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RESUMEN

En éste estudio se realiz6 la caracterizacion molecular mediante la técnica RAPD,
usando los cebadores 10N y 19N, en poblaciones de Streptococcus agalactiae de leche
de vacas con mastitis del departamento de Boyaca-Colombia, con el fin de identificar la
variabilidad genética intraespecifica. Se realizaron amplificaciones al azar, para 10
aislamientos de ubre, 12 en cantinas de recoleccién y tres controles negativos
(Streptococcus mutans, Streptococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae). Se
encontraron perfiles mas similares para las amplificaciones de las muestras tratadas con
los cebadores en la leche de la ubre, que los perfiles en las muestras aisladas de
cantinas. El grado de similitud entre las muestras se analiz6 con UPGMA, mediante el
indice de Jaccard, el cual identificO mayores variaciones genéticas en aislamientos
bacterianos de cantina de recoleccion que los de la leche de la ubre. Estas variaciones
genéticas surgen de la interaccion entre poblaciones de microorganismos de diferentes
hatos que logran llegar a estos medios de almacenamiento, aumentando el nimero de
polimorfismos que pueden estar relacionados con la presencia de genes de resistencia
a antibidticos.
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ABSTRACT

In the present study, the molecular characterization was carried out by RAPD technique
using 10N and 19N primers in Streptococcus agalactiae populations from milk of cows
suffering mastitis in the department of Boyaca-Colombia, aiming to identify intraspecific
genetic variability. Random amplifications were performed for 10 udder isolates, in 12
collection canteens and three negative controls (Streptococcus mutans, Streptococcus
faecalis, Streptococcus pneumoniae). More similar profiles were found for sample
amplifications treated with primers in udders milk than profiles for isolation in canteen
samples. Similarity level between samples were analyzed with UPGMA, using the
Jaccard index; which identified more genetic variations in S. agalactiae canteen samples
than in samples collected in the udders milk. These genetic variations arise from the
interaction between different microbial populations from different herds which are able to
reach these storage’s means, in order to increase the number of polymorphisms that
related to the presence of antibiotic resistance genes.
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INTRODUCCION

La mastitis bovina es una enfermedad infecciosa; se diagnostica por la inflamacién de
las glandulas mamarias en los tejidos de la ubre, en respuesta a la presencia de uno o
varios microorganismos patdgenos introducidos por una lesién trauméatica o agentes
irritantes a la hora del ordefio manual o mecanico (HERINGSTAD et al. 2000; ZHAO y
LACASSE, 2008; RAMIREZ et al. 2011). Estos microorganismos generan inflamacion
por un aumento en el nimero de células sométicas, las cuales participan en la defensa
del organismo frente a la enfermedad (WOLTER et al. 2002), [4], ocasionando una
disminucién en la cantidad y calidad del producto lacteo, por pérdida de la funcionalidad
de la ubre y por alteraciones bioquimicas de la leche (WOLTER et al. 2002;
CALDERON y RODRIGUEZ, 2009; ANCASI y MARAZ, 2010; CALDERON et al. 2014).
Existen dos tipos de mastitis: A.) La mastitis contagiosa que es causada por
microorganismos como: Arcanobacterium pyogenes, Mycoplasma sp, Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae; sus reservorios son la glandula mamaria y la leche
de vacas infectadas y su transmision puede ocurrir en el ordefio por medio de las
manos contaminadas de los ordefiadores o por el uso de pezoneras no desinfectadas
entre vacas en los ordefios mecénicos (BLOWEY, 2009; MANNING et al. 2010;
PHILPOT y NICKERSON, 2012). B.) La mastitis ambiental es producida por gérmenes
Gram-negativos, habitantes normales del ambiente (Enterobacter sp., Escherichia coli,
Klebsiella sp., Proteus sp., Pseudomonas sp. y Serratia sp.) y algunas bacterias Gram
positivas (Streptococcus dysgalactiae y Streptococcus uberis) (SMITH y HOGAN,
2011). S. agalactiae se encuentra entre los principales microorganismos causantes de

la mastitis, denominado en la literatura como “Estreptococo del Grupo B (EGB)”, es un



diplococo Gram positivo, capsulado, anaerobio facultativo, beta hemolitico, no
esporulado, inmovil, catalasa y oxidasa negativo; que se presenta en pares o formando
cadenas cortas y se caracteriza por la presencia del antigeno polisacarido B de
Lancefield (VERSALOVIC et al. 2011), la diferenciacién del polisacarido capsular, la
presencia de proteinas de superficie y los métodos moleculares permiten su
clasificacion en serotipos y genotipos (PEREZ, 2006). La patologia generada por esté
microorganismo en bovinos induce a una disminucion del 4 al 30% en la produccion de
leche (BEDOLLA y PONCE DE LEON, 2008) y puede trasmitirse a neonatos y mujeres
(SAVOIA et al. 2008). En Colombia, las vacas con mastitis evidencian un alto
porcentaje de aislamientos de S. agalactiae: del total de bacterias, en el altiplano
Cundiboyacense, més del 6.8% pertenecen a este microorganismo (WOLTER, 2003;
ANDRADE, 2014), para el altiplano del norte de Antioquia 34% (RAMIREZ et al. 2011)
y para la Sabana de Bogota 35.4%, (RODRIGUEZ et al. 2002). La identificacion
definitiva de S. agalactiae requiere la demostracion del antigeno especifico de grupo,
lo que presentan un alto poder de discriminacion y una alta reproducibilidad, sin
embargo esté método no es eficaz en distinguir entre las poblaciones de la especie
(OLIVE y BEAN, 1999), presentes en el departamento; asi se necesitan técnicas con
marcadores moleculares que permitan identificar variabilidad entre las poblaciones de
la especie; para tales fines en literatura se propone la caracterizacion molecular del
agente infeccioso mediante diferentes técnicas, para aumentar la eficacia en el
reconocimiento de las entidades bacterianas y determinar sus propiedades genotipicas
(FRANCOIS y LIMANSKY, 2001; DUARTE et al. 2004; DIMITRIEV et al. 2004;

CANCINO et al. 2012; RANJAN, 2012; YANG et al. 2013), entre estas se encuentra la



técnica basada en la identificacion de polimorfismos derivados de la amplificacion al
azar de ADN (RAPD), la cual permite la diferenciacion de cepas bacterianas. La
investigacion tuvo como objetivo identificar la variabilidad genética intraespecifica en
poblaciones de S. agalactiae en el departamento de Boyac4; para ello se buscoé
encontrar las relaciones de similitud, por indices de diversidad beta cualitativos (MEYER
et al. 2004; Ranjan et al 2012; BARRIOS y MERCADO, 2014), entre los perfiles
obtenidos por RAPD y por agrupamientos entre los perfiles de amplificacién en
dendogramas mediante analisis UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean), entre poblaciones de S. agalactiae aisladas de la ubre de bovinos

afectados por mastitis y de cantinas de recoleccion lechera.



MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron 25 aislamientos bacterianos del género Streptococcus provenientes
de cuatro municipios de Boyaca (Figura 1, Tabla 1), identificados bioquimicamente
segun TORRES (2014); estos fueron inoculados en 2ml de medio de cultivo liquido
HBI (Heart and Brain Infusion), e incubados a 37°C durante 48 horas para obtener la
mayor cantidad de ADN; luego se procedio a la extraccion.

Tabla 1. Localizaciéon y nomenclatura de 25 aislamientos bacterianos C=Cantina,

U=Ubre. *Muestras obtenidas del laboratorio de servicios clinicos LAC LTDA,
Instituto Cancerolégico de Tunja.

Especie NUmero Procedencia Nomenclatura Municipio
- 6 (C1-C6) Paipa

Streptococcus - cantina 6 (C7-C12) Firavitoba
a algctiae 4 (U1-U4) Firavitoba
’ 10 Ubre 3 (U5-U7) Paipa

1 (U8) Toca

2 (U9-U10) Duitama
Streptococcus 1 R sm ]
mutans
Strept_ococcus 1 R Sf ]
faecalis
Streptoco_ccus 1 R sh ]
pneumoniae
Total 25 - - -

Boyaca - Colombia Paipa Toca Firavitoba Duitama

[ T W W .
1:100

Figura 1. Mapa de ubicacién de las muestras obtenidas en el departamento de
Boyac4, provenientes de: la granja de Tunguavita en Paipa, y los municipios de
Firavitoba, Toca y Duitama.



Extraccion de ADN y amplificacion RAPD

La extraccion de ADN gendmico de bacterias gram positivas, se realizé con el
protocolo del Kit de purificacion genémico de Wizard® (Promega), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. La caracterizacion genotipica por amplificacion
aleatoria de fragmentos polimorficos, por PCR, en termociclador Techne Prime G,
se llevo a cabo en un volumen total de 25 ul con: 12.5 ul de GoTaq Hot Start Green
Master Mix 1x [Buffer de reaccion (pH 8.5), 200 uM de cada uno de los dNTPs y
2mM MgClz], 4.6 pul de cebadores 20 uM: Cebador 10N (5-TNGYNGGRTC-3’) y 19N
(5-GGTCGACYTTNGYNGGRTC-3') FRANCOIS y LIMANSKY (2001), 1.5 pl de MgCl2
y 5 pl de ADN extraido por muestra. La mezcla se amplificé siguiendo el protocolo
de FRANCOIS y LIMANSKY (2001).

Electroforesis en gel de agarosa

El producto de la amplificacion, se visualizd en un gel de agarosa al 2 %, polimero
inerte extraido de algas (MUNOZ et al. 2012; MORENO et al. 2015)], tefiido con
Bromuro de Etidio, en buffer de corrido TAE (Tris HCI, Acido acético y EDTA), a 60
voltios, durante 3 horas y 20 min. Los productos fueron visualizados en
fotodocumentador modelo DIGI DOC 1l SYSTEM, y las bandas comparadas con un
marcador de peso molecular de 2,000 pb (BioLine Reagents Ltda).

Andlisis fenéticos

Para establecer la similaridad entre los perfiles obtenidos de S. agalactiae, se
realizaron dos matrices binarias (0-1), con base en el nUmero y tamafio molecular
de los fragmentos amplificados con los cebadores 10N y 19N. El analisis se realizo
mediante el software Doc-ItLS Image Analysis 6.8 (UVA), que esta disefiado para el
analisis de geles en primera dimension. Se realizaron dos dendogramas, uno con el

cebador 10N y el otro con 19N, utilizando el método de agrupamiento UPGMA, y



con valores de similitud del indice de Jaccard, cuyos valores cercanos a 0 significan
disimilitud y los valores cercanos a 1 muestran similitud.

RESULTADOS

Se encontrd variacion genética por diferencia en los polimorfismos presentes entre
las poblaciones de S. agalactiae, obtenidas de aislamientos de cantinas de
recoleccion lechera y de la leche de la ubre, identificada por la técnica RAPD con los
dos cebadores (10N y 19N), donde el cebador 19N genero mayor numero de
bandas que el cebador 10N (Tabla 2). Se obtuvieron geles con 47 perfiles de
amplificacion con las siguientes caracteristicas: Cebador 10N- 12 muestras de
leche de cantinas de recoleccion y 10 muestras de leche de ubre: Generaron un
total de 80 bandas con tamafios entre 120 y 1,500 pb para la ubre y 115 bandas
entre 290 y 2,000 pb en cantina (Tabla 2, Fig. 2). Cebador 19N-12 muestras de
leche de cantinas de recoleccion, 10 muestras de leche de ubre y los tres controles:
Generaron 200 bandas con tamafios moleculares entre 290 a 2,000 pb en ubre, 181
bandas de 290 a 2,000 pb en cantina y 49 bandas en los controles, que oscilaron
entre 190 y 1,600 pb (Tabla 2, Fig. 3). El perfil mas comun obtenido fue en ubre, el
cual posee un total de 14 bandas.

Tabla 2. Polimorfismos detectados con dos cebadores al azar usados para 47

aislamientos, 44 de S. agalactiae y tres controles: S. mutans, S. feacalisy S.
pneumoniae

Prime  Proceden Tamano Numero de Promedio de Numero de
. de bandas bandas bandas por bandas

r cia : o L
(pb) obtenidas amplificacion polimorficas

10N Cantina 290-2,000 115 9.583 7

10N Ubre 120-1,500 80 8 3

19N Cantina 290-2,000 181 15.083 8

19N Ubre 290-2,000 200 16.666 2

19N Controles 190-1,600 49 16.333 -

Similaridad Intraespecifica



Los valores de similitud con el indice de indice de Jaccard (1J) en el analisis UPGMA
para las amplificaciones con cebador 10 N se muestran en la Figura 4, se originan
dos grupos. Grupo uno, de muestras de ubre grupo dos muestras de cantina. En el
grupo uno las muestras que presentan valores altos de indice de Jaccard (0.97) son
U1-U2 y U7-U10. Los perfiles més disimiles son U6 que presenta (1J= 0.322), U6
presenta dos de los polimorfismos con una banda de 120 pb (Fig. 2A). Y un
segundo grupo que reune los perfiles de cantina, donde C1-C2 y C3-C4 son los mas
similares (1J= 0.975), los dos primeros forman un subgrupo con C10-C11 (IJ= 0.578)
y los segundos forman un subgrupo con C5, C6 y C7 (1J=0.712); los perfiles CO y
C8 son muy similares entre ellos (IJ= 0.961), pero difieren del resto del grupo de
cantina (1J= 0.483).

Figura 2. Amplificaciones por RAPD con cebador 10N, de muestras de S.
agalactiae, visualizadas en gel de agarosa al 2 %. Panel 2A. 10 muestras de leche
tomada de ubre. Panel 2B. 12 muestras de leche tomadas de cantinas de
recoleccion. Se anexa el documento

Figura 3. Amplificaciones por RAPD con cebador 19N, visualizados en gel de
agarosa 2 %, de S. agalactiae. Panel 3A. Amplificaciones de muestras de la ubre.
Panel 3B. 12 amplificaciones de muestras de cantinas de recoleccion. El panel 3C.
Tres amplificaciones de los controles, Sm: S. mutans, Sf: S. faecalisy Sn: S.
pneumoniae. MP: Marcador de peso molecular. Se anexa el documento

En la Figura 5. Cebador 19N, el analisis UPGMA genera tres grupos (Grupo uno:
controles, grupo dos: muestras de cantina y grupo tres: muestras de ubre). El primer
grupo comprende las muestras control (S. mutans, S. faecalis y S. pneumoniae)
debido a su baja similitud (1J= 0.002), con los perfiles de amplificacion de S.
agalactiae (Fig. 3C). El segundo grupo (Cantina), con doce perfiles de S. agalactiae
donde se agrupa C8-C9, muy similares entre ellos (1J= 0.975) y con C10, C11y C12
(1J= 0.675), y con C1-C2 (1= 0.908) como subgrupo mas cercano (IJ= 0.648); las

amplificaciones del subgrupo C3, C4 y C5 son mas similares con C6 y C7 (1J=



0.475), que con el resto (Fig. 3B y Fig. 5). El grupo tres (Ubre), con perfiles muy

similares para Ul a U3 (IJ= 0.973) con U4 como mas similar (IJ= 0.895), unido a un
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Figura 4. Dendograma para RAPD de 22 perfiles de amplificacion de S.agalactiae.
12 provenientes de cantinas de recoleccion lechera (C1 a C12) y 10 provenientes de
leche de ubre (U1 a U10) amplificadas con cebador 10N, con valores de similitud
mediante el indice de Jaccard.
subgrupo de U6 a U10 (1J= 0.725), siendo U7, U9 y U10 las mas similares dentro de
ese subgrupo (1J=0 .975), mientras que U5 se presenta separado de los dos
subgrupos anteriores tanto en el gel como en el dendograma (1J= 0.625), (Fig. 3Ay
Fig. 5).
Similaridad Interespecifica

A diferencia de los controles todos los perfiles de las muestras no presentan

amplificacion de fragmentos menores de 250 pb (Tabla 2) excepto una banda



polimorfica en el perfil U6 que lo coloca como el perfil mas diferente de las
amplificaciones con el cebador 19N, en el analisis UPGMA, esta caracteristica en la
cual difieren los perfiles de amplificacion de las pruebas realizadas con las cuatro
especies del mismo género, debe estar incluido en la descripcion de la
caracterizacion genotipica. En relacion con los resultados interespecificos, las
amplificaciones con el cebador 19N para las muestras control, no muestran similitud
con ninguno de los perfiles de S. agalactiae demostrando la utilidad de la técnica en
la diferenciacidén genotipica entre organismos. El perfil de la especie S. mutans es

mas similar al generado por S. pneumoniae (IJ= 0.902) que a S. faecalis (1J= 0.758).
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Figura 5. Dendograma para RAPD de 22 muestras de S. agalactiae, 12
provenientes de cantina (C1 a C12), 10 muestras de ubre (U1 a U10) y 3 muestras
control Streptococcus mutans (Sm), Streptococcus faecalis (Sf) y Streptococcus
pneumoniae (Sn), amplificadas con cebador 19N con valores de similitud mediante
el indice Jaccard.



DISCUSION

Las concentraciones de ADN obtenidas en las extracciones originaron perfiles con
bandas brillantes en los geles de agarosa al 2 %, la utilizacion de buffer TAE
presentd bandas mas nitidas que el TBE, lo que indica que el &cido acético es mas
atil que el &cido bdrico en la visualizacion de fragmentos mayores a 300 pb, estas
condiciones estandarizadas de extraccion y amplificacion generaron perfiles mas
claros que los obtenidos por (FRANCOIS y LIMANSKY, 2001) y (LIMANSKY et al.
1998), de donde se escogieron los cebadores. La técnica RAPD, puede detectar un
ndmero importante de polimorfismos en el material genético de S. agalactiae, tanto
el cebador 10N como el 19N separaron en dos grupos las muestras de cantina y las
de ubre, lo que indica la disimilitud entre estas dos muestras (Figs. 4y 5). La
amplificacion con el cebador 10N mostré un nimero menor de bandas en
comparacion a las obtenidas con el cebador 19N; la prueba confirma la utilidad de la
técnica utilizada, como un procedimiento de laboratorio sencillo y practico en el
analisis de variabilidad genotipica de S. agalactiae, el cual permite la caracterizacion
molecular con los patrones mas comunes en los RAPD de las poblaciones aisladas
del departamento de Boyaca, con los dos marcadores moleculares utilizados. Las
pruebas con el cebador 19N en poblaciones tomadas de las ubres permitieron ver
un patron de amplificacion mas homogéneo y propio de la especie, el cual puede
usarse como técnica de identificacion del patdgeno. Los resultados de la técnica
difieren a la hora de aplicar varios cebadores al azar, el nUmero de bandas
polimorficas varia y los agrupamientos en los analisis no son iguales, pero puede
indicar que las poblaciones tienen un origen cercano, asi los perfiles originados de
poblaciones del mismo hato tendran perfiles mucho mas similares entre ellas, que

con otros hatos.



De acuerdo con los resultados de los dendogramas se observa que las muestras de
leche de ubre son similares originandose solo tres perfiles diferentes que
corresponderian a variaciones intraespecificas. La mezcla de poblaciones de
diferentes ubres y hatos en la cantina genera siete perfiles diferentes, lo que se
puede interpretar con recombinacion genética.

Los perfiles de las amplificaciones de las muestras indican que existe mas
variabilidad genotipica intraespecifica en poblaciones de S. agalactiae que se
aislaron de cantinas de recoleccion, que las poblaciones de la ubre, la cual se
determina por la relacion obtenida en valores de similitud entre los perfiles obtenidos
por RAPD. Para analizar el grado de similitud entre los perfiles necesitamos tener en
cuenta las fuentes u origenes de la variabilidad genotipica obtenida: segun
CHOPRA (2005), los polimorfismos de fragmentos amplificados se deben a: 1.)
sustitucion de bases o eliminacion de los sitios de cebado, 2.) inserciones que
hacen que los sitios de cebado demasiado distantes para apoyar amplificacion o 3.)
Inserciones o deleciones que cambian el tamafo del fragmento amplificado; y si
indagamos mas a fondo encontraremos fundamentos de genética bacteriana y
estudios (LUAN, 2006; MIRZA et al. 2010), que describen que la principal fuente de
recombinacién se realiza por transferencia horizontal de genes (HGT), eventos que
juegan un papel importante en la adaptacién de poblaciones bacterianas a nuevos
ambientes, que por seleccion de alelos originados por mutacion, les confieren
alguna ventaja (WIEZER y MERKL, 2005). Esté flujo genético horizontal entre
bacterias de diferentes poblaciones puede ocurrir por conjugacion (ZATYKAA'y
THOMASA, 1998), transformacion (COHENS et al 1972) o transduccion
(THOMPSON 1994), procesos basicos de transferencia horizontal de genes'y

plasmidos entre bacterias. Son varios elementos genéticos identificados los que



participan en dicha transferencia, de los cuales los mas conocidos son los plasmidos
autotransferibles o movilizables (AMABILE y CHICUREL,1992), transposones
conjugativos y no conjugativos (SALYERS et al. 1995) y mas recientemente, los
integrones y casetes genéticos de resistencia (STOKES y HALL, 1989). Aunque los
integrones no pueden realizar transposicion, se asocian frecuentemente a
secuencias de insercidn o bien, a transposones y plasmidos conjugativos que les
sirven como vehiculos para su transmision inter e intra especie. Estos elementos,
han sido detectados en bacterias aisladas de ambientes acuéaticos (ROSSER y
YOUNG,1999) y de animales domésticos (GOLDSTEIN et al. 2001), lo cual refleja
su amplia diseminacion en la naturaleza. Como también, se ha demostrado la
presencia de integrones en microorganismos ancestrales de diferentes géneros,
corroborando que estas estructuras son antiguas y que han evolucionado
conjuntamente con el genoma bacteriano (SABATE y PRATS, 2002; PEREZ et al.
2013). (WHITE et al. 2001), afirman que la diseminacion de genes de resistencia
aumenta considerablemente cuando ellos forman parte de casetes genéticos
moviles, lo cual los habilita para su transferencia horizontal. Por lo tanto, es claro
que los integrones funcionan como sistemas de captacion de genes que confieren
ventajas selectivas para las bacterias, lo que les permite una rapida adaptacion a los
cambios ambientales y es bien conocido el rol de pladsmidos y transpones en la
multirresistencia de las bacterias a los antibioticos y en la diseminacion natural de
los determinantes de resistencia (SALYERS y AMABILE, 1997), como también se
observa que los genes que confieren resistencia a ciertos antibioticos y que son
idénticos (DOUCET et al. 1992; COURVALIN, 1994), tanto en bacterias Gram
positivas como en las Gram negativas (GONZALEZ et al. 2004), como es el caso del

S agalactiae. El conocimiento de éste fendmeno de transformacién bacteriana debe



ser tenido en cuenta a la hora de implementar programas de uso adecuado de
antimicrobianos y de normas béasicas de control de infecciones (BIBEK et al. 2012).
Por lo que no se debe aplicar el mismo antibiotico a las diferentes cepas, el control
de estas cepas sin duda mejorara la calidad de los métodos de produccion y
comercializacién de leche en los hatos de Boyaca.

En nuestro trabajo esta variacion expresada en el aumento del numero de
polimorfismos se da por intercambio de fragmentos entre poblaciones que
interaccionan en los recipientes de recoleccion lechera; este analisis es importante,
tendiente a identificar focos de variabilidad y a realizar un tratamiento mas acertado
de las patologias generadas por S. agalactiae, ya que por medio de la identificacion
de las cepas y la identificacion de variabilidad genética, se puede dimensionar la
incidencia de este patégeno y puede servir de referencia para estudios que
pretendan comprender tanto los nichos de poblaciones muy variables, como proveer
herramientas que faciliten el control en las cadenas de transmision, generando un
impacto positivo en la industria lechera. Como sabemos, los estudios de genética
molecular de cepas de campo de S. agalactiae son de vital importancia, por lo cual
se propone realizar pruebas con un mayor numero de cebadores que identifiquen
los patrones de polimorfismos propios para las especies del género Streptococcus
causantes de patologias, para ampliar la genotipificacion de las poblaciones
presentes en el departamento y del pais, con el fin de identificar cambios

genotipicos drasticos e implementar practicas agricolas mas eficientes.



CONCLUSIONES
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La técnica RAPD (usando los cebadores 10N y 19N), identificé la variabilidad
genética interespecifica en Streptoccocus e intraespecifica en S. agalactiae.
Esta variabilidad indica malas practicas pecuarias, generadas por la
recombinacién en la propagacion alélica entre diferentes poblaciones de las
zonas muestreadas. El cebador 19N ubicé mas sitios de union al genoma de
S. agalactiae que el cebador 10N.

Tanto el cebador 10N como el 19N separaron en dos grupos las muestras de
cantina y las de ubre, lo que indica la disimilitud o variacion genética entre las
poblaciones aisladas de estos dos tipos de muestra.

La variabilidad genética de las muestras de leche colectadas de la ubre fue
menor a las muestras de leche tomadas de las cantinas de recoleccion, lo
gue indica que la recoleccién lechera por cantinas aumenta la probabilidad de
flujo de genes y plasmidos por transferencia horizontal en poblaciones de S.
agalactiae, incrementando la variabilidad genotipica y la propagacion de
alelos de resistencia a antibioticos.

Es necesario que los procedimientos realizados por la industria lechera
disminuyan la propagacién de S. agalactiae, ya que esta directamente
relacionado con las perdidas en la produccién por mastitis.
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Figura 2. Amplificaciones por RAPD con el cebador 19N, visualizados en gel de
agarosa, de S. agalactiae. Panel 2A. 10 amplificaciones de muestras de leche tomadas
de la ubre. Panel 2B. 12 amplificaciones de muestras de leche tomadas de cantinas de
recoleccion. El panel 2C. Tres amplificaciones de los controles, Sm: Streptococcus
mutans, Sf: Streptococcus fecalis y Sn: Streptococcus neumonia. MP: Marcador de
Peso Molecular.
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Figura 3. Amplificaciones por RAPD con cebador 10N, de muestras de S.
agalactiae, visualizadas en gel de agarosa. Panel 3A. 10 muestras de leche tomada
de ubre. Panel 3B. 12 muestras de leche tomadas de cantinas de recoleccion.



