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DE ANTIOQUIA

RESUMEN

La mastitis es considerada una enfermedad critica para la economia lechera, genera
pérdidas econdmicas, disminucion en la produccion y calidad de leche, gastos médicos
veterinarios, uso de antibiéticos y descarte de las vacas. Staphylococcus aureus es uno
de los principales patdgenos causante de mastitis, aislado entre el 20 — 30 % en muestras
de leche de bovinos con mastitis en Colombia. En la actualidad se ha demostrado
mediante métodos de tipificacidbn molecular que existe una alta variabilidad en el genoma
de las cepas de S. aureus; muchas de las cuales se presentan en genes relacionados
con la virulencia y la resistencia. Los usos de estas metodologias permiten obtener mas
informacion de las propiedades epidemiolégicas del agente y su relacion con la
patogénesis de la infeccion intramamaria bovina.

En este proyecto se trabajé con un total de 94 cepas de Staphylococcus aureus aislados
de leche de bovinos con mastitis en Antioquia, se realizd una tipificacion molecular por
medio de la técnica spa typing y se describi6 la resistencia presentada por estas cepas,
usando la técnica de difusion en disco Kirby — Bauer, en el medio de Muller — Hinton. Los
resultados obtenidos muestran que 69 (73.4 %) cepas fueron clasificadas en
determinados spa tipo. Los spa tipo t521 y t267 fueron predominantes, ambos
pertenecientes al complejo clonal CC9.Se encontraron 25 nuevos spa tipos. Los
antibioticos con mayor porcentaje de resistencia fueron Penicilina y Lincomicina con un
37% (n = 35 ) cada uno, seguidos por Ampicilina/sulbactam con 10% ( 9 ), el antibi6tico

gue presento menor resistencia fue Amoxicilina/acido clavulanico con un 2% ( 2).
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Mejorar el entendimiento de las infecciones intramamarias por S. aureus en cuanto a
caracteristicas geneticas, ayuda a entender el comportamiento del microorganismo en la
glandula mamaria, causando implicaciones importantes en el control y prevencion de la
misma. De ahi que conocer los genotipos de las cepas de S. aureus circulantes en
Antioquia podria a mediano y largo plazo mejorar las estrategias de diagnostico, control
y tratamiento de las infecciones causadas por este microorganismo en la glandula

mamaria.
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Abstract
Mastitis is considered a critical disease for the dairy economy, generates economic
losses, decrease in the production and quality of the milk, veterinary medical expenses,
use of antibiotics and culling of cows. Staphylococcus aureusis one of the main
pathogens causing mastitis, isolated between 20 - 30% in milk samples from cattle with
mastitis in Colombia. At present, it has been demonstrated by molecular typing methods
that there is a high variability in the genome of S. aureus strains; many of which occur in
genes related with virulence and resistance. The uses of these methodologies allow
obtaining more information about the epidemiological properties of the agent and its
relationship with the pathogenesis of intramammary bovine infection.
In this project we worked with a total of 94 Staphylococcus aureus strains isolated from
bovine milk with mastitis in Antioquia, molecular typing was performed by the spa typing
technique and the resistance presented in these strains was described using the Kirby-
Bauer disk diffusion susceptibility test. The results obtained show that 69 (73.4 %) strains
were classified in certain spa type. The t521 and t267 spa type were predominant, both
belonging to the CC9 clonal complex. 25 new spa types were found.
The antibiotics with the highest percentage of resistance were Penicillin and Lincomycin
with 37% (n = 35), followed by Ampicillin / sulbactam with 10%( n = 9), the antibiotic that
showed the least resistance was Amoxicillin / clavulanic acid with 2% (n=2).
Improving the understanding of intramammary infections with S. aureus in relation to its
genotype profile has important implications in the control and prevention. Hence, knowing

the genotypes of the circulating S. aureus strains in Antioquia could, in the medium and
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long term, improve the strategies of diagnosis, control and treatment of the infections

caused by this microorganism in the mammary gland.
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INTRODUCCION

El control de Staphylococcus aureus en la glandula mamaria es poco exitoso, debido a
infecciones no detectadas y baja respuesta a los antibioticos usados para el tratamiento
(Zadoks & Middleton, 2011)(Riekerink et al., 2006). Adicional a esto, en la mayoria de las
fincas, se pueden encontrar variabilidad de clones (asociadas a sitios extra mamatrios, al
ambiente, a humanos, especializadas en infectar la ubre) los cuales sobresalen por su
alta prevalencia (Haveri et al, 2008).

La presencia de multiples clones de S.aureus demuestra que puede tener una
epidemiologia variable, en algunos casos se pueden aislar hasta 5 clones diferentes de
S. aureus del mismo animal en distintos momentos de su vida (Haveri, Hovinen, Roslo, &
Pyo, 2008). Se han relacionado clones especificos de S. aureus con aumento en las
infecciones intramamarias en bovinos, variaciones en el recuento de células sométicas,
el volumen de la leche, la formacién de biopeliculas, los signos clinicos, la persistencia
de la infeccién y la baja sensibilidad a los tratamientos (Riekerink et al., 2006) (Sakwinska
et al., 2011)(Haveri et al., 2008)(Feltrin et al., 2016).

Estudios han demostrados que existe hasta un 30% de diversidad en los genomas de
S. aureus, (Smith et al., 2016);la mayoria de los genes que le proveen virulencia y
resistencia se ubican en este porcentaje de variacion (Smith et al., 2016). A nivel mundial

se han identificado clones exitosos de S. aureus especializados en infectar la ubre bovina,
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causando infecciones intramamarias persistentes que expresan algunos factores de
virulencia y resistencia especificos (Haveri et al, 2008).

Los métodos de tipificacion molecular sirven determinar la variabilidad genética de S.
aureus (Ryan, Salat, Zangerl, Steiner, & Graber, 2016) son Utiles para obtener mas
informacion sobre las propiedades epidemioldgicas del agente y su relacion con la
patogénesis de la infeccion intramamaria bovina (Smith et al., 2016)(Zadoks & Middleton,
2011) (Vanderhaeghen et al., 2014). Varios métodos de tipificacion han sido reportados
para este microorganismo, los mas comunes son Tipificacidn multilocus de secuencias
(MLST - Mlutilocus sequence typing) y el spa tipo. El primero se basa en la secuenciacion
de 7 genes conservados del S. aureus, mientras que el segundo se basa en la secuencia
de ADN de la region espaciadora variable del gen spa del Staphylococcus aureus (Boss
et al., 2016). El spa tipo reportado mundialmente mas comun en mastitis ha sido el t267,
reportado en paises como Brasil, Canada y Japon (Hata et al., 2010)

Conocer las poblaciones de S. aureus que se aislan de leche de bovinos con mastitis en
Antioquia permitird determinar los clones responsables, si existe relacion entre ellos, su
procedencia geografica y relacionarlos con los perfiles de sensibilidad a antibiéticos y
manifestaciones clinicas en las infecciones intramamaria bovinas. Asi mismo, debido a
la relacién cercana de los bovinos con los humanos hace que estas poblaciones puedan
variar con mayor facilidad de sus hospederos habituales, lo que genera variaciones en
sus caracteristicas, como se ha evidenciado en la presencia de clones bovinos causando
infeccion en el hombre y la aparicién de clones adaptados al humano comunes en la

poblacién bovina (Garcia et al., 2003).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mastitis es la inflamacion de la glandula mamaria, causada principalmente por
microorganismos. La mastitis bovina es una enfermedad critica para la economia lechera,
generando altos costos los cuales incluyen bajas en la produccién y calidad de leche,
gastos médicos, compra de antibioticos y descarte de las vacas causando pérdidas
variables en la economia lechera (Hogeveen, Huijps, & Lam, 2011; Vissio, 2015). A nivel
mundial, se han reportado pérdidas econdmicas entre 66,28 y 105 ddlares por vaca a
causa de mastitis clinica. En Colombia el ganado bovino se ha visto afectado por mastitis

con un prevalencia por encima del 50% en el 2011 (Ramirez et al., 2011).

De los microorganismos frecuentemente aislados causando mastitis se encuentra
Staphylococcus aureus (S.aureus),el cual se conoce como causa comun de infecciones
intramamaria persistentes (Cucarella et al., 2004)(Capurro, Aspan, Artursson, & Persson,
2010).Este microorganismo es un comensal y patégeno de seres humanos y varias
especies animales, incluyendo el ganado bovino (Zadoks & Middleton, 2011),es
recuperado en aproximadamente el 30% de muestras de leche de bovinos con mastitis
en Antioquia (Ramirez et al.,, 2014), ademas en un estudio realizado en Boyaca se
encontré que S.aureus fue el principal agente etiolégico causante de mastitis aislado en
29.09%(Calderon & Rodriguez, 2008) y en un reporte realizado por los laboratorios de
microbiologia veterinaria de la Universidad de Antioquia y el Instituto Colombiano de
Medicina Tropical- Universidad CES, en el cual se recolectaron muestras entre los afios
2013 a 2015, se encontro una prevalencia del 17,9% para S.aureus (Vidal et al., 2016).EI

control de este microorganismo no ha sido exitoso, debido a que en campo se observan
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fallas al eliminar el agente, infecciones no detectadas y baja respuesta a los antibiéticos
usados para el tratamiento (Zadoks & Middleton, 2011)(Riekerink et al., 2006).
Adicionalmente, en la mayoria de las fincas, se pueden encontrar variabilidad de cepas
(asociadas a sitios extramamarios, al ambiente, humanos, especializadas en infectar la
ubre) de S. aureus de las cuales una o algunas cepas sobresalen por su alta prevalencia
(Haveri et al, 2008). La presencia de multiples cepas de S.aureus demuestra que puede
tener una epidemiologia variable, en algunos casos se pueden aislar hasta 5 cepas
diferentes de S.aureus del mismo animal en distintos momentos de su vida (Haveri,
Hovinen, Roslo, & Pyo, 2008). Se han relacionado cepas especificas de S.aureus con
aumento en las infecciones intramamarias en bovinos, variaciones en el recuento de
células somaticas, el volumen de la leche, la formacién de biopeliculas, los signos
clinicos, la persistencia de la infeccion y la baja sensibilidad a los tratamientos (Riekerink

et al., 2006) (Sakwinska et al., 2011)(Haveri et al., 2008)(Feltrin et al., 2016).

Estudios realizados en humanos han demostrados que existe alto nivel de diversidad en
el genoma de S.aureus, el cual puede variar hasta un 30 % entre cepas (Smith et al.,
2016);se conoce que la mayoria de los genes que le proveen virulencia y resistencia se
ubican en este porcentaje (Smith et al., 2016).A nivel mundial se han identificado clones
exitosos de S. aureus especializados en infectar la ubre bovina, causando infecciones
intramamaria persistentes, expresando factores de virulencia y resistencia determinados
(Haveri et al,2008). En la actualidad existen métodos de tipificacidon molecular apropiados
para determinar la variabilidad genética de S.aureus (Ryan, Salat, Zangerl, Steiner, &
Graber, 2016). Estos métodos son Uutiles para obtener mas informacion sobre las

propiedades epidemioldgicas del agente y su relacion con la patogénesis de la infeccion

10
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intramamaria bovina causada por S. aureus (Smith et al., 2016)(Zadoks & Middleton,
2011) (Vanderhaeghen et al., 2014). En Colombia mejorar el entendimiento de las
infecciones por S. aureus en cuanto al genotipo tendrd implicaciones importantes en el

control y prevencion de la mastitis bovina causada por este microorganismo.

11
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JUSTIFICACION

En la actualidad se desconocen los genotipos de las cepas de S. aureus gue se aislan
de leche de bovinos con mastitis en Antioquia; conocer esta informacién permite
determinar las cepas circulantes, la relacién entre estas, su procedencia geografica y
relacionarlas con los perfiles de sensibilidad y manifestaciones clinicas en las infecciones
intramamaria bovinas. Debido a la relacién cercana de los bovinos con los humanos hace
gue estas cepas puedan variar con mayor facilidad de sus hospederos habituales, lo que
generar variaciones en sus caracteristicas, como se ha evidenciado en la presencia de
cepas de bovinos en el hombre y la aparicion de cepas adaptadas al humano comunes

en la poblacion bovina (Garcia et al., 2003).

La capacidad de S. aureus de propagarse con facilidad entre especies hace necesario
conocer su distribucién geografica, potencial zoondético, sus perfiles de sensibilidad y la
presencia de clones exitosos en infecciones intramamaria persistentes. De ahi el
conocimiento de cuales son los genotipos de las cepas de S. aureus circulantes en
Antioquia podria a mediano y largo plazo mejorar las estrategias de diagndstico, control
y tratamiento de las infecciones causadas por Staphylococcus aureus en la glandula

mamaria.

12
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Objetivo General

Caracterizar molecularmente las cepas de Staphylococcus aureus aisladas de leche de

bovinos con mastitis en Antioquia

Objetivos Especificos

1. Describir el lugar geogréfico y el perfil de susceptibilidad a antibiéticos de las cepas de S.
aureus aisladas de leche de bovinos con mastitis

2. Tipificar molecularmente las cepas de S. aureus aisladas de leche de bovinos con

mastitis, empleando spa typing

13
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MARCO TEORICO

Mastitis Bovina

Se conoce como la inflamacion de la gldndula mamaria y sus tejidos secretores, que
reduce la produccion del volumen de leche, alterando su composicion y elevando la carga
bacteriana. De acuerdo a su duracion, se puede clasificar en aguda o crénica. En relacién
a sus manifestaciones clinicas, puede ser clinica o subclinica. Es una enfermedad critica
para la economia lechera que genera altos costos, ya que incluyen bajas en la
produccién y calidad de la leche, causan pérdidas las cuales varian de acuerdo a la
presentacion clinica o subclinica de la mastitis (Vissio, 2015)(Hogeveen et al., 2011). A
nivel mundial, se han reportado pérdidas econémicas entre 66,28 y 105 ddlares por vaca
a causa de mastitis clinica. Colombia se ha visto gravemente afectada por la alta
incidencia de mastitis crénica, reportandose prevalencias por encima del 50% en estudios
realizados (Ramirez et al., 2011). La principal causa de esta enfermedad suele ser
infecciosa. Los agentes infecciosos los cuales generan mastitis son diversos entre ellos
se encuentra Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) y Staphylococcus aureus (S.
aureus) (Restrepo, Ortiz, Cardona, & Olivera, 2012). Se determind que la prevalencia de
la enfermedad a causa de S. aureus en Antioquia por estudios llevados a cabo en San
Pedro de los Milagros (Antioquia), es del 13%, en 1.679 cultivos analizados (Ramirez et
al., 2011). Los laboratorios de la Universidad de Antioquia, el grupo de investigacion
Biogénesis, la Universidad CES, el Instituto de Medicina Tropical y la cooperativa Colanta,
reportan que entre los aflos 2013 a 2015 la prevalencia de S. aureus aislados de muestras

de leches en Antioquia fue del 17,9% (Vidal et al.,2016).

14
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Staphylococcus aureus

La identificacion de especies en la mayoria de los estudios se basa en caracteristicas
fenotipicas del microorganismo (Taponen & Py6rala, 2009)(Vanderhaeghen et al., 2014)
(Zendejas, Avalos, & Soto, 2014). Estos métodos incluyen la morfologia de la colonia en
medios selectivos y diferenciales, pruebas bioquimicas, pruebas de coagulasa y
hemolisis, patron de susceptibilidad a antibiéticos, susceptibilidad a fagos y produccion
de toxinas. El diagnostico molecular es un término que incluye técnicas de biologia
molecular para el beneficio de la salud humana y animal, detectando secuencias
genéticas especificas de acido desoxirribonucleico (ADN), acido ribonucleico (ARN) o
proteinas. Para la deteccion de patdgenos causantes de mastitis se han estandarizado
técnicas moleculares que incluyen desde PCR hasta polimorfismos de cadena simple.
Para S. aureus aislado de glandula mamaria, se han estandarizado PCR con genes como
nucA, femB y spa (Shopsin et al 1999), los cuales son clasificados como genes
especificos de S. aureus. Una de las grandes limitaciones de estas pruebas en este

momento es el costo lo que dificulta el uso en masa de estas metodologias.

15
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Resistencia de Staphylococcus aureus a antibiéticos

La penicilina fue el primer antibidtico usado para el control de las infecciones por S.
aureus, a partir de la exposicion a este antibidtico S. aureus comenz6 a producir B-
lactamasas (penicilinasa) que son enzimas codificadas por el gen blaz, que esta regulado
por dos genes adyacentes: uno que actla como represor, blal y un antirepresor, blaR1.
En presencia de antibiéticos pB-lactamicos, se produce la proteina blaR1 que experimenta
una escision autolitica para convertirse en proteasa la cual genera la ruptura de la
proteina represora Blal y asi desbloquear la transcripcion del gen blaz (Tang 2014).Con
la introduccion de la meticilina, las cefalosporinas de primera generacion v,
posteriormente, las otras penicilinas semisintéticas resistentes a la penicilinasa
(Cloxacilina, Flucloxacilina) comenzaron a aparecer las cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina; esta resistencia esta mediada por la expresion de una proteina
de union a la penicilina mutada (Penicillin binding proteins — PBP2a), esta proteina tiene
baja afinidad a los antibiéticos p-lactdmicos. El gen que codifica a PBP2a se conoce como
mecA y se localiza en un elemento genético movil especifico conocido como casete
cromosomal estafilococico mec ("staphylococcal cassette chromosome mec"”, SCCmec)
que se integra en el cromosoma usando recombinasas (ccrAB o ccrC) (Tang 2014).
Similar al sistema blaz, la sintesis de PBP2a estd regulada por mecR1 y el gen del
represor mecl; ademas, debido a homologia de secuencia con las proteinas, la expresion
de PBP2a puede ser inducida por el sistema blaR1-blal-blaZ, si esta presente (Tang
2014). Las cepas de S. aureus meticilino resistentes también deben considerarse
resistentes a todas las penicilinas, cefalosporinas y otros betalactdmicos tales como
ampicilina - sulbactam, amoxicilina - acido clavulanico, ticarcilina- acido clavulanico,

16
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piperacilina-tazobactam y carbapenems y es independiente de los resultados de la
prueba in vitro obtenido con estos agentes (CLSI 2015). La presencia del gen mec suele
estar ligada a la resistencia a aminoglucésidos, macrolidos, quinololas, cloranfenicol,
tetraciclinas y trimetropim sulfas. En estudios realizados en Colombia sobre la resistencia
de S. aureus a los antibiéticos que se usan de rutina en campo para la mastitis bovina,
reportaron que S. aureus muestra resistencia a las penicilinas G, a las ampicilinas y a las
tetraciclinas, debido a que son los antibiéticos mas ampliamente usados, expresion de
genes de resistencia contra estos antibiéticos, y resistencias cruzadas (Ruiz et al, 2001,
Jimenez et al., 2012). S. aureus meticilino resistente esta diseminado alrededor del

mundo y en diferentes especies animales (bovino, humanos, cerdos, bufalos).

17
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Tipificaciéon molecular

La tipificacion molecular se hace para determinar la relaciéon clonal, las vias evolutivas, la
diversidad genética y para realizar el seguimiento de las infecciones por S. aureus. Se
pueden utilizar diversos métodos moleculares (Igbal et al., 2016) (Goudarzi et al, 2016),
entre ellos tenemos la electroforesis en gel de campo pulsado (Pulsed-field gel
electrophoresis - PFGE) que esté considerada como la prueba de oro de los métodos de
tipificacion, el éxito de la PFGE se debe a su excelente poder discriminatorio, alta
concordancia epidemioldgica y reproducibilidad intra-laboratorio (Sabat et al, 2013). Otra
técnica es la Multilocus sequence typing — MLST, esta técnica molecular se fundamenta
en la amplificacion y secuenciacién de siete genes constitutivos de la bacteria, esta
técnica genera resultados reproducibles, pero su poder de discriminacién no es tan alto.
Los resultados generados por el MLST se leen como secuencia tipo (Sequence type -
ST) y se conoce que los ST 352 y ST97 son las dos secuencias tipo méas aisladas en los
casos de mastitis bovina en paises como Brasil, Chile, Italia, Japon, Espafia y Estados
Unidos.

La tipificacion del gen spa es un método eficaz y rapido para describir aislamientos de S.
aureus. La tipificacion del spa es una técnica rapida, asequible y facil de realizar que
ofrece mejores capacidades discriminatorias y es mas barata que la tipificacion por MLST,
lo que le ha permitido convertirse en una técnica de tipificacion ampliamente distribuida
para los aislamientos de S. aureus (Goudarzi et al, 2016). Se basa en la amplificacion y
secuenciacion de una region que se ubica flanqueando el gen spa la cual es polimorfica
y esta compuesta por un namero variable de repeticiones en tandem (Variable Number

Tandem Repeat - VNTR) que puede ser hasta de 24 pb. Se basa en la secuenciacion de

18
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la region polimorfica X del gen spa. La regidbn X contiene un numero variable de
repeticiones en tdndem (Variable Number Tandem Repeat - VNTR) de aproximadamente
24-pb que se ubican en la region flanqueante del gen. La tipificacion empleando el gen
spa tiene alto poder de discriminacion, rapida caracterizacion y por medio de esta se
puede predecir la presencia de Complejos Clonales. Se realiza una amplificacion y
posterior secuenciacion de la region polimorfica X (Shopsin et al., 1999). Los tipos de spa
correspondientes fueron asignados utilizando el software de eGenomics (Mathema et al.,
2008) (Shopsin et al., 1999) los tipos obtenidos de spa se compararon posteriormente
mediante el sitio web de tipificacién de spa (http://www.spaserver.ridom.de/)(Harmsen et
al.2003) ((Jiménez et al., 2012)). Este método puede predecir los Complejos Clonales
(CC) el cual se define como un grupo ancestral a los cuales pueden pertenecer los clones
de Staphylococcus aureus segun su caracterizacion genémica (Goudarzi et al, 2016). Los
spa tipos predominantes en leche de bovinos con mastitis persistentes son t529 y t524
(Jans et al., 2017). los complejos clonales mas asociados con mastitis persistentes son
CC5, CC425, CC130, CCh22 , estos mismo complejos clonales se han encontrado en
humanos causando infeccidénes,incluyendo el complejo clonal CC398 asociado a la

ganaderia (livestock-Associated) (Zadoks & Middleton, 2011).

19
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Factores de virulencia de Staphylococcus aureus

S. aureus cuenta con un rango amplio y diverso de factores de virulencia, estos facilitan
la invasion y la colonizacion del tejido del hospedero, la evasion de los mecanismos de
respuesta inmune de hospedero y la diseminacion de la bacteria en los tejidos (Budd,
Mitchell, & Keane, 2016a). Una vez que el microorganismo entra en la glandula mamaria,
se adhiere al revestimiento epitelial y desafia la inmunidad innata del huésped con una
variedad de factores de virulencia. Una vez establecida la infeccion intramamaria, la
bacteria inicia el proceso de ulceracion del revestimiento epitelial de la glandula, oclusion
de conductos, alvéolos e infiltracion de células inflamatorias en el parénquima (Cucarella
et al., 2004). Exdmenes microscopicos de S. aureus en tejido mamario han mostrado que
estos microorganismos se localizan principalmente en acumulos dentro de los alvéolos
y conductos lacteos (Melchior et al.,2006) debido a esto se ha propuesto que, para lograr
la persistencia intracelular S. aureus debe evitar la respuesta inmune e inflamatoria del
huésped, para lo cual regularia negativamente la expresién de algunos factores de
virulencia tales como inflamacion en el hospedero (Camussone & Calvinho,
2016)(Schmidt et al.,2017). Algunos factores de virulencia como polisacaridos
capsulares, citotoxinas y enterotoxinas superantigénicas son utilizadas en el proceso de
invasion del tejido y evasion de la respuesta inmune. Un gran nimero de citotoxinas
producidas por S. aureus forman poros en la membrana celular causando la muerte
celular, estas citotoxinas incluyen leucocidinas, modulinas solubles en fenol (Phenol-
soluble modulin - PSM) vy citolisinas(Figural) (Schmidt et al., 2017). La leucocidina de

Panton-Valentine (Panton-Valentine Leukocidin - PVL) esta codificado por dos genes
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contiguos y cotranscritos. Las dos proteinas LukS-PV y LukF-PV crean poros liticos en
neutrofilos, monocitos y macréfagos, estas citotoxinas son agentes citotdxicos y
proinflamatorios.

S. aureus produce una serie de superantigenos incluyendo las enterotoxinas (SE), toxina
del Sindrome de Choque Toxico y toxinas exfoliativas (Waryah et al., 2015). Los
antigenos producidos se consideran superantigenos debido a su capacidad para liberar
citoquinas inflamatorias de células T y macrofagos uniéndose a la superficie de las
proteinas MHC de clase Il y receptores de células T (Waryah et al., 2015)(Daum &
Spellberg, 2014).

La capacidad de producir biopeliculas es otro factor de virulencia expresado por S. aureus
cuyo fin es la permanencia de la bacteria en la glandula mamaria, es una matriz de
exopolisacaridos de fabricacion propia la cual se puede adherir a una superficie inerte o
viva (Melchior et al., 2006); el mecanismo principal para la adhesion a la célula huésped
estd mediada por proteinas de Union a la Fribronectina (Fibronectin binding protein -
FnBP) Ay B, que permiten la interaccion de las células bacterianas a través de un puente
de fribronectina con los receptores de fribronectina de las células del hospedero
(integrinas abbl); otro mecanismo de adhesion del patdgenos es a través del factor

Clumping (Clumping factor - CIf) Ay B (Pereyra et al., 2016,Daum & Spellberg, 2014)).
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Epidemiologia

Varios estudios epidemiolégicos han sugerido que existen clones de S. aureus exitosos
en la colonizacion de la glandula mamaria, responsables mundialmente de la mayoria de
las infecciones intramamaria bovinas. También se ha informado de la aparicion de cepas
especificas de hato, cepas extra mamarias y cepas de humanos, las cuales han sido
capaz de generar infecciones intra mamaria bovinas. Estudios han demostrado (Boss et
al., 2008), que diferentes clones estan asociados con diferentes resultados clinicos en el
huésped incluyendo severidad, persistencia de infecciones y respuesta al tratamiento
antimicrobiano. La mejor comprension de la epidemiologia, incluidas las caracteristicas
de transmision y sensibilidad de cepas de S. aureus, puede ayudar con al desarrollo de
estrategias para controlar la diseminacion de la bacteria dentro de los hatos (Schmidt et
al., 2017).

Los informes revisados sobre Staphylococcus aureus asociado al ganado sefalan que el
complejo clonal CC398, es uno de los mas prevalentes catalogado como Staphylococcus
aureus meticilino resistente asociado a la ganaderia (livestock-associated MRSA - LA-
MRSA) causante de mastitis en paises como Canadad y Estados Unidos, lo que crea
preocupaciones adicionales de salud publica con respecto a los animales de produccion,
incluidas las vacas lecheras como fuente de bacterias resistentes a los antimicrobianos
gue pueden infectar a los seres humanos. Es de resaltar que las personas en contacto
cercano con los animales corren mayor riesgo de ser colonizados o incluso infectados

con bacterias zoonoticas transportadas por animales con los que trabajan (Haveri et al.,
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2008); (Goncalves et al., 2017)(Raji et al., 2016); (Veh et al., 2015)(Feltrin et al.,

2016)(Ryan et al., 2016); (Capurro et al., 2010)).

23



UNIVERSIDAD
DE ANTIOQUIA

CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion de las cepas de Staphylococcus aureus

Este trabajo se realiz6 con 94 cepas de Staphylococcus aureus almacenadas en un
banco de cepas, en un congelador a -80 grados, ubicado en la unidad de Diagndsticos
de la facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Antioquia. Fueron aisladas de
leche de bovinos con mastitis, provenientes de diferentes regiones del departamento de
Antioquia, clasificadas como Staphylococcus aureus de acuerdo al protocolo del
Laboratorio de Microbiologia Veterinaria (National Mastitis Council).

Se realiz6 el andlisis de informacion de las 94 cepas de S. aureus causantes de mastitis
por medio de tablas de Excel se separaron por municipio, nimero de aislamiento, raza,
frecuencia de la mastitis (P: primera vez. R: recurrente) y tipo de mastitis encontrados

(Clinica o Subclinica).
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Confirmacion de Staphylococcus aureus

Se reactivaron las 94 cepas en agar sangre (5% sangre de carnero) por 24 -72 horas, a
37 ° C, 5% de CO2. Se realizo la extraccion de ADN con el Kit de extraccion de DNA
Qiagen (DNeasy Blood & Tissue Kits) y se us6 de acuerdo a la guia de la misma empresa
(DNeasy Blood & Tissue Handbook).

Se confirmaron las cepas mediante PCR amplificando un fragmento del gen nuc (que
codifica para una termonucleasa termoestable) y que es un gen especifico de S.aureus:
La PCR se realizé con ayuda de lo especificado por Graber et al., 2009, desnaturalizacion
a 94 °C por 1 min, anillamiento a 60°C por 1 minutos y extensién 72 °C por 1 minuto, 35
ciclos en total. Los cebadores fueron Nuc-S (CTGGCATATGTATGGCAATTGTT) y Nuc-
AS (TATTGACCTGAATCAGCGTTGTCT) con un amplicon de aproximadamente 664
pares de bases (Graber et al.,2009). Se utilizé un termociclador marca PTC 200 (Perkin-

Elmer Inc., San Jose, CA,USA).
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Tipificacidon por spa Typing

Se realizé la amplificacion (PCR) del gen spa con una region polimorfica llamada region
X, se usaron los cebadores 1095F (5-AGACGATCCTTCGGTGAGC-3') y 1517R (5'-
GCTTTTGCAATGTCATTTACTG-3') descritos por (Shopsin et al 1999).El perfil de PCR
utilizado se estandarizé segun lo reportado por (Jiménez et al., 2012),desnaturalizacion
a 94 °C por 30 segundos ,anillamiento a 60°C por 1 minutos y extension 72 °C por 1
minuto, con un total de 30 ciclos amplificando una regién de 1000 pb aproximadamente,
posteriormente secuenciada. Los spa tipos correspondientes fueron asignados usando
dos etapas, para la primera se uso el software eGenomics (Mathema et al., 2008; Shopsin

et al., 1999), posteriormente se usoé el sitio web (http://www.spaserver.ridom.de/) sitio

desarrollado por Ridom GmbH, para determinar el spa tipo. Los Complejos Clonales
fueron inferidos mediante el analisis del patron de repeticidnes de los spa tipos obtenidos
(Mathema et al., 2008; Strommenger et al.,2006) o al consultar el sitio web de Ridom

SpaServer.
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Prueba de susceptibilidad

El perfil de susceptibilidad a los antibidticos de las cepas de S. aureus aisladas de leche
de bovinos con mastitis se realizd antes de este estudio, se obtuvieron de los reportes
emitidos al analizar las muestras, el antibiograma fue realizado por el area de
microbiologia perteneciente a la unidad de diagnéstico de la Facultad de Ciencias
Agrarias, Universidad de Antioquia. La metodologia usada fue difusion en disco de Kirby
— Bauer, en el medio de Muller — Hinton (Hudzicki et al. 2009), Siguiendo las
recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Se utilizaron los
controles, para las pruebas y para el control de calidad interno (CLSI M2-A9). Los
sensidiscos utilizados de marca Oxoid fueron: Oxacilina (1upg), Penicilina G (UOF),
Ceftiofour (30ug), Eritromicina (15ug), Doxiciclina (30ug), Tetraciclina (30 pg). Se
consideraron como cepas sensibles o resistentes de acuerdo con los milimetros del halo
formado en el agar y conforme a los parametros del Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI).

Analisis estadistico

Este objetivo se logré realizando un analisis estadistico, por medio del Test de Fisher,
con el fin de determinar la relacion entre la resistencia de los antibiéticos probados,
municipios y genotipos. Se consideraron dependencias significativas con un valor de
p<0.05. Esta prueba se realizb en el programa R commander

(http://www.rcommander.com/). Se usé el Test de correspondencia con el fin de graficar
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las relaciones que fueron significativas por medio del Test de Fisher. Esta prueba se llevo

a cabo en el programa R commander (http://www.rcommander.com/).
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RESULTADOS

. Distribucion geografica, caracteristicas poblacionales

De las 94 cepas 71% (n=66) provenian del norte de Antioquia, 11% (n=11) del Valle de
Aburra, 9% (n=9) del Oriente, del Suroccidente el 8% (n=7) y del Occidente un 1% (n=1).
El nimero de aislamientos por municipio, raza de donde se aisl6 la cepa, frecuencia de
presentacion de mastitis, tipo de mastitis y el spa tipo encontrado se puede ver en la

Tabla 1.
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Frecuencia
de mastitis; Tipo de
Numero de . o
L . . Primer vez mastitis;
Municipio Aislamientos Raza (n) P belini
n) P)y Su clinicay
Recurrente Clinica (n)
(R) ()
, , Subclinica
San Pedro de los Milagros 21 Holstein (21) | P (6) R (15) (20) Clinica (1)
Holstein Subclinica
Santa Rosa de Osos 16 (13), Jersey | P (5) R (11)
) (16)
Holstein Subclinica
Belmira 12 (10), Jersey R (12)
(12)
&)
Holstein (7), .
Bello 9 Jersey (2) P (5) R (4) | Subclinica (9)
. Holstein (5), -
Entrerrios 8 Jersey (3) P (1) R (7) | Subclinica (8)
Holstein (5),
Urrao 8 Bon (2), P (7) R (1) | Subclinica (8)
Jersey (1)
. Holstein (5), .
Don Matias 6 Jersey (1) P (3) R (3) | Subclinica (6)
Holstein (2),
Carolina del Principe 3 Girolando P (2) R (1) | Subclinica (3)
()
Abejorral 2 Holstein (2) R (2) Subclinica (2)
La Union 2 Holstein (2) | P (1) R (1) | Subclinica (2)
Rionegro 2 Holstein (2) R (2) Subclinica (2)
San José de la Montafa 2 Holstein (1) P (2) Subclinica (2)
La Ceja 1 Holstein (1) R (1) Subclinica (1)
San Jerénimo 1 Holstein (1) R (1) Subclinica (1)
Santuario 1 Holstein (1) R (1) Subclinica (1)
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2. Tipificacién molecular, frecuencia de spatipos diferentes y complejos clonales
San Pedro fue el municipio que registré mayor variedad de Spa, 10 en total, seguido por
Belmira con ochoy Santa Rosa con siete spa siendo este el municipio que mas cantidad
de nuevos tipos de spa reportados (Tabla 2). De los municipios con menos aislados
Santuario resalta porque la Unica muestra de este municipio obtuvo un spa nuevo (tabla
2).

3. Complejos Clonales, Spa tipos y caracteristicas
Se relacionaron 9 Complejos Clonales con los Spa obtenidos, el mas frecuente en la
region fue el complejo clonal 97, que abarca los spa tipos t521 y t 267, reportados
mundialmente en bovinos causando mastitis. El complejo clonal con menos
representacion fue el CC15, el cual solo tenia en un spa (t1885) (tabla 3). Se encontro la
presencia de tres spa tipo (14911 , t3626 y el t515) los cuales no lograron ser asignados
a un complejo clonal. Ademas, se encontraron 25 nuevos spa, los cuales no pudieron ser

asignados a spa y tampoco a complejo clonal (Tabla 3).
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4. Asociaciones y perfil de resistencia
Se realizo el test exacto de Fisher con el fin de evaluar posibles relaciones de
dependencia entre los antibidticos usados en el antibiograma, el municipio y el genotipo.
Estos analisis se realizaron con el programa R studio (tabla 4). La prueba evidencié que
existe una relacibn de dependencia entre la resistencia a Ampicilina/sulbactam,
lincomicina y penicilina con la variable municipios. El resultado de la prueba entre
antibioticos y genotipos solo mostro relacion de dependencia con la variable genotipos y

la Penicilina con un P igual a 0,01 (tabla 4).

Las demas asociaciones no fueron significativas. A las variables que fueron significativas
se les realiz6 analisis de correspondencia municipio y Ampicilina/Sulbactam, y municipio
y Penicilina, este analisis exploratorio muestran como pueden estar asociadas las
variables. En las figuras 1 y 2 los puntos azules representan municipios y los puntos rojos
son los niveles del antibiograma, los puntos azules que se encuentren cercanos a los
rojos indican una relacion de dependencia, esta es una forma visual de evidencia los
resultados de dependencia obtenidos. En la figura 1 se puede observar que en municipios
tales como La Unién, Belmira, La Ceja, Entrerrios, se observé una mayor asociacion con
resistencia al antibiético Ampicilina/Sulbactam. Para la asociacion entre municipio y
resistencia a Penicilina, se evidencié que los municipios, San Jerénimo, Urrao, La Unién,
San Pedro, Belmira, Entrerrios y Santa Rosa son los que presentan mayor resistencia a
este antibiotico (figura 2). La distribucion de la resistencia en las cepas de estudio muestra
qgue los antibidticos que presentan mayor resistencia con igual porcentaje (37%) son

Penicilina y Lincomicina, seguidos con un porcentaje mucho menor por
32



UNIVERSIDAD
DE ANTIOQUIA

Ampicilina/sulbactam 10%, Cefoperazone 7%, Trimetopim/sulfa 4%, Cloxacilina 3 %y en

altimo lugar Amoxicilina/acido clavulanico con un 2%.

Tabla 2. Genotipificacion Spa tipos

Frecuen
L ciade , Spa tipos Complejo
Municipio Aislamie Spa Tipos (n) diferentes Clonal
ntos (n)
Nuevos (5), t605 (5), t543 (3),
San Pedro de los 21 t527 (2), 1604 (1) , t2207 (1) 10 CC1/188, CC479,
Milagros 1267 (1) , 13626 (1) , t521 (1) , CC97, CC398
t571 (1)
Nuevos (8), t445 (2), t267 (2),
Santa Rosa de Osos 16 t024 (1), t2143 (1) , t521 (1) , 7 CC45, CC97, CC8,
CC479
t543 (1)
Nuevos (4), t543 (1) , t008 (1) ,
Belmira 12 | t064 (1), 11135 (1), 12207 (1) . | 8 ccgési,/lc;cés ,Ccéggo
t4911 (1) ,t521 (1) ' '
Bello 9 Nuevos (2) , t267 (3) , t1885 (1) 6 CC97, CC15,
, 1521 (1) , t543 (1) , t605 (1) CC479, CC 1/188
. t521 (3) , t267 (2) , t1135 (2) CC97, CC30, CC
Entrerrios 8 12207 (1) 4 1/188
Urrao 8 Nuevos ( 2) ,t527 (2) ,t605 (1), 6 CC 1/188, CC398,
t571 (1), t267 (1), t1190 (1) CCo7
Don Matias 6 t521 (3) , 2207 (2) , t527 3 CC97, CC1/188
Carolina del 3 1267 (2), t543 (1) 2 CC97, CC479
Principe
Abejorral 2 Nuevo (1), t267 (1) 2 Ccco7
La Unién 2 Nuevo (1), t521 (1) 2 CcCo7
Rionegro 2 Nuevo (1), t2207 (1) 2 CC1/188
San José de la
Montafia 2 t521 (1), t515 (1) 2 CcCo7
La Ceja 1 t543 (1) 1 CC479
San Jerénimo 1 t521 (1) 1 CCo7
Santuario 1 Nuevo (1) 1
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Tabla 3. Complejos clonales, spa tipos y caracteristicas

Complejo : . :
Clonal Spatipo (n) Presencia reporte de Spa tipos
Presencia en bovinos y humanos, reportado
CC 97 t521(12), t267(12) en Matitis subclinicas en bovinos (Haveri et
al., 2008)
cC1/188 t605(8), t527(5), t1190(1), | Presencia en bovinos, conejos (Haveri et
t2207(6),t2207(6) al., 2008)
Presencia en bovinos mastitis clinica y
ccan 1543 (9) subclinica (Boss et al., 2016)
Infecciones adquiridas en la comunidad
CCs8 t008(1), t064(1), t024(1) | (hospitalarias) humanos, bovinos. (Boss et
al., 2016)
Principales clones HA y MRSA (Jimenez et
CC30 t1135(3) al.,2012)
Presencia en humanos, genotipo que
CC45 t2143(1) , t445(2) acepta facilmente gen mecA (Boss et al.,
2016)
Presencia en humanos, asociado a la
CC398 1571(2) ganaderia (Boss et al., 2016)
Presencia en Humanos (Jimenez et
CC5 t149(2) al. 2012)
Presencia en humanos (Jimenez et
CC15 t1885(1) al.,2012)
Presencia en Humanos, reportado en
t4911 (1) Finlandia, Dinamarca y Suecia (Hogeveen
et al.,2011)
Reportado en Finlandia como cepa MRSA
13626 (1) (Hogeveen et al.,2011)
Reportado en reino unido como cepa MRSA
1515(1) (Shore et al., 2010)
Nuevos (25)
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Tabla 4. Test de Fisher entre municipio y genotipo

. Municipio Genotipos
Antibidtico

Fisher.tes Fisher.tes
Trimetropim/Sulfa 0,24 0,24
Ampicilina/Sulba * 0,04 0,14
Amoxacilina/Ac.cla 0,53 0,9
Cefoperazone 0,27 0,41
Cloxacilina 0,61 0,97
Lincomicina * 0,01 0,29
Penicilina *0,01 *0,01
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Figura 1. Relacion entre municipios y Ampicilina/Sulb
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Figura 2. Relacion entre municipios y Penicilina
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DISCUSION

La caracterizacion molecular de S. aureus facilita el entendimiento de cualidades de la
cepa que no se pueden explicar desde su perfil fenotipico; como su origen, evolucién,
epidemiologia y diseminacion. La genotipificacion de cepas de S. aureus ademas de
evidenciar su perfil genético, entrega informacion sobre los factores de virulencia,
resistencia, mecanismos usados en la evasion del sistema inmune, invasion celular o
persistencia en la glandula mamaria bovina. La asociacion entre los linajes especificos y
la expresion de genes que codifica en cualquiera de estos tres momentos ha sido
reportada en humanos y en animales. La tipificacion por spa typing se considera un
método de referencia debido a su poder discriminatorio, resultados no ambiguos
utilizando una nomenclatura estandarizada y una aplicacion reconocida en estudios
moleculares de S. aureus; los datos obtenidos a partir de esta técnica se pueden
comparar con resultados de otras técnicas epidemioldgicas actuales de S. aureus en todo
el mundo (Boss et al., 2016)(Kosecka-Strojek et al., 2016).

Para este estudi6 se usé la técnica molecular spa typing, obteniendo como resultados 20
Spa tipos distribuidos en 15 municipios del departamento de Antioquia (Tabla 2y 3). Cada
uno de estos Spa tipos con caracteristicas patolégicas en humanos, bovinos o demas
animales; como los Spa tipos t521 y t267 los cuales han sido comiunmente reportados
causando mastitis subclinicas en bovino, el t543 el cual ha sido reportado causando
mastitis clinica y subclinicas (Schmidt et al., 2017). Ademas, se encontraron Spa tipos
t064, t024 y t008 los cuales han sido reportados en humanos en nuestro pais (Jiménez
et al., 2012). Segun Fenner et al., (2008) t008 ha sido reportada como un clon de S.

aureus asociada a la comunidad, Bartels et al., (2007) reportan el spa t024 como una
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asociada al ambiente hospitalario. Estos dos ultimos spa han sido ampliamente
reportados como meticilino resistentes, y en este estudio no presentaron el gen mecA/C,
gen que confiere la resistencia a la meticilina. Se relacionaron nueve complejos clonales
con 66 del total de los Spa encontrados (Tabla 3). EI complejo Clonal CC8 es el que
agrupa los Spa tipos t064, t008, t024 anteriormente mencionados. Este complejo clonal
tiene un clado conocido como CC8bov el cual cuenta con la presencia de cepas positivas
para t024, las cuales son comunes en infecciones humanas, lo cual podria sugerir algan
potencial zoonadtico de estas cepas bovinas (Boss et al., 2016). El clon t024 ademas ha
sido reportado previamente en la ciudad de Medellin, causando infecciones asociadas a
la comunidad en humanos (Jiménez et al., 2012).

El CC 97 es el complejo clonal con méas presencia y ampliamente reportado en estudios
de genaotipificacion en bovinos, datos que concuerdan con lo encontrado en este estudio.
Este complejo es reconocido por tener los spa tipos t521 y t267, los cuales fueron
hallados en este estudio. El 267 ha sido encontrado causando infeccion subclinica en la
glandula mamaria bovina, estudios reportan su presencia en Brasil, Canada y Japon
(Hata et al., 2010). Es importante resaltar que la mayoria de las muestras en este estudio
provenian de bovinos con reportes de mastitis subclinica, lo cual corroboraria lo reportado
por la literatura acerca de este spa tipo y evidenciaria que puede poseer factores de
virulencia que facilitan su persistencia en la glandula mamaria de los bovinos en el
departamento de Antioquia.

En un estudio realizado en el afio 2016,el cual compara tres linajes especificos entre ellos
el CC97 y su capacidad de adhesion celular, encontraron que el complejo clonal 97

formaba uniones mucho mas fuertes por medio de la fibronectina que los otros linajes
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estudiados, lo que indica una capacidad de persistencia mayor en la glandula mamaria
bovina y una posible disminucién de células somaticas debido a que no hay expresion de
factores de virulencia que exacerban la respuesta celular (Budd et al., 2016), lo que
podria explicar la alta persistencia de S. aureus en la glandula mamaria de bovinos en
Antioquia y su baja deteccion. Generalmente el umbral para diferencia vacas sanas y
enfermas es a partir de muestras de leche con recuentos de células somaticas mayores
de 200.000 cel/ml, lo que indica que si algun recuento da por debajo de este valor, no es
tenido en cuenta como posible mastitis.

Se obtuvieron otros complejos clonales asociados a bovinos y ganaderia como son el
CC479, CC398 y CCL1. El complejo clonal 398 es el mas comunmente asociado a la
ganaderia que contiene Staphylococcus Meticilino resistentes; también ha sido reportado
en alimentos de origen animal y en humanos. En este estudio el Spa tipo asociado a este
complejo clonal t571 fue negativo para el gen mecA (Wang et al., 2018). El CC1 ha sido
reportado en cepas aisladas de humanos y de bovinos; estudios sugieren que la
transmision de este linaje se puede dar, desde animales a humanos, adaptandose a las
caracteristicas genéticas de cada grupo (Silva et al., 2013). La presencia de los spa tipo
perteneciente a este complejo clonal en bovinos puede deberse a la relacion humano —
animal como el ordefio manual que aun se realiza en algunos municipios de Antioquia.
CC30 es un linaje relativamente antiguo y altamente exitoso, cepas pertenecientes a este
linaje causaron una pandemia de infecciones por S. aureus después de la Segunda
Guerra Mundial. A lo largo del tiempo, las cepas CC30 se han convertido en los
principales clones de (asociado al ambiente hospitalario) HA y MRSA. En este estudio se

encontro el spa tipo 1135 meticilino sensible, con una frecuencia de 3%, el éxito ecologico
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y la transmisibilidad de este CC se evidencia en esta region en bovinos. Al igual que
CC30, los linajes CC45 y CC8 también se encuentran con frecuencia entre los cinco
linajes mas prevalentes en varios estudios realizados en Europa (Holtfreter et al., 2016).
Estos resultados demuestran que las cepas de S. aureus son clonales, observacién que
no es nueva, pero los resultados de este estudio muestra el espectro de las asociaciones
entre humanos, bovinos, tipos de infecciones y resistencia.

La resistencia presentada en este estudio es comparable con estudios realizados afios
atras en la misma region, como el realizado por Ramirez et al., 2011, donde del total de
S. aureus obtenidos a partir de un muestreo, 71% presentaban resistencia a penicilina.
En otro estudio realizado por Carillo & Villate, en 2007,con un total de 32 aislados de S.
aureus de diferentes fincas que usaban ordefio mecanico y manual, encontraron
resistencias de 16,6% para Cloxacilina y de 36,6% para Penicilina; estos resultados son
similares a los obtenidos en este estudio en el caso de la Penicilina (37%), la Cloxacilina
en este estudio tuvo un porcentaje de resistencia mas bajo, se resalta que el n de S.
aureus en este estudio es mayor (94) que en los anteriores estudios nombrados, lo cual
daria una visibn mucho méas amplia de la resistencia presente en la region y del uso
indiscriminado de este grupo de antibioticos. Al igual que la Penicilina, la Lincomicina
presentd una alta resistencia en este estudio, esta resistencia es importante porque este
antibiotico actia de manera muy similar a los macrolidos y a las estreptograminas, la
resistencia a Lincomicina puede generar resistencia cruzada a los grupos anteriormente
mencionados (Press, 2009). El resultado de 4% de resistencia para Trimetopim/Sulfa
llama la atencion, pues comparandolo con estudios como el de Ruiz & Arroyave, ( 2001)

el cual no reporta resistencia en Antioquia; se evidencia el aumento de resistencia en un
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medicamento que no es comunmente usado para tratar mastitis, pero si para tratar otros
procesos infecciosos, o que estaria generando una seleccidn de cepas resistente a este
antibidtico.

Este estudio muestra que Antioquia cuenta con una alta diversidad de cepas de S.aureus,
se evidencia que hay un efecto de presion antibidtica. El uso indiscriminado de
antibioticos genera diversidad en los clones en cuanto a sus perfiles de resistencia, como
lo muestran los resultados obtenidos. El intercambio de clones entre humanos y bovinos,
se reporta como un peligro importante, al tener cepas que se adaptan a los hospederos,
estas adquieren factores de virulencias tanto para colonizarlos como para generar nuevas
infecciones. La diversidad en la expresion de factores de virulencia y sus diferentes
combinaciones pueden causar cambios en el nivel de patogenicidad, sostenibilidad y
propagacion de infecciones dentro y entre Animales (Veh et al., 2015). Por lo tanto, el
andlisis de factores y la comparacion entre las cepas de S. aureus es una herramienta

util en la reduccion de la mastitis.

Otras razones para obtener esta alta diversidad pueden deberse a la alta densidad del
ganado bovino, el intercambio de ganado, los sistemas de manejo que pueden cambiar
entre zonas generando altas variabilidades genotipicas entre cepas. A los hallazgos
encontrados en este estudio se suman la apariciéon de spa tipos nuevos que aldn no se
encuentran caracterizados por la técnica molecular usada, y se encontraron tres spa tipos
los cuales fueron clasificados con la técnica (t4911 , t3626 , t515) , pero todavia no se
han sido asignados a ningun complejo clonal. Esto es una confirmacion de esta

variabilidad genética que tenemos en nuestra region y gue todavia no es clara la dindmica
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que tienen. Lo que sugeriria la posible presencia de cepas nuevas propias de la region,

para determinarlo seria de necesario realizar estudios complementarios que ayuden a

determinar su origen.

Estos resultados demuestran la importancia de realizar estudios a nivel genémico de las
cepas de microorganismos, en este caso de S. aureus, evidenciando el potencial linaje
especifico de las cepas en la infeccion de la glandula mamaria bovina. El conocimiento
de las caracteristicas fenotipicas y genotipicas es de crucial importancia en el estudio de
la patogénesis de la mastitis. Es importantes aclarar que se da un resultado por spa tipo
encontrado, pero posiblemente cada clon tenga variaciones particulares. Los estudios
moleculares ademas de brindar informacién epidemiolégica aclaran mecanismos
moleculares de patogenicidad usados por los linajes de S. aureus, facilitando el
entendimiento en asociaciones de la bacteria y perfiles de virulencia. Estos estudios
ayudarian a desarrollar controles mas exitosos contra S. aureus causante de mastitis en

bovinos, generando estrategias de tratamientos, prevencién y control.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se concluye que en Antioquia se encuentra circulando
una alta variabilidad de clones de S. aureus

Con base en la informacion generada por la prueba spa typing y comparada con la
literatura es posible evidenciar el potencial que tiene los clones de S. aureus, para invadir,
infectar y persistir en la glandula mamaria bovina.

Es importantes aclarar el hallazgo de los spa tipos posiblemente no especifique las
variaciones particulares de cada clon, para lograr este resultado se debera realizar
estudios complementarios como secuenciacion de genoma completo

El uso indiscriminado de antimicrobianos para tratar la mastitis genera presion antibiotica
en la bacteria, aumentando la resistencia antibiética, como se evidencia en este estudio;
seleccionando clones resistentes mejor adaptados para persistir en la glandula mamaria

bovina.
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