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Lista de abreviaciones

ml - Mililitro

I - Microlitro

UFC/ml — Unidades formadoras de colonia por mililitro
cel/ml - Células por mililitro

U/ul — Unidades por microlitro

ng/ul — Nanogramos por microlitro

pb — Pares de bases

min — minutos

WM — Micro molar

DEPC - Detilpirocarbonato



Resumen

La mastitis bovina es una enfermedad que se caracteriza por la inflamacion de la
glandula mamaria. En nuestro pais y en el mundo genera grandes pérdidas en la
produccién lechera, puede ser causada por bacterias del género Streptococcus como
son S.uberis, S.agalactiae y S.dysgalactaie. El correcto diagnostico de esta
problematica es de gran importancia ya que permite implementar un rapido y adecuado
tratamiento de la enfermedad y asi poder minimizar el gran impacto que genera en la
produccion. Por ello, se puso a punto una PCR multiplex para la rapida y confiable
identificacion de las tres especies de Streptococcus en simultaneo. Se analizaron 116
cepas de este género mediante multiplex PCR identificandose a nivel de especie y
comparando el resultado con el obtenido a través pruebas fenotipicas convencionales
(Prueba de CAMP, hidrdlisis de esculina, hemdlisis producida en agar sangre). Se
observaron diferencias significativas entre la deteccion fenotipica y genotipica de las
especies. Analizando Unicamente aquellas cepas que pudieron identificarse a nivel
fenotipico solo el 31% coincidid con el resultado arrojado por multiplex PCR. Si
profundizamos en la andlisis de las cepas que fueron identificadas como S.uberis solo
el 25% coincidié con lo expresado a nivel fenotipico, en el caso de S.dysgalactiae el
40% y por ultimo para S.agalactiae 33%. Por otro lado, en relacién a las prevalencias
de los patdgenos en base a los datos de la identificacidn fenotipica, el predominante fue
S.dysgalctiae seguido de S.uberis y por Gltimo S.agalactiae, sin embargo, cuando lo
analizamos en base a la identificacion genotipica el mas prevalente pasa a ser S.uberis
seguido de S.dysgalactiae. Con respecto al analisis de la resistencia evaluada a nivel
fenotipico se encontrd que, del total de las cepas analizadas, (N=94) se detect6 una alta
sensibilidad a penicilina (95.7%), una moderada sensibilidad a eritromicina (85,1%) y
una baja sensibilidad a tetraciclina (67%). Si analizamos los perfiles de resistencia por
microorganismos encontramos una alta sensibilidad a penicilina para las tres especies.
En cuanto a la tetraciclina se encontr6 una baja susceptibilidad para S.agalactiae
(33,3%) y S.dysgalactiae (34,4%), y una moderada sensibilidad para S.uberis (86.4%).
Por ultimo, para eritromicina se encontré una moderada sensibilidad para S.dysgalactaie
(81,3%) y S.uberis (86,4%), ademas se reportd una alta sensibilidad para S.agalactiae
(100%). En conclusién, fue posible poner a punto una técnica rapida y sensible como
la multiplex PCR capaz de identificar de forma efectiva las tres especies de
Streptococcus en estudio en comparacion con los métodos convencionales. Debido a la
gran sensibilidad y rapidez de la técnica podria ser considerada para implementar como
método de rutina para el diagnostico de mastitis bovina causada por Streptococcus en
cualquier laboratorio. Ademas, se pudo determinar una aproximacion de los perfiles de

resistencia de las tres especies.



Introduccion

Uruguay es el mayor productor de leche en América Latina con un total de 230
Lts/persona. Se producen aproximadamente 2200 millones de litros de leche anuales,
de los cuales el 30% se utiliza para consumo interno y el 70% restante se exporta a mas
de 60 mercados a nivel mundial teniendo como prioridad Argelia, Brasil y Rusia. Esto
posiciona a Uruguay como el 7° mayor exportador de leche y derivados a nivel mundial.
En el 2020, se exportaron 237mil toneladas de productos lacteos lo que se traduce en
un valor de 692 millones de dodlares, lo cual refleja la importancia de la produccion lactea
en nuestro pais (INALE, 2020). De acuerdo con los datos publicados por el Ministerio
de Ganaderia Agricultura y Pesca (MGAP), Uruguay cuenta con 3423 establecimientos
productores de Leche que ocupan 761mil hectareas y que poseen 759 mil cabezas de
ganado (Font et al., 2020).

La leche de buena calidad se determina en base a diferentes parametros como la
seguridad, higiene y estado de salud de la ubre lo que determinara su aptitud para uso
(Katz et al., 2016). En el ambito de la industria, el valor de la leche cruda se establece
en base a la calidad higiénico-sanitaria de la misma. Para ello, se toman en cuenta
distintos indicadores de calidad como: el recuento de células sométicas (RCS), el
recuento bacterian o en UFC/ml (Unidades Formadoras de Colonia por
mililitro) y la cantidad de proteina y grasa presente. En Uruguay el MGAP estableci6 a
través de un decreto los limites RCS y de las UFC/ml para la comercializacion de la
leche. Esto se determind de forma progresiva llegando a las 100.000 UFC/mly 400.000
cel/ml, a su vez el decreto establece mecanismos de evaluacion de la calidad de la leche
a los productores. Aquellos que presenten una determinada cantidad de medidas por
encima de los valores establecidos quedara en infraccion, esto es de gran relevancia
para la comercializacion, ya que una buena calidad es fundamental para llegar y
mantener el comercio (Decreto 359/013 art.6 MGAP, 2013), para la correcta elaboracion
de los subproductos lacteos y para la inocuidad de los alimentos.

Por otro lado, organismos que se encargan de la certificacion de los productos
alimenticios, como el Laboratorio Tecnolégico del Uruguay (LATU), establecen
categorias de calidad de la leche en base al RCS (Santo & Ferreira, 2014). Establecer
limites de RCS es de gran importancia ya que permite conocer el estado de la ubre y la
aparicion de alguna infeccién, asi como también determinar su utilizacion o no para

producir sus productos derivados (Vasquez et al., 2014).

Finalmente, pero no menos importante, la mastitis bovina es una enfermedad que tiene

un gran impacto tanto en el ambito econdémico como sanitario y de bienestar animal. En



Uruguay se estimo que las pérdidas por mastitis para el afio 2002, fueron de US$21
millones (Gianneechini, et al.,, 2002). Si bien en la actualidad no hay estudios que
determinen las pérdidas, se estima que al dia de hoy serian mucho mayores (Com. Pers.

Dr. Edgardo Gianneechini).

Definicion de Mastitis

La Mastitis Bovina (MB), es una de las enfermedades mas frecuentes en el ganado
lechero y puede presentarse de dos formas, un que denominamos clinica y la otra
subclinica. La forma clinica es de facil diagndstico, ya que por lo general el cuarto de la
ubre afectada presenta una inflamacién perceptible y la leche se observa visiblemente
alterada por la presencia de codgulos o descamaciones. En cambio, en aquellas vacas
que cursan la enfermedad en forma subclinica no presentan ninguna afeccion de la
glandula mamaria ni de la leche a simple vista, pero a causa de la infecciébn hay un
incremento en la cantidad de leucocitos polimorfonucleares, lo que se refleja en un
incremento del RCS (Smith, 2015). Por lo tanto, su diagnéstico se realiza mediante el
RCS, valores por encima de las 200.000 cel/ml en vacas y 100.000 cel/ml en vaquillonas
se consideran que el animal esta cursando una infeccion (Bedolla et al., 2007).

Los patégenos bacterianos que causan la MB pueden clasificarse como patégenos
ambientales o contagiosos. Dentro de los ambientales tenemos a Escherichia caoli,
Klebsiella y Streptococcus uberis. Por otro lado, Staphylococcus aureus, Streptoccocus
agalactiae y Streptococcus dysgalactiae se identifican como contagiosos. Estos
patdgenos son los principales y mas relevantes, sin embargo, existen otros como
levaduras, hongos y algas. La clasificacién utilizada se debe al sitio que utilizan como
reservorio principal. En el caso de los patdgenos ambientales, los podemos encontrar
en el barro, excremento, agua, etc., mientras que los patdégenos contagiosos los
encontraremos dentro de la glandula mamaria del animal. Esta clasificacion es de gran
importancia ya que nos permite inferir en base al patdgeno las vias de contagio
(Smith,2015). En el caso del S. dysgalactiae existen diversas opiniones sobre si deberia
catalogarse como patégeno ambiental o contagioso, debido a que hay evidencias de

que puede persistir tanto en la glandula mamaria como en el ambiente (Smith, 2015).

Agentes etioldgicos de Mastitis Bovina

Los principales patégenos que provocan mastitis en Uruguay son: Staphylococcus
aureus, Staphylococcus coagulasa negativos, Streptococcus agalactiae (S. agalactiae),

Streptococcus dysgalactiae (S. dysgalactiae), Streptococcus uberis (S. uberis),



Corynebacterium bovis, Escherichia coli, Klebsiella y Trueperella pyogenes en ese
orden de prevalencia (Gianneechini et al., 2002). En la mayoria de los trabajos se
destaca a Staphylococcus aureus como el patbgeno mas prevalente y de mayor
virulencia (Smith, 2015.), sin embargo, entre los afios 2013 y 2019 en el noreste de
Polonia se realiz6 un estudio de prevalencia en vacas con mastitis clinica y subclinica
dando como resultado a las bacterias del género Streptococcus sp. como las mas

prevalentes en los ultimos 5 afios (Kaczorek-tukowska et al., 2021).

Las bacterias del género Streptococcus sp son Gram positivas, catalasa y oxidasa
negativo y al microscopio 6ptico se visualizan como microorganismos de forma esférica
formando cadenas (Raemy et al., 2013) (Figura 1).
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Figura 1. En la figura de la izquierda se observa una imagen tomada de un microscopio optico de

la técnica de tincion de gram de bacterias del género Streptococcus. En la figura de la derecha se

muestra un cultivo puro de Streptococcus en medio agar sangre.
S. agalactiae es considerado un patégeno obligatorio de la glandula mamaria causando
en la mayoria de los casos mastitis subclinica y en el caso de no ser detectado puede
perdurar por largos periodos de tiempo (Smith,2015). Este microorganismo se adhiere
a las células epiteliales de la glandula mamaria produciendo enzimas y hemolisinas que
destruyen el tejido mamario sin invadir el tejido intersticial. Ademas, debido a su gran
multiplicacién y los dafios que ocasiona, sumado a la numerosa liberacién de neutrdfilos,
genera una obstruccion en los conductos que lleva a la pérdida de la funcion secretora
de la glandula mamaria ( Markey, 2013).
Por otro lado, S. uberis se encuentra principalmente depositado en el ambiente, sobre
todo en suelos contaminados por heces. Otro reservorio comun de este microrganismo
es el tracto genital, aunque se cree que no seria de gran relevancia para contraer la

enfermedad (Smith, 2015). Al igual que S. agalactiae algunos autores han descripto la



capacidad de S. uberis de adherirse a las células epiteliales de la glandula mamaria y
producir exoenzimas, ademas se estima que gran parte de las infecciones causadas por
S. uberis pueden derivar en mastitis cronica (Almeida et al., 2006).

Por ultimo, S. dysgalactiae, que anteriormente era catalogado como un patégeno
ambiental, actualmente es considerado contagioso por lo que su principal reservorio es
la glandula mamaria. Sin embargo, los mecanismos de cOmo es capaz que persistir
dentro de la misma no estan claros por el momento (Markey, 2013). A pesar de ello,

algunos autores lo clasifican como ambiental al igual que S. uberis.

Si bien el énfasis se ha puesto en combatir a los patégenos clasificados como
contagiosos, se ha notado en ciertos paises un incremento en los casos de mastitis por
patdgenos ambientales (Kabelitz et al., 2021). Se estima que aproximadamente el 50%
de los casos de mastitis producidos por patégenos catalogados como ambientales se
da durante el periodo seco (tiempo que transcurre entre una lactancia y la siguiente), ya
que en ese momento se observa una mayor susceptibilidad de la glandula mamaria a
contraer enfermedades. Finalmente, mas de la mitad de ellos son de caracter clinico, ya
que como se observé anteriormente afectan de forma significativa la produccion de
leche (Smith, 2015).

Diagnéstico de laboratorio de Mastitis Bovina

Para el diagnéstico de la mastitis se utilizan principalmente técnicas fenotipicas que se
basan en la observacién de la morfologia de las colonias, caracteristicas tipicas de
crecimiento y la metabolizacién de ciertos sustratos especificos (Zadoks & Watts, 2009).
En la mayoria de paises como el nuestro, se realizan una serie de pruebas bioquimicas
estandarizadas para la diferenciacién a nivel de especie, principalmente debido a su
bajo costo y su facil implementacion. La prueba de Christie—Atkins— Munch-Petersen
(CAMP,(Munch-Petersen & Christie, 1945)), basada en la accion hemolitica del factor
CAMP sobre la sangre contenida en el medio, es un ensayo tipico que permite la
identificacion de los Streptococcus del grupo B-hemoliticos dentro de los cuales se

encuentra S. agalactiae (Brown et al., 1974) (Figura 2).



Figura 2. En esta imagen se puede apreciar un
ejemplo de latécnica de CAMP en agar sangre. La
linea horizontal del centro corresponde a una cepa
de Staphylococcus aureus y en la parte superior
derecha se puede observar una cepa CAMP + que
en este caso corresponde a Streptococcus
agalactaie. Como se puede apreciar se genera la
tipica forma de “flecha” causada por el factor
CAMP en presencia del Staphylococcus aureus.
Imagen extraida del libro Clinical Veterinary
Microbiology, (Markey et al., 2013)

La identificacion de S. uberis y S. dysgalactiae se realiza mediante el ensayo de
hidrolisis de esculina en placa. Esta prueba se basa en la capacidad que tienen algunas
bacterias de hidrolizar la esculina generando subproductos que tornaran el color del
medio a negro (Figura 3). De esta forma, se diferencia S. uberis, que es esculina positiva
de S. dysgalactiae que es esculina negativa. Ademas de estas pruebas bioquimicas
basicas existen otras como son el crecimiento en inulina, manitol, rafinosa, salicin y

sorbitol que permitirian una identificacion mas exacta de cada especie.



Figura 3. En esta imagen se observa un ejemplo del ensayo de hidrolisis de
esculina en medio Edwards que se utiliza para discriminar entre S.uberis y
S.dysgalactiae. En la zona izquierda de la placa encontramos Enterococcus
faecalis que es positivo para la hidrélisis de esculina ya que genera ese color
negro caracteristico de la reaccion. En la parte superior de la placa encontramos
una cepa de S.uberis que también es positivo para el ensayo de esculina. Por
ultimo, en la zona de la derecha e inferior encontramos a S.dysgalactiae y
S.agalactiae respectivamente que son negativos para el ensayo de esculina. En
la imagen de la derecha se observa la misma placa de la izquierda, pero bajo la
luz UV lo que ayuda a discriminar los positivos de los negativos. Imagen extraida
del libro Clinical Veterinary Microbiology, (Markey et al., 2013)

En algunos trabajos se evalué la efectividad de los métodos bioquimicos convencionales
frente a otros métodos como API® 20 Strep que se basa en la capacidad que tienen los
microrganismos de fermentar azlcares y de la actividad enzimatica que poseen. Estas
reacciones producen cambios de pH en el medio que generan cambios de coloracion,
estos son comparados con una tabla de referencia para establecer el resultado. El otro
método utilizado es el 16S rDNA RFLP, en este caso la identificacion se realiza mediante
la utilizacion de enzimas de restriccibn que fragmentan de forma especifica los
fragmentos de ADN dando como resultado diferentes tamafios segun la especie. Al
comparar estos meétodos con los convencionales se encontré que los métodos
bioquimicos convencionales pudieron identificar correctamente el 94% de las cepas
analizadas (Odierno et al., 2006). Por otro lado, ciertos trabajos afirman haber
encontrado la expresion del factor CAMP en cepas de S. uberis catalogando como
variable el resultado de esta prueba para esta especie (Jiang et al., 1996), siendo asi
una limitante en el diagnéstico. Ademas, se destaca que la identificacion genotipica es
més efectiva también para identificar otros microorganismos que causan mastitis bovina
(Zadoks & Watts, 2009). Por otro lado, se comprob6 que el desarrollo de técnicas
moleculares como PCR es sensible y efectiva para el diagnéstico de patégenos
causantes de mastitis bovina (Riffon et al., 2001). La utilizacion técnicas como multiplex

PCR poseen una alta sensibilidad y especificidad para la deteccién de microorganismos



patdgenos (Ashraf et al., 2017). Se sugiere esté técnica como una alternativa rapida y
confiable a los métodos convencionales por su especificidad y rapidez (Kalin et al.,
2017).

Uso de antibioticos vy la Mastitis

Los agentes antimicrobianos se han utilizado ampliamente a lo largo de los afios como
método principal para el tratamiento de vacas con MB lo cual ha generado en algunos
casos resistencia de determinadas bacterias a algunos antibiéticos. En un estudio
realizado por Gianneechini et al en el 2014 se evalud la sensibilidad frente a penicilina,
ampicilina, cefalotina, enrofloxacina, eritromicina, tetracicilina y sulfametoxazol-
trimethoprim de cepas de Streptococcus causante de mastitis aisladas en nuestro pais.
En particular se destaca que tanto S. agalactiae como S. dysgalactiae fueron resistentes
en su mayoria a tetraciclina y en segundo lugar a enrofloxacina. Asimismo, las cepas de
S. uberis presentaron un alto nivel de sensibilidad a todos los antibiéticos testeados
(Gianneechini et al., 2014). Otro estudio realizado en Alemania revel6 que las cepas de
S. uberis y S. dysgalactiae estudiadas fueron resistentes en primer lugar a tetraciclina
seguido de eritromicina, no asi las de S. agalactiae que fueron susceptibles a estos
antibidticos (Minst et al., 2012). Ademas, se destaco la sensibilidad de todas las cepas
de Streptococcus frente a antibiéticos B-lactamicos. Sin embargo, se resalta un aumento
en la concentracion inhibitoria minima (CIM) lo que podria reflejar un cambio a futuro en

la susceptibilidad de estos microorganismos a estos antibiéticos (Minst et al., 2012).

La correcta identificacion de los patdgenos causantes de MB es de gran importancia ya
que permite realizar planes de control de la enfermedad que dependen del o los
microorganismos involucrados. De esta forma, se podrian establecer las causas de
origen de la enfermedad y determinar la epidemiologia de la misma, asi como también
las distintas formas de contagio. A su vez, determinar los perfiles de resistencia a los
diferentes antibidticos permite un correcto tratamiento de la enfermedad y evitar la

generacién de cepas resistentes en el futuro.

Por todo lo dicho anteriormente, este trabajo se centrd en el desarrollo de una técnica
rapida, eficaz y confiable que identifique de forma correcta, mediante métodos
moleculares, las cepas de S. agalactiae, S. dysgalactiae y S. uberis. Ademas, se intento
determinar los perfiles de resistencia de las cepas identificadas con el objetivo de tener

una mejor idea de la susceptibilidad frente a determinados antibioticos.



Hipotesis de estudio

Los resultados de la identificacidn genotipica no coinciden con los de la identificacion

fenotipica en muestras de cultivo de leche mastitica.

Objetivos generales

Identificar mediante métodos moleculares cepas de Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae y Streptococcus uberis pertenecientes a un banco de cepas
aisladas de muestras de leche mastitica y comparar los resultados con los obtenidos en
la identificacién fenotipica. Ademas, determinar los distintos perfiles de resistencia

fenotipica a antibioticos.

Objetivos especificos

1. Estandarizar una Multiplex PCR para la identificacion de Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae y Streptococcus uberis. Determinar la especificidad y

sensibilidad de la misma.

2. Realizar un andlisis de la efectividad de la identificacion de las cepas de
Streptococcus sp. mediante la comparacion con los datos de la caracterizacion

fenotipica y genotipicas realizada a las cepas.

3. Determinar los perfiles de resistencia fenotipico a macrélidos, tetraciclinas y penicilina

en todas las cepas de Streptococcus identificadas.

Materiales y Métodos

Recepcién vy procesamiento inicial de muestras

Se trabaj6é con 127 cepas que fueron remitidas por el Laboratorio de la Rural de San
José obtenidas de muestras de leche extraidas de vacas con diagndstico de mastitis

clinica.

La identificacion fenotipica de dichas cepas se realiz6 mediante pruebas bioquimicas
convencionales en el Laboratorio de la Rural de San José. La determinacién del género
se realiz6 mediante tincion de Gram, la prueba de catalasa y la prueba de produccién

de hemodlisis por crecimiento en agar sangre. Para la identificacion de especies se
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utilizaron la prueba de CAMP, el ensayo de hidrélisis de esculina y la determinacion del
Grupo de Lancefield. Con dichas pruebas las cepas fueron separadas en S. agalactiae,

S. uberis, S. dysgalactiae y Streptococcus.

Luego de su identificacién las muestras fueron rotuladas y enviadas en caldo TSB al
Departamento de Patobiologia, Unidad Académica de Microbiologia de la Facultad de
Veterinaria donde fueron almacenadas en freezer -20°C hasta su estudio

asignandoseles un cédigo interno del Laboratorio de Microbiologia.

Las muestras se sembraron en agar sangre al 5% de forma de comprobar su viabilidad,

descartandose aquellas que no desarrollaron crecimiento de colonias en placa (11/127).

Posteriormente se corrobordé su pertenencia al género Streptococcus repitiendo las

pruebas de tincion de Gram y catalasa.

Las cepas bajo estudio fueron almacenadas en freezer -80°C hasta su utilizacién. Para
ello se introdujo una colonia de cada una de ellas en un tubo eppendorf con caldo TSB
los cuales se mantuvieron en agitacion (shaker) a 37°C durante 48hrs. Seguidamente,
fueron colocadas en un criotubo con caldo glicerol al 20% y almacenadas en freezer
-80°C.

Extraccion de ADN

Previo a la extraccion de ADN las muestras almacenadas a -80°C se re-aislaron en

placas con medio agar sangre al 5%.

Para realizar la extraccion de ADN gendmico se utilizé la enzima Achromopeptidasa
(Sigma-Aldrich® St. Louis, MO). En primer lugar, se incorporaron 95ul de agua DPC en
un tubo eppendorf de 1,5ml, posteriormente se agregaron 5ul de la solucion de
Achromopeptidasa a una concentracion de 10U/ul. Una vez realizado esto, con la ayuda
de un ansa, se tom6 una o dos colonias de la placa y se incorporé al tubo con la enzima
agitando vigorosamente mediante vortex. Los tubos se llevaron a bafio de 50°C durante
10 min y posteriormente a uno de 94°C por el mismo tiempo. Luego se centrifugaron por
7 min a 13500 rpm y se reservaron 80ul del sobrenadante que se almacenaron en tubos
rotulados en freezer a -20°C hasta su posterior utilizacién. La pureza y cantidad del ADN
extraido fue evaluada en NanoDrop (Thermo Fisher Scientific Inc.), mediante la relacion

de absorbancia 260/280 y la concentracion de ADN medida en ng/ul.



Puesta a punto de la Multiplex PCR

Para la puesta a punto de la Multiplex PCR para la identificaciébn genotipica de las
muestras en estudio se incluyeron tres cepas de referencia (ATCC, Washington DC,
EE.UU.) de las tres especies: S. uberis (ATCC 9927), S. agalactiae (ATCC 13813) y S.
dysgalactiae (ATCC 12394). Se utilizaron tres pares de cebadores que amplifican una
porcién del ARNr 16s (S. dysgalactiae y S. agalactiae) y 23s (S. uberis) de 624, 405y
281pb respectivamente (Riffon et al., 2001) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de los cebaclores utilizados en el estudio

Nombre Secuenciad a3’ Tamano del Tm Especie que

del producto(pb) | °C identifica
Primer

Sag40 CGCTGAGGTTTGGTGTTT ACA 405 60  S.agalactiae

Sag445 CAC TCC TACCAACGT TCTTC

Sdy105 AAAGGTGCAACTGCATCACTA 281 57 S.dysgalactiae

Sdy386 GTC ACATGG TGG ATT TTC CA

Sub1546 TGA TGG GGA GCG AAA ATA AG 624 59 S.uberis

Sub2170 CCC AAC AAC GCC TCA AAC GA

Como primer paso se determind la temperatura adecuada de annealing a través de la
realizacion de PCRs de gradiente para cada una de las tres especies. Para ello, se
establecié un rango de temperaturas de entre 55°C a 65°C basado en los datos de las
temperaturas de melting (Tm) provista por los primers (Tabla 1). El protocolo establecido
para el PCR de gradiente se inicié con un paso previo de 94°C durante 1 minuto, luego
se realizaron 35 ciclos iniciando con un paso de desnaturalizacién a 94°C durante 45
seg, para la etapa de annealing se disefié un gradiente de temperatura de 55°C a 65°C
durante 1 min y una etapa de extension a 72°C durante 2 min. Por ultimo, se determin6
una etapa extra de extension por 1 min. Esta configuracion se utilizé para realizar los
tres PCR de gradiente. Para visualizar los productos de PCR se utiliz6 un gel de Agarosa
al 2%, al preparado se le adicion6 GoodView™ (Beijing SBS Genetech Co., Ltd) que
oficia de intercalador de ADN y fluérese bajo luz UV. Para cargar las muestras al gel de
agarosa previamente se mezclé el producto de PCR con loading buffer 6x (Thermo
Scientific™) y luego se procedi6 a la carga de los productos. Ademas, se utiliz6 como
referencia para la corrida el marcador de peso molecular de Thermo Scientific™ que
corresponde a 100pb. Se realiz6 una comparacion de las bandas de cada una de las

PCR y se seleccionaron aquellas bandas que poseian una definicion y claridad 6ptima.
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Utilizando la Tm determinado a partir de las tres PCRs de gradiente anteriores se realizé
una multiplex PCR utilizando una mezcla de las extracciones de ADN de las cepas
ATCC de S. uberis, S. dysgalactiae y S. agalactiae, previamente analizadas en cuanto

a pureza y concentracion.

Identificacion de las cepas de Streptococcus sp. mediante Multiplex PCR

La identificacion de las cepas de Streptococcus sp. en estudio se realizd6 mediante la
multiplex PCR. Como control positivo se utilizé la mezcla ADN de las cepas ATCC y

como control negativo se utilizé agua DEPC.

La amplificacion por PCR se realizé en un equipo Biorad (C1000 Touch™). Todas las
reacciones fueron llevadas a cabo usando un volumen final de 25ul de los cuales 14ul
correspondieron a Mango Mix (Bioline), 0,4uM a primer foward y primer reverse de cada
uno de los tres pares de primers correspondientes a las tres especies. Por ultimo, se
agregaron 3ul de agua y 2ul de ADN de la muestra para completar el volumen total
(25pl).

Se aplicé un paso previo a 94°C por 1 min, a continuacion, se establecié un total de 35
ciclos que se realiz6 en base a las siguientes condiciones: desnaturalizacion a 94°C por
45s, annealing a 58°C 1 min y una etapa de extension a 72°C por 2 min. Finalmente,

una vez concluidos los ciclos, se agreg6 un paso extra de extension de 72°C por 1 min.

Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 2% lo cual permitié la
correcta visualizacion y discriminacion entre los tamafios de banda generados por los
distintos pares de primers. Al preparado del gel se le adicion6 GoodView™ (Beijing SBS
Genetech Co., Ltd) que se intercala en la hebra de ADN vy flurese al exponerse a luz
UV. De esta manera, fue posible visualizar con claridad las bandas generadas por los
productos de PCR. Para cargar las muestras al gel de agarosa se utilizé loading buffer
6x (Thermo Scientific™). Por dltimo, se utilizé como referencia de la corrida un marcador

de peso molecular de 100 pb. (Thermo Scientific™).

Determinacién de la sensibilidad y especificidad de la técnica.

La evaluacion de la especificidad de la Multiplex PCR se realiz6 usando una mezcla de
la extraccion de ADN de las tres cepas ATCC de S.uberis, S.dysgalactiae y S.agalactiae,
en conjunto y separadamente en presencia de los tres pares primers en simultaneo. De

esta manera es posible comprobar que el ADN de cada una de las tres cepas en estudio,
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se una de forma especifica con su primer y no con mas de uno.

Para evaluar la sensibilidad se ejecut6 la reaccion incluyendo diluciones a partir de una
mezcla de ADN de las cepas de referencia con una concentracion conocida (41ng/ul).
A partir de la cual se realizaron diluciones seriadas 1/10 hasta la dilucién 1078
(41x10~8ng/pl).

Determinacién de los perfiles de Resistencia

Para determinar los perfiles de resistencia a penicilina, tetraciclina y eritromicina a nivel
fenotipico se realizaron antibiogramas a 94 de las cepas en estudio, siguiendo protocolo
de la CLSI (CLSI, 2020). Estos antibi6ticos han sido estudiados en trabajos previos ya

que son de uso veterinario (Liu et al., 2018).

Las cepas fueron sembradas y re-aisladas en placas con medio agar sangre al 5%, e
incubadas en estufa a 37°C por 48hrs. Posteriormente se realizé una suspensién en
suero fisiolégico equivalente el 0,5 de la escala McFarland (Remel™ Equivalence
Turbidity Standards-Thermo Scientific™). A continuacién, con un hisopo se sembré
cada muestra en una placa con medio Muller-Hinton sangre al 5%. Por dltimo, se le
agregaron los discos de difusion de cada antibiético (Oxoid™). Se dejo reposar la placa
por 20 min para una Optima difusion del antibiético, posteriormente se llevé a estufa a
37°C por 48hrs, luego de las cuales se procedié a la medicion del halo generado
utilizando la tabla de referencia proporcionada por la CLSI para definir si la cepa era

resistente o no al antibiotico.

Andlisis de datos

Se realizdé un analisis descriptivo exhaustivo de los datos mediante la utilizacion de
planillas realizadas en Microsoft Excel, donde se identificd correctamente cada muestra
con un numero, y los resultados obtenidos de cada cepa bacteriana expresados como
positivos 0 negativos tanto a nivel fenotipico como molecular, asi como los perfiles de
resistencia. Para determinar la asociacion entre las pruebas fenotipicas y las
moleculares se utilizé la prueba chi(cuadrado) de contingencia mediante el software
STATA v14.
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Resultados

Control de viabilidad y confirmacion de Género de las cepas

Del total de 127 cepas provenientes de muestras de leche de vaca con diagnostico de
mastitis clinica positivos, 116 fueron viables. Al total de las cepas viables se les
realizaron las pruebas bioquimicas de rutina, tincién de Gram y prueba de catalasa que
confirmaron el resultado de las pruebas bioquimicas, tincion de Gram y prueba de
catalasa efectuadas previamente por el Laboratorio de la Rural de San José ratificando

su identificacion como Strepotococcus spp.

Extraccion de ADN

En la Tabla 2 se presentan los resultados de la pureza y concentracién del ADN, en
promedio, obtenido mediante el procedimiento de extraccion utilizado separado de

acuerdo a la determinacion fenotipica inicial.

Tabla 2. Pureza y concentracion de los extractos realizados con una fraccion de las muestras
estudiadas.

Fenotipo! Abs 260/280? [ng/pl)?
Streptococcus 1,54 50,66
S.agalactiae 1,27 106,38
S.dysgalactiae 1,69 47,22
S.uberis 1,54 54,27

1 Segun pruebas convencionales de laboratorio.
IRelacion entre absorbancia 260 hm y 280 nm.
3Concentracion de ADN

Puesta a punto de la Multiplex PCR vy evaluacién de la sensibilidad y

especificidad

Los resultados de la PCR de gradiente de temperatura de annealing efectuada para
S.uberis, S.dysgalactiae, S.agalactiae en forma individual se muestran en las figuras 4,5
y 6 respectivamente.

Como se puede observar en la Figura 4, en el caso de S.uberis se observé amplificacion
de una banda correspondiente a 624 pb en todas las temperaturas evaluadas a pesar

de que su Tm es de 59°C, sin embargo, en el caso de S.dysgalactaie con una Tm de
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57°C se observan bandas nitidas correspondientes a 281 pb a 59°C y temperaturas
menores (Figura 5). Mientras que a 61°C se aprecia una banda tenue y en temperaturas
de 63°C a 65°C no se observan bandas. Por ultimo, en el caso de S.agalactiae (Figura
6) se observa que hay amplificacion de una banda de 405 pb en todas las temperaturas
annealing ensayadas a pesar de tener su Tm en 60°C. Si bien en las temperaturas de
60°C y 59°C se observaron bandas que corresponderian a S. uberis en la temperatura
58°C se ve una banda nitida de S.agalactiae, sin amplificacion en el carril

correspondiente a S.uberis.

Por lo cual se seleccioné una temperatura de annealing de 58°C para ser utilizada en el
ajuste de la multiplex PCR ya que permitia la amplificacion de bandas nitidas para las

tres especies y sin observar bandas insepecificas para los diferentes patégenos.

Se logr6 ajustar una multiplex PCR que permiti6 discriminar eficazmente
genotipicamente las cepas de referencia utilizadas y posteriormente proceder a la

caracterizacion de las cepas en estudio (Figura 7).

La evaluacion de la especificidad de la Multiplex PCR mostré que, a pesar de que en
una muestra esté presente el ADN de las tres especies de Streptococcus estudiadas,
cada primer se unio especificamente con su correspondiente especie amplificando el

producto esperado (Figura 8).

Al evaluar la sensibilidad de la Multiplex PCR se pudo constatar que la técnica presenta
una alta sensibilidad, ya que fue posible observar bandas hasta la diluciéon de 107 que
corresponde a 41x10'ng/ul de ADN (Figura 9). Tal como se observa en la imagen, es
posible visualizar bandas hasta la dilucién 107 lo que demuestra la gran sensibilidad de

la técnica.
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Figura 4. Resultado de la PCR de gradiente de temperaturas para S.uberis en gel de Agarosa al
2%. Los carriles 1,4,7,10,13,16,19 y 22 corresponden a la cepa ATCC 9927, los carriles
2,5,8,11,14,17,20,23 corresponden a una cepa de S.agalactiae, por ultimo los carriles 3,6,9,12, 15,
18, 21y 24 corresponden al control negativo (agua). El carril MPM corresponde a los marcadores
de peso molecular de 100p. T1 corresponde a 65°C, T2 a 64.5°C, T3 a 63.3°C, T4 a 61.4 °C, T5
a59°C, T6a57°C, T7 a55.7°Cy T8 a 55°C de temperaturas de annealing. Las bandas observadas
corresponden a 624pb.
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Figura 5. Resultado de la PCR de gradiente de temperaturas para S.dysgalactiae en gel de Agarosa al
2%. Los carriles 1,4,7,10,13,16,19 y 22 corresponden a la cepa ATCC 12394, los carriles
2,5,8,11,14,17,20,23 corresponden a una cepa de S.agalactiae, por ultimo los carriles 3,6,9,12, 15, 18,
21y 24 corresponden al control negativo (agua). El carril MPM corresponde a los marcadores de peso
molecular de 100p. T1 corresponde a 65°C, T2 a 64.5°C, T3 a 63.3°C, T4 a 61.4 °C, T5 a 59°C, T6 a
57°C, T7 a55.7°C y T8 a 55°C de temperaturas de annealing. Las bandas observadas corresponden a
281pb.

LS | o - ,' = . .4 a5 = 4‘3
Figura 6. Resultado de la PCR de gradiente de temperaturas para S.agalactiae en gel de Agarosa al
2%. Los carriles 1,4,7,10,13 corresponden a la cepa ATCC 13813, los carriles 2,5,8,11,14 corresponden
a una cepa de S.uberis , por ultimo los carriles 3,6,9,12 y 15 corresponden al control negativo (agua).
El carril MPM corresponde a los marcadores de peso molecular de 100p. T1 corresponde a 62°C, T2 a
61°C, T3a 60°C, T4 a59 °C, T5 a 58°C. Las bandas observadas corresponden a 405 pb.
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Figura 7. En esta imagen se observa el resultado de una Multiplex PCR en gel de Agarosa
al 2% para la identificacion genotipica de 9 cepas. El Marcador de Peso Molecular
corresponde a 100pb. EI C (+) corresponde a una mezcla de las extracciones de ADN de las
tres cepas ATCC utilizadas, S.uberis, S.agalactiae y S.dysgalactiae. El C (-) corresponde a
agua. Por ultimo, los carriles del 1, 2, 3, 4, 5, 8 corresponden a S.uberis (624pb), el carril 6y
9 corresponden a S.dysgalactiae(281pb), y el carril 7 a S.agalactiae(405pb).

Figura 8. Productos de PCR obtenidos al
~ evaluar la especificidad de la Multiplex
PCR puesta a punto. Se utilizé un gel de
- Agarosa al 1,5%. En el carril 1 se observa
~una banda perteneciente a S.agalactiae
- (405pb), en el carrl 2 vemos la
correspondiente a S.dysgalactiae (281pb)
y en el carril 3 la corresponde a S.uberis
(624pb). En el carril 4 encontramos 3
bandas que corresponden a cada una de
las tres especies en una muestra
mezcla.Por dltimo, tenemos el control
negativo donde se utilizé agua (C-).
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Figura 9. Productos amplificados por multiplex PCR en gel de Agarosa al 2% utilizando
diluciones seriales 1/10 de las muestras, desde (-1), la mas concentrada hasta (-8), la mas
diluida. Se observan las bandas correspondientes a cada una de las tres cepas desde la

dilucién (-1) a (-7).

Identificacion genotipica de las cepas

La identificacién genotipica llevada a cabo a través de la multiplex PCR ajustada

constaté que 70/116 cepas corresponden a S.uberis, 4/116 a S.agalactiae y 42/116 a

S.dysgalactiae (Tabla 3).

Tabla 3. Identificacion fenotipica y genotipica de las cepas estudiadas.

Organismo Identificacion Fenotipica Yo Identificaciéon %
Genotipica
S. uberis 28 24.1 70 60.3
8. agalactiae 7 6.0 4 3.4
8. dysgalactiae 52 44.8 42 36,2
Streptococcus 29 25.0 0 0.0
Total 116 100,0 116 100,0
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Comparacién entre resultados de identificacion fenotipica y genotipica

Respecto a la identificacion de las cepas (n=116) se encontraron diferencias entre los
resultados de la identificacion fenotipica y la genotipica realizada con multiplex PCR con

una significancia del p=0.023.

Segun la informacion suministrada por el Laboratorio de la Rural de San José, del total
de las 116 muestras analizadas, 28 corresponden a S.uberis, 7 S.agalactiae, 52 a
S.dysgalactia y 29 no pudieron ser categorizadas mediante la identificacién fenotipica
(Tabla 3).

Se encontré6 que un porcentaje muy bajo del total presentaba coincidencias entre los
resultados de la identificacion fenotipica y genotipica. Al quitar del analisis las 29
muestras cuya especie no pudo ser determinada fenotipicamente solo coincidian los

resultados en el 31% de las muestras analizadas (27/87).

Si bien el numero de cepas analizadas es bajo, solamente 33% de las cepas
identificadas como S.agalactiae (n=3) de forma fenotipica, coincidieron con el resultado
de la Multiplex PCR. Para aquellas situaciones en las que la identificacién no coincidid,
observamos que del total de cepas identificadas como S.agalactiae (n=3) el 67% habia

sido identificada por técnicas bioguimicas como S.dysgalactiae.

En el caso de S.dysgalactiae (n=33), solo un 39% los resultados fenotipicos coincidian
con los genotipico, mientras que un 45% correspondid6 a S.uberis y un 15% a

S.agalactiae

Por dltimo, para las cepas de S.uberis (n=51) observamos que solo en un 25%
coincidian la identificacién fenotipica y genotipica (Figura 10) mientras que el 73%
correspondia a S.dysgalactiae y 2% a S.agalactiae cuando se realizé la identificacion

molecular (Figura 10).

Cuando el resultado de la identificacion fenotipica fue Streptococcus (29 muestras), el
analisis genotipico las categoriz6 en S.agalactiae 3% (1/29), S.dysgalactiae (9/29) 31%
y S.uberis 66% (19/29).
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Figura 10. Comparativo de coincidencias entre los resultados de la identificacion
genotipica y fenotipica de las cepas estudiadas segun especies.

Determinacion fenotipica de los perfiles de resistencia a antibidticos.

De las 94 muestras analizadas, 90 (95,7%) fueron sensibles a penicilina y 4 (4,3%)
resistentes. Frente a la tetraciclina, 63 (67,0%) fueron sensibles, 22 (23,4%) resistentes
y 9 (9,6%) dieron un resultado intermedio. Por dltimo, 80 (85,1%) fueron sensibles a
eritromicina, 12 (12,8%) resistentes y 2 (2,1%) intermedias (Tabla 4).)(Figura 11)

Tabla 4. Resultados de los antibiogramas realizados con 94 cepas de Streptococcus spp.

Antibidticos Susceptibles Intermedias Resistentes
NUmero | Porcentaje | Nimero | Porcentaje | Numero | Porcentaje
(n) (%) (n) (%) (n) (%)
Penicilina S0 95,7 0 0 4 4,3
Tetraciclina 63 67,0 ) 9,6 22 23,4
Eritromicina 80 85,1 2 2,1 12 12,8

Como se observa en la Tabla 4 un porcentaje considerable de las cepas estudiadas
presento resistencia a tetraciclina y a eritromicina (23,4 y 12,8% respectivamente). Por
otro lado, se constatd una alta sensibiidad a Penicilina (95,7 %).
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Figura 11. En esta imagen se puede apreciar un ejemplo de los
antibiogramas realizados. En este caso se observa una cepa que
fue sensible a eritromicina y resistente a tetraciclina y penicilina.

Si analizamos los perfiles de resistencia por organismo, S.agalactiae mostré alta

susceptibilidad a penicilina y eritromicina y una cierta resistencia a tetraciclina (Tabla 5).

En el caso de S.dysgalactiae se observaron altos a moderados niveles de resistencia a
tetraciclina (37,5%) y eritromicina (15,6%) y alta sensibilidad a penicilina (96,9%) (Tabla
5).

Cuando analizamos los perfiles de resistencia de S.uberis se constaté una alta
sensibilidad a penicilina (96,6%) y una moderada resistencia a tetraciclina (13,6%) y
eritromicina (11,9%) (Tabla 5). A su vez, algunas de las cepas mostraron resistencia a
mas de uno de los antibiticos evaluados, especificamente una a penicilina y tetraciclina

y una a eritromicina y tetraciclina.

Es de destacar que para S.dysgalactiae se encontraron niveles intermedios de

resistencia principalmente a tetraciclina (28,1%).
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Tabla 5. Se presentan los distintos porcentajes de resistencia y susceptibilidad de S.agalactiae, S.

dysgalactiae y S. uberis a Penicilina, Tetraciclina y Eritromicina.

S.agalactiae (n=3)

Susceptible Intermedia Resistente
Penicilina 66, 7% 0% 33,3%
Tetraciclina 33,3% 0% 66,7%
Eritromicina 100% 0% 0%

S.dysgalactiae (n=32)

Susceptible Intermedlia Resistente
Penicilina 96,9% 0% 3.1%
Tetraciclina 34.4% 28,1% 37.5%
Eritromicina 81,3% 3,1% 15,6%

S.uberis(n=59)

Susceptible Intermedia Resistente
Penicilina 96,6% 0% 3,4%
Tetraciclina 86,4% 0% 13,6%
Eritromicina 86.,4% 1,7% 11,9%

Analisis de datos

En base a los datos obtenidos de la identificacion fenotipica y genotipica se realiz6 un
test estadistico de Pearson x? en el programa STATA V.14 para evaluar el grado de
discordancia entre los datos. Como resultado del estadistico se encontré que p-value
0.023 < 0.05 por lo que las diferencias de resultado de los test convencionales y la

Multiplex PCR puesta a punto son significativos.
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Discusioén

Hasta el momento las pruebas bioquimicas convencionales constituyen el método Gold
Standard para la identificacion de bacterias causantes de mastitis bovina. Estas, se
basan en la observacion morfoldgica de las colonias y la realizacién de la prueba de
catalasa, reaccion de Gram y adicionalmente, diferentes pruebas bioquimicas de rutina
como son el ensayo de CAMP, la hidrolisis de esculina, la determinacion del grupo de
Lancefield y la observacion de hemolisis en agar sangre al 4%. Su eficacia para una
correcta identificacion de estos organismos se ha comprobado frente a otros métodos
como API® 20 Strep y RFLP 16S rDNA (Odierno et al., 2006) .

En ese sentido, Raemy et al., 2013 compararon la identificacion de S.uberis,
S.dysgalactiae y S.agalactiae mediante métodos fenotipicos frente a la de multiplex PCR
y reportaron un 92%, 90% y 100% de eficacia para cada patdgeno respectivamente, por
lo que recomiendan para una correcta identificacién la combinacion de pruebas como

catalasa y Gram junto con multiplex PCR (Raemy et al., 2013).

En este trabajo se ajustd exitosamente una reaccion de multiplex PCR que permitio,
especifica y sensiblemente la deteccion e identificacion de S.agalacatiae, S.uberis y
S.dysgalactiae a partir de aislamientos de cepas de referencia y de muestras de vacas
con mastitis. EI método de extraccién utilizado permitié obtener extractos de ADN de
calidad aceptable (Thermo Scientific, 2012) con una concentraciéon promedio mayor a
40 ng/ul.

Como resultado de los PCR de gradiente realizados se pudo establecer como 58°C la
temperatura de annealing de consenso para la amplificacion de los  tres
microorganismos. Sin embargo, en la PCR de gradiente de S.agalactiae (Figura 6)
observamos que en las temperaturas 59°C y 60°C aparecen bandas en el carril
correspondiente a S.uberis. Esto puede deberse a contaminacién a la hora de cargar el
gel de agarosa debido que el tamafio de la banda es igual al tamafio de banda generado

por S.agalactiae en los carriles vecinos.

La multiplex PCR ajustada permitié discriminar correctamente las cepas de referencia
correspondiente a los tres patdgenos en estudio. A su vez, mostré una alta sensibilidad
llegando a determinar concentraciones equivalentes 41x10” ng/ul. Es de destacar que
el presente estudio fue realizado a partir de colonias puras de cultivo, pero abre la
posibilidad para que esta metodologia sea evaluada en la identificacion y deteccion
directamente sobre muestras de leche, permitiendo esto reducir los tiempos de

diagnostico. De todas formas, la complementacion de las técnicas fenotipicas con la
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multiplex PCR aumentaria la precision del diagnéstico y determinacién de especie. Algo
muy necesario ya que epidemiolégicamente, el tratamiento, el manejo y las
caracteristicas de la enfermedad segln sea causada por estos patdégenos son diferentes
lo cual es muy relevante desde el punto de vista practico. Por ejemplo, la tasa de
curacion para S.uberis y S.dysgalactiae es distinta cuando se trata la enfermedad con
penetamato de iohidrato siendo 87,7% para S.uberis y 64,7% para S.dysgalactiae
(McDougall et al., 2007).

Los analisis efectuados permitieron clasificar las 116 cepas estudiadas en las tres
especies en cuestion sin registrar casos en los que no hubiera amplificacion y
destacando la identificacion de las cepas que no poseian identificacion fenotipica del

laboratorio de origen

S.uberis fue la especie prevalente seguida de S.dysgalactiae y por ultimo S.agalactiae
lo cual coincide con lo encontrado en la mayoria de las regiones del mundo (Kabelitz et
al., 2021).

Sin embargo, los estudios de prevalencia realizados en Uruguay han reportado que
dentro de los Streptococcus el mas prevalente es S.dysgalactaie. (Gianneechini et al.,
2014). Si bien en el presente trabajo S. uberis fue el mas frecuente debe considerarse
que las muestras provinieron solamente de vacas con mastitis clinica lo cual pudo influir
en el resultado final, ya que la mastitis clinica puede repercutir en la baja prevalencia de
S.agalactiae reportada ya que éstas son causadas principalmente por patégenos
catalogados como “ambientales”, como son, S.dysgalactiae y S.uberis (Smith, 2015;
Almeida et al., 2006).

Los resultados obtenidos en este trabajo en particular a través de una técnica genotipica
no coincidieron con los resultados obtenidos por las pruebas fenotipicas. Segun estas
dltimas, la especie mas frecuente dentro de las cepas estudiadas fue S.dysgalactiae,
seguido de S.uberis y por ultimo de S.agalactiae. Lo cual concuerda con lo encontrado
por (Gianneechini et al., 2014) que realizé el estudio mediante la utilizacién de métodos

convencionales. Esto podria implicar la subestimacion de algunos patégenos.

Estas diferencias podrian deberse a varios factores. En primer lugar, a las
caracteristicas inherentes a cada prueba. Mientras la PCR se basa en amplificacion de
un fragmento del genoma correspondiente a una region conservada y especifica para
cada una de estas bacterias generando una banda especifica que permite una
identificacion con alto grado de exactitud, los métodos fenotipicos implican la realizacion
de pruebas de laboratorio que en algunos casos generan dudas en la interpretacion de

sus resultados y en oportunidades se han reportado cambios en las respuestas.
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Ademas, este tipo de pruebas necesitan de un extenso tiempo para que se den las
reacciones necesarias, asimismo es imprescindible la disponibilidad de personal
capacitado para la realizacibn de dichas pruebas debido a la complejidad de la

manipulacion.

Por ejemplo, a la hora de identificar S.uberis por métodos convencionales se encontrd
gue cuando se determina el grupo de Lancefield los resultados pueden ser variables,
pudiendo indicar pertenencia al grupo E, G, P o U. Ademas, S.uberis también puede

mostrar respuestas variables para la prueba de CAMP (Kabelitz et al., 2021).

Por otro lado, para S.dysgalactiae, considerado no hemolitico, es decir que no genera
hemodlisis en placas con agar sangre al 4%, también se han reportado casos en los que

presenta alpha-hemodlisis al igual que S.uberis (Kabelitz et al., 2021).

Por ultimo, S.agalactiae si bien es considerado beta-hemolitico por excelencia, se han
encontrado casos en los que no se presenta hemdlisis al igual que S.dysgalactiae
(Kabelitz et al., 2021).

Dadas las discrepancias discutidas anteriormente seria conveniente la realizacién de
estudios posteriores para profundizar el tema y conocer sus causas dada la importancia
practica de contar con una técnica facil, sensible y especifica que complemente las

técnicas actualmente en uso.

La evaluacion de la respuesta a antibiéticos realizada con las 94 cepas en general
mostré una alta sensibilidad a penicilina (96%) lo cual coincide con lo encontrado por
(Gianneechini et al., 2014). La sensibilidad a eritromicina (86%) y a tetraciclina (67%)
encontrada fue menor, y a su vez, algunas cepas mostraron respuestas intermedias (2

y 10% respectivamente).

Considerando la resistencia a los antibiéticos, se constatd un porcentaje considerable
de las cepas que mostraron resistencia a tetraciclina y a eritromicina (23,4 y 12,8%
respectivamente), lo cual coincide con lo reportado por Minst et al., 2012. Esta
informacién tiene que ser de estrecha comunicacion entre los laboratorios y los médicos

veterinarios actuantes a nivel de campo para dar un buen uso de los antimicrobianos

Si bien el nUmero de cepas de S.agalactiae evaluado fue muy bajo (n=3), todas fueron

sensibles a eritromicina y 2/3 a penicilina y 2/3 resistentes a tetraciclina.

Las cepas de S. dysgalactiae presentaron altos niveles de resistencia a tetraciclina y
alta sensibilidad a penicilina al igual que lo reportado por Gianneechini et al., 2014y a

diferencia moderados a eritromicina.
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Las cepas de S. uberis presentaron alta sensibilidad a penicilina y moderada resistencia
a tetraciclina y eritromicina. Comparando los resultados con los de Gianneechini et al.,
2014 existe coincidencia con la sensibilidad a penicilina y si bien no la hay en cuanto a
resistencia a eritromicina y tetraciclina, estos autores reportaron respuestas intermedias
que podrian derivar en un eventual posterior desarrollo de resistencia a estos

antibioticos.

A su vez, algunas de las cepas S. uberis exhibieron resistencia a mas de uno de los
antibiéticos evaluados, especificamente a penicilina y tetraciclina (1) y a eritromicina y
tetraciclina (1), fendbmeno que también fue encontrado por Minst et al., 2012 aunque en

valores mayores.

De acuerdo a estos resultados la penicilina seguiria siendo un tratamiento efectivo
contra estos patogenos frente a tetraciclina y eritromicina los cuales mostraron
respuestas de menor efectividad principalmente para S. dysgalactiae. La presencia de
cepas con respuestas de resistencia tanto a antibioticos individuales como a varios de
estos da una sefial de alerta para el futuro tratamiento de esta enfermedad y para la

administracion de estos principios.

Conclusiones

1) Se estandariz6 una Multiplex PCR que permiti6 la identificacion de S. agalactiae,
S. dysgalactiae y S. uberis y se determiné su especificidad y utilizando cepas de
referencia.

2) Mediante multiplex PCR se identificaron 116 cepas de Streptococcus spp
aisladas de muestras de leche mastitica.

3) La especie prevalente fue S. uberis, seguida por S. dysgalactiae y S.agalactiae.

4) Los resultados obtenidos solo coincidieron en 31% de los aislados con los de la
identificacion fenotipica.

5) La determinacion de los distintos perfiles de resistencia fenotipica a antibioticos
evidencié que la mayoria de las cepas analizadas eran sensibles a penicilina y
eritromicina y en menor proporcion a tetraciclina.

6) Algunas cepas presentaron resistencia a eritromicina y tetraciclina, siendo
algunas de ellas resistentes también a otros antibidticos (penicilina+tetraciclina

y eritromicinattetraciclina).
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Perspectivas

Para continuar y ampliar en la linea de trabajo seria muy oportuno realizar una
evaluacién con mayor cantidad de muestras provenientes de distintos laboratorios del
pais. De esta manera seria posible evaluar de forma mas significativa los resultados de
identificacion a nivel pais. Por otro lado, si nos enfocamos en la Multiplex PCR como
herramienta de diagnéstico cotidiano se podria ajustar la técnica para realizarla
directamente a partir de muestras de leche y no de aislados bacterianos. De esta forma
se optimizarian los tiempos de diagnéstico a 24 hs. Por Ultimo, seria oportuno poner a
punto una técnica de Multiplex PCR que abarque mas de un género de patdgeno

haciendo mucho mas efectivo y rapido el diagndstico.

Difusion
Los datos preliminares se difundieron en las XI Jornadas técnicas veterinarias realizado

en la Facultad de Veterinaria-UdelaR y en la Red Latinoamericana de investigacion en
Mastitis (RELIM) en la ciudad de La Plata-Argentina.
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