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Introduccion

Una de las preocupaciones mayores para los ovinocultores y caprinocultores es causada por la mastitis
subclinica (SCM), ya que representa pérdidas econdémicas significativas debido a la reduccion de la
produccion de leche, mala calidad de la leche y disminucion del crecimiento de corderos. La administracion
intramamaria de antibiéticos ha aumentado, ya que se ha demostrado su eficacia para el tratamiento de
SCM en pequefios rumiantes. El uso inadecuado de antibiéticos en el tratamiento de SCM en leche de oveja
y cabra puede ser una fuente potencial de patdégenos resistentes a los antibiéticos de origen animal, humano
y ambiental [1]. El uso generalizado de antibidticos en animales podria conducir a la seleccién de cepas
bacterianas resistentes. La deteccién de patdgenos resistentes a antimicrobianos y especialmente S. aureus
(MRSA) se requiere no solo para la terapia sino también para monitorear la propagacion de cepas
resistentes. Pocos estudios han informado que las cepas de MRSA pueden ser aisladas de la leche de
pequefos rumiantes [2]. S. aureus produce una o mas exoproteinas, una de ellas es responsable del
sindrome de choque toxico toxina-1 (TSST-1), otras toxinas que producen son las enterotoxinas A a U (SEA,
SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEIl y SEJ), las toxinas exfoliativas (ETA y ETB) y leucocidina Panton-
Valentine (PVL). Estas toxinas son responsables de la intoxicacion alimentaria por estafilococos y de otros
tipos de infecciones en humanos y animales. PVL es una citotoxina que causa destruccion de leucocitos y
necrosis de tejido [3]. in-vivo se ha demostrado que puede inhibir el sistema inmunolégico del huésped. las
respuestas a S. aureus contribuyen a la patogenia de la mastitis, asi como, al desarrollo de enterotoxemia
estafilocdcica, lo que resulta de la ingestion de enterotoxinas termoestables que incluso se puede encontrar
en leche pasteurizada. Estas enterotoxinas son producidas tanto en procesos clinicos como subclinicos de
mastitis [4]. A diferencia de los aislados bovinos [5] hay algunos datos disponibles en la literatura sobre la
propagacién de S. aureus enterotoxigénico aislado de pequefos rumiantes en los ultimos afios [6]. Los
objetivos de este estudio fueron aislar cepas de S. aureus a partir de leche de ovejas y cabras, asi como
determinar la prevalencia de genes de enterotoxina asi como la deteccion del gen pvly la presencia del gen
de la toxina exfoliativa en cepas de S. aureus aisladas de leche de ovejas. Ademas, determinas los perfiles
de resistencia a los antimicrobianos de dichas cepas.

Materiales y métodos

Muestras de leche y examen bacterioldgico. Las muestras de leche se colectaron de 13 diferentes establos
de pequenos rumiantes en el estado de Michoacan Municipio de Pajacuaran el mes febrero hasta agosto
de 2019. Un total de 1,604 muestras de leche directas de la ubre de 857 ovejas y 66 muestras de leche
directas de la ubre de 33 cabras fueron recogidas. Las puntas de los pezones se limpiaron con alcohol al
70% antes del muestreo. Se descargaron los primeros chorros de primera leche y luego se tomaron
asépticamente 10 ml de leche de cada ubre y se colocaron en viales estériles. Las muestras se inocularon
en placas agar sangre de carnero al 5%. (Merck,) y se incubaron aerébicamente durante 24h a 37 °C. Se
determiné el estado microbiano de las muestras de leche de acuerdo con los procedimientos recomendados
Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad del INIFAP. La infeccion
intramamaria se defini6 cuando se encontraron colonias =2 500 ufc / mL. Las colonias se identificaron
mediante la prueba de tincién de Gram (positiva), morfologia, caracteristicas de hemdlisis, catalasa, oxidasa,
coagulasa en tubo con plasma de conejo, Voges-Proskauer y prueba anaerdbica de manitol. Los
aislamientos fueron confirmados por el sistema BBL Crystal para la identificaciéon (ID) de bacterias gram-
positivas (GP); método de identificacion en miniatura (Becton Dickinson, EE. UU.). Todos los aislamientos
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que se identificaron se almacenaron a -20 °C en caldo de infusion cerebro-corazon (Merck, Alemania) que
contiene 15% de glicerol hasta su posterior analisis. La prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos, se
determind por el método de difusién de disco en agar Mueller-Hinton (Merck, Alemania) y los resultados se
interpretaron segun directrices del Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). Asi, 11 agentes
antimicrobianos fueron probados: penicilina G (10 U), cefalotina (30 pg), eritromicina (15 pg), trimetoprim-
sulfametoxazol (1,25 / 23,75 ug), rifampicina (5 pg), tetraciclina (30 ug), enrofloxacina (5 ug), cefoxitina (30
Mg), vancomicina (30 ug), antibiéticos gentamicina (10 ug) y linezolida (30 ug). La cepa de S. aureus ATCC
25923 se utilizé como control de calidad (CLSI 2002). Para el analisis del perfil de exotoxinas de los
aislamientos de S. aureus se extrajo ADN de S. aureus para su analisis por PCR. Para este propdsito, los
aislados de S. aureus se cultivaron en Mueller-Caldo Hinton durante la noche. Las células bacterianas fueron
recolectadas por centrifugacion por 10 min a 5,000 rpm y lavado en 1 mL de tampdn TE (Tris-HCI 10 mM
pH 8.0; EDTA 1 mM) y recentrifugado durante 10 min 14.000 rpm. Se afadié 50 microlitros de lisostafina
(100 pg / mL) al sedimento, e incubados durante 10 min a 37 ° C y posteriormente tratados con 50 uL de
proteinasa K (100 ug / ml) durante 10 min a 37 ° C. Para la inactivacion de proteinasa K, la suspension se
calentado durante 10 min a 100 ° C. Las muestras de ADN aisladas fueron mantenidas a -20 °C hasta su
posterior uso. Para la tipificacidon de secuencia para genes de enterotoxina estafilocécica (sea-segj), el gen
de la toxina del sindrome del shock toxico (tsst), el gen de toxinas exfoliativas (eta, etb), gen mecA y Panton—
El gen de la leucocidina de Valentine (pv/)el método que se utilizé fue como se describe por Lavseth y col.
(2004). Para realizar la PCR, la mezcla se realiz6 de la siguiente manera: se agregaron 5 uL de ADN a 45
ML de mezcla de tampdn de polimerasa Taq 1 %, MgCl. 4 mM, 2 U Taq polimerasa, 400 uM cada un
desoxinucledsido trifosfato y 300 nM de cada cebador. Los ciclos de amplificacion se programaron 1 ciclo a
5 min a 95 °C para la desnaturalizacion inicial; 30 ciclos, 1 min a 94 °C, 30 s 55 °C para el gen mecA, 30 s
62 °C para genes de exfoliativo de toxinas (eta, etb) y el gen de la leucocidina Panton-Valentine (pvl),
extensién de 1 min a 72°C; y 1 ciclo de 5 min para el paso final de extensién a 72 °C. Los genes de
enterotoxina estafilocécica fueron detectados por PCR multiplex, algunos de los productos de PCR eran
similares en tamafo y, por lo tanto, se encontré que las bandas eran dificiles de diferenciar. Para evitar esta
complicacién, se utilizaron 11 cebadores dividido en dos grupos. Imprimaciones para sed, see, seg, sei, y
tsst se combinaron en la mezcla de reaccion 1, y los cebadores para sea, seb-sec, sec, seh, sej y 16S r
RNA fueron combinados en la mezcla de reaccion 2. Usamos el protocolo de Lgvseth y col. (2004) para la
amplificacion de m-PCR: se afnadié 5 uyL de ADN a 45 yL de mezcla de PCR de 1 x Taq tampdn de
polimerasa, MgCl, 4 mM, Taq polimerasa 2 U, 400 yM cada desoxinucledsido trifosfato y 300 nM cada
cebador. EI ADN se amplificd en termociclador (TCPRO / Boeco) por desnaturalizacion inicial durante 10
min 95 °C seguido de 30 ciclos de 95 ° C durante 1 min, 64 ° C durante 45 s, 72 ° C durante 1 min, y 1 ciclo
de extension final a 72 °C durante 10 min. Todos los productos de la PCR se separaron mediante
electroforesis de 10 uL de producto de reaccién en un gel de agarosa al 1.5% (1 x Tris—=Tampoén EDTA a
100 V durante 100 min) y se visualizé en un UV transiluminador (Ingenius, Syngene Bio Imaging). Los
tamanos de producto se determinaron por comparacion con 100 pb como marcador (Vivantis, NL0O401).

Resultados y discusién

Examen bacterioldgico. La prevalencia de infeccion intramamaria subclinica fue 5.2%; solo 10 ovejas
tuvieron ambas mitades de la ubre infectadas. Los cultivos bacteriolégicos fueron positivo en 87 (5.2%) de
1,670 muestras de leche de media ubre. Las cepas bacterianas aisladas de muestras de leche fueron 46
(2.8%) estafilococos coagulasa negativos, 21 (1.3%) S. aureus, mientras que 20 (1.2%) fueron identificados
como pertenecientes a otras especies, Streptococci spp. 0,6% (n = 10), Corynebacterium spp. 0,5% (n = 8),
Bacillus spp. 0,06% (n = 1), Pasteurella spp. 0,06% (n = 1). Todos los aislamientos de S. aureus se aislaron
de leche de oveja, mientras que no se aislé S. aureus de muestras de leche de cabra. Los estafilococos
constituian el 77.0% de los microorganismos aislados de muestras de leche (SNC 52,9%y S. aureus 24,1%).
Cuarenta y seis estafilococos coagulasa negativos; 8 S. simulans (dos aislados de origen caprino), 8 S.
capitis (uno aislado de origen caprino), 6 S. haemolyticus, 4 S. lugdunensis, 4 Staphylococcus xylosus (un
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aislado de origen caprino), 4 S. warneri, 3 S. epidermidis, 2 S. lentus, 2 S. auricularis (un aislado de origen
caprino), 2 S. schleiferi, 1 S. caprae, 1 S. vitulus, 1 S. saprophyticus fueron identificados en este estudio.
Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos. En este estudio, se obtuvo un niumero de 46 cepas de
estafilococos coagulasa negativos y 21 S. aureus aislados se probaron contra agentes antimicrobianos;
penicilina G, cefalotina, eritromicina, trimetoprim- sulfametoxazol, rifampicina, tetraciclina, enrofloxacina,
cefoxitina, vancomicina, gentamicina y linezolida por el método de difusion en disco. Diecinueve cepas de
un que un total de 67 aislamientos se determiné eran resistentes contra uno o mas antibiéticos. No se
encontré6 MRSA en los aislados de S. aureus de oveja. La prevalencia de resistencia de Staphylococcus
spp. aislados en ovinos y caprinos. a penicilina G, tetraciclina, eritromicina, gentamicina y enrofloxacina
fueron: 26,9% (n = 18), 7,5% (n = 5), 6.0% (n =4), 3.0% (n =2)y 1.5% (n = 1), respectivamente. Todos los
estafilococos eran sensibles a cefalotina, trimetoprim-sulfometoxazol, rifampicina, cefoxitina, vancomicina y
linezolida. De las 21 cepas de S. aureus y 46 del SNC, el 19,0% vy el 30.4% eran resistentes a la penicilina,
el 4,8% vy el 8,7% a tetraciclina, 4.8% y 6.5% a eritromicina, 4.8% y 0.5% a gentamicina, 0,0% y 0,5% a
enrofloxacina, respectivamente. Se observo resistencia multiple a los antimicrobianos en seis aislamientos,
y se encontré que un S. xylosus aislado de la leche de cabra era resistente a cinco antibiéticos. En el estudio
de perfiles de exotoxinas en los aislados de S. aureus Solo 3 de los 21 aislados de S. aureus (13.4%) de
oveja albergaron genes de exotoxina, siendo cada uno de ellos seh, sej 0 sec genes. Ninguna de las cepas
produjo mas de un tipo de enterotoxinas. Dos (seh y sec) de estos tres aislan también gen pvl albergado.
Un total de 14 (66,6%) de 21 S. aureus de los aislados tenian el gen pvl. Evidenciados en este estudio,
ninguno de los aislamientos albergaba el gen de la toxina del sindrome de choque toxico (tsst), el gen de
toxinas exfoliativas (eta, etb) y gen meco.

La mastitis subclinica causada por el SNC es una enfermedad importante ya que conduce a reduccion de
la produccion de leche, disminucion de la calidad de la leche, mala leche Higiene y menor peso del cordero.
Los resultados obtenidos en esta investigacion, como la prevalencia de infeccién intramamaria subclinicas
(5,2%) fue acorde con lo reportado en otras investigaciones como 6% para las ovejas [7] sin embargo, mas
bajos que en algunos otros estudios que informan sobre un 15,6% en ovejas y un 18% en cabras [8] Esto
se puede esperar dado que la prevalencia esta influenciada por varios factores, entre ellos especies (caprino
u ovino), genotipos, estadios y numero de manejo de lactancia, asi como el ambiente en este estudio, El
grupo principal de patégenos aislados en las muestras leche fueron estafilococos (77,0%), de acuerdo con
la otros estudios (Kunz y col. 2011). La multiresistencia como MRSA de cepas de S. aureus son y sigue
siendo un problema considerable en medicina. La ausencia de gen mecA y la baja prevalencia de casos
unicos y multiples de resistencia a los antibiéticos observada en nuestro estudio que sugiere que SCM en
ovejas y cabras puede no desempefar un papel significativo en la propagacién de estafilococos
multirresistentes y muestra menor riesgo para la salud publica. También, Maslankova y col. (2009)
observaron que MRSA no estaba presente en cualquiera de los 79 aislados de S. aureus de origen ovino.
El porcentaje de mayor resistencia en el presente estudio fue frente a la penicilina, para muestras de leche
de oveja y cabra y Lollai y col. (2008) para la leche de oveja, porcentajes de resistencia a los antibidticos
(penicilina G, tetraciclina, eritromicina, gentamicina y enrofloxacina) obtenidos en este estudio fueron
inferiores a los referidos Varias toxinas extracelulares y factores de virulencia son producido por S. aureus.
Las enterotoxinas estafilocécicas (se) son causa de intoxicacion alimentaria por estafilococos en humanos.
Ademas, estas proteinas extracelulares pueden contribuir a la patogenicidad de mastitis subclinica en vacas
y pequefios rumiantes.

Los resultados observados en la literatura sobre el gen sec presentan en cepas de S. aureus de mastitis
subclinica bovina en leche Los tipos de genes sec, sed, seg y sei fueron los mas comunmente detectados
El gen Sec que albergan cepas de S. aureus aisladas de la leche de bovinos y productos elaborados se ha
reportado en Turquia. De 106 cepas de S. aureus presentes en mastitis subclinica bovina, 27 (25,5%)
resultaron ser enterotoxigénicas. De estos, 25 (23,6%) fueron SEA, 2 (1,9%) eran SEB. realizaron un estudio
sobre aislados de S. aureus comparandolos sobre la base de la presencia de genes se, donde encontraron
diferencias significativas entre los aislamientos de vacas infectadas intramamarias (n = 51, 75%), cabras (n
=22,77%)y ovejas (n =43, 70%). (Morandi et al. 2009). En otro estudio, en general, el 75,9% de S. aureus

ISSN: 1665-5745 http://www.e-gnosis.udg.mx/index.php/inocuidad



http://www.e-gnosis.udg.mx/index.php/inocuidad

e-Gnosis [online] Vol. 4 (2021). Avances de Investigacion en Inocuidad de alimentos

aislados resultaron positivos para uno o mas genes de toxinas. Se encontré que el gen sec es el mas
frecuente (24,1%), seguido de tst (22,8%), seb (13,9%), sed (10,1%) y finalmente mar (5,1%) [6]. En el
presente estudio, se encontroé que solo 3 cepas de S. aureus originarias de ovejas (n = 21) tenia el gen de
la enterotoxina ( sec, seh o sej), que no era coherente con los resultados. Este es el primer estudio que
proporciona datos sobre la presencia del gen se en S. aureus procedentes de ovejas con mastitis subclinica.
Uno de los varios factores de virulencia que son producidos por S. aureus es PVL y puede contribuir a su
patogenicidad. Se ha demostrado en muchos estudios que la toxina PVL causa neumonia, dermatitis
necrosante. Rankin y col. (2005) mostré que 11 cepas de MRSA aisladas de animales de compafia fueron
positivos para la toxina PVL. Los resultados del presente estudio destacan ya que el 66,6% (14) son de
origen ovino las cepas S. aureus tienen el gen pvl, y todas las cepas son susceptibles a meticilina.

Conclusion

El presente estudio mostré que la prevalencia de SCM en los hatos lecheros ovinos y caprinos es menor al
reportado en otros estudios y dado que no se ha detectado MRSA, potente riesgo para la salud publica y
debido a la pobre diseminacion de cepas resistentes a los antimicrobianos el riesgo es bajo. Cabe considerar
que la mayoria de los estafilococos fueron susceptibles a los antimicrobianos probados; por lo tanto, el
potencial terapéutico de los medicamentos veterinarios de uso comun es altos. La baja prevalencia de genes
de enterotoxina muestra un riesgo menor de intoxicaciéon alimentaria por estafilococos debido al consumo
de leche cruda de oveja o de productos elaborados con leche cruda de oveja. Alta prevalencia del gen pvl
sugiere un papel en el desarrollo de mastitis subclinica en pequefios rumiantes.
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