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Resumen

La mastitis es una enfermedad de alto costo para industria lactea y el Staphylococcus
aureus (S. aureus) es uno de los agentes etioldgicos mas comunes de la mastitis bovina
contagiosa en el mundo. La utilizacion de la técnica de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (RCP) en la identificacion de S. aureus en aislados de mastitis bovina ha
demostrado ser rapida, sensible y especifica, lo que permite un diagnéstico rapido y
certero que reduce costos y evita complicaciones clinicas. Para identificar la presencia
de cepas de S. aureus aisladas de muestras de leche, nosotros estandarizamos la
técnica de RCP para la deteccion de los genes coa y nuc, y luego determinamos la
reproducibilidad de los protocolos utilizando dos cepas control de S. aureus y 31
aislados de mastitis bovina. Este estudio presenta los resultados de la estandarizacion de
las RCPs para los genes nuc y coa, y su evaluacién de reproducibilidad. Materiales y
métodos: Iniciadores empleados, gen coa: 5ATAGAGATGCTGGTACAGC3’ (forward) y
5GCTTCCGATTGTTCGATGC3 (reverse), y gen nuc:
5'GCGATTGATGGTGATACGGTT3’ (forward) y
5’AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGCS3' (reverse). En la evaluacion de la repetibilidad
de las RCPs se emplearon dos cepas control S. aureus (ATCC 43300 y ATCC 29213) y
31 aislados de Staphylococcus obtenidos en un estudio de mastitis bovina del
departamento de Boyaca (Colombia). Resultados: En la estandarizacion de la RCP para
los genes nuc y coa se determiné que el reactivo listo para usar, 2X PCR Tag MasterMix

1

Deteccion de genes nucleasa y coagulasa en cepas Staphylococcus aureus de mastitis bovina, aplicando la
reaccion en cadena de la polimerasa
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n030318/031840. pdf




REDVET Rev. Electrén. vet. http://www.veterinaria.org/revistas/redvet
2018 Volumen 19 N° 3 - http://www.Vveterinaria.org/revistas/redvet/n030318.html

with dye, genera buenos resultados con ambos genes. Las temperaturas y tiempos que
debieron ajustarse para obtener 6ptimos resultados en ambas RCPs fueron en la fase de
hibridacion, en el caso del gen nuc a 56,7°C y 40 segundos, y para el caso del gen coa a
60,4°C y 30 segundos. Ademas, la evaluacion de la reproducibilidad de las RCPs usando
aislados de muestras bovinas presentd una sensibilidad de 100% para el gen nuc y
90,32% para el gen coa. Conclusiones: La técnica RCP para los genes nuc y coa es un
método rapido y certero para la deteccién de cepas de S. aureus obtenidas de muestras
de leche de animales con sintomas de mastitis.

Palabras clave: Reaccion en Cadena de la Polimerasa | Staphylococcus aureus |
Coagulasa | Nucleasa | Mastitis bovina

Abstract

Mastitis is a high-cost disease for the dairy industry and Staphylococcus aureus (S.
aureus) is one of the most common etiological agents of contagious bovine mastitis in the
world. The use of the technique of the Polymerase Chain Reaction (PCR) in the
identification of S. aureus in bovine mastitis has been shown to be rapid, sensitive and
specific, allowing a fast and accurate diagnosis that reduces costs and clinical
complications. To identify the presence of strains of S. aureus isolates from milk samples,
we standardized a PCR technique for the detection of genes coa or nuc, and then, we
determined the reproducibility of both protocols using two control strains of S. aureus and
31 isolates from bovine mastitis. This study presents the results of the standardization of
the PCRs for the genes nuc and coa, and the evaluation of their reproducibility. Materials
and methods: Primers used for gene coa: 5’ ATAGAGATGCTGGTACAGC3' (forward)
and 5'GCTTCCGATTGTTCGATGC3' (reverse), and for gene nuc:
5'GCGATTGATGGTGATACGGTT3 (forward) and
5'AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGCS3' (reverse). We used for the evaluation of the
repeatability of the PCRs, two control strains S. aureus (ATCC 43300 and ATCC 29213)
and 31 isolates of Staphylococcus obtained from a bovine mastitis study from the
department of Boyaca (Colombia). Results: In the standardization of the PCR for the
genes nuc and coa, it was determined that the ready-to-use reagent, 2X PCR Taq
MasterMix with dye, works efficiently with both genes. The temperatures and times that
had to be adjusted to obtain optimal results in both PCRs were in the hybridization phase,
in the case of nuc gene at 56.7 ° C and 40 seconds, and in the case of coa gene at 60.4 °
C and 30 seconds. In addition, the evaluation of the reproducibility of the PCRs using
isolates from bovine samples showed 100% for nuc gene and 90.32% for coa gene.
Conclusions: The PCR techniques for nuc and coa genes are fast and accurate
methods for the detection of strains of S. aureus obtained from milk samples from animals
with symptoms of mastitis.

Keywords: Polymerase Chain Reaction| Staphylococcus aureus| Coagulase | Nucleasel
Bovine mastitis.
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INTRODUCCION

El Staphylococcus aureus (S. aureus) es un patdégeno verséatil que puede afectar
humanos y animales (1,2). En el caso de los humanos, S. aureus puede producir
diversas patologias que van desde los abscesos de piel, septicemias mortales, choque
toxico estafilococico, hasta la intoxicacién alimentaria por enterotoxinas (1). En el caso
particular del ganado bovino, este patégeno es el agente primario de mastitis clinica o
subclinica (2-8).

La bacteria S. aureus puede producir diferentes enzimas que le confieren capacidad
patdbgena, mecanismos de supervivencia y resistencia a algunos antibioticos (9-13).
Dentro de las enzimas expresadas por cepas de S. aureus que confieren patogenicidad
estan las enzimas coagulasa y nucleasa, las cuales estan codificadas por el gen coa y
nuc, respectivamente (10-18). Las cepas de S. aureus con la capacidad de producir las
enzimas coagulasa y nucleasa son un potencial peligro para la salud humana y animal,
por tanto, su identificacion es necesaria para prevenir y controlar serias patologias que
puedan afectar a los humanos y animales (11-13,19). AGn mas, entre las siete especies
de los denominados Staphylococcus Coagulasa Positivo (SCP — S. aureus, S.
intermedius, S. schleiferi subsp. coagulans, S. hyicus, S. lutrae, S. delphini y S.
pseudintermedius), la especie que presenta mayor relevancia en humanos es S. aureus
debido a su capacidad de producir infecciones e intoxicaciones (19).

Una identificacién rapida y precisa de la bacteria causal de mastitis bovina es crucial para
un manejo y tratamiento adecuado de la infeccién. Aunque, el cultivo bacteriano sigue
siendo el método estandar para la identificacion de microorganismos causantes de
mastitis, esta técnica tiene el inconveniente de requerir un tiempo de 24 a 48 horas para
proveer un resultado. El tratamiento de la mastitis bovina requiere un rapido diagnéstico y
asertivo tratamiento para prevenir mayores costos y evitar complicaciones mayores como
la pérdida del cuarto mamario afectado o la diseminacion de la infeccién (20-23). Como
respuesta a la necesidad de un diagndstico expedito y preciso, la utilizacién de técnicas
modernas de biologia molecular se ha extendido en la identificacion de diferentes
microrganismos causantes de multiples patologias, y esto debido a su rapidez, alta
especificidad, sensibilidad, adaptabilidad y aplicabilidad (24,25). Entre estas modernas
herramientas se encuentra la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RCP) que es
utilizada para identificar las diferentes cepas de Staphylococcus (24,26) y las cepas de S.
aureus resistentes a meticilina (SARM) (27,28).

Las infecciones producidas por S. aureus son consideradas de alto riesgo para la salud
humana y animal, y esto es especialmente preocupante cuando dichas cepas pueden
presentar genes de patogenicidad y/o resistencia a antibiéticos (3,9,26,27). En un estudio
realizado en el departamento de Boyaca, Hernandez-Barrera et al. (2015) detectaron la
presencia de Staphylococcus spp. como agentes oportunistas, y, ademas, determinaron
una elevada prevalencia de S. aureus (83%) en las mastitis bovinas evaluadas (29). Para
identificar la presencia de cepas de S. aureus aisladas por dicho estudio, nosotros
estandarizamos la técnica de RCP para la deteccion de los genes coagulasa (coa) y
nucleasa (nuc), y luego determinamos la reproducibilidad del protocolo utilizando dos
cepas control de S. aureus y 31 aislados de mastitis bovina provenientes del mismo
estudio.
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Este articulo presenta los resultados de la estandarizacion de una RCP para los genes
coa y nuc, y su evaluacion de reproducibilidad detectando dichos genes en cepas de S.
aureus aisladas por Hernandez et al. (29).

MATERIALES Y METODOS

Cepas de Staphylococcus aureus:

Se emplearon dos cepas de S. aureus (ATCC 43300 y ATCC 29213) y 31 aislados de
Staphylococcus para la estandarizacion y evaluacién de reproducibilidad preservadas a -
80°C.

Cultivo de las cepas:

Las cepas control y los aislamientos de S. aureus, se reactivaron en agar nutritivo y caldo
manitol incubado a 37°C por 24 horas, tomandose colonias puras para su posterior
incubacion en caldo BHI a 37° por 12 horas.

Extraccion de ADN:

La extraccion de ADN bacteriano se realiz6 empleando el kit comercial Wizard Genomic
DNA Purification de Promega, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa:

Se emple6 el reactivo premezclado 2X PCR Taq MasterMix with dye de Applied
Biological Materials (ABM) que contiene una concentracion balanceada de ADN Taq
polimerasa, dNTPs, MgCl, y demas componentes necesarios para la RCP segun se
muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Componentes de 2X PCR Tag MasterMix with dye de ABM. (46)

Componente Concentracion
Tris-HCI 20 mM
Tween® 20 0.1%
MgCl, 3 mM
KCI 100 mM
dNTPs 0.4 mM
Taq DNA Polymerase 50 units/ml

El uso de este reactivo premezclado RCP nos permitié ahorrar tiempo y reducir el riesgo
de contaminacién al acortar el nUmero de etapas de pipeteo necesarias para la ejecucion
de la técnica (30). La estandarizacion de la RCP para el gen coa se baso en el protocolo
descrito por Afrough et al., modificando volumenes de reaccion, temperaturas y tiempos
en la fase de hibridacion (31). En el caso del gen nuc, la estandarizacion de la RCP fue
basada en el protocolo de Brizzio et al. 2013 (32), con modificaciones en cuanto a
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volimenes de reaccion, temperaturas y tiempos en la fase de hibridacion. Para
determinar las condiciones Optimas en la fase de hibridacion se realizaron nueve
montajes para cada gen (coa y nuc) con diferentes temperaturas en el rango (40 a 65°C
A5°C), tiempos (20 a 40 segundos A5 segundos) y volumenes (25 y 50 uL de volumen
final). Las concentraciones de los componentes de la mezcla de reaccion y el ADN molde
se detallan en la tabla 2.

Tabla 2. Concentracion de los componentes y ADN para la amplificacion de genes

Componente Coagulasa Nucleasa
Tris-HCI 10 mM 10 mM
Tween® 20 0.05% 0.05%
MqgCl, 1.5 mM 1.5 mM
KCI 50 mM 50 mM
dNTPs 0.2 mM 0.2 mM

Taq DNA Polymerase 25 units/ml 25 units/ml
Primer Forward 0,2 uM 0,2 uM
Primer Reverse 0,2 uM 0,2 uM

ADN molde 80-100 ng/uL 80-100 ng/uL

Iniciadores:

Para la estandarizacion del RCP para el gen coagulasa se emplearon los iniciadores coa
forward: 5-ATA GAG ATG CTG GTA CAG C-3' y reverse: 5-GCT TCC GAT TGT TCG
ATG C-3', y para la estandarizacion del RCP para el gen nucleasa se emplearon los
iniciadores nuc Forward: 5-GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT-3' y Reverse: 5-AGC
CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC-3'.

Gel de agarosay electroforesis:

Los productos de amplificacion se corrieron en geles de agarosa al 1% a 75 V por 40
minutos y se revelaron con Safe view classic (ABM), detectandose las bandas en un
transiluminador UltraSlim Led (Maestrogen).

RESULTADOS Y DISCUSION
Estandarizacion de la RCP:;

En una RCP las concentraciones molares de los componentes son importantes para
lograr especificidad, rendimiento y fidelidad en los resultados, ya que la reaccion de
amplificacion depende del equilibrio entre los elementos que la componen y una
variaciéon de los mismos puede conllevar a una alteracion significativa de su estabilidad y
fiabilidad (25). En esta estandarizacion de la RCP no modificamos las concentraciones
de los componentes de la mastermix, manteniendo su condicién de reactivo listo para
usar. Las concentraciones molares de la mastermix demostraron funcionar
adecuadamente al observarse bandas definidas en la separacion electroforética en gel
de agarosa de los amplicones.

En el estudio elaborado por Brizzio et al. (2013) se realiz6 una caracterizacion molecular
simultanea de S. aureus y enterotoxinas estafilocécicas en aislamientos de brotes de
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origen alimentario mediante RCP mudltiple (32). En dicho estudio usaron 2X GoTaq Green
MasterMix Buffer, y las concentraciones finales para la RCP fueron 3 mM MgCl,, 0,4 mM
dNTPs y 0,4 uM para cada iniciador (Pérez de Castro, 2010). En nuestra estandarizacion
utilizamos 0.2 mM dNTPs y 1.5 Mm MgCI2, dadas por el reactivo premezclado, estas
concentraciones corresponden a la mitad de la concentracion utlizada en la
estandarizacion realizada por el estudio de Brizzio y colegas. Una explicacién de la razén
de por qué el protocolo de Brizzio y colegas utiliza el doble de la concentracion de los
reactivos en la RCP mudltiple, es la deteccion simultanea de varios genes (sea, seb, sec,
sed, see y nuc), lo que implica la necesidad de una mayor concentracion de reactivos
para suplir la demanda de seis genes amplificandose simultaneamente.

Becker et al. (2005) realizaron la estandarizacion de una RCP para el gen termonucleasa
de Staphylococcus intermedius utilizando una MasterMix compuesta por 10 mM Tris-HCI
(pH 8.0), 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.5 mM dNTPs, 50 pmol (0,00005 pM) de cada
iniciador, 1.25 U Taq ADN polimerasa y 100 ng ADN (34). Cuando comparamos nuestra
estandarizacion con el protocolo de Becker y colegas, se observa una importante
variacién en cuanto a la concentracion de los componentes en la mezcla realizada, esta
variacién en la concentracion de los iniciadores y la Taqg ADN polimerasa se explica,
debido a que este montaje se realiz6 como ensayo multiplex para 6 genes, requiriendo
mayor concentracién de los dNTPs garantizando 6 amplificaciones simultaneas.

El rendimiento de la temperatura de un termociclador y la evaporacion de las muestras
son factores comunes que pueden afectar los resultados de una PCR. Dependiendo las
condiciones del equipo utilizado se deben evaluar diferentes volimenes finales para
determinar cual es el menor volumen que arroje resultados especificos con el fin de
ahorrar reactivos y asi reducir el costo de la prueba (33,35,36). En esta estandarizacion
probamos los volumenes finales de 25 y 50 yL para ambos genes (nuc y coa). En la
estandarizacion de la RCP para el gen nuc se determind que el volumen final de 50 yL
da los mejores resultados al observarse bandas mas definidas de los amplicones (276pb)
en el gel de electroforesis (Figura 1A). En el caso de la estandarizacién de la RCP para
el gen coa, el volumen de 25 pyL mostr6 un mejor resultado al producir una banda mas
definida y de mayor intensidad (Figura 1B).
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C1) Marcador de peso molecular 1kb; C2) ATCC 43300 50uL; C1) Marcador de peso molecular 1kb; C2) ATCC 29213 50pL;
C3) Control Negativo 50uL; C4) ATCC 43300 25pL; C5) Control C3) Control Negativo 50uL; C4) ATCC 20213 25uL; C5) Control
Negativo 25uL; C6, C7 y C8) Vacios Negativo 25L; C6, C7 y C8) Vacios.

Figura 1. Electroforesis en agarosa (1%) de la amplificacién de los genes coa y nuc a
volumenes finales de reaccién de 25y 50 uL. A) gen nuc y B) gen coa.

Deteccion de genes nucleasa y coagulasa en cepas Staphylococcus aureus de mastitis bovina, aplicando la
reaccion en cadena de la polimerasa
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n030318/031840. pdf




REDVET Rev. Electrén. vet. http://www.veterinaria.org/revistas/redvet
2018 Volumen 19 N° 3 - http://www.Vveterinaria.org/revistas/redvet/n030318.html

El tiempo y la temperatura de los ciclos en un termociclador son fundamentales en los
resultados de una RCP. En la fase de desnaturalizaciéon un tiempo demasiado largo o
una temperatura muy elevada puede degradar la Taq polimerasa evitando que se
sinteticen las nuevas cadenas de ADN (37). En la fase de hibridacion la temperatura
depende principalmente del porcentaje de citosina y guanina de los iniciadores (Tm =
4[G+C] + 2[A+T] —donde A, T, C y G son el numero de residuos de cada nucledtido que
presenta el iniciador). Es requerido conocer la temperatura de fusién de los iniciadores
(melting temperature o Tm), debido a que la temperatura de alineamiento de los
iniciadores depende de su temperatura de fusion (Tm) (38). En la fase de extension la
temperatura Optima es 72°C para la Taq polimerasa, donde tiene su mayor punto de
catalisis (incorporando 100pb por segundo) (25).

Otro factor a tener en cuenta en una RCP es el tiempo exacto de cada fase, debido a que
si son demasiado cortos no habra suficiente tiempo para que ocurran las reacciones o si
son demasiados largos se pueden afectar los reactivos y la éptima realizacion de las
diferentes etapas de la RCP. En este estudio, nosotros evaluamos diferentes tiempos y
temperaturas para la fase de hibridacion que fueron obtenidos a partir del programa “TM
Calculator” de ThermoFisher, el cual calcula la Tm de los iniciadores y estima la
temperatura adecuada de hibridacién (alineamiento) para una determinada ADN
polimerasa (39). A partir de los resultados generados por TM Calculator, se realizaron
nueve montajes para cada gen (coa y nuc) empleando rampas de temperaturas desde 40
a 65 °C (incremento de 5 °C) y diferentes tiempos entre 20 y 40 segundos (incrementos
de 5 segundos) durante la fase de hibridacion para determinar las mejores condiciones
de alineamiento especifico de los iniciadores (Tabla 3), y asi mejorar los resultados de la
reaccion. La evaluacion de la especificidad y calidad de los amplicones generados en las
diferentes condiciones se realiz6 mediante una electroforesis en gel.

Tabla 3. Ensayo de condiciones de hibridacién para los genes nuc y coa

GEN TEMPERATURA TIEMPO
40 °C
45 °C
50 °C 20seg | 25seg | 30seg | 35seg | 40seg
55 °C
60 °C
45 °C
50 °C
coa 55 °C 20seg | 25seg | 30seg | 35seg | 40seg
60 °C
65 °C

nuc

El mejor resultado de las condiciones probadas para el gen nuc se obtuvo en el montaje
a 56,7°C y 40 segundos (Tabla 4 y Figura 2A). Para el gen coa, se evalu6 un gradiente
de temperatura entre 40 y 65°C y unos tiempos entre 20 y 40 segundos. Un rango de
temperatura mas elevado para los iniciadores del gen coa debi6 ser utilizado debido a la
poca especificidad que presentaron los mismos cuando fueron probados en el rango
tedrico ideal (forward Tm: 50,9°C y reverse Tm: 55,6°C). Se obtuvo un resultado 6ptimo
para los iniciadores del gen coa a 60,4°C por 30 segundos (Tabla 4 y Figura 2B). La
presencia de bandas inespecificas a las temperaturas tedricas reportadas en el caso de
los iniciadores del gen coa indica que existen factores diferentes a la secuencia de los
iniciadores que pueden afectar la temperatura de hibridacion ideal y que es necesario
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realizar un proceso de experimentacion para poder determinar la temperatura mas

apropiada en cada caso.

Tabla 4. Condiciones de amplificacion utilizadas para los genes nuc y coa

GEN FASE TEMPERATURA TIEMPO
Desnaturalizacion Inicial 95 °C 5 Minutos
Desnaturalizacién 95 °C 30 Segundos
nuc 35 Ciclos | Hibridacion 56,7 °C 40 Segundos
Extension 72 °C 30 Segundos
Extension Final 72 °C 10 minutos
Mantener 4°C Infinito
Desnaturalizacion Inicial 94 °C 3 Minutos
Desnaturalizacién 94 °C 45 Segundos
coa 30 Ciclos | Hibridacion 60,4 °C 30 Segundos
Extension 72 °C 90 Segundos
Extension Final 72 °C 10 minutos
Mantener 4°C Infinito
A B
674-917 pb{
216 ph —»

C1) Marcador de peso molecular 1kb; C2) ATCC 43300 55°C: C1) Marcador de peso molecular 1kb; C2) ATCC 29213 60°C
C3) ATCC 43300 55,4°C; C4) ATCC 43300 56,7°C; C5) ATcC C3) ATCC 29213 60,4°C; C4) ATCC 28213 61,7°C; C5) ATCC
43300 58,3°C: CB) ATCC 43300 59,5°C, C7) ATCC 43300 60°C; 29213 63,3°C; CB) ATCC 29213 64,5°C, C7) ATCC 29213 65°C;
C8) Control Negativo (H,0) C8) Control Negativo (H,0)

Figura 2. Electroforesis en agarosa 1% de la amplificacion de los genes coa y nuc a diferentes
temperaturas y tiempos en la fase de hibridacién. A) gen nuc. B) gen coa.

Al realizar una comparacion entre la estandarizacion realizada por nosotros y los
protocolos utilizados como referencia, se observan diferencias en la temperatura y
tiempo de la fase de hibridacion. Nuestras condiciones éptimas para la RCP del gen coa
en la fase de hibridacion fueron 60,4°C y 30 segundos, mientras que el protocolo
reportado por Afrough y colaboradores fue de 55°C y 30 segundos (31) empleando un set
diferente de iniciadores. Una variacion en la temperatura de 6°C se puede explicar por la
utilizacién de iniciadores con diferentes caracteristicas termodinamicas en los dos
trabajos (40). En cuanto a la RCP para el gen nuc, nuestro estudio presentd resultados
Optimos para la fase de hibridacion con 56,7°C y 40 segundos, lo cual contrasta con las
condiciones utilizadas por Brizzio y colaboradores (50°C y 30 segundos) (32). En este
caso se observa un aumento de la temperatura y el tiempo (6,7°C y un incremento de 10
segundos) a pesar de que ambos estudios emplearon los mismos iniciadores. Un estudio
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realizado por Tavares-Marques y Reyna-Bello (2006) sobre la estandarizacion de RCP
para el diagnéstico de la anaplasmosis bovina y ovina demostré resultados éptimos en la
fase de hibridacién a temperaturas méas elevadas de las predichas (64°C) empleando el
mismo set de iniciadores, con lo que lograron evitar reacciones inespecificas (41).

Para evaluar la variacion entre la temperatura predicha y la optimizada, analizamos los
iniciadores en el programa “TM calculator” de ThermoFisher Scientific (39), el andlisis
nos arroja que en referencia a las Tm de ambos iniciadores, existe una diferencia mayor
a 5°C (56.7 versus 61.8), recomendando no emplear este set de iniciadores en conjunto,
el andlisis computacional, sin embargo, predice una temperatura de hibridacién de 51.7
°C, la cual se acerca a las condiciones empleadas por Brizzio y colaboradores.

Un estudio reportado por von Ahsen y colaboradores en el 2011, al evaluar las
temperaturas de hibridacion de oligonucle6tidos en presencia de diferentes
concentraciones salinas, indica que la prediccion de Tm para los iniciadores debe
considerar la concentraciéon de iones divalentes (Mg*?) en la mezcla de reaccién,
demostrando que incluir este factor para la prediccion produce mejores resultados (42).
En nuestro estudio, la concentracién de Mg*™ es la mitad de la concentracién empleada
por Brizzio en su estudio, nuestra experiencia indica que variaciones relativas al
termociclador no genera una fuente de error como la encontrada en nuestro montaje
(6,7°C y 10 segundos de duracion). Por lo expuesto y considerando una diferencia en el
Tm de los iniciadores de 5.1 °C, calculada sin considerar las concentraciones de iones
divalentes, el uso de diferentes concentraciones de Mg*? en la mezcla de reaccién y la
posible formacion de estructuras secundarias, pueden influir en el aumento de la
temperatura para logar la hibridacién de los iniciadores.

En nuestro caso para el gen nuc la temperatura optima en la fase de hibridacion fue de
56,7°C y para el gen coa fue de 60,4°C. Estos resultados indican que en el desarrollo de
la estandarizacion de una RCP se inicia con rangos de temperatura de hibridacion
tedricos ideales de acuerdo a la composicion de los iniciadores, pero si estas
temperaturas no arrojan resultados de amplificacion especificos se debe ampliar el rango
de temperatura para lograr resultados Optimos. Ademas, la situacibn de que las
temperaturas teéricas de hibridacion no siempre coincidan con las temperaturas
experimentales sugiere la presencia de factores diferentes a la composicion de los
iniciadores que pueden afectar las condiciones ideales de una determinada RCP.

Evaluacion de lareproducibilidad de la RCP para los genes nuc y coa:

La reproducibilidad del protocolo estandarizado en nuestro estudio se evalud
empleando las mismas condiciones de manipulacion e instrumentos con diferentes
operarios en diferentes horarios y dias (43). Se obtuvo una reproducibilidad del 100% al
realizar el montaje de la RCP para el gen nuc, 31 de 31 muestras presentaron una banda
definida de 276pb (Figura 3A).

Tabla 5. Polimorfismos del Gen coa, identificados por PCR (45)

Polimorfismo XS SS S M L LL XL XLL
Tamafio (pb) 350 431 512 593 674 755 836 917
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276 pb

1) Marcador de peso molecular 2) Control positive ATCC 43300; 3) Muestra 59;
4) Muestra 98; 5) Muestra 185 PD; 6) Control Negativo; 7 v 8) Vacios.

1) Marcador de peso molecular 2) Control Positivo ATCC 29213; 3) Muestra 36; 4) Muestra 79;
5) Muestra 104; 6) Muestra 136; 7) Muestra 46; ) Muestra 96; 9) Muestra 131 P1; 10) Muestra 131 Al;
11) Muestra 140; 12) Muestra 141; 13) Muestra 147; 14) Muestra 152; 15) Muestra 155 PI;
16) Muestra 156; 17) Control Negativo H,0

Figura 3. Electroforesis en agarosa 1% de la identificacion de cepas de Staphylococcus aureus,
aisladas de mastitis bovina mediante la amplificacion de los genes coa 'y nuc.  A) gen nuc. B)
gen coa.

Con respecto al gen coa se obtuvo una reproducibilidad del 90,32%, lograndose la
amplificacion en 28 muestras de las 31 muestras de ADN. La ausencia de banda de
amplificacion en tres muestras podria explicarse por la presencia de alcoholes en las
muestras de ADN, los cuales pueden inhibir la RCP (Figura 3B). En dos muestras se
observé la presencia de doble banda, lo cual se puede atribuir a diferentes factores como
la contaminacién con ADN, inespecificidad o formacion de estructuras secundarias en los
iniciadores (44) o por los polimorfismos presentes en el gen coa (31). Ishino y
colaboradores (2007) empleando la técnica de RCP con polimorfismos en la longitud de
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los fragmentos (PCR-RFLP) en cepas de S. aureus, realizé la amplificacion del gen coa
utilizando los mismos iniciadores de nuestro estudio, evaluando la presencia de los
polimorfismos del gen coa, en la amplificacion inicial identific6 8 productos en un rango
de 350 — 917pb (Tabla 5) con incrementos de 81pb, reflejando el nUmero de unidades de
81pb contenidos en el gen, estos amplicones representan los polimorfismos para el gen
coa (45). En la figura 3B, se pueden evidenciar la presencia de tres posibles
polimorfismos, identificados por los patrones de electroforesis, polimorfismo L de 674pb
en la linea 7, polimorfismo LL de 755pb en las lineas 4, 5, 8 y 9 y el polimorfismo XL de
en las lineas 11 a 16 (Figura 3B), los polimorfismos LL y XL presentan un patrén de
migracion muy cercano por lo cual se recomienda optimizar la electroforesis para permitir
mayor resolucion en esta area. En las lineas 3, 4 y 10 no se evidencia ninguna banda,
por problemas de amplificacién por interferencia con alcoholes o por la presencia de un
polimorfismo de bajo peso molecular que no fue posible evidenciar en la electroforesis
realizada.

Los resultados obtenidos en esta estandarizacion de RCP para los genes nuc y diversos
polimorfismos del gen coa indican que este método propuesto permite un diagnéstico
rapido, confiable, especifico y certero de cepas de S. aureus provenientes de aislados de
mastitis bovina.

CONCLUSIONES

En el proceso de estandarizacién de la RCP para los genes nuc y coa se concluye que
las condiciones en general a ajustar estdn mas relacionadas con la temperatura y tiempo
de la fase de hibridacién. También, se evidencia que, en este proceso practico de ensayo
y error, las temperaturas teoricas ideales para unos determinados iniciadores no siempre
coinciden con lo encontrado en la practica. Igualmente, los volimenes adecuados para
generar una buena calidad de amplicones pueden variar significativamente (25 uL para el
gen coa y 50 uL para el gen nuc) y es algo que debe ser definido de forma practica en el
proceso de estandarizacion de una RCP para un determinado gen, equipo y condiciones.

La técnica de RCP para los genes nucleasa (nuc) y coagulasa (coa) se establece como
un método certero para la deteccién temprana de cepas de S. aureus y otras cepas de
SCP, a partir de muestras de diferentes origenes (humano y animal). La aplicabilidad de
esta rdpida y sensible técnica en la deteccibn de mastitis bovina clinica y subclinica
producida por S. aureus es clara y esto se demuestra por sus elevados porcentajes de
deteccion (90.32% mediante el gen coa y 100% con el gen nuc). La utilizacion de esta
moderna herramienta de la biologia molecular permite un diagnéstico rapido y certero, lo
cual facilita un tratamiento oportuno que puede reducir los costos y prevenir
complicaciones asociadas a la presencia de este patdgeno.

El establecimiento de la RCP para la deteccion de S. aureus como un proceso rutinario
es una necesidad en las diferentes lecherias de Colombia. Futuros trabajos de deteccién
de S. aureus en mastitis bovina clinica y subclinica deberian enfocarse en determinar la
prevalencia de este patdgeno en Boyaca y en Colombia.
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