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Resumen:

El objetivo fue analizar la relacion entre el perfil de resistencia a antibiéticos y la formacion
de biofilm de aislados de S. aureus provenientes de mastitis bovina. Se analizaron 30 aislados
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de S. aureus procedentes de casos de mastitis subclinica en granjas lecheras en sistemas de
produccion semi-intensivo y de traspatio ubicadas en los estados de Guanajuato y Michoacén,
México. Se realizé un antibiograma por el método de difusién en disco Kirbi Bauer. La
formacion de biofilm se determind por el método de tincion con cristal violeta. Para la
evaluacion de genes de resistencia a antibiéticos y de formacion de biofilm se obtuvo ADN
gendmico de una colonia para la identificacion de los genes: blaZ, mecA, tetK, tetM, gyrA'y
gyrB, yicaA e icaD. Los resultados mostraron que el 100 % de los aislados fueron resistentes
a penicilina vy dicloxacilina, seguidos por cefotaxima (86.6 %), ampicilina y cefalotina
(83.3 %) y ceftazidima (80.0 %), mientras que se observd un 36.6 % de resistencia a
oxacilina. Se identificd que todos los aislados de S. aureus presentaron la capacidad de
formar biofilm con un rango del 20 a 98 %. Se observd ademés que los aislados con una
multirresistencia elevada presentaron una mayor formacion de biofilm; estableciéndose una
correlacion positiva significativa. En conclusion, los aislados de S. aureus provenientes de
mastitis bovina presentaron elevados niveles de resistencia a antibioticos; asi como una
importante capacidad formadora de biofilm, demostrando la existencia de una correlacion
positiva entre estos dos factores.
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Introduccion

El procesamiento de la leche bovina es un sector de suma importancia en la industria
ganadera, en México, se estimd una produccion superior a los 12 millones de toneladas en el
2019®, lo que lo ubica dentro de los primeros diez paises productores de leche a nivel
mundial®. Uno de los principales objetivos de una granja lechera deberia ser tener una
produccién eficiente de leche y que ésta sea saludable y libre de contaminantes, por lo que
es esencial que la glandula mamaria esté saludable®. En este sentido, la mastitis es la
enfermedad més comun y costosa en el ganado bovino lechero, ya que afecta el bienestar de
la vaca y causa problemas economicos por pérdidas en produccion, disminucion de calidad
y cantidad de leche, eliminacion prematura de la vaca, costo de tratamiento veterinario y el
descarte de la leche debido a la contaminacion con antibiotico®®).

Staphylococcus aureus es un patégeno ubicuo que causa una variedad de infecciones en
humanos y animales y es uno de los principales agentes causales de la mastitis bovina®®.
Esta bacteria Grampositiva produce infecciones cronicas, persistentes y recurrentes, ya que
es capaz de superar todas las barreras del sistema de defensa del huésped, debido a que posee
un amplio espectro de factores de virulencia como la produccion de enzimas, antigenos,
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adhesinas y toxinas, entre otros(”). Estos factores de virulencia eventualmente le confieren a
la bacteria la multirresistencia a los antibiGticos y la formacion de biopeliculas (“biofilm”)®),
El biofilm es un consorcio de microorganismos que se encuentra embebido dentro de una
matriz polimérica, constituida principalmente por exopolisacaridos, proteinas y acidos
nucleicos, que le permite a la bacteria adherirse a una superficie bitica o abidtica®. La
formacion de biofilm es una estrategia de vida para la mayoria de las bacterias, ya que ésta
les brinda estabilidad, desempefia funciones cataliticas, aumenta las posibilidades de
transferencia de material genético y la resistencia a los antibiéticos, participa en los procesos
de comunicacion celular y ofrece proteccion para sobrevivir a las condiciones adversas y
variables del ambiente; lo que contribuye a su colonizacion exitosa en el hospedador?, La
multirresistencia a antibidticos y la formacion de biofilms son caracteristicas de virulencia
que se encuentran relacionadas entre si de manera importante. En este sentido, se sabe que el
biofilm formado por S. aureus aumenta significativamente la resistencia a los antibioticos, al
inhibir la penetracién del antimicrobiano lo que resulta en una situacion cada vez mas grave
en el combate terapéutico de este microorganismo®L.

Actualmente nuestro grupo cuenta con una coleccion de aislados de S. aureus provenientes
de mastitis bovina que fueron colectados en los estados de Guanajuato y Michoacan, México,
los cuales han presentado niveles de multirresistencia a antibiticos muy elevados (70 a
100 %)“?, lo que es congruente con la poca eficiencia en las terapias utilizadas en las
unidades de produccidn de la region. Lamentablemente, en México hasta el momento no se
ha evaluado la capacidad que tienen dichas bacterias causantes de mastitis bovina, para
formar biofilms; y su posible relacion con los niveles de resistencia a antibioticos. Con base
en lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue analizar si existe correlacion entre el perfil
de resistencia a antibidticos y la formaciéon de biofilm de los aislados de S. aureus
provenientes de mastitis bovina.

Material y métodos

Asilamiento de S. aureus

Se analizaron 30 aislados de S. aureus procedentes de casos de mastitis subclinica de vacas
localizadas en granjas lecheras ubicadas en localidades de los estados de Guanajuato y
Michoacéan, México, las cuales utilizan sistemas de produccion semi-intensivo y de traspatio.
El muestreo, aislamiento y caracterizacion de los aislados ya fue reportado por Varela et al
en 201812,
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Perfil de multirresistencia a antibioticos

Se realiz6 un antibiograma por el método de difusion en disco Kirbi Bauer®®, utilizando
sensidiscos de la marca Biorad® con los siguientes antibi6ticos y concentraciones: penicilina
(PE) 6 pg, oxacilina (Oxa) 6 pg, dicloxacilina (DC) 30 ug, pefloxacina (PEF) 5 pag,
cefuroxima (CXM) 30 pg, gentamicina (GE) 120 pg, cefotaxima (CTX) 30 ug,
sulfametoxazol + trimetoprima (SXT) 1.25 y 23,75 ug, tetraciclina (TE) 30 pg, ampicilina
(AM) 10 pg, eritromicina (E) 15 pg, ceftazidima (CAZ) 30 ug y cefalotina (CF) 30 ug. Los
resultados se reportan como sensible, intermedio y resistente con base en los parametros
establecidos en Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing, 2019%4),
Una vez establecido el perfil de resistencia, los 30 aislados se clasificaron como se describe
a continuacion: Grupo 1: Resistencia alta (resistentes a 11-13 antibioticos), Grupo 2:
Resistencia media (9-10 antibioticos), Grupo 3: Resistencia baja (4-8 antibidticos).

Formacion de biofilm

Para medir la capacidad formadora de biofilm de los aislados de S. aureus, se utilizo el
protocolo de tincion con cristal violeta®™, como se describe a continuacion: se cultivo el
aislado bacteriano en medio LB y se incub6 24 h a 37 °C. Los ensayos se realizaron en placas
estériles de 96 pozos y se colocaron = 1 x 10 UFC en un volumen final de 100 pl en cada
pozo. Los aislados se incubaron 48 horas a 37°C.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se descart6 el sobrenadante, se lavaron los
pozos con 100 pl de solucién PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8 mM NaHPOsy 2 mM
KH2POg4) y se secaron los pozos. Posteriormente, a cada pozo se adicionaron 100 ul de
solucion de cristal violeta (0.5% peso/volumen) y se dejé reposar 15 min. Después se elimin6
el colorante y se lavo dos veces con 100 ul de PBS. Después se adicionaron 125 pl de etanol
al 95% (volumen/volumen) y se resuspendié vigorosamente para disolver el colorante. Se
tomd la lectura de la absorbancia a 495 nm en un analizador de microelisa ELIREAD
(Kontrolab®, Guidonia, Italia). Una vez obtenidos los datos, se graficd el porcentaje de
formacion de biofilm utilizando como 100 % la absorbancia registrada de la cepa certificada
de S. aureus (ATCC 27543). Se realizaron tres experimentos independientes con tres
repeticiones.

Analisis de los genes de resistencia y formacion de biofilm

La presencia de genes relacionados con la resistencia a antibioticos y formacién de biofilm
se realiz0 a partir del ADN genomico, el cual se obtuvo picando una colonia bacteriana de
una placa de cultivo fresco, para posteriormente colocarla en la mezcla de reaccion de PCR.
Los oligonucle6tidos utilizados en este estudio se muestran en el Cuadro 1. La reaccién se
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realizd en un volumen final de 20 pl que contenia oligonucledtidos 0.4 uM,
desoxinucleotidos trifosfatos 200 uM (Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos),
cloruro de magnesio 2 mM (Invitrogen, Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos) y
1 U de Taq polimerasa (Invitrogen, Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos). Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: temperatura de desnaturalizacion inicial
a 95 °C durante 10 min, seguida de 30 ciclos de amplificacion de desnaturalizacion durante
10 min a 94 °C, alineamiento durante 1 min a la temperatura especifica de los
oligonucleodtidos (Cuadro 1), polimerizacion durante 30 seg a 72 °C, y un ciclo de extension
final durante 7 min a 72 °C. Los amplicones (5 pl) se analizaron por electroforesis en un gel
de agarosa al 1% (peso/volumen) y se tifieron con bromuro de etidio. Se considerd positivo
para el gen, la presencia de una banda de amplificacion correspondiente al tamafio del
producto esperado.

Cuadro 1: Oligonucledtidos (OLIG) utilizados

OLIG Secuencia TA (°C) -I(-EbE) Referencia
blaz 5-TAAGAGATTTGCCTATGCTT-3" 49 377 Yang et al.,
5-TTAAAGTCTTACCGAAAGCAG-3 2016
mecA 5 -GTAGAAATGACTGAACGTCCGATGA-3’ 62 310 Elhassan et
5 -CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA-3 al., 2015@"
otk 5 -GTAGCGACAATAGGTAATAGT-3 49 360 Yang et al.,
5 -GTAGTGACAATAAACCTCCTA-3 2016
tetM 5 -AGTGGAGCGATTACAGAA-3 49 158 Yang et al.,
5 -CATATGTCCTGGCGTGTCTA-3’ 20169
gyrA 5-AATGAACAAGGTATGACACC-3 49 299 Hashem et
5-ACGCGCTTCAGTATAACGC-3 al., 2013¢®
ayrB 5-CAGCGTTAGATGTAGCAAGC-3’ 49 250 Hashem et
5 -CCGATTCCTGTACCAAATGC-3’ al., 2013@®
icaA 5-CCTAACTAACGAAAGGTAG-3’ 50 1315 Dhanawade,
5-AAGATATAGCGATAAGTGC-3' 2010¢)
icaD 5-AAACGTAAGAGAGGTGG-3' 50 381 Dhanawade,
5'-GGCAATATGATCAAGATAC-3' 201049
nuc 5 -GACTATTATTGGTTGATCCACCTG-3’ 54 218 Brakstad et
5 -GCCTTGACGAACTAAAGCTTCG-3 al., 200260

TA= temperatura de alineamiento; TPE= tamafio del producto esperado.

Para analizar el fundamento genético de los mecanismos de resistencia bacteriana, se analizd
la presencia de los genes blaZ y mecA para los antibidticos betalactamicos>19); tetK y , tetM
para tetraciclinas®® y gyrA y gyrB para quinolonas®?.
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Analisis estadistico

Se realizaron tres experimentos independientes en los cuales se midi6 la absorbancia
producida por la tincion del biofilm formado. Los experimentos fueron hechos por triplicado.
Se obtuvo la diferencia entre la mayor absorbancia, menos la mayor cantidad de biofilm,
dicha diferencia definida en este estudio como absorbancia.

Los 30 aislados de S. aureus se clasificaron en tres grupos de acuerdo con el nivel de
resistencia a antibidticos: alta, media y baja, de 10 aislados en cada uno y posteriormente
fueron evaluados de acuerdo con su absorbancia. En los analisis se incluyeron los resultados
de los controles positivos para cada nivel de resistencia de cada experimento.

Se evalud la normalidad de la variable dependiente absorbancia, utilizando la prueba de
bondad de ajuste de Ji cuadrada resultando normal (P>0.05). Los datos fueron analizados con
un analisis de varianza (ANDEVA) con un disefio factorial con arreglo completamente al
azar. El modelo utilizado se muestra a continuacion:

Yijk=p + EXi + GRj + EXixGRj + eijk, en donde:

Yijk=es la k-ésima observacion de absorbancia, del i-ésimo experimento y el j-ésimo grado
de resistencia,

p= media general como parametro constante,

EXi= i-ésimo experimento, j=1,2y 3,

GRj= j-ésimo grado de resistencia, i=1, 2y 3,

GRIxXEXj= interaccidn entre el i-ésimo grado de resistencia y el j-ésimo experimento,

eijk= error experimental.

Adicionalmente, se estimo la correlacion de rango de Spearman entre grado de resistencia y
la absorbancia.

Resultados y discusion

Perfil de resistencia a antibioticos de los aislados de S. aureus
provenientes de mastitis bovina

Los resultados muestran que el 100 % de los aislados son resistentes a la penicilina y
dicloxacilina, ademas el 86.6, 83.3 y 80.0 % muestran resistencia a la ampicilina, cefalotina
y ceftazidima, respectivamente; se observo también que un 36.6 % de los aislados son
resistencia a la oxacilina. En general, todos los aislados analizados fueron resistentes al
menos al 33.3 % de los antibidticos probados (Cuadro 2).
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Cuadro 2: Perfil de resistencia de los aislados de S. aureus
Antibiotico
PE OXADC PEFCXMGE CTXSXTTE AM E CAZCF

Aislados

Grupo 1

o

Aislados resistentes, % 100 90 100 100 100 70 100 80 90 100 70 90 100

2

o1

x

Grupo 2

i

By
o

Aislados resistentes, % 100 70 100 20 90 20 80 20 50 90 60 80 90

Grupo 3

Aislados resistentes, % 100 30 100 30 40 O 80 O 30 60 O 70 60

Total, % 100.036.6 100.050.0 76.6 70.0 86.6 33.3 56.6 83.3 43.3 80.0 83.3
Caodigo de color: Negro, aislado resistente; gris, aislado con resistencia intermedia; blanco, aislado
sensible.
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La resistencia a antibioticos es un fendbmeno que sigue en aumento y que afecta de manera
importante al sector salud, tanto en la medicina humana como en la medicina veterinaria, ya
que dificulta el manejo adecuado de las enfermedades infecciosas. Tal es el caso de la mastitis
bovina; S. aureus, como una de las principales bacterias aisladas de mastitis bovina presenta
altos indices de resistencia. En los ultimos afios, a nivel mundial, continGa en aumento la
seleccion de mecanismos de resistencia bacteriana®®. En este sentido, en diversos paises
donde se analizé el perfil de resistencia de S. aureus proveniente de mastitis bovina, se
encontraron porcentajes de resistencia a penicilina cercanos al 100 %“%2%, lo que coincide
con los resultados aqui reportados. Con relacion a la resistencia presentada a la oxacilina, se
encontraron resultados contrastantes, ya que estudios realizados en paises como la India 'y en
China se presentaron niveles de resistencia del 48 al 84 %(2124); sin embargo, en Alemania,
Japén y Colombia los niveles de resistencia a oxacilina son minimos (2-7 %) @422 mientras
que estos resultados muestran niveles intermedios de resistencia (33.3 %). En México,
estudios revelan elevados niveles de resistencia bacteriana a penicilina, amoxicilina y
dicloxacilina (100 %)®?¢27, lo que es congruente con lo reportado en este trabajo. Asimismo,
existe un incremento importante en la resistencia a la cefalotina, por ejemplo, en el 2008 se
reportd que el 30 % de las cepas de S. aureus estudiadas presentaban resistencia®”; sin
embargo, en este trabajo se encontrd resistencia de hasta 83 %. Estas variaciones pueden
deberse a la posible variabilidad genética de los aislados, a las diferencias climatoldgicas, asi
como discrepancias geograficas entre otros factores®®. Con base en estas diferencias, se
resalta la necesidad de realizar trabajos como el que aqui se expone, para definir las
caracteristicas de virulencia de los S. aureus aislados de regiones particulares; para generar
la informacion necesaria que permita la implementacion de tratamientos mas eficientes para
la mastitis bovina subclinica.

La presencia del gen blaZ fue observada en el 100 % de los aislados analizados, mientras que
s6lo el 36.6 % resulto positivo para el gen mecA (Cuadro 3). Estos resultados concuerdan con
lo reportado con anterioridad, donde se mostro la presencia de estos genes en la totalidad de
los aislados analizados®29). La presencia de los genes tetK, tetM, gyrA y gyrB fue expresada
de manera descendiente en funcion de los grupos analizados, lo cual es congruente con el
fenotipo encontrado en los antibiogramas. Esta coherencia entre el fenotipo y el genotipo de
resistencia bacteriana ya ha sido demostrada con anterioridad®®39, por lo que la resistencia
observada se puede atribuir a la presencia y eventual expresion de los genes analizados®V.
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Cuadro 3: Analisis de genes de resistencia y formacion de biofilm

. Genes de resistencia Biofilm
Aislados - -
blaZ |mecA [tetK tetM |gyrA gyrB icaA icaD
1 + + + + + - + +
2 + + + - + + + +
3 + + - + + - + +
4 + + - - + - + +
&
g 6 + + - - + + + +
7 + + - + + + + -
8 + - + + + + + +
9 + + - + + + + +
10 + + - + + + + +
Presencia del gen (%) (100 80 40 70 100 |70 90 90
1 + + + - + + +
2 + - + - - - + +
3 + - - + - + + -
4 + - + - - - + +
N
3 5 + + + + + - + -
g2 6 + + + + - - + +
O
7 + - -+ - - - + +
8 + - + - - - - +
9 - -+ + - + + - +
10 + + - + + + + +
Presencia del gen (%) {100 50 80 40 30 40 80 80
1 + - + - - _ + s
" +- - - + - - + -
3 + - + + - - + -+
4 + - + + - - + +
on
=3 5 + + + + - -+ + +
2 6 + - - + - - + +
O
7 +- - - . N ; - n
8 + - - - + + + +
9 + - - - - + + +
10 + - - - -+ -+ o +
Presencia del gen, % {100 10 40 50 20 40 90 90
Total, % 100.0 |46.6 |53.3 533 [50.0 [50.0 86.6 86.6
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Formacion de biofilm de S. aureus aislado de mastitis bovina

El andlisis de la formacion de biofilm mostré que la totalidad de los aislados presentaron la
capacidad de formar biofilm con un rango del 20 a 98 %. Diversos estudios alrededor del
mundo reportan que las cepas de S. aureus analizadas presentan la capacidad de formacion
de biofilm (90 a 99 %)©233) |o que coincide con el presente estudio.

Debido a que S. aureus presenta altos niveles de resistencia a antibioticos; es necesario
analizar los factores y caracteristicas de virulencia que posee esta bacteria para poder disefiar
estrategias de control més eficientes. En este sentido, ya se ha reportado que S. aureus tiene
la capacidad de formar biofilm®%, lo cual puede estar relacionado con la baja efectividad que
presentan los farmacos utilizados convencionalmente®),

Para establecer la posible relacion entre la resistencia y la formacion de biofilm en los 30
aislados provenientes de mastitis bovina, se siguio la siguiente estrategia. Primeramente, los
resultados de formacion de biofilm se analizaron en funcion del nivel de resistencia de los
aislados (Figura 1); para lo cual, estos fueron ordenados en tres grupos como se describe en
la seccion de materiales y métodos. En el analisis de varianza de este estudio, solo el efecto
de grado de resistencia resulto significativo (P<0.01), encontrando que los niveles promedio
de absorbancia de los aislados fueron de 1.34 (63.17 %), 0.77 (38.78 %) y 0.66 (26.28 %)
para los grupos 1, 2 y 3, respectivamente. En la comparacién de medias, los grupos 1-3 fueron
diferentes (P<0.05) (Figura 1B). La correlacion estimada entre el grado de resistencia y la
formacion de biofilm fue positiva (0.50) y significativa (P<0.01) (Figura 2); ademas, estas
diferencias fueron analizadas microscopicamente, donde la formacion de biofilm en los
aislados del grupo 1 se observaron incrementadas de manera importante en comparacion con
los otros dos grupos (Figura 1A). Debido a que la formacién de biofilm por S. aureus induce
al desarrollo de infecciones cronicas y recalcitrantes®?, resalta la necesidad de analizar como
es que esta caracteristica de virulencia se relaciona con otros mecanismos como la resistencia
a antibioticos. Con referencia a lo anterior, esta relacion ha sido estudiada tanto en bacterias
Gramnegativas®®-*® como Grampositivas®®*1); sin embargo, existen discrepancias al definir
si la correlacion que se presenta es positiva®?4344 o negativa®®. En este estudio, se observo
que los aislados con una multirresistencia elevada presentan una mayor formacion de biofilm;
estableciéndose una correlacion positiva, la cual es consistente con la mayoria de los trabajos
reportados al respecto?4344) Finalmente, se analiz6 la presencia de los genes icaA, icaD,
los cuales se encuentran directamente relacionados con la formacion de biofilm®),
Interesantemente, se encontrd que existe una alta frecuencia de ambos genes en los aislados
(86.6 %), sin importar el grado de resistencia que presentan (Cuadro 3). Diversos autores
coinciden con este resultado, ya que reportan una frecuencia cercana al 100 % de uno 0 ambos
genes en las cepas de S. aureus formadoras de biofilm©#64748),
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Figura 1: Formacion de biofilm por los aislados de S. aureus. Para medir la formacion de
biofilm se utilizé el protocolo de tincidn con cristal violeta.
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A) Imagenes representativas de la tincion del biofilm en los tres grupos (Grupo 1: Resistencia alta, de 11 a 13
antibioticos; Grupo 2: Resistencia media, de 9 a 10 antibidticos y Grupo 3: Resistencia baja de 4-8
antibioticos), visualizadas con microscopia de campo claro.

B) El gréfico representa el porcentaje de formacion de biofilm de los tres grupos de aislados. Se utilizé la
cepa certificada de S. aureus ATCC 27543 como control positivo, cuyo valor de absorbancia se estandarizé
como el 100 %. Se presenta el promedio de tres experimentos independientes por triplicado + su desviacion

estandar. (*) representa diferencia estadisticamente significativa entre grupos (P<0.001).

Figura 2: Relacion entre el porcentaje de resistencia y formacion de biofilm (%) de los
aislados de S. aureus
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Conclusiones e implicaciones

Los aislados de S. aureus provenientes de mastitis bovina de los estados de Guanajuato y
Michoacén, México, presentan elevados niveles de resistencia a antibidticos; asi como una
importante capacidad formadora de biofilm. Ademas, en el presente trabajo se demostro la
existencia de una relacidn positiva entre estos dos factores. Estas caracteristicas de virulencia
pueden estar asociadas directamente con el bajo indice de eficacia clinica de los tratamientos
utilizados de manera convencional en las granjas lecheras. La variabilidad de los resultados
registrados en este estudio y otros reportes en diversas partes del mundo, ponen en evidencia
la necesidad de realizar investigaciones sobre las caracteristicas de virulencia de los
microorganismos localizados en una ubicacion geogréfica especifica y con ello establecer
estrategias de manejo de la mastitis bovina de una manera integral y eficiente.
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