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Resumen

La mastitis bovina en sus formas clinica y subclinica representan uno de los mayores problemas de la industria lechera. En este trabajo se realizé el
andlisis de la estructura genética de la poblacién de S. aureus asociado a mastitis bovina en tres regiones geogréficas representadas por los municipios
de Tarimbaro en Michoacdn, Yuriria en Guanajuato y Toluca en el Estado de México. Se utilizé el andlisis de secuencias multilocus (MLST) de
los aislados para establecer las relaciones filogenéticas y de dispersion genética de la poblacién. Se encontraron dos linajes genéticos prevalentes,
asociados al Complejo Clonal (CC) 97 y al CC126. También se encontraron genotipos con Secuencia-Tipo (ST) 8 en bovinos, cuando este genotipo
se ha descrito para clonas pandémicas de infecciones adquiridas en la comunidad. Ademds la presencia de genotipos tipicos de bovino en humanos

y de genotipos tipicos de humano en bovinos sugieren el potencial zoondtico de los mismos.

Introducciéon

La mastitis bovina, inflamacién de la glindula mamaria, en su
forma clinica o subclinica, es una de las enfermedades que causa
mayores pérdidas econémicas a la industria lechera ya sea por
la disminucién en la produccién de leche o bien por cambios
en la calidad de ésta. S. aureus es uno de los principales agentes
contagiosos causantes de mastitis. También es agente etiolégico de
infecciones de la piel, condronecrosis aviar, artritis séptica, entre
otras afecciones (Plozza et al., 2011; Lowder et al, 2009). En
humanos, S. aureus es un residente persistente de la nariz en 20%
de la poblacién sana y en portadores intermitentes en un 60%
(Apolonio ez al., 2011; Hamdan- Partida ez al., 2010; Kluytmans
et al., 1997). Los portadores nasales han sido identificados como
un factor de riesgo en la patogénesis de infecciones por S. aureus
adquiridas en la comunidad (AC) y nosocomiales o adquiridos
en hospitales (AH) (Bae ez al., 2010). En México, Apolonio ez 4l.,
(2011) identificaron cepas de S. aureus Resistentes a Meticilina
(SARM) en pacientes dentales sanos, y Veldzquez-Meza et al.,
(2011) reportaron la presencia de la primer aislamiento de S.
aureus resistente a meticilina adquirido en la comunidad (SARM-
AC) con un genotipo asociado a la clona pandémica USA 300. Las
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patologias mds comunes en humanos son dermatitis, infecciones
respiratorias y del tracto urinario, endocarditis infecciosa,
osteomielitis, bacteremias e intoxicaciones alimentarias, todas
de alta morbilidad y mortalidad entre pacientes hospitalizados
(Amorim ez al., 2007; Dixon, 1995; Enright ez al., 2000; Feil
et al., 2003; Horan ez al., 1992; Zadoks et al., 2000). El primer
aislado de SARM de una fuente no humana, fue de leche de vaca.
Subsecuentemente, cepas SARM se han reportado en una amplia
variedad de animales domésticos incluyendo perros, gatos, cabras,
ovejas, conejos, caballos, cerdos y gallinas (Leonard y Markey,
2008; Lindsay, 2008; Smyth ez al., 2007; Smyth et al., 2009).

S. awureus puede identificarse por métodos fenotipicos
que incluyen la morfologfa colonial en medios selectivos y
diferenciales, pruebas bioquimicas, pruebas de coagulasa y
hemdlisis, patrén de susceptibilidad a antibidticos, susceptibilidad
a fagos y produccién de toxinas. En nuestro grupo de trabajo,
hemos demostrado que el uso de agar sal y manitol como medio
de aislamiento primario en combinacién con pruebas secundarias
como determinacién de las actividades de coagulasa y hemolisis,
son una combinacién con alta sensibilidad y especificidad para
identificar a S. aureus de origen bovino (Bautista-Trujillo ez al.,
2013). Sin embargo, esta identificacién no es suficiente para
establecer estudios epidemiolégicos detallados y estrategias de
control dirigidas. Las cepas de S. aureus causantes de diversas
patologias se caracterizan con métodos moleculares que incluyen,
principalmente, la macrorestriccién del genoma en electroforesis
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de campos pulsados (PFGE), caracterizacién mediante andlisis
de secuencias multilocus (multilocus sequence typing; MLST),
caracterizacién del Cassette Cromosémico Estafilocdecico de
resistencia a meticilina (SCCmec-typing) y caracterizacién de la
regién de repetidos simples de secuencias del gen de la Proteina
A (spa) de S. aureus (spa- typing; Leonard y Markey, 2008), entre
otros. Estos métodos difieren en el tipo de polimorfismos genéticos
que se analizan y en su capacidad discriminatoria. Mientras que
PFGE analiza el patrén de restriccion del genoma en su totalidad,
MLST vy spa-typing se basan en el andlisis de secuencias, de genes
bajo poca (MLST) o alta (spa-typing) presion de seleccién. PEGE
es el método con mayor poder discriminatorio seguido de spa-
typing y MLST (Valdez-Alarcén er al, 2012). MLST es un
método de uso universal, portdtil y definitivo para la tipificacién
de bacterias. Consiste en identificar la variacién alélica de siete
genes de metabolismo primario (Maiden, 2006). Fragmentos
de aproximadamente 450 pb de cada uno de los 7 genes son
secuenciados y comparados con alelos conocidos en la base de
datos alojada en el sitio oficial de MLST (http://www.mlst.net)
para obtener la combinacién de alelos o perfil alélico de cada cepa.

A cada perfil alélico se le asigna un c6digo denominado Secuencia-
Tipo (ST) la cual las distingue. Las diferentes STs se agrupan
de acuerdo al nimero de alelos que comparten para establecer
grupos de similitud llamados Complejos Clonales, en los que las
ST relacionadas varfan en uno o mds alelos (Ilustracién 1). Por
analizar la variacién alélica de genes del metabolismo primario,
sujetos a baja presién de seleccién, MLST permite analizar la
historia evolutiva de la especie microbiana, independientemente
de su asociacién a los diferentes tipos de patologfa descritas
anteriormente. Adicionalmente las bases de datos en mlst.

Ilustracién 1. Fundamento de la caracterizacién
mediante andlisis de secuencias multilocus
(MLST). a) Cepa de S. aureus con los genes que
codifican para las enzimas de metabolismo primario
carbamato-cinasa (arcC), shiquimato-deshidrogenasa
(aroE), glicerol-cinasa (glpF), guanilato-cinasa (gmk), -
fosfo-acetil transferasa (pta), triosa-fosfato isomerasa
(tpi) y acetil coenzima A-acetil transferasa (yqiL).
Las cepas que comparten un ST se grafican como
un circulo cuyo tamafio depende de la frecuencia
con que se reporte dicho ST en la base de datos. b)
Mediante la amplificacién por PCR y la secuenciacion
de fragmentos de los 7 genes, se asigna el niumero de 3
alelo correspondiente para cada gen hasta obtener su
“codigo de barras” alélico o perfil alélico (3,3,1,1,4,4,3)
y asi, designar la Secuencia Tipo (ST8) exclusiva para
cada combinacién de alelos. ¢) Cuando ocurre una
mutacién en alguno de los alelos, la combinacion
de alelos se modifica y se genera en un ST distinto
a la cepa original. d) Los cambios pueden generarse
en cualquiera de los alelos, en cualquier posicion,
generando nuevas ST. d’) A la variante en un solo alelo
(locus) respecto a la cepa original, se le denomina
variante de un solo locus (SLV, por sus siglas en inglés).
e) Una cepa que haya experimentado un cambio en
alguno de los genes puede nuevamente experimentar
otro en un segundo gen. e’) La acumulacién de dos
cambios, uno en cada gen genera una variante de
doble loci (DLV), respecto a la cepa original. En las
graficas obtenidas mediante el programa eBURST,
los STs mas frecuentes y con mayor nimero de alelos
compartidos se representan como circulos centrales y
se consideran como clonas fundadoras (a), mientras
que sus variantes alélicas se derivan de ellos mediante
lineas que derivan de la clona fundadora como
variantes de uno (d’) o dos loci (€”).

e’y

net proporcionan informacién epidemioldgica asociada a STs
especificos, facilitando un anilisis epidemioldgico global, es
decir, comparar los fondos genéticos obtenidos localmente con
los reportados de manera global en la base de datos.

Existen cinco linajes genéticos principales de SARM con
cardcter pandémico: Clona Britdnica (ST36), Clona Pedidtrica
(8T5), Clona Nueva York (ST5), Clona Japén (ST5) y Clona
Ibérica (ST274) (Enright ez al, 2002). Actualmente, han
surgido nuevas cepas de interés epidemiolégico, SARM-AC-
ST30, SARM-AC-ST80, SARM-AC-ST59, SARM-AC-STS
(clona USA 300), ésta Gltima presente en patologias tipicas de
hospital (Diep y Otto, 2008). Estudios realizados en animales
de compania revelan que las cepas SARM encontradas en éstos
animales son idénticas a las encontradas en hospitales humanos
mientras que aquellas encontradas en otras especies animales
(ganado bovino, cerdos, equinos y aves) parecen ser distintas
(Leonard y Markey, 2008). Debido a la versatilidad de S. aureus
como patégeno y para evaluar la transmisibilidad de las cepas
asociadas a mastitis bovina, el objetivo de este trabajo fue analizar
la estructura genética de la poblacién de S. aureus provenientes
de vacas con mastitis y de humanos involucrados en actividades
pecuarias en granjas familiares del municipio de Tarimbaro,
Michoacdn, utilizando el andlisis de MLST.

Materiales y métodos
Aislados de S. aureus
Se analizaron aislados de diferente origen epidemioldgico. La

recoleccién de muestras se realizé de acuerdo a Blanco (2001),
utilizando un modelo aleatorio de distribucién proporcional

MLST
1
.-

A

* @

SLV

2 Biolégicas | Vol. 16, No. 1 | Julio 2014



(Bautista-Trujillo ez al, 2013). El aislamiento de S. awureus se
realizé utilizando los medios de cultivo agar Staphylococcus-110
(S110), agar sangre (AS) y/o CHROMagar™ Staph. aureus
(CSA) (Gaillot ez al., 2000). La confirmacién de la identidad de
los aislados se realiz6 mediante deteccién de las actividades de
hemolisis y coagulasa, pruebas bioquimicas y por secuenciacién
de la regién variable 3’ del gen de ARN ribosomal 16S (Bautista-
Trujillo ez al., 2013). Un total de 40 aislados fueron utilizados
para el andlisis de MLST: 31 aislados del municipio de Tarimbaro,
Michoacdn (2 de origen humano, 1 de fomite y 28 de leche
proveniente de vacas afectadas con mastitis bovina), 5 aislados
de una coleccién de casos de mastitis del estado de México, 3
aislados de casos de mastitis clinica de Yuriria, Guanajuato y
la cepa de referencia ATCC27543 (American Type Culture
Collection; Manassas, VA. USA). Los aislados se denominaron
MRI (Mastitis Related Isolate) seguido del niimero consecutivo
de aislamiento.

MLST de Staphylococcus aureus en granjas familiares

Secuenciacion y andlisis filogenético

Las secuencias obtenidas del gen de ARNr 16S fueron comparadas
con las de bancos de secuencias (GenBanK). Se utilizé el algoritmo
BlastN en la pdgina disponible en el sitio de Internet htep://

www.ncbi.nlm.nhi.gov del National Center for Biotechnology

Information (NCBI). Las secuencias que presentaron mayor
similitud, se compararon y alinearon con el programa Clustal W
para la construccién del 4rbol filogenético, los alineamientos se
importaron al Software MEGA v5.01 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis; Tamura ef 4/, 2007) y la construccién se
realizd utilizando el algoritmo de Neighbor-joining, utilizando
la matriz de comparacién de Kimura de 2 pardmetros (Kimura,
1980), con un andlisis bootstrap de 1000 repeticiones. Para el
andlisis filogenético utilizando los datos de MLST, las secuencias
de los alelos se usaron para construir una sola “megasecuencia’
para cada cepa colocdndolas secuencialmente en el orden arcC,

aroE, glfP, gmk, pta, tpi'y yqil (Enright ez al., 2000).
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Figura 1. Relacion filogenética de los aislados. Secuencias de los 7 genes del MLST analizadas por Neighbor-Joining (NJ]). Bootstrap de 1000 repeticiones, verosimilitud
compuesta, utilizando todos los marcos de lectura abiertos (MLA). En azul, nombre del aislado asociado a mastitis bovina (MRI); en naranja, afio y regién del muestreo
(CO4, region Cotzio- Téjaro 2004; C08, region Cotzio- Téjaro 2008; Y08, region Yuriria 2008; T08, region Toluca 2008); en negro, B, bovino, H, humano, F, fomite; en verde,
Secuencia Tipo (ST 6 NST) y en morado, Complejo Clonal (CC) 6 singuloton (S. Los grupos definidos, en su mayoria, coinciden con los STs, agrupando ademas de acuerdo a

la region y afio de muestreo.

Biolégicas | Vol. 16, No. 1 | Julio 2014 3



Daniela Angel-Andrés, et al.

Tabla 1. Perfil alélico y origen de los aislados de S. aureus. Multilocus seguence typmg (]W LS T)
de secuencias multilocus  (MLST,
ATCC27543 Leche 3,3,1,1,4,4,3 38 Ilustracién 1) el ADN se obtuvo por el

8 método modificado de Enright er al,
(2000). La amplificacién y secuenciacion

MRI 3 Leche Tarimbaro 2004 3,3,1,1,4,4,3

MRI 12 Leche Tarimbaro 2004 3,78,1,1,1,5,3 352

de los fragmentos de los genes que
MRI 14 Leche Tarimbaro 2004 3,3,1,1,4,4,3 8 codifican para las enzimas carbamato-
MRI 16 Leche Tarimbaro 2004 3,1,1,1,1,5,3 97 cinasa (arcC), shiquimato-deshidrogenasa
MRI 21 Leche  Tarimbaro 2004 3,1,1,1,1,53 97 (arok), glice“f)l'cfiﬂasa iglpf),fguaﬂilato'
in , - ,
MRI 22 Leche  Tarfmbaro 2004 3,1,1,1,1,53 97 cinasa (gk), fosfo-acetil transferasa (pra)
triosa-fosfato isomerasa (zpi) y acetil
MRI 23 Leche Tarimbaro 2004 3,1,1,1,1,5,3 97 coenzima A-acetil transferasa (yqiL) se
MRI 29 Leche  Tarfimbaro =~ 2004 3111153 97 realizé de acuerdo al protocolo establecido
MRI 32 Leche  Tarimbaro 2004 3,1,1,1,1,5,3 97 por Enright ez ., (2000). Brevemente, en
MRI 33 Leche  Tarfmbaro 2004 3,1,1,1,1,53 97 una reaccién de 50 pL se agregaron 0.5
: pg de ADN gendémico, 0.5 pg de cada
MRI 34 Leche Tarimbaro 2004 3,1,1,1,1,5,3 97 uno de los oligonucleétidos, 1 U de ADN
MRI 36 Leche Tarimbaro 2004 3,111,153 97 qu polimersa (PROMEGA, Madison,
MRI 37 Leche  Tarimbaro 2004 31,1,1,1,53 97 Wisconsin, USA), 5 pL de buffer 10X
MRI 147 Leche Tarimbaro = 2008 3,68,1,4,1,5,40 126 (suministrado con la polimerasa), y, 0.2
. mM  deoxirribonucledtidos  trifosfato

MRI 148 Leche Tarimbaro 2008 3,Na-1,1,4,1,5,40 NST-1 . ..
(dNTPs, Invitrogen). Las condiciones
MRI 149 Leche Tarimbaro 2008 3,1,1,1,1,5,3 97 de ampliﬁcacién fueron: 1 ciclo de
MRI 150 Leche Tarfmbaro 2008 3111153 97 desnaturalizacién inicial a 95 °C por 5
MRI 152 Leche  Tarfmbaro 2008  52,79,54,18,56,32,65 479 min; 30 ciclos de alineamiento a 55 °C
MRI155 | Humano Tarimbaro = 2008 3,1,1,81,1,1 188 por 1 min, extension a 702 C por 1 min
: y desnaturalizacién a 95 °C por 1 min, y
MRI 156 Leche Tarimbaro 2008 3,68,1,4,1,1,40 NST-2 finalmente un ciclo a 72 °C por 5 min.
MRI 157 Leche Tarimbaro 2008 3,68,1,4,1,5,40 126 La limpieza de los productos de PCR se
MRI 158 Leche  Tarimbaro = 2008 3,1,1,4,1,51 NST-3 realiz con la combinacién de 1 unidad
MRI 159 Leche  Tarimbaro 2008 3,1,1,4,1,5,40 NST-4 de E.XOHUCICasa I'y 1 unidad de fosfatasa
alcalina de camarén (Fermentas). La

MRI 160 Leche Tarimbaro 2008 3,68,1,4,1,5,40 126 ., .
secuenciacién de los productos obtenidos
MRI 161 Humano Tarimbaro 2008 3,78,1,1,1,5,3 352 se realizé en el Laboratorio de Nacional
MRI 162 Leche Tarimbaro = 2008 3,1,Na-2,1,1,Na-3,11 NST-5 de Gendmica para la Biodiversidad
MRI 163 Leche  Tarimbaro 2008 3,68,1,1,1,5,40 126 (LANGEBIO) del CIINVESTAV'CamPUS

naj . L
MRI 164 Leche  Tarfmbaro 2008 3,1,1,1,1,53 97 Guanajuato. Los alelos de cada gen se
compararon con los reportados en la base
MRI 166 Leche Tarimbaro 2008 3,78,1,1,1,5,3 352 de datos de MLST del Imperial College de
MRI 167 Fomite | Tarfmbaro 2008 3111153 97 Londres de Staphylococcus aureus (htep://
MRI 170 Leche  Tarimbaro 2008 3,78,1,1,1,5,3 352 www.mslt.net ) para la designacién del
MRI 171 Leche Yuriria 2008 3,78,1,1,1,5,3 352 fumero .de _3,1610 Corr“pondlem‘f' ?"n
= la combinacién de alelos se designé la
MRI 172 Leche Yuriria 2008 3,78,1,1,1,5,3 352 Secuencia—Tipo (ST). La elaboracién del
MRI'173 Leche Yuriria 2008 3,78,1,1,1,53 352 4drbol de minima dispersién se realizé con
MRI 174 Leche Toluca 2008 3,79,1,1,1,32,3 NST-6 el software disponible en http://pubmlst.
MRI 175 Leche Toluca 2008 3,78,1,1,1,53 352 org/ . El agrupamiento de los STs en
MRI 176 Lech Tol 2008 27811153 352 Complejos Clonales se realizé mediante el
eche oluca ) L4, 4,9, . H

algoritmo eBURST v3 de libre en acceso
MRI177 Leche Toluca 2008 3,79,1,18,56,5,3 NST-7 en http://saureus.mlst.net/. La asociacién
MRI 180 Leche Toluca 2008 3,Na-4,1,1,1,53 NST-8 de los STs reportados con hospederos o
Perfil alélico: arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi, yqiL. Na: nuevo alelo. NST: nueva Secuencia-tipo. PatOIOgiaS CSPCCiﬁCOS se obtuvo de la base

de datos.
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Resultados
Se analizaron 39 aislados y la cepa de
referencia ATCC27543, su origen, regién
y perfil alélico se muestran en la Tabla 1.
Se identificaron 14 STs (8 no reportados) y
4 alelos nuevos (Na). 5 de los 8 STs nuevos
(NST) fueron encontrados en los aislados
de la regién de Tarimbaro del 2008 en
muestras de leche. Los STs se agruparon
en 2 complejos clonales, uno derivado
del ST97 (CC97) y el CC126. Los STs
8, 188, 479, NST-5, NST-6 y NST-7 y
NST-8 fueron singulotones, es decir, no
agruparon en ninguno de estos (Figura
3). En el caso de los alelos aroE, glpF y
tpi se observé la presencia de alelos nuevos
(Na) que generaron nuevas ST (NST) en
aislados de Tarimbaro y Toluca (Tabla 1).
Los alelos aroE, tpi'y ygiL fueron los que se
presentaron con mayor frecuencia (Tabla
2). Los alelos nuevos se presentaron para
los genes aroE, glpFy tpi.

La relacién filogenética entre los aislados
de S. aureus utilizando las secuencias de
los alelos fusionadas en una sola secuencia,
denominada megasecuencia, se muestra en
la Figura 1. Los aislados se distribuyeron
en dos grupos, uno conformado por los
aislados con ST97 y ST 352, pertenecientes
al CC97 y otro por los aislados con
ST126 y NST1, NST2, NST3 Y NST4,
pertenecientes al CC126. El grupo del
ST97 estuvo representado por aislados de
diferente origen epidemioldgico (bovino,
humano y fomite) y geografico (Tarimbaro,
Yuriria y Toluca). Las ST126 y las NST-
1 a NST-8

bovinos y humanos exclusivamente del

estuvieron asociados a

municipio de Tarimbaro. Los STs nuevos
se distribuyeron en todos los grupos
definidos exclusivamente en las colectas
de 2008. STs pertenecientes al mismo
complejo clonal (CC) también se ubican
dentro del mismo grupo. Los aislados
MRI174, MRI1177, MRI152 Y MRI162
no agruparon con el resto de los aislados;
3 de ellos presentaron NSTs.

Para agrupar a los aislados en base
al perfil alélico y predecir si existe una
relacién de origen entre las cepas y asi
determinar la posible presencia de clonas
fundadoras,
minima dispersién (Figura 2). Se observa

se elaboré un drbol de

la formacién de 2 grupos, el asociado a la
ST97 es el mds niimeroso y representado
en su mayorfa por aislados de bovino.
La ST352 es la segunda en prevalencia
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Figura 2. Agrupamiento de los aislados en base al perfil alélico. Mediante una herramienta disponible en
http://pubmlst.org que utiliza el algoritmo de Prim se elaboré un arbol de minima dispersién. Se observa la
distribucion de los aislados en 2 grupos, derivados del ST97. En azul se sefiala al ST y en naranja la frecuencia del
mismo. El recuadro amarillo sefiala un ST de origen humano. La flecha verde indica el ST con aislados de origen
bovino y humano. Por su parte, la flecha rosa muestra el ST mas prevalente.

y se relaciona estrechamente con ST97.
ST352 es representado por aislados de
origen bovino y humano, asi como de
las 3 regiones en estudio. En el segundo
grupo se encuentran las ST126 y varios
de los NSTs. EI ST188 agrupa s6lo a un
aislado de origen humano.

Para determinar la relacién genética
entre los aislados, conocer su agrupacién
y determinar el posible genotipo fundador
de cada grupo, se elaboré un mapa con
el algoritmo eBURST. Los datos de
frecuencia del ST y ndmero de alelos
compartidos se muestran en la tabla 3.
El diagrama de eBURST se muestra en la
figura 3.

Los aislados de las regiones en estudio
se agrupan localmente en 2 Complejos
Clonales principales, CC97 y CCI126
(Tabla 3). Los aislados pertenecientes al
mismo CC comparten hasta 6 alelos. El
CC97 es el mis numeroso (Tabla 3) con
un total de 24 aislados representativos de
las 3 regiones en estudio y de los diferentes
origenes epidemioldgicos (bovino,
humanoy fomite). La ST fundadora de este
CCeslaST97, ya que cuenta con la mayor
frecuencia de aislados y el mayor niimero
de variaciones de uno o dos Joci respecto
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a los demds STs. Los STs 352 y 97 han
sido reportados previamente en animales
domésticos, principalmente. Por su parte,
el CC126 se integra, exclusivamente, por
aislados de leche de bovino del afio 2008
de la regién de Tarimbaro (Tabla 3). La
ST126 (reportado previamente en leche
de bovino) se comporta como fundador
de este CC. El resto de STs del CC,
variantes de un solo locus del ST126, no
han sido antes reportados. Los STs que
no agruparon en ninguno de los CC de
nuestra poblacién fueron ST8, ST188,
NST-5, NST-6, NST-7 y el ST479.

El comportamiento de los aislados en el

Tabla 2. Frecuencia de los alelos.

arcC 456 2
aroE 456 7
glpF 465 3
gmk 417 4

pta 474 3

tpi 402 5
yqiL 516 5
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Figura 3. Agrupamiento de los aislados de la region de Tarimbaro y complementarios en Complejos
Clonales (CC). Se forman 2 Complejos Clonales de acuerdo al algoritmo eBURST. En A, complejo clonal 126; B,
complejo clonal 97. En azul se muestran las clonas fundadoras y en negro las variantes alélicas de uno y dos loci.
Los STs 8, 188, NST-5, NST-6, NST-7 y 479 no agruparon en ningin CC y fueron denominados singulotones (no

mostrados en la figura).

contexto mundial se establecié utilizando
el algoritmo eBURST vy la base de datos
global disponible en el sitio http://www.
saureus.mlst.net. Fueron incluidos 5127
aislados de S. aureus de la base de datos
y los 39 de este estudio (Tabla 4, Figura
4). Los aislados fueron agrupados en los
CC5 y CC479, a excepcidn de los NST-
5, N§T-6 y NST-7 que no agruparon en
ningin CC. El ST8 agrupé en el CC5 en
donde se distribuyen STs caracteristicos
de comunidad y hospital. En el CC474
s6lo se agrupd el ST479. Los STs locales
forman parte de subgrupos del ST97 y del
ST352 (Figura 4) reportados previamente
en animales de granja.

Los STs presentes en casos de mastitis
subclinica fueron ST97, ST352, ST126,
ST474, NST-1, NST-3, NST-4 y NST-5,
siendo el mds prevalente el ST126. Para
el caso de la mastitis en su forma clinica,
el NST-2 fue el tnico evento identificado.

Discusion

La discriminacién entre aislados microbianos
y la determinacién de su linaje genético
a través de técnicas moleculares permite

6

hacer observaciones respecto al origen,
evoluci6n, epidemiologfa y diseminacién de
clonas de importancia en la salud publica,
como el caso de S. aureus resistentes a
meticilina (SARM). SARM presenta clonas
especificas de hospital, de comunidad y
asociadas a animales, que representan riesgo
de transmisién entre hospederos (Aires
de Sousa et al, 2007; Ben Zakour et al,
2008; Fitzgerald, 2012; Guinane et al,
2010; Grundmann et 2/, 2010; Lowder
et al., 2009). La determinacién del linaje
genético ademds, permite hacer un
acercamiento al proceso de patogénesis
(Turnery Feil, 2007) si se toman en cuenta
otras variables genéticas relacionadas con
la patogenicidad y virulencia. Previamente
se habfa intentado describir la estructura
genética de aislados bacterianos del género
Staphylococcus spp. asociados a la mastitis
bovina en el municipio de Tarimbaro
en Michoacdn de Ocampo, utilizando
amplificacién al azar de ADN polimérfico
o RAPD por sus siglas en inglés (Lopez-
Meza et al, 2006). Posteriormente se
realizé la identificacién precisa de los
aislados utilizando secuenciacién parcial
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del gen de ARN ribosomal 16S y se
demostré que los aislados no pertenecfan al
género Staphylococcus (Anaya-Lopez et al.,
2006). Con lo anterior, el presente reporte
se convierte en el primero en describir la
estructura genética de una poblacién de
Staphylococcus aureus asociado a mastitis
bovina en el Estado de Michoacdn de
Ocampo.

Mediante MLST se identificaron
18 STs de las cuales 8 no han sido antes
reportadas. La variacion en las secuencias
de los alelos aroE, glpF 'y tpi dio origen a
nuevos alelos en aislados de Tarimbaro y
Toluca. La alta diversidad que presenta
el alelo aroE puede ser consecuencia
del fenémeno de hitchhiking [traslado],
ocasionado por la alta presién de seleccién
de la que es sujeto el gen c/fB, que es un
factor de virulencia que codifica para
el factor de agregacién B, ya que aroE'y
clfB se encuentran en loci cercanos en el
genoma (Cooper y Feil, 2004).

Los STs encontrados en el municipio
de Tarimbaro, sefialan un grupo de
aislados de S. awureus con caracteristicas
regionales. La mayoria de estos genotipos
han sido asociados a animales, bovinos
principalmente. En Tarimbaro la ST97 es
el més prevalente, ya que estuvo presente
en 14 aislados. La ST97 es el genotipo
con mayor prevalencia a nivel mundial en
casos de mastitis bovina.

La ST352 fue la segunda mds
abundante y ha sido reportada en
muestras de leche provenientes de tanques
de almacenamiento. La ST352 parece
poseer caracteristicas genotipicas que le
permiten colonizar diferentes hospederos
ya que se encontré en vacas con mastitis
y en humano involucrado en actividades
pecuarias. Las actividades pecuarias que
incluyen la manipulacién de animales de
granja tales como procesos de ordena,
aplicacién de medicamentos, curaciones
de heridas y procesos de matanza,
incrementan el riesgo de transmisién
de S. awureus de origen animal hacia los
humanos (Fitzgerald, 2012). Esta ST, es
una variante de un solo locus de la ST97,
que fue encontrada también en uno de los
utensilios del proceso de ordefio que pudo
servir de fomite para transmisién entre
hospederos.

Las ST8 y ST188 tienen su posible
origen en aislados asociados a enfermedades
de comunidad y de riesgo nosocomial
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Figura 4. Complejos Clonales definidos para los aislados de S. aureus locales en el contexto mundial. En el
panel A se muestra al CC5, la clona fundadora marcada en azul, los STs que definen a los subgrupos en amarillo.
Los aislados locales se ubican en los subgrupos del ST97 y el ST352 asociados a animales, principalmente. En
el panel B se muestra al CC479, s6lo uno de los aislados de origen bovino se ubicé en este CC. De las nuevas
secuencias tipo (NST) la 5,6, y 7 no agruparon en ningtn CC.

en humanos, sin embargo, han sido
encontrados en caballos y bovinos aunque
con baja frecuencia (Walther ez al,, 2009).
Es interesante que el genotipo ST8 se
encuentre asociado a una de las clonas
pandémicas de SARM mds importante en
la época actual, la clona USA300. USA 300
es una clona de S. aureus con ST8, spa-tipo
t008, SCCmec 1V, el elemento genético
movil de catabolismo de arginina (ACME),
la leucocidina de Panton-Valentine (PVL)
y un patrén de restriccién distintivo por
electroforesis de campos pulsados (Diep
y Otto 2008). El aislamiento MRI3 con
ST8 encontrado en nuestras muestras fue
sensible a meticilina (SASM). Esto sugiere
que el aislamiento no estd estrechamente
relacionado con la clona USA300, pero
comparten un mismo fondo genético.
El hallazgo de aislados con ST8 en
bovinos debe traducirse en una alerta
para la vigilancia epidemioldgica de
esta cepa en ganado bovino, ya que la
glindula mamaria con mastitis contiene
una gran variedad de Staphylococcus sp.
asociados (Bautista-Trujillo ez 2/, 2013),
mismos que pueden contener algunos
elementos genéticos moviles como el
cassette SCCrmec que conflere resistencia
a meticilina y la toxina PVL (Bautista-

Trujillo et al., en preparacién) que puede
ser transferidos horizontalemente al
genotipo ST8 bovino, aumentando su
virulencia y/o rango de hospedero. De
hecho, Tewhey e al. (2012) demostraron
que las cepas USA300 son genéticamente
muy homogéneas, y solamente difieren
unos cuantos indels y SNPs.

La relacién filogenética de los aislados
(Figura 1) indica una cercanfa evolutiva
entre los STs que han sido identificados
en animales (ST97, ST126 y ST352)
y un agrupamiento distinto para 3 de
los nuevos STs (NST-5, NST-6 y NST-
7). La poca variabilidad en la secuencias
de los aislados puede indicar que el
tropismo de hospedero sea producto de la
combinacién de genes de virulencia. En
nuestro grupo, Bautista-Trujillo ez /. (en
preparacién) han encontrado la asociacién
de una combinacién de alotipos de genes
de adhesinas asociados a la mastitis bovina
que pudiera explicar este tropismo.

El anilisis eBURST con sélo los
aislados del municipio de Tarimbaro y
las otras 2 regiones complementarias
(Tabla 3) muestran una distribucién de
los STs en 2 Complejos Clonales locales
(CC126 y CC97) que coinciden con
al andlisis filogenético (Figura 1). Los
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STs nuevos sélo se presentaron en los
aislados del 2008, lo cual podria indicar
una diversificacién directa del ST97
del 2004 o la introduccién de estos
genotipos en la regién de muestreo. El
ST8 no fue prevalente en la regién de
Tarimbaro probablemente por la falta de
adaptabilidad en el medio ambiente al
interior de la gldndula mamaria de la ubre
pues es un genotipo asociado a patologias
clinicas y de comunidad abierta en
humanos (Diep y Otto, 2008). ST97 es
un genotipo comtinmente aislado de casos
de mastitis bovina y ST126 se ha aislado
tanto de ubres infectadas como del tanque
de almacenamiento de leche (Smith et 4/,
2005).

A nivel mundial (Tabla 4 y Figura
4) los aislados de las regiones estudiadas
se agrupan en los CC5 y CC479, ademds
de un grupo de aislados que no agrupan
en ningin CC (singulotones). El CC5
agrupa a STs de origen nosocomial y
de comunidad de humanos (Bustos-
Martinez et al., 2006), STs de origen aviar
(Bystron ez al., 2010) o aisladas de perros
(Gémez-Sanz et al., 2013), ademds de las
clonas pandémicas Nueva York, Japén y
pedidtrica. En este grupo pricticamente
todos los aislados del estudio estuvieron
presentes. La mayorfa de STs regionales
forman un subgrupo derivado del ST97
(Figura 4). En el CC479, por su parte,
s6lo se ubicé al ST479 de origen bovino.

Al buscar

genotipos determinados y las formas de

correlacién  entre los
la mastitis (clinica o subclinica) mediante
un andlisis de regresién logistica, no se
encontraron asociaciones estadisticamente
significativas. Sin embargo, en el caso
de las mastitis en su forma subclinica la
ST126 se asocié6 con mayor frecuencia,
mientras que la NST-2, se encontrd
solamente en el caso de mastitis clinica.
El ST352 (reportado como asociado a
casos de mastitis bovina) fue encontrado
también en una muestra de humano.

El hallazgo de genotipos de S. aureus
tipicos de bovinos en humanos y de
humanos en bovinos evidencia el riesgo
zoondtico que implican las pricticas de
manejo de los animales en granjas familiares
para la transmisién y diseminacién de éste
patégeno. Lo anterior pone de manifiesto
la necesidad de realizar estudios mds
profundos de epidemiologfa molecular
para establecer el flujo de estos genotipos

7
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Tabla 3. Asociacion local de S. aureus en Complejos Clonales mediante andlisis de eBURST. .
entre los diferentes hospederos, su
Staphylococcus aureus en el municipio de Tarimbaro, Michoacan capacidad de transmitir horizontalmente
No. de aislados: 40 genes de virulencia y la asociacién entre
No. de STs= 14

No. de réplicas por bootstrapping= 1000

posibles polimorfismos en estos genes de
virulencia con los fondos genéticos exitosos
en los casos de mastitis subclinica (ST126)

No. de loci por aislado=7 o clinica (NST-2). Es importante, para el
No. de loci idénticos para la definicién de grupo= 6 caso de patdgenos versatiles como es el
No. de grupos= 2 caso de S. aureus, establecer programas de

vigilancia epidemioldgica que permitan
COMPLEJO CLONAL 126 evidenciar el potencial zoonético de los

No. de aislados: 8 genotipos involucrados.

No. de STs=5
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Tabla 4. Asociacion global de S. aureus en Complejos Clonales mediante analisis de eBURST.

Staphylococcus aureus en el municipio de Tarimbaro, Michoacan

No. de aislados: 5127
No. de STs= 2302
No. de réplicas por bootstrapping= 1000

No. de loci por aislado= 7

No. de loci idénticos para la definicién de grupo= 6

No. de grupos= 72

COMPLE]JO CLONAL 5
No. de aislados: 2541
No. de STs=912
Posible fundadora: ST5

ST8 251 138 95 71
ST97 72 52 27 133
ST88 45 24 32 111
ST352 60 15 47 106
NST-8 1 10 51 107
ST126 6 5 2 33
NST-4 1 4 18 63
NST-3 1 3 23 105
NST-1 1 2 5 33
NST-2 1 1 8 43
COMPLE]O CLONAL 479

No. de aislados: 51

No. de STs: 7

Posible fundadora: ST479

ST479 45 6 0 0
NO AGRUPADOS

NST-5

NST-6

NST-7

607
699
744
743
743
871
826
780
871
859

0

4.21
4.42
4.82
4.64
4.65
5825
5.02
4.92
5.25
4.96

1.0%

37%
0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%

99%

100%
100%
100%
86%
11%
59%
7%
0%
0%
0%

94%

ST: secuencia tipo; SLV: variante de un solo locus; DLV: variante de doble loci; TLV: variante de triple loci;

SAT: secuencia satélite.
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