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RESUMEN

La mastitis bovina es la enfermedad de mayor prevalencia en la industria
lechera y la de mayor importancia, ya que provoca enormes pérdidas econémicas
gue oscilan entre el 30 y el 70% de las pérdidas totales. El principal problema a nivel
productivo esta representado por la mastitis subclinica, la cual tiende a la
persistencia o cronicidad, y a ser refractaria a tratamiento antibiético. Este tipo de
mastitis es cominmente causado por Staphylococcus aureus y suele ser la forma
de presentacién mas frecuente en los planteles lecheros a nivel mundial.

El objetivo de esta tesis fue determinar diferencias entre cepas de S. aureus
provenientes de vacas con mastitis persistentes y de vacas con mastitis transitorias
respecto a su capacidad de formacion de biofilm e invasion celular, y a su
genotipificacion capsular. Para ello, se seleccionaron aislados provenientes de
mastitis bovinas persistentes y transitorias, que fueron caracterizados segun su
perfil de resistencia a antibiéticos vy tipificados mediante la técnica de Electroforesis
en Campo Pulsado (Pulsed-Field). Se evalu6 in vitro la formacién de biofilm en
placas de 96 pocillos y la invasion celular con células MAC-T. La genotipificacion
capsular (cap5-cap8) de las cepas se llevé a cabo mediante técnica de PCR.
Ademds, mediante esta misma técnica se realiz6 la deteccién de los genes
implicados en la formacién de biofilm e invasion celular (operdon icaADBC, bap, fnbA,
fnbB).

Se lograron identificar aislados de S. aureus persistentes y transitorios (n=30)
en la glandula mamaria bovina mediante PFGE. Dichos aislados se agruparon en
diferentes pulsotipos, demostrando una elevada diversidad genética, y en general
fueron sensibles a todos los antibioticos ensayados (n=12), incluida la meticilina. El
gen cap5 fue el de mayor frecuencia, pesquisandose en todas las cepas
provenientes de vacas con mastitis persistentes y en una cepa proveniente de una
vaca con mastitis transitoria; el resto de las cepas fueron “no tipificables”. Todas las
cepas analizadas fueron capaces de formar biofilm, sin embargo, las cepas de S.
aureus provenientes de vacas con mastitis persistentes formaron mayor cantidad
de biofilm que las cepas de S. aureus provenientes de vacas con mastitis
transitorias. En paralelo, todas las cepas fueron capaces de invadir células MAC-T,
sin embargo, esta Ultima capacidad fue baja en general y no se asocié con la
manifestacion de la mastitis o con el origen de las cepas (cepas provenientes de
vacas con mastitis persistentes o mastitis transitorias). En conclusion, las cepas de
S. aureus provenientes de vacas con mastitis persistentes codificaron en su genoma
el gen cap5 y formaron mayor cantidad de biofilm que las cepas de S. aureus
provenientes de vacas con mastitis transitorias.

Palabras claves: S. aureus, mastitis bovina, persistencia, capsula, biofilm, invasion
celular.



SUMMARY

Bovine mastitis is the most prevalent and important disease in the dairy
industry, since it causes huge economic losses ranging among 30 and 70% of total
losses. The main problem at the production level is represented by subclinical
mastitis, which tends to persistence or chronicity and to be refractory to antibiotic
treatment. This type of mastitis is commonly caused by Staphylococcus aureus and
is usually the most frequent form of presentation in dairy farms in the world.

The aim of this thesis was to determine differences between strains of S.
aureus from cows with persistent mastitis and cows with transient mastitis respect
to their biofilm formation capacity, cell invasion capacity, and their capsular
genotyping. isolates from persistent and transient bovine mastitis were selected and
characterized according to their antibiotic resistance profile and typified by the
Pulsed-Field technique. The formation of biofilm in 96 well plates and the cellular
invasion with MAC-T cells were evaluated. Capsular genotyping (cap5-cap8) of the
strains was carried out by PCR technique. In addition, the detection of the genes
involved in the formation of biofilm and cellular invasion (operon icaADBC, bap, fnbA,
fnbB) was carried out using the same technique.

It was possible to identify persistent and transient S. aureus isolates (n=30)
in the bovine mammary gland using the Pulsed-Field technique. Those isolates were
grouped into different pulsotypes showing a high genetic diversity, and in general
were sensitive to all antibiotics tested (n=12), including methicillin. The cap5 gene
was the most frequent, being identified in all strains from cows with persistent
mastitis and in one strain from a cow with transient mastitis; the rest of the strains
were "non-typeable". All the strains were able to form biofilm, however, strains of S.
aureus from cows with persistent mastitis formed more biofilm than strains of S.
aureus from cows with transient mastitis. In parallel, all the strains were able to
invade MAC-T cells, however, this last capacity was low in general and was not
associated with the manifestation of mastitis or with the origin of the strains (strains
from cows with persistent mastitis or transient mastitis). In conclusion, S. aureus
strains from cows with persistent mastitis encoded the cap5 gene in their genome
and formed more biofilm than S. aureus strains from cows with transient mastitis.

Key words: S. aureus, bovine mastitis, persistence, capsule, biofilm, cell invasion.
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1.INTRODUCCION

Los avances en el campo de la reproduccién y nutricion animal, junto con los
métodos de explotacién del ganado vacuno lechero, han jugado un papel importante
en el aumento de la produccién de leche durante los ultimos veinte afios, lo que ha
logrado satisfacer la gran demanda de productos lacteos que existe a nivel mundial
(Gogoi-Tiwari et al., 2013; FAO, 2014). Es asi como la mastitis bovina (MB)
desempeiia un papel decisivo en la industria lechera ya que, al perturbar la salud y
el bienestar del ganado vacuno lechero, provoca enormes pérdidas econémicas que
oscilan entre el 30 y el 70% de las pérdidas totales segun el tipo de mastitis presente
en el plantel (Ranjan et al., 2011; Saidi et al., 2013; Gogoi-Tiwari et al., 2013). Si
bien la presentacion de la mastitis puede ser clinica, el principal problema a nivel
productivo esté representado por la mastitis subclinica, la cual tiende a la cronicidad
y a ser refractaria a tratamiento antibiético. Este tipo de mastitis es cominmente
causado por Staphylococcus aureus y suele ser la forma de presentacion mas

frecuente en los planteles lecheros a nivel mundial.

Numerosos estudios avalan la teoria de que el progreso de la infeccion
intramamaria por S. aureus hacia la resolucion o la cronicidad (persistencia) podria
estar relacionado con las caracteristicas de la cepa y con la expresion de
combinaciones especificas de sus factores de virulencia (Fournier et al., 2008; Le
Maréchal et al., 2011; Pereyra, 2015), entre estos, la capacidad de formacion de
biofilm e invasion celular, y la produccién de polisacaridos capsulares. Esta
demostrado que S. aureus es capaz de evadir tanto el sistema inmune del
hospedero como los tratamientos antibiéticos aplicados en las vacas infectadas
gracias a la produccién de polisacaridos capsulares y a su capacidad de formar
biofilm y de invadir células epiteliales mamarias (Hensen et al., 2000; Camussone
& Calvihno, 2013; Boonyayatra et al., 2016; Bardiau et al., 2016), lo que podria
contribuir a la persistencia de la enfermedad independiente de la susceptibilidad
antimicrobiana demostrada por los aislados en ensayos in vitro (Melchior et al.,
2007; Pereyra, 2015).
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En base a la informacién reportada y tomando en cuenta que el progreso de
la infeccion intramamaria hacia la persistencia podria estar relacionado con las
caracteristicas de la cepa y con la expresion de combinaciones especificas de sus
factores de virulencia, en esta tesis se postula que cepas de S. aureus provenientes
de vacas con mastitis persistentes poseen mayor capacidad in vitro de formar biofilm
y de invadir células epiteliales mamarias, a diferencia de aquellas cepas de S.

aureus que provienen de vacas con mastitis transitorias.

Previamente, en nuestro laboratorio se llevdo a cabo un estudio de la
caracterizacion microbioldgica de leche de vacas provenientes de predios de la zona
centro y sur del pais (Proyecto FIA PYT-2013-0030). Los muestreos fueron
realizados mensualmente y, ademas, se realiz6 un recuento de las células
somaticas (RCS) de cada muestra. Las mismas vacas fueron muestreadas por al
menos 4 meses consecutivos. En este sentido, se identificaron vacas que
presentaron cuadros de mastitis persistentes (mastitis por al menos 4 meses
consecutivos) y cuadros de mastitis transitorias causadas por S. aureus. Para llevar
a cabo este estudio, dispusimos de cepas de S. aureus de mastitis persistentes y

transitorias.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Mastitis Bovina

La mastitis bovina (MB) es la enfermedad més prevalente en la produccion
de ganado vacuno lechero a nivel mundial, y si bien se encuentra bien documentada
en los paises desarrollados, en los paises en vias de desarrollo la informacion
disponible es muy limitada (FAO, 2014). Esta es una enfermedad multifactorial y de
etiologia multiple, que se define como la inflamacion del parénquima de la glandula
mamaria, caracterizandose por cambios en la composicién bioquimica de la leche y
cambios patoldgicos en el tejido glandular (FAO, 2014). La inflamacion de la
glandula mamaria puede deberse a la accion de agentes infecciosos, traumas
fisicos y/o irritantes quimicos, siendo la invasion y multiplicacion bacteriana la causa
mas comun (Castillo et al., 2009; De Vliegher et al., 2012). Segun sus formas de
presentacion, la mastitis puede ser clasificada como clinica o subclinica, siendo esta

ultima la que esta presente comunmente en la mayoria de los planteles:

e Mastitis clinica: Se evidencia por cambios fisicos en la glandula mamaria,

estando presentes los cinco signos cardinales de la inflamacion de la ubre
(enrojecimiento, calor, inflamacién, dolor y pérdida de la produccion de
leche), y con afeccion del estado general del animal como consecuencia de
septicemia. La composicién organoléptica de la leche se ve alterada
(Pedraza, 1991; Saidi et al., 2013).

e Mastitis subclinica: esta es la forma més frecuente de presentacion, siendo

15 a 40 veces mas frecuente que la presentacién clinica; su diagnostico se
realiza mediante el Recuento de Células Sométicas (RCS) en la leche, donde
un RCS mayor a 200.000 CS/mL de leche se considera como un cuadro de

mastitis subclinica (De Vliegher et al., 2012).
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La mastitis subclinica es un cuadro de larga duracion y de dificil deteccion
gue llega a constituirse en una forma de reservorio de microorganismos que facilita
el contagio entre animales debido a que los rebafios afectados no evidencian
cambios en el estado sanitario y no se ve afectada la composicion organoléptica de
la leche, por lo que su diagndstico es un reto tanto para la industria lechera como

en la practica veterinaria (Valera et al., 2005; FAO, 2014).

De las diversas manifestaciones, la mastitis subclinica es econémicamente
la mas importante debido a sus efectos a largo plazo sobre la produccion de leche
(Gogoi-Tiwari et al., 2013), mientras que la mastitis clinica es responsable del 30%
de las pérdidas econdmicas, la mastitis subclinica es responsable de
aproximadamente el 70% de ellas (Ranjan et al., 2011; Saidi et al., 2013; Gogoi-
Tiwari et al., 2013). Las pérdidas econdmicas se deben a una disminucion en la
produccion de leche, el desecho de leche de mala calidad organoléptica, la
retencion de leche por residuos de antibidticos proveniente de vacas sometidas a
terapia antibidtica, sanciones en los precios debido al alto recuento de CS/ml y
costos de los farmacos y servicios veterinarios (Abdel-Rady & Sayed, 2009).

En base a sus caracteristicas epidemiolégicas, los patdgenos causantes de
mastitis se dividen en dos grupos: agentes contagiosos, para los cuales su depésito
primario es una ubre infectada, y agentes ambientales que se encuentra

regularmente en el medio ambiente, causando mastitis ambiental:

Mastitis ambiental: La mastitis ambiental es causada por patdgenos potenciales que

generalmente se encuentran en el tracto digestivo del ganado (coliformes) o en su
entorno (heces, suelo, material de cama y estiércol). Estos microorganismos
proliferan sustancialmente en las camas, lo que aumenta la probabilidad de
infeccion de la glandula mamaria. Los principales microorganismos considerados
como ambientales son: Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Serratia
marcescens, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Prototheca zopfii,

Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Nocardia

14



asteroides y Clostridium perfringens (Gasque, 2008; Gogoi-Tiwari et al., 2013). En
Chile, el sistema de produccion intensivo es practicado en la zona central del pais,
caracterizandose por la alta densidad animal y el acimulo de materia orgénica, lo

que favorece la presencia de estos microorganismos (NMC, 1987; Concha, 2007).

Mastitis contagiosa: La mastitis contagiosa es causada por patdogenos bacterianos

cuyo habitat principal es la piel de la ubre y el canal del pezén; no pueden sobrevivir
durante largos periodos de tiempo en el medio ambiente y por lo general se
transmiten de una vaca a otra a través de la maquina de ordefia y de las manos de
los ordefiadores. Este tipo de mastitis se asocia a sistemas de explotacion
extensivos (en pradera), como ocurre en la zona sur de Chile (Harmon, 1996; Gogoi-
Tiwari et al.,, 2013). Los patdgenos asociados a mastitis contagiosa son:
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus coagulasa-
negativos, Mycoplasma bovis y Corynebacterium bovis (De Vliegher et al. 2012;
Gogoi-Tiwari et al., 2013).

2.2. S. aureus como agente patdgeno causante de mastitis bovina

La mayoria de los casos de mastitis bovina tienen un origen bacteriano,
siendo Staphylococcus spp. los agentes causantes mas prevalentes en el mundo.
Histéricamente, las especies de Staphylococcus han sido clasificadas en
Staphylococcus coagulasa-positiva (SCP) y Staphylococcus coagulasa-negativa
(SCN) (Arslan et al., 2009). El patégeno coagulasa-positivo mayormente reconocido
en los casos de mastitis clinica y subclinica en el mundo es S. aureus, que causa
mas del 25% de las infecciones intramamarias; de los casos de mastitis contagiosa,
S. aureus causa mas del 95% de ellas (Arslan et al., 2009; Gogoi-Tiwari et al., 2013).
A pesar de que existen otras especies de SCP aisladas de mastitis bovina (entre
estos S. hyicus, S. intermedius, S. pseudointermedius, S. lutrae, S. lentus, S. sciuri,
S. chromogenes y S. xylosus), la mayoria de las cepas (mas del 88%) son
identificadas como S. aureus mediante pruebas bioquimicas y moleculares
(Capurro, 1999).

15



S. aureus es un patdgeno ubicuo, Gram positivo, anaerobio facultativo,
inmovil, catalasa-positivo, coagulasa-positivo que no forma esporas. Es un
patégeno mesofilo, su temperatura éptima de crecimiento es de 35°C a 40°C, y su
pH 6ptimo es entre 6 — 7. Se destaca por tolerar altas concentraciones de cloruro
de sodio (hasta el 15%) y puede crecer y sobrevivir a baja actividad de agua (0,86).
Produce enterotoxinas a temperaturas entre 10°C y 46°C y generalmente es
considerado como una de las principales causas de mastitis contagiosa en el

ganado vacuno lechero (Schelin et al., 2011).

S. aureus posee la capacidad de propagarse rapidamente en el rebafio,
resultando en un gran niumero de vacas infectadas. Si bien la presencia de S. aureus
en la leche es un tema de importancia en la salud publica debido a que algunas
cepas poseen la capacidad de producir una gran variedad de toxinas, el mayor
problema que representa en los planteles lecheros es que es capaz de causar
mastitis generalmente persistentes o0 cronicas, que suelen no responder al
tratamiento antibidtico, generando grandes pérdidas econdmicas (Arslan et al.,
2009; Gogoi-Tiwari et al., 2013).

Si bien son diversos los métodos para prevenir y controlar la MB, la terapia
con antibiéticos desempenfia un papel determinante en la eliminacién de la infeccion,
aun cuando esta préactica lleve a la seleccion de cepas resistentes que intervienen
de manera negativa en el tratamiento (Pellegrino et al., 2011). Antibiéticos como
penicilina, cefalosporina y tetraciclina son utilizados en los planteles lecheros para
tratar y prevenir las mastitis causadas por bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, sin embargo, la eficacia de estos antibidticos puede verse comprometida
por la aparicion de resistencia antimicrobiana en patdégenos como S. aureus. Por
esta razén, S. aureus es el principal microorganismo investigado en los estudios de

resistencia antimicrobiana al ser aislados de mastitis bovina (Beuron et al., 2014).
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2.2.1. Resistencia antimicrobiana en cepas de S. aureus causantes de MB

Hoy en dia el estudio de la resistencia antimicrobiana de las cepas causantes
de infecciones intramamarias es de gran relevancia, ya que uno de los principales
inconvenientes de la terapia con antibioticos tiene que ver con su administracion
con fines profilacticos para la prevencion de la enfermedad durante el periodo de
secado de los animales. Esta practica favorece la seleccion de cepas resistentes en
la poblacion microbiana e influye negativamente en el tratamiento de la enfermedad.
Es alta la posibilidad de que exista una transferencia horizontal de genes de
resistencia entre microorganismos de igual o diferente género y especie, y que, a
su vez, puedan infectar al ser humano a través de la cadena alimentaria; queda asi
plasmado que el uso inapropiado de antibiéticos constituye un riesgo emergente,
pues la resistencia a multiples antibiéticos no sélo se adquiere para antimicrobianos
de la misma familia, sino también para drogas con diferentes mecanismos de accion

y estructura quimica (Pellegrino et al., 2011; Puig et al., 2015).

Es asi como en los Ultimos afios se ha agregado un nuevo agravante al
problema de la resistencia antimicrobiana con la aparicion de reportes de casos de
mastitis bovinas causadas por cepas de S. aureus resistentes a meticilina, los
SARM, que, si bien en un inicio fueron aislados principalmente desde hospitales,
hoy en dia se han extendido tanto a la comunidad como a las productoras de
alimentos de origen animal (Kwon et al., 2005; Camarena & Sanchez, 2014; Puig et
al., 2015). Aunque el término “resistencia a meticilina” incluye resistencia a
derivados B-lactamicos, las cepas SARM presentan, en general, resistencia a varios
grupos de antibiéticos como aminoglucésidos, fluoroquinolonas, cloranfenicol y

macrolidos (Camarena & Sanchez, 2014).

A pesar de que el riesgo de propagacion de SARM de origen bovino en la
poblacién humana es bajo mientras la leche no se consuma cruda, las personas
gue estén en estrecho contacto con el ganado infectado con SARM, incluidos los
veterinarios, agricultores, ordefiadores y personas que trabajen en mataderos,

pueden ser contagiados por estas bacterias (Juhasz-Kaszanyitzky et al., 2007).
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Si bien la seleccion de agentes antimicrobianos para el uso terapéutico en la
mastitis bovina se basa en pruebas de susceptibilidad de los patégenos de acuerdo
con los estandares del “Clinical and Laboratory Standards Institute”, este método
mide la susceptibilidad sélo de bacterias plancténicas de rapido crecimiento,
causando la erronea prediccion de la cura bacterioldgica en vacas infectadas, pues
la evidencia cientifica indica que el tipo de polisacaridos capsulares que poseay
la capacidad de S. aureus de formar biofilm e invadir células epiteliales mamarias
bovinas permite su supervivencia, causando el fracaso terapéutico en vacas que
sufren de mastitis persistentes causadas por S. aureus, independiente de su
susceptibilidad antimicrobiana en ensayos in vitro (Cucarella et al., 2004; Melchior
et al., 2007).

A pesar de que se han descrito varios mecanismos de resistencia
antimicrobiana, muchos aspectos de la diseminacion y persistencia de estas cepas

en el ambiente siguen siendo inciertos (Beuron et al., 2014).

2.2.2. Polisacaridos capsulares

Los polisacaridos capsulares (PC) son azlcares que forman parte de la pared
bacteriana de S. aureus y que le confieren resistencia a la fagocitosis (O’Riordan &
Lee, 2004; Salimena et al., 2016). Esto permite mayor sobrevivencia de la bacteria
y, por lo tanto, mayores posibilidades de diseminacién. Ademas de conferir
resistencia a la fagocitosis, la importancia de los PC radica en que entre el 94-100%
de cepas de S. aureus aisladas de vacas con mastitis son capsuladas (Guidry et al.,
1998).

Respecto a la serotipificacion de cepas de S. aureus segun el tipo de capsula,
se ha propuesto la existencia de 11 serotipos, sin embargo, solo se han aislado y
caracterizado quimicamente 4 de ellos (PC 1, 2, 5y 8). Los PC1 y PC2 son de
hallazgo infrecuente, mientras que los serotipos PC5 y PC8 han sido

frecuentemente aislados de infecciones humanas y bovinas a nivel mundial (Guidry
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et al., 1998; O'Riordan & Lee, 2004). En un estudio realizado por Guidry et al.
(1997), en el que se evaluaron 273 cepas de S. aureus aisladas de vacas con
mastitis provenientes de cuatro importantes cuencas lecheras de EE. UU., el 59%
resultd no tipificable, mientras que el 18% y el 23% presentaron serotipos 5 y 8,
respectivamente: En un estudio posterior realizado por Tollersrud et al. (2000) que
incluyé 636 cepas de S. aureus provenientes de Suecia, Islandia, Irlanda,
Dinamarca, Finlandiay EE. UU., se determiné que, si bien existian diferencias entre
paises, la mayoria de las cepas europeas (63%) eran tipificables con antisueros
contra los tipos PC5 o PC8, mientras que estos tipos capsulares se encontraron

solo en un 42% de los aislados provenientes de EE. UU.

Respecto a la capacidad de formacién de biofilm, a la capacidad de invasion
celular y al tipo de PC, se ha observado que S. aureus modula la expresion de
dichos factores de virulencia dependiendo de la fase de crecimiento en que se
encuentre, es asi que se ha observado que en la fase de crecimiento exponencial
se expresan factores de virulencia que tienen que ver con la adherencia a un
endotelio como son la formacion de biofilm y la invasion celular, siendo la expresion
de PC practicamente nula (O’Riordan & Lee, 2004); a su vez, se ha observado que
la ausencia de expresion de PC aumenta la invasion a células epiteliales mamarias
bovinas (Thurlow et al., 2011; Bardiau et al., 2014). De modo contrario, cuando S.
aureus se encuentra en la fase estacionaria de crecimiento, disminuye la expresion
de factores relacionados con la adherencia a epitelios, aumentando la expresion de
PC (O'Riordan & Lee, 2004). Estos hallazgos sugieren que la modulacién de la
expresion de la capsula puede ser uno de los mayores atributos de S. aureus, ya
gue mejoraria su capacidad de sobrevivir en una gran variedad de nichos

ambientales (Pereyra, 2015).

2.2.3. Formacién de Biofilm

Los biofilms se definen como comunidades de microorganismos que crecen

embebidas en una matriz de exopolisacaridos autoproducida, y que se encuentran
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adheridas a una superficie inerte o un tejido vivo (Costerton et al., 1999; Fiadh,
2011). Esto ofrece a los microorganismos ventajas adaptativas como barrera
fisioldgica de proteccion frente a la respuesta inmune del hospedero y a las terapias
antimicrobianas, lo que les permite establecerse como fuente continua de infeccién
y contaminacion (Jefferson, 2004; Abdallah et al., 2014).

La formacion de biofiims bacterianos se realiza en cuatro etapas
consecutivas que comprenden la adhesion inicial a superficie, la proliferacion, la
maduracion del biofilm, y el desprendimiento o dispersion de las bacterias para

volver a una vida planctonica (Figura 1):

Adherencia Maduracién Dispersién
intercelular y (®)
proliferacién @0 ®®
Adherencia a Adherencia a proteinas
superficies abidticas de la matriz del
hospedero
D i
QD0 REOE0 R— @—’ '
Acidos teicoicos, MSCRAMMs PIA/PNAG
hidrolisinas, interacciones
hidrofébicas y
electrostaticas

Figura 1. Formacién de Biofilm de Staphylococcus sp. (adaptado de Otto, 2013).

La adhesion a superficies bidticas corresponde a una interaccion entre
componentes de la matriz extracelular de los tejidos y a la cualidad de adhesion del
microorganismo (Otto, 2013; Foster et al., 2014). S. aureus expresa una gran
variedad de componentes de la pared celular bacteriana, conocidas como
“adhesinas asociadas a la pared celular’, entre estas, los “Componentes de la
Superficie Microbiana que Reconocen Moléculas Adhesivas de la Matriz”
(MSCRAMM), fundamentales para la interaccion del microorganismo con la matriz

extracelular del hospedero. Entre estas MSCRAMMSs, se encuentran las proteinas

20



de unién a fibronectina (FNBPs) (Cucarella et al., 2004; Jefferson, 2004; Corrigan et
al., 2007; Atshan et al., 2012; Otto, 2013; Foster et al., 2014).

Las FnBPs juegan un rol fundamental en la patogénesis de la mastitis bovina
debido a que son las proteinas que median la adherencia celular tanto para la
formacion de biofilm como para la invasiéon celular (Grundmeier et al., 2004). Las
FnBPs (FNnBP-A y FnBP-B) son proteinas ancladas a la membrana de la pared
celular de S. aureus codificadas por los genes fnbA y fnbB respectivamente, y que
tienen como funcion favorecer la unién especifica de las bacterias a componentes
de la matriz extracelular del hospedero, como lo es la fibronectina (Fn) (Castafion-
Sanchéz, 2012; Camussone & Calvihno, 2013). La Fn es una glicoproteina que
forma parte de la matriz extracelular del hospedero y que cumple una funcién de
“puente” entre las bacterias y el epitelio glandular mamario al permitir la unién de S.
aureus con las integrinas (a5) B1, receptoras de la fibronectina en las células

epiteliales mamarias (Grundmeier et al., 2004; Pereyra, 2015).

En cuanto a la fase de proliferacion del biofilm, las células bacterianas se
replican y producen un exopolisacarido llamado “polisacarido de adhesion
intercelular” (PIA), también denominado poli-N-acetilglucosamina (PNAG),
codificado por el operdn icaADBC y que representa probablemente el componente
mas importante de la matriz extracelular en las especies de Staphylococcus, pues
cepas de S. aureus productoras de PIA estdn a menudo relacionadas con
infecciones de significancia (Arciola et al., 2001; Otto, 2013).

Una vez producida la proliferacién, el proceso de formacién de biofilm se
continta con la maduracion, donde las bacterias embebidas en el exopolisacarido
adquieren la forma de una compleja arquitectura tridimensional canalizada (esencial
para proporcionar nutrientes a las células de las capas méas profundas del biofilm)
(Dunne, 2002; Hwang-Soo & Otto, 2012; Periasamy et al., 2012), y finalmente con

la dispersion, donde las células bacterianas se desprenderan del biofilm en una
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forma de vida plancténica, transformandose en fuente de contaminacion de otras

superficies (Melchior et al., 2006).

Como ya se ha mencionado, las cepas de S. aureus que poseen el operdn
icaADBC son potencialmente productoras de biofilm y suelen ser relacionadas con
infecciones de significancia, sin embargo, se ha reportado que cepas de
Staphylococcus son capaces de formar biofilm en ausencia de PIA/PNAG (Hwang-
Soo & Otto, 2012). En este caso, proteinas especificas reemplazan al
exopolisacarido para la adhesion intercelular, entre estas, la “proteina asociada a
biofilm”, Bap (Cucarella et al., 2004; Tormo et al., 2005; Lasa & Penadés, 2006;
Otto, 2013).

La proteina Bap promueve la adhesion a superficies y la adhesion
intercelular, a diferencia de PIA/PNAG, que esté involucrado solo en la adhesion
intercelular (Cucarella et al. 2004; Lasa & Penadés, 2006). Es asi que un ensayo
realizado por Tormo et al. (2005), que tenia por objetivo determinar la necesidad del
operdn icaADBC en el proceso de formacion de biofilm en cepas de SCN bap-
positivas, observaron que Bap promovié la formaciéon de biofilm en ausencia del
exopolisacéarido PIA/PNAG en las cepas de SCN ensayadas en superficies
abidticas, lo que indicé que bap es capaz de mediar un mecanismo de formacion de
biofilm alternativo al mecanismo regular dependiente del operon icaADBC, lo cual
también fue observado por otros investigadores como Cucarella et al. (2004). A su
vez, Tormo et al. (2005) observaron en estudios in vivo posteriores que la presencia
de Bap aument6 significativamente la capacidad de los microorganismos para

colonizar y persistir en la glandula mamaria bovina.

En estudios realizados por Lasa & Penadés (2006), se observd que la
disrupcién del gen bap provoc6 una disminuciéon en la acumulacion de PIA/PNAG,
provocando una menor formacion de biofilm como consecuencia. Al realizar
ensayos posteriores, se observo que la inactivacion del operén icaADBC no tuvo

ningun efecto sobre la formacién in vitro de biofilm al utilizar cepas de S. aureus
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bap-positivas. De acuerdo con estos resultados, el 100% de las cepas bap-positivas
fueron productoras de biofilm fuertes, a pesar de que la mayoria de ellas no poseia
el operdén icaADBC (Lasa & Penadés, 2006).

Diversos investigadores han observado que animales naturalmente
infectados con cepas de S. aureus bap-positivas presentan un menor recuento de
células somaéticas en la leche, lo que implica una menor inflamacion en la glandula
mamaria y, por lo tanto, una mayor capacidad de colonizacion de los
microorganismos, lo cual se asociaria con la persistencia de estas infecciones en
un hospedero inmunocompetente (Cucarella et al., 2004; Thurlow et al., 2011). Asi
mismo, se ha observado que cepas de S. aureus bap-positivas productoras de
biofilm demuestran poseer menor susceptibilidad antimicrobiana en ensayos in vitro
(Cucarella et al., 2004).

En un estudio realizado por Salimena et al. (2016), se evalu6 la formacion de
biofilm y se genotipificaron y fenotipificaron PCs de aislados de S. aureus desde
vacas mastiticas de Brasil, con el fin de realizar una correlacion entre ambos
factores de virulencia. Se analizaron 159 aislados, observandose que aislados
cap5-positivos produjeron menos capsula o de menor densidad respecto a los
aislados cap8-positivos, sin embargo, aislados cap5-positivos produjeron mas
biofilm respecto a los aislados cap8-positivos. De los 159 aislados analizados, el
100% contenian los genes icaA e icaD, mientras que 152 aislados contenian el gen
bap. Al momento de comparar el genotipo y fenotipo capsular de los aislados con la
formacion de biofilm, se observé que mas de la mitad de los aislados cap5-positivos
y PC5 formaron biofilm fuerte, mientras que el 93,6% de aislados cap8-positivos y

el 88% de los aislados PC8 formaron biofilm moderado o débil.

2.2.4. Invasiéon celular

Asi como para la formacién de biofilm, para la invasion celular es necesario

gue previamente se produzca una adhesion especifica entre S. aureus y la célula
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eucariota (Hensen et al.,, 2000; Camussone & Calvihno, 2013). MSCRAMMSs
fundamentales para la adhesion y consecuente invasion de células epiteliales
mamarias son las proteinas de union a fibronectina, pues la patogénesis de la
mastitis bovina estaria relacionada esencialmente con la expresion de dichas
proteinas (Otto, 2013, Foster et al., 2014). Las FnBPs se uniran a la Fn, seguida de
la unién con las integrinas de las células del hospedero, lo que conducira a la
reorganizacion de la actina-F con la consecuente invasion de la célula hospedera
por el desencadenamiento de sefializaciones intracelulares y el reordenamiento del

citoesqueleto (Grundmeier et al., 2004; Pereyra, 2015).

La importancia de las FnBPs radica en que son producidas por la mayoria de
las cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovina; aparentemente no existirian
diferencias en la actividad de union a Fn entre las cepas que portan uno o ambos
genes (fnbA o fnbB) (Ote et al., 2011; Klein et al., 2012).

En un estudio realizado por Brouillete et al. (2003), utilizaron un modelo de
mastitis de raton para evaluar una cepa de S. aureus mutante (carente de los genes
fnbA 'y fnbB) y una cepa silvestre, observado que la cepa silvestre presentd mayor
capacidad de colonizar las glandulas mamarias en comparaciéon con la cepa
mutante, aun bajo la presion ejercida por el amamantamiento, lo que indica que
estas proteinas serian fundamentales en la patogénesis de la MB. De manera
complementaria, se ha observado que en los estudios donde se han utilizado cepas
mutantes de los genes fnbA y fnbB, la eficiencia en la invasion de células MAC-T se
redujo en mas del 95% respecto a cepas silvestres debido a la reduccién de la
adhesion, a pesar de que S. aureus posee la capacidad de codificar para otras

adhesinas (Dziewanowska et al., 1999).

Es asi como, una vez producida la adhesion celular con su consecuente

invasion, las bacterias podran resistir tanto la accion de antibidéticos como los
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mecanismos de defensa del hospedero (Hensen et al.,, 2000; Camussone &
Calvihno, 2013).

Respecto a la invasion celular y su relacion con la capacidad de formacién
de biofilm de las cepas, en un estudio realizado por Bardiau et al. (2014),
correlacionaron diferentes propiedades de una coleccion de cepas de S. aureus
provenientes de vacas con mastitis, observando que aislados que mostraron una
baja tasa de invasion celular no fueron capaces de formar biofilm o lo hicieron
débilmente, mientras que los aislados que mostraron una alta tasa de invasién

celular fueron capaces de producir biofilm en forma moderada o fuerte.

Adicionalmente Bardiau et al. (2016), estudiaron la asociacion entre la
invasion/supervivencia intracelular, la formacién de biofiim y el grupo agr
(tipificacion) de cepas de S aureus, observandose que las cepas cap8-
positivas/PC8 obtuvieron bajas tasas de invasién celular y pertenecieron
mayoritariamente al grupo ll-agr, mientras que las cepas cap5-positivas/NT o cap5-
positivas/PC5 obtuvieron mayores tasas de invasion celular y pertenecieron
mayoritariamente al grupo l-agr; no se pudo observar ninguna asociacion entre el

formacion de biofilm y el resto de los factores de virulencia.

Por lo tanto, es necesario investigar si cepas de S. aureus provenientes de
vacas con mastitis persistentes poseen mayor capacidad in vitro de formar biofilm y
de invadir células epiteliales mamarias que aquellos aislados que provienen de
vacas con mastitis transitorias, ya que dichos procesos estarian directamente
relacionados con la evasion del tratamiento antibiético y del sistema inmune vy, por

tanto, con la capacidad de persistencia de las bacterias en la glandula mamaria.
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3. HIPOTESIS

Cepas de S. aureus provenientes de vacas con mastitis persistentes poseen mayor
capacidad in vitro de formar biofilm y de invadir células epiteliales mamarias, a

diferencia de cepas de S. aureus provenientes de vacas con mastitis transitorias.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar diferencias entre cepas de S. aureus provenientes de vacas con
mastitis persistentes y de vacas con mastitis transitorias, respecto a su capacidad

in vitro de formacién de biofilm e invasion celular y a su genotipificacion capsular.

4.2. Objetivos especificos

1. Tipificar y caracterizar aislados de S. aureus provenientes de vacas con
mastitis persistentes y transitorias mediante PFGE y resistencia

antimicrobiana.

2. Determinar la presencia de los genes cap5 y cap8 en el genoma de cepas de

S. aureus segun su procedencia.
3. Evaluar la capacidad de formacion de biofilm de cepas de S. aureus y la
presencia de genes relacionados con dicho factor de virulencia segun la

procedencia de las cepas.

4. Evaluar la capacidad de invasion celular de cepas de S. aureus segun su

procedencia.
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5. METODOLOGIA

MB Persistente MB Transitoria

!
PFGE

S. gureus mmmp
ANTIBIOGRAMA

| |

Caracterizacion de CP Caracterizacion de Biofilm
Ob;etﬁvo 2 —Objetlua 3
Presencia de genes Produccion de Biofilm Presencia de genes
‘ Ensayos de Invasion Celular Objetivo 4

5.1. Coleccién de aislados de S. aureus

En el laboratorio de Microbiologia y Probidticos del INTA, se dispone de una
coleccion de aislados de S. aureus (n=545) obtenidos entre los afios 2014 y 2015
desde muestras de leche de vacas con mastitis, de distintas lecherias del centro y
sur del pais. Las muestras de leche fueron tomadas desde las mismas vacas con
una periodicidad de una vez al mes en el contexto del proyecto FIA PYT-2013-0030,

siendo analizadas microbiolégicamente ademas de determinar su RCS.

5.2. Preseleccién de aislados de S. aureus provenientes de vacas con mastitis

persistente y de vacas con mastitis transitorias

Se consideraron en el estudio aislados de S. aureus provenientes de vacas
con mastitis segun informacién obtenida del proyecto FIA PYT-2013-0030: se
seleccionaron a) aislados de S. aureus que provenian de vacas con mastitis
persistentes, es decir, de vacas que hayan presentado mastitis por un minimo de 4
meses de manera continua y b) aislados de S. aureus que provenian de vacas que,

durante en el mismo periodo de tiempo, presentaron sélo una vez mastitis 0 que
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presentaron mastitis no continuas (mastitis transitoria). La identidad de S. aureus,
previamente identificado mediante pruebas bioquimicas, fue confirmada por

Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) especifico.

5.3. Analisis de PCR de S. aureus

Para determinar que los aislados preseleccionados correspondian a S.
aureus, se realiz6 PCR del gen nuc, el cual codifica para una nucleasa termoestable.
Los partidores que se utilizaron fueron los descritos por Gandra et al. 2011 (F 5’-
ATG AAG TCA AAT AAATCG CT-3’; R5-TTT GGT GAA AAATACTTC TC-3). La
obtencion del ADN genomico bacteriano se realizd con el Kit Genomic DNA
Purification (Promega), con una incubacioén previa de 1 hora a 60°C con lisostafina
(1 mg/mL). La reaccion de PCR se realizé con un volumen final de 20 uL de mezcla.
Las condiciones de los ciclos fueron las siguientes: Desnaturalizacion inicial a 95°C
por 3 minutos, seguidos de 35 ciclos de: desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos,
alineamiento de los primers a 53°C por 30 segundos, y extension a 72°C por 1
minuto. Por udltimo, se realiz6 una extension final a 72°C por 10 minutos. El analisis
del tamafio de la banda (458 pb) se realiz6 mediante electroforesis en agarosa al
1% tefido con gel red (Biotium). Como control positivo, se utilizd el ADN de la cepa
de S. aureus ATTC 29213, mientras que como control negativo se utilizé el ADN de
la cepa E. coli ATCC 25922.

Se debe destacar que se requiere de un nivel 2 de bioseguridad en el
laboratorio para trabajar con cepas de S. aureus (Organizacion Mundial de la Salud,
2005).

5.4. Electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE)

Se realizd PFGE con la finalidad de evaluar la diversidad genética de los
aislados de S. aureus preseleccionados. Para esto, se uso6 la metodologia descrita

por McDougal et al. (2003) con algunas modificaciones, pues se utilizé la
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endopeptidasa lisostafina en una concentracién de 1 mg/mL (Sigma Aldrich) (Bastos

et al., 2010) para la lisis de S. aureus.

Brevemente, para la inclusion de S. aureus en plugs de agarosa, se
sembraron las cepas en agar sangre cordero a 37°C durante toda la noche. Al dia
siguiente, se prepararon suspensiones de los aislados en buffer SA (10mM Tris-HCI
pH 7.2, 20mM NaCl, 50mM EDTA) a una DOsoonm (densidad 6ptica a 600 nm) entre
0,8 y 1,0. Se agregaron 5 pL de lisostafina (1 mg/mL) en 300 pL de la suspensién
ajustada y se incubaron a 37°C por 10 minutos. Luego, se afiadieron 300 L de
agarosa de bajo punto de fusién (Bio-Rad) al 1% y se colocé la suspension en un

molde para formar los plugs de agarosa.

Para la lisis de la pared celular bacteriana, se traspasaron los plugs a tubos
con 2 mL de buffer de lisis ST (10mM Tris-HCI pH 7.2, 50mM NaCl, 50mM EDTA,
0,2% Deoxicolato, 0,5% N-Laurilsarcosina) y 15 pL de lisozima (10 mg/mL). Los
tubos se incubaron a 37°C por 2 horas. Luego, se lavaron los plugs con agua
destilada desionizada (agua DD) previamente calentada a 54°C; luego del lavado,
se agrego6 a cada tubo 2,5 mL de buffer de lisis CLB (50mM Tris, 50 mM EDTA pH
8, 1% Sarcosyl) y 24 uL de Proteinasa K (20 mg/mL). Los tubos se incubaron a 54°C
por 2 horas con agitacion constante. El lavado de los plugs de agarosa se hizo con
agua DD previamente calentada a 54°C, 3 veces durante 15 minutos con agitacion
constante. Luego, los plugs se lavaron una vez con buffer TE (10mM Tris-HCI pH 8,
0,1 mM EDTA) previamente calentando a 54°C, cumpliendo las mismas condiciones

de lavado.

Para la digestién con enzima de restriccion, se utilizaron las enzimas Sma |
(Thermofisher) y Xba | (Thermofisher) para S. aureus y para Salmonella enterica
serovar Braenderup H9812 respectivamente; esta Ultima cepa se utiliz6 como
estandar de tamafio molecular. Se utilizaron un tercio de los plugs, los cuales se
ambientaron previamente en 200 pL de un mix de pre-restriccion (20 uL Buffer

Tangol0X y 180 pL de agua estéril libre de nucleasas) para luego ser incubados a
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37°C durante 15 minutos. Una vez retirado el buffer de pre-restriccién, cada plug se
sometio a restriccion enzimatica en un volumen final de 200 uL de mix de restriccion:
2 UL de Enzima Sma I/Xba | (10U/uL), 20 uL de Buffer tango (10X) y 178 pL de agua
estéril libre de nucleasas. Las mezclas se incubaron a 30°C y 37°C respectivamente,

durante 4 horas.

El gel de corrida fue preparado con agarosa de bajo punto de fusién, en buffer
TBE 0,5% (1M Tris pH 8, 0,01 M EDTA, 0.9M &cido bdrico). El gel fue preparado al
1%. Las condiciones de corrida fueron las siguientes: tiempo de corrida (19 horas),
tiempo de pulso inicial (5,3 segundos), tiempo de pulso final (34,9 segundos),

voltaje: 6 V/cm, angulo de corrida de 120° y temperatura de 14°C.

En cuanto a los analisis de perfiles de restriccién, se analizaron con el
programa computacional Gel Compar Il (Bionumerics 7,1 1998-2013 Applied
Maths). La normalizacion de la imagen se realizé de acuerdo con el perfil de
restriccion de la cepa estandar S. enterica serovar Braenderup H9812. El
dendograma se obtuvo con el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic mean) con un coeficiente de Dice de 1,0% de tolerancia para asi definir

grupos sobre el 90% de similitud genética.

5.5. Ensayos de resistencia antimicrobiana

e Prueba de difusion en discos de Kirby-Buer:

Los aislados fueron caracterizados de acuerdo con su perfil de resistencia
antimicrobiana. Se evaluaron los antibiéticos ampicilina, amoxicilina,
estreptomicina, eritromicina, lincomicina y clindamicina por ser utilizados en el
tratamiento de la mastitis bovina causada por multiples agentes bacterianos,
mientras que los antibidticos cefoxitin, gentamicina, amikacina, kanamicina,
sulfatrimetoprim y ciprofloxacino se evaluaron por importancia a nivel de salud

publica.
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Los ensayos de resistencia antimicrobiana se realizaron mediante la prueba
de difusién en discos de Kirby-Buer, siguiendo las recomendaciones del CLSI
M100S (2016) y del CLSI M2-A10 (2010). S. aureus ATTC 25923 fue utilizada como

cepa control. El ensayo fue realizado por duplicado.

Adicionalmente, se evalud la resistencia a meticilina mediante la deteccion
del gen mecA por PCR. Los partidores que se utilizaron fueron los descritos por
Murakami et al. (1991). Como control positivo se utilizo6 el ADN de la cepa de S.
aureus ATCC 129 (muestra clinica), mientras que como control negativo se utilizé
el ADN de la cepa de S. aureus ATCC 29213.

e Concentracion Inhibitoria Minima (CIM):

La CIM se realiz6 mediante el método de dilucibn en agar segun los
estandares del CLSI VETO06 (2017), y los puntos de corte se definieron segun los
estandares del CLSI VETO01S (2015). Con el fin de evaluar resistencia a la meticilina,

se utilizé oxacilina como antimicrobiano indicador.

Previo al ensayo, la oxacilina (95% de potencia) se diluy6é con agua destilada
estéril en un rango de concentraciones entre 0,125 pug/mL y 512 pug/mL, mientras
gue para la preparacion de las placas se utilizd agar Mueller-Hinton suplementado
con 2% peso/volumen de NaCl como medio de cultivo; el medio de cultivo fue
suplementado con el antimicrobiano diluido hasta alcanzar las concentraciones

requeridas (proporcion 1:10).

Los in6culos de S. aureus fueron ajustados a 0,5 McFarland en suero
fisiologico, para luego ser colocados en un Replicador de Steers para realizar la
impresion de las placas, comenzando con las placas control (placas de agar sin
antimicrobiano), seguidas por las placas de menor a mayor concentracion

antimicrobiana. Las placas impresas fueron incubadas a 35°C durante 24 horas para
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posterior lectura. La CIM fue definida como la menor concentraciéon del
antimicrobiano donde no se observo proliferacion bacteriana. Se utilizé la cepa de
S. aureus ATCC 29213 como cepa control. Las cepas de S. aureus fueron
consideradas como sensibles a la meticilina en una CIM < 2 ug/mL. El ensayo fue

realizado por duplicado.

5.6. Genotipificacidon capsular de S. aureus

Serealizé PCR de los genes cap5 y cap8 con el fin de identificar su presencia
en el genoma de los aislados de S. aureus. Los partidores utilizados para la
identificacién de cap5 fueron los descritos por Verdier et al. (2007) (Tabla 1), y para
la identificacion de cap8 fueron los descritos por Kumar et al. (2011) (Tabla 1). Como
control positivo del gen cap5, se utilizo el ADN de la cepa de S. aureus ATCC 29213,
y como control positivo del gen cap8 se utilizé el ADN de la cepa de S. aureus

aislada de campo, positiva para este gen.

Tabla 1. Descripcién de los partidores utilizados para la identificacion de los genes cap5 y cap8 en
el genoma de aislados de S. aureus.

Gen Secuencia de los partidores (5°- 3") Referencia
cap5 F: GTCAAAGATTATGTGATGCTACTGAG Verdier et al. 2007
R: ACTTCGAATATAAACTTGAATCAATGTTATACAG
cap8 F: ATGACGATGAGGATAGCG Kumar et al. 2011
R: CACCTAACATAAGGCAAG

5.7. Ensayos de formacion de biofilm de S. aureus en microplaca de 96

pocillos

Para las cepas seleccionadas segun su tipificacion y caracterizacion, se
evalué la capacidad de formar biofilm en placas de microtitulacién de 96 pocillos de
fondo plano, con tincion de Cristal Violeta 0,5%. Se empled el medio de cultivo Caldo

tripticasa-soya (Tryptic Soy Broth, TSB) + Lactosa al 4,8%.
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Los ensayos de formacion de biofilm se realizaron segun el método descrito
por Darwish & Asfour, 2013: Los in6culos a evaluar fueron distribuidos por triplicado
en alicuotas de 200 pL. Se utilizé la cepa de S. aureus ATCC 29213 como control
positivo. Los controles blancos del ensayo se realizaron igualmente por triplicado,

depositando alicuotas de 200 pyL de medio TSB + Lactosa 4,8%.

La placa se incub6 a 37°C durante 24 horas. Luego, se removi6 el contenido
de cada pocillo por aspiracion y se lavé con solucion salina estéril. Las bacterias
adheridas se tifieron con solucién acuosa de cristal violeta al 0,5%. Luego, las
placas fueron lavadas con agua destilada hasta que no se observo colorante en el
agua de lavado. Posteriormente, a cada pocillo se agregd etanol al 95% para
disolver la tincién de las bacterias adheridas. La lectura de las placas se realizé en
lector de placas de microtitulacion a una densidad optica de 570 nm (DOs7g). La DO
de cada aislado se determiné promediando las lecturas de los tres pocillos. La
capacidad de formacion de biofilm de los aislados estudiados fue clasificada en
cuatro categorias: No formacion (DO < DOc), formacion débil (DOc < DO <2 x DOc),
formacion moderada (2 x DOc < DO < 4 x DOc), formacién fuerte (4 x DOc < DO)
(Darwish & Asfour, 2013).

Los ensayos se realizaron tres veces en diferentes dias, por triplicado.

Ademas, se realiz6 PCR del operén icaADBC y del gen bap con el fin de
relacionar la formacion de biofilm con la presencia de dichos genes en el genoma
de las bacterias. Los partidores que se utilizaron para el operén icaADBC fueron
disefiados en nuestro laboratorio (Tesis Zufiga, 2016) (control positivo: S. aureus
ATCC 29213) (Tabla 2), asi como también los partidores utilizados para el gen bap
(Tesis Zuiiga, 2016) (control positivo: S. aureus ATCC 29213) (Tabla 2). Ademas,
se realizdé PCR de los genes fnbA y fnbB con el fin de relacionar la capacidad de
invasion celular con la presencia de dichos genes en el genoma de las cepas. Los

partidores que se utilizaron para el gen fnbA (control positivo: S. aureus ATCC
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29213) y para el gen fnbB (control positivo: S. aureus ATCC 29213) fueron

disefiados en nuestro laboratorio para esta tesis (Tabla 2):

Tabla 2. Descripcién de los partidores utilizados para la identificacién de los genes del operén
icaADBC, del gen bap y de los genes fnbA y fnbB en el genoma de aislados de S. aureus.

Gen Secuencia de los partidores (5~ 3") Referencia

icaA F: ACGTTGGCTACTGGGATACT Tesis Zufiiga, 2016
R: ATGGCAAGCGGTTCATACTT

icaD F: TCGCTATATCTTTGTCTTTTGGA Tesis Zufiga, 2016
R: ATCGCGAAAATGCCCATAGT

icaB F: AAATACCGGCAACTGGGTTT Tesis Zufiga, 2016
R:TGCAAATCGTGGGTATGTGT

icaC F:GGAGGGTGGATCCTTAGTGT Tesis Zlfiiga, 2016

R: ACTTTTTGGTAATTCAAGGTTGTCA

bap F: GGACTCGGATGCAGGAAAAC Tesis Zufiiga, 2016
R: TGCGACGACCGAATAACAAT

fnbA F: CTCGACTGGTCCTTGTGCTT Tesis Helen Navea, 2018
R: TGGATAGCGAAGCAGGTCAC

fnbB F: GCTGCAGCATCGGAACAAAA Tesis Helen Navea, 2018
R: TGCTTGCACAGTTTTCGGTG

5.8. Ensayos de invasion de S. aureus en células MAC-T

Para realizar los ensayos de invasion celular, se seleccionaron cepas de
acuerdo con los resultados de los ensayos ya descritos y en base a la frecuencia de
deteccion de los genes fnbA y fnbB en el genoma de las cepas; los ensayos se
llevaron a cabo con la linea celular MAC-T (del inglés “Mammary Alveolar Cells-
large T antigen”), en el Laboratorio de Biologia Celular y Molecular Aplicada de la

Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral, Argentina.
El ensayo de invasion celular se realiz6 siguiendo la metodologia de Almeida

et al. (1996). El ensayo se bas6 en la incubacion de las cepas de S. aureus

seleccionadas con las células MAC-T, continuando con la eliminaciéon selectiva de
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las bacterias extracelulares por la adicion de gentamicina, y finalizando con la

liberacion de las bacterias internalizadas mediante lisis de las células eucariotas.

La incubacién bacteria/células se realiz6 en placas de 24 pocillos, y se utilizé

una relacién 100:1 (MOI100); se utiliz6 un in6culo bacteriano inicial de

7
aproximadamente 3 x 10 UFC/mL (unidades formadoras de colonias/mL). Los
cultivos se incubaron durante 2 horas a 37°C con 5% de CO2 y 95% de humedad.
Paralelamente, se determind la concentracion bacteriana inicial mediante siembra

de los indculos bacterianos en placas de agar manitol salado (en duplicado).

Pasadas las dos horas de incubacion, los sobrenadantes fueron eliminados
y las monocapas celulares fueron lavadas 3 veces con PBS, para luego ser tratadas
con gentamicina (300 ug/mL) e incubadas durante 2 horas mas a 37°C con 5% de
COo.. Luego, los sobrenadantes fueron recolectados y sembrados en placas de agar

manitol para verificar muerte bacteriana.

Por ultimo, las monocapas celulares fueron lavadas 3 veces con PBS para
luego ser lisadas con Triton X-100 (0,05%) durante 10 min/150 rpm (revoluciones
por minuto) a temperatura ambiente, para la liberacion de las bacterias
internalizadas; se realiz6 recuento de UFC de dichas bacterias en placas de agar

manitol salado.

La invasion se expres6 como Log10 de UFC recuperadas/mL luego de la lisis
de células MAC-T.

Como control negativo del ensayo de invasion celular, se utilizo la cepa E.
coli DH5a.

Los ensayos fueron realizados tres veces en diferentes dias, por duplicado,
en el Laboratorio de Biologia Celular y Molecular Aplicada de la Facultad de

Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral, Argentina.
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5.9. Andlisis estadistico

Para determinar las diferencias entre los grupos de cepas que provenian de
vacas con MP y de vacas con MT respecto a la capacidad in vitro de formacién de
biofilm y de invasion celular, se realiz6 una prueba de T-test a partir de los Log10
de los datos, con un nivel de significancia de P-value < 0,05. Para probar la
normalidad y homogeneidad de los datos, se realizaron las pruebas de Shapiro-Wilk
y Fligner-Killeen respectivamente (P-value > 0,05). En el caso de que los datos no
fuesen normales y/u homogéneos, se realizaria una prueba no paramétrica de

Wilcoxon.

Para las variables “formacién de biofilm” e “invasion celular”, se realizé un

analisis de correlacion de Pearson a partir de los Log10 de los datos.

Se utilizé el programa estadistico “R”.

37



6.- RESULTADOS

6.1. Preseleccion de aislados de S. aureus provenientes de vacas con mastitis

persistente (MP) y de vacas con mastitis transitoria (MT).

Para llevar a cabo el presente estudio, fue necesario seleccionar cepas
representativas de mastitis persistentes y mastitis transitorias. De un total de 545
aislados de S. aureus obtenidos en el marco de un proyecto FIA PYT-2013-0030,
se analizo su origen y frecuencia de aislamiento. A partir de esta informacion, se
realizé una preseleccion de 26 aislados de S. aureus que provenian de vacas que
presentaron mastitis por un minimo de 4 meses consecutivos (cepas de mastitis
persistente, MP) y de 4 aislados de S. aureus que provenian de vacas que, durante
el mismo periodo de tiempo, presentaron sélo una vez mastitis 0 que presentaron

mastitis no continuas (cepas de mastitis transitoria, MT) (Tabla 3):

Tabla 3. Origen de los aislados de S. aureus preseleccionados para el estudio.

VACA MASTITIS ACI(S)II_DIACI?)% N° AISLADO ZONA FECHA MUESTREO
2102 Persistente MTI-0040-01 25 Centro abr-14
MTI-328-01 30 Centro jun-14
MTI-466-01 31 Centro jul-14
MTI-547-01 6 Centro ago-14
MTI-760-02 14 Centro oct-14
MTI-883-01 19 Centro nov-14
MTI-1070-01 5 Centro dic-14
MTI-1250-02 21 Centro feb-15
MTI-1262-01 28 Centro mar-15
HUERTA Persistente MTI-27-C4-01 3 Centro abr-14
MTI-155-01 35 Centro may-14
MTI-284-01 36 Centro jun-14
MTI-436-01 1 Centro jul-14
6210 Persistente MTI-1058-03 26 Centro dic-14
MTI-1200-02 24 Centro ene-15
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MTI-1229-01 2 Centro feb-15
MTI-1315-01 13 Centro mar-15
6216 Persistente MTI-901-01 7 Centro nov-14
MTI-1061-01 12 Centro dic-14
MTI-1225-01 20 Centro feb-15
MTI-1309-01 16 Centro mar-15
1473 Persistente MTI-498-01 34 Sur jul-14
MTI-709-01 32 Sur sep-14
MTI-806-01 27 Sur oct-14
MTI-946-02 10 Sur nov-14
MTI-1132-02 17 Sur dic-14
1777 Transitoria MTI-499-01 37 Sur jul-14
917 Transitoria MTI-808-01 39 Sur oct-14
4955 Transitoria MTI-454-01 42 Centro jul-14
7877 Transitoria MTI-1226-01 45 Centro feb-15

La identidad de los 30 aislados de S. aureus, previamente identificados

mediante pruebas bioquimicas (agar manitol salado, prueba de la coagulasa,

prueba de Voges Proskauer), fue confirmada mediante la deteccion del gen nuc por

técnica de PCR. El resultado del PCR coincidio con los resultados de las pruebas

bioquimicas, confirmando que los 30 aislados resultaron ser de la especie S. aureus

(Tabla 4):
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Tabla 4. Pruebas confirmatorias para la identificacion de aislados de S. aureus.

PRUEBAS FENOTIPICAS égﬁé—:—?&%
N° AISLADO AGA;RAEAAA[')\ICI)TOL PESEESI?AESI,_AA PR\(ggSESER PCR nue
25 + * ¥ ’
30 + * ¥ *
31 + * ¥ *
6 + * ¥ *
14 + + " ’
19 + * ¥ v
5 + * ¥ *
21 + * ¥ v
28 + * ¥ '
3 + * ¥ N
35 + * ¥ *
36 + * ¥ *
1 + * ¥ i
26 + * ¥ v
24 + * ¥ *
2 + * ¥ *
13 + * ¥ '
7 + * * '
12 + + ¥ *
20 + * ¥ v
16 + * ¥ i
34 + * ¥ v
32 + * ¥ *
27 + * ¥ v
10 + * ¥ *
17 + * ¥ i
37 + * " "
39 + * ¥ '
42 + * ¥ i

45 + + + +




A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para cada uno de los

objetivos de este estudio.

6.2. Caracterizacion vy tipificaciéon de aislados de S. aureus provenientes de
vacas con mastitis persistentes y transitorias mediante pruebas de resistencia

antimicrobianay PFGE.

Los 30 aislados seleccionados fueron caracterizados mediante pruebas de
resistencia antimicrobiana (antibiograma) y deteccién del gen mecA por PCR para
la deteccion de cepas de S. aureus resistentes a meticilina (SARM). Para los
antibiogramas, se utilizaron los 12 antibiéticos ya mencionados en la seccién de

metodologia.

Los 30 aislados resultaron ser sensibles a los doce antibioticos probados, a
excepcion del aislado 42 (cepa de MT), el cual result6 ser resistente a la lincomicina
(1/30, 3,3%) (figura 2). Respecto al gen mecA, no se detectd su presencia en el

genoma de ninguno de los 30 aislados.
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Figura 2. Frecuencia de sensibilidad antimicrobiana de los 30 aislados de S. aureus segun los 12

antibioticos evaluados.

Luego, los 30 aislados fueron tipificados mediante PFGE para evaluar el
grado de clonalidad entre ellos. Se lograron identificar 15 pulsotipos (15 cepas
totales), los cuales fueron definidos con una identidad = 90% entre los aislados. El
analisis del PFGE revel6 que los aislados que provenian de una misma vaca con
MP presentaron alto porcentaje de clonalidad (= 90%). Solo para las vacas “2102”,
“6210” y “1473” de MP se identific6 uno de los aislados con un perfil genético
diferente. Los aislados provenientes de vacas con MT (vacas "1777”, “917”, “4955”

y “7877”) no presentaron relacién clonal con ningun otro aislado (figura 3):
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Figura 3. Distribucién de los aislados de S. aureus en base a su similitud genética determinada
mediante PFGE. Los cuadros rojos representan a las cepas provenientes de vacas con MP y los
cuadros verdes representan a las cepas provenientes de vacas con MT. **: Aislados seleccionados
como representantes de cada pulsotipo. Las bandas horizontales muestran un patrén caracteristico
de restriccion del material genético de un aislado de S. aureus. La comparacion de la posicion de
estas bandas entre los aislados permite estimar su similitud. A la izquierda de la figura, se presenta
un dendograma, en el cual en cada nodo (bifurcacion) se registra la similitud entre los aislados; >90%

se clasifica como una misma cepa.

La informacion obtenida del analisis del PFGE permitio identificar 8 pulsotipos
(4 de MP y 4 MT) que fueron seleccionados para los ensayos posteriores, pues de
acuerdo con los criterios de inclusién, se requiere de un minimo de 4 aislados clones
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obtenidos por al menos 4 meses consecutivos para definir cepas de mastitis

persistente.

A partir de la informacion obtenida de los ensayos de PFGE y dado que los
perfiles de susceptibilidad a antibidticos resultaron ser similares entre cepas de un
mismo pulsotipo, se seleccionaron al azar aislados representantes de cada
pulsotipo para los proximos ensayos. Por lo tanto, los grupos de estudio se
conformaron por 4 cepas de MP (cepas 5, 16, 17, 36) y 4 de MT (cepas 37, 39, 42
y 45).

Adicionalmente, a estas 8 cepas de S. aureus se les determind la
concentracion inhibioria minima (CIM) para oxacilina. Todas las cepas presentaron
una CIM de 0,5 pg/mL, a excepcion de la cepa 16 (cepa proveniente de MP), la cual
presentd una CIM de 1 pg/mL. Segun estos valores, todas las cepas fueron
clasificadas como cepas sensibles a oxacilina, 1o que coincide con los resultados de

los ensayos de PCR para el gen mecA.
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6.3. Determinacién de la presencia de los genes cap5y cap8 en el genoma de
cepas de S. aureus procedentes de mastitis persistentes y de mastitis
transitorias.

Se identifico la presencia de los genes cap5 y cap8 en el genoma de las 8
cepas de S. aureus mediante PCR.

De las 4 cepas provenientes de vacas con MP, las 4 (100%) codificaron para
el gen cap5, mientras que, de las 4 cepas provenientes de vacas con MT, 1 (25%)
codifico para el gen cap5 y en las tres restantes no fue posible detectar ni el gen

capb ni cap8, por lo que fueron clasificadas como “no tipificables” (figura 4):
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Cepas de S.aureus

Porcentaje de cepas cap5+ y no tipificables

M cap5 m No Tipificable

Figura 4. Caracterizacion de cepas de S. aureus provenientes de MP y MT, segun su genatipificacion
capsular.
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6.4. Evaluacion de la capacidad de formacion de biofilm de cepas de S. aureus

y determinacién de la presencia de genes relacionados

Se evalud la capacidad de formacion de biofilm in vitro de las cepas
seleccionadas en medio de cultivo suplementado con lactosa (4,8%), ya que se ha
observado que tanto el uso de leche como medio de cultivo como también la adiciéon
de lactosa en diversas concentraciones, aumenta la capacidad de produccion de

biofilm de aislados de S. aureus (Xue et al., 2014).

Se observo que el 100% de las cepas (n=8) fueron capaces de producir
biofilm. De las 8 cepas, 6 (75%) formaron biofilm de manera fuerte y 2 (25%)
formaron biofilm de manera moderada. Al analizar la produccién de biofilm respecto
al origen de las cepas, se observo que las 4 cepas (100%) provenientes de vacas
con MP formaron biofilm de manera fuerte, mientras que, de las 4 cepas
provenientes de vacas con MT, 2 (50%) formaron biofilm de manera fuerte y 2 (50%)

formaron biofilm de manera moderada (figura 5):
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Figura 5. Distribucion de las cepas de S. aureus (n=8) de acuerdo con su capacidad de formacion
de biofilm y su origen. MP: cepas provenientes de vacas con mastitis persistente; MT: cepas

provenientes de vacas con mastitis transitoria.

Respecto a la cantidad de biofilm producido in vitro, ya que los datos tuvieron
una distribucion normal (P-value > 0,05) y fueron homogéneos (P-value > 0,05), se
realiz6 una prueba de T-test con tal de evaluar si existian diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos de cepas segun su origen (MP
0 MT) respecto a la cantidad de biofilm producido in vitro. Se observé que la cantidad
de biofilm producido es dependiente del origen de las cepas (P-value = 0,04705),
siendo las cepas de origen MP las que producen una mayor cantidad de biofilm

(figura 6):
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Figura 6. Comparacién entre grupos de cepas de S. aureus provenientes de vacas con MP y de

vacas con MT respecto a su produccién in vitro de biofilm. P-value = 0,04705. n = 8. T-test.

Posteriormente, se analizé la presencia de los genes que codifican para
proteinas relacionadas con la formacion de biofilm en el genoma de las 8 cepas de
S. aureus. Mediante técnica de PCR, se detectaron aquellos genes que forman
parte del operdn icaADBC y los genes bap, fnbA y fnbB. Los resultados mostraron
gue las 4 cepas provenientes de vacas con MP y las 4 cepas provenientes de vacas
con MT poseian los genes del operén icaADBC y los genes bap, fnbA y fnbB en su

genoma (Tabla 5):
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Tabla 5. Caracteristicas genémicas y de susceptibilidad a antibidticos de las cepas de S. aureus

incluidas en el estudio.

Aislado  Mastitis mecA Antibiograma* cap5 cap8 icaA icaD icaB icaC bap fnbA fnbB

36 MP - S + - + + + + + + +
17 MP - S + - + + + + + + +

5 MP - S + - + + + + + + +
16 MP - S + - + + + + + + +
37 MT - S - - + + + + + + +
39 MT - S + - + + + + + + +
42 MT - Lincomicina-R - - + + + + + + +
45 MT - S - - + + + + + + +

* Antibioticos utilizados en el estudio para la realizacién de antibiogramas: Eritromicina, clindamicina,
lincomicina, sulfatrimetoprim, amikacina, kanamicina, gentamicina, estreptomicina, amoxicilina,
ampicilina, ciprofloxacino y cefoxitina. S: Sensible a los 12 antibi6ticos probados. Lincomicina-R:

Resistente a lincomicina.
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6.5. Evaluacion de la capacidad de invasién celular de cepas de S. aureus

segln su procedencia

La capacidad de invasiéon celular de cepas de S. aureus de diferentes
origenes fue evaluada mediante ensayos de invasion de células epiteliales MAC-T
después de 2 horas de incubacion. Los resultados muestran que la capacidad de
invasion celular de las cepas ensayadas fue baja, menor a 6 Logl0 de la UFC

recuperadas/mL luego de la lisis de células MAC-T (Tabla 6):

Tabla 6. Capacidad de invasion de células MAC-T expresada en Logl0 de las cepas de S. aureus

incluidas en el estudio.

Mastitis Invasion (Log 10 UFC recuperadas/mL) £ DS
5 MP 54+1,26
36 MP 57+0,91
16 MP 5,9+0,35
17 MP 55+0,99
37 MT 5,9+0,70
39 MT 5,7+ 0,45
42 MT 59+0,22
45 MT 54+0,61

DS: desviacion estandar

Si bien los datos obtenidos de los ensayos de invasion celular no presentaron
una distribucion normal (P-value < 0,05), fueron homogéneos (P-value > 0,05), por
lo que se realizdé una prueba de T-test con tal de evaluar si existian diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos de cepas segun su origen (MP
0 MT) respecto a su capacidad in vitro de invasion de células MAC-T. Se observo
gue la capacidad de invasion celular es independiente del origen de las cepas (P-
value = 0,3618), pues no existid una diferencia estadisticamente significativa entre

grupos (figura 7):
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Figura 7. Comparacion entre grupos de cepas de S. aureus provenientes de vacas con MP y de

vacas con MT respecto a su capacidad in vitro de invasion celular. P-value = 0,3618. n = 8. T-test.

A partir del analisis de los datos de cada cepa de manera individual respecto
a la produccién in vitro de biofilm y a la capacidad in vitro de invasion celular, se
realizé una comparacion entre ellos, y de manera posterior, una correlacion. Del
total de cepas, la cepa 5 (proveniente de MP) fue la que mas formd biofilm y una de
las que menos invadié células MAC-T (figura 8), mientras que la cepa 37
(proveniente de MT) fue la que mas invadié células MAC-T y una de las que menos
formd biofilm (figura 8). Respecto a la cepa 45 (proveniente de MT), fue la que

menos formo biofilm y la que menos invadio células MAC-T (figura 8):
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Figura 8. (A) Capacidad in vitro de formacién de biofilm expresada como el promedio de Log10 de

las densidades Opticas de las cepas de S. aureus incluidas en el estudio; (B) Capacidad in vitro de
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invasion celular expresada como el promedio de Log10 de las UFC recuperadas/mL de las cepas de
S. aureus incluidas en el estudio. Cepas provenientes de vacas con MP: 5, 16, 17 y 36. Cepas

provenientes de vacas con MT: 37, 39, 42 y 45.

Sin embargo, al realizar la correlacion de Pearson de las variables “formacion
de biofilm” e “invasion celular” de las cepas, se observé que no existié ningun tipo

de correlacion (P-value= 0,9627).
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7. DISCUSION

Diversos estudios han demostrado que S. aureus es capaz de evadir tanto el
sistema inmune del hospedero como los tratamientos antibiéticos aplicados en las
vacas infectadas gracias a su capacidad de formar biofilm, de invadir células
epiteliales mamarias y de producir polisacaridos capsulares (Hensen et al., 2000;
Camussone & Calvihno, 2013; Boonyayatra et al., 2016; Bardiau et al., 2016). Asi
mismo, en diversos estudios se ha observado que el progreso de la infeccion
intramamaria por S. aureus hacia la cronicidad o persistencia podria estar
relacionado con la expresion de combinaciones especificas de estos factores de
virulencia (Fournier et al., 2008; Le Maréchal et al., 2011; Pereyra, 2015). Es asi
como se ha correlacionado la capacidad de formacién de biofilm de aislados de S.
aureus provenientes de vacas con mastitis con su capacidad de invasion celular y
con su genotipificacion y fenotipicacion capsular, observando que aislados cap5+
y/o PC5 poseen altas tasas de invasion celular y producen biofilm en forma
moderada o fuerte, mientras que aislados cap8+ y/o PC8 poseen bajas tasas de
invasioén celular y producen biofilm en forma débil (Bardiau et al., 2016). Por lo tanto,
en esta tesis se postula que cepas de S. aureus provenientes de vacas con mastitis
persistentes poseen mayor capacidad in vitro de formar biofilm y de invadir células
epiteliales mamarias, a diferencia de aquellas cepas de S. aureus que provienen de

vacas con mastitis transitorias.

Para el desarrollo de este estudio, 30 aislados de S. aureus fueron
preseleccionados en base al alto RCS (>200.000 CS/mL) de las muestras de leche

de donde provenian y a la persistencia o transitoriedad de la mastitis de cada vaca.

Los aislados fueron caracterizados mediante la deteccion del gen mecA por
PCR y la determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana mediante CIM y
pruebas de difusion en disco. Es importante realizar la deteccion de SARM en el
ganado vacuno lechero debido a que este tipo de cepas son de dificil cura

bacterioldgica, resistentes a una gran cantidad de familias de antibiéticos utilizados
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en la industria de la leche para el tratamiento de la MB y a la gran probabilidad de
transmision entre el ganado vacuno y las personas que trabajan directamente con
él (Schmidt et al., 2017).

Respecto a los resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
mediante la técnica de difusion en disco, los aislados fueron sensibles a todos los
antibiéticos ensayados, a excepcion del aislado 42 (proveniente de una vaca con
MT), el cual result6 ser resistente a la lincomicina. Estos resultados coinciden con
los de Pereyra (2015), quién realizé los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana
en un total de 27 cepas de S. aureus argentinas procedentes de mastitis bovinas
clinicas y subclinicas, no identificando ninguna cepa multirresistente. Por su parte,
Pellegrino et al. (2011) observaron que el 19% de las cepas de S. aureus aisladas
de leche presentaron multirresistencia y que el 36,5%, 22,2% y 20,6% presentaron
resistencia a la eritromicina, penicilina y estreptomicina respectivamente, sin
embargo, aquello no estuvo necesariamente relacionado con la prevalencia del
cuadro de mastitis bovina en los predios estudiados. En el caso de Freitas et al.
(2018), observaron que, de 30 cepas de S. aureus procedentes de dos ciudades de
Brasil, el 80% fue resistente al menos a ocho de los doce antibidticos ensayados,
mientras que el 10% de las cepas fue resistente a los doce antibioticos, observando,
por tanto, cepas multirresistentes. Es asi como queda de manifiesto la necesidad
de una vigilancia permanente de los perfiles de resistencia de cepas de S. aureus
provenientes de mastitis bovina en Chile frente a antibiéticos de uso frecuente en

medicina veterinaria, con tal de evitar la seleccion de cepas resistentes.

También se debe destacar que, si bien las pruebas de difusién en disco no
reflejan necesariamente la actividad del antimicrobiano en la glandula mamaria, si
permite orientar la seleccidn de los antibidticos mas eficaces para el tratamiento y
la prevencion de la mastitis bovina, pues contar con esta informacion y su variacion
en el tiempo es de primordial importancia para aplicar un plan de control con tal de
que este tenga altas probabilidades de éxito (Pellegrino et al., 2011).
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Los resultados de la PCR de mecA, asi como los resultados de la CIM de
oxacilina complementados con los resultados de la prueba de difusién en disco de
cefoxitina, indicaron que ninguno de los aislados poseia al gen en su genoma, lo
gue coincide con los resultados observados por Lopez-Vazques et al. (2015),
guienes observaron que sélo 4 de 85 aislados de S. aureus fueron mecA-positivos
(4,7%). En cuanto a Piccini et al. (2010), mediante un disefio de microarreglo,
analizaron el perfil genético de 33 cepas de S. aureus provenientes de once predios
lecheros. El analisis mostrd la ausencia de genes codificantes de resistencia para
todos los antibiéticos ensayados (estreptomicina, clindamicina, lincomicina,
macrolidos, estreptograminas, neomicina, estreptotricina, trimetoprim, &cido
fusidico, mupirocina y glicopeptidos), incluyendo a la meticilina, lo que coincide con

nuestros resultados.

En cuanto a la posible deteccion de cepas de SARM mediada por el
gen mecC, los resultados de las pruebas de difusion en disco de cefoxitina
indicarian que las cepas de S. aureus serian meticilino-susceptibles (SASM) a
pesar de no haber realizado pruebas de PCR para mecC.

En el afio 2011, se reporto la aparicion de una cepa de S. aureus con un
“Cassette Cromosdémico Estafilocdcico” (SCCmec) tipo XI a partir de muestras de
leche de vacas con mastitis, en el cual el gen mecA diferia un 30% del gen mecA de
los otros tipos de SCCmec respecto a su secuencia nucleotidica. Ademas, la
proteina expresada presentd solo un 63% de similitud con la “Proteina de Unién a
Penicilina 22" (PBP-2a). A este gen que codificaba para una nueva PBP-2a se lo
llam6 mecC. Si bien cepas de S. aureus mecC-positivas han sido ampliamente
relacionadas con la actividad veterinaria en animales menores y mayores y animales
silvestres, también han sido aisladas de humanos, siendo responsables de hasta el

2% de las infecciones en la poblacién (Aguayo-Reyes et al., 2018; Reynaga, 2017).

La deteccion de los genes mecA y mecC requiere de disefio de partidores

especificos para cada uno de ellos. Sin embargo, el uso de discos de cefoxitina ha
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demostrado ser eficaz, simple y econémico para la deteccion de las cepas de S.
aureus mecC-positivas al compararlo con ensayos que sélo utilizan oxacilina, al cual
se le han atribuido un gran porcentaje de falsos negativos, invalidando la utilizacién
de este Ultimo antimicrobiano como método Unico de deteccidon de estas cepas
(Aguayo-Reyes et al., 2018; Ford, 2018).

Posterior a los analisis de resistencia antimicrobiana, los aislados fueron
analizados mediante la técnica de PFGE. La PFGE ha sido aceptada como una
técnica “gold standard” altamente discriminatoria, sensible y reproducible para
distinguir cepas de S. aureus y asi determinar si un grupo de aislados corresponde
a una misma variante clonal, de esta manera es posible realizar estudios
epidemiologicos moleculares de aislados de S. aureus bovinos (McDougal et al.,
2003; Pereyra, 2015). En el presente estudio, mediante PFGE, fue posible
determinar que los aislados que provenian de una misma vaca que presento
cuadros de mastitis consecutivos durante un periodo de tiempo determinado,
resultaron ser clones entre ellos, lo cual permiti6 demostrar su persistencia en la
glandula mamaria. Asi mismo, la PFGE permitid diferenciar a estos aislados de
aguellos que fueron pesquisados so6lo una vez y que no presentaron relacion clonal
con ningun otro aislado, coincidiendo con que provenian de distintas vacas que
presentaron el cuadro de mastitis s6lo una vez durante el periodo de tiempo que
fueron muestreadas, o bien que presentaron cuadros de mastitis de manera
intermitente en ese mismo periodo, demostrando asi la transitoriedad de estos
aislados en la glandula mamaria. Por otro lado, tanto los aislados persistentes como
los transitorios fueron aislados en los mismos periodos en que las vacas de las que
provenian presentaron los cuadros de mastitis, coincidiendo entonces el cuadro
clinico con la presencia del patdégeno. Si bien se conoce que la mastitis posee una
etologia multiple, los patégenos son aislados de acuerdo con su predominancia en
la infeccion (Gomez, 2008), lo que nos hace inferir que lo mas probable es que los
cuadros de mastitis observados en este estudio fueron causados y/o bien
perpetuados por S. aureus.
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Considerando el reducido numero de localidades desde la que se obtuvieron
las muestras de leche (dos predios totales, uno ubicado en la zona centro del pais
y otro ubicado en la zona sur) y el alto nimero de pulsotipos distintos (quince) de S.
aureus, se pudo constatar una alta heterogeneidad genética entre los aislados. Sin
embargo, no todos los pulsotipos cumplian con los estrictos criterios de inclusion de
este estudio respecto a lo que se consider6 como una cepa persistente y una
transitoria por lo que finalmente fueron seleccionados ocho pulsotipos para la
realizacion de este estudio, 4 provenientes de vacas con MT y 4 provenientes de

vacas con MP.

Estudios previos han demostrado que la asociacion entre genotipos y
factores de virulencia de S. aureus favoreceria la persistencia de las infecciones
mamarias, asi como también que cepas de S. aureus que causan infecciones
persistentes difieren de las que causan infecciones transitorias (Haveri et al., 2007;
Piccini et al., 2010; Bardiau et al., 2016). Haveri et al. (2007) sugirieron que genes
de virulencia son representativos en cepas de S. aureus aislados principalmente de
mastitis bovinas persistentes, y que su presencia pareciera estar relacionada con el
tipo clonal. Por otro lado, Bardiau et al. (2016) confirmaron la existencia de dos
grupos de S. aureus provenientes de vacas con mastitis, basados en su tipificacion
capsular, sobrevivencia intracelular y tipificaciéon segun el gen agr, observando que
cepas cap8-positivas pertenecen al grupo ll-agr y muestran una baja tasa de
invasion, mientras que cepas cap5-positivas pertenecen al grupo l-agr y muestran
una alta tasa de invasion. Es asi como en el presente estudio se observaron
diferencias entre cepas de S. aureus que provenian de MB persistentes y de MB
transitorias, tanto en su perfil genético (genes capsulares cap5 y cap8) como en

ensayos de funcionalidad in vitro (cantidad de biofilm formado).
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CAPACIDAD DE PERSISTENCIA DE CEPAS DE S. aureus EN LA GLANDULA
MAMARIA BOVINA SEGUN SU PERFIL cap

Los PC le confieren a S. aureus resistencia a la fagocitosis, lo que permite
mayor sobrevivencia de la bacteria y, por lo tanto, mayores posibilidades de
diseminacién. Ademas de conferir resistencia a la fagocitosis, la importancia de los
PC radica en que entre el 94-100% de cepas de S. aureus aisladas de vacas con

mastitis son capsuladas.

La deteccién de los genes cap5 y cap8 mediante PCR reveld que 62,5% de
las cepas de S. aureus (4 cepas MP y 1 cepa MT) poseia al gen cap5 en su genoma,
el resto de las cepas MT (37,5%) fueron clasificadas como “no tipificables”. Si bien
el namero de cepas incluidas en este estudio es pequefo, los resultados coinciden
con una gran variedad de otras investigaciones realizadas en diversas partes del
mundo (Guidry et al.,, 1998; O'Riordan & Lee, 2004; Gogoi-Tiwari et al., 2013,
Salimena et al., 2016), donde se observé una mayor prevalencia del gen cap5 en
comparacion a los otros genes cap en cepas de S. aureus provenientes de mastitis
bovina. Es asi como Bardiau et al. (2016) observaron una mayor prevalencia del
gen cap5 en cepas de S. aureus provenientes de mastitis bovina. Al analizar el
genoma de ambos grupos, los investigadores sugieren que las cepas “cap5 del
grupo l-agr” estarian mejor adaptadas a vivir en ambientes hostiles en comparacion
a las cepas “cap8 del grupo ll-agr”, lo que facilitaria su diseminacién y consecuente
persistencia en la glandula mamaria. Estos antecedentes coinciden con los
resultados de este estudio, donde el 100% de las cepas provenientes de vacas con
MP (y, por lo tanto, con las mayores capacidades de persistencia en la glandula

mamaria) codificaban para al gen capb.

En cuanto a las cepas de S. aureus “no tipificables”, los datos reportados por
distintos autores son diversos, ya que los porcentajes de este tipo de cepas varian
desde un 53,3% (Reinoso et al., 2008), 36% (Camussone et al., 2012) y 14,82%

(Pereyra, 2015). En nuestro estudio, al igual que lo observado por Camussone et

59



al. (2012), el 37,5% de las cepas de S. aureus fueron “no tipificables”, existiendo

entonces la posibilidad de que sean capl-positivos 0 cap2-positivos.

CAPACIDAD DE PRODUCCION DE BIOFILM DE CEPAS DE S. aureus

La estructura de biofilm ofrece a S. aureus ventajas adaptativas como barrera
fisioldégica de proteccion frente a la respuesta inmune del hospedero y a las terapias
antimicrobianas, lo que le permite establecerse como fuente continua de infeccion

y contaminacion en la glandula mamaria.

Es asi como en este estudio se identificaron mediante PCR los genes bap y
aquellos que forman parte del operon icaADBC con tal de poder relacionar su
presencia en el genoma de las cepas de S. aureus con su capacidad de formacion
de biofilm. Se observo que las 8 cepas de este estudio poseian tanto a los genes

del operdén icaADBC como al gen bap en su genoma, independiente de su origen.

Respecto a los genes que forman parte del operén icaADBC, son diversos
los estudios que coinciden con nuestros resultados, donde se ha observado que el
100% de las cepas de S. aureus que provienen de mastitis bovina codifican para
estos genes, independiente de si las mastitis son clinicas o subclinicas (Szweda et
al.,, 2012; Pereyra, 2015). También, altas frecuencias de los genes del operén
icaADBC han sido reportadas por otros estudios en cepas de S. aureus
provenientes de mastitis bovina, como en el estudio realizado por Khoramian et al.

(2015), quienes detectaron los genes icaA e icaD en el 91,1% de las cepas.

Respecto al gen bap, este fue detectado en el genoma de las 8 cepas de S.
aureus de nuestro estudio (100%), lo que difiere de otras investigaciones donde no
se detecto el gen (Szweda et al., 2012; Tang et al., 2013; Khoramian et al., 2015) o
bien, donde se detecté con muy baja frecuencia (2,5%) (Darwish & Asfour, 2013).
El uso de partidores disefiados especificamente para la tesis de Zudiga (2016)

debido al nulo reconocimiento del gen bap por parte de los partidores publicados
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por otros autores en el analisis in silico (BLAST), podria explicar la alta deteccién de

bap en esta oportunidad.

Si bien nuestros resultados respecto a la presencia del gen bap no
concuerdan con los de una gran variedad de investigadores, los antecedentes
indican que bap es capaz de mediar un mecanismo de formacion de biofilm
alternativo al mecanismo regular dependiente del operén icaADBC (Cucarella et al.,
2004; Tormo et al., 2005; Lasa & Penadés, 2006), y que cepas bap-positivas
aumentan significativamente la capacidad de los microorganismos para colonizar y
persistir en la glandula mamaria bovina en estudios in vivo (Cucarella et al., 2004;
Tormo et al., 2005). Ademas, diversos investigadores han observado que animales
naturalmente infectados con cepas de S. aureus bap-positivas presentan un menor
recuento de células somaticas en la leche, lo que implica una menor inflamacién en
la glandula mamaria y, por lo tanto, una mayor capacidad de colonizacion de los
microorganismos, lo que se asociaria con la persistencia de estas infecciones en un
hospedero inmunocompetente (Cucarella et al., 2004; Thurlow et al., 2011). Debido
a esta razon, en este estudio se esperaba que las cepas de S. aureus procedentes
de vacas con MP presentaran mayores porcentajes de prevalencia del gen bap en
comparacion con las cepas procedentes de vacas con MT, a pesar del niumero
pequefio de cepas incluidas en este estudio. En este aspecto, nuestros resultados
dejan abierta la posibilidad de que el gen bap haya sido sub-detectado en
investigaciones anteriores y que, en cambio, posea una gran prevalencia en cepas
de S. aureus provenientes de mastitis bovina, pues en los estudios realizados por
Szweda et al. (2012), Tang et al. (2013) y Khoramian et al. (2015) (entre otros), las
cepas de S. aureus poseian una gran capacidad de formacién de biofilm a pesar de
ser cepas bap-negativas, lo que no concordaria con lo observado por Cucarella et
al. (2004), Tormo et al. (2005) y Lasa & Penadés (2006), quienes observaron que la
alteracion del locus ica en una cepa bap-positiva no tuvo efecto en la formacion in
vitro de biofilm; sin embargo, al mutar el gen bap, se observé una reduccién en la
formacioén de biofilm (Lasa & Penadés, 2006). Por otro lado, en un estudio realizado

en Brasil donde se evaluaron 50 cepas de S. aureus obtenidas de leches mastiticas,
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se observoé que el 80% de ellas eran capaces de producir biofilm in vitro a pesar de
gue so6lo un 12 y un 14% presento los genes icaA e icaD respectivamente. Por lo
tanto, los mismos autores de ese estudio propusieron que dicho resultado podria
deberse a la coexistencia de otros mecanismos de produccién de biofiim en S.
aureus (Coelho et al., 2011). En este sentido, consideramos que el diseiio de
mutantes y ensayos de expresion génica podrian incrementar los conocimientos

gue se tiene acerca del rol de bap en la formacién de biofilm.

Respecto a la capacidad in vitro de formacion de biofilm en microplaca, en
este estudio se realizaron dichos ensayos utilizando medio de cultivo suplementado
con lactosa (4,8%). Desde su desarrollo, la prueba de la placa de microtitulacion de
96 pocillos ha sido el ensayo mas frecuentemente utilizado para la evaluacion
cuantitativa de la capacidad de formacién de biofilm bacteriano, realizandose
generalmente en condiciones que rara vez se encuentran presentes en un modelo
in vivo, por lo que los resultados pueden no reflejar la verdadera capacidad de
formacion de biofilm de los aislados, pues la mayoria de los ensayos de formacién
de biofilm se realizan con medios de cultivo estandar que no se correlacionan con
los constituyentes de la leche (Snel et al., 2014). Seixas et al. (2015) observaron
gue la produccién de biofilm en algunos aislados de S. aureus aumentaba al imitar
las condiciones naturales de la ubre, lo cual fue comprobado al utilizar leche como
medio de cultivo, demostrando ser un factor que aumentaba la formacion de biofilm.
Xue et al. (2014) demostraron que tanto el uso de leche como medio de cultivo como
también la adicion de lactosa en diversas concentraciones aumento la capacidad de
produccion de biofilm de dos aislados totales de S. aureus, estando en ambos casos
involucrado el aumento de produccién de PIA.

Es asi como en este estudio se observo que las 8 cepas de S. aureus (100%)
fueron capaces de formar biofilm, lo que era de esperar ya que todas poseian los
genes del operdn icaADBC y al gen bap en su genoma. Estos resultados coinciden
con lo descrito por Cucarella et al. (2004), quienes observaron que el 100% de

cepas de S. aureus ica-positivas y bap-positivas fueron capaces de formar biofilm
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mediante la metodologia de microplaca. Son variados los autores que han
observado que los resultados obtenidos mediante microplaca y posterior lectura por
espectrofotometria son los mas objetivos, precisos y reproducibles (Mathur et al.,
2006; Szweda et al., 2012).

En este estudio ademas se observd que, de las 8 cepas de S. aureus, 6
formaron biofilm de manera fuerte y 2 formaron biofilm de manera moderada; estas
ultimas fueron cepas que provenian de vacas con MT. Los biofilms ofrecen a los
microorganismos ventajas adaptativas como barrera fisioldégica de proteccién frente
a la respuesta inmune del hospedero y a las terapias antimicrobianas. Es asi como
muchos autores han probado que, en el caso de mastitis bovina causada por S.
aureus, su capacidad de producir biofilm es la razon mas importante para el poco
éxito en la erradicacién de la infeccién, con su consecuente persistencia en la
glandula mamaria (Szweda et al., 2012). Por lo tanto, en este estudio se esperaba
gue cepas provenientes de vacas con MP presentaran mayor capacidad de

formacion de biofilm que aquellas provenientes de vacas con MT.

Respecto a la cantidad de biofilm producido, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo de cepas que provenian de vacas con
MP y el grupo de cepas que provenian de vacas con MT (T-test; P-value = 0,04705):
las cepas provenientes de vacas con MP formaron mas cantidad de biofilm que las
cepas provenientes de MT, lo que coinciden con lo reportado por Salimena et al.
(2016), quienes observaron que cepas de S. aureus cap5-positivas y con mayor
capacidad de persistencia en la glandula mamaria, eran capaces de producir mas
biofilm en comparacion a cepas de S. aureus cap5-negativas.

En cuanto a los genes del operdn icaADBC y al gen bap, su presencia en el
genoma de las cepas no puede explicar la diferencia en la produccion de biofilm que
existe entre ambos grupos, dejando de manifiesto la necesidad de determinar los
niveles de expresion de estos genes y/o de evaluar mecanismos alternativos de

formacion de biofilm.
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CAPACIDAD DE INVASION CELULAR DE CEPAS DE S. aureus

Clasicamente, Staphylococcus spp. habian sido considerados como
patdgenos extracelulares, sin embargo, hoy en dia esta ampliamente aceptado que
cepas de S. aureus poseen la capacidad de internalizarse en las células de un

hospedero, ya sea este humano o bovino.

Pese a que existe una gran variedad de MSCRAMMs, aquellas
fundamentales para la adhesion y consecuente invasion de células epiteliales
mamarias son las FnbPs, pues la patogénesis de la mastitis bovina estaria
relacionada esencialmente con la sintesis de dichas proteinas. Las FnbPs son
consideradas como mediadores para el proceso de formacién de biofilm y también
participan en el proceso de invasion celular, lo que ha sido observado en una gran

cantidad de estudios.

En este estudio, las 8 cepas de S. aureus codificaron para ambos genes fnbs
en su genoma, lo que coincide con los datos reportados por Pereyra (2015), quien
identificé a los genes fnbA y fnbB en el 96,3% y 97,5% de cepas de S. aureus

respectivamente, independiente si el origen de estas era MB clinica o subclinica.

Se postula que aparentemente no existen diferencias en la capacidad de
union a fibronectina entre las cepas de S. aureus que portan uno o ambos genes,
sin embargo, un estudio que analizé una gran coleccién de aislados de S. aureus
desde pacientes humanos infectados, indicdé que cepas de S. aureus asociadas a
enfermedades invasivas tenian mayores posibilidades de poseer ambos genes
(Peacock et al., 2000). Asi mismo, en un estudio realizado por Shinji et al. (2011) se
observo que, si bien la proteina FNBA fue mas importante para las infecciones en
ensayos in vitro e in vivo, la cooperacion entre FnBPA y FnBPB fue indispensable
para la induccion de infecciones severas en roedores, que resulté en una mortalidad

total por sepsis. De manera complementaria, se ha observado que en los estudios
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donde se han utilizado cepas mutantes de los genes fnbA y fnbB, la eficiencia en la
invasion de células MAC-T se redujo en mas del 95% respecto a cepas silvestres
debido a la reduccién de la adhesion, a pesar de que S. aureus posee la capacidad

de codificar para otras adhesinas (Dziewanowska et al., 1999).

Por lo tanto, en nuestro estudio se esperaba que existieran diferencias en la
frecuencia de deteccion de ambos genes entre las cepas provenientes de vacas con
MP y las cepas provenientes de vacas con MT, con una consecuente diferencia en
sus capacidades in vitro de invasién celular. Sin embargo, dichas diferencias no
fueron observadas entre los grupos de cepas provenientes de MP y las cepas
provenientes de MT (T-test, P-value>0,05). Ademas, la capacidad in vitro de
invasion celular de las cepas durante las dos horas de ensayo fue baja (menor a 6
Logl0 UFC recuperadas/mL), a pesar de la presencia de ambos genes en el
genoma de las cepas, lo que podria ser explicado por la presencia del gen bap. Los
resultados de Valle et al. (2012) sugirieron que Bap promueve la adhesion
intercelular, pero evita la entrada de S. aureus en las células epiteliales ya que se
identificd una union directa entre la proteina Bap y una proteina chaperona de las
células del hospedero, la Gp96/GRP94/Hsp90. La interaccion de Bap con Gp96
provocé una reduccion significativa en la capacidad de S. aureus para invadir
células epiteliales al interferir con la via de las FnBPs. De acuerdo con estos
resultados, las cepas deficientes de Bap tuvieron una mayor capacidad para invadir
células epiteliales en un modelo de mastitis en roedores lactantes. Por lo tanto,
componentes de la matriz del biofilm podrian influir en la capacidad de cepas de S.

aureus para invadir células epiteliales.

En cuanto al proceso de adhesion celular de S. aureus, experimentalmente
esta capacidad se evallua mediante el conteo de UFC adheridas a células/mL, previo
contacto de una cantidad determinada de bacterias/células eucariontes por un
tiempo definido, y con el posterior lavado de los pocillos con PBS para la eliminaciéon
de las bacterias no adheridas; las células con las bacterias adheridas son

despegadas de los pocillos con solucién de tripsina.
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En el presente estudio no se evaluo la capacidad de adhesion de las cepas
de S. aureus, sin embargo, otros estudios han observado que 100% de los aislados
de S. aureus se adhiere a células epiteliales mamarias bovinas (CEMB) (Castilho et
al., 2017), pues es sabido que es necesario que se produzca el proceso de adhesiéon
celular para que la bacteria pueda llevar a cabo el proceso de invasion. Castilho et
al. (2017) observaron que dos de sus aislados de S. aureus (ambos bap-positivos)
presentaron los mayores porcentajes de adhesion celular respecto a otras cepas
ensayadas, aunque sus porcentajes de invasion fueron los mas bajos. Por lo tanto,
segun lo observado por Valle et al. (2012) respecto al gen bap, Castilho et al.
podrian haber asociado los bajos porcentajes de invasion celular con la presencia
de este gen. Sin embargo, otros aislados presentaron porcentajes de invasion del
85% a pesar de poseer el gen bap en su genoma, lo que sugiere que la habilidad
de bap para disminuir la capacidad de invasion celular de cepas de S. aureus puede
depender de su interaccidon con otros factores genéticos. Por otro lado, Castilho et
al. observaron que sus dos aislados bap-positivos presentaron los mayores
porcentajes de adhesion celular y los menores porcentajes de invasion, ademas de
haber sido los que formaron mas biofilm, demostrando que el proceso de adhesion
celular y de formacion de biofilm estan estrechamente relacionados. Esto
concordaria con nuestros resultados los cuales, si bien no poseen una correlacion,
indican que la cepa que mas formé biofilm fue una de las que presenté menor
capacidad de invasion celular (cepa 5) y viceversa (cepa 37). Respecto a la cepa
45, esta presentd tanto la menor capacidad de formacién de biofilm como de
invasion celular, lo que hace inferir que no poseia una buena capacidad de adhesion
a pesar de haber poseido los genes bap, fnbA y fnbB en su genoma.
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8. CONCLUSIONES

e Las cuatro cepas de S. aureus obtenidas de vacas con mastitis persistentes
se diferencian de las cuatro cepas obtenidas de vacas con mastitis
transitorias en su genotipificacion capsular (presencia de gen cap5 en el

genoma) y por presentar una mayor capacidad de formar biofilm fuerte.

e Las ocho cepas de S. aureus presentaron una capacidad de invasion
equivalente que resulté ser independiente de la manifestacion de la mastitis

desde donde fueron aisladas (mastitis persistente o mastitis transitoria).

e Cepas especificas de S. aureus (mismo perfil genético o pulsotipo) pueden
mantenerse hasta por un minimo de cuatro meses en la glandula mamaria

de vacas con mastitis persistentes.

e La susceptibilidad a los antibiéticos y la presencia de genes asociados a la
formacion de biofilm e invasion celular en las cepas de S. aureus fue
independiente de la manifestacion de la mastitis desde donde fueron aisladas

(mastitis persistente o mastitis transitoria).

e La capacidad in vitro de formacion de biofilm de las ocho cepas de S. aureus
resultd ser independiente de su capacidad in vitro de invasion en células
MAC-T.

e Laresistencia a la meticilina no fue un problema detectado en las cepas de
S. aureus de este estudio.
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9. PROYECCIONES

El aumento del tamafio de la muestra (cepas de S. aureus provenientes de
vacas con mastitis persistentes y transitorias) permitira obtener un analisis
MAs representativo respecto a la genaotipificacion capsular, a la capacidad de
formacion de biofilm y a la capacidad de invasion celular de cepas de S.
aureus.

La determinacion de los niveles de expresion de los genes involucrados en
la formacion de biofilm conducira a explicar la falta de asociacion entre la
presencia de estos y las diferencias entre las cepas de S. aureus estudiadas

respecto a su capacidad in vitro de formacién de biofilm.
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