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RESUMEN

Introduccién. La mastitis bovina es la inflamaciéon de glandulas mamarias y tejidos secretores. El
género Staphylococcus es el agente causal mas importante, por su capacidad de producir diferentes
factores de virulencia. Las enterotoxinas estafilocdcicas son un grupo importante de toxinas que per-
miten al microorganismo invadir células y tejido huésped, son diseminadas por medio de productos
alimenticios y son responsables de graves intoxicaciones alimentarias en el mundo.

Objetivo. Determinar la presencia de genes codificadores para las enterotoxinas estafilococicas (Sta-
phylococcal Enterotoxins, SE) SEA, SEB, SEC, SED y SEE, en cepas de Staphylococcus spp. asociadas
con mastitis bovina.

Materiales y métodos. Se trata de un estudio cuantitativo, descriptivo y transversal. Se identificaron
especies por medio de la amplificacion de la region r16S. Los genes SEA, SEE, SEC, SED y SEE se detec-
taron mediante la amplificacién por PCR convencional, usando iniciadores especificos para cada gen,
y se evidenciaron los amplicones con electroforesis.

Resultados. Hubo predominio del grupo Staphylococcus coagulasa positivo (65,2 %) sobre el grupo
coagulasa negativo (37,5 %). Staphylococcus aureus fue la cepa mas frecuente (88,5 %). El gen SEA
(1,7 %) se detectd en S. sciuri, el gen SEB (3,6 %), en S. pasteuriy S. warneri, y el gen SEC (3,6 %), en S.
sciuriy S. saprophyticus SEC. No se detectaron los genes SED y SEE en ninguna de las cepas evaluadas.

Conclusiones. Los resultados apoyan que la mastitis bovina también es causada por Staphylococcus
coagulasa negativo, lo cual indica la posibilidad de que este grupo adquiera atributos genéticos,

como enterotoxinas y factores de virulencia, por transferencia horizontal.

Palabras clave: Staphylococcus, gen, enterotoxinas, mastitis, reacciéon en cadena de la polimerasa.
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ABSTRACT

Introduction: Bovine mastitis is an inflammation of mammary glands and secretory tissues. Staphylo-
coccus gender is the main causal agent, due to its capacity to produce different virulence factors.
Staphylococcal enterotoxins are a main group of toxins which permit the microorganism to spread in
cells and guest tissue, which are disseminated through food products, being responsible of serious
food poisoning cases around the world.

Objective: To determine the presence of coding genes for staphylococcal enterotoxins (SE); SEA, SEB,
SEC, SED and SEE, in Staphylococcus spp. strains related to bovine mastitis.

Materials and methods: Quantitative study, descriptive and cross-sectional. It was made an iden-
tification of species through. They were identified 57 Staphylococcus spp. strains at specie level by
amplification of r16S region. The detection of SEA, SEE, SEC, SED, y SEE genes was made through
conventional PCR, using specific primers for each gene, they were evinced amplicons through elec-
trophoresis.

Results: It was evinced predominance of coagulase-positive Staphylococcus group (65.2%), being
Staphylococcus aureus the strain with the highest presence (88.5%), whereas coagulase-negative
Staphylococcus group was 37.5%. SEA gene was detected in S. sciuri (1.7%); SEB in S. pasteuri and
S. warneri (3.6%); SEC was identified in S. sciuri and S. saprophyticus (3.6%); they were not detected
SED y SEE genes in any of the researched strains.

Conclusions: The results support that the development of bovine mastitis is also caused by coagu-
lase-negative Staphylococcus, indicating the possibility that this group acquires genetic attributes as

enterotoxins and virulence factors by horizontal gene transfer.

Key words: Staphylococcus, Gene, Enterotoxins, Mastitis, Polymerase Chain Reaction
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RESUMO

Introducdo. A mastite bovina é a inflamacdo das glandulas mamarias e dos tecidos secretérios. O
género Staphylococcus é o agente causador mais importante, devido a sua capacidade de produzir
diferentes fatores de viruléncia. As enterotoxinas estafilocdcicas sdo um importante grupo de toxinas
gue permitem que o microorganismo invada as células e tecidos do hospede, sdo disseminadas através
de produtos alimenticios e sdo responsaveis por intoxicacdes alimentares graves no mundo.

Objetivo. Determinar a presenca de genes que codificam enterotoxinas estafilococicas (Staphylococcal
Enterotoxins, SE) SEA, SEB, SEC, SED e SEE, em cepas de Staphylococcus spp. associada a mastite
bovina.

Materiais e métodos. Estudo quantitativo, descritivo e transversal. As espécies foram identificadas
por amplificacdo da regido r16S. Os genes SEA, SEE, SEC e SED foram detectados por amplificacdo
PCR convencional utilizando primers especificos para cada gene, e os amplicons foram evidenciados
com eletroforese.

Resultados. Houve predominio do grupo Staphylococcus coagulase positivo (65,2%) sobre o grupo
negativo da coagulase (37,5%). Staphylococcus aureus foi a cepa mais frequente (88,5%). O gene
SEA (1.7%) foi detectado em S. sciuri, o gene SEB (3.6%) em S. pasteuri e S. warneri, SEC (3.6%) em
S. sciuri e SEC em S. saprophyticus. Os genes SED e SEE nao foram detectados em nenhuma das cepas
avaliadas.

Conclusoes. Os resultados confirmam que a mastite bovina também é causada por Staphylococcus
coagulase-negativo, o que indica a possibilidade de que este grupo adquira atributos genéticos, como

enterotoxinas e fatores de viruléncia, por transferéncia horizontal.

Palavras-chave: Staphylococcus, gene, enterotoxinas, mastite, reacdo em cadeia da polimerase.
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INTRODUCCION

La mastitis bovina es una inflamaciéon de la glan-
dula mamaria y sus tejidos secretores, que reduce
el volumen de leche, altera el sabor, las carac-
teristicas fisicas y quimicas, aumenta el niumero
de células somaticas y eleva la carga bacteriana
normal. Entre las manifestaciones clinicas mas
importantes, se reportan calor, dolor, tumefaccion
y endurecimiento de la glandula mamaria (1).

La etiologia bacteriana es la primera causa del
desarrollo de la enfermedad. Los principales
microorganismos involucrados incluyen cepas
Staphylococcus coagulasa negativas, las cuales
tienen gran capacidad de permanencia en la
gldndula mamaria y se han considerado tradicio-
nalmente como microbiota normal, por su pre-
sencia en varias partes del bovino, diferentes a
la glandula mamaria. Este grupo de bacterias lo
componen mas de 50 especies y subespecies, y
las mas comunes son Staphylococcus chromoge-
nes, S. epidermidis, S. hyicus, S. simulans, S. sa-
prophyticus, S. warneri, S. xylosus 'y S. sciuri (2,3).
Otro grupo implicado en esta enfermedad es Sta-
phylococcus coagulasa positivo, siendo S. aureus
el principal agente causal de mastitis dentro de
estos dos grupos, debido a la expresion de fac-
tores de virulencia relacionados con la capacidad
de adherencia a la matriz extracelular y a la célula
huésped (4,5). Ademas, produce enterotoxinas
estafilocdcicas (Staphylococcal Enterotoxins, SE)
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involucradas en la reaccion inmunoldgica del
huésped. Se han reportado varias enterotoxinas
estafilococicas, desde SEA a SEE, de SEG a SEJ,
SEK, SEL, SEP, SEM y SEO, y otras implicadas en
la invasién de la célula huésped y penetracion de
los tejidos, como la toxina a, y las hemolisinas B,
Yyd (6).

Las enterotoxinas estafilocdcicas tienen la capaci-
dad de resistir al calor y al acido, por lo que no son
completamente desnaturalizadas por la coccién
suave de alimentos contaminados; son pirogéni-
cas, inducen gastroenteritis, superantigenicidad
y son resistentes a la inactivacidon por proteasas
gastrointestinales que incluyen pepsina, tripsina,
renina y papaina. Se estima que, aproximada-
mente, el 5 % de las intoxicaciones alimentarias
ocurren por enterotoxinas estafilococicas (7).

En la actualidad, la identificaciobn molecular de
genes que codifican para los factores de viru-
lencia de Staphylococcus sp. en aislamientos de
cepas causantes de mastitis bovina, han contri-
buido al conocimiento de la posible circulacién
de genes determinantes en la presentacion de la
enfermedad. Con esta técnica, muchas variantes
de estos genes han sido reportadas (7). La infor-
macion obtenida a partir de estos estudios ayuda
al genotipado de estafilococos coagulasa positi-
vos para estudios epidemioldgicos; igualmente,
es util para evaluar la posible aparicion de genes
para enterotoxinas estafilocécicas en cepas de
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Staphylococcus coagulasa negativas y prevenir
la aparicién de posibles brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos, cuya principal causa
es el consumo de alimentos que contengan una o
varias de estas enzimas o toxinas (8).

El objetivo del presente estudio fue determinar la
presencia de los genes SEA, SEB, SEC, SED y SEE en
cepas de Staphylococcus spp. aisladas de mastitis
bovina.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon 57 cepas bacterianas aisladas de es-
tudios anteriores e identificadas fenotipicamente
como Staphylococcus spp. (9). Se llevaron a cabo
la identificacién molecular a nivel de especie, y la
detecciéon de genes que codifican para las entero-
toxinas SEA, SEB, SEC, SED y SEE.

Para la extraccion del ADN, las cepas bacteria-
nas fueron cultivadas en caldo BHI (Brain Heart
Infusion) a 37 °C y 150 rpm durante 18 horas.
Después de este periodo, el ADN se extrajo utili-
zando el KitWizard Genomic DNA Purification™
(Promega), siguiendo las condiciones que describe
el fabricante. Cerca de 100 ng/ul de ADN fueron
usados para la amplificacion por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). La concentracion
y pureza del ADN fueron medidas mediante el
equipo Nanonrop (MaestroGen).
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Las especies de Staphylococcus fueron identificadas
mediante la amplificacién de la regién r16S por PCR
convencional, usando iniciadores especificos para
amplificar S. aureus e, iniciadores universales, para
Staphylococcus spp. (tabla 1). La amplificacion de
esta region se hizo bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion 94 °C por 5 minutos, anillamiento
54 °C por 30 segundos y una extension final de 72
°C por 10 minutos por 30 ciclos (10).

En la deteccién de los genes que codifican para
las enterotoxinas estafilocdcicas, se empled el
ADN purificado de las cepas de Staphylococcus
spp. La amplificacion se llevé a cabo usando
cinco pares de iniciadores especificos (tabla 1),
de acuerdo con las condiciones descritas en la
tabla 2. Como controles positivos, se emplearon
las cepas de S. aureus ATCC29213, ATCC 29737,
ATCC 25923 y 6538. Los productos de PCR fueron
visualizados mediante electroforesis, empleando
gel de agarosa al 1 % en amortiguador TAE 1X.
Los amplicones correspondientes a los tamafos
esperados de cada gen, fueron purificados
usando el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System™ (Promega).

Todos los productos de PCR fueron secuenciados; la
identificacion de las especies de Staphylococcus sp. y
la de la presencia de los genes codificadores de ente-
rotoxinas estafilococicas, se hicieron comparando las
secuencias con la base de datos GenBank del Na-
tional Center for Biotechnology Information (NCBI).
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Tabla 1. Iniciadores utilizados

Gen Secuencia 5’ - 3’ Tamaiio (pb) T°m

F: SATTAACCGAAGGTTCTGTAGA3

Enterotoxina A 582 52°C
5TTGCGTAAAAAGTCTGAATT3
F: 5TTTTTCTTTGTCGTAAGATAA3’

Enterotoxina B 732 52°C
R: ’5CCAACGTTTTAGCAGAGAAG3’
F: TAAGTTCCCATTATCAAAGTG3

Enterotoxina C 403 52°C
R: ’5CCAACGTTTTAGCAGAGAAG3
F: ’TAATGCTATATCTTATAGGG3’

Enterotoxina D 251 52°C
R: ’TTGCGTAAAAAGTCTGAATT3
F: ’TAAACCAAATTTTCCGTG?

Enterotoxina E 474 52°C
R: ’TTGCGTAAAAAGTCTGAATT3
F:5' TTGCTTCTCTGATGTTAGCG3’

16s S. aureus 1412 55°C
R:5AATCATTTGTCCCACCTTC3’
27F 5 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’

16s universal 1470 50 °C

1492R 5 TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3

Tabla 2. Condiciones de amplificacién de PCR

Gen Desnaturalizacion Anillamiento (Tm) Extension Ciclos
SEA 95 °C por 5 minutos 58,1 °C por 1 minuto 72 °C por 10 minutos 35
SEB 95 °C por 5 minutos 53,3 °C por 1 minuto 72 °C por 10 minutos 35
SEC 94 °C por 5 minutos 58,1°C por 1 minuto 72 °C por 10 minutos 35
SED 95 °C por 5 minutos 50 °C por 30 segundos 72 °C por 10 minutos 35
SEE 95 °C por 5 minutos 52,8°C por 1 minuto 72 °C por 10 minutos 35
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RESULTADOS

En la caracterizaciéon genotipica de las 57 cepas
aisladas, predominé el grupo Staphylococcus
coagulasa positivo, con 65,2 % (n=35), siendo
S. aureus (n=31; 88,5 %) la cepa con mayor
presencia dentro de este grupo, seguida por S.
hyicus (n=4; 11,4 %); ademas, se detecté la pre-
sencia de cepas coagulasa negativas en el 37,5 %
(n=21), incluyendo S. warneri, S. epidermidis y S.
devriesei, entre otros (figura 1).

Figura 1. Distribucién de microorganismos aislados e identificados por secuenciacién de la regién r16S
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Con relacién a la deteccion de las enterotoxinas  Tabla 3. Deteccién por PCR de genes que codifican
estafilococicas, se encontraron en cepas de Sta-  para enterotoxinas y factores de virulencia en cepas
phylococcus coagulasa negativo. De las 57 cepas de Staphylococcus

analizadas, el gen codificador para la SEA se en-
contré en S. sciuri (n=1, 1,7 %) (figura 2), el gen
para la SEB, se detecté en S. warneri (n=1, 1,7 %)
y S. pasteuri (n=1, 1,7 %), y para la SEC, en un S aureus - - -
3,4 % correspondiente a S. sciuri (n=1, 1,7 %) y

Especie sea seb sec

S. warneri - 1 -

S. saprophyticus (n=1, 1,7 %). Por su parte, SED y
SEE no se encontraron en ninguna cepa bacteriana 5 7icss : : :
estudiada (tabla 3). S, sciuri 1 . 1
Figura 2. Perfil de migracién en gel de agarosa de S saprophyicis ) ) '
los fragmentos amplificados de enterotoxina A S. devriesei - - -

mediante PCR

S. chromogenes - - -
S. haemolyticus - - _
S. simiae - - -
S. auricularis - - -
S. pasteuri - 1 -
S. devriesei - - _

S. epidermidis - - -

M: marcador de peso molecular 1 kb; 1: control
positivo S. aureuzzs ATCC 29213; 2: muestra de S.
sciuri; 6: control negativo.
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DISCUSION

Este estudio proporciona datos sobre la presencia
de especies de estafilococos y genes codificado-
res para enterotoxinas estafilococicas, en leche
obtenida de animales con mastitis subclinica,
provenientes de fincas lecheras del departamento
de Boyaca.

De acuerdo con la caracterizacion molecular, se
evidencioé la presencia de cepas de estafilococos
tanto positivas como negativas para coagulasa.
Aunque este ultimo grupo se presentd en baja
proporcioén, los resultados respaldan los hallazgos
que demuestran que las especies de Staphylococcus
coagulasa negativas se han convertido en im-
portantes agentes patégenos en la enfermedad
en bovinos (11). Tradicionalmente, este grupo
etioldgico ha sido considerado como microbiota
bacteriana normal de poca relevancia clinica, que
se comporta como oportunista. Mas de 20 espe-
cies de cepas Staphylococcus coagulasa negativas
han sido aisladas de leche bovina, y cinco de ellas
(S. chromogenes, S. simulans, S. haemolyticus,
S. xylosus y S. epidermidis) son consideradas las
principales especies (12,13); sin embargo, en este
estudio, S. epidermidis, S. warnei y S. devriesei
fueron identificadas como las especies dominantes
entre las cepas negativas para coagulasa. Lo anterior
sugiere que la distribucién de las principales cepas
coagulasa negativas pueden ser diferentes entre
las fincas lecheras o rebafos.

214

La identificacion molecular por ADN r16S también
deja de manifiesto la presencia en un gran por-
centaje de S. aureus en ganado del departamento
de Boyaca. Este resultado es concurrente con un
estudio previo, en el cual, por medio de técnicas
fenotipicas, se detecté una prevalencia del 26 %
de esta bacteria en 214 muestras evaluadas (9).
Igualmente, estudios realizados a nivel mundial,
confirman a S. aureus como el agente etioldgico
mas frecuente e importante en casos de mastitis
bovina (14,15). Esta bacteria es de gran impor-
tancia clinica por su amplia capacidad de adquirir
resistencia a los antimicrobianos, haciendo que
los tratamientos con antibidticos sean cada vez
mas dificiles, costosos y sin éxito. Es un microor-
ganismo patégeno contagioso que se encuentra
ampliamente en el ambiente y que, gracias a sus
caracteristicas de virulencia y resistencia a los an-
tibidticos, facilita una rapida diseminacion entre
los bovinos (16). La confirmacion molecular de
este agente etioldgico indica que se deben re-
forzar y mejorar las estrategias de prevencion y
control usadas en la eliminacidon de esta enfer-
medad; la inclusién de estudios de circulaciéon de
este microorganismo ayudara a entender mejor
la dinamica de cambio medioambiental que estas
bacterias han sufrido con el paso de los afos.

Por otra parte, la presencia de genes que codi-
fican para SEA, SEB y SEC, se ha reportado en
Staphylococcus coagulasa positivos aislados a
partir de leche desnatada en polvo, en queso y
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en otros productos alimenticios (11,17,18,19);
sin embargo, la presencia de estos genes en Sta-
phylococcus coagulasa negativos ha sido poco re-
portada (20,21). Staphylococcus sciuri hace parte
del grupo de Staphylococcus coagulasa negativos,
la deteccién del gen sea en este microorganismo
resulta relevante, debido a que su produccion se le
atribuye principalmente a S. aureus; la posible
causa de la presencia de este gen en S. sciuri
puede ser su localizacién en elementos genéticos
moviles (plasmido, fagos) (22) los cuales pueden
ser transferidos horizontalmente entre bacterias,
adquiriendo este tipo de atributos genéticos.

De igual manera, la presencia de los genes seb
y sec que codifican para las enterotoxinas SEB y
SEC, respectivamente, en dos microorganismos
coagulasa negativos, apoya la evidencia de que
las especies de Staphylococcus coagulasa negati-
vas pueden tener un papel importante en la etio-
logia de la mastitis. Es importante destacar que
algunas de las especies negativas para coagulasa
encontradas en este estudio (portando genes que
codifican para enterotoxinas), han sido reporta-
das como agentes patégenos frecuentes de en-
fermedades humanas y pueden ser transmitidos
por medio de la leche no pasteurizada (23).

En estudios anteriores se ha informado la prevalencia
de los genes que codifican para enterotoxinas en
microorganismos negativos para coagulasa. En
Brasil, el 66 % (n=85) de todos los microorganis-
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mos negativos para coagulasa aislados de leche
bovina, presentaron algun gen relacionado con la
produccién de enterotoxinas, mientras que solo
el 35 % de los microorganismos positivos para
coagulasa revelaron algun tipo de gen; los genes
SEB y SEC fueron detectados en S. warnei (24). La
deteccién molecular de los genes SEE, SEG, SEH
y SEl, se observo en el 32,2 % de Staphylococcus
para coagulasa negativos en muestras clinicas, en
microorganismos como S. epidermidis 'y S. warnei
(23)SEG, SEH and SEI en cepas de S. aureus (en
cursiva) y Staphylococcus (en cursiva) coagula-
sa negativos (CNS). Igualmente, el gen SEA se
detecto en S. epidermidis, S. xylosus y S. hominis
aislados a partir de diferentes derivados de repos-
teria, y el gen SEC se detect6 en S. xylosus aislado
de pastel de frutas (23,24).

No se detectd el gen SEE en los microorganismos
evaluados, posiblemente debido a la inexistencia
de una transferencia horizontal del gen SEE en
ellos. Asimismo, ninguna de las cepas identificadas
como S. aureus presento bandas correspondientes
a los genes que codifican para enterotoxinas SEA,
SEB, SEC, SED y SEE, resultado similar al de Freitas,
et al., en cuyo estudio aproximadamente el 64,4 %
de aislamientos coagulasa negativos mostraron la
presencia de genes SEA, SEB, SEC y SED, mientras
que en S. aureus apenas fue del 32,2 % (24).
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CONCLUSIONES

Este estudio apoya la evidencia de que el desa-
rrollo de la mastitis bovina no solamente esta
asociado con Staphylococcus coagulasa positivo,
sino que también estan involucradas cepas nega-
tivas. La deteccion de genes codificadores para
enterotoxinas estafilocdcicas SEA, SEB, SEC en
este ultimo grupo, indica que posiblemente se
adquieren estos atributos genéticos por transfe-
rencia horizontal, por medio de plasmidos, islas
de capacidad patdgena y bacteriéfagos. Lo ante-
rior se evidencié en la deteccion del gen SEA en
S. sciuri, anteriormente descrito como un grupo
de microorganismos con poca probabilidad de
producir las principales enterotoxinas estafilococi-
cas; por lo tanto, es un grupo con potencial para
adquirir estos atributos genéticos que puede ser
determinante en el desarrollo de mastitis bovina
en el departamento de Boyaca.
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