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fenotipicos y genotipicos

Silvina Frangois *
Adriana Limansky **»***
Inés Toresani ***
Guillermo Ebner ***
Alejandro Viale *****
Emma Sutich ***1

Abstract

Streptococcus isolates present in milk of dairy cows presenting mastitis from the dairy areas of Santa Fe and
Cordoba, Argentina, were characterized. From 169 milk samples, 30 isolates were recovered, and identified
by both biochemical and serological studies as S. agalactiae (22 isolates), S. dysgalactiae (6 isolates) and S. uberis
(2isolates). RAPD genotypic analysis showed that 4 distinct clones were present in the S. agalactiae population,
6 in that of S. dysgalactiae, and 2 in S. uberis. Interestingly, each of the 4 different herds analyzed was colonized
by a single and distinct clone of S. agalactiae, whilst different clones of S. dysgalactiae were found to coexist in
aherd. ADNA fragmentcommon to all assayed isolates of S. agalactiae was identified; it was absent in the other
species. Results above indicate that the employed methodologies constitute a powerful tool for diagnostic-
and epidemiological surveillance of Streptococci in dairy cows.

Key words: Streptococcus, BOVINE MASTITIS, MOLECULAR EPIDEMIOLOGY, GENOTYPIC
MARKERS.

Resumen

En este trabajo se han caracterizado aislamientos de Streptococcus de leche de vacas con mastitis de la cuenca
lechera de Santa Fe y Cérdoba, Argentina. Se recuperaron 30 aislamientos de 169 muestras de leche, que
fueronidentificados bioquimicay serolégicamente como Streptococcus agalactiae (22 aislamientos), S. dysgalactiae
(seis aislamientos) y S. uberis (dos aislamientos). El andlisis genotipico por RAPD mostré cuatro cepas distintas
en la poblacidn de S. agalactiae, seis en la de S. dysgalactiae y dos en S. uberis. Cada uno de los cuatro rodeos
analizados se mostré colonizado por una Unica cepa de S. agalactiae, mientras que cepas diferentes de S.
dysgalactiae coexistieron en un rodeo. Se identificé un fragmento de ADN comUn a todos los aislamientos de
S. agalactiae estudiados, ausente en las otras especies. Estos resultados indican que las metodologias empleadas
constituyen una herramienta eficaz para el diagnéstico y la investigacion epidemiolgica de estreptococos en
ganado bovino.

Palabras clave: Streptococcus, MASTITIS BOVINA, EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR, MARCADORES
GENOTIPICOS.
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Lamastitisbovinaes,cominmente, consecuenciadela
infeccion de la ubre por uno o mas microorganismos.
En Argentina, los patégenos mas frecuentemente ais-
lados son Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus uberis y Staphylococcus aureus.
Estos agentes suelen encontrarse en la piel de los
pezones, en la leche y en el ambiente, por lo que son
éstas las principales fuentes de transmision y proba-
bles responsables de la colonizacién de las vacas du-
rante el ordefio.!

La aplicacion de programas para el control de la
mastitis bovina ha reducido la incidencia de infeccio-
nes por S. agalactiae y S. dysgalactiae.? No obstante, esta
enfermedad sigue siendo un problema, debido a la
falta de conocimiento de laepidemiologia de sus agen-
tes etiologicos.! Por ello, es indispensable la identifica-
cién certera de los microorganismos causantes de esta
enfermedad, para su diagnostico, vigilanciay control.?
Existe, ademads, una clara necesidad de instrumentar
meétodos que posibiliten la subtipificacion de los
patdgenos responsables, lo cual permitird conocer sus
nichos ambientales y vias de diseminacion, permitien-
do controlar la cadena de transmision.

Sibientécnicascomo biotipificaciony serotipificacion
son cominmente usadas para la identificacion de
microorganismos, la falta de estabilidad y poder
discriminatorio de los marcadores fenotipicos consti-
tuye una importante limitante para su empleo en in-
vestigaciones epidemiologicas. En contraparte, técni-
cas moleculares basadas en la caracterizacion del
genoma presentan elevada sensibilidad y
reproducibilidad.® Particularmente, los métodos basa-
dos en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
presentan ventajas sustanciales respecto de otras
metodologias genotipicas; por ejemplo, susimplicidad
y rapidez.®

En este estudio se analizé la diversidad gendmicay
diseminacién de cepas de estreptococos en vacas con
mastitis de distintos rodeos; también se investigo la
presenciade fragmentos de ADN marcadores de géne-
roy especie. Paraellose emplearontécnicasfenotipicas
como biotipificacidn y serotipificacion, y genotipicas
como la amplificacion de ADN, mediante PCR, em-
pleando cebadores degenerados,* o RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA, por sus siglas en
inglés).

Aislami_entos bacterianos. Caracterizacion
fenotipica ’

Se analizaron 169 muestras de leche de vacas con
mastitis, provenientes de siete rodeos diferentes de la

*Modelo 480 de Perkin-Elmer Cetus, http://www.perkin-elmer.com/
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region pampeana de Argentina. Cinco de ellos perte-
necian a la provincia de Santa Fe: rodeos: SF, CSF, FC,
O, B,ylosdosrestantes: rodeos LPy Calaprovinciade
Cordoba. Las muestras se obtuvieron en colectores
estériles antes del ordefio, y se sembraron en agar Base
Columbia sangrey caldo Todd-Hewitt, suplementado
con15ug/mL deécidonalidixicoy 10 ug/mL decolistina.’
Las colonias B-hemoliticas y no hemoliticas, catalasa
negativas, se identificaron, presuntamente, mediante
hidrolisis de hipurato, toleranciaal NaCl 6.5%, y testde
bilis-esculina.® La identificacion confirmatoria se reali-
z6 mediante aglutinacion especificade grupo (Pastorex
Streptogroup, Oxoid) y ensayos de fermentacion de
hidratosde carbono (arabinosa, glicerol, inulina, lactosa,
manitol, sacarosa, sorbitol y trehalosa). Para los aisla-
mientosde S. agalactiae se determino, ademas, el serotipo
mediante coaglutinacién con antisueros especificos.*
La actividad hialuronidasa se detect6 en Agar cerebro
corazén suplementado con albumina sérica bovina y
4cido hialuronico.”

Se incorporaron, como testigo, aislamientos de S.
agalactiae de origen humano pertenecientes a los
serotipos I, I1, I, IV 'y V, asi como cepas de referencia
de S. agalactiae, S. dysgalactiae y S. uberis de la coleccién
espafola de cultivos tipo (CECT).

Extraccién del ADN y RAPD

ElI ADN bacteriano se obtuvo mediante tratamiento de
las células con mutanolisinay proteinasa K, seguido de
extraccion fendlica* Posteriormente, se visualizé el
ADN en geles que contenian bromuro de etidio, me-
diante comparacion con cantidades conocidasde ADN
del fago lambda.*

La PCR se realiz6 en un termociclador.* La mezcla
dereaccién (50 pul) contenia50 ngde ADN, 2.5 U de Taq
ADN polimerasa (Promega), 2 pM de cebador
oligonucleotido, 200 uM de dATP, dCTP, dGTP y
dTTP, 50 mM KCI, y 10 mM Tris-HCI (pH 8.4). Se
empled el siguiente protocolo: Después de cinco minu-
tos de desnaturalizacién a 95°C, las muestras se some-
tierona40ciclos de 1 minutoa93°C, 1.5 minutos a 36°C
y dos minutosa 72°C, seguido por diez minutos a 72°C.
En todos los casos, se analizaron 20 pl de la mezcla de
reaccion por electroforesis en geles de agarosa al 1.2%,
con 0.5 pg/mL de bromuro de etidio.®

Para la técnica de RAPD se utilizaron dos
oligonucleotidos parcialmente degenerados: Cebador
19 (5-GGTCGACYTTNGYNGGRTC-3") y 10N (5'-
TNGYNGGRTC-3’), descritos en la referencia 4. Los
aislamientos de Streptococcus de una misma especie
fueron considerados distintos cuando diferian en dos
0 més bandas.

Serecuperaron30aislamientos caracterizadoscomo
estreptococos mediante pruebasbioquimicasy antigeno



polisacaridico de grupo, a saber: S. agalactiae, 22; S.
dysgalactiae, seis; S. uberis, dos (Cuadro 1). En el caso de
S. agalactiae, tres aislamientos relacionados
epidemioldgicamente resultaron serotipo I/a (rodeo
LP, Cuadro 1); dos aislamientos no relacionados resul-
taron Il (rodeo SF y O), mientras que los 17 restantes
resultaron no tipificables (NT).

Cuadro 1
CARACTERIZACION DE LOS AISLAMIENTOS
DE Streptococcus spp PROVENIENTES DE MASTITIS BOVINA

Perfiles
Cédigo* Fecha Rodeo** Especie  Serogrupo™**  Serotipot RAPDZ

194168 4-98 LP  S. agalactiae B NT a
9072B 4-98 LP S agalactiae B NT a
9072A 4-98 LP  S. agalactiae B 1/a a
9050 4-98 LP  S. agalactiae B NT a
12644 4-98 LP S. agalactiae B 1/a a
13065 4-98 LP S agalactiae B NT a
13050 5-98 LP S. agalactiae B NT a
9374 5-98 LP  S. agalactiae B NT a
13689 5-98 LP S. agalactiae B NT a
1677 5-98 LP  S. agalactiae B NT a
13563 5-98 LP S. agalactiae B NT a
13065 6-98 LP  S. agalactiae B NT a
12766 6-98 LP S agalactiae B NT a
12097 6-98 LP S agalactiae B NT a
13045 599 LP S agalactiae B NT a
9915 599 LP S agalactiae B NT a
12321 599 LP S. Agalactiae B I/a a
8518 599 LP S agalactiae B NT a
11048 599 LP S agalactiae B NT a
6 399 SF S agalactiae B 1 b
145CPD 999 O S agalactiae B 1 c
1036 8-99 B S.agalactiae B NT d
585CAD 10-98 FC S.dysgalactile @ C - a
585CAlI  10-98 FC S.dysgalactile @ C - b’
VacaCPl 10-98 C S.dysgalactiae @ C - c
Pol 10-98 LP S.dysgalactize C - d
12490 12-98 LP S.dysgalactiae @ C - e’
12733 598 LP S.dysgalacti:e @ C - f
671 12-98 LP S. uberis ND - a’
VacaCPD 10-98 C S. uberis ND - b”

* Codigo de identificacion del aislamiento.
** Rodeos: SF, O, B, FC (en la Provincia de Santa Fe) y C y LP (en
la Provincia de Cérdoba).
*** ND: serogrupo no detectable.
t NT: No tipificable; —: metodologia no efectuada
1 Perfiles RAPD (del inglés, Random Amplification of Polymorphic
DNA) empleando el cebador 19 (ver Figura 1A y Figura 2).

Todos los aislamientos de S. agalactiae estudiados
expresaron actividad hialuronidasa, mientras que sélo
50% de los de S. dysgalactiae lo hicieron, no se detectd
esta actividad en S. uberis.

El analisis genotipico mediante el cebador 19, permi-

S. agalactiae

19
1 2 3 4 5
pb
2027 —
1375 —
947 —
831 —
564 —
Sy
=5 8
S. agalactiae as 0:3
10N B
1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12
pb
2027 _
1375 —
947 _
831—
564 —

Figural.PerfilesRAPD deaislamientosde S. agalactiae, S. dysgalactiae
y S. uberis empleando cebadores 19 0 10N. A. Cebador 19. Carriles 1-
4: perfiles a, b, c y d, correspondientes a las cepas de S. agalactiae de
origen bovino 9374, 6, 145 CPD y 1036 (Cuadro 1); carril 5: cepade S.
agalactiae de laCECT (coleccion espafiolade cultivostipo). B. Cebador
10N. Carriles 1-4: cepas de S. agalactiae de origen bovino 9374, 6, 145
CPD y 1036 (Cuadro 1); carriles 5-9: cepas de S. agalactiae de origen
humano, de serotipos: I/a; 11; I11; IV y V, respectivamente; carriles 10-
12: cepas de S. agalactiae, S. dysgalactiae y S. uberis (CECT). A la
izquierda de lafigura se indica el marcador de tamafios moleculares
(ADN del fago lambda digerido con Hind I11).
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S. agalactiae S. uberis

Figura 2. Perfiles RAPD de aislamientos de S. dysgalactiae y S. uberis
provenientes de mastitis bovina empleando el cebador 19. Carriles
1-6: perfiles a’-f’ correspondientes a las cepas de S. dysgalactiae
(Cuadro 1); carril 7: cepa de S. dysgalactiae (CECT); carriles 8 y 9:
perfiles a”’- b” de las cepas de S. uberis (Cuadro 1); carril 10: cepa de
S. uberis (CECT).

ti6 observar cuatro cepas distintas de S. agalactiae (Cua-
dro 1y Figura 1 A, carriles 1-4). Estas se denominaron
cepas a (19 aislamientos), b, cy d (un aislamiento de
cadaunade lastres Gltimas), respectivamente. Todos los
aislamientosde lacepaapertenecieronavacasdel rodeo
LP. Las cepas restantes (b, c y d) pertenecieron a tres
rodeosdiferentes (SF, Oy B, respectivamente). Todaslas
cepas recuperadas fueron distinguidas de la cepa tipo
mediante esta metodologia (Figura 1 A, carril 5).

La técnica RAPD permitié distinguir seis cepas dife-
rentes entre los aislamientos de S. dysgalactiae prove-
nientes de cuatro rodeos (a’- f ’, Cuadro 1y Figura 2,
carriles 1-6), asi como diferenciar la cepa tipo analizada
(Figura2, carril 7). Entre los dos aislamientos de S. uberis
analizados, pudieron observarse dos perfiles distintos
(a”,b”,CuadrolyFigura2,carriles8y9),ydiferentesde
la cepa tipo correspondiente (Figura 2, carril 10).

Como se muestraen laFigura 1B, el uso del cebador
10N permitié observar un fragmento amplificado de
ADN de aproximadamente 1 350 pb en las cepas de S.
agalactiae de origen bovino (carriles 1, 2, 3y 4); en cinco
serotipos distintos de S. agalactiae de origen humano
(serotipos I/a, Il, 1l IV y V; carriles 5, 6, 7, 8 y 9;
respectivamente), asi como en la cepa testigo de S.
agalactiae (carril 10, Figura 1 B). Dicha banda no estuvo
presente en lascepastestigo de S. dysgalactiae y S. uberis
(carriles 11y 12; Figura 1 B); tampoco en los aislamien-
tos de S. dysgalactiae y S. uberis de origen bovino (no
mostrado), cuando se emple6 el mencionado cebador.

Los aislamientos de S. agalactiae de origen bovinoy
humano se handividido en diferentesecovares, basan-
dose en sus propiedades fenotipicas.! Se encontré que
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la caracterizacién bioquimica de aislamientos de
estreptococos, productores de mastitis bovina fue (til
para identificar estos patdgenos en cada especie, aun-
gue insuficiente para distinguir biotipos entre aisla-
mientos de una misma especie. La serotipificacion
mostré ser también de escasa utilidad, a juzgar por la
existencia mayoritaria de cepas NT en los aislamientos
pertenecientes a S. agalactiae (Cuadro 1). Esto ultimo
fue informado previamente por otros autores, quienes
mostraron que aislamientos de S. agalactiae de origen
bovino de distintos lugares geograficos son deficientes
en la expresion de antigenos polisacaridicos.® ¥ Ade-
mas, los resultados del presente estudio muestran la
deteccion de un idéntico antigeno polisacaridico
capsularenaislamientos distinguibles genotipicamente
(cepasby c, Cuadro 1), lo que revela la escasa capaci-
dad discriminatoria de la serotipificacion.

Asi, s6lo la metodologia genotipica permitid efec-
tuar la subtipificacion de los aislamientos de
estreptococos dentro de cadaespecie encontrada (Cua-
dro 1). En este sentido, se han diferenciado claramente
cuatro cepas de S. agalactiae provenientes de cuatro
rodeos diferentes, situados en las localidades de Santa
Fe y Cérdoba, lo que sugiere una elevada variabilidad
gendmicaen lapoblacion de este patdgeno. Asimismo,
muestra una gran capacidad discriminatoria para la
distincién de polimorfismos entre aislamientos no re-
lacionados epidemiologicamente. En este sentido, la
técnica RAPD también ha permitido distinguir los ais-
lamientos de S. dysgalactiae y de S. uberis estudiados.
Estos resultados sugeririan que el método genotipico
utilizado es capaz de revelar diversidad en estas espe-
cies. Unaelevadavariabilidad gendmicahasido descri-
taen estasespecies, deacuerdoconlodocumentadoen
otras areas geograficas.!1?

Se observo, asimismo, ladiseminacién de una nica
cepa de S. agalactiae entre las vacas del rodeo LP. Lo
anterior estaria indicando la transmision cruzada del
microorganismo entre las vacas del mismo rodeo, y su
contaminacion con una fuente comun. Ademas, dicha
cepa hasido recuperada en dos oportunidades de una
misma vaca tratada con antibioticos (nmeros 6 y 12,
Cuadro 1); esto Gltimo indica su probable persistencia.
Tales hallazgos sugieren la endemia de dicha cepa en
el rodeo, y hacen necesaria la instrumentacion de me-
didas higiénicas precisas y una terapéutica adecuada
para su erradicacion, asi como el muestreo bacteriolo-
gico de todas las vacas en ordefio.

La metodologia genotipica empleada posibilito la
identificacion de un fragmento de ADN comun en
aislamientos de S. agalactiae de distintos origenes. Asi,
la técnica RAPD se constituye en una herramienta
promisoria parael desarrollo de sondasy cebadores de
ADN, utiles parael diagndstico sensible y especifico de
este microorganismo.



La mastitis bovina por S. agalactiae contintda siendo la
infeccion mas relevante entre las producidas por
Streptococcus, probablemente debido a su elevada viru-
lencia.2Eneste contexto, esinteresante destacar que todas
las cepas de S. agalactiae analizadas expresaron actividad
hialuronidasa, este hecho podriaestar relacionado con la
virulencia que confiere la expresion de este factor.®
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