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————— Resumen. La mastitis es una enfermedad multifactorial originada por interaccién

Streptococcus uberis, entre el agente etioldgico, el hospedador y el medio ambiente, ocasionando gran-

Mastitis Bovina, des pérdidas econdmicas. Streptococcus uberis es el principal patégeno estrep-
tocdccico ambiental responsable de mastitis clinicas y subclinicas. Los métodos
precisos y rentables para identificar los patdgenos de la mastitis son importantes
para el diagndstico, la vigilancia y el control de esta enfermedad. El objetivo de
este trabajo fue realizar una identificacidn preliminar de aislamientos de Strep.
uberis basada en 4 pruebas bioquimicas y su posterior confirmacién mediante la
deteccién del gen pauA, utilizando la técnica de espectrometria de masas (MAL-
DI-TOF) como prueba de oro. Las colonias de cocos Gram positivos en cadenas,
catalasa negativos fueron identificadas Strep. uberis mediante MALDI-TOF. Todos
los aislamientos fueron identificados presuntivamente como Strep. uberis en base
a las pruebas bioquimicas de hidrdlisis de hipurato, hidrélisis de esculina, creci-
miento en cloruro de sodio 6,5% y en bilis. Posteriormente, se amplificé el gen
pauA en los aislamientos para confirmar la pertenencia a la especie, detectando
en 32 de los 34 (94,11%) aislamientos la presencia del amplicén del gen pauA. Los
resultados del presente estudio demuestran que la combinacién de cuatro prue-
bas convencionales para realizar una identificacion preliminar y su confirmacion
mediante la amplificacion del gen pauA mediante PCR permiten la identificacion
de Strep. uberis aislados de leche de casos de mastitis bovina.
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Abstract. Mastitis is a multifactorial disease caused by interaction between the
etiological agent, the host and the environment, causing severe economic losses.
Streptococcus uberis is one of the most important environmental pathogens as-
sociated with clinical and subclinical bovine mastitis. Cost efficient and accurate
methods to identify pathogens of mastitis are important for the diagnosis, mo-
nitoring and control of this disease. The aim of this work was to perform a pre-
liminary identification of Strep. uberis based on 4 biochemical tests and its sub-
sequent confirmation through the detection of the pauA gene, using the mass
spectrometry technique (MALDI-TOF) as an gold standard. Gram-positive and ne-
gative-catalase cocci colonies were identified as Strep. uberis by MALDI-TOF. All
isolates were presumptively identified as Strep. uberis based on the biochemical
tests of hippurate hydrolysis, esculin hydrolysis, growth on 6.5% sodium chloride
and growth on bile. Subsequently, the pauA gene was amplified in the isolates
to confirm the belonging to the Strep uberis, detecting presence of the amplicon
of pauA gen in 32 of the 34 isolates (94.11%). The results of the present study
demonstrate that the combination of four conventional microbiological tests to
preliminary classification and their confirmation by amplification of the pauA
gene by PCR allow the identification of Strep. uberis isolated from milk samples

from cases of bovine mastitis.

La mastitis es una enfermedad multifactorial que se
origina por interaccion entre el agente etiolégico, el
hospedador y el medio ambiente. La misma es alta-
mente prevalente en el ganado bovino, ocasionando
significativas pérdidas econdmicas debido a la dismi-
nucion de la calidad y cantidad de leche producida
(Vissio et al., 2012; Hadrich et al., 2018). Streptococ-
cus uberis es un importante patégeno ambiental im-
plicado en la mastitis bovina y esta asociado con in-
fecciones intramamarias clinicas y subclinicas, tanto
en el periodo de lactancia como en vacas no lactan-
tes (Khan et al., 2003; Calvinho y Tirante, 2005). Los
métodos precisos y rentables para identificar los pa-
tégenos de la mastitis son importantes para el diag-
nostico, la vigilancia y el control de esta enfermedad
(Leigh, 1999). Los cocos gram-positivos, catalasa-ne-
gativos, con capacidad de hidrolizar la esculina, ais-
lados de casos clinicos y subclinicos se clasifican
comunmente como Strep. uberis en los laboratorios
de diagndstico de rutina considerando el elevado
numero de muestras que procesan y el tiempo que
demandan las pruebas convencionales (Fortin et al.,
2003; Khan et al., 2003; Odierno et al., 2006). Las
técnicas de diagndstico molecular utilizadas en la
identificacion bacteriana a nivel de especie son mas

precisas y carecen de la subjetividad asociada con la
interpretacién de las pruebas bioquimicas (Kawata
et al., 2004; Raemy et al., 2013). La espectrometria
de masas MALDI-TOF (en espafiol: desorcién laser
asistida por la matriz con deteccién de masas por
tiempo de vuelo; MALDI-TOF MS, Bruker®) permite
el andlisis de biomoléculas como proteinas y pépti-
dos a partir de colonias generando un espectro de
masas especifico para cada especie. En los ultimos
afios se ha convertido en una herramienta confiable
y rapida para la identificacion de microorganismos
causantes de mastitis bovina, aunque de costo ele-
vado hasta amortizar el valor del equipo (Barreiro et
al., 2010; Raemy et al., 2013; Archer et al., 2017). El
objetivo de este trabajo fue realizar una identifica-
cion preliminar de aislamientos de Strep. uberis ba-
sada en cuatro pruebas bioquimicas y su confirma-
cién mediante la deteccidn del gen pauA, utilizando
la técnica de espectrometria de masas (MALDI-TOF)
como prueba de oro.

Un total de 34 aislamientos de Strep. uberis prove-
nientes de 17 establecimientos pertenecientes a la
cuenca lechera central de Argentina (Buenos Aires,
Cérdoba y Santa Fe), fueron aislados de cuartos ma-
marios de vacas con mastitis (RCS > 250.000 cél/
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ml) en placas de agar sangre ovina 5%. Las colonias
fueron identificadas presuntivamente como estrep-
tococos por su apariencia colonial, reaccién positiva
a la tincién de Gram y prueba de catalasa negativa
(Hogan y Smith, 2012) y conservadas a -20°C en cal-
do para estreptococos (triptona 1,5%, peptona de
carne 0,3%, cloruro de sodio 0,5%, fosfato dipotasico
0,75%, extracto de levadura 0,75%, sacarosa 0,5%)
(Britania, BA, Argentina), adicionado con 20% de
glicerol. Ademas, se incluyeron en el estudio las ce-
pas Streptococcus uberis ATCC 27958 como control
positivo y Streptococcus agalactiae ATCC 27956 vy
Streptococcus dysgalactiae subsp dysgalactiae ATCC
27957 como controles negativos. Para la identifica-
cion convencional de aislamientos de Strep. uberis
se seleccionaron cuatro pruebas bioquimicas, hidro-
lisis de hipurato y de esculina, y crecimiento en bilis
y en cloruro de sodio al 6,5% (NMC, 2004). La hidro-
lisis de hipurato se llevé a cabo utilizando caldo Todd
Hewitt (THB) (Britania, BA, Argentina) suplementado
con 0,4% de hipurato. La hidrdlisis de esculina se en-
say0 en agar con esculina al 1% (Britania, BA, Argen-
tina). El crecimiento en bilis se determind en agar
bilis-esculina (Britania, BA, Argentina), mientras que
el crecimiento en cloruro de sodio al 6,5% se evalud
en THB adicionado con la sal. La identificacién mole-
cular se realiz6 mediante amplificacidon por PCR del
gen pauA, tal como describe Raemy et al. (2013) (Ta-
bla 1). Previamente se realizé una extraccion de ADN
gendmico utilizando el Kit de purificacion de ADN
Wizard (Promega, EUA), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Cada reaccién de PCR se llevé a cabo
en un volumen final de 25 ul conteniendo 20 ng de
ADN molde, buffer GoTaq Green 1X, 3,5 mM MgCl,,
1 uM de cada cebador, 0,2 mM de cada dNTP, 1,5
U de ADN Taq Polimerasa y agua libre de nucleasas
(Promega, EUA). En todos los ensayos se realizé un
control negativo. La amplificacién fue llevada a cabo
en un Termociclador PTC-220 (MJ Research Inc.).

Secuencia del cebador

La técnica de MALDI-TOF basada en perfiles pro-
tedmicos especificos fue utilizada como prueba de
oro y realizada en el Laboratorio de Microbiologia
del Hospital Privado Universitario de Cérdoba. Bre-
vemente, una o dos colonias aisladas de cada aisla-
miento cultivadas 18 h en TSA fueron suspendidas
en etanol 70%. Se afadié una solucién de acido
formico 70% vy acetonitrilo 1: 1 al precipitado. Las
muestras se procesaron en un espectrometro de
masas Ultraflex MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bre-
men, Alemania) con un software de control flexible
(Bruker Daltonics) operado en modo lineal y equi-
pado con un l3ser de nitrégeno de 337 nm. El anali-
sis de los espectros se realizd con el programa Flex
Control 3.4, y se utilizé el programa de identificacidon
y la base de datos Biotyper 3.1. Un score de 2,300
a 3,000 se considerd identificacién de especie con
alto nivel de confianza (+++), mientras que un valor
de 2,000 a 2,299 se considerd solo como identifica-
cidon segura del género, con identificacién probable
de la especie (++). El rango de valores de 1,700 a
1,999 indicaba identificacion probable del género
(+). Un score <1,70 se considerd una identificacion
inaceptable (-). Del analisis de los aislamientos del
presente estudio, los 34 mostraron scores de 2 a
2,299 (+++). En relacién a los datos de cepas carga-
dos en la libreria interna del software, las 3 cepas
de S. uberis de la base de datos presentaron scores
correspondientes a los rangos de calidad (+++), y
las cepas Strep agalactiae, Strep. dysgalactiae spp.
dysgalactiae, Streptococcus dysgalactiae ssp equi-
similis, Streptococcus equinus, Streptococcus equi
ssp zooepidemicus, Streptococcus equi ssp equi,
Streptococcus canis, Streptococcus porcinus, Strep-
tococcus ovis, Streptococcus pyogenes, Streptococ-
cus oralis, Staphylococcus aureus, Staph. aureus ssp
aureus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus pa-
racasei ssp paracasei, Lactobacillus plantarum ssp
plantarum, presentaron scores correspondientes

Tamaiio del

Programa

5 TGATTCCGACTACTACGCTAGAT 3’
pauA
5 ATACTTTGAGTTTCACCGAGTTC 3’

producto

723 pb 30(94°C60s-54°C455-72°C455)

Tabla 1. Secuencia de los cebadores, tamafio del producto de amplificacién del gen pauA y programa para reaccion

de PCR
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a los rangos de calidad (-). El score presentado por
cada aislamiento fue comparado a aquellos exhibi-
dos por las cepas antes mencionadas, confirmando
de esta manera que los 34 aislamientos pertenecian
a la categoria A lo cual indica consistencia a nivel de
la especie Strep. uberis. La técnica MALDI-TOF resul-
té ser una herramienta confiable y rapida para iden-
tificar aislamientos de Strep. uberis en coincidencia
con lo informado por Raemy et al. (2013) y Archer et
al. (2017). Luego, los aislamientos fueron ensayados
para su clasificacidén a nivel de especie en base a las
pruebas bioquimicas de hidrélisis de hipurato, hi-
drolisis de esculina, crecimiento en cloruro de sodio
6,5% y en bilis, seleccionadas con el fin de reducir
el nimero de pruebas bioquimicas propuestas por
otros autores (Fortin et al., 2003; Khan et al., 2003;
Odierno et al., 2006; Raemy et al., 2013). Estas per-
miten diferenciar las principales especies de Strep-
tococcus causantes de mastitis bovina, Strep. uberis,
Strep. agalactiae y Strep. dysgalactiae, de acuerdo a
lo establecido por NMC (2004). Los 34 aislamientos
se identificaron presuntivamente como Strep. ube-
ris por ser positivos para la hidrdlisis de la esculina
y del hipurato, y negativos para el crecimiento en
NaCl 6,5% y en agar bilis-esculina (NMC, 2004), en
coincidencia con el perfil bioquimico exhibido por
la cepa Strep. uberis ATCC 27958. Posteriormente,
se confirmé la identificacién a nivel de especie me-
diante la amplificacidon del gen pauA por PCR. Los
resultados mostraron que el 94,11% (32/34) de los
aislamientos de Strep. uberis evidenciaron una uni-
ca banda de 723 pb correspondiente al producto es-
perado, determinada en base al marcador de peso
molecular de 100 pb mediante electroforesis en gel
de agarosa 1% (Figura 1).

En este sentido, este resultado coincide con la ele-
vada prevalencia del gen pauA descripta en la mayo-
ria de los estudios realizados tanto en nuestro pais
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(Perrig et al., 2015), como en otros paises (Rosey
et al., 1999; Khan et al., 2003). Un analisis in silico
(Datos inéditos) realizado en el presente estudio
revelé un alto grado de conservacion en la secuen-
cia nucleotidica del gen pauA y su correspondiente
proteina PauA, indicando que se puede utilizar di-
cho gen como marcador putativo de especie. Este
resultado coincide con la elevada identidad (> 95%)
demostrada en las secuencias de los nucleétidos de
20 aislamientos de Strep. uberis, con respecto a las
55 secuencias registradas en GenBank y a las 30 se-
cuencias registradas en la base de datos de Food Mi-
crobe Tracker (Perrig et al., 2015). En consecuencia,
la ausencia del amplicdn pauA detectada en dos de
los aislamientos en el presente estudio puede de-
berse a la ausencia del gen. Si bien los resultados
son similares a los datos obtenidos por Raemy et
al. (2013), quienes demostraron que el gen pauA
permitié identificar el 100% de 40 aislamientos de
Strep. uberis, nosotros proponemos seleccionar en
estudios futuros un gen altamente conservado de
Strep. uberis que pueda encontrarse en el 100% de
los aislamientos. Los resultados del presente estu-
dio demuestran que la combinacidn de cuatro prue-
bas microbiolégicas convencionales para realizar
una identificaciéon preliminar y su confirmacién me-
diante la amplificacién del gen pauA mediante PCR
permiten la identificacién de Strep. uberis aislados
de muestras de leche de casos de mastitis bovina.
Este esquema es de utilidad en laboratorios de diag-
nostico veterinario debido a su costo accesible que
permite obtener resultados de manera facil y con-
fiable, con el fin de mejorar la condicidn sanitaria de
los establecimientos lecheros.

12 345 678 9101112131415 1617 1819 20 21 2223 242526 2728 29 303132 33 34 -

Figura 1. Amplificacion del gen pauA de 34 aislamientos de Streptococcus uberis; MPM marcador de peso molecular

de 100bp; - Control negativo.
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