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RESUMEN

La mastitis es una de las enfermedades mas graves y frecuentes que padece el
ganado lechero, Staphylococcus aureus es una especie que, con mayor frecuencia,
infecta estas glandulas y causa inflamacion. Se trata de una bacteria que posee una
gran patogenicidad. Ademas, ha desarrollado resistencia contra numerosos

antibidticos de uso terapéutico.

OBJETIVO: Pese a su importancia desde el punto de vista de salud publica, no
existen estudios sobre las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de cepas de S.
aureus que circulan entre el ganado lechero de la region de Cafiar. Por ello, el
objetivo principal de esta investigacion es la caracterizacion fenotipica y genotipica
de las cepas de S. aureus causantes de mastitis en vacas lecheras del Canton

Biblian Provincia de Cafar, en el periodo de abril-junio del 2021.

MATERIALES Y METODOS: La metodologia aplicada fue de tipo basico-orientado,
con un disefio observacional y de tipo descriptivo. Para ello, se tomaron muestras
de leche de vacas de ordefio que presentaban mastitis clinica y sub-clinica
confirmada, luego se realizd la caracterizacion fenotipica en base a pruebas

bioquimicas y caracterizacion genotipica mediante métodos moleculares.

RESULTADOS: Los resultados indican que, S. aureus forma parte del conjunto de
microorganismos que se encuentran en el tejido mamario causando inflamacién, en
vacas lecheras criadas en granjas de estudio. La deteccion de los genes nucA 'y
femB en todas las cepas de estudio, fue fundamental para lograr una identificaciéon

mas confiable de esta especie.

PALABRAS CLAVE: Staphylococcus aureus, mastitis bovina, fenotipica, patégeno,
resistencia.
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ABSTRACT

Mastitis is one of the most severe and frequent diseases suffered by dairy cattle,
and Staphylococcus aureus is a species that most frequently infects these glands
and causes inflammation. It is a highly pathogenic bacterium. In addition, it has

developed resistance against numerous antibiotics in therapeutic use.

Objective: Despite its importance from a public health point of view, there are no
studies on the phenotypic and genotypic characteristics of S. aureus strains
circulating among dairy cattle in the Cafar region. Therefore, this research's main
objective is the phenotypic and genotypic characterization of S. aureus strains
causing mastitis in dairy cows from Biblian canton, province of Canar, in April-June
2021.

Materials and Methods: The methodology applied was basic-oriented, with an
observational and descriptive design. For this, milk samples were taken from milking
cows with confirmed clinical and sub-clinical mastitis, followed by phenotypic
characterization based on biochemical tests and genotypic characterization by

molecular methods.

Results: The results indicate that S. aureus is part of the microorganisms found in
mammary tissue, causing inflammation in dairy cows raised on study farms.
Detecting the nucA and femB genes in all study strains was fundamental to achieving

a more reliable identification of this species.

Keywords: Staphylococcus aureus, bovine mastitis, phenotypic, pathogen,
resistance.
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INTRODUCCION

Staphylococcus aureus, una especie bacteriana que se encuentra ampliamente
diseminado en el ambiente, es considerado como uno de los patégenos mas
prevalentes responsable de causar graves infecciones a nivel intrahospitalario y
comunitario. La literatura especializada reporta que las infecciones por diferentes
cepas de esta especie, particularmente aquellas resistentes a varios antibiéticos,
pueden ser adquiridas en la comunidad a través del contacto directo y frecuente con
animales domésticos y de granja.

A nivel mundial, se ha visto que la diseminacion de estas cepas multirresistentes de
S. aureus resultan dificil de controlar debido a que poseen multiples factores de
virulencia que le permiten invadir y colonizar los 6rganos y tejidos del hospedero.
En efecto, S. aureus tiene una gran capacidad de adquirir diferentes elementos
genéticos mdviles, particularmente aquellos que les confieren resistencia a los
antibidticos, mediante mecanismos de transferencia horizontal; por lo general, esto
sucede como consecuencia del uso irracional e indebido de los antibidticos por parte
de la comunidad y de los actores del sector agropecuario.

Estudios realizados en los ultimos afios sefialan a S. aureus como unos de los
microorganismos responsables de casos de mastitis clinica o subclinica en vacas
lecheras; estas infecciones afectan directamente a la produccion y disminucién de
la calidad de la leche generando notables pérdidas econdmicas. Mas importante
aun, la leche contaminada en las diferentes granjas puede causar serios problemas
de salud publica.

Esta problematica, de gran relevancia cientifica y epidemioldgica a nivel global, es
el objeto principal de numerosas investigaciones; no obstante, hasta la actualidad
en nuestro pais existen escasos estudios de este tipo. La gran mayoria de los
mismos han sido realizados en paises como Brasil y Colombia, mientras que en el
resto de los paises latinoamericanos -incluido el nuestro- sélo se ha podido
evidenciar un par de estudios similares al que desarrollamos en la presente
investigacion. En la mayoria de estos trabajos se destaca la presencia de cepas de
S. aureus en ganado vacuno; por el contrario, en muy pocos se evaluod la presencia,
en dichas cepas, de genes asociados con la resistencia antimicrobiana o la
manifestacion de la virulencia empleando técnicas de biologia molecular.

Dayana Mishell Escobar Narvaez, Arianna Michelle Gonzalez Cabrera 1
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Por esta razén el objetivo principal de este estudio es caracterizar fenotipica y
genotipicamente cepas de S. aureus aisladas a partir de muestras de leche
obtenidas de vacas que presentan mastitis clinica o subclinica, mediante el empleo
de estas técnicas moleculares.

Dayana Mishell Escobar Narvaez, Arianna Michelle Gonzalez Cabrera 2
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1.1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.

En la actualidad, la resistencia microbiana a los antibidticos constituye uno de los
problemas mas desafiantes de salud publica en el mundo entero. Esto queda
claramente reflejado en el aumento de los casos de infecciones causadas por
patogenos resistentes a multiples antibidticos, o que representa una gran amenaza
a nuestra capacidad para tratar infecciones comunes (1). Frente a esta
problematica, y con el objetivo de fomentar el uso adecuado de los antibiéticos por
parte de profesionales de salud y la comunidad en general, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) presentd en el afio 2001 una iniciativa llamada “Estrategia
Global para contencion de la Resistencia a los Antimicrobianos” (2), (3). Entre otros
aspectos, esta estrategia destaca los principales aspectos relacionados con la
contencion de la resistencia y enfatiza la urgencia de llevar a cabo investigaciones
que permitan aportar conocimientos en torno a este grave problema.

Existen bacterias patdégenas del ser humano y otros animales de gran relevancia
epidemioldgica; entre ellas sobresale Staphylococcus aureus (4). Se trata de un
microorganismo gram positivo, que se encuentra ampliamente distribuido en el
ambiente, y que expresa multiples factores de virulencia que le permiten invadir y
colonizar los tejidos del hospedero, causando graves infecciones a nivel
intrahospitalario y comunitario. S. aureus es capaz de adquirir diferentes elementos
genéticos por via horizontal, que le confieren la resistencia a los antibioticos; por lo
general, esto se ve favorecido por el uso irracional e indebido de los antibioticos
por parte de la comunidad y del sector agropecuario, con fines de mejorar la
produccion carnica o lechera (5), (6).

Estudios realizados en los ultimos afos indican que S. aureus es uno de los
microorganismos mas frecuentes asociados con la mastitis clinica o subclinica en
vacas lecheras, siendo esta una de las mayores limitantes en la produccion lechera
y disminuyendo, por consiguiente, la calidad de la leche, lo cual genera notables
pérdidas econdmicas. Mas importante aun, la leche contaminada puede provocar
serios problemas de salud publica (7).

La terapia con antibidticos es una medida primordial para controlar la mastitis
bovina y las infecciones humanas(8). Sin embargo, un considerable niumero de
estudios indican que muchas cepas de S. aureus son resistentes a multiples clases
de agentes antimicrobianos. Ademas, la capacidad de formar biopeliculas que es
caracteristica de esta especie, se asocia con mas frecuencia a infecciones cronicas
y recurrentes en animales y seres humanos (9).

Por todo lo anterior, la presente investigacion tiene gran relevancia puesto que se
pretende detectar la presencia de este tipo de microorganismos en la leche de
vacas criadas en granjas de la Provincia de Canar (Ecuador), con la finalidad de

Dayana Mishell Escobar Narvaez, Arianna Michelle Gonzalez Cabrera 4
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brindar informacion valiosa, no solo desde el punto de vista cientifico y
epidemioldgico, sino para orientar a la implementacion de estrategias frente a estas
infecciones previniendo la diseminacion de este patdogeno

1.2.- JUSTIFICACION

Staphylococcus aureus es uno de los principales agentes causales de una amplia
gama de infecciones. Particularmente preocupantes son las cepas de S. aureus
resistentes a antibidticos beta-lactamicos de reciente generacion, como la meticilina
y oxacilina, pues representan un grave problema de salud humana y animal a nivel
mundial (6).

Se ha reportado la presencia de esta bacteria en diversas especies animales,
especialmente los que son criados en granjas como vacas, cerdos, conejos, cuyes,
y aves de corral; la problematica también se extiende a animales domésticos como
perros y gatos (10). Las infecciones por S. aureus se reportan con una elevada
frecuencia como causa de mastitis en vacas lecheras. Por consiguiente, los
profesionales dedicados a la cria, manejo y cuidado en general de este tipo de
animales, se encuentran regularmente expuestos a infecciones provocadas por
estos patdégenos(11).

Por esta razon es de gran importancia la realizacion de este estudio, ya que
permitira generar informacion relevante acerca de una realidad que podria tener
graves consecuencias. A partir del aislamiento, la caracterizacién y la identificacion
molecular de cepas S. aureus presentes en los tejidos mamarios de vacas con
mastitis, se generaran resultados que seran analizados con el fin de permitir la toma
de medidas para el control y prevencion de este tipo de infecciones.

Los beneficios de este proyecto estdn basados en proporcionar y difundir
informacion acerca de la presencia de estas cepas de S. aureus y su relacién con
la mastitis en vacas, de tal manera que los productores conozcan las consecuencias
que se pueden generar al consumir un producto con la presencia de
microorganismos. Esta informacién permitira, ademas, concientizar a la poblacién
del adecuado uso de los antibiéticos para un tratamiento efectivo de este tipo de
infecciones, garantizando la salud de los animales y evitando asi pérdidas
econdmicas a los productores dedicados a la crianza de ganado y la produccién de
leche.

La ejecucion de todas las actividades propuestas en el marco de esta investigacion
contribuira a nuestra formaciéon profesional, ya que obtendremos conocimientos
tedricos y desarrollaremos habilidades practicas con respecto a la aplicacion de
técnicas de microbiologia, asi como también técnicas de Biologia molecular,

Dayana Mishell Escobar Narvaez, Arianna Michelle Gonzalez Cabrera 5
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tomando en cuentas que las mismas son empleadas en distintas areas de estudio
para la identificacion de microorganismos.

Entre los beneficiarios directos de este estudio podemos destacar:

Docentes investigadores pertenecientes a la Carrera de Bioquimica y Farmacia,
Carrera de Odontologia de la Unidad de Salud y Bienestar; Carrera de Veterinaria,
Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias; Centro de Investigacion, Innovacion
y Transferencia de Tecnologia (CIITT).

La Universidad Catodlica de Cuenca también se vera beneficiada con la publicacion
de los resultados de este trabajo, puesto que el mismo permitira obtener resultados
importantes para la comunidad cientifica tomando en cuenta que es una de las
pocas investigaciones realizadas en la provincia de Canar sobre este
microorganismo Yy su relacion con la mastitis.

Tesistas de pregrado, que participen como asistentes en proyectos de investigacion
quienes se veran beneficiados ya que obtendran nuevos conocimientos, asi como
también reforzaran destrezas y habilidades practicas en el laboratorio.

Duenos de establecimientos agropecuarios: recibiran la informacion sobre el estado
de salud de sus animales y los cuidados necesarios para evitar cualquier contagio
con estas cepas bacterianas, potencialmente patégenas.

Empresas: distribuidores de insumos, reactivos y equipos de laboratorio seran
beneficiarios directos del proyecto.

Por otra parte, los beneficiarios indirectos, seran las 281396 personas que habitan
en la provincia de Canar, que podran conocer las caracteristicas de los
microorganismos potencialmente patdgenos, y causantes de enfermedades
zoonoticas, que infectan a sus animales.

Estudiantes de las carreras implicadas en este estudio, quienes recibiran
informacion sobre las distintas caracteristicas de las cepas S. aureus que infectan
al ganado.
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1.2.1.- PREGUNTA CIENTIFICA:

¢ Cudles son las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de las cepas de
Staphylococcus aureus, causantes de mastitis clinica y sub-clinica, en vacas
lecheras del Cantén Biblian (Provincia de Canar, Ecuador)?

1.3.- OBJETIVOS
1.3.1.-Objetivo General:

Caracterizar fenotipicamente y genotipicamente cepas de S. aureus causantes de
mastitis en vacas lecheras del Cantdn Biblian Provincia de Cafar en el periodo de
abril-junio del 2021.

1.3.2.-Objetivos Especificos:

Aislar cepas de S. aureus a partir de leche de vacas que presentan mastitis clinica
o subclinica, en granjas localizadas en la Provincia de Cadar;

Describir las cepas aisladas de S. aureus a nivel fenotipico (morfologia de células y
colonias, produccién de enzimas hidroliticas, resistencia a antibioticos);

Identificar las cepas de S. aureus a partir de la presencia de los genes nucA'y femB.
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1.4.- MARCO TEORICO
1.4.1.- Antecedentes:

En el afio 2018, Galarza y Molina publicaron datos sobre la determinacién molecular
de las especies microbianas causantes de la mastitis bovina en los cantones
Cayambe y Pedro Moncayo, provincia de Pichincha (Ecuador). En dicho trabajo
pretendian identificar las especies bacterianas responsables de la infeccion bovina
mediante pruebas bioquimicas y moleculares. Las mismas incluian cultivo en agar
manitol salado, tincion de gram, prueba de catalasa y coagulasa. Para la
identificacion molecular de los agentes etioldgicos y genes de resistencia utilizaron
primers especificos (12).

De acuerdo con sus resultados, se destaca a S. aureus como uno de los agentes
etiolégicos que, con mayor frecuencia, causa mastitis en bovinos; de igual forma,
los autores determinaron la presencia de cepas de esta especie resistentes a
antibidticos (12).

En el 2018, Andrade & Sanchez realizaron un estudio clinico, microbiolégico y
economico en cuatro fincas de la Cooperativa de Produccion Agropecuaria” El
Salinerito” (Provincia de Bolivar, Ecuador). En el estudio se incluyeron un total de
58 vacas de produccién, evaluando en cada una de ellas todos los cuartos
mamarios. Entre los agentes etioldgicos mas frecuentes, los autores reportaron a S.
aureus (55,2 %) (13).

Por su parte, Carrillo y sus colaboradores realizaron un estudio en hatos lecheros
de Boyaca-Colombia con la finalidad de identificar los microorganismos
responsables de las mastitis, tanto clinica como subclinica; de igual forma, valoraron
la susceptibilidad de las mismas frente a compuestos antimicrobianos. Se evaluaron
un total de 541 vacas en produccion, distribuidas en 25 fincas(14). Los autores
determinaron que las bacterias Gram positivas eran la principal causa de mastitis
en la zona, destacando a S. aureus como el agente causante de mastitis clinica y
subclinica mas frecuente, con porcentajes que variaron de 32 a 42%. Un elevado
porcentaje de cepas de S. aureus (83.3%) presentaron resistencia a la
estreptomicina y Oxacilina (14).

En el afio 2017, Argudo realiz6 una investigacion en las provincias de Azuay y Cafar
(Ecuador) con el objetivo de identificar casos de mastitis bovina causadas por S.
aureus resistentes a antibidticos de uso comun; de igual forma, estudiaron los
factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de la enfermedad en vacas. En sus
resultados el autor indica que, en un total de 218 muestras analizadas, el agente
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infeccioso detectado mas frecuentemente fue S. aureus (122 muestras positivas).
Por otra parte, el autor determind que la mayor susceptibilidad de dichas cepas se
presento frente a la estreptomicina, amoxicilina + acido clavulanico, penicilina y
cloxacilina; por el contrario, la mayor resistencia de estas cepas fue frente a
eritromicina, tetraciclina, cefalexina (15).

.4.2.- Marco referencial:

Antibioticos

Los antibidticos son farmacos que se utilizan para la prevencion y tratamiento de
infecciones causadas por bacterias en personas y animales. Algunos de ellos son
capaces de inhibir la multiplicacién (crecimiento) y la proliferaciéon de diversas
bacterias patdgenos. Esto es debido a que los antibiéticos pueden actuar con efecto
bactericida o bacteriostatico (16).

Los antibidticos pueden ser de origen natural -es decir producidos por un organismo
vivo- 0 ser sintetizados quimicamente. Generalmente presentan una toxicidad
selectiva, es decir que afectan solo a los microorganismos invasores (bacterias) mas
no a los organismos hospedadores (mamiferos), aunque en eventualmente se
puede producir una reaccién adversa medicamentosa, que puede afectar a la
microbiota normal del hospedador(17), (18).

Resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana se define como la capacidad que posee un
microorganismo (virus, bacterias, hongos, parasitos) para neutralizar o resistir al
efecto de algun compuesto antimicrobiano (3). Esta resistencia puede ser natural,
es decir, propia de cada microorganismo, o adquirida que es la mas habitual. En
este ultimo caso puede ser debido a mutaciones o por la adquisicién de nuevos
genes por transferencia horizontal (6).

Los microorganismos resistentes pueden infectar personas, animales, o plantas;
también pueden estar presentes en el medio ambiente y los alimentos. Estos
agentes pueden propagarse de una persona a otra, o entre las personas y los
animales, dando origen en este ultimo caso a enfermedades de tipo zoondtico (o
zoonosis). Entre los principales factores que provocan la apariciéon de la resistencia
antimicrobiana se encuentran el uso inadecuado e indiscriminado de los
antimicrobianos, la falta de saneamiento e higiene tanto para las personas como
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para los animales, las escasas medidas de prevenciéon y control de las
enfermedades y las infecciones en los centros de salud (16),(19).

La resistencia a los antibiéticos cada dia aumenta a niveles peligrosos debido a que
muchos de los tratamientos disponibles para tratar infecciones bacterianas
comunes estan perdiendo su eficacia por la aparicidn de nuevos mecanismos de
resistencia como consecuencia del uso indebido de los mismos. Esta resistencia
antibiotica tiene el potencial de afectar a todas las personas en cualquier etapa de
la vida, asi como a las industrias de la salud, agricultura y veterinaria, y representa
uno de los aspectos mas preocupantes de la salud publica (1),(3).

Mastitis bovina

La mastitis bovina es una afeccidn grave y compleja que afecta las glandulas
mamarias de las hembras de ciertos mamiferos, en particular los bovinos criados
para la produccién de leche. Generalmente, la mastitis es causada por diversos
agentes infecciosos, entre los que destacan ciertas bacterias como S. aureus,
Streptococcus spp. y bacterias coliformes (20). Estas bacterias pueden dar origen
a manifestaciones mas o menos graves de mastitis clinica y subclinica, lo que afecta
muy significativamente la produccién y la calidad de la leche, generando
considerables pérdidas econdémicas. La mastitis también puede ser ocasionada por
hongos, levaduras, micoplasmas e incluso, algunos virus (15).

La mastitis es una infeccién de las glandulas mamarias, que se caracteriza por
alteraciones en el tejido glandular, asi como por ocasionar diferentes cambios, tanto
fisicos como quimicos en la leche. Entre estos cambios, los mas notables son la
modificacion del color, la presencia de coagulos y un gran numero de leucocitos
(13).

Existen diversos factores que predisponen a este tipo de infecciones tales como una
rutina inadecuada de ordefio, un inadecuado funcionamiento de la ordefiadora
automatica, heridas en los pezones y presencia de los diversos patdgenos en el
ambiente que rodea al ganado vacuno (7).

Mastitis Subclinica

La mastitis subclinica es predominante en infecciones intramamarias; en este caso,
la infeccion no presenta cambios visibles en la ubre o en la leche. Es por ello que
solamente puede ser diagnosticada a través de métodos que permitan poner en
evidencia la presencia de microorganismos patégenos. Como hemos dicho, se
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caracteriza por una reduccion muy significativa de la calidad y el volumen de leche
producida (7).

Mastitis clinica

La mastitis clinica es una anormalidad en la glandula mamaria de la vaca, que puede
ser facilmente observada e identificada. Se caracteriza por el enrojecimiento,
inflamacion y la tumefaccidn de la ubre. En la leche se pueden presentar coagulos
o fléculos. Por lo general, la mastitis clinica es provocada por bacterias patdgenas
pertenecientes a los géneros Staphylococcus, Streptococcus y también por algunos
coliformes, lo que reduce considerablemente el rendimiento y calidad de la leche
(21).

Antibiograma

El antibiograma es una estrategia experimental que permite determinar la
susceptibilidad in vitro de ciertos patdogenos a una variedad de antimicrobianos: los
antibidticos. Es una prueba de gran importancia debido a que permite determinar la
eficacia que el antibidtico indicado tiene para combatir la infeccion (22).

Se utiliza basicamente para fines especificos tales como tratamiento de infecciones,
monitoreo epidemioldgico y diagnostico (22).

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un microorganismo de gran importancia que se
encuentra diseminado en el ambiente, causando diversas infecciones tanto a nivel
comunitario como intrahospitalario.

Esta bacteria es un coco gram positivo, cuyas células se agrupan en racimos. S.
aureus forma parte de la flora normal de diferentes tejidos y 6rganos en los seres
humanos. S. aureus se caracteriza por causar infecciones en la piel y tejidos
blandos, asi como también ocasiona enfermedades que se transmiten a través de
los alimentos (23). Tales enfermedades se deben a la capacidad del patégeno de
producir toxinas, y son frecuentes en determinados sectores de la poblacion,
particularmente en algunas localidades desfavorecidas por el sistema de salud, con
ausencia de medidas de control de infecciones adecuadas (24).

Las infecciones causadas por S. aureus son de dificil tratamiento, pues las bacterias
tienen una gran capacidad de invadir las células del hospedero y colonizar sus
organos; esto es debido a sus caracteristicas fisiopatoldgicas, entre las cuales

Dayana Mishell Escobar Narvaez, Arianna Michelle Gonzalez Cabrera 11



e Universidad
e Catolica
de Cuenca
Carrera de Biofarmacia

destacan, la formacion de biopeliculas (biofilms bacterianos) como mecanismo de
resistencia (24). Estas biopeliculas estan formadas por una matriz extracelular,
formada por proteinas, polisacaridos y acidos nucleicos, que rodea y protege a las
células. La formacién de esta matriz impide que los antibiéticos puedan entrar en
contacto con las bacterias, determinando el fracaso de los tratamientos (9).

S. aureus tiene la capacidad de producir varias enzimas entre ellas la coagulasa y
nucleasa, estas le confieren la capacidad de patogenicidad, mecanismos de
supervivencia, y la resistencia a algunos antibiéticos lo que representa un potencial
peligro para la salud tanto humana como animal por lo tanto su identificacion es
necesaria para controlar y prevenir las diversas patologias (25).

En la actualidad la identificacion de cepas de S. aureus se lleva cabo gracias al uso
de la técnica denominada Reaccion en Cadena de la polimerasa (PCR). Existen
diferentes alternativas para implementar esta reaccién, que permiten detectar e
identificar genes que constituyen marcadores moleculares especificos para la
especie S. aureus; entre ellos figuran los nucA,coaA, femA, femB entre otros (26).
S. aureus tiene la capacidad de producir una termonucleasa extracelular (TNasa).
La mayoria de cepas de S. aureus portan el gen nucA en su genoma, por lo su
deteccion es utilizada como una forma de identificar a esta especie; este gen
almacena la informacion necesaria para la sintesis de dicha enzima, (27).

Los genes fem (del inglés factors essential for methicillin resistance), estan
relacionados con la resistencia a la meticilina. El gen femB forma parte de un grupo
de genes co-localizados en el denominado operdon femAB. Los productos de estos
genes participan en la sintesis del interpéptido de pentaglicina, fundamental en el
formacion del peptidoglucano presente en la pared celular de los estafilococos
(26),(28).

Biopeliculas

Las biopeliculas (también llamadas biofilms) son comunidades muy estructuradas y
complejas de bacterias y otros microorganismos que se encuentran adheridas a
superficies vivas o inertes. Estas biopeliculas presentan caracteristicas muy
particulares como una gran heterogeneidad, resistencia a los antimicrobianos,
diversidad de ambientes y capacidad de comunicacion intercelular, que las
transforman en estructuras muy dificiles de erradicar de los ambientes en las que
estan establecidas (9).
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S. aureus posee una gran capacidad de formar biopeliculas que son de interés
clinico, debido a que esto le confiere a la especie una mayor resistencia a los
antibidticos y las defensas del hospedero por lo que determina directamente las
consecuencias de la infeccion (24).
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Il.1.- Diseno de investigacion.

La investigacion es de tipo basico-orientado, y se basa en un disefio observacional y
de tipo descriptivo.

1l.2.- Poblacion y muestra.

1.2.1. Universo - Poblacién: Por no tratarse de un estudio de tipo epidemiolégico
no aplica este tipo de consideraciones; sin embargo, el tamafo muestral que se
considerd en este estudio fue establecido a conveniencia, tomando en cuenta 50
cepas como valor minimo de muestras a analizar.

1.2.2 Muestreo y muestra: Las cepas de S. aureus fueron aisladas a partir de leche
de vacas con mastitis clinica o subclinica, en granjas seleccionadas al azar en el
cantén Biblian de la provincia de Canar (Ecuador). La recoleccion de leche fue
realizada sin riesgo ni sufrimiento para los animales y con el consentimiento de los
duefios de las granjas. Las muestras de leche fueron recolectadas manualmente en
la madrugada, durante el ordefio de rutina. El diagnostico de la infeccion
intramamaria fue efectuado por veterinarios profesionales.

I1.3.- Definicién y clasificacion de las variables
1. Frecuencia de S. aureus en muestras de leche en vacas con mastitis.
Cuantitativa
Definicién: Proporcion de muestras de leche que contienen células de S. aureus
Escala de medicion:
-Porcentaje (de 0 a 100%) de muestras de leche
2. Porcentaje de cepas de S. aureus resistentes a los antibiéticos. Cuantitativa

Definicién: Proporcién (expresada en porcentaje) de cepas de S. aureus
resistentes a los antibidticos evaluados

Escala de medicion:
-Porcentaje de cepas de S. aureus resistentes a los antibidticos

3. Frecuencia de marcadores nucA 'y femB a nivel genotipico
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Definicién: Porcentaje de cepas positivas que presentan los genes nucA 'y
femB en su genoma, detectado mediante PCR

Escala de medicion:

-Porcentaje de cepas positivas para la presencia de los marcadores nucA'y
femB

4. Porcentaje de cepas positivas para la produccion de DNAsa

Definicion: Proporcion (expresada en porcentaje de 0 a 100%) de cepas
que son capaces de formar un halo claro en medio Agar de acido
desoxirribonucleico (DNA) (lo que se considera una actividad positiva de la
enzima)

Escala de medicion:
-Porcentaje de 0 a 100% de cepas positivas
5. Morfologia de las colonias
Definicidén: Aspecto de las colonias en manitol salado
Escala de medicion:
Color
Tamano
Textura
6. Tipo de pared celular.
Definicion: Respuesta de las células bacterianas frente a la tincion de Gram
Escala de medicion:
-Gram positivas
-Gram negativas
7. Resistencia antibiotica

Definiciéon: Capacidad de multiplicarse en presencia de distintos
antibidticos, determinado en un ensayo de tipo antibiograma

Escala de medicion:

-Sensible
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-Resistente
I1.5.- Procedimientos, técnicas e instrumentos para la obtencion de datos.

Los datos que generemos durante la realizacion de nuestro trabajo, fueron
ingresados en bases de datos que contenian matrices de informacion resumida en
tablas. Para ello utilizamos el programa Excel 2016.

Para el analisis de estos datos, aplicamos estadistica descriptiva. De esta manera,
resumimos la informacion en tablas, graficos, fotografias y cuadros estadisticos.
Esto nos permite presentar los resultados finales de tal manera que estos sean
claros y concisos.

Técnicas e instrumentos:

Descripcion de la zona de muestreo: El estudio se realizé en pequenas fincas
ganaderas localizadas en el cantdén Biblian, entre las coordenadas geograficas
2,67310° S,78,90384°0. Su altitud promedio es de 2608 metros sobre el nivel del
mar. Este canton posee un clima frio y humedo con una temperatura de 14°C.

Obtencion de las muestras: En primer lugar, se desinfectaron las ubres de las
vacas con abundante agua y jabon, luego se procedié a secar con papel absorbente
y se evalué utilizando el Test de Mastitis de California el cual nos permitié identificar
la presencia de la infeccion y a la vez nos sirviéo como indicador del cuarto infectado
para la toma de muestra. Adicionalmente se realizé el recuento directo de células
somaticas con la finalidad de conseguir resultados mas precisos.

Posteriormente se procedié a recolectar manualmente 5 ml de leche en tubos falcon
estériles, los cuales fueron rotulados con el nombre del animal y el numero del
cuarto del que se tomo la muestra. Para garantizar la seguridad de las muestras y
evitar su derrame o contaminacion, se sell6 la tapa con papel Parafim®.

Finalmente, conservamos las muestras en el interior de cajas herméticas con hielo
seco para mantenerlas refrigeradas durante el traslado hasta el laboratorio.

Siembra en medios de cultivo: Las muestras se sembraron con la ayuda de
hisopos estériles en medios de cultivo como Agar Nutritivo y Manitol Salado diluido
a %; una vez inoculados, los medios se incubaron a 27°C.

Identificacion de crecimiento microbiano: Después de 48h se procedio a verificar
la aparicion de colonias para seleccionar y purificar aquellas que presentan
morfologia completamente diferente (morfotipos).
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Purificacion de cepas: Una vez seleccionadas las distintas colonias, se procedio
a realizar su purificacion mediante el método siembra por estrias con la finalidad de
obtener colonias puras que nos permitieron realizar posteriores estudios.

Caracterizacion morfolégica de las colonias: La morfologia de las colonias se
determind en base a la observacion de las mismas en medio manitol salado. Para
ello, se tomaron en cuenta caracteres como el color (blanco, amarillo, anaranjado,
crema), el tamano (pequeia o grande), la textura (rugosa, seca, mucoide, cremosa
y brillante) y la acidificacion del medio (cambio de color del sustrato cromogénico de
rojo a amarillo).

Morfologia de células (Tincién de Gram): La tincién de Gram se realiz6 a partir
de aislados puros segun el protocolo establecido por Hans Christian Gram. Con la
ayuda del microscopio y utilizando el lente 100x se observd en su mayoria cocos
tefidos de violeta (Gram positivo), agrupados en racimos. Para el control de calidad
de la tincion se utilizé la cepa ATCC de Staphylococcus aureus 25923 (Gram
positivo) y (control Gram negativo).

Caracterizaciéon bioquimica

Prueba de Catalasa: Es una prueba utilizada para detectar la presencia de la
enzima catalasa y permite identificar especificamente a la especie Staphylococcus
aureus.

Para realizar esta prueba se deposité una gota de una solucién de peréxido de
hidrogeno en la superficie de una Iamina portaobjetos con la ayuda de una pipeta
Pasteur; seguidamente se tomo una colonia con la ayuda de un asa esterilizada y
se mezcld con el perdxido para luego observar la reaccion del desprendimiento de
burbujas de oxigeno, sefial de que la prueba resulté ser positiva.

Prueba de Coagulasa: Es una prueba utilizada para evidenciar la presencia de la
enzima coagulasa, permitiendo diferenciar las cepas de S. aureus de otras especies
de Staphylococcus.

En la prueba de la coagulasa primeramente se tomé una colonia del aislado para
agregar a un tubo que contenia plasma y se disolvid, posteriormente se incubo a
37°C durante 4 horas. En el caso de algunas pruebas con reaccion tardia se
procedié a incubar 24 horas para asi poder observar la formacion completa del
coagulo indicando que las pruebas son positivas para coagulasa.
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Prueba de DNAsa: Se utiliza el Agar de acido desoxirribonucleasa (DNA), el cual
es un medio elaborado para la demostracion de la produccién de
desoxirribonucleasa por bacterias, en este caso por S. aureus.

Para llevar a cabo esta prueba se procedié a sembrar con la ayuda del asa una
colonia aislada de S. aureus en la superficie del Agar. Se puede sembrar
simultaneamente de 4 a 5 muestras diferentes en la misma placa. Luego se incubo
durante 24 horas a 37°C. Se observo un halo rosa alrededor de las colonias en las
pruebas positivas y por el contrario en las pruebas negativas la ausencia del halo.

Caracterizacion Molecular
Deteccion de los Genes nucA 'y femB por PCR
Extraccion de ADN:

Para extraer el ADN de cepas de S. aureus se utilizdé el método de lisis alcalina,
Para ello, se resuspendierén colonias individuales de S. aureus en un volumen
determinado (1 ml) de agua destilada estéril. A continuacion, las suspensiones se
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos, para posteriormente descartar el
sobrenadante. Una vez hecho esto, se anadid 50 ul de solucion de lisis
(dodecilsulfato sédico o SDS 1% en hidroxido de sodio 0.25N) y se agitd
vigorosamente, para luego someterlo a ebullicion durante 10 minutos. Una vez
terminada esta etapa, se anadieron 450 ul de agua libre de nucleasas y se centrifugo
luego durante 20 segundos a 3000 rpm. Finalmente, el ADN obtenido de esta
manera fue almacenado a -20°C.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa:

Las reacciones de amplificacion de los genes nucA 'y femB se llevé a cabo en un
volumen final de 20 pL, en una mezcla que contenia 10 uyL de Master Mix Gotaq
Green 2X (Promega Corporation), 1.5 yL de ADN gendmico, 5.5 uL de agua ultra
pura y 1.5 pyL de cada cebador (o primer). Como control positivo se utiliz6 ADN
gendémico de la cepa de S. aureus ATCC 29213. La amplificacion de PCR se llevo
a cabo en un termociclador Agilent Sure Cycler 8800. Los fragmentos de ADN
fueron sometidos a electroforesis horizontal en geles de agarosa al 2% plv,
previamente tefiidos con SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen Corp.). La corrida
electroforética se llevo a cabo en buffer TAE 1X, a 100 V constantes por 60 minutos.
Los geles se observaron y fueron fotografiados bajo luz UV en un transiluminador.
Se emplearon marcadores de longitud molecular de 1 kb Plus DNA Ladder (Trackit
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de Invitrogen). La longitud molecular de los fragmentos amplificados se determin6
midiendo la distancia recorrida por cada una de las bandas de ADN en los geles de
agarosa, y comparando dichas distancias con las de las bandas correspondientes
a los marcadores de longitud de ADN, (29).

Estudio de la resistencia a antibiéticos
Antibiogramas:

La técnica del antibiograma permite estimar la susceptibilidad de una cepa
bacteriana frente a un antibiético determinado. Ademas, por medio del antibiograma
podemos determinar la evolucion de la resistencia bacteriana.

Para realizar el antibiograma se utilizé el agar de Mdueller-Hinton, el cual fue
preparado 24 horas previo al procedimiento. Posteriormente se inoculé la totalidad
de la superficie del medio con un hisopo estéril utilizando una suspensién del
germen de 18-24 horas de incubacion con una turbidez equivalente 1,5 x106
bacterias/ml. La suspension cubrié toda la superficie de la placa, por lo cual la
siembra se realizé en forma de estrias hacia distintas direcciones con la finalidad de
obtener una dispersiéon uniforme de la bacteria por toda la placa. Una vez listo, el
indculo se dejo secar durante 5 min. Para colocar los discos de papel que contienen
los antibidticos sobre el agar se utilizdé una pinza estéril tomando en cuenta que la
distancia entre discos debe ser de 30 mm. Incubar a 35-37 °C durante 24 horas.
Para medir el diametro de la zona de inhibicion se empled un vernier u otro
instrumento similar.

Para determinar la susceptibilidad de las cepas aisladas se empled la técnica de
Kirby — Bauer.

La interpretacion de los resultados se realizo siguiendo las pautas establecidas en
el Manual del CLSI (Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing)
(30).

1.5.1.- Procedimientos estadisticos y anadlisis de datos

La informacién obtenida durante la ejecucion del trabajo, particularmente los valores
numeéricos, fue ingresados en bases de datos. Para tal fin, utilizamos el programa
Excel 2016.
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11.6.- Aspectos éticos

Esta investigacion no presenta ningun tipo de conflicto bioético. De acuerdo a las
regulaciones nacionales en Ecuador, no es necesario la aprobacion ética para la
toma de muestras para el diagnéstico en animales de granja. (“Ley Organica de
Sanidad Agropecuaria” 2017, Asamblea Nacional, Republica del Ecuador). El
consentimiento escrito e informado se obtuvo directamente de los propietarios de
las granjas, a quienes se les informara de los resultados de la investigacion.
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lll.1.- RESULTADOS

Muestreo Inicial y aislamiento primario de cepas del género de S. aureus

Durante el proceso de toma de muestras de leche de vacas se visitaron 12 fincas
localizadas en el Cantén Biblian, Provincia de Canar (Tabla 1). En total se tomaron
muestras a partir de 50 vacas, de las cuales 35 de ellas presentaron uno o todos
sus cuartos mamarios afectados con mastitis clinica o subclinica. Esto fue
determinado mediante la utilizacion de la técnica California Mastitis Test (CMT) y
recuento de células somaticas.

E:'uador

Provincia del Canax

Chimivoraze

(Fnigs

LT

Déleg—~

A iy

Figura 1. Ubicacion del Cantén Biblian, Provincia de Canar-Ecuador.
Fuente:https://www.google.com/maps/d/edit?hl=es&mid=1cSWeSsQP147p_FU3Pt8vzYS2XPL
gpK8&ll=-2.7208865291654982%2C-78.9220180330768&z=13
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De las 35 vacas afectadas, con mastitis confirmada, se obtuvieron un total de 80
muestras de leche, a partir de las cuales se realizaron los aislamientos primarios en
el medio manitol salado. Tras 24 a 48h de incubacion se observé la aparicion de
diferentes morfotipos en cada placa inoculada. Para confirmar la identidad de estas
cepas se hicieron repiques sucesivos en el medio manitol salado fresco con la
finalidad de obtener colonias puras con la morfologia caracteristica de las colonias
del género S. aureus.

Tabla 1. Registro de propietarios de las vacas muestreadas

Nombre del Cédigo | Numero de Numero de | Aislados | Identificacion
propietario | asignado | vacas muestras de los
de la finca a cada incluidas en aislados
finca el estudio
Benjamin C 4 12 6 C1b
Maldonado Clc
(BM) C1d
C3b
C3d
C4b
Pablo E 2 4 1 E5d
Arcentales
Bolivar F 2 3 1 F10c
Ochoa
Patricio G 4 8 0
Coronel
Samuel D 3 6 6 D1c
Pafora D2d
D1a
D1b
D1d2
D1d1
Maldonado H 2 4 1 H3c
Italina J 3 6 5 J4a2
Coronel Jda1
J4b2
J4b1
J5d
Walter L 2 5 4 L6c
Albarado L6d
L6a
L7b
José B 4 8 5 B1d
Asitimbay Bidc
B4c2
B3c1
B3c2
Juan Ochoa I S 15 12 15a
I1b
I7c
12¢c1d
I7b
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13¢c
I7d
Md1&
I7a
14b.1
14b.2
13c1
José Fajardo K 2 6 4 K1la1
K1a2
K3d2
K3d1

Nelson A 2 3 1 Ada
Rodas
Total: 12 35 80 46
Fincas

Cribado de cepas de S. aureus

En el aislamiento primario se obtuvieron 46 aislados bacterianos, a partir de las 80
muestras de leche. Para la caracterizacion morfoldgica de dichos aislados se realizé
subcultivos sucesivos hasta obtenerlos puros (cultivos axénicos) en agar manitol
salado cuyos resultados se presentan en Tabla 2.

Figura 2. A, B, C, D muestran las morfologias de las colonias en medio Manitol salado.

Tabla 2. Caracteristicas morfologicas de las colonias aisladas a
partir de muestras de leche de vacas con mastitis clinica o sub-

clinica

Aislados Color Textura  Borde Tamano
Clc.l Blanca Brillante  Regular Pequefias
Clc.2 Crema Brillante  Regular Pequeha
Clc.3 Blanca Brillante Regular  Pequefia
Clb Blanca Mucoide  Regular Pequeha
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E5d.1
E5d.2
C4db.1
F10c
Cid.1
Cid.2
C4b.2
Dlc
D2d
H3c
Dla
D1b
J4a.2
J4a.1
J4b.2
J4b.1
J&d
L6c
Led
L6a
D1d2
D1d.1
L7b
I13C19
I15a
I1b
I7¢c
B1d
K1a1
[2c1d
B4c1
I7b
13c
K1a2
B4c2
B3c1
B3c2
I7d
[1d1&

Naranja
Naranja
Naranja
Amarilla
Crema
Blanca
Naranja
Naranja
Blanca
Blanca
Blanca
Naranja
Blanco
Naranja
Naranja
Blanca
Blanca
Naranja
Naranja
Naranja
Blanca
Naranja
Naranja
Amairilla
Naranja
Crema
Amairilla
Amairilla
Blanca
Blanca
Crema
Amairilla
Crema
Naranja
Naranja
Blanca
Amarilla
Amairilla
Crema

Opaca

Brillante
Opaca

Brillante
Brillante
Opaca

Opaca

Brillante
Mucoide
Mucoide
Brillante
Brillante
Opaca

Mucoide
Mucoide
Mucoide
Opaca

Brillante
Brillante
Brillante
Opaca

Brillante
Mucoide
Brillante
Mucoide
Brillante
Brillante
Brillante
Brillante
Opaca

Brillante
Mucoide
Brillante
Mucoide
Mucoide
Opaca

Brillante
Brillante
Brillante

Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular
Regular

Pequena
Pequena
Pequefia
Pequefia
Pequena
Pequena
Pequefia
Grande

Pequena
Pequefia
Pequefia
Grande

Pequena
Pequefia
Pequena
Pequena
Pequefia
Pequefia
Pequena
Pequena
Pequefia
Grande

Pequena
Pequefia
Pequefia
Pequena
Pequefia
Pequefia
Pequena
Pequena
Pequefia
Pequefia
Pequena
Grande

Pequefia
Pequena
Pequena
Pequefia
Pequena
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I7a Amarilla  Brillante ~ Regular Pequeia
K3d2 Amarilla  Brillante Regular  Pequefia
K3d1 Amarilla  Brillante Regular  Pequeha
Ada Blanca Opaca Regular  Grande

14b1 Crema Brillante Regular  Pequefia
14b2 Crema Brillante Regular  Pequefia

Se puede observar que las colonias de algunos aislados presentan las
caracteristicas tipicas de la especie S. aureus (color amarillo intenso y textura
brillante). Sin embargo, no todas las colonias presentaron ese mismo aspecto; por
el contrario, también se observo diferentes pigmentaciones (naranja, blanca, crema)
y diferentes texturas (opaca, mucoide). Por esta razén fue necesario pasar a una
segunda etapa de confirmacion, con una serie de pruebas de microscopia y
bioquimica (tincién de gram, produccion de catalasa, coagulasa y S) con el fin de
seleccionar solamente aquellos aislados que pertenecieran a la especie S. aureus.
(Tabla 3).

Tabla 3. Propiedades de microscopia y bioquimica de los aislados

ggrtt))lgo TINCION DE = CATALASA COAGULASA DNASA
GRAM
Cic1 Cocos gram + - -
Cic.2 +Cocos gram - - -
C1c.3 Coco;gram + - -
C1b Coco; gram + - -
E5d.1 Coco;r gram + - -
E5d.2 Coco;r gram + - -
C4b.1 Coco; gram + - -
F10c Coco;r gram + + +
C1d.1 Coco;rgram + - -
C1d.2 Coco;gram + - -
C4b.2 CocosJ,r gram + - -
D1c CocosJ,r gram + + -
D2d CocosJ,r gram + - -

+
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H3c

D1a

D1b

D4a.2

J4a.1

J4b.2

J4b.1

J5d

L6¢c

L6d

L6a

D1d2

D1d.1

D7b

13C19

15a

11b

I7¢c

B1d

K1a1

12c1d

B4c1

I7b

13c

K1a2

B4c2

B3c1

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+

Cocos gram
+
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B3c2 Cocos gram + + +
I7d Coco; gram + + +
11d1& Coco;gram + + +
I7a Coco; gram + + +
K3d2 Coco; gram + + +
K3d2 Coco; gram + + +
Ada Coco;r gram + - -
14b1 Coco;r gram + + +
14b2 Coco;r gram + - -

+

Figura 3. Caracterizacion morfoldgica, microscopica y bioquimica de los aislados puros
obtenidos a partir de muestras de leche de vacas con mastitis. A) Tincion de Gram, B)
Catalasa, C) Coagulasa, D) DNAsa.

Como se puede observar en la tabla 3, algunos de los aislados poseen
caracteristicas que corresponden con los criterios de identificacion de la especie S.
aureus ya que, ademas de ser cocos Gram positivos, manifestaron resultados
positivos en las 3 pruebas bioquimicas realizadas (catalasa, coagulasa y DNAsa).
Este es el caso, por ejemplo, de algunos aislados D1b, D4a.1, D6c, B4c1, D1d.1,
D6a, D4b.2, D1d.1, D7b, 13C14.

Sin embargo, 3 aislados (D1c, L6d, B4c1) cumplen solo con dos de las tres
caracteristicas tipicas de S. aureus, lo que sugiere que se trata de cepas atipicas.
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Otro grupo de aislados no resultaron positivos para las reacciones de coagulasa y
DNAsa, lo cual sugiere que se trata de especies diferentes del género
Staphylococcus.

Deteccion de genes nucA'y femB

En vista de que algunos de los 46 aislados no correspondian con lo que esta descrito
en la bibliografia para la identificacion de esta especie, para fines de caracterizacion
ulterior seleccionamos un subgrupo de 23 aislados que cumplian con las
caracteristicas de la especie S. aureus desde un punto de vista morfolégico,
microbioldgico y bioquimico.

A partir del ADN gendmico de estos 23 aislados se procedio a realizar la
amplificacion por PCR de los genes nucA y femB, que son caracteristicos de la
especie. Los resultados se muestran en las Figuras 4 y 5. Como puede observarse,
en todas las cepas se logré la amplificacion del gen nucA, (cuyo amplicon tiene una
longitud calculada de 657 pb), y al gen femB (cuyo amplicén tiene una longitud de
224 pb).

Tabla 4. Resultado de la amplificacion mediante PCR de
los genes Nuc Ay Fem B

CODIGO nucA femB
D1c + +
D1b + +
D4a.1 + +
D4b.2 + +
L6c + +
L6d + +
L6a + +
D1d.1 + +
D7b + +
13C19 + +
11b + +
I7c + +
B1d + +
12c1d + +
B4c1 + +
I7b + +
B3c2 + +
I7d + +
11d1& + +
I7a + +
K3d2 + +
K3d2 + +
14b1 + +
Total: 23
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Figura 4. Deteccién del gen femB (224bp) a partir de ADN gendmico de cepas de S. aureus
aislados a partir de muestras de leche con mastitis en vacas lecheras. Electroforesis en gel de
agarosa al 2 %. Carril L marcador de peso molecular 100bp; carril C+: cepa control positivo;
carril C-: cepa control negativo; carriles 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 cepas positivas para femB.

e

Figura 5. Deteccion del gen nucA (657bp) a partir de ADN gendémico de cepas de S. aureus
aislados a partir de muestras de leche con mastitis en vacas lecheras. Electroforesis en gel de
agarosa al 2 %. Carril L marcador de peso molecular 100bp; carril C+: cepa control positivo;
carril C-: cepa control negativo; carriles 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 cepas positivas de nucA.

Determinacion de la susceptibilidad de los aislados de S. aureus frente a
antibiéticos (antibiogramas).

Con el objetivo de conocer la susceptibilidad de los aislados de S. aureus a
diferentes antibioticos se realizd antibiogramas en agar Muller Hinton. Para llevar a
cabo este ensayo se incluyeron 13 antibiéticos. Cabe recalcar que cada sensidisco
contenia una cantidad diferente de cada antibidtico: Penicilina 10ug (P-10),
Tetraciclina 30ug (TE-30), Azitromicina 15ug (AZM-15), Eritromicina 15ug (E- 15),
Clindamicina 2ug (DA-2), Oxacilina 1ug (OX-1), Ciprofloxacina 5ug (CIP-5),
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Teicoplanina 30ug (TEC-30), Cloranfenicol 30ug (C-30), Cefoxitina 30ug (FOX-30),
Linezolid 30ug (LNZ-30), Rifampicina 5ug (RA-5), Sulfatrimetropin 5ug (SXT-5).

La interpretacion del diametro de los halos de inhibicién del crecimiento bacteriano

se realizé de acuerdo a los criterios del CLSI (30) como “cepa sensible”, “cepa con
sensibilidad intermedia” o “cepa resistente”.

Figura 5. A, B, C, D halos de inhibicién de crecimiento bacteriano en medio Miller Hinton
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Tabla 5. Resultado de la medicion e interpretacion de los halos de inhibicidn del crecimiento bacteriano por antibiéticos

ID Colonias P TE AZM E DA [0).§ Cip TEC C FOX LNZ RA SXT

(Penicilina) (Tetraciclina) (Azitromicina) (eritromicina)) (clindamicina) (Oxacilina) (Ciprofloxacina) | (Teicoplanina) | (Cloranfenicol) (Cefoxitin) (Linezolid) (Rifampicina) | (Sulfatrimetropin)

17a
I7¢
17d
Bid
B3c2
F10c
I7b
13C1@
14B1
12C1d
Dic
Jda.l
J4a.2
L6c
Di1d.1
K3d1
K3d2
11d1
D1b
L6d
L6a
L7b
I1b

Dayana Mishell Escobar Narvaez, Arianna Michelle Gonzalez Cabrera 33



Universidad
6 Catdlica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

En la Tabla 6 (Anexo 8) se presentan los valores exactos de los diametros de los
halos que han sido considerados para la elaboracion de la Tabla 5. Como puede
verse claramente, la resistencia mas frecuentemente registrada fue en relacién con
la penicilina (22 aislados, equivalentes al 95,65%), seguida por la tetraciclina (10
aislados, equivalentes al 43,47%), la azitromicina (8 aislados, equivalentes al 32%),
la eritromicina (7 aislados, equivalentes al 30,43%), la clindamicina (6 aislados,
equivalentes 26,08%), la oxacilina (4 aislados, equivalentes al 17.39%)
correspondientes a cepas SARM, y finalmente la ciprofloxacina y la teicoplanina (1
aislado c/u, equivalentes al 4,34%).

Quince aislados fueron multiresistentes, es decir, resistentes simultaneamente a
dos o0 mas antibiéticos (y en algunos casos presentaron resistencia intermedia a un
sexto antibiotico). Destacan siete aislados que fueron resistentes a cinco
antibidticos, y uno que fue resistente a cuatro antibioticos.

Se detectd que todos los aislados presentaron sensibilidad a 4 antibidticos:
cefoxitina, linezolida, rifampicina, sulfatrimetropina. Otros aislados fueron sensibles
al cloranfenicol (22 aislados), la ciprofloxacina (19 aislados), la oxacilina (17
aislados), la clindamicina (15 aislados), la tetraciclina (12 aislados), la eritromicina y
la azitromicina (11 aislados), la teicoplanina (9 aislados), y finalmente la penicilina
(1 aislado).
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I1.2.- DISCUSION

La mastitis es una de las enfermedades mas frecuentes que afecta a nivel mundial
al ganado vacuno. Es una infeccién, generalmente causada por bacterias, que
afecta a la glandula mamaria produciendo inflamacién. S. aureus es uno de los
principales agentes etioldgicos de esta enfermedad debido a que expresa multiples
factores de virulencia; Algunos estudios indican la importancia de investigar acerca
de esta patologia, principalmente porque influye en una reduccion de la calidad y
sanidad de la leche. Pero ademas es importante conocer mejor a los
microorganismos patdgenos que causan mastitis, porque pueden llegar a dar origen
a infecciones zoonoticas, representando un serio problema de salud publica. Por
este motivo el presente estudio tuvo como objetivo principal la caracterizacion
fenotipica y genotipica de cepas de S. aureus causantes de mastitis clinicas o
subclinicas en vacas lecheras. Los resultados obtenidos permiten confirmar que
muchas de las vacas con mastitis clinica o subclinica en la regién de Biblian
efectivamente se encuentran infectadas en su tejido mamario por cepas de S.
aureus que presentan algunas caracteristicas particularmente preocupantes.

Como hemos visto, la mayoria de las cepas que hemos aislado presentaban las
caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas que son tipicas de la especie de S.
aureus; esto incluye una morfologia de coco Gram positivo, la produccién de un
pigmento amarillo en medio Manitol Salado y la acidificacion del mismo. Ademas, la
produccion de DNAsa termo resistente, coagulasa y catalasa se suman a estas
caracteristicas, que podriamos considerar como tipicas o diagndsticas de la especie
(31). Sin embargo, algunas de las cepas incluidas en el estudio no presentaron una
de estas caracteristicas (la produccion de la DNAsa termo resistente); por esta
razon las podemos considerar atipicas.

La circulaciéon de cepas clinicas de S. aureus con caracteristicas atipicas no es del
todo inesperada. Por ejemplo, en un estudio realizado entre enero y abril del 2002
en un hospital japonés, el 12.5% de las cepas aisladas (sobre un total de 201) fueron
consideradas como atipicas porque no acidificaron el medio manitol salado (32). La
identificacion debié confirmarse por otros métodos, incluyendo amplificacién por
PCR de ciertos genes. En otro estudio, esta vez realizado en Brasil, sobre 274 cepas
de S. aureus aisladas a partir de leche de vacas con mastitis, el 39,4% de las
mismas resultd ser atipica (33).
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Para verificar la identificacion de una cepa que no cumple con la totalidad de las
caracteristicas tipicas de la especie, generalmente se llevan a cabo pruebas
adicionales. La mas utilizada es la amplificacion por PCR de genes especie-
especificos. En el presente trabajo se incluyo los genes nucA 'y femB que han sido
previamente descritos como genes caracteristicos de esta especie (26). Por lo tanto,
es necesario tener muy presente la circulacién de este tipo de cepas atipicas entre
el ganado vacuno de la region estudiada, pues su incorrecta identificacién puede
afectar el tratamiento de los animales.

Al estudiar las posibles causas de la mastitis que presentaban las vacas incluidas
en el estudio, se logré aislar 23 cepas que hemos identificado claramente como
Staphylococcus aureus. Esto lo sefiala como uno de los microorganismos mas
frecuentes que invaden la glandula mamaria. En un estudio similar realizado en la
provincia de Pichincha demostré que S. aureus es el agente causal mas frecuente
de la mastitis bovina (22).

En cuanto a la resistencia a los antibiéticos, hemos visto que la mayoria de las cepas
presento resistencia a la penicilina, seguido de la tetraciclina. La resistencia a otros
antibiéticos, como, la azitromicina, la eritromicina, la clindamicina y la oxacilina fue
menos frecuente.

En un estudio similar realizado en el cantén Mejia (Pichincha, Ecuador) se encontré
que el 39,02% de las cepas de S. aureus aisladas a partir de vacas con mastitis
eran resistentes a la penicilina, mientras que el 21,95% presentaron resistencia a la
tetraciclina y el 17,07% a la clindamicina (34). Asi mismo en Zulia, Venezuela se
realizd un estudio semejante, el cual muestra en sus resultados que la mayoria de
cepas de S. aureus aisladas a partir de vacas con mastitis también son resistentes
a la penicilina (12,3%), la ciprofloxacina (4,9), la eritromicina (3,7%) y finalmente la
clindamicina y la rifampicina (2,5%) (35). Estos datos son similares a los que
reportamos en este estudio.

De igual manera en dos tambos de Uruguay se realizé una investigacion donde se
registré un alto porcentaje de cepas de S. aureus aisladas a partir de vacas con
mastitis resistentes a la penicilina (25). Lo mismo sucede en un estudio realizado en
Sangolqui, provincia de Pichincha, Ecuador que se report6 en la mayoria de casos
altos porcentajes de resistencia a la penicilina (22).

Como podemos observar existe una gran similitud entre los resultados expuestos
en estudios realizados anteriormente con el presente tema de investigacion,
principalmente en relacidén con la resistencia a antibiéticos. Todo esto indica que
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efectivamente es un problema de salud publica que se encuentra extendido por toda
la region.

Por otra parte, las cepas de S. aureus también presentaron alta resistencia a la
azitromicina en este estudio; sin embargo, en las investigaciones que hemos
consultado, este antibiotico no ha sido incluido en los antibiogramas en estudios
anteriores. Por lo tanto, estos datos deberian ser tomados en cuenta en el futuro,
ya que en la actualidad la resistencia a los antibidticos es una de las mayores
amenazas para la salud mundial.

Otro hallazgo de gran relevancia es la deteccion de la presencia de cepas de S.
aureus resistentes a la meticilina (SARM). Estas cepas fueron originalmente
descritas como responsables de infecciones nosocomiales; sin embargo, hoy en dia
sabemos que también se diseminan a nivel comunitario, infectando a distintos
animales de granja, y de manera particular al ganado vacuno (36). En el presente
estudio se detectaron 4 cepas (17,38%) SARM. Aunque este es un porcentaje
relativamente bajo, sigue siendo preocupante, dado que estas cepas pueden
resultar un peligro para las personas que se encuentran en contacto frecuente con
dichos animales. En un estudio similar realizado en Brasil en el afio 2016 se reportd
que del total de 60 cepas de S. aureus aislados a partir de leche de vacas con
mastitis, el 12,2% eran de tipo SARM.

Entre las limitaciones que hemos detectado en nuestro estudio, podemos mencionar
el numero de vacas que han sido incluidas. En efecto, a pesar de que no se trataba
originalmente de una investigacibn de epidemiologia molecular sino de
caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas aisladas a partir del tejido mamario
infectado, creemos que para futuros estudios seria conveniente incluir un numero
mayor de muestras.

Por otra parte, el numero de cepas de aislados que han sido incluidos en este
estudio también podria ampliarse un poco mas, incorporando aislados de otras
regiones que pertenezcan a la misma provincia. Esto permitiria tener una vision mas
amplia de la diversidad genotipica de la especie causante de mastitis en ganado
lechero. A pesar de estas limitaciones, en nuestro trabajo de investigacion hemos
incluido, ademas de técnicas microbioldgicas clasicas, técnicas moleculares que
permiten obtener una mayor confiabilidad en los resultados. En efecto hemos
incluido en el estudio dos marcadores moleculares-los genes nucA 'y femB que han
sido descrito como caracteristicos del genoma de la especie Staphylococcus
Aureus.
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En sintesis, los resultados obtenidos en esta investigacion indican que
efectivamente la especie bacteriana Staphylococcus aureus forma parte del
conjunto de microorganismos que se encuentran en el tejido mamario causando
inflamacion en aquellas vacas lecheras pertenecientes a las granjas del cantén
Biblian, Provincia de Canar. Destacan, ademas, que muchas de estas cepas son
multiresistentes a distintos antibioticos.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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IV.1.- CONCLUSIONES

- En algunos casos, la mastitis clinica o subclinica que presentan vacas
lecheras del cantdon Biblian, provincia de Canar, puede estar causada por
cepas de S. aureus.

- Sin embargo, no todas las vacas que presentan mastitis clinica o sub-clinica
estan infectadas por cepas de Staphylococcus aureus;

- La mayoria de cepas de S. aureus que hemos caracterizado en el presente
trabajo de tesis presentan las caracteristicas fisiologicas, bioquimicas y
morfoldgicas tipicas de la especie S. aureus;

- Sin embargo, algunas cepas de S. aureus que hemos aislado en el presente
trabajo no presentan la totalidad de las caracteristicas antes mencionadas,
que se reconocen tradicionalmente como tipicas de esta especie;

- Algunas de las cepas de S. aureus presentan caracteristicas atipicas como
la ausencia de la actividad Dnasa;

- La deteccion de los genes nucA y femB, sumado a la determinacién de otros
caracteres fenotipicos, permiten confirmar la identificacién de las cepas
(tipicas y atipicas) como pertenecientes a la especie S. aureus

- La casi totalidad de las cepas evaluadas en este estudio (95,65%) son
resistentes a la penicilina;

- Aproximadamente un tercio de las cepas incluidas en el estudio presentan
multirresistencia a, por lo menos, cinco antibiéticos (penicilina, tetraciclina,
azitromicina, eritromicina y clindamicina);

- Un porcentaje significativo (17.39%) de las cepas de Staphylococcus aureus
consideradas este estudio presentaron resistencia a la oxacilina y por lo tanto
pueden considerarse de tipo SARM.
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IV.2.- RECOMENDACIONES

-Concientizar a los propietarios de las diversas fincas ganaderas acerca de la
inconveniencia del abuso de los antibiéticos, sin una prescripcion previa de un
meédico veterinario, puesto que esto es la principal causa para desencadenar una
resistencia antibiotica.

-Realizar un diagnéstico de la mastitis para identificar el agente etiolégico causante
de la enfermedad y, de esta manera, proceder a aplicar un tratamiento oportuno y
eficaz, con la finalidad de evitar la diseminacion de la misma y sobre todo de
microorganismos causantes de la infeccion.

- Se recomienda aplicar diariamente buenas técnicas de ordefo por parte de los
productores, puesto que de esto dependera la calidad higiénica y sanidad de la
leche.

-Comunicar a todos los propietarios de las fincas ganaderas los resultados de esta
investigacion con la finalidad de que puedan tomar medidas preventivas para evitar
cualquier contagio con estas cepas bacterianas que resultan potencialmente
patogenas.

-Se recomienda a los estudiantes e Investigadores de la Universidad Catdlica de
Cuenca hacer usos de las cepas conservadas para continuar con futuras
investigaciones o a su vez realizar investigaciones similares con mas amplitud de
tal manera que aporten con informacion.
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Anexos 1. Lugar y toma de muestras de leche

Fuente: Universidad Catolica de Cuenca

Autoras : Escobar Narvaez Dayanna, Gonzalez Cabrera Arianna
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Anexo 2. Muestras y aislamientos primarios de cepas bacterianas en Agar
Manitol Salado.

Fuente: Universidad Catolica de Cuenca

Autoras : Escobar Narvaez Dayanna, Gonzalez Cabrera Arianna

Anexo 3. Tincidén de gram
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Fuente: Universidad Catolica de Cuenca

Autoras : Escobar Narvaez Dayanna, Gonzalez Cabrera Arianna

Anexo 4. Preparacion de antibigramas (colocacién de los discos con los
diferentes antibioticos en agar Muller-Hinton)

Fuente: Universidad Catolica de Cuenca

Autoras : Escobar Narvaez Dayanna, Gonzalez Cabrera Arianna

Anexo 5. Gel de agarosa en plena corrida electroforética.
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Fuente: Universidad Catolica de Cuenca

Autoras : Escobar Narvaez Dayanna, Gonzalez Cabrera Arianna

Anexo 6. Amplificacion por PCR de los genes nucA y femB visualizados en
geles de agarosa teiidos con SYBR Safe.

Fuente: Universidad Catolica de Cuenca
Autoras : Escobar Narvaez Dayanna, Gonzalez Cabrera Arianna

Anexo 7

Valores para la Medicion e Interpretacion de halos de inhibicion de
crecimiento bacteriano (S. aureus) de acuerdo al CLSI (30)
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Oxacilina 1ug : 222(S) (I) =21 (R)
Penicilina 10ug: 229(S) () <28 (R)
Cefoxitina 30ug: = 25(S) (I) <25(R)
Cloranfenicol: 2 18 (S) H =(R)
Teicoplanina 30 ug: >14 (S) 11-13 () <10 (R)
Clindamicina 2ug: = 21(S) 15-20 (I) <14 (R)
Azitromicina 15ug: =2 18 (S) 14-17 (I) <13(R)
Eritromicina 15ug: 223 (S) (I) <13 (R)
Linezolid 30ug : 221 (S) () =20 (R)
Ciprofloxacina 5ug: 221(S) 16-20 (I) <15(R)
Rifampicina 5ug: 220(S) 17-19(1) <16 (R)
Sulfatrimetropin 25ug: 216(S) (I) =<10(R)

Tetraciclina 30ug: 219(S) 15-18 (I) <19(R)
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Anexo 8.

Tabla 6. Valores de los didametros de los halos de inhibicion

1d Colonias oX RA P AZM TEC CIP LNZ C SXT TE FOX E DA
(Oxacilina) | (Rifampicina) | Pl 1\ sitromicing) | (TeicoPlanina) | (Ciprofloxacina) | (Linezolid) |\ o\ - coicon | (sufatrimetoprin) | (Tetracicling) | (Cefoxitin) | (Eritromicina) | o (o cina)
S:222R: | S: 220R: | S: 229R: | S: 218R: | S:214R: | S: 221 R: | S:221R: | S:218R: | S:216R: |S:219R: | S:225R: | S: 223 R: | S: 221 R:

<21 <16 <28 <13 <10 <15 <20 <12 <10 <14 <25 <13 <14

14bl 21.5 26.08 15.3 18.1 13.8 25.9 26.6 22.8 23.8 11.8 31.9 22 22.1
K3d1 26.3 24.4 12.7 18.3 12.4 26.2 27.1 22.6 20.8 27.2 31.7 23 24.2
K3d2 24.4 25.7 13.7 20.8 13.7 29.7 29.2 26.7 22.5 28.6 32.7 21.2 22.5
I7a 23.9 24.3 10.4 0 11.4 22.8 27.9 21.7 20.9 10.4 30.5 0 0
1d1ly 22.5 25.2 14.2 21.8 12.3 27.5 29.9 29.5 23.2 17.7 32.6 24.4 23.4
I7b 22 25 12.1 0 15.1 26.4 31.5 24.2 22 12 33 0 17
I1b 24.1 27.4 38.7 22 18.4 25.3 29.2 24.4 20.7 28.8 27.8 24.2 24.5
2cld 22.8 26.09 15.5 21.6 12.5 25.2 30.2 25 22.8 12.7 31.7 24.3 23
I7¢c 25(36/25.9 11.6 0 12.1 25.7 29.3 21.7 21.6 9 31.3 0 0
I7d 29.2|29/44 12.6 0 14.7 25 29.5 24.3 25 12.4 33.6 0 0
B1d 30.4|39.5/26.4 10.2 0 13.6 24.9 28.6 25 23.7 11.7 313 0 0
B3c2 23|36.5/25 8.5 0 12.4 23.4 29.7 26.8 21.7 12.1 33.7 0 0
F10c 27.4137/28 10.6 0 13.6 26 31.3 22.3 23 10.8 334 0 0
Dlc 23.5|38.7/26.8 12.8 12.5 14.3 21 28 22.1 24.3 27.2 32,5 23.5 24.1
D1b 25.6|38.7/26.7 12.9 16.8 14 19.8 27.4 17.4 23.6 26.4 32.7 23.2 23.8
Jda.l 20.2 25.6 12.7 18.2 13.8 22.2 29.6 22.9 27.4 28.4 30 22.2 22
J4b.2 20 23.8 11.2 17.8 12.5 17 28.9 23.3 20.2 27.1 311 25.4 23.9
L6¢ 17.6 25.1 9.7 16.6 13.4 18.4 27.1 20.9 23.7 26.5 294 22.8 22.1
Led 26.2 28.1 16.7 19.6 16.1 22.8 334 25.6 26.7 31 34.1 26.5 26.1
D6a 22.2 30.5 17.3 21.8 17.2 23.9 31.9 25.6 27.3 30.1 33.7 26.1 25.2
D1d.1 20 27 19.3 21.3 16.6 22 33.2 26.8 26.5 31 34.5 26.3 24.7
L7b 24.2 27.8 15 20.1 15.2 24.6 31.4 24.6 24 30.2 34 25.3 24.3
13C10 22|37.2/25.1 13.4 17.2 14.2 0 27.9 21.9 25.4 10.5 30.5 22.4 22.7
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Anexo 9.

Calculo del tamaio de los fragmentos amplificados

nucA
Longitud ( en
pb) de los Tamano del
marcadores | Distancia de migracion fragmento
moleculares |desde el punto de Muestra calculado en base a
(“ escalera”) |aplicacién (mm) No. la ecuacién
2000 33 57 657
1500 38 57 657
1200 42 57 657
1000 46 57 657
900 49 57 657
800 52 57 657
700 55 57 657
600 60 57 657
500 63 57 657
400 69 57 657
300 72 57 657
200 87 57 657
100 100 57 657
Nuc A
2500
2000 °
1500 "o,_
.
1000 "0..'
'b., .
500 ‘__". y = 7616.260043
LI ‘”F.{.Z =0.9947
, g
0 20 40 60 80 100 120
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fem B
Longitud ( en
pb) de los Distancia de
marcadores | migracion desde Tamafo del fragmento
moleculares | el punto de Muestra calculado en base a la
(“ escalera”) | aplicacion (mm) | No. ecuacion
2000 33 82 224
1500 38 82 224
1200 42 82 224
1000 46 82 224
900 49 82 224
800 52 82 224
700 55 82 224
600 60 82 224
500 63 82 224
400 69 82 224
300 72 82 224
200 87 82 224
100 100 82 224
Fem B
2500
2000 °
1500 "Q.
Y
1000 'y
.b.
®. e
500 "-.,‘.. y = 7616.2¢ 0043

--------- ° R? =0.9947

0 20 40 60 80 100 120
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