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RESUMEN
El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la diversidad de cepas, factores de
virulencia y habilidades de adherencia de S. aureus identificados desde leche de
estanque (BTM) y adherencias macroscoépicas en superficies de equipo de ordefio en
contacto con leche durante el ordefio o enfriamiento de la leche (AMES). Un total de 30
lecherias de la Region de Nuble fueron incluidas en este estudio. Por rebafio, 3 muestras
consecutivas de BTM se recolectaron, correspondientes a una ordefia, y se realiz6 una
inspeccion del equipo de ordefio en busca de AMES para la deteccién de S. aureus. Los
aislados de S. aureus se subtipificaron por patrones de bandas obtenidos por enzima de
macrorestriccion Smal y gel de electroforesis de campo pulsado (PFGE), y ademas se
caracterizaron los patrones de virulencia (PV) y habilidad de adherencia in vitro en
superficie de poliestireno. Para la caracterizacion del perfil de virulencia, genes de
importancia en IMI (nuc, coa, fnbA e icaA e icaD) y de importancia en salud publica
(resistencia a meticilina, genes mecA y mecC, y genes de enterotoxinas sea y seb)
fueron incluidos. En cepas de S. aureus frecuentemente identificados entre lecherias y
muestras se evalla la habilidad de adherencia en microplacas de poliestireno (MPA). Un
total de 226 aislados de S. aureus fueron identificados en 23 lecherias y 166
seleccionados para la evaluacion de subtipificacion por PFGE. Se observo un total de 42
pulsotipos; de los cuales 23 corresponden a pulsotipos principales (A-W) y 19 subtipos.
Entre lecherias de la region se identifico una alta heterogeneidad de cepas de S. aureus
(diversidad segun indice de Simpson [SID] = 0, 99). De los 42 pulsotipos identificados
entre las lecherias, 8 de ellos (A, A.l1, B.1, D, E, J, K, N, Q) fueron identificados en
lecherias diferentes. Estos pulsotipos distribuidos entre lecherias podrian indicar

factores asociados que permiten el movimiento de microorganismos entre lecherias
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geograficamente distanciadas. Dentro de las lecherias, la diversidad de S. aureus fue
variable (valores SID de 0 a 1). En 7 lecherias positivas a S. aureus en AMES y BTM, se
identifico clonalidad entre pulsotipos de S. aureus de AMES y BTM. Esto podria sugerir
que las adherencias presentes en las superficies de ordefio pueden tener un rol
importante como potencial fuente de éste microorganismo en BTM. Al realizar la
evaluacion de los PV de los 166 aislados de S. aureus, se identificaron 5 perfiles de
virulencia, donde el perfil nuc (+) coa (+) fnbA (+) icaA (+) icaD (+) mecA (-) mecC (-) sea
(-) seb (-) fue el més frecuentemente observado, detectandose en 21 de los 23 pulsotipos
principales y en 21 de las 23 lecherias S. aureus ™. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativa entre los perfiles de virulencia de los aislados de S. aureus
de BTM y AMES. Los perfiles de virulencia observados con mayor frecuencia incluyeron
genes involucrados en la adherencia y la capacidad de formacién de biopeliculas de S.
aureus, lo que podria representar una ventaja potencial para la bacteria durante las
primeras etapas de la IMI y para la persistencia en las superficies. Para la evaluacion de
adherencia se seleccionaron 24 cepas de S. aureus frecuentemente identificados desde
19 lecherias de la region de Nuble, identificando 6(25%), 14(58.3%), y 4(16.6%) cepas
con alta, mediana y baja adherencia, respectivamente. No se encontraron diferencias
significativas en la habilidad de adherencia de poliestireno de cepas identificadas desde
BTM-AMEs y solo de BTM. La presente investigacion sefiala que cepas de S. aureus
presentes en BTM y AMES podrian tener una dinamica diferente dentro de los rebafios
lecheros. Resaltando la importancia de comprender la epidemiologia de S. aureus leche
de estanque y en superficies en contacto con leche con el fin de identificar estrategias a

considerar en el control de este patégeno intramamario y potencial patbgeno humano.

Palabras claves: Diversidad genética, virulencia, adherencia.

Xii



SUMMARY

Staphylococcus aureus causes intramammary infections between and within dairy herds
worldwide, including Chile. Since the mid-1990s, several studies have focused on
investigate the epidemiology and, pathogenesis of this microorganism, however to the
date it is still a difficult to eradicate dairy as a causative agent of intramammary infections.
The objective of the present investigation was to assess strains diversity, virulence
factors and adhesion hability of S. aureus identified from bulk tank milk (BTM) and
macroscopic adhesions on milking equipment surfaces and in contact with milk during
the milking or milk cooling (AMES). A total of 30 dairy farms were sampled from the Nuble
Region, Chile. In each herd, 3 consecutive BTM samples were collected, each
correspond to one milking, and a unique inspection of macroscopic adherences on
milking equipment were conducted S. aureus identification. For each sample, up to 3
isolates were randomly selected and subtyped by band patterns obtained by Smal macro-
restriction enzyme and pulsed field electrophoresis gel (PFGE), additionally
characterized for their virulence patterns (PV) and adherence hability were assessed
based on the presence of genes involved on the pathogenesis of intramammary
infections (IMI) (nuc, coa, fnbA, icaA, icaD) and of public health concern (antimicrobial
resistance genes mecA and mecC, and enterotoxin genes sea and seb). Ability to adhere
on polystyrene microplates surfaces (MPA) was assess for strains with clonal distribution
of pulsotypes between AMES and BTM. A total of 166 isolates were selected for
subtyping evaluation identifying 42 total pulsotypes; and 23 main S. aureus (A-W)
pulsotypes, which would indicate a high heterogeneity of S. aureus strains between dairy
herds (Simpson's index diversity [SID] = 0.99). Among dairy herds, 8 pulsotypes were

identified in different dairies (A, A.1, B.1, D, E, J, K, N, and Q). These pulsotypes could
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indicate sources of distribution that allow the movement of these microorganisms from
geographically separated dairies. Within dairies, Staphylococcus aureus strain diversity
was variable (SID values from 0 to 1), and the same S. aureus pulsotype was identified
from AMES and BTM samples on 7 diaries. This suggest that aggregates of S. aureus
adhered to milking equipment surfaces may represent a potential source of this
microorganism for BTM. When evaluating the PV of the S. aureus isolates, 5 virulence
profiles were identified, where the nuc (+) coa (+) fnbA (+) icaA (+) icaD (+) mecA (-)
mecC (-) sea (-) seb (-) profile was the most frequently observed in 21 of the 23 main
pulsotypes detected and in 21 of 23 dairy farms. No differences were found between the
virulence frequency profiles of the S. aureus isolates of BTM and adherence on the
milking equipment surfaces. The most frequently observed virulence profile, included
genes involved in the adhesion and biofilm formation, which could represent a potential
advantage for this pathogen during the early stages of the IMI and persistence in milking
equipment surfaces. Adherence hability was assessed for 24 S. aureus strains identifying
6 (25%), 14 (58.3%), y 4 (16.6%) pulsotypes with high, medium and low adherence
hability, respectively. No significant differences were found in the polystyrene adhesion
ability of strains identified from BTM-AMEs and BTM. Results from this research suggest
that S. aureus strains from BTM and AMES have different dynamic within dairy herds.
Our study indicates that S. aureus strains present in BTM and AMES have different
dynamics within different dairy herds. These results highlight the importance of
understanding epidemiology of S. aureus on AMES and BTM as well as strategies to

consider in the control of this intramammary pathogen and potential human pathogen.

Keywords: Genetic diversity, virulence, adherence.

Xiv



CAPITULO 1
ANTECEDENTES GENERALES
INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es una bacteria que afecta rebafios lecheros de diferentes paises
del mundo al causar infecciones intramamarias (IMI), usualmente crénicas y subclinicas
(Joo et. al 2001; Jayarao et al., 2004; Capurro et al., 2010). Las IMI subclinicas causan
pérdidas productivas en la operacion lechera que son usualmente poco percibidas por el
productor; sin embargo generan disminucion en la cantidad de leche total producida por
lactancia y alteran la compaosicién de la leche (Barbano et. al, 2006). La leche producida
por una glandula mamaria afectada por mastitis subclinica es acopiada y almacenada
con la produccion lactea total del rebafio en el estanque de leche, para ser luego
acopiada para su recepcion en planta y posteriormente procesada para la elaboracién

de subproductos. .

Cuartos mamarios con IMI causada por S. aureus son el principal reservorio de este
patégeno dentro del rebafio y en cuadros cronicos, el microorganismo se elimina
intermitentemente a través de la leche (Sears et. al 1990; Blowey and Edmonson. 2010;
Schukken et. al 2011). La prevalencia de IMI causadas por S. aureus puede variar entre
operaciones lecheras. En las regiones del Biobio y Nuble previamente reportamos que
107 operaciones lecheras evaluadas (62%) resultaron positivas en la identificacion
microbiologica y molecular de S. aureus en muestras de leche de estanque (Pacha,

2015).



Normalmente el diagnéstico de S. aureus desde muestras de leche, ya sea basado por
sus caracteristicas fenotipicas 0 genotipicas, es realizado a nivel de especie. Sin
embargo, diferentes investigaciones realizadas en diversas partes del mundo describen
una heterogénea diversidad de genotipos de S. aureus presentes tanto dentro como
entre operaciones lecheras (Smith et al., 2005; Capurro et al., 2010; Gurjar et. al., 2012;
Boss et. al, 2016). Lo anterior nos permite plantearnos si el diagndstico de S. aureus a
nivel de especie de forma rutinaria dentro del rebafio es suficiente. Un grupo de
investigadores ha consensado que pese a esta diversidad, usualmente es una 6 un
namero limitado de cepas las causales de IMI dentro del rebafio (Zadoks et al., 2011).
Sin embargo, si sélo se realizan los métodos tradicionales de identificacién a nivel de
especie, no es posible identificar y diferenciar la o las cepas predominantes. En las
provincias de Biobio y Nuble la subtipificacion de cepas de S. aureus aislados de
muestras de leche de estanque utilizando RAPD-PCR detect6 la existencia de una alta
variabilidad de cepas entre operaciones lecheras (SID=1). En este estudio se
identificaron en una misma operacion lechera hasta 4 fenotipos que resultaron ser 4
genotipos diferentes de S. aureus en una misma muestra de leche de estanque (Pacha,
2015). Este estudio permite inferir que una diversidad de S. aureus se encuentra
presentes en la region de Nuble. No obstante, éste estudio considera sélo la evaluacion
cepas presentes en una muestra de leche de estanque, surgiendo la interrogante que

sucede con el patréon de cepas de S. aureus entre muestras diferentes de BTM.

El poder de discriminacion de la técnica utilizada en la subtipificacion de especies
bacterianas varia en cada técnica; por esto es importante considerar el seleccionar que
sea capaz de poseer la sensibilidad y especificad de clasificar una cepa igual o diferente
segun corresponda (Zadoks and Schucken, 2006). Hoy en dia, existe una amplia gama

2



de técnicas moleculares utilizadas en la subtipificacion de subespecies de S. aureus,
dentro de las cuales, la técnica de electroforesis en gel de campo pulsado ha sido
utilizada ampliamente durante los ultimos 20 afios (Zadoks et al., 2002; Malachowa et

al., 2005; Haveri 2008; Zadoks et al., 2011).

La virulencia de una cepa de S. aureus causante de una IMI, se relaciona con su
capacidad de ingresar a la glandula mamaria y adherirse a las células del hospedador,
evadir el sistema inmune, multiplicarse y diseminar la infeccion. Se postula que la
presencia de factores de virulencia que permitan establecer y diseminar la infeccion
dentro de la gandula mamaria diferenciarian una cepa causante de IMI de otra cepa
putativamente ambiental. No obstante, alin no esta claro cuél o cuales son los factores
de virulencia claves involucrados en la patogenia de S. aureus durante una IMI exitosa.
Se han descritos mas de 100 factores de virulencia presentes en el genoma de S. aureus
(Arvidson and Tegmark, 2001; Khoramian et al., 2015); de estos, en este trabajo de
investigacion se focalizaran en los factores de virulencia involucrados en las primeras
etapas de patogenia como lo es en particular la adhesion a la células huésped o
superfices a colonizar. En medicina humana se ha aislado consistentemente S. aureus
en lesiones cronicas y materiales intrahospitalarios, atribuyendo esta persistencia, a su
capacidad de adhesion y formacién de biopeliculas en superficies vivas e inertes (Davis
et al., 2008). A este respecto, las biopeliculas son estructuras o adherencias
macroscopicas de S. aureus en el equipo de ordefio han sido reportadas por nuestro

grupo de investigacion recientemente (Latorre et. al, 2020).

La presencia de microorganismos intramamarios contagiosos en leche de estanque,

como S. aureus, se asume que provienen principalmente de una glandula mamaria



infectada con el patégeno contagioso en cuestion. (Zadoks et al., 2005). No obstante, el
origen de estas cepas de S. aureus en leche de estanque puede corresponder a cepas
extramamarias provenientes de sitios que toman contacto directo o indirecto con la leche
ordefiada (Latorre et. al, 2020). Cepas de S. aureus han sido aisladas de sitios como piel
del pezon, el canal de pezédn, lesiones en la piel del pezén, manos del ordefiador y/o

superficies del equipo de ordefia (Zadoks et al., 2002; Haveri et al., 2008).

La capacidad de formar biopeliculas es considerado un factor de virulencia que confiere,
entre otras ventajas, una proteccion fisica frente a la accién del sistema inmune y
antibiéticos (in vivo); o agentes quimicos de limpieza (en superficies inertes). La
presencia de biopeliculas y/o adherencias bacterianas en el equipo de ordefio podrian
terminar, por arrastre mecanico, acopiadas en la leche de estanque (Latorre et. al, 2020).
A este respecto, se ha reportado la presencia de cepas genéticamente indistinguibles de
L. monocytogenes presentes en leche de estanque y adherencias macroscépicas del
equipo de ordefia en una lecheria de Nueva York (Latorre et al., 2010). En la regién de
Nuble, se han detectado superficies de equipo de ordefio con adherencias
macroscopicas correspondientes a microorganismos agrupados en estructuras
compatibles con biopeliculas (Latorre and Munoz, 2015). La presencia de adherencias
de microorganismos en el equipo de ordefio puede representar una fuente de UFC en la

leche de estanque de esa operacion lechera (Latorre et. al, 2010).

El objetivo del presente proyecto de investigacion fue la subtipificacién de pulsotipos,
caracterizando de factores de virulencia y habilidad de adhesion de S. aureus aislados
de leche de estanque y superficies del equipo de ordefio y del estanque de leche con

adherencias macroscopicas, en operaciones lecheras de la region de Nuble. De esta



forma, la presente investigacion fue parcializada en 3 capitulos (Capitulo 2, 3y 4) (Figura
1.1) en los que se realiz6: i) Subtipificacion de aislados de S. aureus identificados desde
leche de estanque y adherencias macroscopicas presentes en el equipo de ordefio de
acuerdo a su patron genético o fingerprint ; ii) Caracterizacion de cepas de S. aureus de
acuerdo al perfil de factores de virulencia de importancia en IMI (factores de adhesién a
fibronectina (fnbA) e identificacion de operdn de cluster de adhesion intercelular (ica) e
impacto en salud publica (enterotoxinas estafilococicas e identificacién de resistencia a
Meticilina) iii) Evaluacion de adherencias de cepas de S. aureus en ensayo de

adherencia en microplaca.

Los aislados de S. aureus fueron identificados desde muestras de leche de estanque y
superficies en contacto con leche con presencia de adherencias macroscépicas;
recolectadas en el marco del Proyecto Fondecyt de Iniciacion 11130343. Los aislados
fueron recolectados posterior a la inspeccion de 30 lecherias de la regiéon de Nuble
durante el periodo julio del 2014 a octubre del 2016. Los aislados de S. aureus en cada
operacion lechera fueron recolectados desde 3 muestras de leche de estanque
consecutivas (ordefias Unicas y diferentes) y desde superficies en contacto con leche
(equipo de ordefia, estanque de leche, tarro, etc.) con adherencias macroscépicas. Las
muestras de leche de estaque fueron recolectadas de acuerdo a los protocolos del
Consejo Nacional de los Estados Unidos (National Mastitis Council; NMC) (Jayarao et
al., 2004). La identificacion de S. aureus fue realizada mediante identificacion
bacterioldgica (morfologia de colonia, coagulasa positiva) y confirmacién por diagnéstico

molecular identificando por PCR el segmento 23S del ARN ribosomal.



El objetivo principal del capitulo 2 es la subtipificacion de S. aureus aislados desde
muestras de leche y superficies del equipo de ordefio utilizando al protocolo de
restriccion enzimatica con Smal y electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)
descrito por Centro de Control y Prevencién de Enfermedades de los Estados Unidos.
La diversidad de las cepas fue evaluada mediante la clasificacion de su patrén genético
utilizando el criterio de Tenover et al., (1995). Adicionalmente, se utilizé el indice de
Discriminacion de Simpson (SID) (Hunter and Gaston, 1988; Latorre et al., 2011). Existe
un amplio numero de factores de virulencia descritos para S. aureus que pueden estar
presentes o no, dependiendo de la cepa de S. aureus. Los factores de virulencia, a
excepcion de toxinas especificas de S. aureus (enterotoxinas estafilocécicas; SE, y la
toxinas del sindrome del Shock toxico, TSST-1), no son capaces de generar cuadros
patolégicos por si solos (Arvisdon and Tegmark, 2001). De esta forma se ha definido
que la interaccion de los diferentes factores de virulencia de S. aureus permite el
establecimiento y desarrollo de patologias asociadas a S. aureus. Durante el
establecimiento de la infeccién de S. aureus es la adhesién de este a la superficie celular
un momento crucial, el cual se realiza mediante un reconocimiento especifico o no

especifico de diferentes proteinas.

En el capitulo 3 del presente trabajo se realiz6 la caracterizacion de los aislados de S.
aureus factores de virulencia de importancia en el desarrollo de un IMI y de importancia
en salud publica y se contrasté con la consistencia de estos factores de virulencia en
cada cepa identificada. Diferencias entre grupos de cepas fueron evaluadas utilizando la

prueba de Chi cuadrado o Fisher exact (a < 0.05).



En el capitulo 4, se evalu6 la habilidad de adherencia in vitro de cepas de S. aureus
identificadas entre las lecherias de la region de Nuble y contrasté con los resultados

obtenidos en los capitulos anteriores.

En el capitulo 5, se describe los principales hallazgos identificados en la presente
investigacion y se contrastan con publicaciones anteriores. Finalmente, en base a los
hallazgos identificados, proponemos posibles rutas epidemiolégicas de diseminacién de

S. aureus dentro del rebafo lechero.

Una amplia diversidad de cepas de S. aureus ha sido identificada desde leche de
estanque en operaciones lecheras de las regiéns de Biobio y Nuble. Actualmente, poco
se sabe sobre la dindmica y caracteristicas de las cepas de las cepas de S. aureus
identificadas desde leche de estanque y a nuestro conocimiento no existen reportes de
aislados de S. aureus identificados de adherencias macroscopicos en superficies de
equipo de ordefio. El identificar caracteristicas comunes dentro del heterogéneo grupo
de cepas de S. aureus basada en patrones de relevancia (factores de virulencia o
habilidad de adherencia) permite caracterizar rasgos de las cepas de S. aureus

presentes en la region de Nuble.
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Figura 1.1 Esquema de trabajo para la caracterizacion molecular, evaluacion de factores

de virulencia y habilidad formadora de adherencia de Staphylococcus aureus aislados

desde leche de estanque y superficies del equipo de ordefia en lecherias de la regién

de Nuble, Chile. BTM: muestra de leche de estanque; PFGE: electroforesis en gel de

campo pulsado. Fuente: Elaboracion Propia.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACION MOLECULAR DE Staphylococcus aureus AISLADOS DE

LECHE DE ESTANQUE Y ADHERENCIAS EN EQUIPO DE ORDENO
INTRODUCCION

Las IMI causadas por S. aureus han sido objeto de estudio desde la década del 70 hasta
la actualidad (Anderson, 1976; Barkema et. al., 2006; Lange et al., 2015; Ruegg et. al,
2017). Sin embargo, pese que en estos Ultimos 50 afios se han generado conocimientos
diversos en la epidemiologia de S. aureus en operaciones lecheras, el control eficaz de

este microorganismo aun es limitado (Zadoks 2002, Haveri et al., 2008).

El cultivo bacteriologico de leche de cuartos mamarios para el aislamiento de S. aureus
es utilizado como un indicador de IMI dentro del rebafio. Adicionalmente, el cultivo
bacteriolégico de muestras de leche de estanque es implementado en programas de
vigilancia para la identificacion de microorganismos contagiosos causales de IMI, como
es el caso de la mayor parte de las cepas de S. aureus asociadas a mastitis (Jayarao et
al., 2004, Zadoks et al., 2005; Oliver et. al., 2004, Van Slykke et al., 2008). El diagnéstico
incorrecto en casos de IMI causadas por S. aureus, generan tanto pérdidas econémicas
como también repercuten en el estado sanitario del rebafio. Staphylococcus aureus es
eliminado de forma intermitente a través de la leche de un cuarto mamaria infectado,
por lo que muestras de leche negativa pueden coincidir con periodos de no eliminacion
del patégeno, dando asi falsos negativos. El aumento en el nUmero de muestras de leche
en ordefas diferentes permite aumentar las probabilidades de aislar e identificar S.

aureus (Sears et. al., 1990). Tradicionalmente, la identificacién de S. aureus a partir de
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muestras de leche ha sido realizada basandose en: a) visualizacion de bacterias Gram
positivas en agrupaciones con forma de racimo, b) colonias blanco-amarillentas
hemoliticas (a y/o B) en agar sangre; y ¢) respuestas positivas a las pruebas de catalasa
y coagulasa (Bautista-Trujillo et. al, 2013) (Figura 2.1). Esta clasificacién usualmente
utilizada en el andlisis de laboratorio, excluye aislados de S. aureus no “tipicos”
identificados en menor proporcion como es el caso de aislados que no presentan
hemodlisis en placas de agar sangre (Oliver et al., 2004) o son negativos a la prueba de
coagulasa (Lange et al.,2015). Por otro lado, los aislados que cumplen con las
caracteristicas morfol6gicas anteriormente sefaladas, son normalmente clasificados
indistintamente como S. aureus, pues se asume que el nimero de aislados de
Staphylococcus coagulasa positivo (SCP) diferentes a S. aureus identificados
previamente en muestras de leche es variable y normalmente de baja prevalencia
(Phillips and Kloos, 1981; Bibersteinet al., 1984; Roberson et. al 1998; Boerlin et al.,,
2003; Oikinomou et al., 2012, Taponen et al., 2012). La prueba de acetoina también
conocida como Voges Proskauer (Werkman, 1930) es recomendada por el NMC para
la diferenciacion de S. aureus (acetoina positivo) con otras especies de SCP acetoina
negativas como S. intermedius o0 S. hyicus; especies previamente identificadas desde
muestras de leche IMI (Capurro et. al., 1998, Oikinomou et. al., 2012). No obstante,
considerando que una amplia variedad de pruebas fenotipicas y protocolos de
laboratorio pueden ser utilizados en el diagnostico de S. aureus, es importante
considerar que la menor proporcion de cepas de S. aureus con una respuesta atipica en
las pruebas fenotipicas (tales como el indice analitico de perfil (API), coagulasa o Voges

Proskawer puede ser subdiagnosticada (Boerlin et. al., 2003, Lange et al., 2015). De esta
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forma, es importante tener presente que los métodos fenotipicos estan basados en la
expresion de caracteristicas de aislados, mientras que la deteccién por métodos
moleculares busca los segmentos de ADN que codifican estas caracteristicas (Zadoks,

2007).

El diagnéstico molecular ha sido utilizado exitosamente para identificar especies y
subespecies bacterianas causantes de IMI en rebafios lecheros (Zadoks and Schukken
2006, Zadoks et. al., 2011). Genes housekeeping son codificados por regiones
genéticas altamente conservadas y que representan una herramienta Gtil para la
identificacion de microorganismos (Gil et. al., 2004, Zadoks and Schukken, 2006). La
reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain reaction, PCR) es una técnica
molecular que puede ser utilizada para identificar segmentos especificos de ADN que
usualmente codifican genes housekeeping. Mas alla, la técnica de PCR ha probado ser
una técnica robusta y especifica para la identificacion de patdgenos intramamarios
(Riffon et al.,, 2001). Herramientas moleculares como PCR complementando la
identificacion microbiolégica permiten aumentar la sensibilidad de diagnéstico de S.
aureus aislados de operaciones lecheras (Pacha, 2015). Debido a la amplia diversidad
de cepas de S. aureus descritas en la literatura, es importante implementar considerar
técnicas de subtipificacion que permitan distinguir entre cepas diferentes. Durante la
subtipificacion de un microorganismo la definicion clara entre los conceptos de aislado y
cepa es necesaria. Los aislados son cultivos puros presumiblemente derivados de un
mismo microorganismo; de esta forma una colonia de S. aureus obtenida desde una
muestra de leche, corresponde a un aislado. Por otro lado, una cepa corresponde a un
aislado o grupos de aislados distinguidos unos de otros por caracteristicas fenotipicas o

genotipicas. En este sentido, a una cepa de S. aureus resistente a un antimicrobiano
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como el caso de Staphylococcus aureus Meticilino Resistente (MRSA), es considerada
una cepa diferente respecto a la cepa Staphylococcus aureus Meticilino sensible (Zadoks
and Schukken, 2006). Llevando el ejemplo en el marco de la identificacion genotipica a
utilizar en la presente investigacién, dos aislados corresponden a una misma cepa
cuando los patrones de banda de ADN, presentan el mismo numero y tamafio de

fragmento sin considerar intensidad de banda (Munoz and Zadoks, 2007).

De esta forma 2 aislados clasificados como una misma cepa poseen el mismo patron de
banda de ADN y provienen de un clon comdn (Tenover et. al., 1995). Una amplia
variabilidad genética de cepas de S. aureus ha sido descrita consistentemente entre
operaciones lecheras del mundo; con algunas cepas clonales de S. aureus que han sido
aisladas en diferentes paises (Enrigth et. al., 2000; Smith et. al., 2005). A este respecto,
un conjunto multidisciplinario e intercontinental (diferentes paises de América y Europa)
de investigadores especialistas en el tema ha consensuado que, pese a la amplia
diversidad y distribucién de cepas de S. aureus posibles de aislar dentro de un mismo
rebafio, son algunas cepas las consideradas predominantes y responsables de causar
IMI (Zadoks et. al., 2011). Este consenso respalda con una misma cepa de S. aureus
ha sido aislada desde la mayoria de las de IMI en un mismo rebafio (Aarstrup et al.,
1995; Larsen et. al., 2000; Anderson et. al, 2006). Sin embargo, Gurjar et. al. (2013)
describe el comportamiento de diversas cepas de S. aureus causantes de IMI dentro de
un mismo rebafo, describiendo un comportamiento de infeccion ambiental a un
microorganismo normalmente clasificado como contagioso. Por lo anterior, se infiere que
la epidemiologia de S. aureus podria ser variable de acuerdo a cada rebafio. Las

herramientas moleculares son utilizadas hoy en dia en medicina veterinaria para
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describir la epidemiologia de diferentes patégenos intramamarios dentro de los que se

incluye S. aureus (Zadoks and Schukken, 2006; Zadoks et al., 2011).

Hoy en dia se describen variadas técnicas moleculares utilizadas en la subtipificacién de
subespecies de S. aureus aisladas de IMI (Zadoks et. al., 2011), entre las que se
incluyen: ribotipificacion (Zadoks et al., 2001), tipificacién de locus de secuencias (MLST)
(Smith et al., 2005) tipificacion por el gen spa codificador de proteina A (Shopsin et al.,
1999), gen de coagulasa, microarreglos, secuenciamiento y comparaciones de genoma
completo, amplificacién aleatoria de ADN polimérfico (RAPD-PCR) (Gurjar, 2012) vy
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) (Zadoks et al., 2001). La técnica utilizada
en la tipificacién de aislados es clave para identificar correctamente las cepas existentes
dentro de una misma especie. Maslow et. al (1993), propone 5 criterios en la eleccion
de sistemas de subtipificacion: capacidad de tipificacion, reproducibilidad, poder de
discriminacién, facilidad de uso e interpretacion de resultados (Riley et. al; 2004).

La técnica de PFGE consiste brevemente en que se realiza la ruptura de su pared celular
dejando el material genético, para posteriormente en realizar la restriccion enzimatica
del genoma generando fragmentos de ADN, los que seran separados en un gel de
agarosa sometido a un campo pulsado eléctrico en angulos diferente. La ejecucion de la
técnica de PFGE, demora mas que otras técnicas de tipificacion (aproximadamente 1
semana por cada 12 aislados, dependiendo del nimero de equipos disponibles) y
requiere un pulsador de corriente especial para la migracion de los fragmentos de ADN
en el gel. Sin embargo, la técnica de PFGE es una técnica de libreria ampliamente
estandarizada, altamente reproducible, con un alto poder de discriminacién y utilizada

como técnica Gold standard para la subtipificacion de microorganismos, como S. aureus.
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Por las ventajas descritas anteriormente la técnica de PFGE fue seleccionada en la
presente investigacion.

La técnica de PFGE posee un mayor poder de discriminacién respecto a RAPD-PCR
(Saulnier et. al, 1993; Sabat et. al. 2006). Una amplia diversidad de cepas de S. aureus
entre muestras de leche de estanque de operaciones lecheras de las Regién del Biobio
y Nuble han sido identificadas por RAPD-PCR (Pacha, 2015). De un total de 38
operaciones lecheras evaluadas para la identificacion de S. aureus (microbioldgica y
genética), 50% de las operaciones lecheras resultaron positiva a S. aureus (Pacha 2015,
datos no publicados). Estos datos podrian subdiagnosticar el ndmero real de
operaciones lecheras positivas a S. aureus, considerando la eliminacion intermitente de
S. aureus desde IMI subclinicas y que s6lo una muestra de leche fue recolectada (Sears
et al., 1990). Un aumento en la frecuencia de muestreo de leche de estanque permitira
incrementar la sensibilidad de identificacion de aislados de S. aureus en operaciones
lecheras.

La deteccion de biopeliculas en superficies de ordefia de la region de Nuble (Latorre y
Mufioz, 2015) identifica un nicho de microorganismos, incluido S. aureus, que podrian
ser causal de contaminacion de la leche de estanque del rebafio.

En este capitulo se evaluaréa la diversidad genética de aislados de S. aureus entre y
dentro de las operaciones lecheras identificados desde muestras seriadas de BTM y
desde superficies con presencia de adherencia macroscopicas en superficies del equipo
de ordefio (AMES). Las cepas identificadas fueron agrupadas en cepas presentes en
leche de estanque, cepas presentes en adherencias macroscopicas y cepas presentes

en superficie(s) y leche de estanque.
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HIPOTESIS
Existe una amplia diversidad genética de cepas de S. aureus entre aislados de muestras
de leche de estanque y superficies con adherencias en equipo de ordefio en contacto

con leche de operaciones lecheras de la region de Nuble.
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OBJETIVO GENERAL.
Evaluar la diversidad de aislados de S. aureus obtenidos desde muestras de leche de
estanque y superficies de equipos de ordefio y enfriamiento de operaciones lecheras de

la region de Nuble.
Objetivos especificos.

1. Subtipificar aislados de S. aureus obtenidos de muestras de leche de estanque y
superficies de equipos de ordefio y enfriamiento de operaciones lecheras de la region
de Nuble, utilizando restriccién enzimatica con Smal y electroforesis en gel de campo

Pulsado.

2. Evaluar la diversidad de cepas de S. aureus presentes dentro y entre operaciones

lecheras de la region de Nuble mediante el indice de Diversidad de Simpson.
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MATERIALES Y METODO

Tamafo muestral de lecherias para identificacion de S. aureus

La recoleccion de aislados de S. aureus fue realizada en el marco de desarrollo del
proyecto FONDECYT de Iniciacion 11130343. Brevemente, un total de 30 operaciones
lecheras de la region de Nuble fueron muestreadas para la identificacion de los aislados
de S. aureus desde muestras de leche de estanque y superficie. El tamafio muestral de
operaciones lecheras muestreadas fue calculado utilizando el programa Win Episcope
considerando un universo de 61 operaciones lecheras activas al momento del inicio del
Proyecto (2013). Los criterios de inclusion de operaciones lecheras de la region fueron
lecherias con unidades de ordefio fijas y estanque de enfriamiento de leche. Los aislados
de S. aureus fueron identificados desde 2 tipos de muestras: muestras de leche de
estanque y muestras de adherencias macroscoépicas en superficies de equipo de ordefia
ylo superficies en contacto con leche. Al ser desconocida la calidad microbiol6gica de la
leche de estanque de las operaciones lecheras de la Provincia de Nuble, se considero
una prevalencia de no-cumplimiento de parametros de calidad microbiolégica de leche
de estanque de un 50% (usando como referencia los parametros descritos por Jayarao
et. al., 2004), un nivel de confianza de 95% (a= 0.05), un error de muestreo de 10%. De
esta forma, el tamafio calculado de muestra correspondié a 38 operaciones lecheras, no
obstante debido a la disminucion importante del nUmero de operaciones lecheras activas
al 2016 en la provincias pertenecientes a la region de Nuble se muestrearon un total de

30 lecherias.
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Identificacion de S. aureus desde muestras de leche de estanque y superficies con
adherencias macroscépicas

Por operacion lechera, se realizaron 3 muestreos de BTM de ordefias seriadas de
acuerdo con lo recomendado por el Dr. Bushan Jayarao (comunicacion personal), para
una obtencion de resultados representativos. Cada muestra BTM correspondié a una
Unica ordefia completa del rebafio, y recolectada posterior a su enfriamiento a una
temperatura menor a 5°C y a su homogenizacién por minimo 10 min. Las muestras de
leche fueron recolectadas al menos, durante tres dias consecutivos. La recolecciéon de
muestras de superficies con adherencias macroscoépicas y en contacto con la leche, fue
realizada en superficies del equipo de ordefia y enfriamiento durante una Unica
inspeccion por operacion lechera. El protocolo de muestreo utilizado tanto para muestras
de leche de estanque como para superficies fue realizado de acuerdo con lo descrito por
Jayarao et. al. (2004) y Latorre et. al (2010), respectivamente. Los protocolos de cultivo
microbioldgico para las muestras fue realizado de acuerdo a lo descrito por Jayarao et.

al (2004) y Latorre et. al (2020).

Identificacion de aislados de S. aureus

Entre 1y 6 colonias con morfologia putativa de S. aureus por muestra (dependiendo de
la densidad del cultivo) fueron traspasadas a medio selectivo y diferencial (Agar Baird-
Parker) para posteriormente obtener cultivo puro y colonias aisladas. Cada aislado fue
almacenado sembrando una colonia aislada en Agar Cerebro Corazén (Brain Heart
Infusion Agar, BHIA) y posteriormente almacenados a -80°C en Cryobank® (Copan
Diagnostic, Ca 92562, Estados Unidos), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. A
todos los aislados identificados presuntivamente como S. aureus por caracteristicas

microbiologicas, se les realizo la extraccion de ADN de acuerdo a las indicaciones de
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Adwan (2011), para posteriormente ser confirmados por PCR al amplificar la secuencia
del segmento 23S de S. aureus utlizando los partidores Sau 327: 5'-
GGACGACATTAGACGAATCA-3" y Sau 1645: 5-CGGGCACCTATTTTCTATCT-3
descritos por Riffon et. al (2001). Las condiciones de amplificacion para el set de primer
Sau 327/1645 fueron a) 1 ciclo a 94°C por 2 min b) 35 ciclos de: 94°C por 45 s, 64°C por
1 miny 72°C por 2 min c) 1 ciclo a 72°C por 10 min (Riffon et. al., 2001). Como control
positivo en la identificaciébn de S. aureus, se incluyé a S. aureus ATCC 25923. Para
trabajar con un numero representativo pero manejable de aislados, en aquellas muestras
con un numero de aislados mayor a 4, se seleccionaron de forma aleatoria un maximo
de 3 aislados por tipo de muestra. No obstante, si en estas muestras se identificaba un
aislado predominante respecto a los otros (basado en su morfologia de colonia en la
placa original), este aislado se seleccioné de forma dirigida, si no fue seleccionado en

primera instancia en el sorteo aleatorio.

Subtitpificacién de aislados de S. aureus por electroforesis en Gel de Campo
Pulsado

La subtipificacion de aislados de S. aureus fue realizada utilizando la digestion con
enzima de restriccion Smal y PFGE de acuerdo con el protocolo descrito por el Centro
de Control y Enfermedad de los Estados Unidos (Centers for Disease Control and
Prevention) para Staphylococcus aureus Meticilino resistente, con pequefas
variaciones. El proceso de preparacion de plugs y lisis bacteriana fue realizado en los
Laboratorios de calidad de Leche de la Universidad de Concepcion, Campus Chillan.
Brevemente, cada aislado fue -cultivado por aproximadamente 24h a 37°C vy
posteriormente las colonias necesarias fueron resuspendidas en 3 mL de TE buffer

estéril hasta alcanzar una absorbancia entre los rangos de 2.5 a 2.9 nm (Eppendorf
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Biophotometer, AG 22331, Hamburgo, Alemania). Posteriormente, 300ul de la
suspension fueron transferidos a un tubo estéril de microcentrifuga (1500ul) y
centrifugados a 13000 rpm por 4 minutos. El sobrenadante obtenido fue descartado y el
pellet resuspendido en 300 pl de TE buffer estéril. Cada tubo con la suspensién
bacteriana se acondiciono a 37°C por 10 min, para posteriormente agregar 4 pl de
lisostafina 1mg/mL (Sigma-L7386) y 300 pL de agarosa 1.8% (SeaKem® Gold Agarose,
Lonza, Maine, Estados Unidos) a 55°C. Posterior a su solidificacion a temperatura
ambiente por 10 min, se prepard un plug por aislado. Posteriormente, para realizar la
lisis celular, cada plug fue dispuesto en 3 ml de buffer de lisis EC a 37°C por 4 horas.
Finalizado este periodo de tiempo, 4 lavados en agitacion de 30 minutos con buffer TE
fueron realizados. Cada plug fue cortado en 2x5mm y almacenados a 4°C para ser
trasladado al Laboratorio de Investigacion en Agentes Antibacterianos de la Universidad
de Concepcion en el Campus Concepcion. Las etapas de digestion enziméatica y corrida
de gel en campo pulsado se subdividieron en lotes de 12 aislados considerando un orden
por operacion lechera que concordase de mejor forma el nimero de aislados por gel.
Para la digestion enzimatica, cada plug fue pre-acondicionado con 100uL de mezcla
buffer-agua estéril a 25°C por 35 minutos (Stock Buffer Multicore 10X Promega).
Finalizado este periodo se agregd 97uL de soluciéon Buffer Multicore-Albumina Sérica
Bovina-Agua estéril (10: 1: 86). Posteriormente se agregaron 3pL enzima de restriccion
Smal (10 unidades/ul, Promega). La digestién enzimética se mantuvo a 25°C por un
periodo de 3,5 horas. Finalizado el tiempo de digestion se dispusieron 12 plugs en el gel
de agarosa al 1% (14x13cm) preparado con GelRed1X (Biotium). Los parametros de
corrida de PFGE para S. aureus fueron de 200 V (6V/cm), con switch inicial de 5

segundos, switch final de 40 segundos por un tiempo de 21 horas a una temperatura de
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4°C. En cada lote de corrida de cada gel se incluyé como estandar de normalizacién
Salmonella serotipo Branderup cepa H9812, rutinariamente utilizada como estandar por
el CDC para la subtipificacion de cepas como Listeria monocytogenes (Latorre et. al,
2011) entre otras, y que en Chile es utilizada por el Instituto de Salud Publica para la
subtipificacion de S. aureus Meticilino resistentes. Los plugs de Salmonella fueron
preparados de acuerdo a las indicaciones del CDC
(www.cdc.govimrsa/pdf/ar_mras_ PFGE_s_aureus.pdf), digeridos por la enzima de

restriccion XBal (Promega) a 37°C por 2horas con 30 minutos.

Criterios de subtipificacién de cepa de S. aureus

La subtitpificacion de los aislados de S. aureus fue realizada mediante inspeccion visual
utilizando el criterio descrito por Tenover et. al (1995), realizando el analisis de patron de
bandas de ADN obtenidas por la digestion con Smal y electroforesis en campo pulsado.
La evaluacién e interpretacion de los patrones de bandas de ADN obtenidos fue
realizada de forma visual por dos observadores imparciales de acuerdo con lo descrito
por Mufioz and Zadoks (2007). Utilizando el criterio descrito por Tenover (1995); cepas
con diferencias en 4 6 mas bandas de fueron consideradas cepa genéticamente no
relacionadas y le fue asignado una identificacion tnica con letra mayuscula (pulsotipo A,
pulsotipo B, etc.). Aquellas cepas con diferencias de hasta 3 bandas, fueron
consideradas relacionadas genéticamente, asignandoles una sub-identificacion
numeérica de acuerdo con la cepa que se relacionada (Al, A2, etc.) (Zadoks et. al 2002).
De forma complementaria, se realiz6 un andlisis de los clusters con el programa
BioNumerics 7.6 utilizando el algoritmo (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic

Mean, UPGMA) con el coeficiente de Dice con tolerancia de 1.5% (Latorre et. al., 2011).
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Andlisis estadistico. Los resultados de frecuencia de aislados y cepas de S. aureus
fueron realizados utilizando métodos de estadistica descriptiva, presentados en tablas
de frecuencias. La diversidad genética de cepas de S. aureus dentro y entre operaciones
lecheras fue realizada utilizando métodos de estadistica descriptiva y el indice de
Discriminacion de Simpson (SID) con un intervalo de confianza de un 95% (Hunter and
Gaston, 1988, Antonios et. al, 2015).

indice de discriminacién de Simpson:

A

1
D=1-——— E n;(n;—1)
NIN-1) 733

S = numero de especies (cepas)

N = total de S. aureus presentes (0 unidades cuadradas)

n = namero de ejemplares por especie (cepas).
Financiamiento. Este proyecto fue co-financiado por el Proyecto FONDECYT de
iniciacion 11130343, y el Laboratorio de Calidad de Leche, Departamento de Ciencias
Pecuarias, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Concepcion.
Adicionalmente, se recibieron fondos de CONICYT para el desarrollo de tesis de

doctorandos becarios con Folio beca 21140108.
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RESULTADOS

Operaciones lecheras y muestras S. aureus®

Un total de 214 aislados de S. aureus se identificaron desde las muestras S.
aureus™ en 23 lecherias, variando en la frecuencia por lecheria de 1(Lecheria 15)
hasta 53 (Lecheria 12) aislados. De esta forma, 113 aislados de origen en BTM y
53 de AMES fueron incluidos en la evaluacion de diversidad genética de S. aureus
(Anexo 1). Los 53 aislados de S. aureus identificados desde superficies con
adherencias macroscopicas incluyen superficies de: pezoneras (n=8, lecheria 12),
colector de leche (n=4; lecheria 10 y 30), valvula del colector (n=2; lecheria 12),
tubo corto de leche (n=2; lecheria 12), manguera de leche (n=4; lecherias 10y 12),
linea de leche a 2.5 m y 60cm (n=7; granja 16), salida interna del estanque (n=2,
lecheria 12), salida externa del estanque (n=2; lecheria 12), aspas agitadoras del
estanque (n=2, lecheria 12), tarros de leche (n=13; lecherias 12, 18 y 19), jarra de
leche (n=2; lecheria 1), tapa de jarra de leche (n=2; lecheria 28), y manguera de

leche utilizada para leche mastitica (n=3; lecherias 1y 2).

Pulsotipos de S. aureus

Posterior a la subtipificacion de los 166 aislados de S. aureus realizada por la
enzima de restriccion Smal y electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), se
identificaron 42 pulsotipos totales categorizados como 23 pulsotipos principales (A-

W) y 19 subtipos (Figura 2.2; Anexo 1).
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Distribucién de cepas de S. aureus entre lecherias

Entre las 23 lecherias-S. aureus ), fue identificada una alta diversidad de
pulsotipos de S. aureus (indice de Diversidad de Simpson; SID = 0,99). Los
pulsotipos M, N, L, R, T, U y V.1 son los pulsotipos genéticamente mas lejanos
(Figura 2.2). De los 42 pulsotipos, 33 (78,5%) pulsotipos solo se aislaron en una
lecheria, y 9 (21.5%) pulsotipos se identificaron distribuido en 2 6 3 operaciones
lecheras (A, A.1, B.1, D, E, J, K, N, Q). De los pulsotipos identificados en mas de
una lecheria, 7 procedian de lecherias localizadas en comunas diferentes (Figura
2.3). El pulsotipo D, Ey K son los pulsotipos mas predominante identificados entre

lecherias, en muestras de BTM y AMES.

Distribucién de cepas de S. aureus dentro de lecherias

La diversidad genética de S. aureus dentro de las lecherias varié entre cada
lecheria (Anexo 2); siendo el SID calculada en 22 lecherias, excluyendo la lecheria
15, en la que sélo un aislado de BTM fue identificado. Dentro de las lecherias, la
diversidad genética de las cepas vario entre homogénea (SID=0) a altamente
heterogénea (SID=1), identificandose 4 grupos: 8 lecherias con un Unico pulsotipo
de S. aureus; 5 lecherias con sélo pulsotipos estrechamente relacionados; 5
lecherias con pulsotipos estrechamente relacionados y no relacionados; y 2

lecherias con sélo pulsotipos de S. aureus no relacionados (Tabla 2.1).

La frecuencia de cepas de S. aureus entre las 3 muestras seriadas de leche de
estanque por lecheria vario en las diferentes lecherias, identificandose 13 patrones
diferentes de frecuencia de cepas de S. aureus (Figura 2.4; Anexo 1). De esta

forma, un Unico pulsotipo fue identificado en 3, 2 y 1 muestras de BTM para 6
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Guente

S. aureus Sma | S, aureus Smal PGGE Kidiado Granja —
g 3 3 ¢ Tipo' n Lechera BTM® AMES’
R 4 G20 2 ND
T T 5 G21 2 ND
o 2 G9 5 ND
01 1 G9 1 ND
Q 6 G4,G18 2,2 ND,ND
Ql 2 G18 1 ND
Bl 5 G16,G28 1,1  ND,1
B 10 Gl6 3 1
BI2 1 G28 1 ND
A 3 GLG2 L1 LND
El 3 G12 5 1
I Al 3 G1,G7 1,2 ND,ND
A2 1 G2 1 ND
B2 7 G29 3 ND
D 15 GIGY, ND,3,31,ND,3
L vV o1 G27 1 ND
N 1 G6 1 ND
I { Ell 6 Gl4 3 ND
T ¥ N E s G5,G6,  2,1,ND ND,ND, 1
G 1 Gl1 1 ND
, TORIT T e 2 1
ﬂﬁ S 1 G20 1 ND
' ' Hiw | Bk 4+ G5 2,1,ND ND, ND, 1
S 2 G12 1 1
P 2 G28 ND 1
ol 1 G12 ND 1
oy 1 G28 1 ND
H 9 G12 1 4
1 I 4 G12 1 3
l'll" B’ & S & w2 2 G30 ) ND
i Ine W5 G0 3 1
P 1 G15 1 ND
& 2 G17 2 ND
— Gl 4 G17 ) ND
G 12 Gl19 3 3
T 16 GI2GI8 2,1  8ND
B13 1 G238 1 ND
L vl 1 G27 1 ND
M1 G6 1 ND
B N 2 G6,G18 1,1  ND,ND
L 2 Gl1 2 ND
U 4 G23 3 ND

Figura 2.2. Dendograma con pulsotipos de S. aureus identificados desde
muestras de leche y superficies con adherencia macroscoépicas de laregion
de Nuble. *: Pulsotipo identificado por visual, % Leche de estanque; 3: superficie

en contacto con leche con adherencia macroscopica). Fuente: Elaboracién Propia.
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Figura 2.3. Mapa referencial de distribucion de pulsotipos de S. aureus
identificados en mas de una lecheria en comunas de la regién de Nuble.
Etiquetas de pulsotipos en rojo (B.1, D, E, J, K, N, Q) corresponden a pulsotipos
distribuidos en comunas diferentes; etiquetas de cepas en verde (A, Al)
corresponden a pulsotipos distribuidos dentro de una misma comuna; areas
rectangulares en azul corresponden a operacion lechera con mas de un pulsotipo

distribuido entre operaciones lecheras. Fuente: Elaboracion Propia.

32



Tabla 2.1. Pulsotipos de Staphylococcus aureus identificados desde leche de

estanque (BTM) y adherencias macroscopicas en superficie de equipo de

ordefio (AMES) en lecherias de Nuble y su indice de Diversidad de Simpson

(SID). Fuente: Elaboracion Propia.

Lecheria Comuna SID S. aureus + Pulsotipos Frecuencia de Fuente!
ID pulsotipo
BTM AMES BTM AMES
1 Cato 0.8 3/3 + A/A.1/C/D  16.6/16.6/50/16.6  1/1/2/0  -/-/+/+
2 Cato 0.67 1/3 + AJA.2 66.6/33.3 11 +/-
4 Cato 0 2/3 ND Q 100 2 ND
5 Bulnes 0.67 3/3 ND E/K 50/50 2/2 ND
6 Cato 1 3/3 ND A.3/E/MIN 25/25/25/25 1/1/1/1 ND
7 Cato 0 2/3 ND A.l 100 2 ND
9 Cato 0.73 3/3 ND D/O/0.1 50/33.3/16.6 3/2/1 ND
10 Coihueco 0 3/3 + D 100 3 +
11 Coihueco  0.83 2/3 ND F.12/K/L 25/25/50 1/1/2 ND
12 Cato 0.82 3/3 + E/E.1/H/ 3.7/11.1/18.5/ 0/2/1/ +/+/+]
113/ 14.8/37.0/ 1/1/ +/+/
K/K.1/K.2 3.7/7.4/ 3.7 0/1/0 +/+/+
14 Cato 0 3/3 ND E.11 100 3 ND
15 San Carlos ND 1/3 ND P 100 1 ND
16 San Carlos 053  3/3 + B/B.1 71.4/28.6 3/1 +/+
17 San Carlos 0.67 3/3 ND FIF.1 50/50 2/2 ND
18 San Carlos 0.9 3/3 ND JIN/Q/Q.1 20/20/40/20 1/1/2/1 ND
19 0 3/3 + G 100 3 +
20 San Nicolas 0.67  2/3 ND R/S 66.6 /33.3 2/1 ND
21 San Nicolas 0 3/3 ND T 100 3 ND
23 Bulnes 0 3/3 ND U 100 3 ND
27 San Carlos 1 1/3 ND VIV.1 50/ 50 1/1 ND
28 Bulnes 1 2/3 + B.1/B.1.2/ 20/20/ 1/1/ -I-1
B.1.3/ 20/ 1/ -/
1.2/P.2 20/20 1/0 -1+
29 Bulnes 0 3/3 ND B.2 100 3 ND
30 Bulnes 0.53 3/3 + WIW.2 60/ 40 32 +/-

lFuente de S. aureus: 2AMES = Adherencias/biopeliculas en superficies del equipo de ordefio en
contacto con leche (pezoneras, colectores, valvula del colector, tubo corto de leche, tubo largo de
leche, salida y aspa de estanque, tarro de leche, tapa y jarra de leche, manguera de desvié de leche
mastitica y linea de leche), BTM= Leche de estanque, ND= no detectado. Fuente: Elaboracion Propia.
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Figura. 2.4. Patrén de pulsotipos de S. aureus identificados en 3 muestras de

~

leche de estanque consecutivas en 23 de lecherias de la region de Nuble.

Muestra leche 1: barra blanca; Muestra 2: barra plomo clara; y Muestra 3; plomo

obscuro. Fuente: Elaboracion Propia.
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(26,1%), 2 (8.6%) y 1 (4,3%) lecherias, respectivamente. En 18 lecherias (78.2%)
el mismo pulsotipo de S. aureus fue identificado en al menos 2 muestras de BTM

provenientes de diferentes ordefias (Tabla 2.1).

Pulsotipos de S. aureus en adherencias macroscopicas de superficies en
contacto con leche

De las 8 lecherias en las que se identificaron aislados de S. aureus desde AMES,
en 7 de ellas se observo clonalidad entre pulsotipos presentes en AMES y BTM
(Tabla 2.2). Dentro de éstas 7 lecherias, en 5 de ellas (ID#: 2, 10, 16, 19 y 30) se
identific6 un pulsotipo Unico dentro de las muestras evaluadas, 6 pulsotipos
estrechamente relacionados. En las lecherias 1 y 12 se identifico clonalidad entre
los pulsotipos identificados en BTM y AMES; como también se identificaron
pulsotipos presentes sdlo en AMES. En las lecheria 12 (SID=0.82), todos los
pulsotipos identificados en las muestras de leche de estanque fueron también
aislados desde AMES. Particularmente en la granja 12, los pulsotipos E y K
identificados en AMES no se identificaron en leche de estanque de ésta lecheria;
sin embargo, fueron aislados en BTM de las lecherias 5, 6 y 11. La lecheria 1
(SID=0.8), el pulsotipo C se identificado tanto en la jarra de leche como en 2
muestras de leche de estanque. Sin embargo, el pulsotipo D, aislado desde
manguera de leche mastitica, no se identificO desde BTM. Por otro lado, el
pulsotipo P2 fue identificado Unicamente en la adherencia de la tapa de jarra de la

lecheria en esa muestra y lecheria.
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Tabla 2.2. Lecherias con distribucién clonal de pulsotipos de Staphylococcus
aureus en adherencias macroscopicas en superficies en contacto con lechey

leche de estanque de Chile.

Lecheria Pulsotipos Pulsotipo con Muestras
por lecheria distribucion
clonal BTM! AMES?
1 A, Al C,D. C 2/3 Jarra de Leche
2 A A2 A 1/3 Manguera para desviar leche mastitica
10 D D 3/3 Colector, tubo largo de leche, tarro de
leche.
12 E,E.1,H,IJ, H 1/3 Pezonera (Tl, DD), Tarro de leche
K, K.1, K.2. (n=1),

1/3 Pezoneras (Dl), Tarro de leche (n=1),
Manguera Larga de Leche.
J 2/3 Pezoneras (TD, DI), Tubo corto de
leche (DD), Tubo largo de leche, Tarro
de leche (n=2), Estanque (Salida

externa e interna, y aspa).

E.1 2/3 Valvula del Colector
K.1 1/3 Salida externa del estanque
16 B, B.1 B 3/3 Linea de leche 2.5m
B.1 1/3 Linea de leche 0.6 m
19 G G 3/3 Tarro de leche (n=2)
30 W.w2 W 3/3 Colector

1 BTM: leche de estanque; AMES? Adherencias macroscépicas en superficies en

contacto con leche. Fuente: Elaboracion Propia.
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DISCUSION

Diversidad de pulsotipos de S. aureus dentro de lecherias de laregion de
Nuble

La diversidad de los patrones de distribucién de pulsotipos en las muestras de BTM
dentro de las lecherias fue variable; identificandose desde homogéneo (SID=0) a
heterogéneo (SID=1). La principal fuente reconocida de S. aureus en los rebafios
lecheros es la glandula mamaria infectada que elimina este patégeno a través de
la leche secretada (Sears et. al; 1990), y en los cursos subclinicos se acopia en la
BTM durante el ordefio. Considerando este antecedente, una fuente de origen
probable de los pulsotipos de S. aureus identificados de manera consistente en las
muestras de BTM de nuestro estudio, podria corresponder a pulsotipos de origen
intramamarios. A este respecto, en una investigacion complementaria, pero
externa a los objetivos planteados en nuestro estudio, Latorre et. al (2020) evalu6
en la granja ID#12 la relacion genética de los pulsotipos identificados en las
muestras de BTM, AMES (incluidos en nuestro estudio) y aislados de leche de IMI
animales de esta lecheria (Latorre et. al, 2020). Los resultados de ésta evaluacion
indican clonalidad entre los pulsotipos de S. aureus identificados en animales,
superficies y leche de estanque (Anexo 3). M&s aun, los mismos clones han sido
identificados en muestras de animales en afios diferentes. Por lo anterior, un
posible origen de los pulsotipos presentes en BTM y AMES podria corresponder a
la glandula mamaria infectada, si bien la direccionalidad de la contaminacion no es

posible de determinar (Latorre et. al, 2020).

Por otro lado, las fuentes extramamarias de S. aureus también representan un

potencial origen de los pulsotipos de S. aureus presentes en la leche de estanque.
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Diversas fuentes extramamarias han sido evaluadas como una potencial fuente de
S. aureus como causante de IMI en el rebafio (Zadoks

et. al, 2002; Haveri et. al, 2008; Latorre et. al, 2020). Sin embargo, el analisis de
cepas de S. aureus presentes en adherencias y/o biopeliculas en superficies en
contacto con leche y su rol como potenciales fuentes de origenes de las cepas de
leche de estanque, no ha sido descrito previo a la investigacion de nuestro equipo
(Latorre et. al, 2020). Al identificar en nuestro estudio que 87.5% de las lecherias
con AMES-S. aureus®™ presenté clonalidad entre los pulsotipos de S. aureus
presentes en AMES y leche de estanque, se reafirma el rol potencial de las
adherencias y/o biopeliculas como fuente de origen de pulsotipos en leche de
estanque. Ademas, en el caso particular de la lecheria 12, la investigacién de
Latorre et. al (2020) confirmé que las superficies de adherencias macroscopicas
presentes en pezonera, valvula del colector, manguera de leche, y tubo corto de
leche S. aureus®™ corresponden a biopeliculas (Anexo 4.1 y 4.2). En las
biopeliculas visualizadas en cada muestra evaluada por Latorre, se identificaron
bacterias cocaceas compatibles en tamafio, morfologia y crecimiento a S. aureus.
La granja 12 en particular, fue en la que el mayor nimero de muestras AMES-S.
aureus™ y todos los pulsotipos identificados en estas muestras, a excepcion del
pulsotipo K, fueron identificados en muestras de leche de estanque. Estos
resultados resaltan la importancia del proceso de higiene para la correcta
eliminacion de residuos de leche en superficies. La leche tiene nutrientes
importantes para el crecimiento bacteriano y por lo tanto, las deficiencias durante
el proceso de limpieza pueden permitir que residuos de leche permanezcan en las

superficies del equipo. La presencia de bacterias con capacidad para formar
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biopeliculas, la presencia de residuos de leche y el tiempo transcurrido entre
ordefios puedes proporcionar un ambiente propicio para la formacién de
adherencias y/o biopeliculas en estas superficies (Alonso y Kabuki, 2019; Latorre
et. al., 2009, 2010, 2020). Durante la formacion de la biopelicula, la Ultima etapa
descrita es la dispersion de la célula bacteriana al ambiente; lo que puede coincidir
con eliminaciéon de estas bacterias a leche de estanque (Latorre, et al., 2010;
Moormeier y Bayles, 2017). La presencia de biopeliculas en superficies en
contacto con la leche, es importante no tan sélo para S. aureus, sino también para
otros microorganismos patdgenos con habilidad de formar biopeliculas y de
importancia en salud publica como por ejemplo L. monocytogenes (Latorre et. al,
2010). De todo esto se desprende que el proceso de limpieza e higiene del equipo
de ordefio debe considerar todos los parametros necesarios para asegurar la
eliminacion de remanentes de leche y bacterias presentes en el equipo posterior a
la ordefa. El lavado de equipo robotizado se ha implementado en las lecherias de
todo el mundo; sin embargo en la regién de Nuble, Chile, las lecherias de tamafio
pequefio a mediano como las incluidas en nuestro estudio en su mayoria realiza
el procedimiento de limpieza e higienizacion del equipo con fallas en su
implementacion (Latorre; datos no publicados). Por anterior, las biopeliculas
presentes en el equipo de ordefio potencialmente pueden albergar
microorganismos de importancia en salud publica presentes en el ambiente de la
operacion lechera e identificados previamente en la BTM tales E. coli Shiga-toxina
positivas, E. coli O157H7, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., and Yersinia

enterocolitica (Jayarao et. al., 2001, Latorre et. al, 2010).
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Por otro lado, la presencia de pulsotipos de S. aureus genéticamente relacionados,
podria significar una evolucion temporal de los pulsotipos dentro de la lecheria.
Esta evolucion ha sido descrita previamente desde lecherias; como también en

ambientes hospitalarios en humanos por (O’Brien et. al, 1999; Zadoks et. al, 2000).

Diversidad de pulsotipos de S. aureus entre de lecherias de laregién de
Nuble

Una alta heterogeneidad de pulsotipos de S. aureus fue identificado en nuestro
estudio entre muestras de leche de estanque de lecherias de la Region de Nuble,
lo que es consistente con resultados descritos anteriormente evaluando una Unica
muestra de leche de 62 lecherias de las provincias de Biobio y Nuble (Pacha et. al

2015).

En nuestro resultados se identificd la distribucion de 9 pulsotipos de S. aureus entre
operaciones lecheras distintas, donde 7 de ellas se encontraban distribuidas en
comunas geograficamente distantes como por ejemplo es el caso de la cepas B.1
distribuidas entre las comunas de San Carlos y Bulnes (40 Km distancia
aproximado). La distribucion de éstos pulsotipos entre operaciones lecheras no
relacionadas podrian indicar que la existencia de una fuente comun que actie
como vehiculo en la diseminacion de estas cepas. Considerando la dinamica de
movimiento de una produccion lechera bovina, la propagacién de los pulsotipos de
S. aureus podria atribuirse entre otras al movimiento de microorganismos a través
de fémites o vectores que interactien entre lecherias. A éste respecto podemos

considerar por ejemplo animales que ingresan y salen de una lecheria a otra,
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insectos, ropa de personal (médicos veterinarios, asesores), personal
(ordefiadores, médicos veterinarios) y camiones de leche, entre otros.

El movimiento animal entre recintos animales ha sido reconocido como un peligro
importante para la propagacion de patégenos de mastitis contagiosa, lo que
aumenta la importancia de evaluar el ganado antes de que se incorpore al rebafio
(Wells, 2000). Durante el desarrollo de nuestra investigacion, entre el periodo de
2014 a 2016, lecherias incluidas en este estudio cerraron sus instalaciones
vendiendo sus animales a otras lecherias lecheras. Esto podria contribuir a una
potencial propagacion de cepas de S. aureus entre las lecherias. A nuestro
conocimiento, no se ha evaluado la dinamica de distribucién de cepas en rebafios
lecheros al ingresar animales infectados. Sin embargo, Voelk et. al (2014) describio
la presencia de cepas de S. aureus genotipo B en rebafios libres posterior a
compartir el equipo de ordefia con rebafos S. aureus genotipo B positivos.

Por otro lado, superficies abiéticas pueden comportarse como fémites y contribuir
a la propagacion de S. aureus. La epidemiologia molecular ha descrito una
distribucion clonal de L. monocytogenes entre heces de los animales, zapatos y
guantes almacenados en casas de trabajadores rurales, sugiriendo una causalidad
de distribucién desde sitio de trabajo hacia el hogar de sus trabajadores (Kersting
et. al.,, 2009). A pesar que la dindmica de S. aureus entre superficies abidticas
como vestimenta del personal de lecheria no se ha investigado, en hospitales
humanos se ha descrito la distribucién de clones de Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (MRSA) entre servicios no relacionados (ej. Cirugia y
pediatria), y su presencia en calzado y ropa de personal hospitalario (Kanwar et.

al., 2019). Por lo anterior, el personal de trabajo interconectado entre lecherias,
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como por ejemplo el Médico Veterinario, conductor del camion de la leche, y sus
respectivas vestimentas, y vehiculos puede representar un potencial medio de
propagacion de microorganismos entre lecherias.

Nuestra principal hipotesis considera que los pulsotipos distribuidos entre
lecherias, e inclusive dentro de muestras positivas dentro de lecherias, se
atribuyan a una potencial causalidad epidemiolégica. No obstante, es importante
no excluir el concepto de cepas con diseminacién universal. Estos pulsotipos
diseminados universalmente se encuentran distribuidos entre ambientes de
manera ubicua y sin tener una asociacion epidemioldgica, lo que podria
representar un confusor en nuestros resultados. La presencia de pulsotipos con
distribucion universal ha sido descritas para especies como L. monocytogenes
(Zadoks y Schukken, 2006; Moura et. al., 2016). Al considerar la amplia diversidad
identificada de pulsotipos de S. aureus entre lecherias, estos pulsotipos

universales, representarian una proporcion del total de pulsotipos identificados.

En produccién lechera un gran nimero de publicaciones de S. aureus se vincula a
la epidemiologia de S. aureus de origen intramamario entre y dentro de lecherias
(Capurro et al, 2010; Ruegg et al., 2017). Por lo anterior, publicaciones previas
vinculando el rol de las superficies del equipo de ordefio con las cepas causantes
de IMI han sido reportadas previamente (Zadoks et al., 2002; Haveri et al., 2008).
La diversidad de S. aureus entre y dentro de lecherias de muestras de superficies
en contacto con la leche vinculadas con su identificacion en leche de estanque ha
sido escasamente reportado (Lee et. al, 2012; Latorre et. al, 2020). Lee et. al (2012)
evalud la presencia de pulsotipos de S. aureus en leche mastitica, superficies

interna de pezonera, utensilios, y BTM de 10 lecherias de baja produccion lechera
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en Brasil. Los resultados de Lee et. al (2012) identificaron una baja frecuencia de
muestras de BTM positivos a S. aureus y, dénde 2 de los 12 clusters de pulsotipos
encontrados se aislaron simultdneamente en superficies y BTM. Cabe destacar
que es complejo contrastar directamente los resultados de Lee et. al (2012)
considerando que los criterios de nuestra investigacion difieren en que el criterio
de clasificacion de los pulsotipos (exigencia de similitud de un 80%). Al considerar
en nuestros analisis el criterio de Tenover, nuestros analisis consideran una mayor
exigencia en la designacion de pulsotipos. Por otro lado, el criterio de seleccion de
muestras no considera las adherencias; que planteamos podria representar una
fuente constante que microorganismos viables al estar presente en las superficies
en contacto con leche. Por lo anterior, contrastar los resultados anteriormente
presentados con los reportados por otros grupos de investigacion es limitado por

la escasa literatura disponible; o los diferentes criterios utilizados en el analisis.

La técnica de digestion enzimatica y PFGE se ha utilizado para la vigilancia de
brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos Pulsenet del centro de
enfermedades de los Estados Unidos (CDC) para diversos microorganismos,
incluyendo Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Salmonella sp., E. coli

O157H7, entre otros. (https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/protocols.html);

como también se describié el protocolo de identificacion de MRSA. En nuestro
estudio se realizd la subtipificacibn usando la digestion enzimatica del ADN
bacteriano con una Unica enzima Smal acorde con el protocolo descrito por el
CDC. No obstante, la sensibilidad de la deteccibn de microorganismos
genéticamente relacionados por PFGE es posible de aumentar cuando el ADN el

mismo aislado es restringido por mas de una enzima en protocolos diferentes
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(Latorre et. al., 2009). Al aumentar el poder de discriminacion, la capacidad de
clasificar 2 pulsotipos diferentes como diferentes aumenta; aumentando la
sensibilidad de la técnica. Al considerar nuestros resultados, el poder de
discriminacion de la técnica utilizando s6lo una enzima de restriccion fue suficiente
al evaluar la diversidad de cepas entre las lecherias analizadas. Sin embargo, el
aumentar la discriminacion de los pulsotipos previamente clasificados como
clones, podria aumentar al complementar el andlisis con otra enzima. La técnica
de PFGE se ha sido descrita como la técnica estandar de oro para comparar
genomas bacterianos durante muchos afos por el CDC, comparando genomas
bacterianos utilizando el patrén de bandas de 15 a 30 bandas de ADN. No
obstante, con el desarrollo y validacion de nuevas técnicas moleculares como la
secuenciaciéon masiva de genomas completos, a partir del 2019 Pulsenet (CDC),
ha comenzado a remplazar el diagndstico de relacion epidemioldgica de brotes en
enfermedades transmitidas por los alimentos de PFGE a secuenciacién masiva.
La técnica de PFGE permiti6 identificar, con buen potencial de discriminacion, las
cepas identificadas en la presente investigacion, por lo que puede significar una
importante técnica de evaluacion de diversidad de poblaciones bacterianas de S.

aureus en leche de estanque y superficie.

Pese a que nuestros resultados indican que entre lecherias de la region de Nuble
una amplia diversidad de S. aureus se encuentran distribuidos, la diversidad dentro
de cada lecheria varié describiéndose de clonal, estrechamente relacionada, a
heterogénea con pulsotipos no relacionados genéticamente. Mas alla, pulsotipos
de S. aureus distribuidos entre lecherias diferentes presentaron diferentes

dindmicas dentro de las operaciones lecheras. La clonalidad entre cepas de S.
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aureus presentes en adherencias/biopeliculas y muestras de leche de estanque
representa un potencial reservorio de este microorganismo al recuento bacteriano
de estanque. Los resultados del presente capitulo refuerzan la importancia de
reconocer la dinamica e identificar posibles reservorios de éste patégeno

intramamario y potencial patdgeno humano en la produccion lechera.
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CONCLUSIONES

1. Existe una alta diversidad de cepas de S. aureus presentes entre las operaciones

lecheras de la regién de Nuble (SID=0.99).

2. Dentro de las operaciones lecheras de la region de Nuble existe variabilidad en
la diversidad de cepas de S. aureus identificadas en leche de estanque y

superficies (SID=0-1).
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CAPITULO 3

IDENTIFICACION GENOTIPICA DE FACTORES DE VIRULENCIA PRESENTES EN
AISLADOS DE S. aureus DE OPERACIONES LECHERAS DE LA REGION DE

NUBLE

Pacha, P.A., M.A. Munoz, E. Paredes-Osses, and A.A. Latorre. 2020. Short
communication: Virulence profiles of Staphylococcus aureus isolated from bulk tank milk
and adherences on milking equipment on Chilean dairy farms. Journal of Dairy Science

103:4732-4737. doi:10.3168/jds.2019-17794. (Anexo 6)

INTRODUCCION

Una gran variabilidad de cepas de S. aureus han sido identificadas entre y dentro de
operaciones lecheras de diferentes zonas del mundo (Joo et al.,, 2001; Jayarao et al.,
2004; Capurro et al., 2010; Pacha, 2015) identificandose que algunas de estas son las
responsables de las IMI dentro del rebafio y otras pertenecen a cepas presentes en el
ambiente (Zadoks et al., 2011). Diferencias entre estas cepas (IMIl vs ambientales) son
atribuibles a factores que le permiten ingresar, sobrevivir y multiplicarse dentro de la
glandula mamaria. Los factores de virulencia son componentes estructurales o factores
extracelulares que permiten la adhesion, establecimiento y multiplicacion de un
determinado microorganismo causando una enfermedad (Sutra and Poutrel, 1994).
Staphylococcus aureus es una bacteria que presenta una amplia diversidad de cepas
con significante variacién en sus patrones de factores de virulencia, estructurales y
enzimaticos (Fuello, 2005). En las diferentes patologias asociadas con S. aureus, se

describe la interaccion variable de alrededor de 40 factores de virulencia dentro de los
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gue se incluyen toxinas extracelulares, enzimas y proteinas de superficie (Arvidson and
Tegmark, 2001). De esta forma, se describe que no existe un factor de virulencia
predominante que sea responsable por si sélo, de la patogénesis de S. aureus, a
excepcion de enterotoxinas estafilococicas, SE, y toxinas del sindrome del Shock téxico,
TSST-1 especificas de S. aureus (Arvisdon and Tegmark, 2001). Sin embargo, algunos
factores de virulencia pueden ser mas importantes que otros dependiendo de la etapa
de la patogenia (Fitzgerald et. al, 2000). La expresion de los factores de virulencia varia
entre cepas y fases de crecimiento bacteriano; de esta forma se describe que factores
de adhesidn a proteinas del hospedador (i.e. fibronectina, fibrinégeno, colageno, etc.),
son expresados durante la etapa de crecimiento exponencial, y que posterior a esta, se
expresan los factores secretores relacionadas con resistencia a la fagocitosis y

diseminacion de la infeccion (i.e. coagulasa, leucocidinas, etc.) (Ziebandt et. al, 2004).

Patobiologia de S. aureus en una IMI

La patobiologia clasica de una IMI se inicia con el ingreso de S. aureus por el orificio
del pezon a la glandula mamaria de forma ascendente tipicamente, durante la rutina de
ordefio. En la ordefia, el esfinter del pezén se abre y tapén de queratina es removido de
la punta del pezén, lo que facilita el ingreso de microorganismos que ha colonizado el
piel de la punta pezon, a la glandula (Sutra and Poultrel, 1994; Blowey and Edmonson,
2010). Adicionalmente, el aumento en la presion intramamaria permite el paso de
microorganismos presentes en la punta del pezén al interior de la glandula mamaria. Una
vez que S. aureus ha ingresado al interior de la glandula mamaria, debe ocurrir la
adhesion de la bacteria al tejido mamario (lumen alveolar, conducto lactifero, epitelio
glandular epitelial) (Kerro-Dego et al., 2002). La adhesion bacteria-célula puede ocurrir

de forma especifica a través de ligandos celulares o receptores de superficie, o de forma
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inespecifica a través de uniones fisico-quimicas (Kerro-Dego et al., 2002). La adhesién
bacteria-célula de S. aureus sucede a través de proteinas que son componentes de la
superficie microbiana que reconocen moléculas adhesivas de la matriz conocidas como
las MSCRAMMSs (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules)
que permiten la union al hospedador (Sutra and Poultrel, 1994; Foster and HA6k, 1998).
En la superficie de las células epiteliales mamarias, se encuentran glicoconjugados
(proteoglicanos, glicoproteinas y glicolipidos). Dentro de las glicoproteinas de adhesién
presentes en la matriz celular se describen, la fibronectina, el colageno, la laminina, la
elastina, vitronectina y el fibrinégeno. Adicionalmente, en la medida que exista epitelio
dafiado, las proteinas de la matiz celular estan expuestas. La adhesina A de fibronectina
(fnbA) se encuentra descrita dentro de los factores de virulencia de importancia en cepas
de S. aureus de IMI subclinicas (Khoramian et al., 2015). La adhesina A de fibronectina
(fnbA) es una proteina de la coagulacion dependiente de fibrinbgeno que media la
adhesion bacteriana a superficies con fibrindgeno (Mcdevitt et al., 1997).

Durante la colonizacién de la glandula mamaria por S. aureus, ocurre la expresion de
factores antifagociticos; tales como la capsula y la proteina A de S. aureus. La proteina
A es una proteina polimorfica considerada como uno de los factores de virulencia mas
importantes en la invasion de S. aureus (Zecconi et al., 2006). La proteina A es codificada
por el gen spa y posee 3 dominios en la célula bacteriana: intracelular, de
transmembrana y unido a la pared celular. La porciéon de la proteina A ubicada en la
superficie bacteriana se une a la porcién FC de la inmunoglobulina IgG (principalmente
lgG>) y factor de Von Willenbranet; inhibiendo asi, el reconocimiento por el sistema
inmune (Sutra and Poutrel, 1994). El polimorfismo del gen spa ha sido identificado en la

gran mayoria de las cepas de S. aureus asociadas a IMI bovinas, siendo utilizado para
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la subtipificacién de éstas (Zecconi et al., 2006; Bar-Gal et al., 2015). Se ha identificado
que el S. aureus posee mecanismos de evasion de fagocitosis; ingresando al interior de
células fagociticas, como también la invasion y replicacion de S. aureus en el interior de
células epiteliales in vitro (Almeida et al., 1996; Hebert et al., 2000; Blowey and

Edmonson, 2010).

Una gran mayoria de S. aureus asociadas a IMI poseen una capa exopolisacéarida que
ayuda a la adherencia y colonizacién en la glandula mamaria (Aguilar et al., 2001). Fox
et. al (2005) describe que cepas de S. aureus causantes de IMI in vitro poseen una mayor
habilidad de formadora de biopeliculas al ser comparadas con cepas de S. aureus
ambientales. Se han identificado genes que permiten la formacién in vitro de la capa de
exopolisacaridos o slime layer. El operon ica (adhesion intercelular) codifica el
polisacarido de adhesina intercelular (PIA) que permite la agregacién entre células
bacteriana y formacion de una biopelicula asociada a PIA (Crampton et. al, 1999;
Vasudevan et. al, 2002; Khoramian et al., 2015). El operdn ica esta compuesto por los
genes ica A, B, C y D. El PIA esta compuesto por uniones (3-1,6 de glicosamina y sus
sintesis es realizada por la enzima N-acetilglucosaminil transferasa; codificada a partir
de icaA. La coexpresion de icaA e icaD se describe son de importancia para la expresion
fenotipica de la cdpsula polisacarida y formacion de biopelicula. Durante el transcurso
de una IMI por S. aureus, éste puede ser eliminado de forma intermitente a través de la
leche (Sears et al., 1990). Este hecho puede generar repercusiones en la higiene del
equipo de ordefio y eventualmente mermar la calidad microbiolégica de la leche. Fallas
en la limpieza o disefio del equipo de ordefio (problemas de angulo de inclinacién)
permiten mantener restos de leche y microorganismos en contacto con estas superficies

durante periodos inter-ordefios; generando el espacio para que microorganismos con
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habilidad formadora de biopeliculas como S. aureus puedan establecerse y asociarse
estrechamente a estas superficies. De esta forma, la presencia de biopeliculas en
equipos de ordefio podria convertirse en una fuente de microorganismos que al ser
arrastrados de forma mecénica durante cada ordefio finalizan en la leche de estanque e
incrementan potencialmente los valores de unidades formadoras de colonias (Latorre et

al., 2010; Latorre et al., 2011).

Factores de virulencia de impacto en salud publica.

Enterotoxinas estafiloc6cicas. La leche es un alimento utilizado como materia prima
para consumo directo (crudo) de una proporcion de la poblacion humana o es acopiada
como materia prima para la elaboracion de otros productos. Adicionalmente, la leche es
un medio nutricio ideal para el crecimiento y desarrollo bacteriano. Pese que en algunos
lugares, como en ciertos estados de los Estados Unidos, es legalmente permitido el
consumo de leche cruda (http://www.realrawmilkfacts.com/raw-milk-regulations), la
pasteurizacion de leche cruda es norma como requisito para su consumo humano. En
Chile, el articulo 200 del Reglamento Sanitario de los Alimentos DT 77/966 menciona
gue “la pasteurizacion de la leche es obligatoria en aquellas localidades en que el
Presidente de la Republica lo haya asi decretado, de acuerdo a la Ley N° 4869 del 4 de
Agosto de 1930, como asimismo la de los productos derivados de ella”. Pese a lo
anterior, reportes preliminares de consumo de leche cruda identificaron que 6 de 9
(66,6%) operaciones lecheras de la provincia de Nuble poseen al menos un trabajador
que consume rutinariamente leche cruda (Latorre and Mufioz, 2013). En la provincia de
Nuble se describe que 19 (50%) de operaciones lecheras son positivas al menos a un
genotipo de S. aureus en muestras leche de estanque de diferentes lecherias (Pacha,

2015). La presencia de cepas heterogéneas permite plantear si estas cepas de S. aureus
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presentes en le leche de estanque (independiente de su origen IMI o ambiental), poseen
en su genotipo, la potencialidad de producir enfermedades de impacto en salud publica.
Las enterotoxinas estafilocécicas (SE) son una heterogénea familia de proteinas
clasificadas en 7 serotipos enterotoxigénicos diferentes: A, B, C1, C2 C3, D, E (Bequer
et al., 1997). Las SE son toxinas termoestables que se comportan como superantigenos
al estimular inespecificamente los linfocitos T (Balaban and Rasooli, 2000). El cuadro de
intoxicacion por toxinas estafilococicas suele presentarse entre 1 a 6 horas de
consumido el alimento; sin embargo la presentacion aguda de los sintomas puede
suceder a los 30 minutos posterior al consumo del alimento. En Chile la identificacién
de toxinas estafilocécicas (SE) es realizado por el Instituto de Salud publica (ISP) desde
cepas recolectadas por Secretarias Regionales de Ministerio (SEREMI) de Salud. Este
analisis se basa en la detecciébn mediante serologia de las SE: A, B, C y D. Durante el
periodo de enero del 2011 a diciembre del 2014, el ISP identifico 570 cepas de S. aureus
aisladas desde muestras de alimentos de diferente naturaleza distribuidas en
frecuencias anuales de 100 a 182 cepas. De estas cepas, entre el 16% y 42% resultaron
positivas a la presencia de enterotoxinas estafilococicas principalmente SE A y B
(Instituto de Salud Publica, 2015a). Pese que este reporte indique un bajo nimero de
cepas aislado quesos, permite reportar que existe un nimero no menor de cepas de S.
aureus con potencialidad genética para generar cuadros enterotoxigénicos en la
poblacion. Considerando que el consumo de leche cruda, pese a ser una practica poco
documentada, es una realidad entre las lecherias de la regién de Nuble; es importante
considerar que existe un potencial riesgo, entre otros patdgenos, de consumir leche o
productos lacteos elaborados con leche no pasteurizada con presencia de toxinas

estafilocécicas (u otros riesgos microbiolégicos).
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Resistencia a Meticilina.

La facultad de establecer mecanismaos de resistencia antibiotica ha sido ampliamente
descrita para S. aureus, luego de que éste fuera capaz de generar resistencia a la
penicilina luego de unos afios de su uso clinico durante los afios 40. De esta forma,
cepas de S. aureus fueron capaces de sintetizar B-lactamasas que inactivaban la accién
de la penicilina. A partir de este hecho, un grupo de B-lactamicos semi-sintéticos han
sido desarrollados dentro de los que se describe la meticilina; cuyo principio activo
resistente a la accion de las B-lactamasas. Sin embargo; en 1960 a un afio de instaurado
este antibiético en su uso clinico en Inglaterra, los primeros casos de resistencia a
meticilina fueron descritos en las infecciones intra-hospitalarias (Barber, 1960). En un
comienzo, la presencia de Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA;
methicillin resistent S. aureus) fue descrita inicialmente de manera restrictiva a casos
intrahospitalarios. No obstante, a partir de los afios 90 comenzaron a describirse la
presencia de MRSA en casos de pacientes no involucrados con recientes hechos
intrahospitalarios y en Chile en 2008 (Noriega et. al, 2008). De esta forma, las cepas de
MRSA fueron subdivididas en dos grandes grupos: MRSA aisladas y asociadas a casos
intrahospitalarios (hospital associates, HA-MRSA) y MRSA aisladas desde comunidad
(Community- acquired; CA-MRSA). Donde los MRSA de origen hospitalario se describe
poseen resistencia a otras familias a antibacterianos; presentando multiresistencia. Los
mecanismo de resistencia a la meticilinade S. aureus se describe que se puede producir
por tres mecanismos: i) hiperproduccion de Blactamasas, i) modificacién en la estructura
de una de las 4 proteinas ligadora a penicilina (PBPs; penicilin binding proteins)
presentes en la membrana citoplasmatica de S. aureus, y iii) presencia de una proteina

ligadora de penicilina adquirida denominada PBP2a (Palavecino, 2007). Las cepas de
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MRSA poseen la capacidad de codificar la enzima PBP2a que posee una baja afinidad
por los antibiéticos B-lactdmicos. Esta proteina esta codificada por el gen mecA que esta
contenido en el elemento genético movil SCCmec (Cassette cromosomico estafilococico
mec), en las que el complejo de genes mec y del complejo SCCmec Yy regiones |j
determinan los subtipos de un cassette cromosomal. A la fecha se han descrito 11
cassettes cromosomales estafilococicos que codifican la resistencia a meticilina (Aguayo
et. al, 2018). Al evaluar la presencia del gen mecA aislados de S. aureus identificados
desde leche de estanque se lecherias del Estado de Minnesota en los Estados Unidos,
2 de 50 (4%) de las lecherias resultaron positivas a mecA (Haran et al., 2012). Por otro
lado, en Corea durante los afios 1997 al 2004, se identificaron prevalencias anuales de
aislados de S. aureus mecA positivos que variaron entre un 0 al 8.7 % (Moon et al.,
2007). En Chile el Instituto de Salud Publica (ISP), es el encargado del programa de
vigilancia de fenotipo SARM comunitario que incluye la confirmacion de los genes mecA
y pvl (toxina de Panton-Valentine) y tipificacion por macrorestriccion, por polimorfismo
de proteina Spa vy tipificacién por multilocus (Multilocus strain typing, MLST) (Instituto
Salud Publica, 2013; http://www.ispch.cl/content/19540). Durante los afios 2007-2012,
se reportaron en la region del Biobio, un total de 7 aislados de MRSA identificados
desde sistemas de atencién publico. Durante los afios 2013 y 2014, se identificaron un
total de 60 aislados de MRSA en la region del Biobio, figurando en 3¢ lugar dentro de
las regiones del pais. Sin embargo, este ultimo reporte incluye sélo las provincias de
Concepcion (n=53) y del Biobio (n=7) (Instituto de Salud publica; 2015b). De esta forma
la condicion MRSA en la regién del Nuble es desconocida; méas aun ligada al ambito

rural y leche cruda.
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El gen mecC otorga resistencia a meticilina y se encuentra principalmente ligado al
ambito veterinario y animal, al ser identificado el afio 2011 en la poblacién bovina en el
Reino Unido (Garcia-Alvarez et. al, 2011). El gen mecC es homologo al gen mecA en un
70% y la proteina codificada tiene un 63% de homologia con PBP2a. En la deteccién
fenotipica de MRSA dada por mecC, la deteccién por sensibilidad por método en disco
en sensidiscos de cloxacilina, ha descrito un nimero importante de falsos negativos. En
Chile, a nuestro conocimiento escasamente se ha evaluado la presencia de resistencia
a meticilina mecA y no se ha evaluado la presencia de mecC en explotaciones
veterinarias. Por lo anterior, en el presente capitulo se evaluara la presencia de los
genes importancia en patogenia de IMI y de salud publica ligada a toxinas y resistencia
antimicrobiana en aislados de S. aureus identificados en las explotaciones de la regiéon

de Nuble, Chile.
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HIPOTESIS
Cepas de S. aureus aislados desde muestras de leche de estanque y superficies de
equipo de ordefia de operaciones lecheras de la region de Nuble poseen factores de
virulencia de importancia en la patogenicidad de IMI, formacién de biopeliculas en

superficies y de importancia en Salud Publica.
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OBJETIVO GENERAL.
Evaluar la presencia de factores de virulencia de importancia en IMI y salud
publica en cepas de S. aureus identificadas desde leche de estanque y
adherencias macroscépicas en equipo de ordefio de operaciones lecheras de la

region de Nuble.
Obijetivos especificos.

Caracterizar cepas de S. aureus aisladas desde muestras de leche de estanque
y superficies del equipo de ordefio de la region de Nuble de acuerdo a la
presencia de factores de virulencia de importancia en IMI coa, nuc, fnbA, ica A

eicaD.

Caracterizar cepas de S. aureus aisladas desde muestras de leche de estanque
y superficies del equipo de ordefio de la region de Nuble de acuerdo a la
presencia de factores de virulencia de importancia en salud publica mecA, mecC,

seay seb.
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MATERIALES Y METODO

Caracterizacion de aislados de S. aureus. Las cepas de S. aureus a analizadas
corresponden a los 166 aislados de S. aureus previamente subtipificados en el capitulo
2 de 23 operaciones lecheras de las Region de Nuble.

Extraccion de ADN. El ADN utilizado para la identificacion de los genes de virulencia,
corresponde al ADN utilizado para confirmar especie de S. aureus descrito en el capitulo
2. La extraccion de ADN fue realizada segun el método de Adwan (2013) modificado.
Los aislados fueron cultivados en placas de agar sangre con esculina en condiciones
aerdbicas por 24 horas. Finalizado el periodo de incubacién, se inocularon 10 ul de
colonias en 5 mL de caldo cerebro corazon a 37°C por 7 horas y se aplicé vortex para la
resuspension uniforme de las bacterias en el caldo. Posteriormente, se agregaron 1,5
mL del caldo, se centrifugé (Spectrofuge, Labnet) a 6000 G por 3 min y se eliminé el
sobrenadante. Este procedimiento se repitid 3 veces para concentrar el pellet obtenido.
El pellet se resuspendid6 en 1 mL de buffer Tris-Edta (TE) (TE-Buffer (1X) pH8.0,
AppliChem, Germany). Posteriormente, se agregaron 0,5 mL de agua ultrapura estéril
(Ultra PureTMDestilledWatrer, Invitrogen) y se llevo a 100°C por 10 min en bafio seco
(AccuBlockTM, Digital Dry Bath). Finalmente, se centrifugo la suspension a 13000G por
5 min y se recolectaron 70 pyL del sobrenadante en un nuevo eppendorf para ser
almacenados a -20°C para su posterior analisis.

Andlisis de Genes de Virulencia. Los genes de virulencia analizados incluyeron
fibronectina A (fnbA); proteina de adhesion intercelular A (icaA) and D (icaD);
enterotoxina A (sea) y enterotoxina B (seb); genes de meticilina resistencia (mecA y
mecC) y marcadores de virulencia como coagulasa (coa) y termonucleasa (nuc). Cada

partidor utilizado fue acorde a las condiciones de termociclado indicadas por los autores
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correspondientes e indicados en las Tablas 3.1y 3.2 (Murakami et. al., 1991; Vasudevan
et. al., 2003; Vancraeynest et. al., 2004; Cremonesi et. al., 2005; Srinivasan et. al., 2006;
Paterson et. al., 2012). Los segmentos amplificados por PCR fueron separados
electroforéticamente en geles de agarosa de 1,5% con un 1% de GelRed® (Biotium,
Hayward, CA) por 50 min en Buffer TBE 0,5X a 105V. Posteriormente, los fragmentos
fueron visualizados mediante UV transluminator (BioDoc-It® ImagingSystem, Benchtop,
Reino Unido).

Controles de genes de virulencia. En cada ensayo se incluyé un control negativo (S.
epidermidis ATCC 12228 y agua ultrapura) y control positivo respectivo para cada gen.
Staphylococcus aureus ATCC 29213 fue utilizado como control positivo de los genes:
icaA, icaD, fnbA, coa, y nuc. Mientras que para los genes codificadores de las
enterotoxinas A y B, se utilizaron los controles de referencias proporcionados por el
Instituto de Salud Publica de Chile. Para los controles de genes de resistencia antibiético
se utilizaron las cepas de S. aureus ATCC 43300 y S. aureus mecALGA251 para la
deteccién de los genes mecA y mecC respectivamente. Cada aislado fue considerado
como positivo cuando el amplicon de la muestra y el control positivo correspondiente

coincidian en su tamafio y fueran acordes con el tamafio esperado.

Andlisis estadistico. Los resultados de los perfiles de factores de virulencia de las
cepas de S. aureus fueron analizados utilizando métodos de estadistica descriptiva. Se
describié la frecuencia de los factores de virulencia en grupo de proporcion de cepas de
estanque vs superficies de acuerdo a su perfil de factores de virulencia. Diferencias
entre grupo de cepas presentes en leche o superficie de acuerdo a la presencia de
factores de virulencia evaluadas utilizando la prueba de Chi cuadrado o Fisher exact con

un intervalo de confianza de un 95%.

70



Tabla 3.1. Factores de virulencia de importancia en la patogénesis de S. aureus en IMl y oligonucleétidos a utilizar en

la caracterizacion de cepas aisladas de operaciones lecheras de la region de Nuble. Fuente: Elaboracién Propia.

Factor de virulencia Gen Amplicon Oligonucleotid  Secuencia oligonucleotida (5°-3) Condiciones de  Referencia
Pb (o} ciclado
Adhesina A para fnb 127 fnbA —-F CACAACCAGC AAATATAG 30 ciclos : Vancraynest et. al., 2004.
fibronectina A
fnbA-R CTGTGTGGTAATCATGTC 94.8°C a 45 s,
50.8° a 45s.
72.8°C a 1 min,
Adhesina polisacarida ica 1315 ica A CCT AAC TAA CGA AAG GTA G 30 ciclos: Vasudevan et al., 2003.
intercelular AAG ATA TAG CGA TAAGTG C 95°C por 20 s; Castelani et al., 2015.
381 ica D AAA CGT AAG AGA GGT GG 55°C por 1min;
GGC AAT ATG ATC AAG ATAC 72°C por 1 min.
Coagulasa coa 400 coaF CCG CTT CAACTT CAG CCT 30 ciclos: Cremonesi et al., 2005.
AC 94 °C por 1 min
coaR TTA GGT GCT ACA GGG GCA 56 °C por 1
AT min,
Termonucleasa nuc 204 nuc F AGT TCA GCA AAT GCATCACA ©68°Cporil
nuc R TAG CCA AGC CTT GAC GAA min,

CT
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Tabla 3.2. Factores de virulencia de S. aureus de importancia en salud publica y oligonucledtidos a utilizar en la

caracterizacion de cepas aisladas desde operaciones lecheras de laregion de Nuble. Fuente: Elaboracion Propia.

) ) Amplicon ) ) Secuencia oligonucleotida Condiciones de )
Factores de virulencia Gen Oligonucleotido e i Referencia
(5-3") ciclado
Toxina estafilocococica sea 180 Sea F TAAGGAGGTGGTGCCTATGG 30 ciclos: Cremonesi et al.,
A 94 °C por 1 min 2005.
Sea R CATCGAAACCAGCCAAAGTT 56 °C for 1 min,
68 °C for 1 min
Toxina estafilocococica 405 ) Srinivasan et al.,
seb Seb F GTATGGTGGTGTAACTGAGC 30 ciclos:
B 2006.
Seb R CCAAATAGTGACGAGTTAGG 94°C por 30 s;
55°C por 30 s
72°C por 30 s.
Gen de Resistencia a mecA 533 mecA F ATGACGATGAGGATAGCG 94°C por 30 seg; Babra et. al., 2013. ;
meticilina Murakami et al.,
mecA R CTCGGATAACACCTGTTGC 55°C por 30 s 1991
72°C por 30 s.
Paterson et al.,
mecC 188 mecALGA251 F CATTAAAATCAGAGCGAGGC 2012
mecALGA251 R TGGCTGAACCCATTTTTGAT
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RESULTADOS

Frecuencias de genes y perfiles de virulencia de virulencia

Todos los aislados y pulsotipos de S. aureus resultaron positivos para los genes coa,
nuc, y fnbA; mientras que los genes mecA, mecC, y seb no fueron detectados (Tabla
3.3). Un total de 5 perfiles de virulencia (PV) fueron identificados entre los aislados
evaluados (Tabla 3.4), siendo el perfil nuc(+) coa(+) fnbA(+) icaA(+) icaD(+) mecA(-)
mecC(-) sea(-) seb(-), denominado VP1, el mas frecuente identificado en 90 (79.6%) y
41 (77.4%) de las muestras de BTM y AMES, respectivamente. Este perfil fue
identificado en 21 de las 23 lecherias positivas a S. aureus, y distribuido en 7 de las 8

lecherias positivas a S. aureus en AMES (Tabla 3.5).

El PV nuc(+) coa(+) fnbA(+) icaA(-) icaD(+) mecA(-) mecC(-) sea(-) seb(-) fue el segundo
PV (denominado, PV2) con mayor frecuencia de identificacion (15.9% y 20.8% para BTM
y AMES, respectivamente). No obstante, no se encontraron diferencias significativas
entre la fuente de identificacién de aislado, BTM 6 AMES, y la frecuencia del perfil de

virulencia de S. aureus identificado (p<0.05) (Tabla 3.4).

El tercer perfil mas frecuente coa (+) nuc(+) fnbA(+) seb(-) mecA(-) y mecC(-) icaA(+)
icaD(+) sea(+) (PV3) que se caracteriza por ser positivo al gen de la enterotoxina A; se
identifico en 3 aislados de la granja 11, correspondiente a 2 muestras de leche de
estanque positivas. Al cruzar el perfil de virulencia con el pulsotipo identificado en el
capitulo 2 los 3 aislados corresponden a los pulsotipos K y L (Figura 3.1). El pulsotipo L
identificado Unicamente en esta lecheria 11 fue aislado en 2 de las 3 muestras de leche
de estanque recolectadas. El pulsotipo K identificado en las lecherias 5, 11y 12; poseia

el gen sea Unicamente en la lecheria 11.
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Tabla 3.3. Aislados de Staphylococcus aureus positivos a factores de virulencia

de importanciaen adhesion asuperficie y salud publica. Fuente: Elaboracion Propia.

Aislados de S. aureus Valor de P?
BTM AMES Total
n % n % n %
Implicancia en patogénesis
icaA 90 79.62 41 77.4 135 81.3 0.839
icaD 111 98.2 52 98.1 163 98.2 1
fnbA 113 100.0 53 100.0 166 100.0 1
Coa 113 100.0 53 100.0 166 100.0 1
Nuc 113 100.0 53 100.0 166 100.0 1
Implicancia en Salud Publica
Sea 3 138 0 0.0 3 12 0.552
Seb 0 0.0 0 00 0 0.0 1
mecA 0 00 0 00 0 0.0 1
mecC 0 0.0 0 00 0 0.0 1

Valor de P! diferencia entre aislados de origen de leche de estanque y adherencias

macroscoépicas calculadas por Chi-cuadrado o Fisher Exact.
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Tabla 3.4. Perfil de virulencia de Staphylococcus aureus aislados desde leche de
estanque (BTM) y adherencias macroscépicas en el equipo de ordefio (AMES).

Fuente: Pacha et al., 2020.

Perfil de Virulencia BTM AMES Total P-valor 2
(VvP)! (n=113) (n=53) (n=166)
icaA icaD Sea n % n % n %

PV1 + + - 90 796 41 774 131 78,9 0,74
PV2 - + -~ 18 15,9 11 20,8 29 17,5 0,58
PV3 + + i 3 2,7 0 0,0 3 1,8 0,45
PV4 - - - 1 0,9 1 19 2 1,2 1
PV5 + . - i 0,9 0 0,0 1 0,6 0,5

! Aislados con perfil coa® nuc™® fnbA® seb® mecA® and mecC®, 2 Diferencias entre

BTM y AMES calculado por Chi-cuadrado o Prueba de Fisher Exacto (P < 0.05).
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Tabla 3.5. Perfiles de virulencia (PV) de Staphylococcus aureus aislados desde

leche de estanque (BTM) y adherencias macroscOpicas del equipo de ordefio

(AMES) en lecherias de laregion de Nuble. Fuente: Pacha et al., 2020.

Lecheria Perfil de Frecuencia de Fuentes de S. aureus?
#1D Virulencia! Perfil de AMES AMES BTM
Virulencia % CPP CL
1 PV1/ PV2/ PV4 37.5/50/12.5 ND +/+/+ + [+ -
2 PV1 100 ND + +
4 PV1 100 ND ND +
5 PV1 100 ND ND +
6 PV1/PV2 83.3/16.7 ND ND +
7 PV1 100 ND ND +
9 PV1/ PV2/ PV4 33.3/50/16.6 ND ND +/+/+
10 PV1/ PV2 60 /40 ND +/+ +/+
11 PV2/ PV3 25/ 75 ND ND +/+
12 PV1/ PV2 91.7 /8.3 +/- +/+ +/+
14 PV1 100 ND ND +
15 PV2 100 ND ND +
16 PV1/PV2 38.4/61.5 ND +/+ +/+
17 PV1 100 ND ND +
18 PV1 100 ND ND +
19 PV1 100 ND + +
20 PV1/PV2 20.0/80.0 ND ND +/+
21 PV1 100 ND ND +
23 PV1 100 ND ND +
27 PV1 100 ND ND +
28 PV1/ PV5 85.7/14.3 ND +/- +/+
29 PV1 100 ND ND +
30 PV1 100 ND + +

! Todos los aislados son coa®™ nuc® fnbA® seb® mecA® y mecCh. PV1: icaA® icaD™
sea®; PV2: icaAl icaD® sea®); PV3: icaA® icaD™ sea™: PV4: icaA®) icaD" sea);PV5:
icaA® icaD® sea. 2 Fuente de identificacion de S. aureus: ®* AMES CPP=
Adherencias/biopeliculas en equipo de ordefio en contacto con la punta del pezon
(pezonera); AMES CL= Adherencias/biopeliculas en equipo de ordefio en superficies en
contacto con leche (colector de leche, valvula del colector, tubo corto de leche, tubo largo
de leche, salida de leche estanque, aspa de estanque, tarro de leche, jarra de leche,
manguera de leche utilizada para desviar leche mastitica 6 con tratamiento antibiotico, y
linea de leche; BTM= Leche de estanque; ND= No detectado.
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Pulsotipo  Perfil de BTM

virulencia
(PV)
' Lo K PV3 M2
| [ |1 ' W F12 PV M2
! 0 L PV3 ML
' i wa PV3 M2

Figura 3.1. Dendograma de pulsotipos de S. aureus identificados en lecheria#11
positiva para cepas positivos para el gen de enterotoxina estafilocécica A. BTM:
muestra de leche de estanque. * PV1: coa®™ nuc® fnbA® seb® mecA® y mecClicaA™
icaD® sea®; PV3: coa® nuc™* fnbA® seb® mecA® y mecC® icaA™ icaD™ sea™.Fuente:

Elaboracién Propia.

Cabe destacar que para confirmar que los amplicones presentes en cada producto de
PCR coinciden con la secuencia del gen de enterotoxina A, los productos fueron
secuenciados en la Universidad Austral de Chile, comparados entre si y posteriormente
comparados con secuencias de sea  presentes en data  blast

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi). Los resultados complementarios confirmaron la

misma secuencia en los 2 pulsotipos sea-positivos correspondiente al gen sea
(GAGACGCCTAATGATTACAATTAGTACCATGTTGCAGTTTGGTTTATTCCTTATTG
CATTGATAGGTCTAGTAATCAAGCTTATTGAATTAAGCAATAAAAA).

Pulsotipos y perfiles de virulencia de S. aureus. Al comparar los perfiles de virulencia
con los pulsotipos de S. aureus identificados en el capitulo2, los 6 pulsotipos (B, B.1, D,

E, Jy O.1) presentaron 2 perfiles de virulencia en los genes de virulencia evaluados
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(Tabla 3.6). Considerando cada pulsotipo y su respectivo perfil de virulencia de los 42
pulsotipos identificados por PFGE, las cepas totales identificadas corresponden a 53

cepas de S. aureus.
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Tabla 3.6. Pulsotipos de S. aureus con mas de un perfil de virulencia identificados
desde muestras de leche de estanque y adherencias macroscopicas del equipo de

ordefio (AMES) en lecherias de la region de Nuble. Fuente: Elaboracion Propia.

Pulsotipo Lecheria Perfil de Leche AMES
Virulencia Estanque
B 16 PV1 M1,M2,M3 Linea de leche 2.5m
PV2 M2, M3 Linea de leche 2.5m
B.1 16 PV1 M1 ND
PV2 ND Linea de leche 60 cm
28 PV1 M3 ND
D 1 PV2 ND Manguera de leche mastitica.
PV2 ND Manguera de leche mastitica.
9 PV1 M1 ND
PV2 M2, M3 ND
10 PV1 ND Colector, entrada de tarro,
manguera de leche.
PV2 ND Colector, entrada de tarro,
manguera de leche.
E 5 PV1 M1, M2 ND
6 PV1 M3 ND
PV2 M3 ND
12 PV2 ND Entrada de tarro.
E.1 12 PV1 VC Valvula del colector
PV2 M1 ND
J 12 PV1 M3 Pezonera, tubo corto pezonera,

aspa de estanque, manguera de
leche mastitica, salida interna de

estanque.
PVv2 M1 ND
18 PV1 M3 ND
0.1 9 PV2 M1 ND
9 PV4 M2 ND

I Todos los aislados son coa®™ nuc® fnbA® seb® mecA® and mecC®. PV1: icaA®
icaD® seal): PV2: icaA®) icaD™ sea®:PV4: icaA® icaD® sea ®. ND: no detectado.
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DISCUSION

Factores De Virulencia De Importancia En Infecciones Intramamarias

Los resultados de los genes de coagulasa y termonucleasa son consistentes con las
caracteristicas fenotipicas de S. aureus, por los cuales son las pruebas bioquimicas tales
como las nucleasa y termonucleasa, 6 la presencia de genes de aislados putativos
comunmente utilizados para la identificacion de especie (Cremonesi et. al., 2005;
Grispoldi et. al., 2019). El gen de fibronectina A fue altamente conservado entre los
aislados de BTM y AMES identificados en el presente estudio (100%). Diversas
frecuencias del gen fnbA se han descrito para aislados de S. aureus de origenes distintos
incluyendo un 43% de leche de infecciones intramamarias, 28% de piel del pezén, 21,4%
en BTM y 0.8% en humanos (Haveri et. al., 2008; da Costa et. al., 2014; Khoramian et.
al., 2015). Fibronectin A ha sido descrito como una importante proteina involucrada en
la adhesion de S. aureus a fibronectina, elastina y fibrinégeno (Dego et. al., 2002). Mas
alla, la internalizacion de S. aureus a células epiteliales de bovino y humanos ha sido
descrita ser mediada por fibronectina A (Jett and Gilmore, 2002; Pereyra et. al., 2016).
Por lo anterior, la presencia de S. aureus-fnbA(+) en AMES, especificamente, en piezas
del equipo de ordefio en estrecho contacto con el pezén (tal como lo son las pezoneras
o valvulas del colector) podrian predisponer a un aumento en el riesgo de estas
infecciones intramamarias pues los aislados S. aureus fnbA(+) presentarian una mayor

ventaja de unién durante la etapa de adhesion en la patogénesis de la IMI.

La mayoria de los estudios que evallan los genes de icaA e icaD se basan en S. aureus
aislados desde muestras de leche de mastitis clinica o subclinica, con resultados

diversos en frecuencias que oscilaron entre 87% y 100% (Vasudevan et. al., 2003;
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Castelani et. al., 2015; Khoramian et. al., 2015; Pereyra et. al., 2016). Sin embargo, a
nuestro conocimiento, no hay informes previos sobre icaA e icaD disponibles para S.
aureus identificados desde AMES y solo unos pocos han sido descritos para aislados de
origen en BTM; principalmente para MRSA (Kreausukon et. al., 2012; Prenafeta et. al.
2014). A pesar de eso, la frecuencia de ambos genes (78.9%) entre nuestros aislados
analizados pueden ser mas bajos que los reportados en otros estudios, la presencia de
estos genes podria representar un mecanismo importante para la adhesion a superficies
bidticas o abiodticas, tales como superficies de equipos de ordefio. Es de destacar que
sobre un tercio de nuestros aislamientos se obtuvieron de adherencias / biopeliculas en
equipos de ordefio, que también podria ser responsables de la contaminacion BTM
debido a S. aureus desprendido de estas peliculas (Latorre et. al., 2020). En
consecuencia, los hallazgos en nuestro estudio pueden estar sesgados hacia la
presencia de S. aureus con mayores capacidades de adherencia tanto en equipo como
en BTM. Después de la adhesion a la superficie, la adhesina intercelular de polisacérido
(PIA), que esta codificado por el operén de adhesion intercelular icaABCD, puede
secretarse alrededor de S. aureus (de Souza da Cunha, 2014). El PIA acumulado juega
un papel clave en la acumulacion de las células y en el desarrollo de biopeliculas, lo que
no solo contribuye la persistencia de patégenos en operaciones lecheras (Latorre et. al.,
2011), sino que también confiere una proteccion fisica de las bacterias contra el sistema
inmunitario, los antimicrobianos y desinfectantes que comidnmente se usan en los
operaciones lecheras. En un estudio complementario Latorre et. al. (2020) confirmé por
microscopia de escaneo que en los AMES existian biopeliculas en piezas del equipo de
ordefio (Latorre y Mufioz 2015; Latorre et. al., 2020). Pese a que este analisis por SEM

no pudo ser realizado en todas las muestras, las propiedades fisicas macroscépicas en
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aquellas piezas que no fueron evaluadas microscépicamente, eran consistentes con las
piezas positivas a la presencia de biopeliculas. Por lo tanto, nuestros resultados resaltan
la importancia de investigar nuevas fuentes de S. aureus como adherencias o
biopeliculas en el equipo de ordefio, dado que son fuentes potenciales para el desarrollo
de infecciones en animales y seres humanos debido al contacto de partes y piezas del

equipo contaminados, con las puntas de los pezones y manos de los operarios.

Factores De Virulencia De Importancia En Salud Publica

En nuestro estudio, los factores de virulencia de S. aureus de importancia para la salud
publica, como ser la resistencia a los antimicrobianos y produccion de enterotoxinas, no
se detectaron o sélo se observaron con baja frecuencia. Sélo 3 aislados de S. aureus
(1.8%), y 2 cepas (2/44) de origen en BTM y de s6lo una operacién lechera, fueron
positivas a enterotoxina A. Nuestro estudio muestra la presencia de cepas de S. aureus
positivas a enterotoxinas, pero no relacionadas genéticamente, lo que puede atribuirse
a una transferencia horizontal del gen sea (Zeaki et. al, 2015). Esto podria ser una de
las razones por la cual el pulsotipo K posea el gen sea en la granja 11, pero no en otras
2 lecherias de la region. Para el gen codificador de la enterotoxina A, se ha descrito la
transferencia horizontal por profagos del mismo gen sea secuenciado e identificados en
los pulsotipos de nuestro estudio (Zeaki et. al, 2015). Las enterotoxinas estafilococicas
(SE) son proteinas que pueden causar enfermedades entéricas y sintomas eméticos a
las personas que consumen alimentos contaminados con cantidades suficientes de SE,
incluidos los productos lacteos (Johler et. al., 2018; Necidova et. al., 2019). Incluso, a
pesar que no se recomienda el consumo de leche cruda debido al alto riesgo de la
presencia de patdgenos transmitidos por los alimentos (Oliver et. al., 2005), esta sigue

siendo una préactica bastante comun en la poblacion rural de Chile, en particular en las
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lecherias de la Region de Nuble (Latorre y Mufioz, 2013). Cabe destacar que los tres S.
aureus positivos sea se recuperaron de 2 de las tres muestras de BTM en una sola
granja, lo que representa un grave riesgo para la salud humana, ya que los trabajadores
agricolas han informado sobre el consumo de leche cruda en esta lecheria (Latorre y
Mufioz, datos no publicados). Incluso, aun cuando la leche sea pasteurizada, se ha
descrito que SE es una proteina termoresistente y que permanece detectable después
del tratamiento a temperaturas mayores a 92 °C (Necidova et. al., 2019). Por lo tanto,
la vigilancia de SE es crucial para mejorar la seguridad de los productos lacteos y

proteger la salud del consumidor (Miao et. al., 2017).

La resistencia a los antimicrobianos es una problematica emergente de gran importancia
para la salud humanay animal. A nuestro conocimiento, éste estudio es el primer informe
de evaluacion tanto de mecA como de mecC en S. aureus aislados en leche de estanque
y equipos de ordefio en lecherias chilenas. Nuestros resultados son consistentes con
otros estudios realizados en alimentos en Chile (especificamente, en el suministro de
carne de cerdo), en los que también se ha descrito la ausencia de ambos genes, mecC
y mecA entre los aislados de S. aureus (Velasco et. al., 2018). Sin embargo, los genes
de resistencia a la meticilina mecA y mecC han sido previamente detectados en aislados
de cepas de S. aureus humanos y veterinarios como se describe en otros estudios
realizados en paises europeos y Australia (Worthing et. al., 2016, Lakhundi y Zhang,
2018). En contraste con nuestros resultados negativos en los genes de resistencia
antimicrobianos a meticilina, en Chile la presencia de SAMR es considerada cada vez
mas frecuente en los hospitales humanos de Chile, describiéndose hasta un 51% de

susceptibilidad a cloxacilina.
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Aunque el presente estudio muestra los hallazgos obtenidos en un numero limitado de
lecherias de una sola regién de Chile, la diversidad de lecherias incluidas en el estudio
puede estar relacionada con muchas operaciones lacteas en Chile, asi como también
lecherias de diferentes partes del mundo. Ademas, a pesar de que s6lo una proporcion
seleccionada de los factores de virulencia descritos para S. aureus se analizaron en
nuestro estudio, la inclusion de genes involucrados en la adherencia y la formacién de
biopeliculas de S. aureus aisladas de adherencias in situ / biopeliculas contribuyen al
conocimiento actual sobre la epidemiologia de S. aureus en la lecherias. Aun quedan
varias preguntas por abordar, como el papel de la glandula mamaria infectada como una
de las posibles fuentes de S. aureus para AMES y BTM. Sin embargo, la relacion
genética entre S. aureus de BTM, AMES e IMI recientemente han sido bien
documentados en una de las 23 lecherias de nuestro estudio (Latorre et. al., 2020). Al
abordar la importancia emergente de evaluar las fuentes de MRSA en la produccion
animal y alimentaria, el presente estudio es el primero en evaluar mecA y mecC en

aislamientos de S. aureus de las operaciones lecheras chilenas.

Perfiles de virulencia de S. aureus aislados de adherencias/biopeliculas en superficies
en contacto con leche y BTM no fueron diferentes. Los reservorios de S. aureus, como
las biopeliculas/adherencias en superficies en contacto con la leche, pueden ser fuente
de invasién e infeccién de la glandula mamaria por organismos capaces de S. aureus en

las operaciones lecheras.
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CONCLUSIONES

1. El patrén de virulencia con mayor frecuencia para las cepas de S. aureus fue coa

(+) nuc(+) fnbA(+) icaA(+) icaD(+) sea(-) seb(-) mecC(-) mecA(-).

2. Los factores de virulencia de importancia en IMI de los genes coa, nuc, fnbA, icaA
e icaD son altamente frecuentes entre S. aureus aislados de leche de estanque y
superficie con adherencias macroscoépicas identificados en lecherias de la region de

Nuble.

3. Staphylococcus aureus aislados desde muestras de leche de estanque y
superficies del equipo de ordefio de la regién de Nuble no presentan genes mecA, mecC

y seb.

4, Existen cepas de S. aureus positiva al gen de la enterotoxina A en la region de

Nuble.
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CAPITULO 4
EVALUACION DE LA HABILIDAD DE ADHESION DE CEPAS DE S. aureus EN

ENSAYO DE ADHERENCIA EN MICROPLACAS.

INTRODUCCION

Uno de los pardametros utilizados en el pago de la leche es el valor de las unidades
formadoras de colonia (UFC) presentes en la leche de estanque. Los niveles de UFC y
recuento de células somaticas (RCS) son utilizados como indicador de salud de la
glandula mamaria e higiene de la rutina de ordefio. En Chile, las industrias procesadoras
de leche bonifican el pago de acuerdo con la cantidad de UFC y RCS en niveles menores
a 100.000 UFC/mL y a 400.000 cel/mL, respectivamente (http://www.aproleche.cl/). No
obstante, estos valores, difieren con los valores de una leche obtenida de una glandula
mamaria sana. De forma natural y normal la leche posee una microbiota bacteriana
(Verdier-Metz et. al, 2012; Quigley et. al, 2013) y niveles de leche de estanque de UFC
inferiores a 5000 UFC/mL representan un rebafio sano (Jayarao et. al, 2004). Un
aumento en los valores de las UFC de la leche de estanque puede deberse a diferentes
factores que incluyen fallas en sistema de refrigeracion, microorganismos eliminados por
glandulas mamarias que cursan con IMI subclinicas y, microorganismos presentes en el
ambiente que durante la ordefia son arrastrados al estanque (Latorre et. al., 2009, 2010,
2020). Dentro de este ultimo grupo, se incluyen microorganismos con capacidad alta de
adhesion y asociados a superficies del equipo de ordefio en la forma de biopeliculas que
son arrastrados con el flujo de la leche durante la ordefia (Latorre et. al., 2011, 2020).
Las biopeliculas o estan compuestas por asociaciones de microorganismos que viven

en una matriz de exopolisacaridos (secretadas por ellos mismos) y agua. Estas
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biopeliculas pueden encontrarse adheridas a superficies inertes o tejidos vivos,
representando un problema en la industria de alimentos y causa de persistencia de
enfermedades, respectivamente. La matriz exopolisacarida secretada por las bacterias,
posee una conformacion tridimensional no compacta en la que se pueden encontrar
variadas poblaciones bacterianas en ambientes con diferencias en pH y concentracién
de oxigeno, y que se comunican por canales donde se produce un intercambio de
nutrientes entre los diferentes microorganismos presentes en la poblacién. La matriz
exopolisacéarida le confiere una barrera fisica de proteccién frente a la accion de
anticuerpos, sistema inmune y antibiéticos (Cucarella et. al, 2004). Reportes acerca del
rol de la presencia de biopeliculas como fuente de contaminacion de leche de estanque,
han sido descritos para lecherias incluidas en nuestro estudio y lecherias de Nueva York
(Latorre et. al., 2009; 2010; 2020). En la regién de Nuble, reportes preliminares de
andlisis de superficies de equipo de ordefio que toman contacto con la leche ha
identificado la presencia de asociaciones bacterianas visibles tanto macro como
microscOpicamente con caracteristicas de biopeliculas (Figura 4.1 extraida de Latorre

and Mufioz, 2015).

Mecanismos asociados a la formacién de biopeliculas

La formacion de una biopelicula esta influenciada por diferentes factores, dentro de los
gue se incluyen, la habilidad de adhesion del microorganismo, las propiedades
fisicoquimicas de la superficie y las condiciones ambientales. La formacion de la
biopelicula es un proceso dinamico que se encuentra subdividido en 5 pasos: fijacion
reversible, fijacion irreversible, desarrollo temprano de la arquitectura de la biopelicula,

maduracion y dispersion (Srey et al., 2013).
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Figura 4.1. Observacion macroscopica (A) y microscoOpica (B): TO-PRO®-3; tincion
de ADN; (C): microscopia electronicade barrido) caracteristicas de una biopelicula
presente en superficie de equipo de ordefio de la region de Nuble. Fuente: Figura

extraida de Latorre and Mufoz, 2015.

Durante la formacion de biopeliculas, al adherirse las células bacterianas sintetizan una
sustancia polimérica extracelular (extracelular polymeric substance, EPS) que en la
etapa de fijacion reversible es menor; sin embargo en la medida que EPS aumenta, la
etapa de unién se vuelve irreversible (Srey et al., 2013). Wilkinson et. al (1983) identificd
cepas de S. aureus que estructuralmente presentaban una capa de exopolisacaridos
firmemente unida y rodeando la pared bacteriana. In vitro, se han descrito cepas de S.
aureus capaces de producir exopolisacaridos que pueden asociarse a superficies inertes
o envolver en delgadas capas o capsulas a células o grupos celulares (Cucarella et. al,
2004, Vancraeynest et. al, 2004). La mayoria de los S. aureus asociadas a IMI,
expresan una capa exopolisacarida que ayuda a en la adherencia y colonizacion de la

glandula mamaria (Aguilar et. al., 2001, Fox et. al 2005).

En las operaciones lecheras, la etapa de fijacion irreversible y la fase de dispersion

podrian generar repercusiones directas en la calidad microbiolégica de la leche. Durante
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la etapa de fijacion irreversible, la EPS presente en las bacterias se une de forma
permanente a la superficie de adhesién de manera que es necesaria para su remocion
la accion fisica o de productos quimicos variando de acuerdo a la naturaleza de la
biopelicula. De acuerdo a la estructura del equipo de ordefio y su limpieza, la formacion
de biopeliculas esta relacionada con un inadecuado protocolo de limpieza (Latorre,
2010). De esta forma, dichas fallas en los protocolos de limpieza pueden generar la
adherencia de microorganismos organizados en estructuras compatibles con
biopeliculas (Latorre and Mufioz, 2015). Por otro lado, durante la etapa de dispersion,
Ultima etapa descrita en la formacion de la biopelicula, ocurre el proceso activo de
eliminacion de microorganismos presentes en la biopeliculas al medio. Esta etapa de
dispersion puede contribuir con el numero total de UFC presentes en la leche de
estanque (Latorre et al., 2010). En medicina humana la formacién de biopeliculas
asociadas a S. aureus ha sido descrita consistentemente en ambientes hospitalarios, en
superficies médicas inertes tales como traguetotubos y prétesis médicas (Crampton et.
al, 1999; Bauer et. al, 2002; Singhal et. al, 2011), como también heridas crénicas e
infecciones persistentes han sido identificada en humanos (Davis et. al., 2008; James et.

al., 2008; Singhal et. al., 2011).

Formacion de biopeliculas por S. aureus principales hallazgos.

En la formacion inicial de una biopelicula de S. aureus, se ha identificado que el locus
ica tendria un rol importante al codificar el antigeno capsular/adhesina (PS/A) y la
proteina de adhesion intercelular (PIA) (Crampton et. al, 1999; Vasudevan et. al, 2003).
La habilidad de adhesioén in vitro de cepas de S. aureus de origen intra y extramamario
ha sido evaluada por Fox et. al. (2005). En esta investigacion se identificoO que cepas

con alta habilidad de formacién de biopeliculas correspondia al grupo de cepas aisladas
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desde leches provenientes de IMI. De esta forma se sugiere que ésta alta la habilidad
formadora de biopeliculas potenciaria a éstas cepas su habilidad para causar IMI por
sobre las cepas ambientales (Vasudevan et. al, 2003).

En la industria alimentaria, la formacion de biopeliculas en superficies en contacto con
los alimentos es una potencial fuente de contaminacién con microorganismos que
pueden causar problemas en la salud publica. Debido a la unién estrecha de las
biopeliculas y las superficies de adhesion, se considera que la remocion de estas
biopeliculas un proceso requiere procedimientos fisicos que puede dafiar la superficie
del equipo (Latorre et. al, 2009). Diferentes agentes de limpieza han sido estudiados
para la remocion de biopeliculas in vitro de biopeliculas causadas por S. aureus. Es mas,
se describe que la biopelicula formada por S. aureus es mas gruesa y dificil de remover
desde superficies de acero inoxidable al ser comparada con microorganismo tales como

E. coli (Furukawa et al., 2010).

La presencia de biopeliculas en operaciones lecheras, especificamente, en equipos de
ordefio, es una posible fuente de microorganismos potencialmente dafiinos para la salud
de la poblacién como es el caso de S. aureus. Por otra parte, se describe que cepas de
S. aureus presentes en unidades de ordefio pueden no ser capaces de formar
biopeliculas debido a que son constantemente arrastradas debido a la limpieza del
equipo de ordefio (al menos 2 veces por dia) (Fox et al.,2005) . En la provincia de Nuble,
fallas en los protocolos de limpieza permiten sugerir que cepas de S. aureus podrian
formar biopeliculas en equipo de ordefio. La presencia de biopeliculas constituidas por
sb6lo S. aureus o asociadas a otros grupo de microorganismos en superficies en
industrias procesadoras de productos lacteos ha sido descrita (Cherif-Antar et. al, 2016).

Sin embargo, la evaluacion de la presencia de cepas de S. aureus en estructuras que
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toman contacto directo con la leche como el equipo de ordefio con adherencias
macroscdépicas/biopeliculas y leche de estanque a nuestro conocimiento no habia sido
evaluado. Existen mudltiples trabajos que reportan la capacidad formadora de
biopeliculas de S. aureus basandose en su habilidad de adhesion en ensayo de
adherencia en microplaca (MPA, microtater plate assay) (Stepanovic et. al 2007, Latorre
et. al 2009, Lee et. al, 2014). Este es un método de screening de habilidad de adherencia
ampliamente utilizado para evaluar la potencial habilidad formadora de biopelicula de

cepas de microorganismos.

En el capitulo 1 de la presente investigacion describimos 8 operaciones lecheras de la
provincia de Nuble se han reportado estructuras de adherencia visibles
macroscopicamente de las que se aislo S. aureus. Adicionalmente, en éstas adherencias
se han podido observar bacterias con caracteristicas cocoides y aislado pulsotipos de S.
aureus, tal como se hizo mencion en granja incluidas en el analisis de diversidad del
capitulo 1. La habilidad de desarrollar biopeliculas por cepas de S. aureus aisladas de
leche de estanque o adherencias a nuestro conocimiento no ha sido evaluada. Por lo
anterior, el objetivo del presente capitulo es evaluar la habilidad de adherencia de cepas
de S. aureus identificados previamente desde adherencias macroscopicas/biopeliculas
presentes en superficies en contacto con leche y leche de estanque de la region de

Nuble.
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HIPOTESIS

Existen diferencias entre la habilidad in vitro de adherencia a poliestireno entre cepas de
S. aureus identificadas desde leche de estanque y, cepas identificadas desde

adherencias macroscoépicas del equipo de ordefo.
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OBJETIVO GENERAL.
Evaluar in vitro la habilidad de adhesién de cepas de S. aureus obtenidas desde
muestras de leche de estanque y superficies en contacto con la leche en operaciones

lecheras de la region de Nuble.
Objetivos especificos.

1. Evaluar la habilidad in-vitro de adherencia a poliestireno de cepas de S. aureus
identificadas en muestras de leche de estanque y superficies de equipo de

ordefio utilizando el ensayo de adherencia en microplacas.

2. Comparar la habilidad in-vitro de adherencia a poliestireno de cepas de S. aureus
identificadas desde muestras de leche de estanque y superficies de equipo de

ordefio.
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MATERIALES Y METODO

Cepas de S. aureus evaluados por ensayo de adherencias

Se seleccionaron 19 cepas de S. aureus desde 19 lecherias de la regién de Nuble. Estas
cepas de S. aureus corresponden a la combinacion de pulsotipos y perfiles de virulencia
mas frecuentemente identificados en la regién de Nuble y previamente caracterizados

en el capitulo 2 y 3. Las cepas evaluadas son las siguientes: Distribucion BTM-AMES:

cepas presentes en leche de estanque y AMES de una misma lecheria (A-PV1, B-PV1,
C-PVv2, D-PV1, G-PV1, H-PV], I-PV1, J-PV1, K-PV1, W-PV1) y cepas presentes
identificadas s6lo desde leche de estanque(B.2-PV1, E-PV1, E.11-PV1, F-PV1, F.1-PV1,
F.12-PV2, L-PV1, K-PV3, N-PV1, O-PV4, Q-PV1, R-PV2, T-PV1, U-PV1, W.2-PV1).

Adicionalmente las criterios de inclusion de los pulsotipos incluyen: i) Persistentes en

rebafio: Unica cepa de S. aureus identificada en 3 muestras diferentes de leche de
estanque en lecheria (B.2-PV1, D-PV1, E.11, G-PV1, Q-PV1, T-PV1, U-PV1); i)

Esporadico en rebafio: Cepas de S. aureus identificada en 2 de 3 muestras de leche

de una lecheria (C-PV1, F-PV1, F.1-PV1, L-PV3, R-PV2, W.2-PV2); iv) Distribuido

entre rebafios: cepas presentes en mas de un rebafio (A-PV1, D-PV1, E-PV1, J-PV1,

K-PV1, N-PV1, Q-PV1); v) Infrecuente: se incluyeron 2 cepas infrecuentes identificada
sélo una vez, F.12 (identificada en granja sea*); K-PV3 (variante de K con gen sea*)y O-
PV4 con perfil icaA® e icaD® (Tabla 4.1). En la evaluacion de adherencia se incluyo el
pulsotipo K en 2 perfiles de virulencia, PV1 y PV3, en ambos casos con el gen icaA e
icaD presente, pero el PV3 con la presencia del gen sea que codifica la enterotoxina A.
Adicionalmente, se incluyeron 3 aislados correspondientes a la cepa G-PV1 para evaluar
la consistencia de resultados de adherencia de una cepa un mismo perfil clasificada en

capitulos anteriores como clones.
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Tabla 4.1. Cepas de S. aureus seleccionados para el ensayo de adherencia en microplacas
de poliestireno identificadas desde leche de estanque (BTM) y adherencias macroscoépicas
en superficie de equipo de ordefio (AMES). Fuente: Elaboracion Propia.

Aislado Pulsotipo  Lecheri Perfil de Virulencia! BTM AMES Criterio
a
L1-085 A 1 PV1 1/3 ND ;o
2 PVl 13 +
L1-556 B 16 PV1; PV2 3/3, 2/3 +,+ 1
L1-1114 B.2 29 PVl 3/3 ND o ¢
L1-009 C 1 PV2; PV4 2/3; 0/3 +,- 1
L1-204 D 1 PV1; PV2 ND +,- i
9 PV1; PV2 3/3; 2/3
10 PV1; PV2 2/3;1/3 +,+
L1-131 E 5 PVl 2/3 ND ¥
6 PV1, PV2 1/3; 1/3 ND
12 PV1 ND
L1-483 E.11 14 PV1 3/3 ND .
L1-627 F 17 PV1 213 ND ¢
L1-630 F.1 17 PV1 2/3 ND .
L1-279 F12 11 PV2 1/3 ND
L1-653; G* 19 Pvi 3/3 + o1
L1-657
L1-278 H 12 PV1 1/3 + t
L1-461 I 12 PV1 1/3 + 1
L1-255 J 12 PV1, PV2 1/3 + 1, %
L1-132 K 5 PV1 213 + o
L1-271 11 PV3 1/3 ND
12 PV1 ND +
L1-270 L 11 PV3 213 ND ¢
L1-644 N 18 PVl 13 ND o
6 PV1 1/3 ND
L1-224 @) 9 PV2, PV4 1/3,1/3 ND
L1-642 Q 4 PV1 2/3 ND o ¥
18 [SAVAS 2/3 ND
L1-661 R 20 Pv2 2/3 ND .
L1-747 T 21 PV1 2/3 ND .
L1-888 u 23 Pvi 3/3 ND °
L1-1149 w 30 PV1 3/3 + t
L1-1152 W.2 30 PVl 213 ND *

PV: Perfil de Virulencia, 'Todos las cepas son coa(+) nuc(+) fnbA(+) seb(-) mecA(-) y mecC(-); PV1: icaA(+) icaD(+) sea(-); PV2: icaA(-)
icaD(+) sea(-);PV3: icaA(+) icaD(+) sea(+);PV4: icaA(-) icaD(-) sea(-); “__": subrayado indica f: Distribucién BTM-AMES, cepas presentes
en leche de estanque y AMES de una misma lecheria; perfil evaluado en ensayo; e: Persistentes en rebafio, cepas de S. aureus identificado
en las 3 muestras de leche de estanque en lecherias con s6lo un clon de S. aureus identificado; ¢: Esporadico en rebafio: Cepas de S.
aureus identificado en 2 de 3 muestras de leche de una lecheria; ¥ Distribuido entre rebafios: cepas presentes en mas de un rebafio; :
Infrecuente: se incluyeron 2 cepas infrecuentes identificada s6lo una vez, F.12 (identificada en granja sea*); y O-PV4 con perfil icaA® e
icaD®). G*: Pulsotipo procesado en MPA con 2 aislados diferentes para asi evaluar consistencia de resultados entre pulsotipos.
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Ensayo de adherencia en microplacas (MPA). Para realizar la categorizacion de las
cepas de S. aureus acorde a su habilidad de adherencia en poliestireno, se utilizo el
protocolo de ensayo de adherencia en microplaca o MPA (microtiter plate assay) descrito
en Latorre et al. (2011) con modificaciones menores. Cada ensayo se repiti6 3 veces.
Brevemente, una colonia por cada cepa de S. aureus (Tabla 4.1) fue cultivada en agar
BHI e incubada a 37°C por 24 h. Posteriormente, de cada cultivo con un asa estéril de
1ul una colonia fue inoculada en 10 mL de caldo de tripticasa de soya (Tripticase soy
broth, TSB, BD, Sparks, MD) e incubado a 37°C por 18 h. Finalizado el periodo de
incubacioén, 100 uL de la suspensién bacteriana fueron agregadas a 10 mL de TSB, se
homogenizaron con vortex y se ajusté a una turbidez equivalente a 0.5 McFarland.
Posteriormente, por cada cepa, 100uL de cada cultivo fueron distribuido en 8 pocillos de
una placa estéril de fondo plano de 96 pocillos (Placa 96 Pocillos Elisa F/Plano N/ BD,
Falcon). Las placas fueron cubiertas con la tapa de PVC proporcionadas por el fabricante
e incubadas a 37°C por 48h. Finalizado el periodo de incubacion, los pocillos fueron
lavados tres veces con 150 pyL de agua destilada estéril y secados a temperatura
ambiente por 45 min. Posteriormente, los pocillos fueron tefiidos con 150 pl de cristal
violeta (1%) durante 45 min. Los pocillos fueron invertidos para eliminar el exceso de
liquido y permitir su secado y posterior almacenamiento a temperatura ambiente hasta
el ensayo de medicion cuantitativa. En cada lote de ensayo fueron incluidos como
controles: cepa Pseudomona aeuriginosa ATCC 15442 altamente formadora de
biopeliculas (control positivo, Latorre et. al., 2011); una cepa descrita como con baja
habilidad formadora de biopeliculas (control negativo, S. epidermidis ATCC 12228; da

Souza da Cunha, 2014) y TSB (control negativo de medio o blanco).
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Habilidad de adherencia de cepas de S. aureus. La adherencia de los aislados fue
cuantificada, utilizando como indicador, la medicién de cristal violeta de acuerdo a lo
descrito en Latorre et. al. (2011). Para esto, 150pL de etanol fueron adicionados en cada
pocillo para solubilizar las bacterias tefidas adheridas en el pocillo de poliestireno. Las
placas fueron cubiertas con la tapa de PVC e incubadas a temperatura ambiente durante
1 h. Posterior a la incubacion, la solucion de cristal violeta fue mezclada
aproximadamente 10 veces por pocillo y medida su densidad 6ptica directamente desde
el fondo de las placas de PVC a 590 nm (ODsgo) en equipo Epoch™ de BioTek. La lectura
de medicion de 590 nm fue seleccionada posterior a la lectura de la placa en espectro
de 400 nm a 700 nm; identificando los 590 nm como la densidad de mayor €ficiencia de
lectura. El promedio de ODsgo del extracto de etanol fue calculado para cada cepa de S.
aureus y controles. Para cada cepa, el promedio del control blanco fue restado al
promedio de cada cepa de S. aureus. Las cepas de S. aureus fueron clasificadas de
acuerdo a su capacidad de adherencia en 3 categorias (alta, media y baja) de acuerdo
a los parametros descritos por Stevanovic et. al. (2000) (Lee et. al., 2014). Para
determinar la capacidad de los pulsotipos de S. aureus para adherirse a poliestireno, se
usaron como referencia el valor medio de OD de los controles negativos (ODNC) de
0.081+0.012. Los pulsotipos se consideraron productores de biopeliculas cuando sus
valores de OD fueron 3 veces mayores que la desviacion estandar de la ODNC media.
Ademas, la capacidad de adhesion de los pulsotipos se clasificaron como adherentes
débiles (ODNC <OD =2 x ODNC), moderados (2 x ODNC <OD =4 x ODNC) o fuertes
(OD> 4 x ODNC) (Stepanovic et al., 2000; Lee et al., 2014).

Andlisis de datos. Los resultados de adherencia a poliestireno de los pulsotipos de S.

aureus fueron analizados utilizando estadistica descriptiva y tablas de frecuencia.
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Adicionalmente, la habilidad de adherencia al poliestireno entre de cepas identificadas
a partir de adherencia y leche de estanque, y cepas solo desde leche fue evaluada

utilizando la prueba de Fisher-Exact con un intervalo de confianza de un 95%.
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RESULTADOS
Habilidad de adherencia de cepas de S. aureus
Los resultados de evaluacion de adherencias identificaron 6(25%), 14(58.3%), Y
4(16.6%) pulsotipos con alta, mediana y baja habilidad de adherencia a poliestireno,
respectivamente (Tabla 4.2). Los 10 pulsotipos identificados desde AMES fueron
clasificados con habilidad de adherencia media o alta. No se encontraron diferencias
significativas entre la habilidad de adherencia de los pulsotipos distribuidos en BTM-

AMES(+) y s6lo BTM (P=0,31).

Pulsotipos altamente adherentes. De las 6 cepas clasificados como altamente
adherentes en poliestireno, 5 de ellas (U, F.12, Q, W y W.1) poseen el perfil de virulencia
1 que posee simultaneamente los genes de icaA e icaD; y uno de ellas (F.12) posee s6lo
el gen icaD (Tabla 4.3). De estos 6 pulsotipos, 2 de ellos (ambos con PV1) fueron
identificados desde AMES (Tabla 4.3). Cabe destacar que la cepa F.12 fue identificada

desde la lecheria 11 clasificada como enterotoxina A positiva (capitulo 3).

Particularmente el pulsotipo U-PV1, que presentd la mayor habilidad de adherencia entre
los pulsotipos evaluados, fue identificado Unicamente en la lecheria 23 como cepa
persistente; sin embargo, s6lo se identific6 en BTM, y no AMES. Esta lecheria en
particular, corresponde a la lecheria con el rebafio més grande (1020 vacas) y que en
su inspeccion de AMES no presentaba adherencias macroscopicas en ninguna de las
superficies evaluadas. Cabe destacar que esta cepa en particular y todos sus aislados

(887, 888, 889 y 894) formaron colonias mucosas en el cultivo bacterioldgico.
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Tabla 4.2. Habilidad de adherencia de cepas de Staphylococcus aureus presentes

en leche de estanque (BTM) y adherencias macroscépicas de superficies en

contacto con leche (AMES). Fuente: Elaboraciéon Propia.

Clasificacion? Cepas? Densidad Optica

No adherente 0 - -

Alta (Total) 6 0.375 +0.071
BTM-AMES 2 0.366 £0.021
BTM 4 0.380 +0.090

Mediana (Total) 14 0.229 +0.043
BTM-AMES 7 0.190 +0.050
BTM 7 0.201 +0.058

Baja (Total) 4 0.155 +0.006
BTM-AMES 0 - -
BTM 4 0.155 £ 0.006

1. Clasificacion realizada por la densidad éptica (DO) de cada cepa con el promedio de

DO de valor negativo (ODNC = 0.081+0.012), de acuerdo a lo descrito por Stepanovic et
al., (2000), de la siguiente manera: no productores (OD < ODNC), débil (ODNC < OD <
2xODNC), moderado (2xODNC < OD <4xODNC), o fuerte (OD > 4xODNC) adherencia;

2 . 24 pulsotipos identificados por electroforesis en gel de campo pulsado y perfil de

virulencia; valores expresados en media DE de 3 réplicas para cada pulsotipo; BTM-

AMES y BTM: Pulsotipos de S. aureus identificados en superficies con adherencias

macroscopicas y leche de estanque; y leche de estanque, respectivamente.
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Tabla 4.3. Habilidad de adherencia de cepas de S. aureus de leche de estanque

(BTM) y adherencias macroscépicas en superficie de equipo de ordefio (AMES)

identificados en lecherias de la Region de Nuble. Fuente: Elaboracién Propia.

Adherencia Pulsotipo Lecheria Perfil de Superficie en la que la cepa ha sido
Virulencia! identificado?
Alta U 23 PV1 ND
W 30 PV1 Colector
H 12 PV1 Pezonera, tarro de leche
F12 11 PV2 ND
Q 4 PV1 ND
W.2 30 PV1 ND
Mediana B 16 PV1 Linea de leche
L 11 PV3 ND
K 5 PV1 Vélvula del colector
R 20 PV2 ND
A 1 PV1 Manguera de leche mastitica
E.11 14 PV1 ND
N 18 PV1 ND
I 12 PV1 Pezonera, Tarro de leche, Manguera
larga de leche.
C 1 PV2 Jarra de leche
D 10 PV1 Colector, entrada tarro, Manguera de
leche.
B.2 29 PV1 ND
G* 19 PV1 Tarro de leche
J 12 PV1 Tarro de leche, salida externa, interna 'y
aspa de estanque; pezonera, tubo corto
de leche);
Tubo largo de leche.
o] 9 PV4 ND
K 11 PV3 ND
Baja F.1 17 PV1 ND
T 21 PV1 ND
F 17 PV1 ND
E 5 PV1 ND

PV: Perfil de Virulencia, ‘Todos los aislados son coa(+) nuc(+) fnbA(+) seb(-) mecA(-) y mecC(-); PV1: icaA(+) icaD(+)

sea(-); PV2: icaA(-) icaD(+) sea(-); PV3: icaA(+) icaD(+) sea(); PV4: icaA(-) icaD(-) sea(-);ND: No detectado.
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Pulsotipos con adherencia media. Dentro de los pulsotipos clasificados como
medianamente adherentes, se identificaron todos los grupos de perfiles de virulencia
evaluados: PV1, PV2, PV3, PV4. Destacando que, entre estas cepas, la cepa C-PV2
(icaD"; icaA") aislada en la granja 1 desde AMES de una muestra de jarra de leche con
caracteristicas de poliestireno. Por otro lado, la cepa O-PV4, icaA e icaD", fue clasificada
con habilidad media de adherencia, pese a que no fue identificada en AMES y sélo aislo
de una muestra positiva de BTM de una lecheria (pulsotipo infrecuente).

El pulsotipo G con el PV1 evaluado en el capitulo 2 aislados de muestra de leche 1 (L1-
653) y 3 (L1-657); expreso habilidad media de adhesién en todos los experimentos, sin
diferencias entre aislados. Este pulsotipo de baja adherencia, fue aislado de muestras
de AMES de tarros de leche. El pulsotipos K, clasificado como de habilidad de
adherencia media para ambos perfiles con PV3; icaA, icaD y gen de enterotoxina
estafilococica A positivo, y el pulsotipo K con PV1 identificado en las lecherias 5y 12
desde superficies de valvula del colector con caracteristicas de superficies de
poliestireno. El pulsotipo D con PV1, clasificado con adherencia media, fue uno de los
pulsotipos mayormente identificado de las muestras de AMES-S. aureus™ evaluadas;
particularmente desde las lecherias 1 y 10 en manguera de leche mastitica, manguera

de leche, colectores y tarro de leche.

Pulsotipos con baja adherencia. Los pulsotipos con baja adherencia fueron los
pulsotipos infrecuentes (F.1-PV1, F-PV1), distribuidos entre lecherias (E-PV1), y

esporadico en leche de estanque (T-PV1).
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DISCUSION
La adhesion es una etapa critica durante la colonizacion y la formacién de biopeliculas
del S. aureus, tanto en superficies biéticas como abiéticas (Sutra and Poultrel, 1999;
Dego et al., 2002; Moormeier and Bayles, 2017). La capacidad de adherencia de una
bacteria a una superficie se relaciona tanto, con las propiedades fisicoquimicas de la
superficie, como asi también con las habilidades del microorganismo de adhesion a la
superficie (Bernardes et al., 2012; Di Ciccio et. al., 2015). Nuestros resultados indican
que existen cepas de S. aureus presentes en leche de estanque con alta capacidad de
adhesion a superficies de poliestireno, y con potencial formacién de biopeliculas, mas
aun cuando el origen de los pulsotipos corresponde a adherencias in vivo con
caracteristicas de biopeliculas. La habilidad de adhesién y formacién de biopeliculas de
S. aureus en diferentes superficies presentes en el equipo de ordefo, tales como
poliestireno, acero inoxidable, silicona ya ha sido descrita (Lee et al., 2014; Latorre and
Munoz, 2015; Latorre et al.,, 2020). Lo anterior, resalta la importancia del control de
calidad e higiene durante todo el proceso de elaboracién de los productos lacteos
involucrando los diferentes eslabones productivos, productores e industria. En Chile, y
particularmente en la Region de Nuble, la cadena de produccién de leche se encuentra
fragmentada en una interaccion de compra-venta entre productores de leche e industria
lechera. La calidad inicial de la leche producida y destinado para la industria o
elaboracion de subproductos tiene un efecto importante en la calidad del producto final
(Barbano et. al, 2006); lo que resalta la importancia en la higiene de las superficies en

contacto con la leche, tanto en las lecherias como en la industria lechera.

Dentro de las metodologias utilizadas para evaluar la capacidad de formacion de

biopeliculas en S. aureus, se incluyen el cultivo en Agar Congo-rojo, evaluacion de
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adherencia en tubo de borosilicato, presencia de genes icaA e icaD y ensayo de
adherencia en placa, siendo estos 2 ultimos ampliamente utilizados (Knobloch et. al.,
2002; de Souza, 2014; Cruzado-Bravo et. al., 2019). El operoén ica permite la sintesis del
polisacérido de adhesién intercelular (PIA) que se ha asociado con la capacidad
patogénica de S. aureus y de amplia frecuencia entre aislados de S. aureus a partir de
IMI (Melchor et al., 2011). Pese a lo anterior, en nuestro estudio, describimos la presencia
de cepas con negativas para el gen icaA (PV2); o icaA e icaD (PV4) con alta 0 mediana
habilidad para adherirse a superficies de poliestireno in-vitro. Adicionalmente, en el caso
particular de la cepa C ha sido aislada desde superficies asociadas a adherencias
macroscoépicas. Lo anterior puede atribuirse a que existan otros mecanismos, descritos
en S. aureus capaces de compensar la ausencia del operén ica, tal como la proteina de
adhesion a biopelicula (BAP), no evaluada para nuestros pulsotipos (da Souza da
Cunha, 2014). En Chile, aislados de S. aureus aislados de muestra de leche de animales
con IMI clinicas y subclinicas, poseen 37 % (n=46) de adherencia débil, 48% (n=59
moderada y 15 % (n=19) alta (Mella et al., 2016). Estos resultados, coinciden con la
mayor proporcion de S. aureus medianamente adherentes (60%), identificados en
nuestros estudio. Mas aun, la proteina BAP ha sido previamente descrita como de
importancia entre cepas de S. aureus aisladas de IMI (Cucarella et. al., 2004). Aunque
S. aureus presenta multiples proteinas que le permiten unirse a la matriz del huésped,
como por ejemplo fnbA (capitulo 3). En ausencia de moléculas de la matriz extracelular,
S. aureus puede unirse a superficies abioticas a través de interacciones electrostaticas
e hidrofébicas tal como se demostré en ensayos de biopeliculas estaticas donde las
superficies de poliestireno con carga diferente producen la union y el desarrollo general

de la biopelicula (Kennedy and O'Gara, 2004). Ademas, los 4cidos teicoicos que tienen
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cargas negativas, han sido implicado en la unién a poliestireno y superficies de vidrio
(Gross et. al., 2001). Desde la perspectiva de habilidad de adherencia por MPA de S.
aureus aislados de superficies presentes en el equipo de ordefa, Lee et. al., (2014),
analizé la habilidad de adherencia de cepas aisladas desde equipo de ordefio y en leche
de estanque, identificando 54.8% como no adherente (n=17), 29% con adherencia débil
(n=9), 6.5% moderados (n=2), y 9.7% altamente adherentes. Diferencias en las
frecuencias de habilidad de adherencia por MPA pueden atribuirse a que Lee et. al.,
(2014) incluyeron en su estudio cepas aisladas de superficies no asociadas a
adherencias o biopeliculas, como los incluidos en nuestro estudio. Esta diferencia podria
justificar la alta proporciéon de cepas no adherentes en poliestireno. No obstante, en la
investigacion de Lee et al., (2014), se presentan pulsotipos clasificados con baja
adherencia y capaces de formar biopeliculas en superficies de gomay acero inoxidable.
Por lo anterior, el evaluar la habilidad de adherencia y formacién de diferentes superficies
presentes en el equipo de ordefia como vidrio, goma Yy silicona es importante en la
evaluacién de habilidad de formacion de biopeliculas, considerando que la habilidad de
las adherencia de las cepas podria haber variado dependiendo del material utilizado
como superficie de contacto.

En Chile, el reglamento sanitario de los Alimentos en su Parrafo IV Del proyecto y
construccion de los establecimientos de los alimentos en su articulo 25, inciso J, indica
que “Los materiales de revestimiento aplicados a las superficies de trabajo y a los
equipos que puedan entrar en contacto directo con los alimentos, no deberan ceder
sustancias toxicas o contaminantes a los alimentos, modificando los caracteres
organolépticos y de inocuidad” (RSA, 2016;

https://www.leychile.cl/Navegar?idNorma=71271). El acero inoxidable, ha sido
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considerado como una de las superficies éptimas para las superficies en contacto con
alimentos por su baja afinidad para adherencia de microorganismos dada por las
caracteristicas de su superficie. No obstante, se ha demostrado que la presencia de
leche en superficies de acero inoxidable modifica su carga y afinidad por
microorganismos bacterianos, permitiendo su adhesion (Bernardes et. al., 2012). El
estanque de leche y sus partes son de acero inoxidable que se mantienen a 4°C cuando
estan con leche. La temperatura de refrigeracién es esencial para evitar crecimiento
bacteriano en la leche almacenada en el estanque. Sin embargo, se ha reportados que
dicha temperatura disminuye la habilidad de cepas de S. aureus de adherirse a acero
inoxidable (Cruzado-Bravo et al., 2019). De tal forma, un aspecto clave es el considerar
la importancia de lavado del estanque posterior al retiro de leche dado que durante este
periodo de lavado, las superficies con remanentes de leche y bacterias, se encuentran
a temperatura ambiente. En nuestro estudio, el pulsotipo J fue clasificado con habilidad
de adherencia media y fue identificado en partes del aspa, salida interna o externa de
estanque, como asi también en muestras de leche de estanque, tarros de leche,
pezonera y muestras de leche individual de animales de la misma lecheria (Latorre et.

al., 2020).

En el medio ambiente, las biopeliculas pueden estar compuestas por diversas, especies
0 cepas de bacterias. El pulsotipo F12-PV2 identificado con de alta habilidad para
adherirse a poliestireno y tiene origen en la lecheria 11, descrita en el capitulo 2 y 3,
donde se identificaron pulsotipos que poseen el gen sea, codificador de la enterotoxina
A (PV3). En este sentido, una cepa con alta capacidad de adherencia, podria iniciar la

formacion de una biopelicula que permita que cepas no necesariamente adherentes se
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asocien posteriormente; como es el caso de los pulsotipos K-PV3 y L-PV3, ambos sea

positivos representando un potencial riesgo para la salud publica.

Considerando los antecedentes presentados en este capitulo, la presencia de cepas en
biopeliculas como en leche de estanque potencialmente podrian adherirse a superficies
que esta en contacto con leche y que posteriormente sera destinada para el consumo

humano, representa un potencial riesgo y de importancia en salud publica.
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CONCLUSION

No existe diferencia en la habilidad de adherencia a poliestireno in vitro de cepas
de S. aureus identificadas en muestras de leche de estanque y cepas de S.
aureus con distribucién clonal en adherencias macroscépicas y leche de

estanque.
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CAPITULO 5
DISCUSION GENERAL

La diversidad genética, dinamica y virulencia en cepas de S. aureus de origen
intramamario, como extramamarios que potencialmente puedan causar IMI, han sido
documentadas ampliamente en operaciones lecheras (Larsen et al., 2000; Zadoks et al.,
2002; Ruegg, 2017; Rowe et al.,, 2019). No obstante, considerando que la leche
producida es principalmente destinada para consumo humano, poco se ha investigado
respecto a las caracteristicas de virulencia de cepas de S. aureus presentes en muestras
de leche de estanque, y su potencial relacibn con las cepas presentes en
adherencias/biopeliculas en el equipo de ordefio (Boos et al., 2015). De ésta forma, el
principal objetivo de la presente investigacion fue evaluar la diversidad genética,
virulencia y habilidad de adherencia de cepas S. aureus aisladas desde muestras de
leche de estanque y adherencias macroscoépicas en superficies en contacto con la leche.
Con la intencién final de contribuir al conocimiento de la epidemiologia de éste patégeno
intramamario y potencial patégeno humano, en operaciones lecheras. A este respecto,
en el presente capitulo se destacan y discuten los principales hallazgos identificados en

los diferentes capitulos anteriormente desarrollados.

Contribuciones del presente estudio al conocimiento de S. aureus en lecherias
de Nuble

La presente investigacion confirma una amplia diversidad genética de cepas de S.
aureus entre muestras de leche y superficies en lecherias de en la regién de Nuble
(SID=0.99), consistente con resultados previamente descritos en la region (Pacha,

2015). No obstante, pese a la diversidad genética de estos aislados, el perfil de virulencia
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coa®™ nuc® fnbA® icaA®icaD® sea® seb® mecCOmecA® estaba ampliamente
distribuidos entre todas las lecherias evaluadas. Mas aun, la proteina de adhesiéon a
fibronectina y descrita como importante en la infeccion intramamaria (Jett and Gilmore,
2002; Pereyra et. al., 2016), es altamente conservada tanto en aislados de leche de
estanque y de adherencias/biopeliculas de la regién de Nuble. Por otro lado, entre las
lecherias la presencia y diversidad de cepas vari6 de heterogénea a clonal. Diversas
pueden ser las causas que pueden modificar la presencia de patégenos intramamarios
presentes en leche de estanque, particularmente de S. aureus. La principal fuente de
este microorganismo en leche corresponde a infecciones intramamarias que elimina el
microorganismo de manera intermitente y permitiendo infecciones cruzadas entre vacas
y cuartos mamarios (Zadoks et al., 2011; Rowe et al., 2019). Las caracteristicas
individuales de cada lecheria basada por ejemplo en el nimero de animales, medidas
de manejo de animales, rutina de ordefio, e higiene del equipo de ordefio, puede explicar
que la dinAmica de S. aureus varie entre lecherias. A este respecto, el papel que juegan
las cepas de S. aureus extramamarias como potenciales agentes causales de IMI es
controversial. Algunos autores vinculan una relacién genética entre ellos (Haveri et al.,
2008); mientras otros lo descartan (Zadoks et. al., 2002). Complementarios a estos
antecedentes, la presente investigacion resalta el potencial rol de las adherencia en el

equipo de ordefio como causal de contaminacion de la leche de estanque.

Rol de adherencias/biopeliculas en leche de estanque de S. aureus

La presente investigacion permite, en conjunto con lo reportado por Latorre et al., (2020),
reportar cepas con el mismo pulsotipo (clones) presentes en animales, en
adherencias/biopeliculas y muestras de leche de estanque de una misma lecheria.

Respecto a la dinamica de S. aureus en las lecherias, se ha aceptado ampliamente el
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concepto de que una cepa o un limitado numero de cepas de S. aureus son las
responsables de la gran mayoria de IMI, y que su transmision se realiza durante el
ordefio principalmente a través de toallas de secado (no individuales), manos del
ordefiador, y unidades de ordefio (Zadoks et al., 2011; Rowe et al., 2019).
Staphylococcus aureus se comporta como un microorganismo predominantemente
contagioso, no siendo la glandula mamaria el Unico reservorio de este microorganimos
en el rebafio. Por lo anterior, pese a que multiples esfuerzos realizados en la rutina de
ordefio para evitar la transmision de S. aureus durante el ordefio, estos podrian verse
opacado por una deficiente higienizacién y limpieza del equipo de ordefio en superficies
en contacto con el pezén tal como pezoneras (Lee et al., 2014). En el caso particular de
la granja 12, se identifico que los pulsotipos H, | y J, presentes en las pezoneras, son
genéticamente indistinguibles de los pulsotipos causantes de IMI del rebafio y de los
presentes en leche de estanque (Latorre et al., 2020). La dinamica de los
microorganismos puede cambiar entre lecherias, por lo anterior la potencial dinamica
animales-biopeliculas-leche de estanque descrita para la granja 12 se sugiere evaluar
en futuras investigaciones en otras lecherias. Los pulsotipos de las cepas ambientales
podria aumentar la diversidad de estos en leche de estanque y no sélo atribuirse la
presencia de S. aureus en leche de tanque como de origen Unico a partir de leche de
vacas con IMI. La clonalidad de pulsotipos entre AMES y BTM observada en 7 lecherias
de la region de Nuble destaca el potencial rol de adherencias en el equipo de ordefio en

la contaminacién de BTM.

Dinamica de cepas entre muestras de leche de estanque.
Usualmente, la interpretacion de S. aureus aislados de muestras de BTM, no contempla

el andlisis molecular de subtipificacion y usualmente se identifican y clasifican basados
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en caracteristicas morfolégicas y bioguimicas. En los pulsotipos evaluados, el gen de la
coagulasa y nucleasa es altamente conservado, por lo que estas pruebas no permitirian
discriminar entre cepas diferentes. La variabilidad de patrones de pulsotipos de S. aureus
entre muestras de leche de estanque, permite remarcar la potencial variabilidad de cepas
identificables dentro y entre muestras de leche de estanque de una lecheria.
Staphylococcus aureus es un patdgeno intramamario y también potencial patégeno
humano ampliamente aislado desde muestras de leche de estanque en lecherias en
diferentes regiones del mundo incluidos Asia (Bi et al., 2016; Lan et al., 2017); Africa
(Said et al., 2016), Oceania (Macmillan et al., 2019), Europa (Boos et al., 2015; Parisi et
al., 2016), America del Norte (Jayarao et al., 2004; Patel et al., 2018) y America del Sur
(Pacha et al., 2015). En Chile, S. aureus ha sido identificado como uno de los principales
agentes causantes de IMI (San Martin et al., 2001; Mella et al., 2017; Mufioz et al., 2018);
sin embargo la frecuencia de identificacion de éste microorganismo en BTM no ha sido
ampliamente reportada. En lecherias de las ex provincias del Biobio y Nuble se reporta
un 58% de frecuencia entre 65 lecherias evaluadas (Pacha, 2015). Considerando
Unicamente las 19 lecherias evaluadas en la investigacién del 2015 que forman parte
actual de la region de Nuble e involucran el territorio evaluado en nuestra actual
investigacion, un 100% de ellas fue positivas a S. aureus (comunicacién personal). Estos
resultados al contrastarlos con los resultados de frecuencia de las lecherias positivas en
nuestra presente investigacion (76%) indican una alta frecuencia de identificacion de
éste microrganismo en lecherias de la region de Nuble. El andlisis de la leche de
estanque es una herramienta Util y tradicionalmente utilizada para determinar la calidad
de la leche del rebafio, como asi también para monitorear la presencia de infecciones

intramamarias dentro del rebafio (NMC, 1999; Jayarao et. al., 2004). Dentro de los
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programas de salud mamaria, se considera la identificacion bacteriolégica de
microorganismos contagiosos y recuento celular somatico para evaluar la salud mamaria
del rebafio (Jayarao et. al., 2004). Nuestro estudio evalla la abundancia de pulsotipos
de S. aureus leche de estanque, En este sentido, datos aportados por nuestro estudio
permiten describir la diversidad de cepas de S. aureus presentes en BTM, como asi
también, el patrén y dinamica de eliminacion de estas cepas en muestras seriadas de
leche de estanque. Estos resultados toman importancia al considerar que durante la
vigilancia de patégenos intramamarios, el cultivo bacterioldgico en leche de estanque es
realizado sin subtipificacion. En este sentido, para lecherias con mas de una cepa de S.
aureus entre o dentro de muestras de leche de estanque, como lo observado en las
lecherias 1, 2, 6, 9, 11, 20, 12, 17, 18, 28 y 30, si el diagnéstico de S. aureus se realiza
utilizando la metodologia estandar de diagndéstico, la abundancia de cepas estaria

subdiagnosticada.

Relacion de tipos principales y subtipos de S. aureus

Desde 1940, S. aureus ha sido descrito como un microorganismo con capacidad de
adaptacion a presion selectiva de agentes antimicrobianos tales como lo son los f-
lactamicos Penicilina y Meticilina. Asimismo, este microorganismo se adapta a diversas
condiciones de laboratorio, sobreviviendo y multiplicandose en un amplio rango de
temperaturas, pH, concentraciones de oxigeno, y concentraciones de sal, entre otras.
Estas caracteristicas, reflejan los mecanismos de adaptacion adquiridos por este
patégeno. Se ha demostrado que las bacterias evolucionan y se transmiten rapidamente
con clones emergentes, como respuesta de adaptacion y propagacion global durante
afios o décadas (Bentley and Parknhill, 2015). De esta forma, se podria considerar que

presencia de pulsotipos estrechamente relacionados, como por ejemplo lo observado
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en las lecherias 2 (A, A.2), 16 (B, B.1), 27(V, V.1) y 30 (W, W.2) podria deberse a cepas
que han ido adaptandose al ambiente en cada lecheria. Mas aun, considerando que se
describen variaciones entre virulencias de un mismo pulsotipo (Tabla 3.6). La
modificacion genética bacteriana se da principalmente por mutaciones especificas, re-
arreglos genéticos y transferencia horizontal de genes. En este Gltimo grupo destacando
los mecanismos de conjugacion, transduccién y transformacion de genes fundamentales
para la transmisién de factores de virulencia (Alibayov et. al., 2014; de Souza da Cunha,
2014; Zeaki et al., 2015). La transferencia horizontal del gen de la enterotoxina A
mediada por fagos, ha sido previamente descrita y podria explicar en parte, porque
cepas genéticamente no relacionadas presentes en leche de estanque de la granja 11,

presentan la misma secuencia de un gen no conservado para esta especie.

Staphylococcus aureus ha sido descrito como un patégeno extraordinariamente versatil,
responsable de intoxicaciones alimentarias, infecciones hospitalarias y comunitarias, tal
como el sindrome de shock toxico (Argudin et al., 2010). Es mas, se ha descrito que el
metagenoma de S. aureus contiene hasta 10 genes que codifican enterotoxinas
estafilocécicas, que son responsables de los sintomas clinicos asociados con la

intoxicacion alimentaria (Castro et. al., 2018).

Evaluacion de genes de resistencia antibiotica mecC y mecA en S. aureus de
lecherias

Los antibidticos se usan ampliamente en medicina humana y veterinaria. En la
produccion lechera de Chile, las terapias de secado que incluyen cloxacilina, podrian
causar una presién de seleccion pulsotipos de S. aureus meticilino resistentes,

causantes de IMI presentes en la leche de estanque. No obstante, la presente

132



investigacion reporta la ausencia de genes de resistencia a meticilina, mecA y mecC,
entre las cepas de S. aureus evaluadas. En concordancia con nuestros resultados,
Velasco et. al., (2008) no encontré6 MRSA en la cadena productiva de carne de cerdo en
Chile. Estos resultados contrastan con la alta prevalencia de aislados de S. aureus de
origen hospitalario en Chile distribuido a nivel nacional (Aguayo-Reyes et. al., 2018;
Comunicacion personal Mario Quezada, LIAA). La vigilancia de emergencia de cepas de
MRSA en produccién animal esta acorde con lo descrito en Plan Nacional Contra la
Resistencia a los Antimicrobianos del gobierno de Chile decretado el 2017
(https://diprece.minsal.cl/desarrollo-de-plan-de-resistencia-antimicrobiana/).  Por o
anterior, nuestra investigacion se alinea con el plan nacional de vigilancia, aportando el

primer reporte en Chile de MRSA en produccion lechera.

Futuras propuestas de investigacion

Con la finalidad de seguir caracterizando los pulsotipos de S. aureus presentes en
adherencias macroscopicas y BTM, y evaluadas en la presente investigacion, se
propone complementar esta evaluacion con la habilidad de adherencia al poliestireno,
incluyendo otros materiales del equipo de ordefio tales como silicona, vidrio, y goma.
Adicionalmente, futuras investigaciones consideran el complementar el estudio de los
factores de virulencia de relevancia en salud publica, aumentando el niamero de
enterotoxinas a evaluar en aislados de leche de estanque. Adicionalmente, el
complementar la subtipificacién de S. aureus de origen intramamario con las muestras
de BTM y AMES en las lecherias, como lo realizado puntualmente en la lecheria 12,

permitiria conocer si existe clonalidad entre cepas.
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Existen bastantes antecedentes de la epidemiologia de S. aureus como agente
intramamario, sin embargo poco se conoce sobre su dinAmica una vez que el
microorganismo es eliminado por la gldndula mamaria y su dindmica en la produccion
lactea. Considerando la importancia de S. aureus en la produccion de leche y salud
publica, como también su habilidad para evolucionar y adaptarse en diferentes
ambientes, se propone enfocar nuevos estudios que permitan vincular y conocer la

epidemiologia de este microorganismo entre animales, AMES, BTM e industria.
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CONCLUSIONES GENERALES

1. Entre lecherias de la region de Nuble existe alta diversidad de cepas de S. aureus
con perfil predominante de virulencia de coa ® nuc® fnbA®icaA®icaD™Mseal
)seb®mecCmecA” y habilidad de adherencia media a superficies de

poliestireno.

2. Dentro de las lecherias de la region de Nuble, existe una diversidad variable de
cepas de S. aureus identificadas en leche de estanque y adherencias

macroscopicas de superficies en contacto con leche (SID=0 a 1).

3. Adherencias presentes en superficies de equipo de ordefio con S. aureus pueden
representar una potencial fuente de este microorganismo en la leche de

estanque.
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CAPITULO 6. ANEXOS

ANEXO 1.

Listado detallado de origen de aislados de S. aureus y su clasificacién acorde a su

pulsotipo principal, pulsotipo y perfil de virulencia. Fuente: Elaboracién Propia.

Pulsotipo  Pulsotipos Pulsotipo y
Granja LCLID Origen Procedencia BTM
Principal totales Perfil de virulencia®

A A A_PV1 1 L1-010 BTM BTM M1
A A A _PV1 2 L1-085 BTM BTM M2
A A A PV1 2 L1-048 SP MLM
A Al Al PV1 1 L1-080 BTM BTM M3
A Al A.l PV1 7 L1-181 BTM BTM M2
A Al A.l PV1 7 L1-182 BTM BTM M3
A A.2 A.2_PV1 2 L1-083 BTM BTM M2
A A.3 A.3_PV1 6 L1-134 BTM BTM M2
B B B_PV1 16 L1-554 BTM BTM M1
B B B_PV1 16 L1-556 BTM BTM M2
B B B_PV1 16 L1-558 BTM BTM M3
B B B_PV1 16 L1-1067 SP L L2 2.5
B B B_PV2 16 L1-557 BTM BTM M2
B B B_PV2 16 L1-559 BTM BTM M3
B B B_PV2 16 L1-1062 SP L L125
B B B_PV2 16 L1-1063 SP L L125
B B B_PV2 16 L1-1066 SP L L2 2.5
B B B_PV2 16 L1-1029 SP L L25

142



o O O O O O O O

o

B.1

B.1

B.1

B.1

B.1

B.1.2

B.1.3

B.2

B.2

B.2

B.2

B.2

B.2

o O O O O O O O

o

B.1_PV1
B.1_PV1
B.1_PV1
B.1_PV2
B.1_PV2

B.1.2_PV1

B.1.3_PV5
B.2_PV1
B.2_PV1
B.2_PV1
B.2_ PV1
B.2_ PV1
B.2_ PV1
B.2_PV1

C_PV4
C PV2
C_PV2
C_PV2
D_PV1
D_PV1
D_PV1
D_PV1
D_PV1
D_PV1
D_PV1

D _PV1

16
28
28
16

16

29
29
29
29
29
29
29

1

10
10
10
10
10

10

143

L1-553

L1-1101

L1-1112

L1-1027

L1-1082

L1-1110

L1-1095

L1-1114

L1-1115

L1-1142

L1-1144

L1-1145

L1-1146

L1-1147

L1-033

L1-009

L1-079

L1-031

L1-036

L1-222

L1-201

L1-202

L1-204

L1-327

L1-257

L1-421

BTM

BTM

BTM

SP

SP

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

SP

BTM

BTM

SP

SP

BTM

BTM

BTM

BTM

SP

SP

SP

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

JL

BTM

BTM

JL

MLM

BTM

BTM

BTM

BTM

ET1

ML

M1

M3

M3

L60

L60

M3

M2

M1

M1

M2

M2

M3

M3

M3

M1

M2

M1

M1

M1

M3



o O O O O

o

o O U O O

o

E.l

E.l

E.1

E.11

E.11

E.11

E.11

E.11

E.11

D_PV2
D_PV2
D_PV2
D_PV2
D_PV2
D_PV2
D_PV2
E_PV1
E_PV1
E_PV1
E_PV1
E_PV1
E_PV1
E_PV1
E PV2
E.1 PV1
E.1_PV1
E.1_PV2
E.11_PV1
E.11_PV1
E.11 PV1
E.11 PV1
E.11_PV1
E.11 PV1
F PVl

F_PV1

10
10
10

10

12

12

12
12
12
14
14
14
14
14

14

144

L1-001

L1-195

L1-197

L1-203

L1-326

L1-372

L1-416

L1-130

L1-131

L1-137

L1-135

L1-142

L1-317

L1-451

L1-140

L1-438

L1-254

L1-274

L1-483

L1-484

L1-485

L1-486

L1-480

L1-482

L1-625

L1-627

SP

BTM

BTM

BTM

SP

SP

SP

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

SP

SP

BTM

SP

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

MLM

BTM

BTM

BTM

ET1

ML

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

ENT1

ENT1

BTM

VC

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

M2

M3

M2

M1

M2

M2

M3

M3

M3

M3

M1

M1

M1

M2

M2

M3

M3

M1

M2



Tn

O O 6 060 6 606 6 6 6 606 O o m

T

F.1

F.1

F.1

F.12

O 0 06 60 6 60 6 606 60 606 0

T

F.1 PVl
F.1 PV1
F.1 PVl
F.1 PVl
F.12_PV2
G_PV1
G_PV1
G_PV1
G_PV1
G_PV1
G_PV1
G_PV1
G_PV1
G_PV1
G_PV1L
G PV1
G_PV1
H_PV1
H_PV1
H_PV1
H_PV1
H_PV1
H_PV1
H_PV1
H_PV1

H_PV1

17
17
17
17
11
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
12
12
12
12
12
12
12
12

12

145

L1-630

L1-616

L1-617

L1-618

L1-279

L1-651

L1-652

L1-653

L1-654

L1-655

L1-656

L1-657

L1-658

L1-659

L1-622

L1-623

L1-624

L1-458

L1-285

L1-278

L1-422

L1-423

L1-456

L1-457

L1-462

L1-463

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

SP

SP

SP

BTM

BTM

SP

SP

SP

SP

SP

SP

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

BTM

ENT1

ENT2

EST1

PEZ

BTM

BTM

ENT3

ENT3

PEZ

PEZ

PEZ

PEZ

M2

M3

M3

M3

M2

M1

M1

M1

M2

M2

M2

M3

M3

M3

TD

M2

M2

DD

DD

TI

TI



I I_PV1 12 L1-277 BTM BTM M2

I I_PV1 12 L1-450 SP ENT2 2
[ I_PV1 12 L1-442 SP MLM 3
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J J_PV1 12 L1-323 SP Ol
J J PV1 12 L1-447 SP Ol C5
J J_PV1 12 L1-459 SP PEZ TD
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J J_PV2 12 L1-275 BTM BTM M1
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T T T_PV1 21 L1-746 BTM BTM M2

T T T_PV1 21 L1-747 BTM BTM M2
T T T_PV1 21 L1-748 BTM BTM M3
T T T_PV1 21 L1-749 BTM BTM M3
T T T_PV1 21 L1-750 BTM BTM M3
U U U PVl 23 L1-887 BTM BTM M1
) ) U PVl 23 L1-888 BTM BTM M1
U U U PVl 23 L1-889 BTM BTM M2
U U U PVl 23 L1-894 BTM BTM M3
Vv Vv V_PV1 27 L1-1030 BTM BTM M1
Vv V.1 V.1 PV1 27 L1-1032 BTM BTM M1
W W W_PV1 30 L1-1149 BTM BTM M1
W W W_PV1 30 L1-1155 BTM BTM M2
W W W_PV1 30 L1-1156 BTM BTM M3
W w W_PV1 30 L1-1169 SP C 1

W w W_PV1 30 L1-1170 SP C 1

W W.2 W.2_PV1 30 L1-1152 BTM BTM M1
W W.2 W.2_PV1 30 L1-1154 BTM BTM M2

BTM: leche de estanque, M1, M2, M3: Muestra 1, 2 y 3 respectivamente; SP: superficie;
C: colector; PEZ: pezonera; L: Linea de leche; MLM: Manguera de leche mastitica, JL:
Jarra de leche; VC: valvula del colector, ENT: entrada de tarro; AE: Aspa de estanque,
Ol: Outlet interno de estanque, TJ: Tapa de jarra de leche; * Todos los aislados son coa®™
nuc™® fnbA® seb® mecA® and mecCO. PV1: icaA® icaD™ sea®); PV2: icaA® icaD™ seal
); PV3: icaA® icaD™ sea™; PV4: icaA® icaD® sea®;PV5: icaA™ icaD® seal).
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ANEXO.2.

Dendograma de aislados de S. aureus por granja lechera.(Granja 1 a 30). Letras A-
W: Pulsotipo asignado por inspeccion visual; L1-XXX/ LM-XXX/ E-XXXX: corresponde al
ID del aislado, G: Granja, AMES: Superficies con adherencias macroscopicas, BTM 1,
2, 3: Muestras de Leche estanque 1, 2 y 3 respectivamente; MQ: leche de cuarto. Fuente:
Elaboracion Propia.
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ANEXO 3

S.aureus Smalpacha S, aureus Sma | pacha
PFGE
Type Source Date
L1317 1.6 MilkCan- U1 (hose connection) May 30, 2015
084 14 Cow A -LR September 13, 2017
L27s 14 BTM-M1 May 30, 2015
L1324 14 Agitator Blade May 31, 2015
. L1459 14 Rubber Liner-U3-RR June 17, 2015
L1427 14 Rubber Liner (Short Tube) -U3-RF June 17, 2015
L1451 1.6 Milk Can -U1 (hose connection) May 30, 2015
L1318 14 Milk Can -U2 (hose connection) May 30, 2015
L1278 14 BTM-M1 May 30, 2015
L1265 14  BTM-M3 June 13, 2015
1 L1460 1.4 Rubber Liner-U3-LF June 17, 2015
h L1428 14 Rubber Liner (Short Tube) -U3-RF June 17, 2015
1 L1441 14 Long Milk Hose- U3 June 17, 2015
L1323 14 Milk Tank Outlet (Ext) May 30, 2015
L1447 1.4  Milk Tank Outlet {int) May 30, 2015
L1430 14 Agitator Blade May 30, 2015
L1433 1.4 Milk Can -U3 (Inner Surface) May 30, 2015
L1435 1.4 Milk Can -U3 (Inner Surface) May 30, 2015
E1-007 14 Cow B-LF August 25, 2015
MOS8 14  CowC-RR September 13, 2017
L1438 15 Milk Collector Valve-U3 June 17, 2015
L1285 1 BTM-M2 June 3, 2015
L1458 1 Rubber Liner-U3-RF June 17, 2015
L1457 1 Rubber Liner-U3-RF June 17, 2015
L1463 1 Rubber Liner-U3-LR June 17, 2015
L1423 1 Milk Can - U3 (hose connection)  May 30, 2015
L2713 1 BTM-M2 June 3, 2015
L1456 1 Rubber Liner-U3-RF June 17, 2015
L1462 1 Rubber Liner-U3-LR June 17, 2015
L1422 1 Milk Can - U3 (hose connection)  May 30, 2015
CLMOS9 1 Cow D-RR September 13, 2017
LM0s0 1 Cow F-RR September 13, 2017
© E1018 1 Cow G-RF August 25, 2015
LM-0S4 1.1 Cow H-RF September 13, 2017
CLMO061 11 Cow I-RR September 13, 2017
M058 1.1 Cow J-RF September 13, 2017
L1277 11 BTM-M2 June 3, 2015
L1461 11 Rubber Liner-U3-LF June 17, 2015
L1442 11 Long Milk Hose-U3 June 17, 2015
L1450 1.1 Milk Can -U2 (hose connection)  May 30, 2015
L1-286 13 BTM-M3 June 5, 2015
L1314 13 Milk Tank Outlet (Ext) May 30, 2015
E1-003 13 Cow K-RF August 25, 2015
E1-004 13  CowK-RR August 25, 2015
L1483 12  Milk Tank Outlet (Ext) May 30, 2015
L1254 17  BTM-M3 June S, 2015
L1274 17 BTM-M1 May 30, 2015
L1438 17  Milk Collector Valve-U3 June 17, 2015

Anexo 3. Figura extraida de Latorre et al., 2020. Dendograma de

aislados de S. aureus obtenidos desde

muestras de leche de estanque (BTM), equipo de ordefio, y vacas individuales en un estudio de granja. El
dendograma esta basado en el analisis de perfiles de ADN digeridos por Smal utilizando un corte de 100%.
Los tipos de PFGE fueron asignados por inspeccion visual de dos observadores independientes de los
perfiles de ADN digeridos por Smal mostrados a la derecha del dendograma, seguido por la fuente de la
muestra, y fecha de nuestreo. U= posicion de unidad de ordefio de la lecheria; LF, LR, RF, and RR = cuarto
anterior derecho, posterior derecho, delantero derecho, y trasero derecho,respectivamente; BTM= leche de
estanque; M1, M2, o M3= muestra de leche consecutiva 1, 2, o 3, respectivamente; Ext = area externa de
salida de estanque de leche (conexién con manguera de camion); Int = area interna de salida de estanque
de leche (porcion de estanque de leche); PFGE=elcetroforesis en gel de campo pulsado. (Informacion
corresponde a lecheria 12; equivalencias de pulsotipos con tesis. 1=H; 1.1=l; 1.2=K.2; 1.3= K.1; 1.4=J; 1.5=
K; 1.6= E; 1.7=E.1). Fuente: Latorre et al., 2020.
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ANEXO. 4

Anexo 4.1. Figura 1 de articulo de Latorre et al., 2020. Imagen de microscopia
electronica de biopeliculas en la superficie de pezonera de goma. (A—C) Bacteria
cocaceas contenida en biopeliculas en el cuerpo de pezonera. (D, E). Biopelicula en tubo
corto y, (F) biopelicula en boquilla. Flechas muestran bacterias cocaceas dentro de una
biopelicula multiespecie. (Pulsotipos de tesis doctoral identificados en lecheria 12 desde
pezoneras: H, I, J; ). Fuente: Latorre et al., 2020.

Anexo 4.2. Figura 2 de articulo de Latorre et al.,, 2020. Imagen de microscopia
electronica de biopelicula en la superficie de (A) manguera de leche y (B) véalvula del
colector. Flechas muestran bacterias cocaceas dentro de una biopelicula multiespecie.

(Pulsotipos de tesis doctoral identificados en lecheria 12 desde manguera de leche: I, J;
vavula del colector: K, E.1). Fuente: Latorre et al., 2020.
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ANEXO 5. LISTADO ABREVIACIONES

Adherencias macroscopicas en superficies de equipo de ordefio

(Macroscopic adherences on milking equipment surfaces)
Caldo cerebro corazén (Brain hearth infusion broth)

Agar cerebro corazén (Brain hearth infusion agar)

Leche de estanque, leche de tanque (Bulk tank milk)
Infecciones intramamarias (Intramammary infections)

Ensayo de adherencia en microplacas (Microtitter Plate Assay)

Staphylococcus aureus Meticilino resistente (Methicillin resistant

Staphylococcus aureus)

Consejo Nacional de las Mastitis de los Estados Unidos

(National Mastitis Council)

Electroforesis en gel de campo pulsado (Pulsed Field Gel
electrophoresis)

Perfil de Virulencia
Recuento Celular Somatico.

indice de diversidad de Simpson (Simpson index diversity).
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