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Abstract

S reotococeusi sol atespresent i nnill kof dai rycows presenti ngnastitisfromhedairyareasof SantaFeand
Qordoba, Argentina, werecharacteri zed. Froml69nil k sanpl es, 30i sol at eswererecovered, andi denti fi ed
by bot hbi ochemical andseral ogi cal studi esas S aga/ act/ ae(22i sd ates), S dysgal acti ae(6isol ates) and S wber/ s
(2i sal ates). RPDgenot ypi canal ysi s showedt hat 4di stinct cl oneswerepresent i nthe S aga/ act/ aepopul ati on,
6inthat of S gysga/actiae and2inS wber/s. Interestingly, eachof theddi fferent herdsanal yzedwas col oni zed
byasi ngl eanddi stinct cl oneof S aga/act/ae whil st different cl onesof S dsgal acti aever ef oundt ocoexi st in
aherd. ADNAfragnent coomont oal | assayedi sol atesof S aga/ act/aevasi dentified; it wasabsent i ntheot her
speci es. Resul t sabovei ndi cat et hat t he enpl oyed net hodol ogi es consti t ut eapowerful tool for di agnosti c-
andepi demi ol ogi cal survei | | anceof S rept ococci i ndai ry cows.

Key words: Srreprococcus,  BOVINE MASTITIS, MOLECULAR EPI DEM OLOGY, CENOTYPIC
MARKERS.

Resumen

Enest etrabaj osehancaract eri zadoai sl ament os de & reur ococcusdel eche devacas connasti ti sdel acuenca
| echerade Sant aFey Gdrdoba, Argentina. Serecuperaron30ai sl anient os de 169 nuest r as de | eche, que
fueroni denti fi cadoshi oqui nhcay sera Ggi canent econo 76 acoccus agal act/ ae( 22ai sl ament os), S aysgal act/ ae
(seisaislamentos) y S wber/s(dosai sl amentos). H andl i si sgenct i pi copor RAFDnost rdcuat rocepasdi sti nt as
enl apobl aci 6nde S aga/ act/ ae, sei senl ade S dysgal acti aey dosen S uber/s. Gadaunodel os cuat ror odeos
anal i zados se nost r 6 col oni zado por unauni cacepade S aga/ act/ ae, mentras quecepas di ferentesde S

aysgal acti aecoexi stieronenunrodeo. Seidentificéunfragnent ode ADNconminat odos | os ai sl ani ent os de
S agal act/ aeest udi ados, ausenteenl asot rasespeci es. Estosresul t adosi ndi canquel as net odal ogi as enpl eadas
consti t uyenunaherranient aefi caz parael di agndsti coyl ai nvesti gaci 6nepi deniol 6gi cadeest r ept ococos en
ganado bovi no.

Pal abras cl ave: Srreprococcus, MASTI TI'S BOVI NA, EPI DEM OLOG A MOLECULAR, MARCADORES
GENOTI PI COCS.
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Lamastiti sbovi naes, continnent e, consecuenci adel a
i nf ecci 6ndel aubr e por uno o nés ni cr oor gani snos.

EnArgentina, | os pat 6genos nas f r ecuent enent e ai s-

| ados son & rept ococcus agal actr ae,  rept ococcus
g acti ae Srex occoccusuberi sy 3 gyl ocacausaras.

Est os agent es suel enencontrarseenl| api el del os
pezones, enl al echeyenel anbi ente, por | oqueson
éstas| aspri nci pal esfuent es det ransnisi 6ny proba-

bl es responsabl es del acol oni zaci 6ndel as vacas du-

ranteel ordefio.*

Laapl i caci 6nde progranas parael control del a
nastiti sbovi nahareduci dol ai nci denci adei nf ecci o-
nespor S aga/act/aeyS disgal act/ ae ?Noodbst ant e, esta
enf er medad si gue si endo un pr obl ena, debi doal a
fal tade conoci ment odel aepi dem ol ogi ade sus agen-
tesetio &g cos. *Ror e | o, esi ndi spensabl el ai denti fi ca-
ci Oncert eradel os nicr oor gani snos causant es deest a
enf er nedad, par asudi agnésti co, vigil anciaycontral .
Exi st e, adends, unacl ar anecesi daddei nst runent ar
nét odos que posi bi litenlasubti pificaci 6ndel os
pat égenos responsabl es, 1 ocual pernitiraconocer sus
ni chos anfi ent al esy vi as dedi sem naci 6n, perniti en-
docontrol ar | acadenadet ransnsi on.

S bi ent écni casconobi ati pi fi caci dnyseratipi fi caci on
son cominnent e usadas paral ai denti fi caci 6nde
m cr oor gani snos, | afaltadeestabilidady poder
di scri nnat ori odel os nar cador esf enot i pi cos const i -
tuyeunainportantelimtanteparasuenpl eoenin-
vest i gaci ones epi deniol 6gi cas. Encontraparte, técni -
cas nol ecul ar es basadas enl a car act eri zaci 6n del
genoma presentan el evada sensibilidad vy
reproduci bi i dad. ®Parti cul arnent e, | os nét odos basa-
dos enl areacci 6nencadenadel apol i nerasa (PR
present anvent aj as sust anci al esrespectodeotras
net odol ogi as genot i pi cas; por € enpl o, susi npl i ci dad
yrapi dez. ®

Enest eest udi oseanal i z61 adi ver si dad gendéni cay
di seni naci 6n de cepas de est r ept ococos envacas con
nastitisdedistintosrodeos; tanbi énseinvestigol a
presenci ade f ragnent os de ADNnmar cador es de géne-
royespeci e. Parael | oseenpl ear ont écni casfenat i pi cas
conobi oti pi fi caci onyserotipi fi caci 6n, ygenotipi cas
cono |l aanplificaci énde ADN nedi ante PCR em
pl eando cebador es degener ados, * 0 RAPD (/andom
Awl i ficationof Fol ynorphi c V4 por sus si gl as en

ing&).

Aislami_entos bacterianos. Caracterizacion
fenotipica ’

Se anal i zaron 169 nuest r as de | eche de vacas con
nastitis, proveni entesdesieterodeosdi ferentesdel a

* Mbdel 0480de Perki n-B ner Getus, http://ww perki n-el ner. cont
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regi 6n panpeanade Argentina. d ncodeel | os perte-
neci anal aprovi nci ade Sant aFe: rodeos: S, CF, FG
Q B ylosdosrestantes: rodeos LPy Cal aprovi nci ade
Gdr doba. Las nuest ras se obt uvi er onen col ect or es
estéril esant esdel ordefio, y sesentraronenagar Base
Gl unbi asangrey cal do Todd- Hewi t t, supl enent ado
con15ug/ nhdeéci donal i di xi coy 10ug/ nh.decadl i stina.®
Las col oni as B-henol i ti casynohenol i ti cas, cat al asa
negat i vas, seidentificaron, presuntanente, nedi ante
hidrdisisdehipurato, to eranciaal NaG 6. 5% ytest de
bilis-escuina ®Laidentifi caci onconfirnat ori asered i -
zonedi ant eagl uti naci dnespeci fi cadegr upo (Past or ex
S rept ogroup, oi d) y ensayos de f er nent aci 6n de
hi drat osdecarbono(arabi nosa, gicerd, inding | actosa,
nani tol, sacarosa, sorbitd ytreha osa). Paral osai sl a
mentosde S aga/ act/ aesedet erming, adends, el seratipo
nedi ant e coagl uti naci Gnconant i suer os especi fi cos. *
Laacti vi dadhi al ur oni dasase det ect 6en Agar cer ebro
cor azon supl enent ado con al bum naséri cabovi nay
aci dohi a ur éni co.’

Sei ncor por aron, conotestigo, ai slamentosde S
agal act/ aede ori gen humano pert eneci ent es al os
serotiposl, I, 111, 1VyV, asi conocepasder ef erenci a
eSapatiag S drgaactiaey S uber/ sdel acd ecci dn
espafiol adecul ti vosti po(CECT).

Extraccion del ADN y RAPD

H ADNbact eri ano se obt uvo nedi ant et r at ani ent o de
[ ascél ul as connut anol i si nay prot ei nasaK segui dode
extracci onfendl i ca* Posteriornent e, sevi sual i zGel

ADNen gel es que cont eni an br onurode et i di o, rne-

di ant e conpar aci 6n con cant i dades conoci das de ADN
del fagol anbda. *

LaPCRsereal i z6enunternoci ¢l ador . * Lanezcl a
dereacci 6n(50ul ) conteni a50ngde ADN 2. 5Ude 7ag
ADN pol i mer asa (Pronmega), 2 uMde cebador
ol i gonucl eéti do, 200 uMde dATP, dCTP, dGTPy
dTTP, 50 "MKd , y 10 mMTri s-HA (pH8.4). Se
enpl edel si gui ent eprotocol o: Después de ci nco n nu-
tosdedesnat ural i zaci 6na95°C | as nuest r as se sone-
tieronad0ciclosdelmnut0a93°G 1. 5ninut osa36°C
y dos ninut os a 72°C segui do por di ez mi nut os a 72°C
Ent odos | os casos, seanal i zaron20ul del anezcl ade
reacci onpor el ectrof oresi sengel esdeagar osaal 1. 2%
con0. 5ug/ nk.de bronurodeetidio.®

Paralatécni cade RAPDse utilizaron dos
ol i gonucl eéti dos par ci al nent e degener ados: Gebador
19 (5’ - GGTCGACYTTNGYNGGRTC- 3’ ) y 10N (5’ -
TNGYNERTG 3'), descritosenlareferenci a4. Los
ai sl ani ent os de & reor ococcus de una nmi sna especi e
f uer onconsi derados di sti nt os cuandodi f er i anendos
o nés bandas.

Serecuperaron30ai sl ament os car act eri zados cono
est rept ococos nedi ant e pr uebas bi oqui ni casy ant i geno



pol i sacaridi codegrupo, asaber: S aga/act/ae 22, S
asga actiag sei s; S wber/ s, dos(Qladrol). Enel casode
S agal act/ ae, tres ai sl am ent os r el aci onados
epi deni ol 6gi canent eresul taronserotipol/a(rodeo
LP, Quadrol); dosai sl ament osnor el aci onadosresul -
taronlll (rodeoSFyQ, nmientrasquel os 17rest ant es
resul taronnoti pifi cabl es(NI).

Quadro 1
CARACTERI ZACI ON DE LOS Al SLAM ENTCS
DE S rept ococcus spp PROVEN ENTES DE MASTI TI S BOVI NA

Rifiles
Qg Fom Rueott  Bade  Sroguwottt raimr RAPDY

194168 48 LP Sapatiae B NT a
9072B 48 LP Sapatiae B NT a
9072A 48 LP Sapatiae B l/a a
9050 48 LP Sapatiae B NT a
12644 48 LP Sapatiae B l/a a
13065 48 LP Sapatiae B NT a
13050 58 LP Sapatia B NT a
9374 58 LP Sapatiae B NT a
13689 58 LP Sapatia B NT a
1677 58 LP Sapatiae B NT a
13563 58 LP Sapatia B NT a
13065 68 LP Sapariae B NT a
12766 68 LP Sapariae B NT a
12097 68 LP Sapariae B NT a
13045 59 LP Sapatiae B NT a
915 59 LP Sapatiae B NT a
12321 59 LP SAatiae B l/a a
8518 59 LP Sapatiae B NT a
11048 59 LP Sapatiae B NT a
6 3NV F Sapatie B [ b
145CPD 99 O Sagpatia B [ c
1036 82 B Sapatiae B NT d
585CAD 10®8 FC Sdgsgariae C - a
585CA  10®8 FC Sdgsrariae C - ]
VacalPl 1098 C Sgsgariaz C - ¢
R 108 LP Sgspatiaz C - d
12490 1298 LP Sgsgpatiaza C - é
12733 58 LP Sde@ariaz C - f
671 1298 LP Suais N D - ES
VacaCPD 108 C Sueirs ND - o}

* @di godei denti fi caci 6ndel ai sl amento.
** Rodeos: SF, Q B, FC(enl aProvinci ade SantaFe) y Cy LP(en
| aProvi nci ade Gir doba) .
*** ND serogruponodet ect abl e.
T NI: Notipificable; — : netodol ogi anoef ect uada
T Perfil esRAPD(del ingl és, RuvabmAnl i ficati onof Rl ynorphi
[V enpl eando el cebador 19 (ver FiguralAyFigura2).

Todos | osai sl ament osde S aga/ act 7 aeest udi ados
expr esaronact i vi dadhi al ur oni dasa, nient ras quesol o
50%del osde S disgal act/ ael ohi ci eron, nosedet ect 6
estaactividaden S werss.

B andl i si sgenot i pi conedi ant eel cebador 19, per -

Foual Rrfil esR¥Ddeai sl amentosde S agg act/ag S dsgal acti ae
y S uber/ senpl eando cebador es 19010N A Gebador 19. Garril es 1-
4. perfilesa, b, cyd, correspondi entesal ascepasde S aga/ act/ aede
ori genbovi no9374, 6, 145Dy 1036(Quadrol); carril 5: cepade S
agal act/ aede| aCECT (col ecci 6nespafiol adecul tivostipo). B Gebador
10N Garriles1-4: cepasde S aga/ act/ aedeori genbovi no9374, 6, 145
(PDy 1036 (Quadrol); carril es5-9: cepasde S aga/ act/ aedeori gen
hunano, deseratipos: I/a I1; 111; I\VWV, respecti vanente; carril es10-
12: cepasde S agal act/ae, S dysgal actiaey S uber/ s(CECT). Al a
i zqui erdadel afiguraseindi cael narcador det anafios nol ecul ares
(ADNdel fagol anbdadigeridocon //dl1ll).
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Fgura2. Perfil esRM¥Ddeai sl amentosde S gysga/ act/aey S uberi s
proveni entesdenasti ti sbovi naenpl eandoel cebador 19. Garriles
1-6: perfilesa -f’ correspondi entesal ascepasde S aysga/ act/ ae
(Quadrol); carril 7: cepade S disgal act/ ae( CECT); carril es8y9:
perfilesa ’- b’ del ascepasde S wher/s(CQiadrol); carril 10: cepade
S wberi s(CETT).

ti 6observar cuatrocepasdi stintasde S agd act/ ae( Qe
drolyFguralA carriles1-4). Estas sedenom naron
cepasa(19ai sl amentos), b, cyd(unai sl amentode
cadaunadel astresul tinas), respecti vanente. Todos! os
ai sl ament osdel acepaapert eneci er onavacasdel rodeo
LP. Lascepasrestantes (b, cyd) perteneci eronatres
rodeosdi ferentes (S, OyB respecti vanente). Todas! as
cepas r ecuper adas f uer ondi sti ngui das del acepati po
nedi ant eest anet odol ogi a(F guralA carril 5).

Lat écni caR¥Dpermiti 6di stinguir sei scepasdi fe-
rentesentrel osai sl amentosde S aysga/ act 7 aepr ove-
nientesdecuatrorodeos(a -f ', QuadrolyH gura2,
carriles1-6), asi conodi ferenci ar | acepati poand i zada
(Fgwa2 carril 7). Etrel osdosai sl amentosde S wher/s
anal i zados, pudi eronobser varsedosperfil esdi stintos
(d’,b’, GadrolyF gra2 carriles8y9), yd ferentesde
| acepati pocorrespondi ente(F gura2, carril 10).

Gonosenuestraenl aF guralB, el usodel cebador
10Npermti 6 observar unfragnentoanpl i fi cadode
ADNde apr oxi madanent e 1 350 pb en| as cepas de S
agal act/ aedeori genbovi no(carril esl, 2, 3y4); enci nco
serotiposdistintosde S aga/ act/ aede ori gen hunano
(serotiposl/a, I, 111, 1VyV, carrilesb, 6, 7, 8y9;
respectivanente), asi conoenl acepatestigode S
agal act/ae(carril 10, A guralB. D chabandanoest uvo
present eenl ascepastesti gode S gysga/ acti aey S uber’' s
(carriles1ly12; FguralB; tanpocoenl osai sl amen-
tosde S diisgal actiaey S uberi sdeori genbovi no(no
nost rado), cuando se enpl ed el nenci onado cebador .

Losai sl ament osde S aga/ act/ aede ori genbovi noy
hunano se handi vi di doendi f er ent es ecovar es, basan-
dose ensus propi edades f enot i pi cas. * Seencont r 6 que
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| acaracteri zaci 6n bi oqui m cade ai sl am ent os de
est rept ococos, product oresdenastitisbovi nafueltil
parai dentifi car est os pat égenos encadaespeci e, aun-
quei nsufici enteparadi stinguir bioti posentreai sl a-
m ent os de una ni snaespeci e. Laseroti pi fi caci 6n
nostr6ser tanbi éndeescasautilidad, aj uzgar por | a
exi stenci anayoritari adecepas Nl'enl os ai sl anient os
perteneci entesa S aga/ act/ ae(Quadrol). Estollti no
fuei nf or nado pr evi anent e por ot r os aut or es, qui enes
nost raronqueai sl anment osde S aga/ act/ aedeori gen
bovi nodedi sti nt os| ugar es geogr &f i cos sondefi ci entes
enl aexpresi 6ndeant i genos pol i sacar i di cos. * ° Ade-
nés, | osresul t ados del present eest udi onuestranl a
detecci ndeuni dénti coantigenopol i sacaridi co
capsul ar enai sl ament osdi sti ngui bl esgenct i pi canent e
(cepasbyc, Quadrol), | oquerevel al aescasacapaci -
daddi scrimnat ori adel aserotipi fi caci on.

Asi, sél ol anet odol ogi agenot i pi caperniti éef ec-
tuar lasubtipi ficaci éndel os ai sl ani ent os de
est r ept ococos dent r o de cada especi e encont r ada (Qua-
drol). Enestesentido, sehandi f erenci adocl aranent e
cuatrocepasde S agal act/ aeproveni ent esdecuat ro
rodeos di f erent es, situadosenl asl ocal i dades de Sant a
Fey Grdoba, | oquesugi ereunael evadavari abi | i dad
gendém caenl apobl aci 6nde est e pat 6geno. Asi ni Sno,
nmuest raunagran capaci dad di scri ninatori aparal a
di stinci éndepol i norfisnosentreai sl amentosnore-
| aci onados epi dem ol Ogi canent e. Enestesenti do, | a
t écni caRAPDt anbi énhapernitidodistinguirlosai s-
lanent osde S dysgal act/ aey de S uber/ sest udi ados.
Est os resul t ados sugeri rianqueel nét odogenot i pi co
utilizadoescapaz derevel ar di ver si dadenest as espe-
ci es. Lhael evadavari abi | i dad genoni cahasi dodescri -
taenest as especi es, de acuer doconl odocunent adoen
otraséreasgeogr &fi cas. 1 12

Seobservo, asi misno, | adi seni naci 6ndeunauni ca
cepade S agal act/ aecentrel asvacas del rodeolLP. Lo
anterior estariaindi candol at ransnisi 6ncruzadadel
ni cr oor gani snoent rel as vacas del mi snorodeo, y su
cont am naci 6n con una f uent e comiin. Adends, di cha
cepa hasi dor ecuper ada en dos opor t uni dades de una
mi snavacatrat adaconanti bi 6ti cos (nineros6y 12,
Qadrol); estodl ti noi ndi casuprobabl e persi stenci a.
Tal es hal | azgos sugi erenl aendeni ade di chacepaen
el rodeo, y hacennecesari al ai nst r unent aci 6nde ne-
di das hi gi éni cas preci sasy unat er apéut i caadecuada
parasuerradi caci 6n, asi conoel nuestreobacteri ol 6-
gi codet odas | as vacas en or defio.

Lanet odol ogi agenot i pi caenpl eadaposi bilitéla
i denti ficaci 6nde un fragment o de ADNcomin en
a sl amentosde S aga/ act/ aededi sti nt osor i genes. Asi,
| at écni ca RAPDse consti t uye enunaherranienta
promsori aparael desarrol | odesondasy cebador es de
AN Wtilesparael di agnésti cosensi bl eyespecifi code
est e ni cr oor gani Sno.



Lanastiti sbovi napor S aga/ act/ aeconti ndasi endol a
i nfecci 6nnés rel evant eentrel as produci das por
S reut ococeus, probabl enent e debi doasuel evadavi ru-
| enci a. 2Enest econt ext o, esi nt er esant edest acar quet odas
| ascepasde S aga/ act/ acand | zadas expr esar onact i vi dad
hi al uroni dasa, est ehechopodriaestar rel aci onadoconl a
vi rul enci aquecontfi erel aexpresi dndeestefactor.
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