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1. RESUMEN

La mastitis bovina, una enfermedad prevalente en el ganado vacuno, es causada
principalemente por microorganismos bacterianos y dentro de los patdgenos con mas
prevalencia encontramos a bacterias del género Staphylococcus spp. Estos
microorganismos pueden expresar una amplia variedad de genes de virulenciay tienen
la capacidad de formar biofilms, estableciendo una solida defensa contra
antimicrobianos y respuestas inmunitarias del hospedero. En este estudio, analizamos
191 cepas de Staphylococcus spp., de las cuales el 81% fueron identificadas como
Staphylococcus aureus (n=155), y el 19% como estafilococos no aureus (SNa) (n=36),
incluyendo especies como S. borealis (n=13), S. chromogenes (n=12), S.
haemolyticus(n=5), S. saprophyticus (n=3), S. capitis (n=1),, S. ratti (n=1) y S.
pasteuri (n=1). Nuestro analisis incluyé la determinacion de perfiles de
susceptibilidad a antimicrobianos, la evaluacion de la capacidad de formacion de
biofilm y la identificacion de genes asociados con factores de virulencia y la
resistencia a antimicrobianos. Se observé que el 17.2% de las cepas mostraron
resistencia a la penicilina, con un 97% que portaba el gen blaz, mientras que el 9.4%
demostrd resistencia a la eritromicina. Todas las cepas fueron sensibles a la
gentamicina y la cefoxitina. Ademas, se observo resistencia a la clindamicina (8.4%)
y la tetraciclina (1.0%). En cuanto al desarrollo de biofilms, el 2.6% no mostrd
formacion, el 24.6% se categorizé como productor débil, el 47.1% como moderado y
el 25.7% como formador fuerte. Nuestra investigacion también reveld la presencia de
genes de virulencia, superantigenos como sea (4.7%), seb (3.7%), sec (8.4%), sed
(1.6%) y tst (6.8%); toxinas formadoras de poros como leucocidina de Panton-
Valentine (pvl) (59.7%); hemolisinas hla (88.5%) y hlb (91.1%); genes relacionados
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a la formacion de biofilm icaA (87.9%), icaD (78.5%) y bap (4.2%); y genes de
adhesion fnbpA (89.5%), fnbpB (20.4%) y clfA (89.0%). Ademas, las cepas se
categorizaron en cuatro grupos en funcion de sus atributos de virulencia, revelando
diferencias entre Staphylococcus aureus y los SNa, donde esto sultimos mostraron
menor presencia de los genes estudiados que las cepas de S. aureus. Esta investigacion
profundiza sobre los perfiles de virulencia de las cepas de Staphylococcus spp.
asociadas a la mastitis bovina, proporcionando informacion valiosa para posibles
enfoques de tratamiento.

2. SUMMARY

Bovine mastitis, a prevalent disease in cattle, is primarily caused by bacterial
microorganisms, among which Staphylococcus spp. are the most common pathogens.
These microorganisms can express a wide variety of virulence genes and have the
ability to form biofilms, establishing a strong defense against antimicrobials and host
immune responses. In this study, we analyzed 191 strains of Staphylococcus spp., of
which 81% were identified as Staphylococcus aureus, and 19% as non-aureus
staphylococci (NAS), including species such as S. borealis, S. chromogenes, S.
haemolyticus, S. saprophyticus, S. capitis, S. ratti, and S. pasteuri. Our analysis
included the determination of antimicrobial susceptibility profiles, evaluation of
biofilm-forming capacity, and identification of genes associated with virulence factors
and antimicrobial resistance. We observed that 17.2% of the strains showed resistance
to penicillin, with 97% carrying the blaZ gene, while 9.4% demonstrated resistance to
erythromycin. All strains were sensitive to gentamicin and cefoxitin. Additionally,
resistance to clindamycin (8.4%) and tetracycline (1.0%) was observed. Regarding
biofilm formation, 2.6% showed no formation, 24.6% were classified as weak
producers, 47.1% as moderate producers, and 25.7% as strong biofilm formers. Our
research also revealed the presence of virulence genes, including superantigens such
as sea (4.7%), seb (3.7%), sec (8.4%), sed (1.6%), and tst (6.8%); pore-forming toxins
like Panton-Valentine leukocidin (pvl) (59.7%); hemolysins hla (88.5%) and hib
(91.1%); biofilm-related genes icaA (87.9%), icaD (78.5%), and bap (4.2%); and
adhesion genes fnbpA (89.5%), fnbpB (20.4%), and clfA (89.0%). Additionally, the
strains were categorized into four groups based on their virulence attributes, revealing
differences between Staphylococcus aureus and NAS, with the latter showing a lower
presence of the studied genes compared to S. aureus strains. This research provides
insights into the virulence profiles of Staphylococcus spp. strains associated with
bovine mastitis, offering valuable information for potential treatment approaches.



3. INTRODUCCION
3.1. Mastitis

La mastitis bovina es una de las enfermedades més prevalentes y econémicamente
perjudiciales que afectan a la industria lactea en todo el mundo (Ruegg 2017). Es
definida como un proceso inflamatorio en la glandula mamaria que puede resultar de
un traumatismo, irritacion quimica o infeccién microbiana en la ubre. La mayoria de
los casos de mastitis son causados por invasion bacteriana; sin embargo, también
pueden estar involucrados virus, levaduras y algas (Pérez et al. 2020). La mastitis se
ha convertido en la enfermedad de mayor importancia en el ganado lechero, ya que
conduce a una baja rentabilidad y una disminucion de la sostenibilidad de la
produccion lechera, lo que tiene un impacto significativo en el bienestar animal, la
eficiencia de la produccion y la calidad de la leche (Adriaens et al. 2021). Las pérdidas
econOmicas causadas por la mastitis pueden dividirse en dos categorias: directas e
indirectas. Las pérdidas directas incluyen los costos de las pruebas de diagndstico, el
servicio veterinario, los medicamentos, la leche descartada y la mano de obra. Por otro
lado, las pérdidas indirectas estan asociadas con la futura disminucion en la
produccién de leche, la reduccion en la capacidad reproductiva, el sacrificio
prematuro y el reemplazo de vacas afectadas por mastitis. Los costos de las medidas
preventivas también deben considerarse en los costos totales de la mastitis (van Soest
et al. 2011; Heikkila et al. 2018).

En la mastitis causada por agentes infecciosos, los mismos entran en la glandula
mamaria por el conducto del pezdn estableciendo una infeccion intramamaria y
resultando en una reaccion inflamatoria (Harmon 1994).

La mastitis se puede clasificar segun las caracteristicas clinicas en mastitis clinica y
subclinica. La primera se caracteriza por la presencia de grumos, coagulos o
secreciones acuosas en la leche. Generalmente, los cuartos infectados estan hinchados,
calientes y doloridos. En algunos casos clinicos agudos, se pueden encontrar signos
generales como hipertermia, anorexia y depresion. Las consecuencias son graves,
causando la muerte de la vaca o agalactia, lo que lleva a un sacrificio prematuro
(Morales-Ubaldo et al. 2023). La mastitis subclinica es mas dificil de diagnosticar
debido a la falta de signos evidentes en la leche o en los animales. Sus principales
sintomas estan relacionados con el aumento del recuento de células somaéticas y la
disminucion de la produccion de leche. La duracion de la mastitis subclinica es mas
larga que la clinica y la infeccién permite la propagacion de patégenos dentro del
rebafio (Cobirka et al., 2020). La forma mas prevalente de la enfermedad es la mastitis
subclinica (Pumipuntu etal. 2017) ocasionando disminucién en la produccion,
aumentando recuentos de células somaticas y aumentando riesgo de mastitis clinica
durante la lactacion (Reksen et al. 2006). La incidencia de la mastitis subclinica es
estimada en 15-40 veces mayor que la mastitis clinica (Ruegg 2017).

Se estima que alrededor de 150 especies/subespecies bacterianas diferentes pueden
inducir mastitis en ganado lechero. Sin embargo, mas del 95% de los casos son
inducidos por miembros de solo 10 grupos (El-Sayed & Kamel 2021). Esos grupos
pueden dividirse en microorganismos causantes de mastitis contagiosas y ambientales
(Cheng & Han, 2020). En las mastitis contagiosas las bacterias estan adaptadas a
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sobrevivir dentro del hospedero y son transmitidos de vaca a vaca principalmente en
el proceso de ordefie. Estas infecciones tienen el potencial de propagarse dentro de un
rodeo de forma fécil y répida. Por otro lado, los patdgenos que producen mastitis
ambientales son capaces de sobrevivir fuera del hospedero y son parte de la microbiota
normal del ambiente de la vaca (Kabelitz etal. 2021). Dentro de las especies
principales de patdgenos de mastitis contagiosa podemos encontrar a Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma spp. y Corynebacterium bovis,
mientras que los patdgenos ambientales mas comunes son Escherchia coli, Klebsiella
spp, Streptococcus uberis (Girma et al. 2012). Otras especies como el Streptococcus
dysgalactiae estan asociados tanto a una transmision por vaca o por ambiente (Wente
& Krémker, 2020).

3.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) es uno de los principales patdgenos de mastitis
bovina aislados en el mundo (Ruegg 2017), incluyendo Uruguay, donde, sumados a
las otras especies de staphylococcus (SNa), se han informado como los patdgenos méas
prevalentes (R. Gianneechini et al. 2002; R. E. Gianneechini et al. 2014; Larumbe &
Vidart 2016).

Las especies de Staphylococcus son bacterias comensales y patdégenos oportunistas
que tienen el potencial de causar una amplia gama de enfermedades que pueden variar
considerablemente en severidad (Jenul & Horswill 2019). Son contaminantes
frecuentes de los alimentos, y representan uno de los principales patdgenos
transmitidos por alimentos que causa problemas de salud tanto en animales como en
humanos (Abril et al. 2020). Ademas, es una de las principales causas de mastitis
bovina, ovina y caprina, lo que resulta en una reduccion sustancial tanto en la
produccién como en la calidad de la leche, generando pérdidas econdmicas
considerables en la industria lactea (Merz et al. 2016).

Es un microorganismo gram positivo catalasa, coagulasa y, por lo general, VVoges-
Proskauer positivo. No es formador de esporas, es oxidasa negativo, inmovil,
anaerobico facultativo que crece en un amplio rango de temperaturas y pH (Abril et al.
2020). La mastitis por S. aureus se caracteriza comunmente por un episodio agudo de
mastitis clinica leve a moderada, pero en muchos casos, la infeccion no se elimina con
éxito, lo que resulta en el desarrollo de mastitis subclinica cronica. La persistencia de
S. aureus en la glandula mamaria y la pobre respuesta del patégeno a la terapia
antibidtica hacen que las infecciones por S. aureus sean una causa comun de descarte
(Pereyra et al. 2016).

Tanto las primeras interacciones entre S. aureus y las células del huésped como los
eventos que llevan al establecimiento de la mastitis cronica no se entienden
completamente, pero las infecciones persistentes a menudo se asocian con una
disminucion de la respuesta inmune debido a factores relacionados tanto con la
bacteria como con el hospedero. S. aureus tiene una variedad de factores de virulencia
que favorecen la supervivencia y multiplicacion bacteriana en la glandula mamaria
(Zecconi & Scali 2013).
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3.3. Estafilococus no aureus

Los estafilococos pueden subdividirse en dos grupos, coagulasa-positivos vy
coagulasa-negativos, segun su capacidad para coagular el plasma de conejo, un paso
diagnostico clave en los laboratorios de microbiologia clinica. La coagulasa
estafilocdcica es una proteina extracelular codificada por el gen coa (De Buck et al.,
2021). La secrecion de coagulasa es una estrategia clave de virulencia en la
patogénesis y persistencia de las enfermedades estafilocdcicas (Bonar et al., 2018) y
a menudo se ha utilizado para distinguir S. aureus de otros estafilococos. En el
contexto de la mastitis bovina, histéricamente se clasifico a los estafilococos en dos
grupos: uno que incluia a S. aureus, considerado mas patogénico y, por lo tanto, un
“patogeno mayor”, y un segundo grupo que incluia a otros estafilococos que se
agruparon como ‘“‘patdégenos menores” y fueron denominados estafilococos
coagulasa-negativos (SCN) (De Buck et al., 2021).

Un esquema de clasificacion adoptado en la literatura mas reciente sobre mastitis
agrupa a todos los estafilococos que no son S. aureus en una sola categoria, los
estafilococos no-aureus (SNa). Algunos patdgenos de mastitis coagulasa-positivos y
coagulasa-variables (por ejemplo, Staphylococcus hyicus y Staphylococcus agnetis)
también se incluyen con frecuencia en la categoria de coagulasa-negativos. Ademas,
se sabe que existen variantes coagulasa-negativas de S. aureus, algunas de las cuales
pueden tener una patogenicidad similar a sus variantes coagulasa-positivas (Fox et al.,
1996). Dado que el término “estafilococos coagulasa-negativos”, basado en la
capacidad de las proteinas para causar coagulacion como prueba diagnostica, puede
resultar ambiguo en el contexto de la mastitis, “estafilococos no-aureus” (SNa)
proporciona un término mas adecuado para clasificar patdgenos asociados con la
mastitis bovina al ofrecer una clara dicotomia entre S. aureus y las otras especies de
estafilococos (De Buck et al., 2021). Ademas, los SNa a menudo se consideran
patdégenos de menor importancia en la produccion lechera (los llamados patdgenos
menores), especialmente en comparacion con S. aureus, algunos estreptococos y
algunas bacterias coliformes (Schukken et al., 2009). Sin embargo, en la mayoria de
los estudios han sido las bacterias mas frecuentemente aisladas de cuartos mamarios
con mastitis subclinica (Condas et al., 2017), y su capacidad para causar mastitis
clinica no debe subestimarse (De Buck et al., 2021). Algunos estudios tambien han
demostrado que los SNa pueden reducir la infeccion por S. aureus y otros patdgenos
causantes de mastitis (Crippa et al., 2024).

Entre todos los SNa encontrados en el ganado, S. haemolyticus, S. chromogenes, S.
epidermidis, S. warneri, S. cohnii, S. simulans, S. hominis, S. capitis y S. xylosus son
las especies mas prevalentes (Traversari etal., 2019). Ademéas de los SNa, es
importante destacar el nuevo género reclasificado recientemente a partir de
Staphylococcus, el Mammaliicoccus (Crippa et al., 2024). Se ha sugerido que los SNa
podrian actuar como un posible reservorio de genes de resistencia, los cuales pueden
ser transferidos e integrados en el genoma de S. aureus (Vitali et al., 2014). Se han
reportado diferencias entre y dentro de las especies de SNa bovinos en cuanto a su
epidemiologia y ecologia (Souza etal., 2016), resistencia a los antimicrobianos
(Fergestad et al., 2021), virulencia (Wuytack et al., 2019), posibles caracteristicas
protectoras e interaccion con el hospedador (Crippa et al., 2024)y su impacto en la
salud de la ubre y la produccion de leche (Valckenier et al., 2020). Los SNa pueden
estar presentes en una amplia gama de habitats ecoldgicos, que incluyen los canales
de los pezones bovinos y los apices de los pezones (Adkins et al., 2018; Traversari
et al., 2019) asi como en el ambiente de las granjas, incluyendo la leche del tanque de
almacenamiento, el material de cama y las heces (Adkins etal.,, 2022). S.
chromogenes y S. epidermidis se aislan predominantemente de la leche. Por lo tanto,
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se consideran especies adaptadas al hospedero, mientras que S. equorumy S. devriesei
se encuentran principalmente en el ambiente y se clasifican como especies
ambientales de SNa (Crippa etal., 2024). Otras especies, como S. haemolyticus,
provienen de varios sitios extramamarios y, por lo tanto, se etiquetan como
oportunistas (Adkins et al., 2022). Multiples estudios contradicen esta clasificacion
actual por especies, y estas observaciones contradictorias podrian atribuirse a
diferencias entre cepas dentro de las mismas especies de SNa (Crippa et al., 2024).

3.4. Factores de virulencia

La capacidad de las especies de Staphylococcus para causar infecciones esta
relacionada con la expresion de factores de virulencia (Pérez et al. 2020) que ayudan
a la bacteria a evadir las defensas del hospedero y contribuir a la permanencia y
patogenicidad. Estos factores incluyen componentes estructurales (colageno,
fibrindgeno, proteinas de unidn a elastina, proteina de union a penicilina, &cido
teicoico, proteina o, B-lactamasa, proteasas, capsulas y limos), enzimas (coagulasa,
estafiloquinasa, DNasa, fosfatasa, lipasa, fosfolipasa, hialuronidasa) y toxinas
(enterotoxinas estafilocdcicas, toxina 1 del sindrome de shock téxico, leucocidina,
hemolisinas y exfoliatina). Ademas, tienen mecanismos especificos, como la
formacion de biofilms, que facilitan su adherencia e invasion de las células epiteliales
mamarias (Zecconi et al. 2006; Abril et al. 2020; Pérez et al. 2020). Para sobrevivir y
adaptarse a diferentes nichos ambientales, ha desarrollado una intrincada red
reguladora para controlar la produccién de estos factores de virulencia tanto en el
tiempo como en la ubicacién del hospedero(Novick 2003a; Jenul & Horswill 2019).
La maquinaria reguladora y los factores de virulencia se conocen como genes
accesorios, ya que no son esenciales para el crecimiento normal. Estos factores
accesorios se utilizan para establecer la dominancia en el hospedero y contribuir a la
patogenicidad. Estos elementos genéticos accesorios se codifican directamente en el
cromosoma, y también en elementos moviles que incluyen fagos, plasmidos e islas de
patogenicidad (Jenul & Horswill 2019; Pérez et al. 2020).

Los estafilococos son bacterias con un genoma central conservado (Feil et al. 2003),
y su evolucidn es principalmente impulsada a través de la mutacion y la transferencia
horizontal de genes. Los elementos genéticos moviles, como los bacteriéfagos
integrados (profagos), son una de las contribuciones mas comunes a la variacién de
cepa a cepa de S. aureus (Jenul & Horswill 2019). Debido a su bajo nivel de
competencia natural, la transduccion fagica es un modo frecuente de transferencia de
ADN entre cepas de S. aureus (Xia & Wolz 2014). La leucocidina Panton-Valentine
es un ejemplo de factor de virulencia encontrado en profagos (Shallcross et al. 2013).
Otros importantes factores de virulencia codificados por bacteridéfagos incluyen la
toxina exfoliativa A (Goerke et al. 2009), el factor de virulencia anclado a la pared
celular SasX, el inhibidor estafilocdcico del complemento, la estafilocinasa, la
proteina inhibidora de la quimiotaxis y las enterotoxinas codificadas por sea, selk2 y
selp (Jenul & Horswill 2019). Las islas de patogenicidad estafilococica (SaPl) son
otro elemento genético mavil que puede codificar toxinas pirogénicas llamadas
superantigenos. Los genes de superantigeno codificados en SaPls incluyen la toxina
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del shock toxico (tst) (Novick 2003b), la enterotoxina B (seb) y la proteina similar a
la enterotoxina Q (selq) (Schelin etal. 2011). Los plasmidos juegan un papel
importante en la adquisicion de resistencia a los antibidticos de S. aureus, pero
también hay algunos ejemplos que documentan su importancia para la adquisicion de
factores de virulencia. Hasta la fecha se ha demostrado que varias toxinas pueden estar
codificadas en plasmidos, incluida la toxina exfoliativa B, la enterotoxina D, la
proteina similar a la enterotoxina SER y la proteina similar a la enterotoxina J (Jenul
& Horswill 2019).

3.5. Toxinas

Como vimos anteriormente la eficiencia de S. aureus y especies SNa como patdgenos
puede atribuirse a su arsenal de factores de virulencia, entre los cuales las toxinas
secretadas desempefian un papel importante. Las principales toxinas estafilococicas
se pueden dividir en tres grupos principales: las toxinas formadoras de poros (PFTs
por sus siglas en inglés), las toxinas exfoliativas (ETSs) y las superantigenos (SAgQs)
(Oliveira et al. 2018).

3.5.1. Toxinas formadoras de poros

Numerosas toxinas tienen como blanco la membrana citoplasmatica. Estas toxinas
generan poros en la membrana, desencadenando la liberacion de moléculas y
metabolitos esenciales, lo que las hace citoliticas (Otto 2014). En este conjunto de
toxinas, destacan las hemolisinas y las leucocidinas.

Las hemolisinas son reconocidas por su papel como factores virulentos y son
especialmente relevantes en infecciones persistentes de la glandula mamaria. S.
aureus tiene a las hemolisinas a y f como las mas representativas, siendo codificadas
por los genes hla y hlb, respectivamente (Burnside et al. 2010; Pérez et al. 2020). De
estas, la hemolisina o es la que se produce en mayor medida. Su capacidad patogénica
se asocia a sus efectos hemoliticos, dermonecréticos y neurotoxicos, que en humanos
pueden desencadenar edema pulmonar y dafio dermonecrético. En ganado, favorece
la persistencia del microorganismo en la glandula mamaria (Berube & Wardenburg
2013). La hemolisina B, a pesar de no inducir lisis celular, actia como
esfingomielinasa, mostrando una actividad notoria contra eritrocitos bovinos (Pérez
et al. 2020). Es relevante mencionar que la interaccion entre las hemolisinas a y B
puede potenciar la adhesion a células epiteliales mamarias bovinas y fomentar la
proliferacion de bacterias al dafiar el epitelio y exponer la matriz subcelular. La
degradacion de la esfingomielina por estas toxinas conlleva un aumento en la
permeabilidad de la membrana plasmatica y una consecuente pérdida progresiva de la
carga eléctrica negativa en la superficie celular, facilitando la adhesion bacteriana
(Cifrian et al. 1996).

Las leucocidinas son también toxinas formadoras de poros de dos componentes que
atacan especificamente a las células inmunitarias, destruyendo células fagocitarias
como monocitos y polimorfonucleares (Alonzo & Torres 2014). Existen siete tipos
diferentes de leucocidinas, y la leucocidina de Panton-Valentine (PVL) es la toxina
con el efecto mas potente sobre las células inmunitarias (Abril et al. 2020).
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3.5.2. Toxinas exfoliativas

Las toxinas exfoliativas (TE), también conocidas como toxinas epidermoliticas, son
serinas extremadamente especificas secretadas por S. aureus. Estas proteasas
reconocen e hidrolizan las cadherinas desmosdmicas en las capas superficiales de la
piel. Las TE son exotoxinas asociadas con la escision de las uniones de los
queratinocitos y la adhesion célula-célula en la epidermis del hospedero, lo que puede
inducir descamacion de la piel y formacion de ampollas (Oliveira et al. 2018).

3.5.3. Superantigenos

Originalmente, los Superantigenos (SAgs) fueron denominados enterotoxinas
estafilocdcicas (SES) porque causan sintomas tipicos de intoxicacion alimentaria por
S. aureus, como vémitos y diarrea (Grumann et al. 2014). Sin embargo, dado que
algunas de las toxinas mas recientemente identificadas pertenecientes a este grupo no
presentaban estas propiedades eméticas, en 2004, el Comité Internacional de
Nomenclatura dio a SE esta nueva nomenclatura (Oliveiraet al. 2018). Se han descrito
mas de 23 toxinas SAgs estafilocdcicas, particularmente la toxina del sindrome de
shock toxico (TSST-1) y las enterotoxinas estafilocécicas (SEA a SEE, SEG a SEJ,
SEL a SEQ y SER a SET), y 11 toxinas semejantes a superantigenos estafilococicos
(SSL) (SEIK a SEIQ, SEIU a SEIX) (Oliveira et al. 2018).

Los SAgs activan el sistema inmunoldgico uniéndose al complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il y a moléculas receptoras de células T sin
procesamiento de antigenos (Lin et al. 2010). Las moléculas MHC |1 parecen impactar
en la capacidad de los macré6fagos para regular la respuesta de las células T a los SAgs.
Los SAgs liberados actian sistémicamente, desencadenando un gran ndmero de
células T para producir grandes cantidades de citoquinas proinflamatorias (IL-2, IFN-
vy y TNF), causando asi la manifestacion de sintomas (por ejemplo, fiebre alta,
erupcion, descamacion, vomitos, diarrea, hipotensién y, con frecuencia, pueden
resultar en fallo multiorganico) (Oliveira et al. 2018). Las enterotoxinas clasicas SEA,
SEB, SEC, SED y SEE son responsables del 95% de las intoxicaciones
estafilococicas; con SEA y SED como las causas mas comunes de intoxicacion
alimentaria, debido a su estabilidad en una amplia gama de actividades de agua y
condiciones de pH (Abril etal. 2020). Una caracteristica importante es que estas
enterotoxinas conservan su potencia después de la pasteurizacién (Tam & Torres
2019; Homsombat et al. 2021), por lo tanto, la capacidad de las cepas de S. aureus de
origen animal para producir toxinas representa riesgos sustanciales tanto para la salud
animal como publica.

3.6. Biofilm

Los biofilms se pueden definir como ecosistemas en los que las células microbianas
estan incrustadas en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares (EPS). Esta
matriz representa un espacio estructurado y compartido, que es generado y controlado
por los organismos que viven dentro. La composicion, las propiedades y la dinamica
de la matriz influyen en el modo de vida (Flemming et al. 2023; Rather et al. 2021;
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Sauer etal. 2022). Estos microorganismos presentan variaciones en la tasa de
crecimiento y la expresion génica en comparacion con su forma plancténica (Gupta
etal. 2016). Para establecer una relacion con el hospedero, resistir condiciones
externas desfavorables y enfrentar los antibioticos conocidos, asi como otras sefiales
ambientales, los microorganismos han evolucionado para formar una cubierta
protectora alrededor de si mismos (Castiblanco & Sundin 2016). La formacion de
biofilms contribuye al desarrollo de resistencia a los antibioticos y a la aparicion de
células persistentes, las cuales son responsables de la persistencia dificil de manejar
de las infecciones microbianas (Rather et al. 2021). La matriz extracelular del biofilm
comprende carbohidratos retenidos a través de la formacion de enlaces de hidrogeno
con polisacéridos, proteinas y ADN extracelular (Nasser et al. 2021).

Los miembros del género Staphylococcus, incluidos Staphylococcus aureus y
Staphylococcus epidermidis, el miembro més destacado de los estafilococos no aureus
(SNa), son patdgenos oportunistas y ambos producen biofilm robustos (Crippa et al.,
2024; Schilcher & Horswill, 2020) . El desarrollo del biofilm estafilocdcico es un
proceso complejo que involucra tres etapas principales: (i) la adhesion inicial, (ii) la
produccidn de la matriz extracelular y la proliferacion celular, y (iii) la estructuracién
del biofilm y la separacion celular (Schilcher & Horswill 2020). En los biofilms que
estan asociados a superficies, durante la primera etapa, la bacteria se adhiere a una
superficie bidtica o abiotica utilizando una variedad de factores y mecanismos, tales
como adhesinas de superficie (Foster et al. 2014; Foster 2019), &cidos teicoicos de
pared (Gross et al. 2001), cambios en la hidrofobicidad de la superficie celular, y la
produccion de ADN ambiental (Mann etal. 2009). Las bacterias adheridas se
multiplican y forman microcolonias en la superficie. Posteriormente, estas
microcolonias evolucionan en estructuras bien definidas que constituyen el biofilm.
Tras la adhesion de una capa de células bacterianas a la superficie, la capa bacteriana
subsiguiente no se adherira directamente a la misma. Por lo tanto, la adhesién de célula
a célula es un proceso esencial para mantener y desarrollar la formacion de biofilms
(Nasser et al. 2021). Esta acumulacion y desarrollo de una etapa madura se debe
principalmente a las adhesiones intercelulares polisacaridas (P1A), las cuales facilitan
la acumulacion bacteriana, en especial el polisacarido poli-N-succinil-f-1-6
glucosamina (PNAG). La biosintesis de PNAG estd controlada por enzimas
codificadas por el operén icaADBC (Oliveira et al. 2018; Pérez et al. 2020). Las
proteinas de la superficie bacteriana desempefian un papel significativo en la
adhesién, y se han identificado varias proteinas clave en la formacion de biofilms
(Felipe etal. 2017). Entre ellas se encuentran las involucradas en la adhesion
bacteriana, como el factor de aglutinacion (CIfA y CIfB) (Abraham & Jefferson 2012)
y las proteinas de union a fibronectina (FnbpA y FnbpB) (O’Neill et al. 2008), siendo
particularmente importante la proteina asociada a biofilm (Bap) (Cucarella et al.
2004). Se ha descrito a la proteina Bap como un factor patogénico especifico en el
ganado, ya que se ha identificado en aislamientos procedentes de infecciones
intramamarias bovinas (Cucarella et al. 2004; Vautor et al. 2008). La remocion del
biofilm se produce por factores disruptivos, como nucleasas y surfactantes (PSMs),
gue son considerados esenciales para el desarrollo de la estructura tridimensional del
biofilm estafilococico maduro (Schilcher & Horswill 2020). Finalmente, el
desprendimiento celular durante la desintegracion del biofilm se debe principalmente
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a la degradacion de la matriz del biofilm impulsada por proteasas y la interrupcion del
biofilm por PSMs (Joo & Otto 2012; Periasamy et al. 2012).

3.7. Resistencia a antimicrobianos

Los antibi6ticos se utilizan ampliamente en animales de produccion de alimentos para
combatir enfermedades y mejorar el rendimiento animal. En los establecimientos
lecheros, se utilizan antibidticos como la penicilina, la cefalosporina, la
estreptomicina, la tetraciclina y muchos otros para el tratamiento y la prevencion de
la mastitis causada por una variedad de bacterias. A menudo, se administran
antibidticos de forma rutinaria a todo el rebafio para prevenir la mastitis durante el
periodo seco (Oliver & Murinda, 2012). Se estima que desde 2010 hasta 2030, el
consumo global de antimicrobianos en la produccion ganadera aumentara en dos
tercios, y se duplicard en Brasil, Rusia, India, China y Sudéafrica (Van Boeckel et al.
2015). El riesgo de la presencia de residuos de antibidticos en la leche cruda no es
solo un problema de salud publica y seguridad alimentaria, sino también un factor
econdmico importante para el productor que es penalizado por la leche adulterada y
para la planta procesadora de leche que pone en peligro la fabricacion de alimentos al
procesar leche adulterada (Oliver & Murinda 2012).

Ademas de ser una etiologia de mastitis, S. aureus ha sido considerada como un
importante riesgo para la salud humana, especialmente debido al desarrollo de
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA). Se ha informado que el
complejo clonal 398 asociado al ganado (LA-MRSA) también es responsable de
infecciones en humanos (M. Cui et al. 2020). El uso de diferentes antimicrobianos es
el enfoque ampliamente utilizado para tratar cualquier infeccion intramamaria (IMI)
en el ganado (Saeed et al. 2024). Sin embargo, existen ciertos inconvenientes en este
enfoque actual debido a la posibilidad de residuos de antimicrobianos en la leche,
desarrollo de resistencia antimicrobiana (RAM) y baja tasa de curacion (Cheng & Han
2020). Ademas, las bacterias que causan mastitis, particularmente S. aureus, no
responden facilmente a la terapia con agentes antimicrobianos debido a la capacidad
de las bacterias para ingresar y residir intracelularmente dentro de la glandula
mamaria, lo que proporciona desafios adicionales para la terapia (Fraunholz & Sinha
2012). La invasion celular de los estafilocococos en la ubre establece un reservorio
que promueve la reinfeccion posterior, lo que conduce a una fase de enfermedad
prolongada e infecciones recurrentes (Saeed et al. 2024). Ademas, las infecciones
recurrentes y subclinicas también son facilitadas por la supervivencia facultativa de
estas especies dentro de las células (Fraunholz & Sinha 2012). En consecuencia, los
estafilocococos permanece protegido de la reaccion inmune dentro del hospedero y
de la actividad antimicrobiana mediante la formacién de biofilm y el desarrollo de
supervivencia intracelular (Rollin et al. 2017).

En este escenario, el surgimiento y la propagacion de la resistencia antimicrobiana
continlia desafiando nuestra capacidad para tratar enfermedades bacterianas y requiere
un conocimiento avanzado sobre la frecuencia de resistencia entre bacterias
potencialmente zoondticas, asi como en relacién con los determinantes genéticos de
esta resistencia, para monitorear mejor los riesgos para la poblacion humana. Esta
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informacion es esencial para la toma de decisiones con respecto a las terapias
adoptadas, las acciones de vigilancia sanitaria y la evaluacion del uso de
antimicrobianos en la produccion animal (Pérez et al. 2020).

Debido a todo esto muchos esfuerzos de investigacion actuales estan dirigidos hacia
terapias basadas en una estrategia anti-virulencia (Sabino et al. 2023), con el objetivo
de atenuar los factores de virulencia de las bacterias y reducir su capacidad nociva
(Martinez et al. 2019). Se anticipa que estos tratamientos tendran un menor impacto
en el crecimiento del patégeno, por lo que la tendencia evolutiva hacia la resistencia
seria menor en comparacion con los antibiéticos (Quave & Horswill 2014; Sully et al.
2014). Los tratamientos anti-virulencia atacan directamente a los patogenos,
asegurando que no afecten negativamente a la microbiota beneficiosa (Dickey et al.
2017). Considerando los factores de virulencia identificados en especies de
Staphylococcus y su relacion con la mastitis bovina, es esencial entender estas
propiedades virulentas.

4. HIPOTESIS

Se espera encontrar diferencias significativas en los perfiles de virulencia, la
capacidad de formacion de biofilms y la resistencia antimicrobiana entre cepas de
Staphylococcus aureus y estafilococos no aureus (SNa) aisladas de mastitis bovina.
Estas diferencias podrian influir en la capacidad de ambos grupos para causar
infeccion y en su respuesta a los tratamientos antimicrobianos

5. OBJETIVOS
5.1. OBJETIVO GENERAL

Conocer el perfil de virulencia y resistencia de cepas de Staphylococcus spp. aislados
de casos de mastitis bovina en Uruguay.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Deteccion de genes de virulencia sea, seb, sec, sed, tst, luk (pvl), hla, hlb, icaA,
icaD, bap, clfA, fnbpA 'y fnbpB y comparar su presencia en cepas de S.aureus
y SNa.

2. Conocer el perfil de resistencia a los antimicrobianos de las cepas estudiadas.

3. Conocer la habilidad de las cepas estudiadas de formar biofilm, asociarlo con
los genes presentes y comparar esta formacion en cepas de S.aureus y SNa

4. Asociar estadisticamente la presencia de genes de virulencia, resistencia a los
antimicrobianos y su capacidad de formar biofilms
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Aislamientos bacterianos

Un total de 191 cepas de Staphylococcus spp. aisladas de vacas con mastitis clinica
(n=170) y subclinica (n=21) entre 2017 y 2023 fueron utilizadas en el presente
estudio. Los aislados fueron proporcionados por dos laboratorios comerciales de
diagnostico de mastitis. Las cepas se recuperaron en placas de TSA (Agar de Soya
Tripticase) para observar su viabilidad e incubadas a 37°C durante 24 horas. Todas
las cepas se almacenaron a -80°C en TSB con agregado de 20% glicerol.

6.2. Extraccién de ADN bacteriano

La extraccion de ADN de los aislados recuperados se realizé utilizando el método de
lisis térmica afiadido con la enzima acromopeptidasa (Sigma-Aldrich® St. Louis,
MO) para una mejor ruptura de la pared celular estafilocdcica (Diana et al. 2019).
Luego se centrifugd a 13.000 RPM por 7 minutos y se transfirié el sobrenadante a
nuevos tubos. La pureza y cantidad de ADN extraido se evalu6 utilizando NanoDrop
(Thermo, USA) y los extractos obtenidos se almacenaron a -20°C hasta su posterior
uso.

6.3. Confirmacion de Staphylococcus aureus por PCR.

Todos los aislados se confirmaron como S. aureus o estafilococos no aureus (SNa)
mediante PCR para amplificar el marcador genético sa442 (PCR puesta a punto en
laboratorio de microbiologia de Facultad de Veterinaria). Los cebadores utilizados en
los ensayos PCR, asi como el tamafio del producto amplificado esperado, se enumeran
enel ANEXO I.

6.4. Identificacion de especies de estafilococos no aureus

La identificacion de especies de SNa se llevd a cabo por secuenciacion del gen ARNr
16S. Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados por Macrogen Inc.,
Seul, Corea del Sur. Utilizando el programa Bioedit (Hall. 1999) se analizan
cromatogramas y se realiza una edicion y recorte de secuencias de baja calidad, luego
se ensamblan secuencias forward (sentido) y reverse (antisentido). Se trabaja la
secuencia con el fin de obtener una secuencia mas precisa. La identificacion de las
cepas mediante blast se realizd utilizando el servidor online www.ezbiocloud.net que
utiliza una base de datos propia (Chalita et al. 2024).

6.5. Deteccidn por PCR de genes asociados con resistencia, adhesion, formacién
de biofilm y factores de virulencia.

Se examino la presencia de los genes sea, seb, sec, sed, pvl, tst, hla, hib, bap, cIfA,
fnbpA, fnbpB, icaA y icaD en todo el ADN genomico de los aislados de
Staphylococcus spp. Los cebadores utilizados en los ensayos PCR, asi como los
tamanos de los productos amplificados esperados y las referencias, se enumeran en el
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ANEXO 1. Los oligonucledtidos cebadores fueron sintetizados por Macrogen Inc.
(Seul, Corea del Sur). La mezcla de reaccién de PCR (12.5 pL) se compuso de 1 pL
de ADN molde (140 ng promedio), 6.25 de Master mix (NZYTaq Il Green, Portugal),
1 mM de cada cebador y 3.25 pL de agua estéril desionizada para completar el
volumen de la mezcla. El perfil de ciclado térmico se realiz6 en un termociclador
(Corbett Research, Australia). Las condiciones de ciclado consistieron en una
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 2 min, seguida de 35 ciclos de amplificacion,
cada uno consistiendo en desnaturalizacion a 94°C durante 1 min, temperatura de
anillado durante 1 min, y elongacion a 72°C durante 1 min, con una extension final a
72°C durante 5 min. La presencia y tamafio de los productos amplificados se
confirmaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% a 100V durante 45
minutos. Los amplicones fueron visualizados mediante tincion con SYBR Green Safe
DNA gel stain de Invitrogen y exposicion a luz ultravioleta (UV) (Life Technologies
TFK-20M, EE. UU.) y los tamafios de los productos de amplificacion se estimaron en
comparacion con un estandar de tamafio molecular de 100 pb (Thermo Scientific™).
Se utilizaron como controles positivos muestras con presencia de genes (ver Anexo
I1) y agua estéril libre de ADN como control blanco.

6.6. Identidad de la secuencia

Los productos de PCR amplificados se enviaron a Macrogen, Corea para
secuenciacion. Con el programa Bioedit (Hall, 1999), se edit6 el cromatograma y la
secuencia recibida del servicio de secuenciacion mediante inspeccion visual. Se
corrigieron los errores tipicos del secuenciador Sanger y se empalmaron las
secuencias de cada primer para obtener una secuencia Unica. La identificacion de las
cepas se realizd utilizando BLAST en un servidor en linea del NCBI.

6.7. Produccion de biofilm

Para determinar el potencial de los aislamientos para formar biofilm, realizamos el
ensayo en placas de microtitulacion y la formacidn de biofilm en superficies abioticas
se cuantificd como describieron O’Toole & Kolter (O’Toole & Kolter 1998), con
algunas modificaciones. Se realizé un precultivo de las cepas a estudiar en placas con
TSB durante 24 horas a 37°C. A partir de estos cultivos, se realiza una dilucién 1:10
para evaluar la formacién de biofilm en placa duplicada. Se transfirié cada cepa a otra
a 3 pocillos diferentes de una placa con TSB e incubaron 30 hs a 37°C. en TSB.

Cada placa de cultivo incluyd 12 pocillos con medio TSB sin inocular como control
negativo. Después de la incubacion, las placas se lavaron tres veces con PBS 1x, se
secaron al aire y se tifieron con una solucién de violeta de cristal al 0.1% durante 15
min. Luego las microplacas se lavaron, se secaron al aire y el cristal violeta se disolvid
en etanol al 95% (v/v). La intensidad de color se midio a 493 nm en un lector ELISA
(BIOBASE BK-EL10C, China), y se expresoé en valores de densidad optica (OD). Los
aislados que mostraron capacidad para producir biofilm se clasificaron como no
formadores (Promedio de densidad Optica de la muestra (ODM)< Promedio de
densidad Optica del control negativo (ODNC=0,07), débiles (ODNC< ODM<
2*ODNC), moderados (2*ODNC< ODM< 4*ODNC) o fuertes (ODM > 4*ODNC)
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(Angel Villegas et al. 2013). La produccion de biofilm por cada cepa se determino a
partir de dos ensayos independientes y cada uno de estos incluyé triplicados para cada
cepa.

6.8. Resistencia a los antimicrobianos

El perfil de resistencia de Staphylococcus spp. se determino utilizando el método de
difusion en disco. Las colonias aisladas, se seleccionaron de una placa de TSA
(Tryptic Soy Agar) (Oxoid, Reino Unido) incubadas durante 24 horas. A partir de las
mismas se realizO una suspension equivalente a una McFarland 0.5 en suero
fisiologico estéril. Utilizando un hisopo de algoddn, se sembro la suspension en una
placa de agar Mueller Hinton (Oxoid, Reino Unido).

Se colocaron discos (Oxoid, Reino Unido) impregnados con antimicrobianos
especificos en la superficie del agar. Los antimicrobianos incluyeron penicilina (10
unidades), cefoxitina (30 pg), gentamicina (10 pg), tetraciclina (30 pg), clindamicina
(2 pg), enrofloxacina (5 pg) y eritromicina (15 pg). Después de 16 a 18 horas de
incubacién a 35 + 2 °C, se examino cada placa y los resultados se interpretaron de
acuerdo con los puntos de corte del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
para todos los antimicrobianos (CLSI 20232, CLSI 2023b).

6.9. Analisis estadistico

En el analisis descriptivo de los datos, determinamos frecuencias para varias
categorias, incluyendo el tipo de mastitis, especies de Staphylococcus, presencia de
genes de virulencia, formacion de biofilm y resistencia antimicrobiana. Para explorar
posibles asociaciones entre genes de virulencia y resistencia antimicrobiana, se
realizaron pruebas de chi-cuadrado y residuos ajustados. Estas pruebas evaluaron si
la presencia o ausencia de genes de virulencia especificos estaba significativamente
asociada con la resistencia o sensibilidad antimicrobiana. Se consideraron valores p
inferiores a 0,05 como indicativos de una asociacion significativa entre el gen de
virulencia y la resistencia antimicrobiana correspondiente.

Se realiz6 Analisis de Correspondencias Mdltiples (MCA) para reducir la
dimensionalidad del conjunto de datos y visualizar grupos en dos y tres dimensiones.
El MCA, disefiado para variables categéricas, transformé eficazmente nuestros datos
categoricos multidimensionales en un espacio de menor dimensionalidad. Realizamos
MCA tanto en dos como en tres dimensiones para optimizar la interpretabilidad y
visualizacion. Después del MCA, el agrupamiento K-modos particiond el conjunto de
datos en distintos clusters. EI nUmero éptimo de clusters se identificd utilizando el
método de Silhouette con distancia de Hamming, asegurando agrupaciones bien
definidas y distintas. El andlisis de Silhouette evalla la similitud de un objeto con su
propio grupo en comparacién con otros grupos. Para cada configuraciéon de grupo,
calculamos el puntaje de Silhouette promedio, que oscila entre -1y +1, con puntajes
mas altos que indican grupos mejor definidos. K-modos, adecuado para datos
categoricos, agrupé puntos de datos en funcion de modas.

Después del agrupamiento, cada grupo se examind para identificar atributos
prevalentes, proporcionando informacion sobre las caracteristicas dominantes de cada
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cluster. Todos los calculos y analisis estadisticos se realizaron utilizando el software
R (R Core Team, 2020).

7. RESULTADOS

7.1. Aislamiento e identificacion bacteriana

De los 191 aislamientos de Staphylococcus spp., el 81.1% fueron identificados como
Staphylococcus aureus mediante PCR especifica de especie, confirmando la
predominancia de este patdgeno. Las cepas restantes revelaron una diversa variedad
de especies de estafilococos no aureus (SNa), incluyendo Staphylococcus borealis
(n=13), Staphylococcus chromogenes (n=12), Staphylococcus haemolyticus (n=5),
Staphylococcus saprophyticus (n=3), Staphylococcus capitis (n=1), Staphylococcus
ratti (n=1) y Staphylococcus pasteuri (n=1). Estas cepas compartieron una alta
homologia genética, con porcentajes que oscilaron entre el 99% y el 100%.

7.2. Deteccion de factores de virulencia y genes de biofilm en Staphylococcus
aureus

La Tabla 1y el Grafico 1 ilustra la frecuencia general de genes encontrados tanto en
S. aureus como en SNa. Entre los 155 aislamientos de S. aureus, el 3.9% (6/155)
resultd positivo para el gen de la enterotoxina A (sea), el 2.6% (4/155) para el gen de
la enterotoxina B (seb), el 7.7% (12/155) para el gen de la enterotoxina C (sec) y el
1.9% (3/155) para el gen de la enterotoxina D (sed). Notablemente, el 63.9% (99/155)
llevaba el gen de la leucocidina Panton-Valentine (pvl), el 8.4% (13/155) albergaba el
gen de la toxina del sindrome del shock toxico-1 (tst) y el 96.8% (150/155) resultd
positivo para el gen de la hemolisina A (hla), con todas las cepas dando positivo para
el gen de la hemolisina B (hlb). En cuanto a los genes asociados con la formacion de
biofilms, el 98.0% (152/155) y el 87.7% (136/155) fueron identificados con los genes
icaA e icaD, respectivamente. Los resultados para los genes que codifican proteinas
de adhesion fueron los siguientes: el 98.7% (153/155) para la proteina A de unién a
fibronectina (fnbpA), el 21.9% (34/155) para la proteina B de unién a fibronectina
(fnbpB) y el 98.0% (152/155) para el gen del factor de aglutinacion A (clfA). Ademas,
el 3.9% (6/155) dio positivo para el gen de la proteina asociada a biopeliculas (bap).
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Tabla 1. Deteccion de genes asociados con adhesion, biofilm y factores de virulencia.

Especies (n/%) Total
Factor S. aureus S. S. ) S. S. S. S. SNa
Gen
(n=155) borealis chromogenes haemolyticus saprophyticus  capitis ratti  pasteuri  (n/%)
(n=13) (n=12) (n=5) (n=3) (n=1) (n=1) (n=1)
Superantigenos  sea 6/3,9 1/7,7 1/8,3 1/20,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 3/8,3
seb 4/2,6 2/15,3 0/0,0 1/20,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 3/8,3
sec 12/7,7 0/0,0 4/33,3 0/0,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 4/11,1
sed 3/1,9 0/0,0 0/0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0
tst 13/8,4 0/0,0 0/0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0
Leucocidinas pvil 99/63,9 10/76,9 1/8,3 2/40,0 2/66,6 0/0,0 0/0,0 0/0,0 15/41,6
Hemolisinas hla 150/96,8 | 13/100,0 2/16,6 3/60,0 1/33,3 0/0,0 0/0,0 0/0,0 17/47,2
hib 155/100,0 | 13/100,0 1/8,3 4/80,0 0/0,0 1/100,0 0/0,0 0/0,0 17/47,2
PIA icaA 152/98,0 | 12/92,3 0/0 4/80,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 16/44,4
icaD 136/87,7 | 10/76,9 0/0 4/80,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 14/38,9
Adhesinas bap 6/3,9 0/0,0 0/0 0/0,0 2/66,6 0/0,0 0/0,0 0/0,0 2/5,5
fnbpA  153/98,7 | 13/100,0 0/0 4/80,0 0/0,0 1/100,0 0/0,0 0/0,0 18/50,0
fnbpB 34/21,9 2/15,3 1/8,3 2/40,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 5/13,9
clfA 152/98,0 13/100 1/8,3 4/80,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 18/50,0
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Figura 1. Porcentaje de aislamientos positivos y negativos a los distintos genes

buscados.

7.3. Deteccidn de factores de virulencia y genes de biofilms en estafilococos no

aureus

Entre las 36 cepas de SNa identificadas, el 8.3% (3/36) resultaron positivas para los
genes sea y seb, el 8.3% (3/36) para seb y el 11.1% (4/36) para sec. Ninguna cepa
(0/36) dio positivo para el gen sed. Ademés, el 41.6% (15/36) fue positivo para pvl y
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ninguna (0/36) para tst. Ademas, el 47.2% (17/36) dio positivo para ambos genes hla
y hlb. En cuanto a los genes de biofilm y adhesion, el 44.4% (16/36) fue positivo para
icaA, el 38.9% (14/36) paraicaD y el 50.0% (18/36) para fnbpA. Para fnbpB, el 13.9%
(5/36) de las cepas dio positivo, mientras que el 50.0% (18/36) fue positivo para clfA
y el 5.5% (2/36) para el gen bap. Los resultados por especie se describen en la Tabla
1.

7.4. Pruebas de Sensibilidad Antimicrobiana

Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana en Staphylococcus spp. (como se muestra
en la Tabla 2) revelaron niveles variables de resistencia contra antimicrobianos.
Predominantemente, se observO una alta sensibilidad en la mayoria de los
antimicrobianos probados. Para la penicilina, de las muestras totales, 33 (17.2%)
mostraron resistencia. Todas las cepas mostraron sensibilidad tanto a gentamicina
como a cefoxitina. En el caso de la eritromicina, 18 (9.4%) fueron resistentes, y se
observo una respuesta intermedia en 4. Para la clindamicina, 16 muestras mostraron
resistencia (8.4%), y 3 exhibieron un perfil intermedio. Las pruebas de sensibilidad a
tetraciclina revelaron 2 resistentes (1.0%) y 8 con reacciones intermedias. Por ultimo,
con respecto a la enrofloxacina, 3 mostraron una respuesta intermedia. La resistencia
por especie se puede ver en la tabla 3, donde el 62%, 15% y 8% de los S. borealis
mostraron resistencia a penicilina, eritromicina y clindamicina respectivamente. El
42% y 8% de los S. chromogenes mostraron resistencia a penicilina y a eritromicina
respectivsmente. EI 80% de los S. haemolyticus fue resistente a la penicilina y de los
3 S. saprophyticus 1 mosotro resistencia a la penicilina y los otros 2 a clindamicina y
eritromicina.

Tabla 2. Porcentaje de sensibilidad a distintos antimicrobianos

Antimicrobiano  Sensible(%) Intermedio(%) Resistente(%)

Penicilina 82,8 0,0 17,2
Cefoxitin 100,0 0,0 0,0
Eritromicina 88,5 2,1 9,4
Clindamicina 90,0 1,6 8,4
Gentamicina 100,0 0,0 0,0
Tetraciclina 94,8 4,2 1,0
Enrofloxacina 98,4 1,6 0,0

Tabla 3. Distribucion de resistencia por especie

S. S. S. S. S. S. S. S.

aureus  borealis chromogenes haemolyticus saprophyticus ratti capitis pasteuri
Penicilina 33 15 8 5 4 1 - - -
Eritromicina 22 17 2 1 - 2 - - -
Clindamicina 19 16 1 - - 2 - - R
Tetraciclina 10 10 - - - - - - i
Enrofloxacina 3 3 - - - - - - i

cepas resistentes incluye las cepas con resistencia y con resistencia intermedia
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7.5. Genes Asociados con Resistencia en Muestras Resistentes

Entre las 33 muestras que mostraron resistencia a la penicilina, 32 (97%) albergaban
el gen blaZ. En el caso de las 18 muestras resistentes a eritromicina, ninguna mostro
los genes ermA y ermB, mientras que 15 (83%) de ellas llevaban el gen ermC.

7.6. Asociaciones entre genes de virulencia y patrones de resistencia
antimicrobiana

En el analisis de la asociacion entre genes de virulencia y resistencia a antibioticos, se
observo una correlacion significativa entre la presencia del gen sea y la resistencia a
la penicilina. La prueba de chi-cuadrado revel6 que la presencia del gen sea esta
asociada significativamente con la resistencia a la penicilina (p = 0,0004), con un
residuo ajustado de 4.0149, indicando una mayor presencia de este gen en cepas
resistentes a penicilina en comparacion con las cepas sensibles. Sin embargo, no se
encontrd una asociacion significativa entre la presencia de los genes sea y seb y la
resistencia a otros antibidticos como eritromicina, clindamicina, tetraciclina y
enrofloxacina (p > 0.05). lo mismo se observa con el gen tst y la resistencia a
eritromicina y clindamicina (p = 0,00689 y 0,00208 respectivamente). La presencia
de los genes hla, hlb, pvl, icaA, fnbpA y cIfA mantuvo relacion con la resistencia a
penicilina. EL numero de cepas con ausencia y presencia de los genes segun la
resistencia observada se puede ver en la tabla 4 y los valores de p se detallan en la
Tabla 5.

Tabla 4. Distribucién de la presencia y ausencia de genes de virulencia en cepas de
Staphylococcus spp seguln la resistencia a distintos antibioticos.

Penicilina Eritromicina Clindamicina Tetraciclina Enrofloxacina

Gen R S R S R S R S R S
sea (+) 6 3 2 7 1 8 0 9 0 9
sea (-) 27 155 20 162 18 164 10 172 3 179
seb (+) 0 7 0 7 0 7 0 7 0 7
seb (-) 33 151 22 162 19 165 10 174 3 181
sec (+) 2 14 4 12 4 12 1 15 0 16
sec (-) 31 144 18 157 15 160 9 166 3 172
sed (+) 0 3 0 3 0 3 1 2 0 3
sed (-) 33 155 22 166 19 166 9 179 3 185
tst (+) 0 13 5 8 5 8 1 12 0 13
tst (-) 33 145 17 161 14 164 9 169 3 175
hla (+) 25 144 19 150 17 152 10 159 3 166
hla (-) 8 14 3 19 2 20 0 22 0 22
hib (+) 26 148 20 154 17 157 10 164 3 171
hib (-) 7 10 2 15 2 15 0 17 0 17
pvl (+) 14 100 15 99 13 101 7 107 3 111
pvl (-) 19 58 7 70 6 71 3 74 0 77

fnbpA(+) 25 146 19 152 17 154 10 161 3 168
fnbpA(-) 8 12 3 17 2 18 0 20 0 20
fnbpB (+) 10 29 8 31 6 33 2 37 1 38
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fabpB(-) 23 129 14 138 13 139 8 144 2 150
cfA(+) 24 146 20 150 17 153 10 160 3 167
cdfA(-) 9 12 2 19 2 19 0 21 0 21
icaA(+) 24 144 19 149 17 151 10 158 3 165
icaA(-) 9 14 3 20 2 21 0 23 0 23
jcaD(+) 23 127 14 136 12 138 9 141 3 147
icaD(-) 10 31 8 33 7 34 1 40 0 41
bap (+) 2 6 3 5 2 6 0 8 0 8

bap (-) 31 152 19 164 17 166 10 173 3 180

R: cepas resistente (incluye las cepas con resistencia y con resistencia intermedia), S: cepas sensibles

Tabla 5. Resultados de la prueba de chi-cuadrado (valores p) para genes de
virulencia y resistencia a antibioticos

Gen Penicilina  Eritromicina Clindamicina Tetraciclina Enrofloxacina
sea 0,00040* 0,62020 1,00000 1,00000 1,00000
seb 0,46990 0,71180 0,80060 1,00000 1,00000
sec 0,85510 0,17520 0,09590 1,00000 1,00000
sed 0,97750 1,00000 1,00000 0,37030 1,00000
tst 0,18453 0,00689* 0,00208* 1,00000 1,00000
hla 0,02658* 0,02660* 1,00000 1,00000 0,50716
hlb 0,01663* 1,00000 1,00000 0,65634 1,00000
pvl 0,04261* 0,52699 0,56763 0,72490 0,40000
fnbpA 0,01146* 0,88444 1,00000 0,56160 1,00000
fnbpB 0,18976 0,09080 0,33114 1,00000 1,00000
clfA 0,00288* 1,00000 1,00000 0,53360 1,00000
icaA 0,00777* 1,00000 1,00000 0,48213 1,00000
icaD 0,26003 0,12522 0,15393 0,60895 0,83830
bap 0,91039 0,07410 0,39542 1,00000 1,00000

7.7. Formacion de biofilm

Entre los 191 aislamientos de estafilococos, observamos una importante variacién en
la formacion de biofilm entre las cepas. En general, el 2.61% se categorizé como no
formadores de biofilms (NFB), el 24.60% como debiles formadores de biofilms
(DFB), el 47.12% como moderados formadores de biofilms (MFB) y el 25.67% como
fuertes formadores de biofilms (FFB). Al estratificar las cepas por especie,
observamos que el 1.9% de las cepas de S. aureus fueron NFB, el 25.2% fueron DBF,
el 50.1% fueron MFB y el 21.9% fueron FFB. En contraste, para los SNa, la
distribucion fue del 5.6% NFB, el 22.2% DFB, el 30.6% MFB y el 41.7% FFB (Figura
2).
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Figura 2. Categorias de formacion de biofilm segin grupo bacteriano

7.8. Asociacidon entre presencia de genes y formacion de biofilm

El andlisis estadistico de la relacidn entre la presencia de genes especificos (fnbpA,
fnbpB, clfA, icaA, icaD y bap) y la formacion de biofilm en cepas estudiadas reveld
patrones significativos en la distribucion de residuos ajustados y valores de chi-
cuadrado que pueden verse en la figura 3y en la tabla 6.

Tabla 6. Distribucién de la presencia y ausencia de genes asociados con la formacién
de biofilm en cepas de Staphylococcus spp y sus valores de p.

Gen NFB DFB MFB FFB valor p
fnbpA (+) 3 40 85 43 0.043*
fnbpA (-) 2 5 6
fnbpB (+) 1 17 13 0.092
fnbpB (-) 4 39 73 36
clfA (+) 3 40 83 44 0.073
clfA (-) 2 7 7 5
icaA (+) 3 40 83 42 0.049*
icaA (-) 2 7 7 7
icaD (+) 2 37 73 38 0.160
icaD (-) 3 10 17 11
bap (+) 1 1 3 3 0.396
bap (-) 4 46 87 46

FFB: fuerte formador de biofilm, MFB: moderado formador de biofilm, DFB: débil formador de biofilm, NFB:
no formador de biofilm.
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categorias de formacién de biofilm

El anélisis de la asociacion entre los genes y las categorias de formacion de biofilm
reveld hallazgos significativos para los genes fnbpA, clfA e icaA. El gen fnbpA mostro
una asociacion estadisticamente significativa (p < 0.05) con la formacion de biofilm,
especialmente en cepas de moderada formacion (MFB) donde el valor de residuo
ajustado indica que hay muchas mas cepas con presencia de lo esperado para indicar
independencia de las variables. El gen cIfA también mostré un patrén significativo (p
< 0.10) en relacion con la formacion de biofilm, especialmente en cepas de biofilm
moderado (MFB) y débil (DFB). Aunque el valor p no alcanzé el umbral de
significancia del 0.05, las observaciones sugieren una tendencia hacia una mayor
asociacion con la presencia del gen clfA. El gen icaA presentd resultados significativos
(p < 0.05) en todas las categorias de biofilm, con una notable correlacion en las cepas
de biofilm moderado (MFB). En contraste, los genes bap, icaD y fnbpB no mostraron
significancia estadistica (p > 0.05). Los valores de los residuos ajustados para estos
genes sugieren que no contribuyen de manera destacada a la variacion observada en
la formacion de biofilm.

7.9. Analisis de Clusters y reduccion de dimensionalidad

Se realiz6 Analisis de Correspondencias Maultiples (MCA) para reducir la
dimensionalidad del conjunto de datos y visualizar grupos. El grafico Scree (Figura
4), nos permite ver que el 41,8% de la variabilidad se explicaba en las 3 primeras
dimensiones. Por lo tanto se procedi6 a realizar una reduccién en 3D (Figura 6).
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Figura 4. Porcentaje de variabilidad explicada por cada componente

En la exploracion de la heterogeneidad entre estas cepas bacterianas, se empleé el
analisis de agrupamiento k-modos para separar en 4 clusters. La configuracion con el
puntaje de Silhouette promedio més alto guid la segmentacion de los datos en cuatro
grupos distintos como se observa en la figura 5.
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Silhouette width Si
g
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Figura 5. Puntaje de Silhoute para la cepas estudidas agrupadas en 4 clusters

Tener en cuenta que no se toma la caracteristica de especie para realizar los analisis
de MCA y de clusters.

Cluster 1 (n=16): incluy6 predominantemente cepas causantes de mastitis subclinica
causada por Staphylococcus aureus. Estas cepas fueron principalmente positivas para
genes como pvl, hla, hilb, icaA, icaD, fnbpA y clfA, mostraron una formacion de
biofilm fuerte y fueron notablemente resistentes a la penicilina y sensibles a los otros
antimicrobianos listados. Cluster 2 (n=19): consistié principalmente en cepas
causantes de mastitis clinica que llevaban los mismos genes que el cluster 1 pero
diferian al mostrar una formacion débil de biofilm y resistencia a eritromicina y
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clindamicina. Cluster 3 (n=137): en su mayoria abarcaba cepas causantes de mastitis
clinica causada por Staphylococcus aureus, predominantemente positivas para genes
como pvl, hla, hlb y clfA, mostrando una formacién moderada de biofilm. Grupo 4
(n=19): compuesto por cepas SNa que mostraron una formacion de biofilm variable.
La mayoria de ellas no presentaban virulencia, pero demostraban una notable
resistencia a la penicilina. Las particularidades de cada cluster pueden visualizarse en
la figura 6 y las especies qu eintegran cada uno en la tabla 7.

Tabla 5. Distribucion de especies en los distintos clusters

S. S. S. S. S. S. S. S.

aureus  borealis chromogenes haemolyticus saprophyticus ratti capitis pasteuri
Cluster1 16 13 1 - 1 1 - - -
Cluster2 19 19 - - - - - - -
Cluster3 137 122 12 3 - - - -
Cluster4 19 1 - 12 1 2 1 1 1
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Figura 6. Visualizacion del espacio MCA de los diferentes clusters en 2 y 3
dimensiones. En el gréafico A, la forma de los puntos representa las especies de estafilococos
y los colores representan los diferentes clusters asignados. En el gréfico B puedes visualizar

los diferentes clusters en 3D.
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Figura 6. Grafico radial representando los porcentajes de presencia de genes y

resistencia de cada cluster.

MC: mastitis clinica, MSC: mastitis subclinica, enr: resistencia a enrofloxacina, tet: resistencia a tetraciclina, gen:
resistencia a gentamicina, clin: resistencia a clindamicina, pen: resistencia a penicilina, FFB: fuerte formador de
biofilm, MFB: moderado formador de biofilm, DFB: débil formador de biofilm, NFB: no formador de biofilm.

8. DISCUSION

La mastitis bovina sigue siendo una preocupacion primordial dentro de la produccion
lechera, en gran medida atribuible a las considerables repercusiones econémicas
directas e indirectas que conlleva. Se ha implicado a una variedad de bacterias en la
infeccion de mastitis, siendo los estafilococos considerados uno de los agentes
causales mas significativos y prevalentes en varios paises (Ruegg 2017). De manera
intrigante, estos microorganismos han experimentado adaptaciones evolutivas,
manifestdndose en una serie de mecanismos moleculares dirigidos a eludir las
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defensas inmunologicas del hospedero. Es imperativo enfatizar que estos mecanismos
adaptativos no estan intrinsecamente incorporados dentro del ADN estructural. En su
lugar, se adquieren a través de elementos genéticos mdviles, facilitando la transmision
entre cepas (Pérez etal. 2020). Dadas estas observaciones, la comprension del
potencial de virulencia inherente a las cepas bacterianas regionales se vuelve
indispensable para la formulacion de estrategias de intervencion eficaces. Tales
esfuerzos estratégicos no deberian limitarse Gnicamente al ambito de los
antimicrobianos que demuestran susceptibilidad bacteriana, sino que deberian abarcar
la exploracién de nuevas vias terapeéuticas (Tomani¢ etal. 2023), incluyendo
compuestos anti-virulencia, que prometen atenuar la patogenicidad bacteriana
(Sabino et al. 2023).

En los laboratorios de diagndstico rutinario de mastitis, los SNa generalmente no se
distinguen por especie, sino que se clasifican colectivamente como un grupo dnico.
Como resultado, hay escasez de informacion sobre la epidemiologia y la importancia
comparativa de las diversas especies dentro de este grupo (Yang et al. 2023); algunas
de ellas, capaces de causar infecciones tanto en el ganado como en los humanos,
también pueden representar el riesgo de transmision zoondtica (Vishnupriya et al.
2014). El grupo de SNa aislado de muestras de leche bovina comprende mas de 50
especies distintas asociadas a infecciones intramamarias y presentes en leche de
tanque, con su distribucién evolucionando con el tiempo y diferencidndose en diversas
regiones (Pyorala & Taponen, 2009; Vanderhaeghen et al., 2015). Este estudio es de
los pocos informes publicados sobre la identificacion de especies SNa causantes de
mastitis bovina en Uruguay, en otro trabajo reciente donde se identificaron especies
SNa encontraron presencia de S. chromogenes, S. haemolyticus y S. warneri (de los
Santos etal., 2022). Las especies predominantes de SNa encontradas en nuestro
estudio fueron S. borealis (36% de SNa) y S. chromogenes (33%). Staphylococcus
chromogenes es una especie comun aislada de vacas con mastitis, mientras que S.
borealis es mucho menos frecuente. S. chromogenes ha sido identificado como la
especie mas prevalente en aislamientos en leche de vacas sanas y de vacas con mastitis
clinica o subclinica (\Valckenier et al., 2020). S. chromogenes puede superar la barrera
fisica de la glandula mamaria y formar biofilms. Ademas, esta especie esta méas
adaptada a la glandula mamaria de la vaca y puede convertirse en un reservorio
microbiano y una posible fuente de infeccion (Crippa et al., 2024). Tanto los S.
chromogenes como los S. haemolyticus son asociados a casos clinicos (Persson Waller
etal., 2023).

Staphylococcus borealis es una nueva especie de SNa descrita en 2020 basada en seis
aislamientos humanos (Pain et al. 2020). Debido a su similitud genética con S.
haemolyticus, algunas de estas cepas fueron identificadas inicialmente como tal, pero
mas tarde, con secuenciacion de genoma completo, fueron identificadas como S.
borealis (Krol et al. 2023). Las otras especies aisladas ya han sido reportadas como
poco frecuentes en varios estudios (Raspanti etal., 2016; Wanecka et al. 2018;
Jenkins et al. 2019), excepto por Staphylococcus ratti, para el cual no existen registros
publicados como agente etioldgico de mastitis.

Las cepas de S. aureus y SNa son cada vez mas reconocidas como notables patdgenos
transmitidos por los alimentos, principalmente debido a su propension a la produccion
de enterotoxinas. El papel definitivo de estas enterotoxinas en la patogenesis de la
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mastitis bovina adn debe ser dilucidado; sin embargo, su deteccion en la leche sin
duda eleva las preocupaciones de salud publica. Es importante destacar que estas
enterotoxinas exhiben una notable estabilidad térmica, preservando su bioactividad
incluso después de los procesos de pasteurizacion (Hennekinne et al. 2012). Las ubres
afectadas por infecciones por estafilococos enterotoxigénicos representan reservorios
potenciales que introducen estas toxinas en la leche, lo que, al ser consumido, puede
desencadenar trastornos gastrointestinales y complicaciones adicionales en los seres
humanos (Tarekgne et al. 2016). En la presente investigacion, nos embarcamos en un
analisis de todas las cepas de estafilococos para determinar la prevalencia de los genes
de las enterotoxinas estafilococicas en los aislamientos de nuestro trabajo,
especificamente sea, seb, sec, sed y tst, obteniendo bajos porcentajes de presencia de
genes, 4.7%, 3.7%, 8.4%, 1.6% y 6.8% respectivamente. Esto concuerda con los
resultados obtenidos en Brasil, donde las cepas estudiadas de diferentes areas
presentaron bajos porcentajes para los genes que codifican las enterotoxinas (Mello
etal. 2016; Pérez etal. 2020), a diferencia de lo que se ha encontrado en
investigaciones realizadas en China e India, donde se encontré una alta prevalencia
de genes de enterotoxinas (Wu et al. 2016; Mahato et al. 2017; Roshan et al. 2022;
Wang et al. 2018; Jung & Lee 2022). Esto demuestra la variabilidad que existe en la
virulencia de las cepas de estafilococos. Cabe sefialar que el porcentaje de genes sec
encontrados es el mas alto, la concentracion de enterotoxina C (SEC) en las
secreciones de la glandula mamaria aumentd con la gravedad de la mastitis, lo que
indica un papel importante de SEC en la patologia de la mastitis bovina estafilococica
y siendo un claro objetivo para terapias alternativas (Cui et al. 2010; Artursson et al.
2016).

Las hemolisinas, particularmente la hemolisina o (hla) y la hemolisina  (hib),
desempefian un papel fundamental en la patogénesis de Staphylococcus aureus en la
mastitis bovina. Las hemolisinas a y B contribuyen a la invasion bacteriana y a escapar
de la respuesta inmune del hospedero, permitiendo una mayor persistencia del
patdgeno en la glandula mamaria, causando infecciones crénicas (Pérez, Costa, et al.,
2020). En este estudio, un abrumador 96,8% de los aislamientos de S. aureus dieron
positivo para el gen de la hemolisina a, y el 100% de los aislamientos fueron positivos
para el gen de la hemolisina B , y todas las cepas de S. borealis albergaban los genes
hlay hlb. Una observacion interesante que contrasta con estas cepas es que dentro de
las otras cepas de SNa, apenas el 22.2% albergaban ambos genes hla y hlb. Esta
marcada diferencia en la prevalencia de los genes hla y hlb entre las especies subraya
la variacion potencial en virulencia y patogenicidad entre estos grupos bacterianos
observados en otros estudios (Yang et al. 2023).

El gen de la leucocidina de Panton-Valentine (pvl) es un factor de virulencia notable
gue se ha asociado con infecciones graves de la piel y tejidos blandos y se considera
como la toxina con el efecto mas fuerte en las células inmunes (Abril et al. 2020). Se
encontré que una proporcion sustancial de los aislamientos de S. aureus (63.9%) y
SNa (41.6%) albergaban el gen pvl. Esta alta prevalencia subraya la virulencia
potencial de estas cepas y su capacidad para causar infecciones graves en bovinos. La
presencia del gen pvl en una proporcion significativa de los aislamientos de S. aureus
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sugiere que estas cepas podrian tener una capacidad mejorada para causar necrosis y
dafio tisular, lo que podria exacerbar la gravedad de la mastitis en los animales
afectados (Jia et al. 2020). Estudios en medicina humana han demostrado que la
presencia del gen pvl esta asociada con resistencia a los antimicrobianos (Otter &
French 2010; Dubos et al. 2014; Zeouk et al. 2021), esto coincide con nuestro analisis
estadistico donde encontramos que la presencia de pvl estd asociada con resistencia a
la penicilina con un valor de p=0.042.

Los resultados de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana realizadas en esta
coleccién de cepas revelaron una alta susceptibilidad general a la mayoria de los
antimicrobianos evaluados, con algunas excepciones como penicilina, pero siendo
esta resistencia baja en comparacion con estudios de resistencia en cepas aisladas de
mastitis. EI 17.2%, de las cepas mostraron resistencia a la penicilina y esta se se
correlaciona con la presencia del gen blaZ en el 97% de estas cepas, indicando un
posible mecanismo comun de resistencia mediado por B-lactamasas.

Con respecto a las cepas SNa cabe destacar un alto porcentaje de resistencia a la
penicilina donde el 62%, el 42% y el 80% de los S. borealis, S. chromogenes y S.
haemolyticus respectivamente mostraron resistencia. Esto esta de acuerdo con
reportes de resistencia en especies SNa donde en general los porcentajes son altos, y
las especies SNa son conocidas como mas resistentes que las especies de S. aureus a
diferentes drogas presentando baja tasa de curacion (Crippa etal., 2024). La
resistencia asociada a SNa puede estar relacionada a que estas cepas son habitantes
comensales de las vacas, estando mas expuestas a distintos residuos de antibidticos
(Khazandi et al., 2018). Las cepas de S. haemolyticus se consideran como posible
reservorio de genes de resistencia (SCCmec cassette) para otras especies de
estafilococcos como S. aureus (Czekaj et al., 2015).

Los biofilms son comunidades estructuradas de bacterias que estan dentro de una
matriz extracelular autogenerada, la cual puede proporcionar a las bacterias una mejor
resistencia a los antimicrobianos y a la respuesta inmune del hospedero. La capacidad
de formar biofilms puede conferir ventajas a las bacterias, especialmente en
infecciones cronicas (Felipe et al. 2017; Pérez et al. 2020). En el ensayo basado en
placas de microtitulacion para determinar la capacidad de formar biofilm, se observo
una variacion notable entre cepas. Mientras que la mayoria de las cepas mostraron una
capacidad moderada para formar biofilms, es interesante destacar la distincion entre
S. aureus y SNa donde las cepas de SNa tenian una proporcion mas alta de fuertes
formadores de biofilms.

Los genes icaA y icaD forman parte del operon ica, que es responsable de la
produccion de adhesina intercelular de polisacarido (PIA), un componente importante
de la matriz del biofilm en estafilococos. EI PIA promueve la adhesion célula a célula
y es crucial para el establecimiento de un biofilm maduro (Gétz 2002). En S. aureus,
se encontrd que el 98% de los aislamientos albergaban el gen icaA y el 87.7% eran
positivos para icaD. Esta alta prevalencia indica que una gran mayoria de los
aislamientos de S. aureus en este estudio tienen el potencial genético para formar
biofilms robustos, aunque en la prueba in vitro el 28% mostré formacion de biofilm
débil o nula. En contraste, los SNa mostraron el mismo porcentaje de formacion de
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biofilm débil o nula y un porcentaje mas alto de formacion de biofilm fuerte pero una
prevalencia notablemente menor para los genes icaA (44.4%) y icaD (38.9%),
principalmente los aislamientos de S. borealis que fueron positivos. Esto indica que
puede estar funcionando un proceso de formacion de biofilm independiente de ica en
estas cepas, consistente con estudios previos (Chokr et al., 2006; Christner et al.,
2010). Las proteinas superficiales y secretoras pueden reemplazar la funcion del PIA
durante el desarrollo del biofilm en cepas de estafilococos deficientes en ica (O’Gara
2007). Esto implica que S. aureus puede emplear multiples mecanismos de
patogenicidad para producir biofilm sin la necesidad de un gen especifico (Pérez et al.
2020).

En cuanto a los genes de proteinas de adhesion, las cepas de S. aureus exhibieron un
alto porcentaje de fnbpA (98.7%) y clfA (98.0%), en linea con investigaciones previas
que indican la importancia de estas proteinas en la patogenicidad de S. aureus (Singh
et al. 2010; Felipe et al. 2017; Speziale & Pietrocola 2020). En contraste, el gen fnbpB
fue menos prevalente, presente en solo el 21.9% de las cepas. Para las cepas de SNa,
la presencia de estos genes fue notablemente menor, con un 50% que tenia fnbpA y
clfA, y solo un 13.9% que tenia fnbpB. En las cepas que formaron parte de este estudio
se observd una correlacion entre la presencia de estos genes y la formacion de biofilm,
ya que las cepas portadoras mostraban una mayor propension a formarlos de forma
moderada, confirmado por los resultados de la prueba de chi-cuadrado. En las cepas
de S. aureus, la mayoria formé biofilm moderado, especialmente aquellas con fnbpA
y clfA. Del mismo modo, en las cepas negativas a S. aureus, las que tenian fnbpB
mostraron una marcada tendencia a formar biofilm fuerte. En el desarrollo de la
arquitectura de los biofilms de S. aureus, FnbpA se destaca como un componente
crucial, ya que es necesario y suficiente para la formacion de la estructura del biofilm
(Gries et al., 2020). A diferencia de FnbpB, que no es necesario para este desarrollo,
FnBPA desempefia un papel dominante en la unién a fibronectina (Fn), incluso
cuando ambos poseen alta homologia en sus dominios de unién (Mccourt et al., 2014).
Ambas proteinas, FnBPA y FnBPB, son grandes y de multidominio, ancladas a la
pared celular, y ademas de su papel en la unidn a la fibronectina, también promueven
la acumulacion intercelular y el desarrollo del biofilm. La formacién de biofilm
mediada por estas proteinas es independiente del mecanismo clasico dependiente de
ica en cepas meticilino resistentes, y esta relacionada con la acumulacion celular
intercelular, mas que con la adhesion primaria (O’Neill et al., 2008). Aunque las
mutaciones en los genes fnbpA y fnbpB por separado no afectan significativamente la
formacion de biofilm, la sobreexpresion de cualquiera de estos genes puede restaurar
su formacion, indicando que ambas proteinas son necesarias para promover el biofilm
(O’Neill et al., 2008). Ademas, estudios muestran que los biofilms deficientes en
FnbpA son mas susceptibles a la invasion de macrdfagos en comparacion con los
biofilms que la contienen, sugiriendo que FnbpA es esencial para resistir la invasion
de células inmunitarias durante infecciones mediadas por biofilms (Gries et al., 2020).
En modelos de infeccidn asociados a catéteres en ratones, se ha observado que las
variantes de fnbpA(-) presentan una capacidad reducida para adherirse y/o colonizar
los catéteres implantados, lo que subraya la importancia de FnbpA en las infecciones
asociadas a dispositivos (Gries et al., 2020; Thurlow et al., 2011). En contraste, los
componentes del suero parecen afectar diferencialmente la funcion y/o estabilidad de
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FnbpA en comparacion con FnbpB, sugiriendo que la contribucidn de estos a la union
a Fn puede variar dependiendo del modo de crecimiento, ya sea en biofilms o en
condiciones planctonicas (Gries et al., 2020). Se han hecho ensayos con bacterias
mutantes de S. aureus que carecen de proteinas de unién a fibronectina (Fnbps—)
donde se observa una adherencia y una capacidad de internalizacion reducidas en
comparacion con las cepas que producen Fnbp. En estudios in vitro, la adherencia a
la fibronectina y a las células MAC-T es menor en las bacterias Fnbps—. Ademas, la
capacidad de internalizacion de estas bacterias mutantes también esta reducida,
aunque no eliminada por completo. En modelos in vivo de mastitis en ratones, las
bacterias mutantes Fnbps— atn pueden ser internalizadas dentro de las células
epiteliales mamarias, aunque a un ritmo mas lento. Estos resultados sugieren que,
aunque las Fnbps son importantes para la adhesion e internalizacion de S. aureus en
las células epiteliales mamarias, no son absolutamente esenciales, ya que existen otras
proteinas de adhesién de superficie que pueden compensar parcialmente la ausencia
de Fnbps (Brouillette et al. 2003).

La proteina CIfA de Staphylococcus aureus, identificada como un componente clave
para estrategias de inmunizacién (Gong et al. 2010; Camussone & Calvinho 2013;
Reidel et al. 2019), desempefia un papel en la virulencia en infecciones invasivas a
través de varios mecanismos. Estos incluyen el recubrimiento de la bacteria con
fibrindgeno plasmatico y la division del opsonina C3b del complemento (McCormack
et al. 2014). Los anticuerpos contra el polisacérido capsular y CIfA pueden prevenir
eficazmente la mastitis y la aparicion de variantes no encapsuladas y de colonias
pequefias del patdgeno (Pujato et al. 2018). Se ha observado que el gen clfA, es un gen
sobreexpresado en biofilms de Staphylococcus aureus a las 24 horas de cultivados, lo
que sugiere un papel significativo de clIfA en las primeras etapas de la formacion de
biofilms (Herman-Bausier et al., 2018; VIaeminck et al., 2022). Ademas, se encontro
que la expresion de clfA era mayor en los biofilms de 24 horas en comparacion con
cultivos plancténicos de la misma cepa cultivados durante el mismo periodo de
tiempo, lo que indica que la sobreexpresion de este gen podria ser un marcador de un
cambio hacia la formacion de biofilms en S. aureus (Vlaeminck et al., 2022).

La alta prevalencia de los genes CIfA y fnbpA tanto en las cepas de Staphylococcus
aureus como en las de SNa subraya su importancia en la patogénesis, enfatizando su
significado como objetivos en el desarrollo de vacunas y terapias (Scali et al. 2015;
Reidel et al. 2019; Camussone et al. 2022).

Respecto a la presencia y ausencia de genes de virulencia, proteinas de adhesion y
formacion de biofilm, cabe destacar que las cepas de S. aureus y S. borealis exhibieron
similitudes notables, aunque S. borealis esta clasificado dentro del grupo SNa. Esta
similitud es evidente en la Figura 5, donde la mayoria de las cepas estan agrupadas
juntas. Es importante sefialar que la designacion de especies no se emple6 como
variable en el proceso de formacion de clusteres.

Nuestros resultados de agrupamiento y analisis de correspondencia multiple (MCA)
proporcionan informacion sobre la heterogeneidad de las cepas bacterianas
estudiadas, revelando cuatro clusteres distintos con variaciones significativas en
virulencia y resistencia. La prevalencia de genes como pvl, hla, hlb y clfA en los
Clusteres 1, 2y 3, asociados principalmente con Staphylococcus aureus, coincide con
estudios previos que identificaron la relevancia de estos genes en la virulencia de S.
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aureus en la mastitis bovina (Pérez et al. 2020). La asociacion entre ciertos genes y la
capacidad de formar biofilms moderados podria tener implicaciones para la
persistencia y resistencia de estas cepas en el ambiente bovino. EI Cluster 4,
compuesto principalmente por cepas de SNa, carece notablemente de todos los genes
evaluados. Estos hallazgos pueden sugerir una reducida virulencia en estas cepas en
comparacion con S. aureus pero muestran una resistencia especifica a la penicilina
asociada con el gen blaZ.

La asociacion entre la presencia de genes de virulencia y las caracteristicas de la
mastitis no esta del todo clara, en estudio hecho con genoma completo de 440
asilamientos de mas de 25 especies de estafilococos donde se analizé la distribucion
de 191 genes de virulencia y su relacion con la salud de la ubre, no se encontraron
asociaciones claras entre el nimero de genes y la severidad de la enfermedad
(Naushad et al., 2019). Estos resultados sugieren que la virulencia es compleja y
depende de la interaccion de varios genes y factores externos, como el manejo del
rebafo y las condiciones ambientales (De Buck et al., 2021).

Es crucial reconocer las limitaciones de nuestro estudio. Si bien el MCA vy el
agrupamiento k-modos proporcionan una vista simplificada de los datos, es claro que
no capturan todas las complejidades y relaciones entre las variables. Para seguir
profundizando el conocimiento de los factores de virulencia de estas cepas seria
necesario aplicar algunas otras metodologias. Seria interesante poder hacer estudios
de filogenia entre S. borealis y algunas cepas de S. aureus para encontrar similitudes.
Con respecto a la formacion de biofilm se puede complementar el analisis con
metodologias que simulen mejor el ambiente mamario, como sistemas de flujo, con
shaker, con leche como medio y con recambio de esta cada 12 hs. También seria
interesante investigar la expresion de genes en las distintas etapas de la formacién del
biofilm. Investigaciones adicionales que incorporen técnicas analiticas avanzadas y
un conjunto de datos méas grande mejorarian nuestra comprension de las dindmicas
intrincadas de virulencia y resistencia en las cepas estafilocdcicas asociadas con la
mastitis bovina.

9. CONCLUSIONES

La mastitis bovina, principalmente atribuible a especies de estafilococos, sigue siendo
una preocupacion sustancial debido a su considerable impacto econémico en la
industria lactea. Este trabajo ha proporcionado valiosos conocimientos sobre los
perfiles de virulencia de varias cepas causantes de mastitis, previamente no exploradas
en este pais. La prevalencia relativamente baja de genes de enterotoxinas implica que,
en la actualidad, estas cepas no representan una amenaza notable en términos de
intoxicaciones alimentarias relacionadas con la mastitis bovina. Sin embargo, la
identificacion de diversos genes de toxinas, especialmente pvl, hla y hlb, junto con
proteinas de adhesién como fnbpA y clfA, sugiere que los estudios terapéuticos en
curso dirigidos a estos determinantes de virulencia podrian ser prometedores para
mitigar el impacto de las cepas prevalentes en Uruguay.
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La notable capacidad de estas cepas para formar biofilms robustos agrega una capa de
complejidad a los desafios asociados con el tratamiento. Surgié una disparidad
Ilamativa entre las cepas de S. aureus y SNa con respecto tanto a la formacion de
biofilm como a la prevalencia de genes, subrayando las diferencias inherentes en la
virulencia entre las especies de Staphylococcus.

Estos hallazgos enfatizan la imperativa necesidad de idear estrategias adaptadas para
el manejo efectivo de la mastitis en el contexto de estas cepas diversas. Se necesitan
investigaciones adicionales para profundizar nuestra comprension del espectro de
virulencia exhibido por estas cepas, 1o que requiere explorar genes adicionales y un
analisis profundo de sus mecanismos de expresion y regulacion. Tales esfuerzos
contribuirdn al desarrollo de enfoques més matizados y efectivos para abordar los
desafios multifacéticos planteados por la mastitis bovina.
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11. ANEXOS

11.1. Anexo |. Primers usados en este estudio

Gen Funcion Secuencia Primers (5’ to 3”) '(IL)a;;w P;g]r:'(o ) Referencia

sa442  Marcador genético S. aureus F: GTCGGGTACACGATATTCTTCACG 179 52 %gg;a etal,
R: CTCTCGTATGACCAGCTTCGGTAC

sea  Enterotoxina A F: GGTTATCAATGTGCGGGTGG 102 61 giﬁzzgggt)c’d'o
R: CGGCACTTTTTTCTCTTCGG

seb  Enterotoxina B F: GTATGGTGGTGTAACTGAGC 164 61 giﬁzzgggt)c’d'o
R: CCAAATAGTGACGAGTTAGG

sec  Enterotoxina C F: AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 451 61 giﬁzzgggt)(’dio
R: CACACTTTTAGAATCAACCG

sed  Enterotoxina D F: CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG 278 61 s:iﬁzzglz‘;t)édio
R: ATTGGTATTTTTTTTCGTTC

pvl '(‘F?\ljf_(;ddina Panton Valentine F: ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 433 61 g’?‘gﬁ";%%’mez
R: GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC

tst Toxina del Shock toxico 1 F: ACCCCTGTTCCCTTATCATC 326 61 g’to‘gﬁ“ggég)émez
R: TTTTCAGTATTTGTAACGCC

hla  Hemolisina Alpha F CTGATTACTATCCAAGAAATTCGATTG 209 61 é’f‘gﬁ'g&g)@ mez
R: CTTTCCAGCCTACTTTTTTATCAGT

hlb  Hemolisina Beta F GTGCACTTACTGACAATAGTGC 309 61 g’f‘gﬁrggég)é mez
R: GTTGATGAGTAGCTACCTTCAGT

icaA pN;;gx:gilsL‘igoFff;\m”yltra“Sferase F: TATACCTTTCTTCGATGTCG 561 61 (Z'Belly)’e etal.
R: CTTTCGTTATAACAGGCAAG

icaD pNa'f; gmg:;gosam”y"ramferase F: AAACGTAAGAGAGGTGG 381 61 (Z'Bel'%’e etal.
R: GGCAATATGATCAAGATAC

bap  Formacion Biofilm F: CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTGCAC 971 61 %el'%’e etal.
R: GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC

fnbpA  Protefna union a la Fibronectina F: CATAAATTGGGAGCAGCATCA 127 61 (Zzel';';’e etal.
R: ATCAGCAGCTGAATTCCCATT

fnbpB  Proteina union a la Fibronectina F: GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT 524 61 (zf)ell%)e etal.
R: CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC

clfA  Factor de anclaje F: ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT 294 61 (del';';’e etal.
R: CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG

blaZ  Resistencia Beta-lactamicos F: TGACCACTTTTATCAGCAACC 173 50 gtv';}.r’“gggg)
R: ACTTCAACACCTGCTGCTTTC

ermA  Resistencia Eritromicina F: CTACACTTGGCTTAGGATGAAA 139 53 é't\”aalf’tigggg)
R: TATCTTATCGTTGAGAAGGGATT

ermB  Resistencia Eritromicina F: GTTTACTCTTGGTTTAGGATGAAA 142 55 é't\”aalf’tigggg)
R: CTATCTGATTGTTGAAGAAGGATT

ermC  Resistencia Eritromicina F: ATCTTTTAGCAAACCCGTATTC 190 55 g't\"aﬁrt'gggg)

R: CTTGTTGATCACGATAATTTCC




11.2.

Anexo Il. Controles positivos utilizados en PCR

Gen

Control Positivo Utilizado

sea
seb
sec
sed
tst
pvl
hla
hib
icaA
icaD
fnbpA
fnbpB
clfA
bap
blaz
ermA
ermB
ermC
sad42

ATCC 6538
cepa cedida por UTEC
cepa cedida por UTEC
cepa cedida por UTEC
cepa cedida por UTEC
cepa cedida por UTEC

ATCC 29213
ATCC 29213
ATCC 29213
ATCC 29213
ATCC 29213
cepa interna
ATCC 29213
cepa interna

ATCC 6538

cepa interna

cepa interna

cepa interna

ATCC 6538




