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Produccién de biofilme en genotipos de Saphylococcus aureus aislados
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RESUMEN: Saphylococcus aureus es uno de los patégenos méas importante de la mastitis bovina. La
produccion de biofilme por parte de las bacterias asociadas a las infecciones intramamarias, les confiere mayor
capacidad de colonizar € tgjido y de proteccion contra @ sistema inmuney contra la accion de antimicrobianos.
En este estudio, se trabaj6 con 98 aislados cubanos de S. aureus, previamente genotipados para la region X
de la proteina A, colectados de cinco provincias de Cubay se testaron para la produccién de slime y biofilme.
Se observé que d 98% de los aislados tuvieron algun tipo de produccién de biofilme. Se considera que d
método por tincidn con Violeta Cristal utilizando placas de poliestireno es € método de eleccion, pues d méodo
de produccién de slime por siembra en medio con Rojo Congo no fue adecuado para inferir produccion de
biofilme por la aparicion de gran cantidad de falsos negativos. Se determiné ademés que & genotipo t605 esta
asociado a la alta produccion de biofilme, por 1o que presenta un mayor potencial patogénico.
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Biofilm production of Staphylococcusaureus genotypesisolated from bovine mastitisin Cuba

ABSTRACT: Saphylococcus aureus is one of the major causes of bovine mastitis. Biofilm production by
intramammary pathogens provides microorganisms a higher capacity to colonize the host tissue and protection
against the host immune system and the protective action against antimicrobial agents. In this study, 98 S.
aureus isolates were collected from five Cuban provinces; all isolates were tested for dime and biofilm formation,
and the genetic background related to the polymorphic X-region of protein A was recorded. A high percent
(98%) of Cuban isolates presented some biofilm production. These results suggest that microplate by Crystal
Violet staining method for biofilm detection is the eection method, since slime methodology by inoculation in
Red Congo Mediumis not useful for inferring biofilm production, dueto a high false negative number of strains
found. It was determined that t605 genotype it is associated to a high biofilm production, then a greater
pathogenic potential should be expected.

Key words: biofilm, slime, Staphylococcus aureus, bovine mastitis, Spa genotype.

INTRODUCCION A pesar de los esfuerzos por reducir la incidencia de

mastitis, adn sigue siendo alta la prevalencia de mastitis

La mastitis es la enfermedad masimportanteenla  subclinicay crénica, aunque se han logrado disminuir
produccion lechera, provocada mayormente por in- los casos de mastitis clinica (1).

fecciones clinicas o subclinicas que deterioran la sa-

lud y bienestar animal; suele estar acompafiada del

decrecimiento de la produccion de leche, incremento

de los costos por asistencia médica, alto indice de

descarte y algunas veces incluso, la muerte de la vaca.

Staphylococcus aureus es una causa comin de
infecciones intramamarias (IIM) en vacas lecheras a
nivel mundial; frecuentemente conduce a mastitis cro-
nica, ademas la infeccién por este agente es muy difi-
cil de erradicar con terapia antibittica (2).
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En Cuba, estudios recientes sefialan una prevalen-
ciade S. aureus del 11.8% (3). Aunque la prevalencia
de S. aureus ha disminuido casi tres veces en los ulti-
mos 11 afios (4,5) y la etiologia de la mastitis en Cuba
ha cambiado en cuanto al orden de prevalencia de los
agentes (3), S. aureus se mantiene como el patégeno
de mayor predominio entre los patégenos de importan-
cia clinica relevante.

En su infeccién en gldndula mamaria, S. aureus se
localiza fundamentalmente dentro de los alveolos y con-
ductos lacteos en forma de conglomerados y en aso-
ciacion con el tejido epitelial e invadiendo el tejido
intersticial (1). Estos conglomerados corresponden a
un crecimiento bacteriano en forma de colonias
adherentes rodeadas por una matriz de
exopolisacaridos cuya estructura completa constituye
el biofilme, mientras que a la capa extracelular mas
proxima a la célula se le llama slime (6).

Debido al tamafio del agregado y a la presencia de
los exopolimeros, las bacterias embebidas en biofilmes
se encuentran protegidas de componentes del siste-
ma inmune hospedero, entre ellos de la actividad
fagocitica por macroéfagos, la accidén de opsoninas y
de la actividad bactericida por neutréfilos (7). Por otra
parte, se ha comprobado que las bacterias en este
estado se vuelven hasta mil veces mas resistentes a
los efectos de antibiéticos, comparado con las bacte-
rias plactonicas (1,8,9).

Varios mecanismos son los responsables de la re-
sistencia del biofilme ante los agentes antimicrobianos,
entre ellos: penetracion reducida de los agentes
antimicrobianos a través de la matriz del biofilme, la
alteracién de la tasa de crecimiento de la bacteria en
el biofilme y cambios fisioldgicos que dan lugar a célu-
las persistentes (1).

La habilidad de S. aureus de formar biofilme in vivo
se considera uno de los factores de virulencia, princi-
pales influyentes en su patogénesis en la mastitis, una
vez que posibilita una mejor colonizacion del tejido
hospedero, ademas de las ventajas anteriormente se-
faladas (10). Sin embargo, las vias regulatorias para
la formacién de biofilme varian entre cepas (1), por lo
que resulta interesante saber si las diferencias de ex-
presion resultante entre cepas se pueden atribuir a di-
ferentes genotipos.

Teniendo en cuenta la importancia de S. aureus
como agente etiolégico de la mastitis y que no se co-
nocen datos acerca la produccién de biofilme por este
agente en Cuba, el objetivo principal en el presente
estudio es caracterizar cepas cubanas S. aureus en
cuanto a la produccién de biofilmes y relacionar dicha
habilidad con los genotipos existentes.
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MATERIALESY METODOS

Cepas de S. aureus

Se estudiaron 98 aislados de S. aureus de un cepario
conformado entre 2008 y 2011 en el CENLAC (Centro
de Ensayos para el Control de la Calidad de los Ali-
mentos), provenientes de leche de vacas con mastitis
y leche de tanque, pertenecientes a 31 vaquerias en
total, las cuales se ubicaban en seis provincias de
Cuba. Los aislados estaban clasificados genéticamente
en cuanto al polimorfismo del gen que codifica para la
proteina A de S. aureus. Estuvieron disponibles 17
genotipos: t008, t1190, t1234, 1127, t224, 1267, 12802,
t359, 14173,1518, t521, t524, 1527, t605, t7136, 7750
y 19638.

Ensayo en placa para produccién de biofilme

La cuantificaciéon de la formacion de biofilme en
superficie abidtica fue evaluado segun el método des-
crito por Milanov (2), con modificaciones. Para la pre-
paracion del indculo, todas las cepas de S. aureus se
multiplicaron en cultivo puro en Agar Sangre durante
24 horas, a 37°C. Se inoculé una colonia en 3ml de
Caldo Triptona Soya (BioCen) con 1% de Glucosa
(CTSG) y seincubaron por 24 horas a 37°C; luego se
realizé una dilucién 1:40 en medio fresco CTSG. Se
tomaron alicuotas de 200ul de la suspensién de cada
aislado de S. aureus y se inocularon individualmente
por triplicado en pocillos de placas de poliestireno de
96 pozos de fondo plano (GreinerBio-one,
Frickenhausen, Germany). Se incluyeron tres pocillos
con CTSG en cada placa como control negativo. Las
placas se incubaron a 37°C por 24 horas.

Posteriormente, el contenido se removié utilizando
una pipeta y los pocillos se enjuagaron tres veces con
Solucién Peptona Bufferada; las placas se secaron en
posicion invertida. Para fijar las bacterias adheridas se
incubd la placa a 65°C, por una hora. La tincion se
realizd con 160ul de una solucién al 0.5% de Violeta
Cristal (Crystal Violet, Sigma). A los 15 minutos se
enjuago la placa con agua hasta eliminar todo exceso
de tincién. La decoloracion se realizé afiadiendo 160pl
de una solucion de metanol 10% y acido acético 7.5%.
La densidad optica (DO) se midié a 492 nm en un
espectrofotometro (SUMA, PR-621, Cuba), el valor de
DO se considera proporcional a la formacion de biomasa
o cantidad de biofilme. El experimento se repiti6 tres
veces. Se incluyd como control positivo la cepa S.
aureus ATCC6539 (American Type Culture Collection,
Manassas, VA).

El valor de corte por DO (DOc) se definié como el
valor de la media del blanco mas tres desviaciones



estandar por encima de la misma, por tanto las cepas
se clasificaron como sigue:

- no productoras de biofilme (DO <DOQc);
- débiles productoras de biofilme (DOc< DO < 2x DOc);

- productoras moderadas de biofilme (2x DOc< DO <
4XDOc);

- fuerte productora de biofilme (4 X DOc< DO).

Produccién de slime

La produccién de slime en todos los aislados se eva-
lué por el método de Agar Rojo Congo (ARC), de acuerdo
con la metodologia descrita por Mariana (14). El medio
fue preparado con Base de Agar Sangre (BioCen) 409/,
Glucosa (BioCen) 10g/l y Rojo Congo (Sigma) 0.4g/l.
Se inocularon las cepas en el medio y se incub6 en
condiciones aerdbicas, por 24 horas a 37°C, seguido
de un mantenimiento a temperatura ambiente por 48
horas. Se utilizé S. aureus ATCC6539 (American Type
Culture Collection, Manassas, VA) como control positi-
vo. El resultado positivo se corresponde con colonias
negras de consistencia cristalina seca. El andlisis se
repitio tres veces.

Anadlisis estadistico

Para los analisis estadisticos se empleo el progra-
ma SPSS version 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Se utilizé la prueba Chi cuadrado y el Analisis de
Varianza simple. La significacion estadistica se consi-
derd con un valor de p<0.05.
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RESULTADOS

El 98% (96/98) de los aislados de S. aureus resul-
taron productores de biofilme. Teniendo en cuenta las
intensidades para producir biofilme, se obtuvo que el
40,8% (40/98), 23.5% (23/98), 33.7% (33/98) y 2% (2/
98) de las cepas fueron fuertes, moderadas, débiles y
no productoras, respectivamente.

De la evaluacion de la produccion de slime me-
diante el método de siembra en Agar Rojo Congo se
obtuvo que el 43.8% de las cepas producen el
exopolisacarido, segun la coloracién de la colonia en
el medio de cultivo (Figura 1).

Los dos métodos utilizados en el presente estudio
se compararon en su capacidad de detectar la produc-
cion de biofilme, tomando como referencia el método
de placa de poliestireno por tincion con Violeta cristal
(PVC) (Tabla 1).

La comparacion de ambos métodos demostré dife-
rencias significativas. Sélo una parte de las bacterias
que producen biofilme se detectan como formadoras
de slime (44,8%) y la mayoria de los aislados de ese
grupo producen biofilme con fuerte intensidad (88.3%).

El80.4% y 100% de los aislados pertenecientes a
los genotipos t605 y t7750, respectivamente, se des-
tacan por los valores maximos de produccion fuerte de
biofilme dentro de cada genotipo (Tabla 2), aunque el
ultimo valor no es valido estadisticamente, por contar
con solo un aislado representativo del genotipo.

FIGURA 1. Representacion de la deteccion de biofilme y slime. En placa de poliestireno, A: cepa alta productora, B:
Moderada, C: Débil y D: no productora de biofilme. En Agar Rojo Congo, E: positivo a slime y F: negativo a slime./
Representation of biofilm and slime detection. On polystyrene plate, A: high, B: moderate, C: weak and D: non biofilm
producer strain. On Red Congo Agar, E: positive and F: negative to slime.
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TABLA 1. Comparacion entre el ensayo por placa de 96 pocillos (PVC) y el ensayo ARC./ Comparison between
polystyrene Cristal Violet assay and Red Congo agar for biofilm formation.

NUmero de aislados de S. aureus PV C positivos PVC negativos
ARC positivos 43 (38 Fuertes, 5 Moderados) 0
ARC negativos 53 (5 Fuertes, 21 Moderados, 27 Débiles) 2

Indicadores evaluados para ARC:

Exactitud relativa= 45.9%

Especificidad relativa= 100%

VPP=100%

Sensibilidad relativa= 44.8%

VPN=3.6%

Los datos entre parénesis representan el desglose de la intensidad de produccion de biofilme, segin el método de

referencia PVC.

TABLA 2. Tipo de produccion de biofilme segin el genotipo Spa./ Type of biofilm production for each Spa genotype.

Genotipo Spa
11234 t267 12802 14173  t518 7136
t527
19638
= Recuento
® % en Spa 0.0 0.0 0.0 0.0 16.7 0.0 0.0 | 25.0 0.0 0.0 | 80.4 0.0 | 100.0 | 40.8
% \"N Recuento 1 1 1 0 1 2 1 1 4 3 5 0 0 23
'zl % en Spa 333 50.0 | 25.0 0.0 16.7 | 40.0 | 100.0 | 25.0 | 57.1 | 60.0 | 10.9 0.0 0.0 | 235
:§ BN Recuento 2 1 3 3 4 2 0 2 3 2 3 1 0 33
é % en Spa 66.7 50.0 | 75.0 [ 100.0 | 66.7 | 40.0 0.0 | 50.0 | 429 | 40.0| 6.5 | 100.0 0.0 | 337
. W Recuento 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 2
% en Spa 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 | 20.0 0.0 0.0 0.0 00| 22 0.0 0.0 2.0
Total Recuento 3 2 4 3 6 5 1 4 7 5 46 1 1 98
%enSpa | 100.0 | 100.0 |100.0 | 100.0 |100.0 |100.0 |[100.0 [100.0 [100.0 [100.0 (100.0 | 100.0 | 100.0 [100.0

Los genotipos que estan en la misma columna tienen la misma distribucion. La clasificacion de la produccion de biofilme: F (fuerte),

M (moderada), D (débil) y N (no productor).

Teniendo en cuenta los valores medios de DO de cada
genotipo, se observa un comportamiento similar entre
todos ellos, excepto el t605, cuyo comportamiento esta
relacionado con la alta produccién de biofilme (Figura 2).

DISCUSION

La deteccion temprana y control de Staphylococcus
potencialmente patogénicos es un paso esencial para
la prevencién y control de la mastitis bovina, por lo que
existe la necesidad de contar con métodos simples para
la deteccion de cepas productoras de biofilme, toda vez
que el biofilme constituye un marcador de virulencia que
puede ser detectado por ensayos fenotipicos (15,16).
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Por ello, el presente estudio sienta las bases
metodoldgicas y de conocimiento de la expresion de
biofilme en patégenos de la mastitis en Cuba.

La baja sensibilidad mostrada por el método de
ARC, hace que esta técnica no sea adecuada para
determinar la produccién de biofilme en cepas de S.
aureus; el 44.8% de sensibilidad significa que puede
producir un alto nimero de falsos negativos. Resulta-
dos similares han sido obtenidos en otras investiga-
ciones (17,18). Sin embargo, el ensayo ARC resulto
ser muy especifico, debido a que los polisacaridos
extracelulares se combinan especificamente con el
colorante Rojo Congo, lo cual ha sido demostrado en
exopolisacaridos de Staphylococcus (19). Como se
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FIGURA 2. Relacion de genotipos Spa con respecto al tipo de produccién de biofilme. Analisis de Componentes Principa-
les. Categorias de produccion de biofilme, F: fuerte, M: moderada, D: débil y N: no productor de biofilme./ Relation among
each Spa genotypes and kind of biofilm production. Main Component Analysis. Types of biofilm production: F: strong,

M: moderate, D: weak and N: non biofilm producer.

ha confirmado en otras investigaciones (18,20), la baja
sensibilidad relativa del método ARC puede ser expli-
cada porque biolégicamente el slime que detecta no
es siempre necesario para formar finalmente el
biofilme.

Varios autores han utilizado la amplificacion de
genes especificos que codifican para la formacion
de biofilme, e incluso se ha utilizado como método
de referencia para comparar con los métodos
fenotipicos (17, 21). Sin embargo, el uso de un nu-
mero reducido de estos genes para evaluar a las
cepas como productoras de biofilme, debe utilizarse
con cuidado, pues la presencia de los genes mas
comunmente probados: ica Ay D, muchas veces no
se correlaciona con cepas alta productoras de
biofilme (21). Lo anterior puede justificarse por la
existencia de otros genes no identificados aun, ne-
cesarios para la sintesis de exopolisacaridos y acu-
mulacion de biofilme (22). En todo caso, el analisis
mediante PCR sdlo revela la predisposicion genética
para la formacion de biofilme y la expresiéon de genes
relacionados con ello; en consecuencia, la forma-

cioén real de biofilme debe ser confirmada por méto-
dos fenotipicos adicionales. De tal manera, el méto-
do de deteccion de biofilme en placa de poliestireno
ha sido considerado como el estandar de oro (18),
ademas se recomienda para el analisis de rutina de
produccién de biofilme en cepas de S. aureus aisla-
das de leche (17). Una de las ventajas mas impor-
tantes de este método es la posibilidad de cuantifi-
car la produccion de biofilme o formacién de biomasa,
permitiendo un analisis mas detallado del nivel de
expresion del proceso.

El elevado porcentaje de cepas cubanas de S. aureus
que producen biofilme, confirma la importancia clinica
de estas, asociadas a la mastitis bovina en nuestro
pais, ya que la habilidad de formar biofilmes se recono-
ce como un factor de virulencia en estafilococos (20) y
se considera que las cepas que los producen tienen
una habilidad incrementada de colonizar el tejido hos-
pedero (10). Otros estudios similares describen valores
parecidos o menores al obtenido en este trabajo, los
que pueden variar entre 39.9 al 98.9% (17, 23).
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El por ciento de aislados cubanos que produce fuerte
formacion de biofilme también es superior a lo descrito
por otros autores: 12.85% (2) y 18.5% (20) en S. aureus
de mastitis bovina, lo que evidencia la importancia de
seguir investigando este factor de patogenicidad y su
papel en las condiciones cubanas.

El tipo de produccién promedio de biofilme varia
entre cepas de S. aureus. Obviamente aquellas cepas
que producen mas (0 mas rapido) el biofilme tendran
las mayores ventajas referentes a la colonizacion del
tejido hospedero, proteccion contra el sistema inmu-
ne, antibiéticos y contra factores ambientales, aumen-
tando la persistencia en ambos entornos. Lo anterior
se aplica al hecho de que hay un genotipo, el t605,
que supera al resto en la habilidad de produccién de
biofilme. Sila alta produccién de biofilme esta ligada al
genotipo circulante, entonces el por ciento de produc-
cién determinado en las investigaciones va a depender
de la proporcién de genotipos incluidos en el estudio.
Aqui el numero de aislados disponibles de t605 fue
alto con respecto a los demas, por tanto, eleva el pro-
medio de alta produccidn de biofilme en las cepas es-
tudiadas de S. aureus de origen bovino en el pais.

La capacidad de formar biofilme por cepas de S.
aureus de mastitis bovina, no solo tiene importancia des-
de el punto de vista de la patogenicidad hacia el animal,
si no que esta habilidad se extrapola a las industrias de
manufactura de leche, donde el microorganismo puede
adherirse y persistir ante condiciones adversas, median-
te biofilmes a las estructuras abidticas de procesamiento
de alimentos. Aunque se conoce que el acero inoxidable
(ampliamente utilizado en la industria alimenticia) no per-
mite la adherencia de bacterias, si se ha visto que si
presenta microgrietas sirve de forma ideal para laacumu-
lacion y formacion de biofilmes microbianos (24). Ade-
mas, en las condiciones de procesamiento de alimen-
tos, la concentracion de glucosa y cloruro de sodio gene-
ralmente son las adecuadas para promover la formacion
de biofilme de S. aureus (25).

Debido a que el biofilme constituye una estructura
de resistencia ambiental para la bacteria (desecacion,
falta de nutrientes, falta de hospedero) (26), las cepas
altas productoras de biofilme tendran mas opciones
de sobrevivir en el entorno de la vaca, por ejemplo: en
el equipo de ordefio (teteras, tuberias, tanques de al-
macenamiento), tanques de agua, cama del animal,
piel, instrumentos, etc. Teniendo en cuenta que se ha
demostrado la estructura no suelen ser removidas, luego
de sucesivos lavados en biomateriales (27), se debe
considerar y estudiar si la rutina de limpieza es sufi-
ciente para eliminar el biofilme en el equipo de ordefio.
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Estudios similares al nuestro se han realizado, unos
con el objetivo de solamente evaluar técnicas de pro-
duccidn de biofilme (17), otros para caracterizar la pro-
duccidn fenotipica de un conjunto de aislados patégenos
de mastitis (28) y unos pocos relacionan la produccién
de biofilme con genotipos de esos patégenos (21, 29).
En el ultimo caso la correlacién se ha llevado a cabo
con los genotipos generados por la secuenciacion de
mutilocus (MLST) (29) o por la electroforesis de cam-
po pulsante (PFGE) (21); hasta donde se conoce, no
se ha establecido la relacién directa de la produccion
de biofilme con la tipificaciéon Spa en S. aureus; por lo
que el presente estudio constituye el primer reporte
sobre un genotipo Spa asociado a la alta produccién
de biofilme, teniendo en cuenta el creciente uso de la
genotipificacion Spa y el interés por dilucidar el perfil
de virulencia de los patégenos de la mastitis.

Desde el punto de vista econdmico el uso rutinario
de tipificacién de cepas no es factible actualmente en
la practica veterinaria ni en el control general del reba-
Ao lechero (30), lo que puede cambiar si se comprue-
ba la asociacion entre cepas y caracteristicas de im-
portancia como: indice de curacién, severidad de la
enfermedad o velocidad de diseminacion y resistencia
a antimicrobianos. Entonces, tal conocimiento hace
que determinadas cepas sean de relevante importan-
cia que justifique el uso de sistemas diagndsticos de
deteccioén de dicha variante genética, en nuestro caso
el genotipo t605, por lo que se puede contribuir a la
toma de decisiones racionales y prever los dafios que
puede ocasionar una cepa altamente virulenta y de ra-
pida diseminacion. Por el contrario, para las cepas o
genotipos menos virulentos y lenta diseminacion, el
control es menos urgente y los recursos de la granja
deben racionalizarse.

Debido al incremento de Staphylococcus sp.
multirresistentes a antibiéticos y el lento desarrollo de
nuevos agentes antibacterianos, la presencia de S.
aureus sigue siendo un problema serio para el control
de la mastitis (31). La vacunacioén es un acercamiento
l6gico al control de enfermedades infecciosas en ani-
males de produccion de alimentos. A pesar de que
hace varias décadas se vienen desarrollando vacunas
para prevenir la infecciones estafilococcicas, en su
mayoria no han sido exitosas (32). En los ultimos afios
se vienen estudiando candidatos vacunales basados
también en compuestos derivados del biofilme de S.
aureus (33). Una bacterina conformada con cepas alta
productoras de biofilme podria ser una alternativa eco-
némicamente factible para el control de las mastitis
bovina por S. aureus.



Se recomienda realizar futuras investigaciones para
modificar la metodologia de ARC, con el objetivo de
mejorar su sensibilidad para detectar biofilme, toda vez
que seria un método mas sencillo y rapido que el de
PVC. También se sugiere incluir en el estudio otros
genotipos de S. aureus y otros patdgenos de la mastitis
bovina. Resultaria interesante ademas, determinar la
relacion de la formacion de biofilme en el tiempo.

CONCLUSIONES

El método de eleccion para determinar la produc-
cién de biofilme es el de placa de poliestireno con tincion
con Violeta Cristal, con el que se determiné que las
cepas cubanas de S. aureus son altas productoras de
biofilme. Asi mismo se determind, que la capacidad de
formar biofilme fuerte es caracteristico en al menos un
genotipo Spa, por lo que t605 tiene potencialidades
patogénicas importantes dentro de la mastitis bovina,
que le pueden conferir gran capacidad de resistencia y
persistencia en la infeccion a la glandula mamaria.
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