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RESUMEN: Staphylococcus aureus es un contaminante importante y frecuente de la leche.
Actualmente los estudios de tipificacién genética arrojan datos importantes para el control de su
diseminacion; los que se basan en la variabilidad genética de la especie bacteriana. Con € objetivo
de detectar polimorfismo genético se aplicaron técnicas de tipificacion basados en la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) de los genes coa y RNAr en aislamientos de S. aureus, a partir de
leche de tanque de varias empresas de provincia La Habana y un caso de mastitis clinica. Por
primera vez se comprobd la variabilidad genética de Staphylococcus aureus aislados en Cuba y se
demostr 6 la utilidad de las técnicas empleadas a nivel de zonas geogr &ficas relativamente distantes
y cercanas, con lo que se evidencia la distribucion de ciertas variantes genéticas como aportes a la
epidemiologia molecular de este patdgeno alimentario.
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GENETIC VARIATION OF Staphylococcusaureus| SOLATED FROM BOVINE MILK
IN CUBA, FIRST REPORT

ABSTRACT: Staphylococcus aureus is an important and frequent contaminant of raw milk. At present
the studies of genetic typing gives important data for controling their dissemination; those are based
on genetic variability of the bacterial specie. With the goal of detecting genetic polymorphism typing
techniques based on the Polymerase Chain Reaction (PCR) of the genes coa and RNAr were applied
S. aureus isolated from bulk and mastitic milk in Havana. The genetic variability of S. aureus isolates
from bovine milk was proven for first time in Cuba and the usefulness of the techniques employed
on relatively distant and near geographical areas was demonstration as well as the distribution of
certain genetic variants as contribution to the molecular epidemiology of this food pathogen.
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Staphylococcus aureus es un patdégeno versatil en
animales y humanos. Puede causar enfermedades
superficiales e internas, debido a la produccién de
exotoxinas y una variedad de sindromes toxémicos.
La leche y productos lacteos han estado frecuente-
mente involucrados en brotes de enfermedades tras-
mitidas por alimentos (ETAsS) contaminados con
estafilococos, tanto como vehiculo o lugar de multi-
plicacion del patdégeno. Entre las fuentes de conta-

minacion bacteriana de la leche de tanque pueden
encontrarse las manos de los ordefiadores, los equi-
pos de ordefio, el ambiente, la ubre y la piel del pe-
z6n de la vaca. Sin embargo, por las caracteristicas
epidemioldgicas de S. aureus la fuente de infeccién
gue mas influye en su conteo final es la ubre del
animal, lo que resalta la influencia de la mastitis bo-
vina en la contaminacion de la leche y productos
lacteos (1).
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En muchos paises, la especie bacteriana que mas
se asocia con la mastitis bovinaes S. aureus. En Cuba,
segun informes anteriores, este agente tuvo una pre-
valencia de un 29.3% (2). Mdltiples investigaciones
han caracterizado la diversidad genotipica de S.
aureus provenientes de casos de mastitis bovina a
nivel de cuarto (1,3,4,5,6), pero muy pocos se han de-
dicado a caracterizar ese comportamiento a nivel de
leche de tanque (7). Hasta el presente estudio, en Cuba
no se habia determinado la diversidad genotipica de
ninguna de las dos fuentes. El conocimiento de la va-
riacion genotipica entre aislados de S. aureus de le-
che de tanque puede ayudar en la implementacion de
estrategias para disminuir los niveles de este patdge-
no y ser util en futuras investigaciones de brotes de
ETAs a partir de productos con leche cruda, debido
entre otras razones a que la presencia de ciertos
genotipos en el producto puede apuntar a una posible
fuente de contaminacion (1).

Con el objetivo de conocer la variabilidad genética
de S. aureus provenientes de leche de tanque se to-
maron muestras en cinco vaquerias de dos Empre-
sas Pecuarias y de un productor independiente (caso
de mastitis clinica) de la provincia La Habana, asi se
formaron tres nucleos o zonas geogréaficamente dis-
persas entre si dentro de la provincia; mientras que
entre vaquerias de la misma empresa mantuvieron un
vinculo geografico y epidemioldgico estrecho.

En total se colectaron diez muestras de leche cru-
da, nueve de tanque: 5 de la Empresa 1 y 4 de la
Empresa 2 entre julio y octubre de 2008, mientras que
la muestra restante se colecté de un caso de mastitis
clinica en Marzo de 2009.

Cada muestra de leche se sembr6 en Agar Sangre,
se aislaron las colonias sospechosas y se realizaron
las pruebas: catalasa, Gram, glucosa anaerobia y
coagulasa hasta llegar a la identificacion bacteriana a
nivel de especie (8). Luego de la extraccion del ADN
gendémico a cada cepa segun Guler et al. 2005, se
empled la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
para la tipificacion genética de los aislados en estudio,
utilizando los oligonucled6tidos para el tipaje del gen coa:
CCAG1ly CCAGZ2 (9)y el par de oligonucledtidos para
la variabilidad intergénica del ARNr: RRNA1y RRNA2
(10), de los mismos autores se siguieron los progra-
mas de amplificacion. Se analizaron 7 pL de cada pro-
ducto mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.5%, tefiido con bromuro de etidio y fotografiado. Cada
ensayo de PCR se repitio tres veces. Durante la apli-
cacion de las técnicas microbiologicas y moleculares
se empled la cepa de referencia de S. aureus ATCC
5638 como control positivo.
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De las diez muestras analizadas se obtuvieron sie-
te aislados de S. aureus, el 70% de muestras positi-
vas coincide con los ultimos informes sobre el aisla-
miento de patégenos de la mastitis en Cuba, donde
S. aureus siempre resulta ser el de mayor prevalen-
cia (2, 11).

Los patrones de amplificaciéon obtenidos por las
técnicas basadas en PCR mostraron una repetibilidad
del 100%. En el caso del tipaje basado en el gen coa
se obtuvo una banda por cada aislado en el rango
entre 700y 1500pb (Figura 1). Segun el tamafio de la
banda, los siete aislados pueden ser clasificados en
seis patrones, designados de C1 a C6 (Tabla 1). Siem-
pre se observé diferente comportamiento entre va-
guerias de una misma empresa; por lo que se pudo
evidenciar que esta técnica es capaz de discriminar
entre cepas mas relacionadas geogréaficamente.
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FIGURA 1. Electroforesisen gel deagarosaal 1.5%delos
productos del PCR para variabilidad en € gen coa. Linea
1: Control negativodeagua, linea 2: Patrn de peso molecular
50-1500pb (Bio-rad), linea 3: aidado 3, linea 4: aisdado 12,
linea5: aidlado 14, linea 6: aidado 18, linea 7: aidlado 23,
linea 8: aislado 24, linea 9: aidado 25y linea 10: contral
positivo (S. aureus: cepa ATCC 5638)./ Agarose gel
electrophoresisof the PCR productsfor gen coavariability.
Line 1:Water negative control, line 2: 50-1500pb molecul ar
weigth pattern (Bio-rad), line 3: isolate 3, line 4: isolate
12, line 5: isolate 14, line 6: isolate 18, line 7: isolate 23,
line 8: isolate 24, line 9: isolate 25 and line 10: positive
control (S. aureus: strain ATCC 5638).

Mediante el estudio de la variabilidad intergénica
del RNAr o ribotipaje, se generaron de 5 a 6 bandas
en el rango de 600 a 1100 pb aproximadamente (Fi-
gura 2). Basados en sus respectivos patrones de
amplificacion, los siete aislados de S. aureus pudie-
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TABLA 1. Digtribucion de los aislados de S, aureus
segun origen./ Digtribution of S. aureus isolates
according to origin.

No. Procedencia Patrones | Ribotipos
y fecha de muestreo por coa
3 Vagueria A Empresa 1 C1 R1
2/7/2008
14 | VagueriaB Empresal c2 R1
2/7/2008
18 | VagueriaC Empresal C3 R1
23/7/2008
12 | VagueriaD Empresa 2 C1 R1
2/7/2008
23 | VagueriaD Empresa2 C5 R2
8/10/2008
24 | VagueriaE Empresa2 C4 R3
8/10/2008
25 Muestraindividual C6 R4
4/3/2009

ron ser clasificadas dentro de cuatro ribotipos, desig-
nados de R1 a R4 (Tabla 1), se observa el mismo
patrén en las tres vaquerias de la Empresa 1, por lo
que se puede verificar que el poder de discriminacion
es menor que la técnica anterior, a pesar de que no
sucede lo mismo en la Empresa 2.

Entre los resultados comunes de las dos técnicas,
tenemos que: siempre difieren los patrones de los ais-
lados provenientes de leche de tanque de empresas
con la muestra individual de mastitis clinicas, lo cual se
corresponde con las diferencias epizootioldgicas entre
ambas fuentes, traducidas en: modo de produccién,
distancia geogréfica, entre otras. Es importante obser-
var también que el rebafio muestreado dos veces (va-
queria C), difiere en su patrén. Una posible explicacion
es gue en el término de tres meses que mediaron entre
ambos muestreos la primera variante de S. aureus fue
desplazada por la segunda (12).

Es interesante destacar que un ribotipo y un patrén
del tipaje del gen coa incluyen cepas de diferentes
origenes, lo cual sugiere que ciertas variantes genéticas
de S. aureus se encuentran diseminadas por la region
de estudio. No obstante, estos resultados no deben
ser analizados mas exhaustivamente, puesto que la
epidemiologia molecular vinculada a los patdgenos en
leche requiere de mayor cantidad de muestras y de
técnicas de tipificacion mas sofisticadas, como mues-
tra el estado del arte en este sentido (7, 13, 14). Sin
embargo con este estudio es suficiente para confirmar
la utilidad de ambas técnicas para el tipaje de S.
aureus.
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FIGURA 2. Electroforessen gel deagarcsaa 1.5%delos
productos amplificados por PCR para ribotipaje en region
intergénicadel ARNr. Linea 1: Control negativo de agua,
linea 2: Patrén de peso molecular de 100pb (PROMEGA),
linea3: aidado 3, linea4: aidado 12, linea5: aidado 14, linea
6: aidado 18, linea7: aidado 23, linea8: aidado 24, linea:

adado 25 ylinea10: control positivo(S. aureus. cepaATCC
5638)./ Agarose gel electrophoresis of the PCR products
for ribotyping on RNAr intergenic region. Line 1: Water
negative control, line 2: 100pb molecular weigth pattern
(PROMEGA), line 3: isolate 3, line 4: isolate 12, line 5:

isolate 14, line 6: isolate 18, line 7: isolate 23, line 8:

isolate 24, line 9: isolate 25 and line 10: positive control
(S. aureus: strain ATCC 5638).

Resultados similares en cuanto al nivel de variabili-
dady tallas en los patrones observados se han obteni-
do por otros investigadores (9, 10, 13).

Los andlisis de leche de tanque actualmente estan
reconocidos como una herramienta Util, barata y rapida
para evaluar la calidad de la leche y el monitoreo del
estado sanitario de la ubre en el rebafio (15). Por ello,
este estudio preliminar constituye un acercamiento a la
caracterizacion molecular de aislados de S. aureus vin-
culados a la mastitis bovina, la principal enfermedad que
afecta la produccion lechera a nivel mundial.

Se demuestra por primera vez en Cuba la variabi-
lidad genotipica entre aislados de S. aureus prove-
nientes de leche bovina, asi como que el ribotipaje y
la tipificacién del gen coa mediante PCR es una he-
rramienta Util para detectar polimorfismo genético a
nivel de zonas geogréaficas relativamente distantes,
no obstante se recomienda que el presente estudio
se debe corroborar con mayor cantidad de aislados
de S. aureusy otras técnicas de tipificacion descritas
para la especie.
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