAs son un problema de caracter social, tecnoldgico,
economico, cultural y politico. Es un problema frecuente en los
paises en vias de desarrollo, las autoridades e instancias
gubernamentales y otras instituciones afines deberian dirigir

campanas de vigilancia y asistencia continua a fin de prevenir o
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corregir situaciones que pueden ser muy peligrosas y que pueden
afectar adversamente la salud de la poblacién [FAO, 2006].

La salud y la vida de las personas dependen en gran parte de la
calidad nutricional de los alimentos que consumen diariamente, la
cual a su vez depende de la calidad higiénica y sanitaria a la que
estos son sometidos en el transcurso de la cadena productiva, desde
el campo a la mesa del consumidor [FAO, 2006].

Se hace necesario identificar los distintos factores que pueden
intervenir como causas principales de generacién de infecciones e
intoxicaciones alimentarias o una combinacion de ambas, a fin de
poder determinar, controlar y prevenir a los consumidores. [FAO,
2006].

Las ETA constituyen uno de los problemas de salud publica mas
relevantes. Las ETA de origen infeccioso pueden estar asociadas a

agentes virales, parasitarios o bacterianos. [FAO, 2006].

Intoxicacion alimentaria estafilocécica

Diferentes especies del género Staphylococcus que colonizan la piel
y mucosas del hombre y los animales estan asociadas a ETAs
[ICMSF, 1996]. Su presencia en los alimentos procesados se debe a
la contaminacién introducida por los manipuladores, debido a
inadecuadas practicas de manufactura o por la utilizacion de materia
prima contaminada [Bean y col 1996] y pueden requerir atencion
hospitalaria [Lopez y col., 2008; Brizzio, 2009; Mabfredi y col., 2010].
La intoxicacion alimentaria por estafilococos es causada por la
ingestibon de toxinas secretadas por los microorganismos
preformadas en los alimentos contaminados [Dinges y col., 2000; Le
Loir y col.,, 2003]. Estas toxinas denominadas enterotoxinas
estafilococicas (SEs, Staphylococcal Enterotoxin), actuan sobre la
mucosa intestinal produciendo la secrecién masiva de liquidos a la

luz del intestino y la consiguiente diarrea
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Estas toxinas son proteinas simples de bajo peso molecular y
termotolerantes. Hasta hace wunos afos se reconocian 5
enterotoxinas diferentes por inmunodifusién (SEA, SEB, SEC, SED,
SEE), posteriormente se describieron 13 nuevos tipos mediante
técnicas genotipicas. En la actualidad se reconocen 18 tipos
diferentes de enterotoxinas (SEA-SEU), ademas de las variaciones
de SEC (SEC1, SEC2, SEC3) [Bhatia, 2007; ICMSF, 1992]. Las SEs
se producen principalmente en la fase posexponencial del
crecimiento bacteriano y su expresion genética esta controlada por
al menos tres sistemas de regulacion: agr, sar y un sistema de
represion catabolica [Fueyo Mendoza, 2008]. La determinacion del
tipo de SE producida por una cepa dada aporta datos importantes
para el estudio bacteriolégico, epidemioldgico, clinico, alimentario y
medioambiental de un evento epidemiolégico [ICMSF, 1992].

Entre las bacterias que originan estas enfermedades,
Staphylococcus aureus ocupa un papel destacado como agente
etiologico de una de las gastroenteritis mas frecuentes por consumo
de alimentos contaminados. Esta afeccion se conoce como
intoxicacién alimentaria estafilococica (IAE) y esta identificada en la
Clasificacion Internacional de Enfermedades como CIE 005.0 (14).

Si bien la produccion de SEs es caracteristica de Staphylococcus
aureus, en los ultimos afnos también se ha reportado la produccion
de las mismas en diferentes especies de Staphylococcus coagulasa-
negativos (SCN) que participan en una variedad de infecciones en el
hombre y animales [Park y col.,, 2011; Unal y Cinar, 2012;
Guimaraes, 2013].
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Presentacion en el hombre

En algunos paises la enfermedad constituye una importante causa
de intoxicacion alimentaria. La mayoria de los casos esporadicos
quedan generalmente sin registrar. Principalmente se conocen y
registran los brotes que afectan a varias o muchas personas.
Alrededor de 1500 millones de casos de diarrea asociados a 3
millones de muertes ocurren anualmente en el mundo en menores
de 5 anos. Entre el 15% y el 70% de estas diarreas son el resultado
directo de la contaminacion quimica o biolégica que presentan
algunos de los alimentos que se comercializan en los diferentes
paises. Se estima que, solo en EE.UU., cada afio se presentan entre
3,3 y 12,3 millones de casos de enfermedades transmitidas por los
alimentos (ETA), con un costo asociado de 6,5 a 34,9 millones de
dolares anuales [Buzby, 1997].

En los Estados Unidos de América en el periodo de 1977 a 1981 se
registraron 131 brotes, que afectaron a 7.126 personas, en los
ultimos 3 anos de ese quinquenio, solo se incrimino la enterotoxina
A. En la actualidad, la leche, que es la fuente mas comun de toxinas
C y D y otros alimentos son la causa menos comun de intoxicacion
en Estados Unidos [Holnberg y Blake, 1984]. En Japdn, el promedio
anual de brotes de intoxicacion alimentaria de 1976 a 1980 fue de
827. Del total de 8.742 casos, 28,2% fueron debidos a intoxicacion
estafilocdcica [Genigeorgis, 1989].

Se ha sugerido que los trastornos intestinales observados con
frecuencia en los paises en desarrollo, se deben en parte a la
intoxicacién estafilocécica, como lo demostraria el hecho de que los
titulos de anticuerpos a las enterotoxinas son mas altos en
residentes de estos paises que en personas en transito [Bergdoll,
1979].
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Presentacion en animales

No se conocen casos espontaneos de intoxicacion aguda en
animales domésticos. El mono Macaca mulatta es susceptible a la
enterotoxina por via digestiva y se ha usado como animal
experimental para demostrar su presencia en los alimentos
involucrados. También se han usado gatos para tal fin pero mediante
inoculacion intravenosa o intraperitoneal de la enterotoxina. Es
posible que el perro sufra de una gastroenteritis similar al hombre
[Smith, 1957]. En cuanto a lo que a salud publica se refiere, reviste
interés la mastitis bovina (MB) por este género bacteriano, que es un
grupo de patdbgenos comun en la ubre de la vaca en los sistemas
modernos de ordefe. La transmisién de estos agentes (SCN) se da
a través de las maquinarias de ordefio o de las manos de los
operarios, y la entrada se produce por via ascendente por el canal
del pezén o por lesiones superficiales del mismo [Gillespie y
Timoney, 1981].

Las enterotoxinas A, C y D son las predominantes en muchos casos
de intoxicacion estafilococica en muchos paises [Kato y Kume,
1980]. Sin embargo, los tipos predominantes de enterotoxinas de
cepas aisladas de leche parecen variar entre paises, pero muchas
veces esto podria deberse a que los estudios llevados a cabo,
cotaban con un numero de cepas poco representativo. En
investigaciones realizadas en los ultimos afos en 5 paises europeos
y Japdén se ha demostrado que una gran parte de los estafilococos
que se aislan de mastitis bovina (MB) son toxigénicos. En Europa de
174 cepas aisladas, el 41,4% producian enterotoxinas y de esas el
48,6% eran A, 5,6% B, 29,2% C vy 33,3% D, solas o combinadas. En
Japon, se estudiaron 1.056 cepas aisladas de MB subclinicas, de las
cuales el 34,4 % resultaron toxigenicas y de estas el 31,1% eran
productoras de enterotoxina Ay 10,7%, 54,3%, y 27% de B, Cy D

respectivamente, solas o combinadas [Kato y Kume, 1980].

AGUSTIN CONESA| 9



Escuela de Salud Piblica

Facultad de Ciencias Médicas
Universidad Nacional de Cérdoba

Mastitis bovina

Generalidades

La mastitis bovina (MB) es una inflamacion de la glandula mamaria
(GM) asociada al parto y la lactancia, y constituye la patologia mas
frecuente que afecta al ganado bovino lechero [De Vliegher y col.,
2012]. La produccion lechera es una de las actividades econémicas
mas importantes del pais, siendo Cdérdoba la provincia que mayor
cantidad de leche produce, con un 37% de la produccion total
[Subsecretaria de Lecheria de la Nacion Argentina, 2012]. En los
ultimos afos ha incrementado la demanda de leche y ha disminuido
el numero de tambos, esto ha llevado a una mayor explotacién del
rodeo y de la infraestructura del tambo con consecuencias sanitarias
indeseadas. La MB es causada principalmente por microorganismos
y se caracteriza por el cese en el suministro de leche, alteraciones
en la calidad y en la produccion lactea [Halasa y col., 2007]. De
acuerdo con el recuento de células somaticas (RCS) en leche, el
nivel de la infeccién intramamaria (lIM), el estadio de la lactancia en
el que se produce la infeccién, la MB puede aparejar serios
problemas en el ganado vacuno lechero, con grandes pérdidas
econdmicas no solo por el descarte de la leche y de las vacas
infectadas en casos severos, sino también por el costo de los
tratamientos utilizados para controlar y erradicar la patologia
[Hogeveen y col., 2011; Larriestra y Vissio, 2012].

La enfermedad puede cursar como subclinica, que es la de mayor
prevalencia en un rodeo, sin signos clinicos evidentes en el animal y
apariencia normal de la leche con RCS superior a 200.000 cel. /mL,
0 como clinica, con alteraciones macroscopicas de la leche y
sintomas palpables de la ubre [Philpot y Nickerson, 1992]. A veces
en la mastitis clinica se pueden presentar signos sistémicos los

cuales pueden culminar en bacteriemia, septicemia y muerte del
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animal [Philpot y Nickerson, 1992; Leigh, 2002]. Clasicamente se la
ha definido como una “enfermedad poli factorial”, porque el riesgo de
infeccion depende de la habilidad de la vaca para rechazarla, de la
patogenicidad y cantidad de bacterias presentes en el rodeo y de las
condiciones del medio ambiente, en particular del manejo del ordefio
que se esté desarrollando en el establecimiento (Figura 1)
[Andresen, 2001].
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Figura 1. Interaccion de los factores que participan en la transmision de la
mastitis: vaca, medio ambiente y microorganismos.
[http://www.pakissan.com/english/allabout/livestock/mastitis. monster.threat.to.dair
y.industry.shtml].
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Impacto econémico

A nivel mundial, las pérdidas causadas por MB son de
aproximadamente 35 mil millones de pesos anuales y representa el
70% de los gastos totales para los ganaderos lecheros [Philpot y
Nickerson, 1992; dos Santos y col., 2002; Wellenberg y col., 2002;
De Vliegher y col., 2012; Fabres-Klein y col.,, 2014]. El impacto
econdmico directo de valores elevados de RCS difiere
considerablemente entre paises, y depende de la violacion de limites
para leche de calidad reducida o de premios pagados por leche de
alta calidad. En nuestro pais la Secretaria de Agricultura, Ganaderia
y Pesca del Ministerio de Agroindustria establecié para la “Leche de
Referencia”, en el sistema de pago de leche cruda, recuentos
<400.000 cel. /mL para el mayor porcentaje de bonificacion por
calidad higiénico-sanitarios [SECAGYP, 2017].

Segun el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la
Republica Argentina [MAGyP, 2015]. Los valores de RCS en leche,
en un total de 6.229 tambos con una produccién promedio mensual
de aproximadamente 557 millones de litros de leche en enero del
2015, fue de 446.400 cel/mL, teniendo en cuenta que las pérdidas
econdmicas corresponden al 5% del total de la leche producida se
puede calcular una disminucién anual aproximada de 334 millones
de litros.

La produccion lechera en Argentina tiene lugar principalmente en la
region pampeana, abarcando el noreste de la Pampa, centro oeste
de la Provincia de Santa Fe, el Sudeste de la provincia de Cérdoba,
el Norte, Oeste y Sur de la provincia de Buenos Aires, Sur de la
provincia de Santiago del Estero y centro sur de la provincia de Entre
Rios, con aproximadamente 10.000 tambos, [Lecheria Argentina,
Anuario 2014]. (Figura 2).
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Cuencas Lecheras Pampeanas

1-Sur de Santa Fe

2-Centro de Santa Fe
3-Norte de Santa Fe
4-Abasto Sur Buenos Aires
5-Abasto Norte Buenos Aires
6-Oeste Buenos Aires

7-Mar y Sierras Buenos Aires
8-Noreste Cordoba

9-Villa Maria Cérdoba
10-Sur Cérdoba

11- Entre Rios

12- La Pampa Centro Norte
13-La Pampa Sur

14- Sur Buenos Aires

Cuencas Lecheras Extra-
Pampeanas

15- Rivadavia de Santiago del
Estero

Figura 2. Cuencas Lecheras Pampeanas y Extra- Pampeana
[Adaptado de Marino y col., 2011]

En un estudio sobre 48 establecimientos lecheros pertenecientes a
la Unidad Ejecutora Local de Villa Maria, Cérdoba, Argentina, Vissio
y col (2015) analizaron un promedio de 128 vacas en ordefie por
establecimiento (rango 70-212). Los datos obtenidos mostraron que
la mediana de pérdidas en produccidon de leche por mastitis
subclinica que encontraron fue de 2,8 litros/vacas/dia lo que
representa un costo de US$ 0,99/vaca/dia. Por otro lado, la mediana
de pérdidas en produccion de leche atribuidas a mastitis clinica fue
de 0,12 litros/vaca/dia, lo que representd un costo de US$
0,04/vacaldia. El mismo grupo de investigacion en estudios previos
en la misma cuenca lechera [Larriesta y Vissio, 2012], encontraron
una prevalencia global de mastitis subclinica del 19,4% y de mastitis
clinica del 3% en un total de 2000 vacas. Estos resultados
demuestran las grandes pérdidas econdmicas ocasionadas por la
mastitis clinica y subclinica.

A pesar de que existen tratamientos para la MB, el éxito de los

mismos es decepcionante y depende de la vaca, el agente patégeno
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y el tratamiento [Keefe, 2012]. La patogénesis y la epidemiologia de
la enfermedad siguen siendo en gran medida desconocidas, y otros
factores de riesgo especificos de patégenos deben ser identificados

para optimizar los programas de prevencion actuales.

Agentes etiolégicos

La MB es principalmente una enfermedad infecciosa de la GM, en la
cual la inflamacion se produce como respuesta a la invasion, a
través del canal del pezon, de diferentes tipos de bacterias, hongos,
y hasta algunos virus [Pereyra y col., 2014]. Las especies de los
géneros bacterianos Staphylococcus y Streptococcus son las mas
prevalentes en infecciones clinicas y subclinicas en Argentina
[Gonzalez y col., 1980; Calvinho y col., 1991; Rivero y col., 1994;
Gentillini y col. 2002; Calvinho y Tirante 2005; Dieser y col., 2014].
De acuerdo a su habitat, interaccion con el huésped y patogenicidad,
los microorganismos pueden ser clasificados como:
microorganismos contagiosos, ambientales, oportunistas y otros
[Watts y Owen, 1989; Philpot y Nickerson, 1992; National Mastitis
Council, 2009].

Microorganismos contagiosos

Los patdgenos contagiosos viven y se multiplican sobre y dentro de
la GM infectada, ademas se propagan entre cuartos de un mismo
animal o de un animal a otro, principalmente durante procedimientos
de ordefie poco higiénicos [Zadoks y col., 2001; Rossitto y col.,
2002].Si bien las especies mas frecuentemente aisladas dentro de
este grupo incluyen a Staphylococcus aureus y Streptococcus
agalactiae, también se sehala a Mycoplasma  bovis,
Corynebacterium bovis y Streptococcus dysgalactiae como agentes
causales de MB [Philpot y Nickerson, 1992]. Mycoplasma puede ser
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considerado un patdogeno emergente de mastitis [Fox y col., 2005;
Barkema y col., 2009; Passchyn y col., 2011]. Estos son patogenos
dificiles de aislar e identificar, y por lo tanto la sensibilidad de la
deteccion en muestras de leche con mastitis se reduce cuando las
mismas han sido almacenadas y congeladas [Biddle y col., 2004].
Dentro del género Staphylococcus, la especie S. aureus es el agente
etiolégico de mastitis clinica y subclinica mas dificil de controlar en
vacas y ovejas [Barkema y col., 2006] y de mayor prevalencia tanto
en Argentina [Calvinho y Tirante, 2005; Dieser 2014], como en otros
paises de gran desarrollo lechero [Zecconi y col., 2005]. Aunque S.
aureus puede causar mastitis aguda y clinica con alteracién
macroscopica de la leche, la forma mas frecuente de presentacion
es la subclinica con tendencia a la cronicidad, sin alteracion
macroscopica de la leche, pero con recuentos elevados de células
somaticas y persistencia de la bacteria en la GM [Bardiau y col.,
2014].

Microorganismos ambientales.

Los patdogenos ambientales se encuentran en el ambiente donde
vive la vaca, pasturas, cama, excremento, entre otros, y pasan a la
ubre en los periodos entre ordefe [Zadoks, 2002]. Dentro de este
grupo se encuentran S. dysgalactiae comportandose tanto como un
patdgeno ambiental como contagioso [Smith y Hogan, 1993;
Calvinho y Tirante, 2005], Streptococcus uberis causando tanto
mastitis subclinica y clinica [Compton y col., 2007] y bacterias gram
negativas representadas principalmente por bacterias coliformes
[Smith y col., 1985; Oliver, 1988] entre ellas Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter aerogenes,
y especies de Citrobacter, Serratia y Proteus [Philpot y Nickerson,
1992]. Los patdégenos ambientales también pueden causar

problemas de mastitis en el periparto [Fox, 2009].
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Microorganismos oportunistas

Los Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) se encuentran
normalmente colonizando la piel sana de los pezones y en las
manos de los ordefiadores, y por esto se encuentran en una posicion
“oportunista” para colonizar el canal del pezén. En la actualidad, los
SCN son la principal causa de mastitis subclinica en la mayoria de
los rodeos lecheros con un adecuado manejo higiénico-sanitario que
han controlado la mastitis contagiosa [Davidson y col., 1992; Pyorala
y Taponen, 2009; Bonetto, 2014].

La epidemiologia y relevancia de este grupo en el desarrollo de la
MB esta actualmente en debate [De Vliegher y col., 2009]. Sin
embargo, los SNC se han convertido en las bacterias
predominantemente encontradas en muestras de leche de vacas en
todo el mundo [Makovec y Ruegg, 2003; Pitkala y col., 2004; Piepers
y col.,, 2007]. La descripcion de la patogenicidad de este grupo
bacteriano no se encuentra del todo claro, ya que puede causar
mastitis clinica como subclinica e incluso algunos autores han
informado acerca de un efecto benéfico de estos microorganismos a
la ubre, debido a que impide la colonizacién de patégenos mayores
[Nickerson y Boddie, 1994; De Vliegher y col., 2003; 2004; Taponen
y col., 2007; Schukken y col., 2009].

Otros microorganismos

Una gran variedad de microorganismos se pueden aislar con menor
frecuencia de casos de MB e incluyen a los géneros Pseudomonas,
Actinomyces, Nocardia, Bacillus y Pasteurella. Las infecciones
causadas por algunos de estos microorganismos casi siempre son
debidas a los inadecuados procedimientos de manejo,
especialmente cuando se desarrollan las condiciones que pueden
incrementar la exposicion a ellos [Philpot y Nickerson, 1992].
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Importancia de los Staphylococcus coagulasa negativos en la
mastitis bovina

Si bien la MB es causada por numerosos agentes etiologicos,
Staphylococcus aureus fue el patbgeno mas frecuentemente aislado
de casos de infecciones intramamarias (IIM) en las ultimas décadas,
tanto en Argentina [Calvinho y Tirante, 2005; Dieser y col., 2014],
como en otros paises de gran desarrollo lechero [Zecconi y col.,
2006]. Sin embargo, el adecuado manejo higiénico-sanitario de los
rodeos lecheros, ha llevado a una reduccion de la incidencia general
de la mastitis contagiosa debida a patégenos mayores, y a que
patdogenos oportunistas, como los SCN, sean en la actualidad la
causa principal de 1IM en el ganado bovino a lo largo del mundo [De
Vlieghery col., 2012].

Este grupo de microorganismos presentan la habilidad para eludir el
sistema inmune, persisten en la glandula por un largo periodo de
tiempo [Piessens y col., 2011; Supré y col., 2011]. Esto se asocia
con un incremento en el nivel de RCS y cambios en el patron de
leucocitosis indicando que los SCN causan una inflamacion mamaria
cronica similar a la causada por S. aureus [Timms y Schultz, 1987;
Hogan y col., 1987; Oliver y Jayarao, 1997; Chaffer y col., 1999;
Taponen y Pyorala, 2009; Gillespie y col., 2009; Piepers y col., 2010;
Paradis y col., 2010; Tomazi y col.,, 2015]. Por otro lado, la
prevalencia de SCN que presentan genes que codifican toxinas vy
genes de resistencia a antimicrobianos los ubica como potenciales
causantes de esta enfermedad [Zhang y Maddox, 2000; Rall y col.,
2010; Oliveira Calsolari y col., 2011; Park y col., 2012]. Dado que los
SCN estan adquiriendo cada vez mayor participacion en las
infecciones de los rebafos lecheros y siendo frecuentemente los
mas aislados [De Vliegher y col., 2004; Pitkala y col., 2004; Calvinho
y Tirante, 2005; Cunha y col., 2006; Loépez Meza, y col., 2006;
Tenhagen y col., 2006; Piepers y col.,, 2007; Taponen, 2008;
Sampimon y col., 2009; Pyoérala y Taponen, 2009; Paradis y
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col.,2010; Piessens y col., 2010; Waller y col., 2011; Kaliwal y col.,
2011; Park y col., 2012], varios estudios han sugerido considerar en
la actualidad a estos microorganismos como patdégenos emergentes
causantes de MB [Pyorala y Taponen, 2009; El-Jakee y col., 2013;
Hosseinzadeh y Saei, 2014].

Factores de patogenicidad de Staphylococcus coagulasa
negativos.

La patogenicidad de las especies de SCN estd asociada con la
presencia de distintos factores de virulencia. Estos incluyen:
Componentes de la pared celular: capsula de polisacarido vy
formacion de biopeliculas, que permiten evadir los mecanismos de
defensa del huésped como la fagocitosis.

Proteinas de superficie: reconocen moléculas adhesivas de la matriz
que promueven la adhesion al tejido del huésped, y la posible
internalizacion tal como: proteina de unién a fibrindgeno y proteina
de union a fibronectina.

Proteinas secretadas como superantigenos, como es el caso de las
enterotoxinas.

Enzimas que degradan tejido del huésped: proteasas, lipasas,
hialuronidasas, colagenasas que promueven la invasion y la
propagacion bacteriana al tejido [Haveri y col., 2007; Fournier y col.,
2008]. La conjuncion de los distintos factores de virulencia
contribuye a que la bacteria patdogena evada las defensas del
huésped, facilite su adherencia a las células epiteliales mamarias y
colonice el tejido favoreciendo su persistencia y supervivencia,
garantizando asi el éxito para instalarse y mantenerse en el tejido
huésped [Mamo y col., 1988; Saa y Kruze, 1994; Almeida y Oliver,
2001; Anaya-Lopez y col., 2006; Oliveira y col., 2006; Coelho y col.,
2011]. Ademas, la produccion de varias toxinas y enzimas que

contribuyen a su virulencia inducen respuestas inflamatorias o dafo
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tisular [Janda, 1986; Scheifele y col., 1987; Watts y Owens, 1987,
Bedidi-Madani y col., 1998; Zhang y Maddox, 2000; Otto, 2004;
Cunha y col., 2006; Turkyilmaz y Kaya, 2006]. Algunas especies de
SCN son mas capaces que otras a causar IIM persistente, la
diferencia puede atribuirse a determinados factores de virulencia, a
la adaptacion al desarrollo en la ubre o ambos [Thorberg y col.,
2009].

Produccion de enterotoxinas

Las distintas especies de SCN pueden producir varias toxinas vy
enzimas que inducen respuestas inflamatorias o dano tisular y
contribuyen a su virulencia [Watts y Owens, 1987; Valle y col., 1990;
Beddi-Madani y col., 1998; Zhang y Maddox, 2000; Otto, 2004; de
Cunha y col., 2006; Turkyilmaz y Kaya, 2006]. Si bien la produccion
de SEs es caracteristica de S. aureus, recientemente también se ha
encontrado esta capacidad en diferentes especies de SCN de origen
bovino [Park y col. 2011b; Unal y Cinar 2012; Guimaraes y col.,
2013; Fijatkowski y col., 2014; Rall y col., 2014; Mahmoud y col.,
2015].

Las SEs pertenecen a la familia de los superantigenos (SAgs) y
tienen un efecto importante en el sistema inmune del huésped a
través de la subversion de la respuesta inmune y retraso en el
establecimiento de la inmunidad especifica del patégeno [Mc
Cormick y col., 2001; Seo y col.,, 2007]. Las SEs son proteinas
de cadena sencilla con pesos moleculares de 26.000 a 29.000
[Bennett, 1996]. La principal caracteristica de estas es su
estabilidad y resistencia a las enzimas proteoliticas, tales como
tripsina y pepsina, lo que les permite ejercer su actividad en el tracto
gastrointestinal [Podkowik y col., 2013].

Hay cinco serotipos clasicos de SEs, SEA, SEB, SEC1, 2, 3, SED y
SEE y otros recientemente descrito SEG, SEH y SEI, todos

presentan actividad emética [Seo y Bohach, 2007]. Los sintomas
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mas comunes de intoxicacion alimentaria estafilocécica que
generalmente comienzan 2-6 horas después de que se consumen
alimentos contaminados, son nauseas, vomitos, postracion aguda y
calambres abdominales.

Los diferentes serotipos SE son similares en composicién y actividad
bioldgica, pero son diferentes en la antigenicidad y son identificadas
seroldgicamente como proteinas separadas [Bennett, 1996].

Cuando estafilococos enterotoxigénicos proliferan en los alimentos,
pueden producir suficiente toxina para causar intoxicacidon
alimentaria después que la comida se ingiere. Debido a la
termorresistencia de estas toxinas, aun mayor que los propios
estafilococos [Bergdoll,1983], si no hay control de las temperaturas
de conservacion de la leche, materia prima de la industria lactea,
previo al tratamiento térmico, el desarrollo microbiano permite la
suficiente produccion de ESs responsables luego de la intoxicacion
alimentaria, como lo demuestra el hecho que en muchos de los
brotes descritos no se aislé el microorganismo aunque si se detectd
la enterotoxina en las muestras [lkeda y col., 2005].

La produccion de SEs en los alimentos esta condicionada no solo
por la capacidad de la bacteria de producir toxinas sino ademas por
la composicion fisico quimica del alimento, temperatura y tiempo de
exposicidon de éste, de modo que favorezca el crecimiento del
microorganismo [Cremonesi y col., 2007]. Se suma como factor de
riesgo circunstancias de crecimiento que puedan incrementar la
capacidad de supervivencia bacteriana como es el desarrollo de
biofilm, lo que permite alcanzar niveles de contaminacién que
favorecen la produccibn de SEs en condiciones ambientales

adecuadas.
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Produccion de biofilm

El potencial patogénico asociado con la capacidad de expresar
adhesinas y formar biopeliculas (biofilms) es una estrategia de
supervivencia que permite a las bacterias instalarse y colonizar un
ambiente particular, de modo que el estado planctonico podria
reducirse al paso de una superficie a otra, esto es, a la difusion,
dentro de un ambiente particular, vivo o inerte (Figura 3) [Sauer,
2003]. Los biofilms son comunidades complejas de bacterias que
crecen embebidas en una matriz compuesta principalmente por
polisacaridos, ADN extracelular y proteinas, que se adhieren a
superficies inertes o tejido vivo [Costerton y col., 1999] y representa
la forma habitual de crecimiento de las bacterias en la naturaleza. La
formacion de biofilm, permite que los bacterias se agreguen y formen
macro-colonias que crecen protegidas de la accién de
antimicrobianos, anticuerpos, y de otros mecanismos de defensa del
hospedero, [Christensen y col., 1985; Davenport y col., 1986; Otto,
2004; Simojoki y col., 2012].

Figura 3. Etapas en el proceso de formacion del biofilm: 1: unién reversible, 2:
unién irreversible, 3: maduracion inicial, 4: maduracion final, 5: dispersion
(Adaptado de Sauer, 2003)

El desarrollo de MB estafilococica, su persistencia o ambas

dependen de la interaccion entre bacterias invasoras y sistema de
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defensa del huésped, principalmente de las células inmunes de la
GM infectada [Wellnitz y Bruckmaier, 2012]. Muchas especies de
Staphylococcus presentan la habilidad de formar biopeliculas y se
estima que asi resisten a la terapia antibidtica y a la accion del
sistema inmunoldgico.

La formacién de biofilm por especies de Staphylococcus spp. esta
asociado a la sintesis del polisacarido de adhesién intercelular (PIA)
que promueve la acumulacion bacteriana, particularmente el poly-N-
succinyl--1-6 glucosamina (PNAG), cuya sintesis se encuentra
mediada por enzimas codificadas por el operdon icaABCD [Gerke y
col., 1998; McKenney y col., 1998] Sin embargo, existen evidencias
que estas bacterias pueden formar biofilm en ausencia de PIA/PNAG
[Rohde y col., 2007]. Ciertas proteinas se asocian a la formacién de
biofilm o a la adhesion celular como: Aap (proteina asociada a la
acumulacién), Embp (proteinas de uniéon a la matriz extracelular),
Bap (proteina asociada a la formacién de biofilm), Fbe (proteinas de
adhesion a fibrinogeno), CIfA y CIfB (factor de aglutinacion) y FnbpA
y FnbpB (proteinas de union a fibronectina) [Cucarella y col., 2004,
Tormo y col., 2005; Tremblay y col., 2013; Vanderhaeghen y col.,
2014]. Varios genes que codifican factores de virulencia se
encuentran localizados en elementos genéticos moviles llamados
islas de patogenicidad (SaPls), los cuales se transfieren
horizontalmente entre las cepas, como es el caso del gen que
codifica para la proteina Bap [Tormo, 2005]. Este movimiento
horizontal de los elementos genéticos ocurre posiblemente in vivo, y
podria determinar la presencia en los SCN de genes asociados a S.
aureus que codifican otros factores de virulencia. La presencia de
estos genes de virulencia asociados a biofim en SCN aislados de
leche podria determinar la persistencia y virulencia de este tipo de
infecciones a nivel intramamario, las cuales se presentan con una
prevalencia cada vez mayor [Zuniga y col., 2015]. Sin embargo la

informacion disponible es escasa siendo necesario nuevos estudios
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para caracterizar este mecanismo de virulencia en los SCN bovinos.

Identificacion a nivel de especie de los Staphylococcus
coagulasa negativos.

Dado que algunas especies de SCN afectan la salud de la GM mas
que otras [Persson Waller y col.,, 1997; Supré y col.,, 2011], la
identificacion de las distintas especies de Staphylococcus es
importante ya que proporciona un valor predictivo sobre si el
microorganismo aislado tiene importancia clinica o si se trata de un
contaminante y ademas aumenta el conocimiento de la patogénesis
de las especies estafilocécicas, informacién que resulta de utilidad
en estudios epidemiolégicos y en la toma de decisiones apropiadas
para su manejo [Vanderhaeghen y col., 2014].

En la actualidad y debido a que la identificacion clasica, resulta
demasiado laboriosa y requiere de mucho tiempo, se han
desarrollado varios sistemas comerciales entre ellos el  API-Staph
para la identificacion de los SCN, mediante pruebas fenotipicas
[Couto y col., 2001]. Sin embargo, se ha demostrado que estos
métodos fenotipicos son insuficientes para la identificacién de estos
microorganismos aislados de bovinos, ya que siempre queda un
porcentaje de cepas que estan en una ubicacion intermedia, debido
a la variable expresion delas caracteristicas fenotipicas de
muchas especies de Staphylococcus [Bannerman y col., 1993;
Couto y col., 2001; Heikens y col., 2005; Capurro y col., 2009;
Sampimon y col., 2009]. Debido a esto en los ultimos afios se han
desarrollados varios métodos genotipicos para permitir mas
exactitud en la identificacién a nivel de especie [Supré y col., 2009;
Piessens y col.,, 2010; Braem y col., 2011; Lange y col., 2015;
Guimaraes y col., 2016].

El uso de acidos nucleicos tiene como objetivo lograr una

aproximacion a la identificacion a nivel de especie y tener una alta
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sensibilidad y especificidad [Drancourt y Raoult., 2002]. En los
ultimos afos las técnicas basadas en reacciones de amplificacion de
ADN, especialmente la de PCR, han sido ampliamente utilizadas
para la tipificacién bacteriana. En general existen tres grupos de
variantes de la PCR: 1) aquellas en las que, utilizando cebadores
arbitrarios o con cierta especificidad, se amplifican regiones del
genoma localizadas entre dos cebadores adyacentes separados por
una distancia no superior a la que la Taq polimerasa puede
amplificar. Estas variantes suelen dar patrones de amplificacion
constituidos por un numero variable de bandas de ADN, 2) variantes
en las que, previa o posterior a la amplificacion génica, se somete el
genoma o producto amplificado a digestion con enzimas de
restriccion, y 3) aquellas que amplifican regiones internas de ciertos
genes y posterior secuenciacion [Yugueros y col., 2001].

El uso de genes de vias universales y genes de funcion universal
altamente conservados, pero con suficientes variaciones de
secuencia que permiten una O6ptima identificacion a nivel de
especie, se esta haciendo cada vez mas frecuente como ADN
diana para amplificacion por PCR [Goh y col., 1997; Mollet y col.,
1997; Martineau y col., 1998; Yugueros y col., 2001].

El gen gap, el cual codifica una proteina de union a transferrina de
42 kDa localizada dentro de la pared celular de Staphylococcus spp.,
estd siendo utilizado como marcador filogenético para la
identificacion a nivel de especie dentro del género Staphylococcus.
El analisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion
(PCR-RFLP) luego de la digestion con la enzima Alul del amplicon
del gen gap, es una herramienta valiosa para la identificacion de los
Staphylococcus, independiente de la caracterizacion fenotipicas
[Yugueros y col., 2000; Ghebremedhin y col., 2008; Park y col.,
2011].

AGUSTIN CONESA| 24



Escuela de Salud Piblica

Facultad de Ciencias Médicas
Universidad Nacional de Cérdoba

Antecedentes en el tema

En un estudio previo realizado por el grupo de investigacion de la
Universidad Nacional de Rio Cuarto (UNRC), el relevamiento de 51
tambos en la cuenca lechera de Villa Maria (Cérdoba, Argentina),
demostré6 como patégenos mas prevalentes a los SCN (52.1%),
seguido de S. aureus (21.3%) [Dieser y col., 2014]. Entre las
diferentes especies pertenecientes al grupo de los SCN, S.
chromogenes, S. héemolyticus, S. warneri y S. xylosus fueron las
especies aisladas con mayor frecuencia [Bonetto, 2014; Raspanti y
col., 2016].

En otro estudio llevado a cabo por la Universidad Nacional de Villa
Maria (UNVM), se demostré a partir del relevamiento de 10
establecimientos lecheros de la region de Villa Maria, una importante
prevalencia (37,6%) de S. aureus, que en su totalidad mostraron la
capacidad de formar biofilms [Somale y col., 2013]. Se demostrd
ademas la presencia de genes icaAD, en el 67% de los aislamientos
de S. aureus con capacidad de formar biofilm provenientes de
mastitis subclinica y en la totalidad de aislamientos de S. aureus con
capacidad de formar biofilm provenientes de mastitis clinica y
cronica, lo que indicaria que PIA es un factor importante en la
formacion de biofilms [Felipe y col.,, 2013]. Ademas, todos los
aislamientos de S. aureus ya obtenidos [Felipe y col.,, 2013] y
algunas cepas de SCN aisladas en la misma cuenca, fueron clfA,
clfB y fnbpA positivos, sefialando una participacion relevante de las
proteinas de adhesion en el mecanismo de formacién de
biopeliculas [Felipe y col., 2017].

Debido a que la leche y los productos derivados procedentes de
estos tambos se dirigen totalmente a consumo humano e industria,
se planted la importancia de evaluar factores de virulencia que
presentan un riesgo incipiente y potencial para la salud publica.
Dentro de estos, resulta importante la produccién de enterotoxinas,

por su implicancia en las intoxicaciones transmitidas por productos
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lacteos. Es por ello que se plantea, como una necesidad determinar
los tipos de enterotoxinas predominantes como asi también evaluar
posibles asociaciones entre este y otros factores de virulencia como
la capacidad de crecimiento en biofilm. Estos estudios aportaran
conocimientos sobre la permanencia de la bacteria y su resistencia a
los tratamientos antibiéticos como a los desinfectantes utilizados en

la industria.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Diferentes especies de Staphylococcus coagulasa negativos
aisladas frecuentemente de leche de vaca representan un alto riesgo
para la salud publica por su capacidad de producir enterotoxinas

termoestables y su crecimiento en biofilm.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de genes de enterotoxinas clasicas (A, B, C,
Dy E) en especies de SCN aisladas a partir de IIM bovinas y evaluar

su asociacion con la capacidad de produccién de biofilm.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

-ldentificar a nivel de especie mediante PCR-RFLP del gen gap,
aislamientos de Staphylococcus coagulasa negativos provenientes

de muestras de leche bovina.

-Detectar la produccion “in vitro® de enterotoxinas en cepas

pertenecientes a diferentes especies de SCN.
-Evaluar la capacidad fenotipica de formar biofilm in vitro en los
aislamientos bovinos de Staphylococcus coagulasa negativos

caracterizados en el objetivo previo.

-Determinar el grado de asociacién entre la capacidad de produccion

de enterotoxinas y el crecimiento bacteriano en biofilm.
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MATERIALES Y METODOS
Tipo de Estudio.

Correspondié a un estudio descriptivo, transversal y de caracter

experimental.

Poblacion:

Cepas de SCN pertenecientes a los grupos de investigacion (UNRC,
UNVM), originalmente aisladas de muestras de leche bovina de
tambos pertenecientes a la cuenca lechera de Villa Maria, provincia
de Cordoba [Dieser y col., 2014; Raspanti y col., 2016; Felipe y col.,
2017].

Muestra:

Se analizé el 20% del total de cepas de campo aisladas por los dos
grupos de investigacion, respetando la proporcion de prevalencia de
cada especie obtenida en estudios previos [Raspanti y col., 2016;
Felipe y col., 2017]. Fueron incluidas ademas las siguientes cepas
de referencia:

Como controles de perfiles electroforéticos de restriccion del gen gap
cepas pertenecientes a la coleccidn americana de cultivos, American
Type Culture Collection (ATCC): Staphylococcus chromogenes
ATCC 43764, Staphylococcus xylosus (ATCC  29971),
Staphylococcus haemolyticus (ATCC 29970), Staphylococcus
hominis subsp. hominis (ATCC 25615), Staphylococcus simulans
(ATCC 27848), S. cohnii subsp. cohnii (ATCC 29974), vy
Staphylococcus warneri (ATCC 27836). Como controles para la
deteccién de genes de enterotoxinas (sea-see) se utilizaron las
siguientes cepas: para detectar genes de enterotoxina A (sea) y

enterotoxina D (sed), Staphylococcus aureus FRI196E y para
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detectar genes de enterotoxina B (seb), enterotocina C (seb) y
enterotoxina E (see) se utilizaron las cepas de S. aureus Inta 07-487,
Inta 05-684 y Inta 05-543 respectivamente, aisladas de leche de
tanque de tambos de la cuenca central de Argentina (provincia de
Santa Fé y Buenos Aires), caracterizadas a nivel de especie
mediante cinco pruebas bioquimicas: test de coagulasa, catalasa,
clumpling factor, crecimiento en agar P, reduccion de Voges-
Proskawer, y mediante el test de ELISA para su capacidad de
produccion de enterotoxinas. Estos aislamientos fueron cedidos
gentilmente por la Msc. Veronica Neder del Grupo de investigacion
de Salud Animal, INTA Rafaela.

Para los ensayos de produccion de biofilm se utilizaron como control
(+) las cepas S. aureus V329 y S. xylosus 1007. La primera fue
gentiimente provista por el Dr. IAigo Lasa (Instituto de
Agrobiotecnologia, Navarra, Valencia, Espafa) y la segunda fue
aislada, identificada, y caracterizada en el grupo por la Dra. Veronica
Felipe (Centro de Investigacion y Transferencia Villa Maria-
CONICET). La identificaciéon de este aislamiento fue realizada por
espectrometria de masa MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser
desorption ionization time of flight) y confirmada por secuenciacion
del rRNA 16S. Como control (-) se utilizd la cepa S. epidermidis
(ATCC 12228).

Medios de cultivo:

Los medios de -cultivo (Britania) se prepararon segun las
recomendaciones del fabricante en cada caso.

Caldo Tripticasa Soya (TSB): 30 gr/L de tripteina soya caldo.

Agar Tripticasa Soya (TSA): A la preparacion anterior se adicion6
agar-agar (Britania) a razéon de 15 gr/L y 6 gr/L de extracto de
Levadura (Britania).

BBL™ CHROMagar™ Staph aureus (BD): 8,2 gr/L de agua
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purificada estéril.
Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave

durante 15 min a 121°C.Reactivos, enzimas y soluciones stock.

Las drogas utilizadas fueron de grado analitico de las marcas

Promega, Invitrogen y Sigma.

Extraccion de ADN cromosomal:

EDTA 0,5M (pH: 8): EDTA deshidratado 186,1 gr/L, pellets de
NaOH, agua destilada: EI EDTA se disolvié en 800 mL de agua
destilada utilizando un agitador magnético, luego se ajustoé al pH
deseado utilizando los pellets de hidroxidos de sodio, se ajusté a
1000 mL y se esterilizd en autoclave a 121°C por 15 min.

Tris 1M (pH: 8): Tris base 121,1 gr/L, HCI concentrado, agua
destilada. Se disolvi6 el Tris base en 800 mL de agua destilada y se
ajustoé el pH adicionando el volumen necesario de HCI concentrado,
se ajustd a 1000 mL y se esterilizé en autoclave a 121°C por 15 min.
SDS al 20%(p/v) en Tris 50mM-EDTA 20mM pH 7,8.

Cloroformo- alcohol isoamilico (49:1 v/v)

NaAc 1M

Etanol 100%

Isopropanol frio 100%

Lisozima

Buffer SET: (EDTA 25 mM, Tris 20 mM, NaCl 75 mM).

Ampilificacion de ADN:

La mix de reaccioén fue preparada a partir de los siguientes reactivos
y soluciones stock, alcanzando un volumen final de 200uL.
Cebadores para la amplificacion del gen gap:

GAP1 (5-ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTA-3) [25uM] GAP2

AGUSTIN CONESA| 30



Escuela de Salud Piblica

Facultad de Ciencias Médicas
Universidad Nacional de Cérdoba

(5-GACATTTCGTTATCATACCAAGCTG-3’) [25uM] Cebadores para
la amplificacion de las enterotoxinas [25uM] concentracion final de

cada uno (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencia de cebadores utilizados y tamafio de amplicén

Nombre Producto 5 a 3’ Secuencias de nucleétidos Tamafo de Referencia

amplicon (pb)

seal sea2 EntertoxinaA TTGGAAACGGTTAAAACGAA 120 [Mello y col., 2016]
GAACCTTCCCATCAAAAACA

seb1 seb2 EntertoxinaB TCGCATCAAACTGACAAACG 478 [Mello y col., 2016]
GCAGGTACTCTATAAGTGCC

sec1sec2 EntertoxinaC GACATAAAAGCTAGGAATTT 257 [Mello y col., 2016]
AAATCGGATTAACATTATCC

sed1sed2 EntertoxinaD CTAGTTTGGTAATATCTCCT 317 [Mello y col., 2016]
TAATGCTATATCTTATAGGG

seelsee2 EntertoxinaE TAGATAAAGTTAAAACAAGC 170 [Leke y col., 2017]
TAACTTACCGTGGACCCTTC

Soluciéon dNTPs (Desoxirribonucleico trifosfato- dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) [25mM c/u] (Promega).

Taqg DNA polimerasa [5 U/uL] (Promega)

Buffer Taq Green (pH 8,5), [5X] (Promega)

MgClI2 [25 mM] (Promega).

Agua tridestilada libre de nucleasas (Promega).

Digestion de los productos del ADN amplificado:

Buffer B [10X]: 60mM Tris-HCI (pH7,5), 500 mM NaCl, 60mM MgClI2,
10mM MDT (Promega).

Albumina sérica bovina [10X]: 10 mg/mL (Promega).

Enzima de restriccion Alul [10U/uL] (Promega).

Agua Tridestilada libre de nucleasas (Promega)
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Corrida electroforética de ADN en gel de agarosa:

Agarosa D1LE (Biodynamics)

Buffer TAE [50X]. Composicion por 1 Lt: 242 gr Tris base, 57,1 mL
Acido Glacial Acético, 100mL EDTA 0,5M pH8, agua destilada hasta
llevar a volumen final.

Buffer TBE [5X]. Composicién por 1 Lt: 54 gr Tris base, 27,5 gr Acido
Borico, 20mL EDTA 0,5M pH8, agua destilada hasta llevar a
volumen final.

Bromuro de Etidio 10 mg/mL (Sigma).

Marcador 1kb: concentracion [0,1 ug/uL] (Promega)

Marcador 100pb: concentracion [0,13  ug/ul] (Biodynamics).

Tincién de Biofilm con cristal violeta:

Solucion Fisiologica (NaCl 0,9%)
Cristal Violeta (0,1%) filtrado.
Alcohol etilico 96% (Porta).

Instrumentos y descartables

Termociclador PTC-220 (MJ Reaserch inc.)

Lector de micro placas (Labsystems Multiscan), micro placas.
Erlenmeyer, tubos de ensayo con tapa, ansas en rulo, placas de
Petri, gradillas para tubos de ensayo, tubos tipo kahn, gradillas para
tubos tipo kahn, tubos eppendorff, gradillas para eppendorff, pipetas
con tips (p10, p100, p200, p1000, p5000) Balanza electronica,
vortex, mechero de Bunsen, Densicheck, heladera con freezer,
campana de flujo laminar, bafo termostatizado, estufa de cultivo,

microondas, autoclave.
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Condiciones generales de cultivo:

Se realizaron cultivos planctonicos en tubos con 5 mL de TSB y se
incubaron a 37°C por 16 hs para obtener cultivos en fase
logaritmica. Para cultivos en biofilm se inoculo, a partir de un cultivo
O/N, 200uL por pocillo en una placa de micro titulacién y se

incubaron a 37°C por 16 hs.

Conservacion de las cepas:

Una suspension de 1 o 2 colonias, aisladas en cultivo puro, se
sembré en 5 mL de TSB y se incubd 16hs en estufa de cultivo hasta
fase exponencial, se suplementdé con glicerol estérii a una
concentracion del 20% para su posterior conservaciéon en crio tubos
a -80°C.

Para su posterior uso las bacterias fueron reactivadas mediante

siembra en placas de TSA e incubadas en estufa a 37°C por 24 hs

Identificacion a nivel de especie de SCN.

Pruebas bioquimicas confirmatorias

Una vez descongeladas las cepas, se repitieron pruebas
bioquimicas realizadas en trabajos anteriores para reconfirmar su
pureza.

Tincidn de Gram: Permite diferenciar especies bacterianas en dos
grandes grupos, sobre la base de las propiedades fisicas de sus
paredes celulares.

Método: Se extendié la muestra recogida en un portaobjetos, y se
dejé secar al aire. Se anadio cristal violeta, se dejé durante 1 min
para tefir todas las bacterias de color purpura, se afnadié lugol sobre

la preparacion con restos de cristal violeta, se dejo durante 1 min.,
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se lavo la muestra coloreada con agua, se decoloré con etanol
durante 30 s. Después se lavo de nuevo con agua para eliminar el
alcohol y se tind con safranina durante 1min, esta tincion de
contraste permite tefir las bacterias que perdieron el cristal violeta.
Luego se lavd la preparacion con agua y se dejé secar para
finalmente observar la muestra con objetivo de inmersion. Las
bacterias de color violeta fueron clasificadas como Gram (+) y las de
color rosa palido Gram (-).

Prueba de catalasa: Determina la presencia de la enzima catalasa.
La cual descompone el peréxido de hidrogeno que se forma como
producto terminal oxidativo de la descomposicién aerdbica de los
azucares en agua y oxigeno. Esta enzima esta ausente en el género
Streptococcus.

Método: Con un ansa en rulo se recogié una colonia de un cultivo
puro de 24 hs, se coloca sobre un portaobjetos, se agregé una gota

de H202 al 30%. La formacioén inmediata de burbujas (liberacién de

02), se considerdé como resultado positivo.

Prueba de coagulasa: Comprende Ila facultad de un
microorganismo de coagular el plasma.

Método: Se mezcldé 0,5 mL de cultivo puro con igual cantidad de
plasma de conejo. Luego de un promedio de 4 hs de incubacién en
bafno termostatizado a 37°C, la observacion de coagulos o
filamentos de fibrina visibles se interpretd6 como un resultado
positivo. La coagulacién puede ser competa o parcial. La prueba se
considerd negativa cuando la suspension se mantuvo homogénea
en un periodo maximo de 24 hs.Siembra en BBL™ CHROMagar™
Staph aureus (BD)

Previo a la identificacion molecular, alicuotas de los congelados de
las cepas de SCN fueron sembradas por estriado en el medio
cromogénico selectivo y diferencial BBL™ CHROMagar™ Staph

aureus (BD), preparado y esterilizado segun las indicaciones del
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fabricante. Los cultivos se incubaron a 37°C durante 24 hs, luego se
realizé identificacion visual siendo clasificadas las colonias de color
malva o rosado como S. aureus y las colonias celestes, beige o

blancas como Staphylococcus spp.

Método molecular: Identificacion a nivel de especia de SCN
mediante PCR-RFLP del gen gap.

Extraccion de ADN cromosomal

La extraccion de ADN se realizé segun las condiciones descriptas
por Pospiech y Neumann (1995) con ligeras modificaciones. A partir
de un cultivo puro por siembra en agotamiento se tomaron 3-5
colonias que fueron resuspendidas en 5mL de TSB e incubadas por
24 hs a 37°C. Una alicuota de 1,5 mL de ese cultivo se centrifugo
a 13.000 rpm por 10 min y se descarté el sobrenadante. El pellet
obtenido se lavd con 500 uL de buffer SET, se centrifugo
nuevamente a 13.000 rpm por 5 min, se descarté sobrenadante y se
agregaron 300 uL de buffer SET. La suspension se hirvié y congelo
alternadamente por periodos de 5 min, repitiendo el proceso 3
veces. Se agregaron 3uL de lisozima para lograr la ruptura de la
pared celular y se incubd 1 hs a 37°C. Se agregaron 30 uL de sodio
dodecil sulfato (SDS) al 10% para realizar la desnaturalizacion
alcalina vy lisis celular, y se incubo en bafio Maria a 55°C por 1 hs.
Para precipitar el ADN cromosomal se agregaron 120 uL de acetato
de sodio (NaAc) 3M y se incub6 10 min en hielo para luego
centrifugarlo a 13.000 rpm por 10 min. Se transfirié el sobrenadante
con el ADN a un nuevo tubo al que se adicioné 400 uL de cloroformo
y se centrifugo nuevamente a 13.000 rpm por 10 min para asi
precipitar las proteinas de la suspension. La fase acuosa (superior)
de alrededor de 500 uL se transfiri6 a un nuevo tubo al que se le
adiciono 500 uL de isopropanol frio y se incubd por 2 hs a -20°C. Se

precipito el ADN mediante centrifugacién a 12.500 rpm y 4°C por 20
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min. Se descarté el sobrenadante, se lavd el pellet con 300 uL de
etanol (70%v/v) y se dejé secar la muestra a temperatura ambiente
hasta evaporar el etanol por completo. Finalmente, se resuspendio el
pellet (ADN) en 40 uL de agua libre de nucleasas (Biodynamics,

Argentina) y se conservo a -20°C hasta su proximo analisis.

Ampilificacion del ADN por reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR):

Las reacciones de amplificacion del genoma bacteriano por PCR
fueron optimizadas a partir de las condiciones descriptas por
Jayarao y col. (1992). Inicialmente se prepar6 una mezcla de
reaccion (mix) con todos los componentes, conteniendo: 5 pL de
ADN molde, 10 pL de buffer Taq 5X, 1,6 yL de cada primer, 0,8 uL
de la mix de dNTPs, 0,5 yL de Taq polimerasa, 6 uyL de MgCI2 y

21,5 pL de agua libre de nucleasas en un volumen final de 50 pL.
Las mezclas de reaccion fueron preparadas en tubos de pared
delgada tipo Eppendorff de 200 pyL. En todas las reacciones se
realizé un control negativo, el cual consisti6 en colocar todos los
componentes de la mix a excepcion de ADN, que se reemplaz6 por
igual volumen de agua libre de nucleasas. La amplificacion consistio
en un programa constituido por un paso de desnaturalizacion de
95°C por 90s y 40 ciclos de amplificacion (desnatulizacion del
ADN a 95°C por 20s, annealing de primers a 55°C por 30s y
extension a 72°C por 40s) y una extension final a 72°C por 5 min. La
PCR fue llevada a cabo en un equipo termociclador T100 Thermal
Cycler (Biorad, Estados Unidos). La corrida electroforética de los
productos amplificados de cada muestra fue llevada a cabo durante
20 min a 75V en geles de agarosa 1% en buffer TAE 1X tefidos con
bromuro de etidio 0,5 pg/mL. El peso molecular de cada producto de
PCR se determind por comparacién con un marcador de peso

molecular de 1kb que se sembré en el mismo gel en una cantidad de
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5 uL con 1 pL de buffer muestra 10%.

Digestidon enzimatica de los productos obtenidos de la PCR:

Se realizé con el empleo de los siguientes componentes para cada
muestra: Buffer 10X: 2 uL, Albumina (10 mg/mL): 0,3 uL, enzima de
restriccion Alul (10 U/uL): 0,35 uL, agua libre de nucleasas: 7,35 uL
y ADN amplificado 10 yL. Cada muestra con volumen final de 20 uL,

se incubo por un periodo de 5 hs a 37°C en bafo Maria.

Electroforesis en gel de agarosa:

Los productos que se obtuvieron luego de las reacciones de
amplificacion y digestion enzimatica fueron corridos en geles de
agarosa. Para el caso de las amplificaciones utilizamos geles de
agarosa al 1% en buffer TBE 1X tenidos con 0,5 pg/mL de bromuro
de etidio. Alicuotas de 7,5 uL de cada muestra fueron sembrados en
cada calle de los geles. Se incorporé también la siembra del
marcador de peso molecular de 1kb (Invitrogen). Para los productos
de digestion enzimatica con la enzima de restriccion Alul se corrieron
geles de agarosa al 2%, tefnidos con bromuro de etidio 0,5 pg/mL en
buffer TBE 1X. Se sembraron 7,5 uL de cada uno de los productos
digeridos. Se comparé el peso molecular con un marcador de 100bp.
Ambas corridas se realizaron a una potencia de 75V por el tiempo
necesario (50-90 min). Los geles fueron visualizados en un
transiluminador con luz UV y fotografiados con una camara Cannon
de 16,0 megapixeles adosada a una computadora donde fueron

almacenadas las imagenes en forma digital.
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Analisis de polimorfismos de la longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) del gen gap amplificado por PCR:

Las imagenes de los patrones de bandas obtenidos se registraron
por inspeccién visual guiandonos por su marcador de peso
molecular y los perfiles fueron comparados con otros de referencia

obtenidos por Park y col. (2011) y Yugueros y col. (2000).

Identificacion por PCR de genes que codifican para
enterotoxinas clasicas: sea, seb, sec, sedy see

Aislamiento de ADN genémico para ensayos de PCR.

La extraccion del ADN gendmico para amplificacion por PCR de
genes que codifican para las enterotoxinas clasicas se realizo

siguiendo el protocolo previamente descripto.

Ampilificacion del ADN por PCR.

Para la amplificacion por PCR de los genes en estudio se agregé 5
pl de cada ADN problema a una mezcla de reaccién (mix) con los
siguientes componentes: 1X de buffer Taq polimerasa, 200 uM de
dNTPs, 0,8 mM de MgClI2, 2 U Taq polimerasa, 1 uM de los primers
especificos para cada enterotoxina y finalmente agua libre de
nucleasas hasta un volumen final de 25 ul. Se llevé a cabo multiple
PCR para la amplificacién de los genes sea y seb y los genes sed y
see.

Las mezclas de reaccion fueron preparadas en tubos de pared
delgada tipo Eppendorff de 200 pL. En todas las reacciones se
realizé un control negativo, el cual consisti6 en colocar todos los
componentes de la mix a excepcion de ADN, que se reemplazd por
igual volumen de agua libre de nucleasas.

La amplificacion se llevo a cabo siguiendo los parametros descriptos
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por Johnson y col (1991) y Cunha y col.,, (2006) con algunas
modificaciones, un paso de desnaturalizacion de 94°C por 4 min, fue
seguido por 40 ciclos de amplificacion (desnatulizacion del ADN a
94°C por 2 min, annealing de primers a 55°C por 90 s y extension a
72°C por 90 s) y una extension final a 72°C por 7 min. La PCR fue
llevada a cabo en un equipo termociclador T100 Thermal Cycler
(Biorad, Estados Unidos).

Electroforesis en gel de agarosa.

La corrida electroforética de los productos amplificados de cada
muestra se llevo a cabo en geles de agarosa 2,5% en buffer TAE 1X
tefAidos con bromuro de etidio 0,5 ug/mL, durante 75 min a 70V.

Los geles fueron visualizados en un transiluminador con luz UV vy
fotografiados con una camara Cannon de 16,0 megapixeles adosada
a una computadora donde fueron almacenadas las imagenes en
forma digital. Los pesos moleculares de los productos de PCR se
determinaron por comparacién con un marcador de peso molecular
de 100 pb (Promega).

Evaluaciéon de la capacidad de formacién de biofilm (Método
cuantitativo):

Existen muchos métodos en la actualidad para medir esta cualidad
en SCN algunos de los mas utilizados son el del agar rojo Congo
desarrollado por Freeman y col. (1989) y el método en tubo de
Christensen y col. (1989), ambos son de interpretacion subjetiva por
su naturaleza cualitativa.

En este trabajo se utilizé el método de cuantificacion en placa de 96
pocillos de fondo plano segun Christensen y col. (1989), con ligeras
modificaciones segun Stepanovic y col. (2000; 2007), que refuerzan

la fiabilidad de la prueba.
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Para esto a partir del caldo de cada cepa se realizaron cultivos de
siembra con ansa por agotamiento en superficie en TSA durante 18
hs a 37°C, para observacion de desarrollo y control de pureza. A
partir de este cultivo, se inocularon 2 a 3 colonias en TSB, el caldo
fue incubado a 37°C por 3 a 5 horas, hasta lograr ajuste de turbidez
compatible con el estandar 0,5 de Mc Farland, utilizando para medir
la densidad o6ptica el dispositivo DensiCheck Inmediatamente
después de ajustado el indculo se sembraron por cuadriplicado para
cada aislamiento 200 yL en placas para cultivo de células de 96
pocillos con fondo plano (Greiner Bio-One, Alemania) y se incubaron
por 24 hs a 37°C. A su vez se inocularon también por cuadriplicado,
200 yL de medio TSB estéril y 200 pyL de las cepas de referencia
con conocida capacidad de formacion de biofilm descriptas mas
arriba en esta misma seccidén, como control negativo y positivo
respectivamente.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se descarté el contenido de
los pocillos y se lavaron cuidadosamente para no desprender el
biofilm formado, con el mismo volumen de solucion fisiologica (NaCl
0,9%) 3 veces. Se secaron las placas en estufa a 60°C por una hora
para fijar el biofilm y se afiadié a cada pocillo 200 uL de cristal violeta
al 0,1% (p/v) filtrado, se dejo reposar durante 15 min y se descarto,
se lavo 3 veces cada pocillo con agua destilada y se dejo secar la
placa invertida durante 24 hs a temperatura ambiente. Se anadié a
cada pocillo 200 yL de alcohol 96% y se dejé reposar por 30 min
para remover el colorante adherido, transcurrido este tiempo se
pasaron a una placa limpia 100 yL de contenido de cada pocillo y se
determiné la DO570nm en el lector de micro placas Multiscan TM FC
Microplate Photometer (Thermo Scientific, Estados Unidos). En caso
de obtener valores superiores a uno, se realizaron diluciones al 50%
con agua destilada y luego se multiplicé cada valor.

La DO de cohorte (DOc) se definié siguiendo la metodologia de Liy
col. (2012) como el valor de la media de la DO del control negativo,
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mas tres desviaciones estandar por encima de la misma, y se
clasificaron los aislamientos de la siguiente manera segun se detalla
en Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacién de la capacidad para formar biofilm segun
método de cultivo en placa

Consideracion DO1 Clasificacion
DO<DOc NF
DOc<D0<2DOc¢ D
2D0¢c<D0<4D0¢ I

DO>4DOc¢ F

1. Adaptado de Liy col. (2012).
DO: densidad 6ptica, DOc: densidad 6ptica de corte, NF: no formadora, D: débil, I:
intermedio, F: fuerte.

Analisis estadistico

El estudio de las diferencias entre las especies en las capacidades
de formar biofiim se realiz6 mediante analisis de la varianza
(ANOVA) a una via de clasificacion, seguido de la prueba de
comparaciones Bonferroni. Los analisis fueron realizados en el
software estadistico InfoStat version 2014 [InfoStat (2008). InfoStat
version 2008. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de
Cordoba, Argentinal.

Se describié la frecuencia de genes asociados a las principales

enterotoxinas en los SCN mas frecuentes para cada categoria de

capacidad de formar biofilm.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion bioquimica

De las 133 cepas analizadas por pruebas bioquimica tradicionales,
todas mostraron el fenotipo coincidente a resultados previos, cocos

Gram (+), catalasa (+) y coagulasa (-), (Figura 4).

Figura 4. a) Tincion de Gram (+), b) prueba de catalasa, c) prueba de coagulasa.

Siembra en BBL™ CHROMagar™ Staph aureus (BD)

Del total de cepas analizadas, se descartaron diez, 3 de ellas
mostraron caracteristicas coincidentes con S. aureus (colonias color
malva) y otras 7 revelaron contaminacion evidente (mas de un color
de colonia). Las 123 cepas restantes que mostraron la pureza y el
color de colonia caracteristico fueron elegidas para el posterior

analisis molecular (Figura 5).

La siembra en el medio cromogénico BBL ™ CHROMagarT'VI Staph
aureus (BD), permitié caracterizar la pureza de los aislamientos en
estudio y pudo comprobarse una marcada correlacién entre el color
de las colonias de los cultivos puros y la especie bacteriana. S., S.

xylosus, S. haemolyticus y S. warneri, mostraron entre un 90-95% de
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coincidencia con colonias de color naranja, celeste azuladas,

blancas y blancas con halo opalescente, respectivamente.

Figura 5. Cepas sembradas en medio selectivo y diferencial CHROMagar Staph aureus.
1a, 1b, 2a, 2b, 4a: Crecimiento puro de SCN colores varios, uniformes y distintos al
malva 3b: Crecimiento de color malva, correspondiente a S. aureus, 4b: Contaminacién
evidente, dos morfologias de colonia y colores en el mismo estriado.

Identificacion a nivel de especie de Staphylococcus coagulasa
negativos: PCR-RFLP del gen gap:

Como primer paso se realiz6 la puesta a punto de la técnica PCR-
RFLP del gen gap utilizando las cepas de referencia descriptas en

materiales y métodos. EI ADN cromosomal extraido fue utilizado
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como templado en la reaccion de amplificacion por PCR. El par de
cebadores GAP1 y GAP2 permiti6 amplificar con éxito un fragmento
de (1933 pb correspondiente al gen gap, en las cepas de referencia.
Los amplicones obtenidos para cada cepa de referencia fueron luego
digeridos con la enzima de restriccion Alul y por electroforesis en gel
de agarosa al 2% se obtuvieron siete patrones distintos de
fragmentos de restriccion de longitud polimorfica especificos de
especie (Figura 6), los cuales se correlacionaron con los obtenidos
por otros autores [Yugueros y col.,, 2000; Park y col 2011;
Hosseinzadeh y col., 2014; Srednik y col., 2015].
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Figura 6. Patron electroforético en gel de agarosa (2%) del
polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP) de los productos de PCR del gen gap a partir de las
seis cepas de referencia, luego de la digestion con la enzima
de restriccién Alul. M: Marcador de peso molecular (DNA
Ladder 100 pb).

Finalizada la puesta a punto del método de identificacion genotipico
con las cepas de referencia se procedié a analizar los aislamientos
bovinos de SCN obtenidos de leches de animales infectados. El par
de cebadores GAP1 y GAP2 permitié6 amplificar satisfactoriamente el

AGUSTIN CONESA| 44



Escuela de Salud Piblica

Facultad de Ciencias Médicas
Universidad Nacional de Cérdoba

fragmento esperado del gen gap y la digestiéon con la enzima de
restriccion Alul permitié identificar especie para 114 aislamientos de
SCN de origen bovino, aislados como cultivo unico a partir de 51
tambos de la cuenca lechera de Villa Maria [Dieser y col, 2014].
Nueve cepas no pudieron ser clasificadas por PCR-RFLP del gen
gap por no presentar un patrén de bandas caracteristico de especie
de SCN (datos no mostrados).

La identificacidn correcta de las especies estafilococicas es esencial
para un diagnostico preciso y un tratamiento rapido y eficaz cuando
los SNC es el grupo bacteriano predominante en las granjas
lecheras. Es por ello que fue necesario validar el método de
identificacion molecular llevado a cabo en este estudio, comparando
la clasificacidn de especie, obtenida segun el patrén electroforético
de los fragmentos de restriccion, de los 114 aislamientos con la
obtenida por espectrometria de masas, conocida como matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS). Esta técnica basada en perfiles proteicos y que es
considerada un método de identificacion de especies de SCN fiable
[Park y col., 2011; Randall et al., 2015; Pizauro y col., 2017], fue
llevada a cabo en la Facultad de Bioquimica y Farmacia de la
Universidad Nacional de Buenos Aires, por gentileza de la Dra.
Claudia Barberis.

La tabla 3 muestra los resultados obtenidos considerando la
identificacion por MALDI-TOF MS como prueba definitiva de
identificacion de especie. Se sumoé a esta tabla comparativa aquellos
resultados obtenidos previamente por PCR-RFLP del gen groEL a
partir de los mismos aislamientos [Bonetto, 2014]. Solo el 49,1%
(56/114) de los resultados de identificacion de especies obtenidos
por PCR-RFLP del gen groEL coincidieron con los obtenidos por
MALDI- TOF MS. La débil correspondencia entre ambos métodos
puede deberse a que el método molecular de PCR-RFLP del gen

groEL presenta la limitacién de haber sido validado en comparacion
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solo con métodos bioquimicos de referencia [Barros y col., 2007].
Por el contrario el 93,9% (107/114) de los resultados de
identificacion de especies obtenidos por PCR-RFLP del gen gap,
meétodo validado con secuenciamiento de genes [Bergeron y col.,
2011], coincidieron con los obtenidos por MALDI-TOF MS. Sélo siete
cepas se identificaron erréneamente, dos cepas de S. chromogenes
se asignaron como S. haemolyticus, una cepa de S. xylosus y dos
cepas de S. warneri fueron asignadas como S. chromogenes y dos
cepas de S. haemolyticus fueron asignadas como S. warneri (Tabla
3). Estos resultados permiten considerar a PCR-RFLP del gen gap
como un método molecular confiable para la identificacion de

especie de los aislamientos de SCN de origen bovino.
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Deteccion por PCR de genes responsables de la produccién de
las enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED, SEE (sea- see)

Mediante PCR se busc6é amplificar genes que codifican para cinco
enterotoxinas clasicas (SEA, SEB, SEC, SED y SEE). Brevemente, a
partir del ADN extraido de las cepas control y las cepas en estudio
se realiz6 la amplificacion mediante reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) de los fragmentos especificos para los genes sea,
seb, sec, sed y see. Los cebadores especificos para amplificar
dichos genes y el programa de amplificacion fueron descriptos en
seccion 2.3.2. (Tabla 1) y seccién 2.7.3.2., respectivamente. La
figura 7 muestra luego de la electroforesis en geles de agarosa al
2,5%, los amplicones obtenidos cuando el ADN de las cepas de
referencia productoras de enterotoxinas A, B, C, D, y E fueron
usados como templado para las PCR. El tamafo de los amplicones
correspondientes a los genes de las diferentes enterotoxinas fueron
idénticos a los tamafos predichos en las citas bibliograficas
[Jonhson y col., 1991; Mello y col., 2016; Leke y col., 2017].

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa (2,5%) de productos de PCR
correspondientes a los genes que codifican para SEA, SEB, SEC, SED y

SEE en las cepas de referencia. M: marcador de PM (Leader 100 pb,
Promega); ¢ (-): control (-) para cada mezcla de reaccion.
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De las 107 cepas identificadas por PCR-RFLP del gen gap que
mostraron total coincidencia con la identificacién por MALDI-TOF
MS, 96 fueron analizadas para la presencia de genes de
enterotoxinas clasicas. Las figuras 8-10 muestran algunos geles de
agarosa al 2,5% luego de la electroforesis de los amplicones
obtenidos cuando los ADN extraidos de las cepas de SCN

caracterizadas, fueron usados como templado.

SCN sea (-) seb (-)
SCN sea (+) seb (-)
SCN sea (+) seb (-)
SCN sea (+) seb (-)

c(+)

—
-~
[&]

pb

500 «— s6b (478 pb)

400

300

200

<+—sea (120 pb)
100
Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa (2,5%) de productos de PCR
correspondientes a los genes que codifican para SEA y SEB en cepas de

SCN. M: marcador de PM (Leader 100 pb, Promega); ¢ (-): control (-) para
PCR multiple sea y seb; c (+): control (+) para PCR multiple sea y seb
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa (2,5%) de productos de
PCR correspondientes al gen que codifica para SEC en las cepas de
SCN. M: marcador de PM (Leader 100 pb, Promega); ¢ (-): control (-)
para PCR sec; c (+): control (+) para PCR sec
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa (2,5%) de productos de
PCR correspondientes a genes que codifica para SED y SEE en las
cepas de SCN. M: marcador de PM (Leader 100 pb, Promega); c (-):
control (-) para PCR multiple sed y see; ¢ (+): control (+) para PCR
multiple sed y see
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Los resultados de PCR para la presencia de genes relacionados a la
produccion de enterotoxinas clasicas estan presentados en la Tabla
4. El analisis de 96 cepas de SCN pertenecientes a las especies
aisladas con mayor prevalencia de [IMs bovinas, permitié detectar la
presencia de genes de enterotoxinas en 75 cepas (78,1%), de las
cuales 25 llevaban mas de un gen de enterotoxina (Tabla 4). Este
alto porcentaje de muestras positivas para alguno de los genes en
estudio coincide con lo observado mundialmente por otros
investigadores en aislamientos de SCN provenientes de leche de
vaca 40% [Unal y Cinar, 2012], 58,6% [Rall y col., 2014], 66% [de
Freitas Guimaréaes y col., 2013] y 82% [Mello y col., 2016] de oveja
62,5%, [Martins y col., 2017] y en un porcentaje menor (26,2%), pero

no por ello menos importante, en leche de cabra [Rall y col., 2010].

Tabla 4. Presencia de genes de enterotoxinas clasicas en especies de SCN aislados a partir de
infecciones intramamarias

Especies de SCN

Gene(s) de  S. chromogenes S. xylosus S. haemolyticus S. warneri Total
enterotoxinas e % N° % N° % N° % N° %
sea 7 18,4 9 30 11 64,7 7 63,6 34 354
seb 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sec 0 0 7 23,3 0 0 0 0 7 7,3
sed 9 23,7 0 0 0 0 0 0 9 9,4
see 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
seatsed 5 13.2 0 0 0 0 0 0 5 5,2
sea + sec 0 0 6 20 0 0 2 18,2 8 8,3
sec + sed 8 21 0 0 0 0 2 18,2 10 104
sed + see 2 53 0 0 0 0 0 0 2 21
Positiva 31 81,6 22 73,3 11 64.7 11 100.0 75 78,1
Negativa 7 18,4 8 26,7 6 35.3 0 0 21 219
Total 38 100.0 30 100.0 17 100.0 11 100.0 96 100.0
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Entre los genes encontrados, el gen sea fue el mas prevalente,
estando presente solo o concomitantemente con otro gen de
enterotoxina en 47 cepas (48,9%). El gen sed presente en 26 cepas
(27,1%) fue el segundo gen de toxina mas encontrado, seguido de
sec en 25 cepas (26%). Dos de estos genes sea y sec también
estuvieron entre los mas prevalentes 72% y 34,7%, respectivamente,
en los aislamientos de SCN analizados por de Freitas Guimaraes y
col., (2013) y en un 50% y 13,4%, respectivamente, en el trabajo
reportado por Martins y col. (2017).

La mayor prevalencia del gen sea, observada tanto en este estudio
como en estudios llevados a cabo por otros investigadores podria
ser el resultado de la facil diseminacién entre cepas de
Staphylococcus spp de este determinante genético que es portado
por un profago [Borst y Betley, 1994].

Todas las especies de SCN analizadas en este trabajo mostraron
porcentajes similares y considerablemente altos de genes
relacionados a enterotoxinas S. warneri (100,0%); S. chromogenes
(81,6%); S. xylosus (73,3%) y S. haemolyticus (64,7%), resultados
semejantes fueron informados por otros autores [de Freitas
Guimaraes y col., 2013; Mello y col., 2016; Martins y col 2017].

Este estudio como los que han sido reportados por otros autores han
proporcionado una fuerte evidencia de la presencia de genes
asociados a la produccion de enterotoxinas clasicas (SEA-SEE) en
las especies de SCN aisladas con mayor frecuencia de leche de
diferentes mamiferos (vaca, oveja y cabra). Estos hallazgos
refuerzan la importancia de estudiar el potencial toxigénico en este
grupo bacteriano por su implicancia en la salud publica, dado que la
termotolerancia de estas toxinas no afectaria su actividad cuando ya
esta presente en la leche que va a ser destinada a la elaboracion de

productos lacteos.
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Formacién de biofilm: evaluacion de la capacidad fenotipica de

forma cuantitativa

Se utilizé la técnica de cultivo en placa de 96 pocillos de fondo plano
como se describio en materiales y métodos. Se clasificaron los
aislamientos a partir de la DOc (0,026) en no formadores (NF),
débiles (D), intermedios (I) y fuertes (F) segun se muestra en la
Tabla 5. El valor de DOc fue obtenido a partir del promedio de las
mediciones del control negativo realizadas por cuadriplicado en tres
ensayos, el valor obtenido fue 0,023 y a este valor se le sumo tres
veces el desvio estandar que para este promedio fue 0,001. A partir
de este valor de corte se establecieron los rangos para clasificar
cuantitativamente la capacidad de formar biofiim (D, I, F) de las

cepas pertenecientes a las distintas especies analizadas

Tabla 5. Clasificacion cuantitativa de la capacidad para formar biofilm
adaptada a los valores en estudio

Consideracién DO’ Valor DO Clasificacion
DO<DOc <0,026 NF

DOc< DO<2DOc 0,026-0,052 D
2D0c<D0<4DO0Oc 0,052-0,104 [

DO>4DOc >0,104 F

1. Adaptado de Li y col. (2012).
DO: densidad 6ptica, DOc: densidad éptica de corte, NF: no formadora, D: débil, I:
intermedio, F: fuerte.

La mayoria (92,7%), 89 de los 96 aislamientos analizados,
presentaron la habilidad para formar biofilm, mientras que una
minoria fueron considerados aislamientos negativos para esta
capacidad (7,3%), (Tabla 6).
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Tabla 6. Distribucion de la produccion de biofilm entre especies de SCN.

Especies de SCN

Informacién S. chromogenes  S. xylosus  S. haemolyticus S. warneri  Total (%)
Numero de aislamientos (%) 38 (39,6) 30 (31,2) 17 (17,7) 11 (11,5) 96
Biofilm, n (%)

No Formador (A570 <0,026) 5(13,2) 1(3,3) 0(0) 1(9,1) 7(7,3)
Débil 14 (36,8) 2(6,7) 2(11,8) 0(0) 18 (18,8)
(A570 0,026-0,052)

Intermedio 7(18,4) 2(6,7) 1(5,9) 3(27,3) 13 (13,5)
(A570 0,052-0,104)

Fuerte 12 (31,6) 25 (83,3) 14 (82,3) 7 (63,6) 58 (60,4)

(A570 >0,104)

El elevado porcentaje de cepas formadoras de biofilm hallado en
este estudio coincide con los estudios de Darwish y col. (2013) en
Egipto, y Srednik y col. (2017) en Argentina quienes informaron a
partir de aislamientos de leches bovinas provenientes de mastitis
subclinica un 94,1% y 96,7% de cepas de SCN con capacidad de
formar biofilm, respectivamente,

En otros estudios se informaron porcentajes similares, aunque algo
menores. Tremblay y col 2013, informaron que de 255 aislamientos
de SCN obtenidos a partir de muestras de leches provenientes de
tambos de Canadd, la mayoria (85.1%) de los aislados ensayados
eran biofilm positivos. Da Costa Krewer y col (2015) mostré un 87%
de cepas productoras de biofilm a partir de aislamientos obtenidos
de vacas lactantes pertenecientes a tambos en los estados de Bahia
y Pernambuco en Brasil. Algo menor fue el porcentaje informado en
el trabajo de Marques y col. (2013), quienes observaron que de 145
aislamientos de SCN de muestras de leche bovina a partir de
establecimientos lecheros del sur de Brasil, el 74,5% fueron

formadores de biofilm.
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Es interesante destacar que del total de los aislamientos positivos
para la formacién de biofilm descriptos en este estudio, el 60,4%,
(58/96), 13,5% (13/96) y 18,8% (18/96) resultaron fuertes,
intermedios y débiles formadores de biofilm, respectivamente (Tabla
5). Porcentajes mas bajos de cepas con fuerte habilidad para formar
biofilm fueron informados en otros estudios desde 23,1% [Tremblay
y col., 2013], 25,7% [da Costa Krewer y col., 2015] y 29,5% [Darwish
y col., 2013] hasta 35,6% [Srednik y col., 2015].

La capacidad de formacion de biofilm mostré variaciones en las
distintas especies. De las cuatro especies mas prevalentes, S.
xylosus y S. haemolyticus resultaron los mayores productores de
biofilm, con un 83,3% y 82,3% de los aislamientos fuertes
formadores, mientras que solo el 31,6% de los aislamientos
identificados como S. chromogenes presentaron esta capacidad

(Tabla 6; Figura 11).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

%deformacionde biofilmporspp

S. chromogenes S. xylosus S. haemolyticus S. warneri
No formadora 5 1 0 1
m Débil 14 2 2 0
m Intermedia 7 2 1 3
W Fuerte 12 25 14 7

Figura 11. Porcentaje de cepas de las principales especies de SCN segun la
capacidad de formar biofilm
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Ademas, los porcentajes de cepas formadoras de biofilm para las
especies mas prevalentes fueron muy similares, S. chromogenes
(86,8%), S. xylosus (96,7%) y S. haemolyticus (100%), a los
mostrados en el estudio de Tremblay y col., (2013), donde para las
mismas especies los porcentaje fueron 84,7%, 92% y 93,3%,
respectivamente.

La mayoria de las cepas de S. xylosus (90%; 27/30), S.
haemolyticus (88,2%; 15/17) y S. warneri (90,0%; 10/11) resultaron
moderados a fuertes formadores de biofilm, mientras que el 50%
(19/38) de las cepas de S. chromogenes fueron negativas 6 débiles
formadoras de biofilm. Se utilizé el valor medio de todos los
aislamientos de cada especie para evaluar la capacidad para formar
biofilm por los SCN, donde S. xylosus tuvo el valor de mediana mas
alto para sus aislamientos y S. haemolyticus tuvo la segunda
mediana mas alta (Figura 12). Esto sugiere que tanto S. xylosus
como S. haemolyticus tienen la mayor capacidad para formar
biofilms. Staphylococcus chromogenes tuvo el valor de mediana mas
bajo (Figura 12), esto sugiere que S. chromogenes tiene la menor

capacidad para formar biofilms.
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Figura 12. Fuerza del biofilm para las especies mas prevalentes: ch:
Staphylococcus chromogenes (n=38), x: Staphylococcus xylosus
(n=30), h: Staphylococcus haemolyticus (n=17) y w: S. warneri (n=11).
Los puntos fuera de las cajas se consideran valores atipicos

La presencia de cepas fuertemente productoras de biofilms también
fue informada por Tremblay y col. (2013) quienes investigaron la
capacidad de formar biofilm por aislamientos de SCN de origen
bovino. Incluso un estudio con aislamientos de origen humano
también demostré que un alto numero de cepas (11/12) de S.
xylosus fueron capaces de formar biofilm [Planchén y col. 2006].
Estos trabajos apoyan el resultado mostrado en este estudio donde
S. xylosus tiene un fuerte potencial de formacion de biofilm. Por lo
tanto, al ser diferente la distribucion de las especies de SCN hallada
en cada estudio, probablemente influya en el porcentaje general de
SCN formadores de biofilm.

El hecho de que las cepas pertenecientes a las especies de SCN

aisladas con mayor frecuencia sean capaces de formar biofilm en un
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porcentaje relativamente elevado, es una caracteristica relevante
considerando que esta forma de crecimiento protege a la bacteria de
las altas concentraciones de antibiéticos y de la fagocitosis

Es importante sefalar que el alto porcentaje de cepas formadoras de
biofilm, detectado en este estudio, posiblemente podria resultar
importante en las especies de SCN ambientales para Ia
supervivencia en ambientes secos y pobres en nutrientes. Ademas,
estas cepas en los rodeos lecheros podrian desempefiar un papel en
la transmisibilidad, dada la potencial formacion de reservorios, por

ejemplo, en cafierias de las lineas de ordefo.

Asociacion entre la presencia de genes de enterotoxinas y el
crecimiento bacteriano en biofilm.

Un elevado porcentaje de cepas que revelaron presencia de genes
de enterotoxinas sea y sec individuales o en combinacion entre ellos
y con otros genes de enterotoxinas, estuvieron asociadas con una
moderada y fuerte capacidad de formar biofilm: sea 76,5% (26/34),
sec 100% (7/7), seclsed 60% (6/10), sealsec 100%. Para aquellas
cepas con presencia del gen sed individual 6 en combinacién con el
gen sea, los porcentajes asociadas con una moderada y fuerte
capacidad de formar biofilm fueron del 55% y 40%, respectivamente,
(Tabla 7).
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En la Tabla 8 puede observarse en las cepas no formadoras de
biofilm la mayor cantidad de veces 5/9 (55,5%) en que el gen sed
pudo ser detectado en la totalidad de cepas analizadas, ya sea solo
0 en combinacién con otros genes. En cambio, para aquellas cepas
con moderada a fuerte capacidad de formar biofiim la mayor
tendencia fue para los genes de enterotoxinas sea 28/62 (45,2%) y
sec 21/62 (33,9%), ya sea solos o en combinacion con otros genes
de enterotoxinas. Mientras que el gen sed so6lo fue detectado en un
20,9% (13/62), para el mismo grupo de cepas.

La habilidad de producir biofilm por estos microorganismos
potencialmente virulentos al igual que en otro estudio con cepas de
S. aureus [Lee y col., 2014; Kroning, 2016], remarca el riesgo de las
bacterias pertenecientes al género Staphylococcus de persistir en el
ambiente de procesamiento de alimentos, dado que los biofilms
reducen la efectividad de los sanitizantes [Mah, 2012; Simoes,
2010].

Tabla 8. Frecuencia de la deteccidon de genes de enterotoxinas en
cepas de SCN con diferente capacidad para formar biofilm

Gen de Capacidad para formar biofilm
enterotoxina Bf(-) Bf(+)D Bf(+)l Bf(+)F Total
sea 1 10 3 25 39
seb 0 0 0 0 0
sec 1 3 3 18 25
sed 5 8 3 10 26
see 2 0 0 0 2
Total 9 21 9 53 92

El gen sea (solo o asociado a otros genes) mostrd una tendencia a
ser mas frecuentes en las categorias de capacidad de formar biofilm

débil y fuerte con respecto a los no formadores de biofilm, mientras
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que el gen sec (solo o asociado a otros genes) mostré una tendencia
a ser mas frecuente en la categoria de capacidad de formar biofilm
fuerte con respecto a los no formadores de biofilm (sin discriminar
por especie de SCN). Por otra parte en la categoria de cepas no
formadoras de biofilm el gen sed (solo o asociado a otros genes)
mostro una tendencia a ser mas frecuente.

La asociacion entre frecuencia de aparicion de gen segun la
capacidad de formar biofilm por especie de SCN no pudo ser
evaluada estadisticamente

Una de las mayores preocupaciones en la industria de alimentos, es
garantizar la calidad microbiologica de los productos para asi reducir
las pérdidas por deterioro y reducir los riesgos en la salud de los
consumidores [Davidson y Branen, 2005]. En este contexto, la
formacion de biofilms bacterianos en plantas de procesamiento, ha
sido ampliamente estudiada en los ultimos afios. Su ocurrencia en
plantas de leche, esta directamente relacionada a la calidad del
producto crudo (leche cruda), lo cual en casos de produccién
aumentada, uso de equipos complejos y automatizacion de procesos
en este tipo de industrias son la fuente principal de contaminacién de
la leche y productos lacteos [Bremer, 2006].

La ocurrencia de Staphylococcus spp. en alimentos presenta un

riesgo potencial en términos de salud publica, ya que en poblaciones

de alrededor de 10° cfu/g [Adesiyun, 1998] pueden producir
enterotoxinas responsables de las intoxicaciones luego de pocas
horas de la ingestion.

Fallas en el proceso de pasteurizacion de los materiales crudos,
combinadas con falta de aplicacion de las buenas practicas de
manufactura en los productos lacteos y la capacidad de formar
biofiim por cepas con capacidad de producir enterotoxinas
representa un riesgo para la salud del consumidor, ya que las
toxinas estafilocécicas permanecen en los productos aun luego del

proceso térmico [Silva, 2013].
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CONCLUSIONES.

Todas las cepas analizadas por pruebas bioquimica tradicionales
mostraron el fenotipo coincidente a resultados previos, cocos Gram
(+), catalasa (+) y coagulasa (-). Del total de 114 cepas, se
identificaron las siguientes especies por MALDI-TOF MS: S
chromogenes (39), S. xylosus (37), S haemolyticus (25), y S. warneri
(13).

En cuanto a la produccion de enterotoxinas, de las 107 cepas
identificadas por PCR-RFLP del gen gap que mostraron total
coincidencia con la identificaciéon por MALDI-TOF MS, 96 fueron
analizadas para la presencia de genes de enterotoxinas clasicas;
esto permitié detectar la presencia de genes de enterotoxinas en 75
cepas (78,1%), de las cuales 25 llevaban mas de un gen de
enterotoxina. Entre los genes encontrados, el gen sea fue el mas
prevalente, estando presente solo o concomitantemente con otro
gen de enterotoxina en 47 cepas (48,9%).

Estos hallazgos refuerzan la importancia de estudiar el potencial
toxigénico en este grupo bacteriano por su implicancia en la salud
publica, dado que la termotolerancia de estas toxinas no afectaria su
actividad cuando ya esta presente en la leche que va a ser destinada
a la elaboracioén de productos lacteos

En relacién a la capacidad de producir biofilm, la mayoria (92,7%),
89 de los 96 aislamientos analizados, presentaron la habilidad para
formar biofilm, mientras que una minoria fueron considerados
aislamientos negativos para esta capacidad (7,3%).

La asociacion entre frecuencia de aparicion de gen segun la
capacidad de formar biofilm por especie de SCN no pudo ser
evaluada estadisticamente.

El elevado porcentaje de cepas con capacidad de producir
enterotoxinas entre los aislamientos de SCN provenientes de tambos
de una de las principales cuencas lecheras del pais sumado al

crecimiento en biofilm, que favorece la permanencia de la bacteria y
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su resistencia a los desinfectantes en la industria, representa un
riesgo incipiente. Esta situacion es una senal de alerta ya que una
inadecuada manipulacion de la leche cruda y las malas practicas de
ordefio en la producciéon primaria, asi como la carencia o
insuficiencia de enfriamiento de la leche cruda, podria conllevar al
crecimiento microbiano en menor tiempo, poniendo en riesgo a la
poblacion que lo consume.

Los resultados obtenidos en este estudio valorizan la importancia de
contar con estrictos programas de higiene que aseguren las
practicas de ordefio y la salud animal, y de este modo se ayude a

preservar la salud publica.
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