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RESUMEN

Un total de 79 cepas de S. aureus y 47 cepas de Staphylococcus coagulasa negativa (SCN)
aislados de muestras de leche de vaca con mastitis subclinica fueron evaluadas para establecer su
propiedad para formar biopelicula como uno de los factores de virulencia mas importantes. Usando
el método de Rojo Congo Agar, 80% de las cepas de S. aureus fueron productores de limo, mientras
que en las cepas de SCN el porcentaje fue de 32%. Por el método de microplaca, 55%, 17% y 28%
de los aislamientos de S. aureus fueron fuerte, moderadas y débiles productoras de biopelicula,
mientras en los SCN el porcentaje fue 43%, 17% y 40%, respectivamente. Se realiz6 un ensayo de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) a todos los aislamientos con la finalidad de identificar
el gen A de adhesion intracelular (icaA). En las cepas de S. aureus el gen icaA estuvo presente en el
65% de los aislamientos, y en los SCN en el 11%. La mayoria de las cepas de S. aureus caracterizados
en el estudio fueron formadores de biopelicula, lo cual sugiere que est4 tiene un importante papel en
la virulencia de S. aureus aislados de infecciones intramamarias en bovinos del estado Zulia.

Palabras clave: Mastitis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulasa negativa,
biopelicula, limo, gen icaA
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ABSTRACT

A total of 79 S. aureus strains and 47 coagulase negative Staphylococcus (CNS) isolates from
cow milk suffering subclinical mastitis were investigated for their ability to form biofilm as one
of the most important virulence factors. Using Congo Red Agar method, 80% of S. aureus strains
were slime producers, while in CNS was 32%. By microtiter plate method, 55%, 17%, and 28% of S.
aureus isolates were strong, moderate, and weak biofilm producers, respectively, while in CNS the
percentages were 43%, 17%, and 40%, respectively. All isolates were screened by Polymerase chain
reaction (PCR) for amplification of intercellular adhesion gene A (icaA). In S. aureus isolates the
icaA gene was present in 65 % while in CNS was 11%. The majority of S. aureus characterized in this
study formed biofilm, which suggests that biofilm formation has an important role in the virulence
of S. aureus isolated from bovine intramammary infections in Zulia state.

Keywords: Mastitis, Staphylococcus aureus, coagulase-negative Staphylococcus, biofilm,

slime, icaA gene.

INTRODUCCION

La mastitis bovina ocasionada por
Staphylococcus aureus 'y Staphylococcus
coagulasa negativa (SCN) sigue siendo un
problema importante para los productores de
leche a nivel mundial (1). En Venezuela, S. aureus
es el principal agente causal de la mastitis bovina,
ocasionando, principalmente, una mastitis de
tipo subclinica (2 - 4).

Una caracteristica relevante de la mastitis
subclinica es que no hay signos clinicos de la
enfermedad y la leche aparentemente, no se
encuentra alterada (5) pasando desapercibida
si no se emplean métodos para su diagndstico
a nivel de campo y en el laboratorio (6). Dentro
de los efectos negativos que ocasiona la mastitis
subclinica al productor se encuentran; la
reduccion en la produccion de la leche, el nimero
de animales afectados por unidad de produccion
es mayor en comparacion con los casos de
mastitis clinica, y ademaés los casos subclinicos
se convierten en reservorios de microorganismos
que conducen a la transmisioén de la infeccion
a otros animales, persistiendo la enfermedad
dentro del rebano (5).

La patogénesis de Staphylococcus en
la mastitis es atribuida a la combinacion de
factores extracelulares, capacidad de adherencia
y formaciéon de biopelicula. La biopelicula se
considera responsable de las infecciones cronicas
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y/opersistentes,debidoaquefacilitalaadherencia
y la colonizacion de Staphylococcus al epitelio de
la glandula mamaria, también contribuye a la
evasion de las defensas inmunologicas, ademas
ayuda a la bacteria a sobrevivir en condiciones
ambientales hostiles dentro del hospedador.
Adicionalmente, protege a la bacteria de la accion
de los agentes antimicrobianos (7).

Si bien, en algunos estudios la formacion
de limo es considerada como produccion de
biopelicula (7-10), otros investigadores se
refieren a estos dos términos como propiedades
diferentes que describen fenémenos distintos
(11-13), y es de esta manera como la hemos
considerado en este estudio.

Labiopeliculaesunacomunidad bacteriana
englobada en una matriz de exopolisacaridos
producida por las bacterias y adheridas a una
superficie viva o inerte (14), su composicion es
compleja, no solo presenta exopolisacaridos,
también forman parte de su estructura,
proteinas bacterianas y ADN extracelular
(11). Por el contrario, el limo es una sustancia
polimérica extracelular conocido también como
polisacarido intracelular adhesina (PIA), el cual
es producido durante el proceso de maduraciéon
de la biopelicula, su papel fundamental es el
mantenimiento de la adhesion entre las células
y actia como barrera protectora contra el
sistema inmunitario del hospedador (11,15).
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Diversos estudios han sido reportados
en diferentes regiones del mundo relacionados
con la produccion de biopelicula por S. aureus
y SCN que causan mastitis (1, 11, 12, 16-18).
En Venezuela, sin embargo, la capacidad de
produccion de biopelicula y limo por S. aureusy
SCN aislados de mastitis no ha sido investigada.
El objetivo de este estudio fue determinar por
meétodos fenotipicos y genotipicos la capacidad
de formacioén de biopelicula y limo producidos
por cepas de S. aureus y SCN aislados de
mastitis subclinica bovina en el estado Zulia.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas

Se estudiaron un total de 126 cepas de
Staphylococcus, 79 S. aureus y 47 SCN. Estas
cepas fueron aisladas en estudios previos por
Valero y cols. (4, 19), el aislamiento se realizo
en leche de cuartos mamarios de bovinos con
mastitis subclinica pertenecientes a 12 fincas
del estado Zulia. La recoleccion de las muestras
se realiz6 durante los afios 2006 al 2009. Las
cepas se mantuvieron criopreservadas en caldo
soya tripticasa (CST) (HiMedia Laboratories,
India) con glicerol (20% v/v) a -20°C en
el Laboratorio de Bacteriologia Clinica de
la Escuela de Bioanélisis de la Facultad de
Medicina de la Universidad del Zulia.

Produccion de Limo

La capacidad de produccion de limo fue
estudiada utilizando el medio de rojo Congo
agar (RCA) desarrollado por Freeman y cols.
(20). Para sembrar el RCA, las cepas debieron
crecer previamente en CST glucosado al 0,25%
durante toda la noche a 37°C. Luego de la
inoculacion en el medio de RCA, las placas se
incubaron en una estufa (Fanem® 002CB, Sao
Paulo-Brasil) por 24 a 48 horas a 36 + 2°C. Se
consideraron como colonias tipicas productoras
de limo, aquellas que mostraron rugosidad y
coloracion negra.

Produccion de biopelicula

La propiedad de las cepas para
formar biopelicula fue evaluada siguiendo la
metodologia de Christensen y cols. (21). Cada
cepa se inocul6 por triplicado en los pozos de
placas de microtitulacion (Becton Dickinson
Labware, EUA), como control negativo y de
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esterilidad, se utilizo6 caldo soya tripticasa
(CST) glucosado sin inocular y como control de
adhesion positivo la cepa ATCC 25923%.

Para la cuantificaciéon de adhesion, las
placas se llevaron a un lector de ELISA (Biorad,
modelo 680) para medir la densidad optica a
una longitud de onda de 630 nm (DO,, ). Los
valores promedios de DO,  obtenidos de cada
cepa se considerd como el indice de adhesién
bacteriana a la superficie de cada pozo al
producir biofilm, cuyos valores previamente se
corrigieron al restarles el promedio de la DO,
obtenidas en los pozos controles no inoculados.

Para cuantificar el poder de adhesion
y formaciéon de biofilm sobre las microplacas
se sigui6é lo propuesto por Manijeh y cols.
(22): En los supuestos casos donde se cumplid
que: «DO. < DO, la cepa se consider6 como
no productora de biopelicula. +DO, < DO,
< 2(DO,) se consider6 débil productora de
biopelicula. +2(DO) < DO630 < 3(DO) se
consider6 la cepa como moderada productora
de biopelicula. « 3(DO ) < DO, se considero la
cepa como fuerte productora de biopelicula. En
base a los supuestos antes descritos las cepas
se clasificaron como: Cepa no productora de
biopelicula: cepas con valores de absorbancia <
a 0,068; -Cepa débil productora de biopelicula:
cepas con valores entre 0,069 — 0,121; -Cepa
moderadamente productora de biopelicula:
cepas con valores entre 0,122 — 0,162; y Cepa
fuerte productora de biopelicula: cepas con
valores > 0.163.

Extraccion de ADN y deteccion del gen
icaA

La extraccion del ADN bacteriano se
realiz6 utilizando el método de ebullicion la
cual fue descrita previamente (19). Para la
PCR se utilizé un par de cebadores especificos
para amplificar el gen icaA (icaA-F3’-
GGTAGGTAAAGAAATTGCAAT-5" e icaA-
R3"-AGCGTTGGGTATTCCCTCTGTCT-5")
Kiem y cols. (23). Las reacciones de PCR se
llevaron a cabo en un volumen total de 25
uL conteniendo: 2.5 mM MgCl; Cebadores
sentido y antisentido: 0.2 uM; Buffer Taq
hasta 1X; mezcla de dNTPs (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP): 0,2 mM; 1 uL del ADN extraido
y previamente diluido con agua libre de ADNsa
y RNAsa en proporcién 1:10 y Taq polimerasa
1,25 U. Las amplificaciones se realizaron en un
termociclador (Aplied Biosystem, Modelo PCR
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2720, USA) bajo las siguientes condiciones:
Desnaturalizacion previa del ADN a 94°C por 5
min., seguido de 30 ciclos de amplificacion, cuyo
programa incluia: Desnatrualizacion: a 94°C
por 30 seg., alineamiento de cebadores: a 55°C
por 1 min., extension: a 72°C por 1.5 minutos,
finalmente se hizo una extension final a 72°C
por 7 minutos. La separacion y observacion
de los productos de PCR se realizaron segin
especificaciones de Ausubel y cols. (24), por
electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % p/v, en
una camara horizontal con buffer TBE sometida
a 103 voltios (95 + 2 miliamperios) durante 1
hora. Finalizada la corrida, los geles fueron
observados en presencia de luz U.V sobre un
transiluminador UVP Chromato — VUE modelo
TM-36 de 115 voltios, 60Hz y capacidad de 1,2
amperios, y fotografiado con una caAmara digital
(Easy Share, Kodak). El tamafio delos productos
de PCR del gen icaA (~1.2 kb.) se determinaron
seglin sus migraciones en los geles de agarosa y
comparadas con la migracién de las bandas de
ADN estandar del marcador de peso molecular
A/Hind III (Promega ®, EUA).

ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Se utilizd estadistica descriptiva para
determinarlos porcentajes de cepas productoras
de limo, biopelicula y presencia de gen icaA.
La prueba de chi-cuadrado fue aplicada para
determinar diferencias entre el tipo de cepa y
la producciéon de limo, biopelicula y presencia
de gen icaA. Se hizo una comparacion de media
de las absorbancias de cada cepa mediante
el T-students, con los datos obtenidos con un
nivel de confianza del 99%. Todos los analisis
estadisticos se llevaron a cabo en el programa
Statgraphics plus version 5.1.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestran los resultados
obtenidos de producciéon de limo, biopelicula
y presencia del gen icaA. Al ser evaluada sobre
el RCA la capacidad de produccion de limo,
se encontr6 que el 62% de los aislamientos
(78/126) mostraron los fenotipos caracteristicos
de cepas formadoras de limo, la cual se pudo
evidenciar mediante la aparicion de colonias
negras rugosas sobre el medio de RCA
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suplementado con glucosa, la no producciéon
se observo en el 38% (48/126) mediante la
formacion de colonias de color rojo. Las cepas
de S. aureus fueron mas productoras de limo
(80%; 63/79) al compararse con las cepas de
SCN (32%; 15/47), estos resultados fueron
significativamente diferentes (P<0,01).

Mediante el método de adhesion a
microplacas de poliestireno se observo la
produccion de biopelicula basado en la cantidad
de cristal violeta que se uni6 a la biopelicula.
En la Tabla 1 se puede apreciar que el 85%
(107/126) del total de las cepas analizadas
de Staphylococcus spp. fueron formadores
de biopelicula. De las 79 cepas de S. aureus
evaluadas, 72 (91%) resultaron productoras,
mientras que de las 47 cepas de SCN 35 (74%)
fueron las formadoras de biopelicula, estos
resultados fueron significativamente diferentes
(P< 0,01), la diferencia también se evidencid
cuando se compar6 el valor medio de la
absorbancia a una densidad 6ptica de 630 nm.
(DOégonm), S. aureus presentd el valor medio
mas alto (0,277) en comparacion con las cepas
de SCN (0,144) (P<0,01).

En las cepas de S. aureus formadoras de
biopelicula, el 55% (40/72) fueron catalogadas
como fuertes productoras, mientras que el 17y
28% se clasificaron como moderadas y débiles,
respectivamente. En el caso de los SCN el 43%
(15/35) se ubicaron como fuerte formadoras,
el 17% como moderadas y el 40% de las cepas
formaron una estructura débil (Tabla 1).

En forma simultinea se observd la
produccion de biofilm y limo en el 81%
(58/72) de los aislamientos de S. aureus,
contrariamente a lo expresado por los SCN, en
este grupo de especies el mayor porcentaje de
cepas formadoras de biofilm se caracterizaron
por no producir limo (60%, 21/35) (Tabla 2).

En cuanto al marcador molecular
determinadoelgenicaA (Figura1),fuedetectado
en el 44% (56/126) del total de las cepas, siendo
maés observado en S. aureus (65%, 51/79), que
en SCN donde el gen estuvo presente solo en 5
cepas (11%) (P<0,01) (Tabla 1). En la Tabla 2 se
puede apreciar que, en el 67% de las cepas de S.
aureus que fueron productoras de biopelicula
el gen icaA estaba presente, mientras que, en
el caso de los SCN, el gen icaA se amplifico solo
el 14% de las cepas productoras de biopelicula.
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Tabla 1. Resultados de la produccion de limo, biopelicula, tipo de biopelicula formado y

amplificacion del gen icaA en aislamientos de S. aureus y SCN de vacas con mastitis
subclinica

Clasificacion cepas Productoras de

Limo” Biopelicula® Biopelicula® icaA”
Especies (N°) = i
Productor No Productor Productor N Abs® Fuerte Moderada Débil Presencia Ausencia
Productor
S. aureus (79) 63 (80)* 16 (20) 72 (91)* 7(9) 0,277* 40/72 (55) 12/72 (17) 20/72 (28) 51(65) 28 (35)
SCN (47) 15 (32)° 32 (68) 35 (74)° 12 (25) 0,144 15/35 (43) 6/35(17) 14/35 (40) 5@’ 42 (89)
Total (126) 78 (62) 48 (38) 107 (85) 19 (15) 0,227 55/107 (51) 18/107 (17)  34/107(32) 56 (44) 70 (56)

2P superindices diferentes en la misma columna difieren significativamente (P<0,01); “Absorbancia; ™ Entre paréntesis valores
correspondientes a los porcentajes que representan

Tabla 2. Produccién de limo y presencia de icaA en las cepas de S.
aureus y SCN productoras de biopelicula

Cepas productoras Limo N°(%) 1caA N°(%)
Biopelicula (N°) Productoras No Productoras Presente Ausente
S. aureus (72) 58 (81) 14 (19) 48 (67) 24 (33)
SCN (35) 14 (40) 21 (60) 504) 30 (86)
DISCUSION quienes incluso obtuvieron resultados idénticos

Al utilizar el RCA como método de
deteccion de limo en S. aureus y SCN aislados
de mastitis subclinica, los resultados reportados
difieren entre autores. Para S. aureus la
produccién de limo oscila entre 11y 91% (7, 9,
25-28), en el caso de SCN varia de 14,1a 29,5%,
(1, 12). Las discrepancias reportadas pueden
estar relacionadas con el hecho de que el RCA
es un método que se basa en una evaluacion
subjetiva cromatica, donde la variacion del
color rojo a negro en las colonias es progresivo,
pudiendo resultar algunas veces dificil para el
investigador clasificar correctamente la cepa de
acuerdo a la morfologia colonial (29).

Las cepas de S. aureus resultaron
ser mayores productoras de limo (80%) que
las de SCN (32%), este hallazgo concuerda
con lo reportado por Darwish y Asfour, (1).
Lamentablemente, no fue posible realizar
la identificacibn a nivel de especies de
Staphylococcus coagulasa negativa y es
importante destacarlo debido a que, se han
observado diferencias en la producciéon de
limo entre especies de SCN (12), siendo S.
epidermidis la especie que tiende a ser mas
productora, asi lo observo Oliveira y cols. (27)

de produccion de limo en S. aureus (37,5%) y S.
epidermidis (37,5%) implicados como agentes
causales de mastitis bovina, concluyendo los
autores que la producciéon de limo era comun
en ambas especies.
La mayoria de los aislamientos de
S. aureus (91%) y SCN (74%) resultaron
ser formadoras de biopelicula. Resultados
similares a los expresados por Milanov y cols.
(26) (100%) y Fabres-Klein y cols. (11) (87,5%)
en S. aureus asociados a mastitis subclinica.
Para SCN mastitogénicos, Tremblay y cols.
(18) reportaron un 85,1% de positividad en
la prueba de biopelicula. Cabe resaltar que,
las cepas de S. aureus fueron principalmente
fuerte productoras de Dbiopelicula, en
concordancia con lo observado por Darwish
y Asfour (1) y da Costa y cols. (30). De igual
forma, los SCN también se caracterizaron por
ser fuertes productores de biopelicula. Usando
un ensayo similar, Tremblay y cols. (18) y da
Costa y cols. (30) observaron lo opuesto: la
mayoria de los aislamientos de SCN asociados a
mastitis subclinica fueron débil productores de
biopelicula.
Varios estudios, han senalado que las
cepas productoras de biopelicula son mas
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virulentas que las cepas no productoras, debido
a que las cepas productoras tienen mayor
capacidad de colonizar los tejidos del huésped
entre ellos, la glandula mamaria (31-34).

Es importante mencionar que, de los 35
aislamientos de SCN que fueron productores de
biopelicula, el 60% (21/35) no formaron limo.
Este resultado sugiere que, probablemente la
matriz de la biopelicula en SCN est4 conformada
en su mayoria por proteinas y ADN extracelular
y en menor grado por PIA, en concordancia con
lo descrito previamente por Tremblay y cols.
(18). Por el contrario, el 81% de las cepas de S.
aureus que fueron productoras de biopelicula,
al mismo tiempo formaron limo (58/72), este
resultado puede estar relacionado con un
mayor porcentaje de PIA en la composicion de
la matriz de la biopelicula en S. aureus (15).

La presencia del gen icaA en el 65%
de las cepas analizadas de S. aureus puede
considerarse bajo si se comparan con los
resultados obtenidos por Melo y cols. (16) que
reportaron un 95% de positividad para el gen
ica, por su parte, Fabres-Klein y cols. (11) y
Szweda y cols. (17) refirieron que el 100% de las
cepas de S. aureus mastitogénicos presentaban
el gen ica. Una posible explicacion para esta
discrepancia podria estar relacionada con
los genes ica investigados. En este estudio se
consider6 solo el gen icaA, mientras que, en
los trabajos ya referidos los investigadores
incluyeron los genes icaA e icaD.

La baja deteccibn del gen icaA en
SCN (11%), también ha sido reportada por
Darwish y Asfour (1) y Piessen y cols. (35).
Por el contrario, Tremblay y cols. (18) en SCN
provenientes de mastitis bovina en Canada
obtuvieron un 52,5% de cepas positivas para el
gen icaA. La diferencia en los resultados puede
ser atribuida al tipo de cebador utilizado para
la amplificacion del gen icaA. En nuestro caso
se utiliz6 un cebador del gen icaA de S. aureus,
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mientras que en el estudio de Tremblay y cols.
(18) se us6 un cebador de icaA de S. epidermidis
siendo este mas especifico para amplificar icaA
en SCN. La variacion en la secuencia del ADN
puede conducir a que la amplificacion del gen
en algunos aislamientos no se efectte y arroje
un resultado falso negativo.

La mayor deteccion del gen icaA en los
aislamientos de S. aureus, en comparacion con
las cepas de SCN ha sido reportada previamente
por Darwish y Asfour (1). La alta frecuencia de
gen ica en S. aureus implicados en mastitis
subclinica (11,17) al compararse con cepas de S.
aureus de origen extramamario (36), destacan
la utilizacion del gen ica como un marcador de
la virulencia en S. aureus (28).

Cabe destacar, que de las 107 cepas de
Staphylococcus spp. que fueron productoras
de biopelicula (72 S. aureus, 35 SCN), el 50%
(54/107) fueron negativas a la deteccion del
gen icaA [S. aureus 33% (24/72), SCN 86%
(30/35)], este resultado puede ser indicativo de
que la produccion de biopelicula se llevo a cabo
por otros genes asociados a biopelicula y que
no fueron probados en este estudio como el gen
icaD, bap y genes de adhesion (18).

En conclusiéon, un alto porcentaje de
las cepas de S. aureus se caracterizaron por ser
portadoras del icaA y ademéas se demostro la
capacidad que tenian en producir biopelicula
y limo. En el caso de SCN, se demostré su
capacidad de formacion de biopelicula el cual
probablemente se lleve a cabo mediante un
proceso independiente del gen icaA. Estos
resultados deben ser considerados como
relevantes si tenemos presente el papel de la
biopelicula en la adherencia y la colonizaciéon
del epitelio de la glandula mamaria y en la
evasion de las defensas inmunoldgicas del
hospedador hechos que dificulta la erradicacion
del patogeno y favorecen las infecciones
persistentes.
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Figura 1. PCR simple para la deteccion del gen icaA. Los carriles de 1 al 4 y 20 amplificaron para
el gen ica A (1,2 kb), los carriles 5 al 19 no amplificaron para el gen ica A, carril 21 y 22
marcador de peso molecular (AHindIII: 564-23130 pb).
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