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Arch Med Vet 45, 327-331 (2013)

COMUNICACION

Desarrollo de una PCR muiltiple para la identificacion de Staphylococcus spp.
como causa de mastitis caprina

Development of a multiplex PCR for the identification of Staphylococcus spp.
as a cause of caprine mastitis

RA Ruiz-Romero*, RA Cervantes-Olivares®, D Martinez-Gémez,© AE Ducoing-Watty,! L. Hernandez-Andrade*

“Laboratorio de Microbiologia, Departamento de Medicina y Zootecnia de Rumiantes,
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional Auténoma de México, México, D.F.

*Laboratorio de Micologia, Departamento de Microbiologia e Inmunologia,
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional Auténoma de México, México, D.F.

‘Laboratorio de Microbiologia Agropecuaria, Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud
de la Universidad Auténoma Metropolitana-Xochimilco, México, D.F.

dDepartamento de Medicina y Zootecnia de Rumiantes, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
Universidad Nacional Auténoma de México, México, D.F.

*Laboratorio de Bacteriologia, Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Microbiologia Animal
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuarias, México, D.F.

SUMMARY

“Mastitis” refers to inflammation of the mammary gland. Despite the economic losses that it causes in dairy goats, there is scarce information about
the epidemiological status of the disease in Mexico. The aim of this study was to develop a multiplex polymerase chain reaction (PCR) test to diagnose
Staphylococcus agents involved in caprine mastitis. Milk samples from animals in intensive and semi-intensive production systems were taken from
two farms located at Tequisquiapan, Querétaro, Mexico. The samples were obtained from healthy goats. The multiplex PCR was developed to identify
coagulase-negative Staphylococcus and S. aureus. To achieve the identification of Staphylococcus spp, primers for the 16s rRNA region were used.
Another two pair of primers were used for S. aureus, the first pair corresponded to the clfA gene and the second pair corresponded to the S. aureus coa
gene. Multiplex PCR was performed in 30 milk samples and it was possible to detect S. aureus and coagulase-negative Staphylococcus. Further studies
are needed to evaluate the sensitivity and specificity of this technique.

Key words: mastitis, coagulase-negative Staphylococci, Staphylococcus aureus, multiplex PCR.

RESUMEN

La mastitis se refiere a la inflamacién de la gldndula mamaria, a pesar de las pérdidas econdmicas que produce en cabras lecheras, existe poca
informacién acerca de la situacion epidemioldgica de la enfermedad en México. El objetivo de este estudio fue desarrollar una reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) muiltiple para el diagndstico de Staphylococcus spp como agente involucrado en mastitis caprina. Se colectaron muestras de leche
de cabras clinicamente sanas en sistemas de produccién intensivo y semi-intensivo de dos granjas ubicadas en Tequisquiapan, Querétaro, México. La
PCR muiltiple se desarroll6 para identificar a los Staphylococcus coagulasa-negativos (SCN) y a Staphylococcus aureus. Para lograr la identificacién
del género Staphylococcus spp se utilizé el par de iniciadores correspondientes a la region 16s RNAr, para el caso de S. aureus se utilizaron 2 pares de
iniciadores, el primer par de iniciadores corresponden al gen clfA y el segundo par corresponden al gen coa de S.aureus. Se realizé la PCR miiltiple a
30 muestras de leche de cabra en donde se pudo detectar a S. aureus y a SCN, sin embargo, estos estudios son preliminares por lo que se requiere de
estudios posteriores para evaluar la sensibilidad y especificidad de esta técnica.

Palabras clave: mastitis, Staphylococcus coagulasa-negativos, Staphylococcus aureus, PCR muiltiple.

INTRODUCCION cos en la ubre (Shearer y col 2003). En estudios realizados
en México, los microorganismos aislados con mayor fre-

La primera consecuencia de la mastitis es una disminu- cuencia en 565 cabras lecheras ordefiadas mecanicamente
cién en la produccion de leche asi como cambios patol6gi- localizadas en Guanajuato, fueron Staphylococcus aureus

(32,6%), Staphylococcus epidermidis (32,6%) y Micrococ-
cus spp (30,4%), el 4,4% restante correspondid a Strepto-
#  Financiado por el Proyecto PAPIIT (Programa de Apoyo a Proyec- COC_CMS uberis, Strep tococcu{ dysgalactiae 'y Es_ChenC.hm

tos de Investigacion e Innovacion Tecnolégica) IN218708. coli (Amezcua 1981). En el afio 1998 en un estudio realiza-
*  rarr2212@unam.mx do en Puebla con 113 cabras con mastitis subclinica se de-
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termind que las frecuencias asociadas a esta condicién eran:
Staphylococcus cohnii, Staphylococcus capiti, S. aureus,y
en menor cantidad Alcaligenes faecalis, Mannheimia hae-
molytica, Acinetobacter spp, Bacillus spp y Corynebacte-
rium spp (Bonilla y col 1998). En el 2008, se analizaron
118 muestras de leche de cabras criadas en la ciudad de
Meéxico y ordefiadas de forma mecanica, donde el 64,5%
(76 muestras) resultaron positivas a mastitis subclinica, de
estas 76 muestras el 81,5% resultaron negativas y el 18,5%
resultaron positivas donde se aislé unicamente a Staphylo-
coccus spp. (Figueroa y col 2008). En el afio 2010, en el
municipio de Tequisquiapan, Querétaro, México, se traba-
jaron 484 muestras de leche de cabras en donde el 18,60%
(90 muestras) fueron positivas a mastitis subclinica, los gé-
neros bacterianos que se aislaron fueron los Staphylococcus
coagulasa negativos (SCN) (63.92%), donde las 3 principa-
les especies aisladas fueron Staphylococcus chromogenes
(48,39%), Staphylococcus simulans (22,58%) y Staphylo-
coccus xylosus (20.97%), el resto de los aislados correspon-
dieron a Staphylococcus sciuri, Staphylococcus haemolyti-
cus, Staphylococcus caprae 'y Staphylococcus epidermidis
(8,06%) el segundo género y especie que se aislé con mayor
frecuencia fue Streptococcus uberis (10,31%) y por ultimo
Staphylococcus aureus (5,15%). (Ruiz 2010). El género
Staphylococcus se puede dividir en Staphylococcus coagu-
lasa positivos (CPS) y Staphylococcus coagulasa negativos
de acuerdo a su capacidad para coagular el plasma sangui-
neo (Hermans y col 2004, Pydrild y col 2009, Watanabe y
col 2009). En la mayoria de los laboratorios clinicos, los
métodos de identificacion se basan en pruebas bioquimicas
de bacterias aisladas de leche (Phuektes y col 2001, Gille-
spie y col 2005), sin embargo, el andlisis microbioldgico de
la leche no garantiza el aislamiento de bacterias debido a
que los animales con mastitis subclinica pueden eliminar al
microorganismo causante de manera intermitente durante
la lactacidn, asi como el uso de antibidticos, presencia de
leucocitos y un alto contenido de células somaticas (SC)
en la leche que inhiben el crecimiento bacteriano in vitro
(Clavijo y col 2002). Debido a estas limitaciones, se han
desarrollado técnicas como la reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR) muiltiple que consigue amplificar simulté-
neamente y en un Unico tubo diferentes secuencias blanco,
permitiendo la deteccidn e identificacion simultanea de dis-
tintos genes de interés (Markoulatos y col 2002, Méndez y
col 2004). En este estudio se desarrollé y estandarizé una
PCR miiltiple para ofrecer una alternativa mds precisa y ra-
pida para el diagndstico de Staphylococcus spp implicados
en esta enfermedad.

MATERIAL Y METODOS
CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS
Se colectaron treinta muestras de leche de cabras pro-

venientes de dos granjas ubicados en Tequisquiapan, Que-
rétaro, México, las cabras estaban clinicamente sanas al
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momento de muestreo en diferentes etapas de la lactancia
y con una condicién corporal media, el ordefio se realizaba
de forma mecanica dos veces al dia. La toma de muestras
consistié en la desinfeccion de los pezones con torunda y
alcohol al 70% vy la extraccién manual y desecho de los
tres primeros chorros de leche de cada una de las glandu-
las, posteriormente, se obtuvieron 30 ml de leche de las
dos glandulas en frascos nuevos, estériles y herméticos,
fueron trasladadas a temperatura de refrigeracién al La-
boratorio de Microbiologia Agropecuaria en el Departa-
mento de Produccion Agricola y Animal de la Universidad
Auténoma Metropolitana-Xochimilco, Ciudad de México,
Meéxico para su andlisis bacterioldgico.

ANALISIS BACTERIOLOGICO

Las muestras se agitaron en vortex para homogeni-
zarla y liberar las bacterias que pudieran encontrarse
atrapadas en los glébulos de grasa. Se realiz6 un frotis
directo y se llevé a cabo la tincién de Gram. Con el fin
de identificar dnicamente bacterias mesofilicas, aerobias
facultativas, se colocaron 30 ul de la muestra en una
placa de agar sangre y agar MacConkey en la primera
estria para realizar el primocultivo, ambas placas se in-
cubaron a 37 °C durante 24 h en condiciones de aero-
biosis, en caso de no observar crecimiento se incubaron
durante 48 h mas hasta descartar crecimiento bacteria-
no. Los cultivos fueron examinados para determinar la
morfologia macroscépica de las colonias desarrolladas y
su numero relativo de acuerdo al nimero de cuadrantes
del agar en donde se observo crecimiento bacteriano. A
partir de las colonias representativas se realizé un fro-
tis fijo tefiido con Gram para guiar la identificacion bio-
quimica recomendada (Carter y col 1984). En cuanto a
los cocos Gram positivos catalasa positivos se realizaron
las pruebas bioquimicas correspondientes para identifi-
carlos como Staphylococcus spp o Micrococcus spp; en
el caso de pertenecer al género Staphylococcus se rea-
liz6 la prueba de coagulasa en tubo para identificarlos
como Staphylococcus coagulasa positivo (S. aureus o S.
intermedius) o Staphylococcus coagulasa negativos. En
el caso de los cocos Gram positivos catalasa negativos
se identificaron como Streptococcus y con la prueba de
Christie, Atkins y Munch-Petersen (CAMP) - esculina se
llego a la especie (S. agalactiae, S. dysgalactiae o S. ube-
ris), los bacilos Gram positivos con presencia de espora
fueron identificados como Bacillus spp y por ultimo los
bacilos Gram negativos oxidasa negativo fueron identi-
ficados como enterobacterias llegando al género con las
pruebas bioquimicas recomendadas (Carter y col 1984).

EXTRACCION DE ADN
Para dar validez a la prueba de la PCR miiltiple se uti-

lizaron cepas de referencia del American Type Culture
Collection (ATCC) como Staphylococcus aureus ATCC



MASTITIS, Staphylococcus COAGULASA-NEGATIVOS, Staphylococcus aureus, PCR MULTIPLE

29737 y Staphylococcus xylosus ATCC 700404. Para ob-
tener ADN de las cepas bacterianas y de las muestras de
leche de cabra se realizé el procedimiento descrito pre-
viamente (Cremonesi y col 2006) con modificaciones;
en el caso de las cepas bacterianas, se inocularon 5 colo-
nias en 15 ml de caldo infusién cerebro corazén (CICC)
para cada cepa y se incubaron a 37 °C en agitacién du-
rante 18 h, transcurrido este tiempo cada muestra de
15 ml se centrifugd durante 10 min a 600 g, descartando
el sobrenadante, en el caso de las muestras de leche, se
centrifugaron 10 ml durante 10 min a 600 g eliminando el
sobrenadante, a partir de este paso, las pastilla obtenida de
cada muestra se resuspendi6 en 500 pl de solucién salina
estéril (NaCl) al 0,9% y se centrifugd nuevamente durante
15 min a 450 g a 4°C eliminando el sobrenadante, este
paso se realizé una vez mas. La pastilla se suspendié en
50 pl de solucién salina y se agregaron 300 pl de solucion
de lisis (3 M isotiocianato de guanidina, 20 mM EDTA pH
8, 10 mM Tris-HCI pH 6,8, tritén 40 mg/ml, ditiotreitol
10 mg/ml) y 200 pl de solucién de unién (40 mg/ml de si-
lica resuspendida en solucién de lisis), se homogenizaron
15 s en vortex y se dejaron reposar 5 min a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo se centrifugd a 30 s a
450 g eliminando el sobrenadante, se realizaron 2 lava-
dos afiadiendo 200 pl de solucién de lisis homogenizando
perfectamente y se centrifugd 30 s a 450 g eliminando el
sobrenadante, se realizaron 2 lavados mas con 200 ul de
solucion de lavado (25% etanol absoluto, 25% isopropa-
nol, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8) centrifugando
con las mismas constantes anteriores, se realizé un ultimo
lavado con 200 pl de etanol absoluto centrifugando nue-
vamente, se eliminé el sobrenadante y se seco la pastilla
durante 10 min a 37 °C, se afiadieron 50 pl de solucién
de elusion (10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA pH 8)
y se incubaron en bafio Marfa durante 15 min a 65 °C.
Por dltimo se centrifugd 5 min a 600 g y se transfiri6 el
sobrenadante a un tubo limpio.

PCR MULTIPLE

Para lograr la identificacion del género Staphylococ-
cus se utilizaron los iniciadores correspondientes a la
regién 16s del acido ribonucleico ribosomal (ARNr) la
cual es dnica para este género en comparacién con otras
eubacterias (Mason y col 2001) Para el caso de S. aureus
se utilizaron 2 pares de iniciadores, el primer par corres-
ponden al gen cIfA exclusivo de S. aureus y el segundo
par corresponden al gen coa de S. aureus el cual codi-
fica para la enzima coagulasa, la secuencia de cada par
de iniciadores se indican mas adelante (cuadro 1). Cada
reaccion de la PCR muiltiple, consistié en 45 ul de PCR
Supermix', suplementado con 10 ul de Taq polimerasa®
(5 U/ ul) por 500 uL. de PCR Supermix, 2 pl de los ini-

' Invitrogen No. Catdlogo 10572014, Carlsbad, California 92008, USA.
Invitrogen No. Catalogo 10342053, Carlsbad, California 92008, USA.

ciadores del gen coa a una concentracioén de 20 pM, 0.5
ul de los iniciadores del gen clfA y de la region 16s de
Staphylococcus spp a una concentraciéon de 5 uM y 1 ul
de ADN de S. aureus a una concentracion de 100 ng/pl;
ademads, con cada reaccidn, se utilizaron 2 controles po-
sitivos: en el primero se utilizaron 2 ul de ADN de S. au-
reus ATCC 29737 a una concentracién de 10 ng/ul y en
el segundo control positivo se utilizaron 2 ul de ADN de
S. xylosus ATCC 700404 a la misma concentracién que
el anterior y como blanco se sustituyé el ADN por 1 pl
de agua inyectable estéril, en cada uno de los controles se
utilizaron las cantidades estandarizadas de los iniciado-
res. El protocolo del termociclador® consistié en un ciclo
inicial de desnaturalizacién a 95 °C por 5 min, 30 ciclos
de desnaturalizacién a 95 °C por 1 min, alineamiento
56 °C por 1 min 30 s, extensién a 72 °C por 2 min y fi-
nalmente un ciclo de extension final a 72 °C por 5 min.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se logré estandarizar la PCR miuiltiple para el género
Staphylococcus spp utilizando los iniciadores de la region
16 RNAr vy de los genes clfA y coa con ADN extraido
de leche de cabra positiva a S. aureus y/o a SNC por
bacteriologia tradicional, como se muestra en el gel de
agarosa al 1,5% (figura 1). El diagnéstico se realizé en
30 muestras de leche de cabra de las cuales 11 fueron
positivas a todas las bandas (36,67%), 3 muestras fueron
positivas a la region 16s RNAr y al gen clfA (10%), una
muestra fue positiva tinicamente a la banda del gen c/fA
(3,33%) y 15 muestras fueron negativas (50%) (cuadro
2). Fue posible desarrollar y estandarizar la técnica de
PCR multiple para S. aureus y SCN realizando el diag-
ndstico de estos agentes en aproximadamente 6 horas.
Para asegurar la identificacion del género Staphylococcus
spp, se utilizaron los iniciadores para la region 16s RNAr
que corresponde a la subunidad menor ribosomal. Estos
genes se conservan entre los Staphylococcus spp y son
unicos en comparacién con otras eubacterias (Mosbath
y col 2005). Para la identificacion especifica de S. aureus
fueron utilizados iniciadores para el gen clfA y el gen coa,
aunque otras especies de Staphylococcus son capaces de
producir coagulasa libre o unida, estos iniciadores son es-
pecificos para la secuencia del gen de S. aureus (Mason
y col 2001). Se pudieron integrar los 3 pares de iniciado-
res alcanzando una temperatura 6ptima de alineacién a
56 °C. La PCR multiple tiene la ventaja de detectar mds
de una secuencia blanco ahorrando tiempo y dinero en el
diagndstico; a pesar de utilizarse con €xito en el diagnds-
tico de varias enfermedades; también existen varias des-
ventajas como presentar una sensibilidad y especificidad
mucho mds baja que una PCR simple, esto puede deberse
a la competencia que existen por los desoxiribonucledti-

3 Termociclador Corbett Research Modelo CG1-96. 27220 Turnberry
Lane Suite 200 Valencia, CA 91355, USA.
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Cuadro 1. Secuencias de los iniciadores para cada gen.

Primer sequence for each target gene.

Gen Forward (5°- 37) Reverse (5-37) pb
165 IRNA CCTATAAGACTGGGATAACTTCGGG CTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCG 791
Staphylococcus spp
S fortus GCAAAATCCAGCACAACAGGAAACGA CTTGATCTCCAGCCATAATTGGTGG 638
S :Zfeuv CCTGTACCAGCATCTCTATATTTAA CAAAGCAGATGCGATAGTAAC 1200

Cuadro 2. Resultados de bacteriologia.
Bacteriology results.

Nimero de  Bacteriologia Bandas Bandas
muestra esperadas obtenidas
1 S. aureus 3 3
2 S. aureus 3 3
3 S. aureus 3 3
4 S. simulans 1 3
5 S. simulans 1 3
6 S. simulans 1 3
7 S. simulans 1 3
8 S.simulans, 1 3
E. aerogenes
9 S. chromogenes 1 3
10 S. simulans, 1
S. xylosus
11 E. aerogenes 0
12 Bacillus, 1 2
E. aerogenes,
S. simulans
13 Negativo 2
14 Bacillus 0 2
15 S. chromogenes 1
16 S. uberis 0 0
17 S. xylosus 1 0
18 S. simulans 1 0
19 E. aerogenes 0 0
20-30 Negativo 0 0

dos trifosfato y la taq polimerasa cuando varios pares de
iniciadores se combinan en una sola reaccién (Phuektes y
col 2001), posiblemente por esto, se obtuvo un solo caso
en el que solo amplificé la banda correspondiente a clfa.
Existieron 3 casos en los que el gen coa no se detect6 a
pesar de la amplificacion de la region 16s del RNAr y del
gen clfA, sin embargo, a pesar de que se ha informado
de la existencia de cepas coagulasa negativos de S. au-
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Figura 1. Fotografia de un gel de agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio donde se muestra PCR Muiltiplex para S.
aureus ' y SCN. MPM = marcador de peso molecular Gene Ru-
ler Express, 1 = Control positivo con ADN de S. aureus ATCC
29737, 2 = Control positivo con ADN de S. xylosus ATCC
700404, 3 = Control negativo, 4-7 = PCR multiplex con ADN de
leche mamitosa de cabra, 8-10 = Muestras positivas a la regién
16s y al gen clfA.

Photograph of a 1.5% agarose gel stained with ethidium bro-
mide showing multiplex PCR for S. aureus and CNS, MWM = Gene
Ruler Express DNA ladder, 1 = positive control with DNA from S. au-
reus ATCC 29737, 2 = positive control with DNA from S. xylosus ATCC
700404, 3 = negative control, 4-7 = PCR multiplex from some samples
using DNA extracted from goat milk, 8-10 = positive samples to 16s and
clfA gene.

reus, debido a mutaciones en el gen que se asocia con la
pérdida de la capacidad de producir coagulasa (Korman
1963, Taponen y col 2009), hay pocos estudios sobre el
porcentaje de aislados que carecen del gen coa, algunos
autores mencionan que Unicamente el 1% de las cepas de
S. aureus carecen de este gen (Barret 1983), solamente en
el caso de haberse logrado el aislamiento bacteriolégico
de estas cepas se podria realizar la prueba de coagulasa
en tubo, por lo que los iniciadores utilizados para este
gen pueden estar inhibiéndose y se necesitan mas pruebas
para determinar la concentracién indicada para realizar
esta PCR multiple, a pesar de que la banda 16s ARNr
amplifica utilizando como testigo el ADN de S. xylo-
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sus ATCC 700404, no hubo ningun caso en el que sélo
se detectaran a los SCN, lo que puede indicar probable
existencia en la misma muestra de ADN de S. aureus 'y
SCN, por lo que se amplific6 la misma banda de la region
16s, ademads de la deteccion de los genes especificos para
S. aureus. A pesar de que este PCR multiple detectd pa-
tégenos bacterianos que no fueron detectados en el aisla-
miento bacterioldgico, es necesario seguir probando esta
técnica con mas muestras de leche de cabra para determi-
nar la sensibilidad y especificidad de esta prueba.
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