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ABC:
AC:
ACF:
ACS:
AlF:
AMP:
ARC:
Axyz:
BHI:
BHIA:
DO:
EPS:

HHW:

HIC:
Hty:

Agar Base Columbia.

Agar Columbia.

Adyuvante completo de Freund.

Agar Columbia Sangre.

Adyuvante incompleto de Freund.

Neutrophil antimicrobial peptidééptido antimicrobiano de neutrdfilo).
Agar Rojo Congo.

Absorbancia (densidad oOptica) a una longitudritiaalexyznanémetros.
Caldo infusion cerebro-corazon.

Agar infusion cerebro-corazén.

Densidad optica.

Exopolisacarido

Medio sintético para la promocion de la formaadi@slimede Hussain, Hastings y
White.

Cromatografia de interaccion hidrofobica.

Hidrofobicidad.

MATS: Microbial Adhesion to solverfadhesion microbiana a solvente)

MSCRAMM: Microbial Surface Components Recognizing Adhesiariik Molecules

PMN:

(componentes de la superficie celular que reconagueféculas de la matriz
adhesivas).

Leucocitos polimorfonucleares

PFGE:Electroforesis en campo pulsado.

RTD:
SAT:
SCN:

Routine test dilutiorfdilucion de prueba de rutina).
Salt aggregation tegprueba de agregacion salina).

Estafilococo/s coagulasa negativo/s.

SCNSN: Estafilococo/s coagulasa negativo/s sensible/sxavabiocina.

SCNRN: Estafilococo/s coagulasa negativo/s resistentisiavobiocina.

SSA:
SSF:
TSA:
TSB:
UFC:

Serum-Soft AgafAgar blando suero).
Solucion salina fisiolégica

Agar soja-tripticasa.

Caldo soja-tripticasa.

Unidades formadoras de colonia.
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1.- Microorganismos frecuentes en la leche de ovgja
clinicamente sanas

Las caracteristicas nutritivas de la leche de lasniferos hacen de ella un muy
buen medio de mantenimiento y crecimiento de nusesronicroorganismos bacterianos.
Suelen ser éstos normalmente de origen ambientadua alguno puede ser patdgeno para
la ubre, alterando los niveles productivos de logmales afectados, disminuyendo
considerablemente la calidad de la leche y supdnoiean algunos casos concretos, un
riesgo cierto para la vida del animal afectadaddsarrollo de algunos agentes microbianos
en la leche puede provocar, ademas, problemasgasipor la aparicion, por ejemplo, de
cepas del génerdtaphylococcuproductoras de enterotoxinas (Vadkeal. 1990; Salasiat
al., 2004; Rodriguest al.,2005).Algunos autores, sin embargo, rechazan el conapto
existencia de “microorganismos habituales” en théede animales sanos, considerando

gue este producto es, por definicién, de naturadegil (Marccet al, 1992a).

Teniendo en cuenta que son los microorganismosgiatmente patdégenos los que
mas atencion han recibido por parte de los invadtiges, son mucho mas abundantes los
estudios publicados sobre los mismos que los d#alica otros agentes que se han venido
considerando presentes de forma natural (0 al menossociados necesariamente a
procesos mastiticos) en la leche ovina (Mavrogiahrl, 2007). Por otro lado, también
hay que tener en cuenta que practicas como lacg@alede los animales hacia mayores
producciones (lo que puede disminuir la resistercimfecciones), la separacion del
lactante (lo que ocasiona un vaciado de la ubrehmueenos frecuente, produciéndose
retenciones), o los dafios producidos por las psopiaquinas ordefiadoras (Watson,

1981), representan factores favorecedores de lidepacion de estos agentes.

Entre los datos publicados sobre los microorgarsspresentes en la leche de
ovejas espafolas, se puede citar a algunos augoregpresentan resultados sobre un
namero amplio de muestras de leche tomadas akazavejas clinicamente sandslfla
Rev0):
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Tabla Rev01l . Bacterias habituales en la leche de ovejas espafiolas clinicamente sanas.

. Marco et al. De la Cruzet al.
Garcia (1990 (1992a) (1993)
NUmero de muestras Nd 260 547
Muestras positivas (%) Nd 47 (18,08% 137 (25,05%)
Microorganismos aislados: N° cepas (% sobre cepas aisladas)
GéneraStaphylococcus 188 (87,85) 34 (72,34) 123 (89,78)
S. arletae 7 (3,27) - -
S. aureus 49 (22,89) 7 (14,9) 7 (5,1)
S. epidermidis 29 (13,55) 6 (12,8) 89 (59,1)
S. caprae 1 (0,46) - -
S. caseolyticus 3 (1'40) - -
S. chromogenes - 4 (8,5) 3 (22)
S. cohnii 4 (1,86) - -
S. equorum 16 (7,47) - -
S. haemolyticus 2 (0,93) - -
S. hyicusubespchromogenes 4 (1,86) - -
S. hyicusubesphyicus 10 (4,67) 3 -
S. haemolyticus 2 (0,93) - -
S. kloosii 5(2,33) - -
S. lugdunensis 1(0,46) - -
S. saprophyticus 11 (5,14) - -
S. sciuri 2 (0,93) - -
S. simulans 2 (0,93) 7 (14,9) 9 (6,6)
S. warneri 2 (0,93) 3(6,4) -
S. xylosus 8 (3,73) - 14 (10,1)
S. gallinarum 8 (3,73) - -
S. lentus 4 (1,86) - 1(0,7)
Staphylococcuspp. 20 (9,34) 7 (14,9) -
Micrococcusspp. 20 (9,34) 4 (8,5) 14 (10,1)
Stomatococcus mucilaginosus 6 (2,80) - -
Streptococcuspp - 3(6,4) -
Mannheimia haemolytica - 1(2,1) -
Pasteurella multocida - 1(2,1) -
Pseudomonas aeruginosa - 3(6,4) -
Corynebacterium bovis - - 1(0,7)
Serratia liquefaciens - - 1(0,7)
No identificadas - - 6 (4,4)

Leyenda: Nd : no determinado

Segun se observa en estos datos, destaca la impartiel géner&taphylococcus

como integrante de los microorganismos obtenidosladéeche de ovejas espafiolas
clinicamente sanas, llegando a representar en agso practicamente el 90% de los
aislados bacterianos. Dentro de los estafilocdemssespecies coagulasa negativas (SCN)
son las que se aislan mas frecuentemente, frepetdgenos clasicos conf. aureus

Estos datos coinciden con los datos obtenidos eja®ve otros paises, como lo indicado
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por Jonegquien, en 1991, presentd resultados de un est@i®0d00 ovejas en Reino
Unido en el que ya destacaba la importancia dS@iY entre los aislados de leche. En un
estudio de Mavrogianret al. en 2007, los autores observan que los estafil@cson las
bacterias mas frecuentemente aisladas de las n@denagejas y que, en algunos casos,
ademas, se aisla de forma repetida la misma cepatdilococo de la misma oveja a lo
largo de toda la lactacion.

2.- Importancia de los estafilococos

Como hemos indicado, se puede afirmar que el g&taphylococcuss el aislado
mas frecuentemente a partir de leche de ovejas sgrtambién en el caso de mastitis
ovinas (Ruppet al, 2009). Dentro de él, los SCN son los mas hal@sjatomo indican
varios autores (De la Cret al, 1993; Gonzalez, 1995). Este dato es importantes s
SCN aparecen cada vez mas a menudo como causatiisreabclinicas que amenazan la
obtencion de leche de la calidad requerida pobDiasctivas de la Comunidad Europea.
Por todo ello puede considerarse que el interaapwriancia de los SCN en leche de
ovejas sanas o0 enfermas, resulta un aspecto deagraalidad por su repercusion en la
calidad de la leche (Pengov, 2001; Reppl, 2009).

En el curso de los ultimos afios se ha venido estddi ampliamente la
epidemiologia de las mastitis causadas $oaureusutilizando métodos bacterioldégicos
convencionales (Clemen&t al, 2003). Es sobradamente conocido @ueaureuses un
patégeno contagioso y que las principales fuergda thacteria en rebafios infectados son
los cuarterones mamarios, la piel de la ubre ypkwnes (Anderson, 1983; Mylkd al,
1997; Fragkowet al, 2007; Mavrogiannet al, 2007), aunque otras fuentes de infeccion
también pueden contribuir a la difusion de la enfmtad. La transmision d&. aureus
tiene lugar normalmente durante el ordefio (Bergomtial, 2003b), aunque en el ganado
vacuno se ha demostrado que los insectos tambgrvdbiculan de forma mecanica
(Gillespieet al, 1999). Los planes de control de la mastitisfoaureusasados en estos
hechos han reducido la incidencia de la enfermeaadlgunos paises, aunque en otros
continda representando una de las especies baeterimds frecuentemente aisladas a
partir de casos de mastitis clinicas no sélo emmacsino también en ovejas (Bergoreer
al., 2003b; Vautoet al, 2009b). Una indicacion clara de la capacidadcdaureuspara

adaptarse a las nuevas condiciones de produccigralaes el incremento de la incidencia
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de las mastitis causadas por este patdgeno (RobeytsWilliams, 1994), siendo el
patdégeno principal en un gran namero de granjadloypese a las mejoras de la sanidad

introducidas en las explotaciones de leche.

Por otro lado, aunque menos invasivo @ieaureusS. epidermidises también
capaz de producir mastitis en vacuno, de manerague estudio se ha llegado a aislar
hasta en un 43,5% de los cuarterones de 27.526 dackche (Anderson, 1983), aunque
las mastitis que causa son habitualmente subdinicdeves y con menos cambios
histopatolégicos que las producidas por el printando en vacas (Anderson, 1983) como
en ovejas (Winter y Colditz, 2002; Vautetr al, 2009b). En el caso del ganado ovino, los
SCN se sefialan como la principal causa de lasdiofees intramamarias subclinicas
(Bergonieret al, 2003; Fragkowet al, 2007). Las consecuencias econOmicas de estas
infecciones son importantes, ya que este tipo degsos producen alteraciones en la ubre
y en la calidad de leche, en particular en lo esfer al contaje de células sométicas
(Pengov, 2001; Bergoniet al, 2003b; Clementst al, 2003; Ruppet al, 2009).

En conclusion, los miembros del géneStaphylococcuson las bacterias mas
frecuentemente aisladas en leche de ovejas saaatewnas (Burriel, 1998; Lagt al,
1998; Pengov, 2001), siendo las mastitis mas greagesausadas p@. aureusaunque
otros miembros del género, en espeSiakpidermidistambién provocan alteraciones de la
ubre de los ovinos, comunmente de tipo subcliniedi (et al, 1998; Winter y Colditz,
2002; Clementst al, 2003; Fragkoet al, 2007). Es destacable que son los SCN quienes
aparecen como causa de la mayoria de estas masttiinicas ovinas (Pengov, 2001),
gue amenazan la obtencion de leche de la calidmeriela por las Directivas CE. Ademas,
al contrario de lo que ocurre c&@ aureusen muchos casos (Burriel, 1997), los SCN
persisten y se aislan repetidamente de los mismimsakes durante todo el periodo de
lactacion, manteniéndose en las ubres durante cgldsey volviendo a proliferar y

manifestarse en la siguiente lactacion (Mavrogiahai., 2007).
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3.- Patologias debidas al géner8taphylococcusn ovino,
con especial referencia a la mastitis gangrenosa

Las principales patologias causadas por los estafibs en el ganado ovino
incluyen las mastitis, la enfermedad de los abscgsta piemia por garrapatas de los
corderos (Anderson, 1983), siendo las primeraptosesos de mayor entidad y también
de repercusion econdémica. La mastitis estafiloed@sta causada normalmente for
aureusy es la forma mas comun de mastitis bovina en &adoundo (Quinret al, 2004).
Resulta también muy frecuente en ganado ovino (Beeget al, 2003b; Gofiiet al,
2004), pudiendo ser subclinica, clinica o cronasgciandose las formas sobreaguda vy
gangrenosa a formas sistémicas graves que puedgan # ser mortales (Ruppal, 2009,
Vautoret al, 2009b).

La penetracion de la bacteria en el canal de laargafacilita por la existencia de
lesiones traumaticas o infecciones intercurrentespo sucede en el caso del ectima
contagioso. Una vez en el interior de la mamagkiafilococos se difunden con rapidez
por toda la glandula, produciéndose un aumentem@édratura y tamafio e induracion del
cuarteron afectado. Se desarrolla un edema enrdal @ddominal anterior a la glandula
afectada y luego, en la forma gangrenosa, la manauslve fria y azul negruzca,
desprendiéndose al final. Todo el proceso se d#lsasdlo en unos pocos dias y, sin
tratamiento, suele ser mortal o provocar la pérdielda mama afectada. Si la infeccion
comienza en una fase tardia de la lactacion, ppealecar la formacion de reacciones
cronicas que mantienen estafilococos (Winter y {€9l@002), que permanecen latentes
durante el secado y resurgen de forma aguda eguigiste lactacion (Mavrogianeit al.,
2007).

Alrededor de un 15% de los ovinos son portadorespiel o en fosas nasales
(Bergonieret al, 2003), de estafilococos responsables de masiiisa , aunque esta
proporcion varia en funcion de la tasa existenteleabafio, aumentando el porcentaje de
portadores en paralelo a la tasa de mastitis (Aoderl983). En ovino se ha demostrado
que la flora presente en el canal de la mama poed®lo ser el origen de mastitis, sino
que también puede proporcionar una cierta protedrente a cepas patdgenas invasivas
(Fragkouet al, 2007).

Aunque clasicamente se ha considera8o aureusomo Unico agente causal de la

patologia mamaria por estafilococos en ovino, lgadrtancia de los SCN ha ido
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aumentando a la par que las exigencias producyvae control de la leche ovina
(Bergonieret al, 2003; Vautoret al, 2009). En un estudio llevado a cabo en Reino &nid
(Jones, 1991) sobre 30.000 ovejas entre 1985 y, 58@83bservo que la incidencia anual de
mastitis clinica oscilaba entre un 0 y un 24%, coa media del 5%. En cuanto a la
etiologia,S. aureusy M. haemolyticas6los, juntos 0 asociados con otros microorgarssmo
fueron los agentes patdégenos principales aisladds deche de casi el 90% de las 730
ovejas afectadas clinicamente; en el caso de lastimaubclinicas, alrededor del 50% de
los casos eran causados por SCN. Resulta llamatigcestos hallazgos, en cuanto a las
mastitis clinicas, coinciden con los hallados 60safintes por Leyshon también en Reino
Unido, lo que indica que, pese a las mejoras inttihs en el control, terapéutica y
manejo de los rebafios lecheros, no se ha consegddoir ni variar la aparicion de las
mastitis agudas en el ganado ovino. De hechogse sionsiderando en ovindsa aureus

al principal agente de mastitis clinica mientras g@a mastitis subclinicas se aislan mas
frecuentemente SCN (Ladit al, 1998; Bergonieet al, 2003). Estos datos coinciden con
los obtenidos en nuestro pais por diferentes imgakires, destacandose la creciente
importancia de las mastitis subclinicas causadassS@iN en los rebafios ovinos lecheros
espafoles (Garcia, 1990; Martoal,, 1992a; Gonzalez, 1995).

Entre los aspectos que precisan mas estudio emméitis estad el de su
epidemiologia, cuya determinacion conlleva el tgpa@ los aislados. Mientras que los
meétodos convencionales clasicos para el tipadd.deaureus(fagotipado, serotipado,
biotipado, antibiogramas) generalmente son de poitidad en cepas d&. aureusde
origen bovino (Matthewset al, 1994a) aunque siguen siendo de utilidad para el
diagndstico de mastitis subclinicas ovinas (Burri98; Clementset al, 2003), los
meétodos epidemioldgicos basados en ADN han resulpaodmetedores para estudiar las

rutas de transmision de cepas virulentas (Mastoal, 1993; Vautoet al, 2009).

Dada la relevancia de estos procesos patolégiaes su naturaleza multifactorial
(Marco et al, 1992a), para su control se precisa del empledidgrsas estrategias y
metodologias combinadas. Una de ellas es el miameizcontacto de las ubres con cepas
de S. aureusvirulentas capaces de provocar enfermedad cronisabclinica (Burriel,
1998; Bergoniert al, 2003), para lo que seria de mucha utilidad gdatier de mas
informacion sobre la epidemiologia 8eaureus/ los SCN en ovino (Marcet al, 1992b).

Por otro lado, la terapéutica antimicrobiana esemudo ineficaz en las mastitis

causadas pdB. aureus en una investigacion realizada en 1994 en Fimnda(flyorala y



Revision bibliogrdfica

Pyorala, 1994), sélo el 28% de los cuarteronesadest resultaron estar curados
microbiolégicamente 3 semanas después de la ter@piamo resultado del estudio, se
observé que las cepas Seaureusisladas en la fase aguda de la infeccion pernsistida

ubre, siendo la reinfeccidn por otras cepa$ daureusara, aislandose de manera repetida
el mismo genotipo en 7 de 10 granjas. Pese a est@sces desde el punto de vista
molecular, dichos estudios son costosos y predisdrumentacion especifica, por lo que
el uso de metodologia clasica seria interesaném gjertos casos podria llegar a otorgar
resultados muy aplicativos. Tal es la conclusidnedeudio de Mylliset al. en 1997 que,

efectuando el biotipado por el método de Devriebtyvieron resultados idénticos a los
obtenidos por métodos epidemiolégicos moleculatesgue demuestra que algunas
caracteristicas de los estafilococos de interédeapoplogico pueden ser demostradas

también fenotipicamente (Clemeetsal, 2003; Vautoet al, 2009).

Por tanto, tras las primitivas consideraciones eanto a la virulencia de los
miembros del génerBtaphylococcygeflejadas de alguna manera en la clasificaciénoc
estafilococos patdgenos de sélo aquellos miembebg&hero integrantes de la especie
aureusy que ademas producian coagulasa libre (BairdePad®74), los estafilococos
coagulasa negativos (SCN) han ido ganando sigaifinapatoldgica. A partir de ello,
numerosos investigadores han centrado sus esfuerzosl estudio de este tipo de
microorganismos (Fthenakis y Jones, 1990; Ratpgd, 2009), especialmente desde que se
han visto claramente asociados a procesos morhiognalmente en la especie humana y
posteriormente en los animales (Davies y Stone,7;1%&rp, 1991; Pengov, 2001,
Bergonieret al, 2003).

4.- Caracteristicas de los estafilococos

4.1.- Estructura celular

La estructura celular de los estafilococos es écdi de las bacterias Gram
positivas. El citoplasma esta rodeado por la mengb@oplasmatica y la pared celular,
esta Ultima reconocible en el exterior como unaaapesa, bastante homogénea y menos
electrodensa que la membrana citoplasmatica. Qaimgnte, las paredes de todos los
estafilococos estan formadas por peptidoglicanocigoateicoico. La proporcién de
peptidoglicano llega a ser de hasta un 50 a 60%pel&b seco de las preparaciones de
pared; en algunos casos, se ha encontrado prqtesiaslo la mejor conocida la

denominada proteina A, que es un componente CHEAICIR.
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4.2.- Composicion quimica de la pared celular
4.2.1.- Peptidoglicano.

El peptidoglicano, también denominado mureina oapéptido, es la estructura de
mayor importancia de la pared bacteriana, siendoriatipal polimero responsable del
mantenimiento de la forma de la bacteria (Schleit683). Esta enorme molécula rodea
completamente la célula como si se tratara de alsabEs un heteropolimero formado por
cadenas de glicano que se encuentran entrelazagttiante péptidos cortos (Schleifer y
Kandler, 1972); la estructura es relativamente aumié y esta formada poN-

acetilglucosamina y acidg-acetilmuramico, alternados y unidos mediante esl&¢l,4.

Pese a esta uniformidad genérica, se han utilizadm propositos
guimicotaxonémicos las diferencias cualitativas lancomposicion aminoacidica de
preparaciones purificadas de pared. Sin embargdeterminacion cualitativa e incluso
cuantitativa de dicha composicion no es suficiep@ra caracterizar el tipo de
peptidoglicano. Incluso si la composicion en amaidds del peptidoglicano de dos cepas
es cuantitativamente idéntica, la secuencia sdgljue se encuentran ordenados puede ser

muy diferente (Schleifer y Kandler, 1972).

4.2.2.- Acidos teicoicos de la pared

Los acidos teicoicos de la pared celular son pabmaidrosolubles formados por
alditol (glicerol, ribitol), fosfato, un aztucar m iN-acetilamino azucar y a veces D-alanina.

Los radicales de glicerol y ribitol estan unidotresi mediante puentes fosfodiéster.

La posible union entre el acido teicoico y el pepglicano consiste en un
triglicerolfosfato, que estad fijado con un enlacsfédiéster a la posicion 4 de
acetilglucosamina. Por su parte, I&l-acetilglucosamina conecta el acido teicoico al
peptidoglicano mediante una unién fosfodiestereestr posicion 1 y probablemente la

posicion 6 del aciddl-acetilmuramico.

4.2.3.- Membrana citoplasmatica

La membrana citoplasmatica de las bacterias supoaebarrera selectiva que
realiza funciones variadas, como el transportetréleico ligado a la membrana, el
transporte activo, la formacion dséptumy la segregacion del ADN. Estd compuesta
basicamente por proteinas y fosfolipidos, siendiela. aureusa mejor estudiada, aunque

incluso en esta especie se desconoce aun la eserydiuncion de muchas de las proteinas
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de membrana. Entre las proteinas de funcidn coaos®l encuentran la adenosin
trifosfatasa, poliprenolfosfoquinasa, y la L-laotaD,L-glicerol-3-fosfato, NADH, L-

malato y succinato oxidasas y deshidrogenasas.

4.3.- Actividad bioldgica de los polimeros de la epltura celular

Los polimeros de la pared celular no sélo tienguotantes funciones estructurales

sino que participan en distintas actividades bickix)
4.3.1.- La pared celular como receptor de bacimyiods

Se puede demostrar que diversos fagos de tipadh dareusse unen a paredes
celulares aisladas de varias cepas de esta espenmje solo algunas pueden ser lisadas
por ellos, lo que indica que algunos componentesnuoes de las paredes de los

estafilococos funcionan como receptores de fagos.
4.3.2.- Actividad bioldgica de los acidos teicoicos

Ya que los acidos teicoicos estan, al menos, parerde expuestos en la superficie
celular, se forman anticuerpos especificos corlloa si se inoculan células intactas, por
ejemplo, a conejos. De hecho, se pueden detediauenpos precipitantes frente al acido
teicoico en individuos que han sufrido una infenadgtafilococica, método empleado, por
ejemplo, para distinguir a pacientes con endodaredtafilocécica de los de otros tipos de
endocarditis.

Teniendo en cuenta esta propiedad, se han deadwathétodos serologicos de

diferenciacion entre cepas.

4.3.3.- Propiedades bioldgicas del peptidoglicano

a) Propiedades inmunoldgicas

Parece que el peptidoglicano es un pobre inmunggenque la inmunizacion con
preparaciones de peptidoglicano purificado sélapcen una respuesta débil en conejos.
Sin embargo, se han descrito al menos tres detames antigénicos que generan
anticuerpos especificos contra el glicano, la sigdaahpeptidica y el puente interpeptidico,
habiéndose demostrado que tanto el grupo carbdeitminal como el amino pueden
funcionar como determinantes antigénicos. En cémcee ha descubierto que la glicina-

NH> terminal se encuentra en el peptidoglicano dest¢a® estafilococos descritos hasta el
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momento, de forma que puede emplearse para lacd@teg diferenciacion especifica de
los estafilococos.

b) Actividad endotdxica

El peptidoglicano estafilococico solubilizado pdtrasonidos es pirogénico, con
una cierta reaccion cruzada con los peptidoglicgmrosedentes de estreptococos, de
manera que se puede observar una cierta toleranczada entre ellos pero no con la
endotoxina ddescherichia coli Esta capacidad pirogénica, detectable medianpeukeba
del LAL (Limulus Amoebocyte Lysatees al menos 1000 veces menor que la del
lipopolisacéarido (LPS). Segun los estudios de waaatores, esta propiedad se podria
explicar en parte por la capacidad que tiene eligiglicano de activar el complemento,
tanto por la via clasica como por la via alterraativ

Varios autores (Leet al, 1987b; Guidryet al, 1991; Guidryet al, 1994) han
seflalado que el peptidoglicano es el componente cla la pared celular que interviene
en la opsonizacion de los estafilococos; adema®decion del hospedador frente a este
componente de la pared, puede jugar un importagel gn el desarrollo de la “inmunidad

natural” a las bacterias Gram positivas.

c) Otras propiedades patogénicas o toxicas

Existe una serie de propiedades diversas atritaiilalle peptidoglicano, que
incluyen, entre otras:

- produccion de inflamacion por inoculacién intradiea.

- activacion de dosis subletales de estafiloco@sles con produccion de lesiones

purulentas.

- inhibicién de la migracion de células peritonsate sensibilizadas.

d) Propiedades no patdgenicas

Se incluyen también, entre otras:

-capacidad como adyuvante debida al peptidogli¢sa@oS. epidermidis
-actividad inmunosupresora, dependiendo del momelgtoadministracion del
antigeno, que parece deberse a una actividad orducdirecta sobre células

inmunosupresoras.
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4.4.- Factores de adherencia, su importancia taxondca y
relacion con la virulencia

4.4.1.- Introduccion a la adherencia

La mayoria de los microorganismos prefieren un mddovida en el que la
poblacion se encuentre fijada sobre un soportadesésil o bentonico), mas que un modo
de vida libre y aislado en el medio ambiente (estpdnctonico). Mientras que los
individuos en estado plancténico son importantasa [ proliferacién y difusion de su
comunidad bacteriana, la poblacion sésil es lafguerece la persistencia microbiana en
un determinado ambiente (Clutterbwetkal.,2007).

La adherencia a las superficies es una estrategsagervivencia que permite a las
bacterias instalarse y colonizar un ambiente pdatiicde modo que el estado planctonico
podria reducirse al paso de una superficie a esty es, a la difusion, dentro de un
ambiente particular, vivo o inerte. Tras fijarseura soporte, las bacterias generan una
comunidad organizada, a la que William Costertori®89 denomindiofiim y que se
define como “una poblacion bacteriana adheridaaasuperficie e inmersa en una matriz
de exopolisacéarido”. Inicialmente, dichos biofilme#a actividad bacteriana resultante se
conocian Uunicamente por su capacidad de colonizarrper canalizaciones y los cascos
de los buques, por ejemplo. Posteriormente se HBécsin embargo, que la importancia
médico-sanitaria de formaciones similares es urest@n capital en la patogenia de
muchas enfermedades infecciosas, ya que el 65%sénfecciones bacterianas en el
hombre implican la formacion de biofilmes, pudiéseléormar en catéteres o implantes, o
bien atacar 6rgano o tejidos como dientes, ojobngmes o el tracto urogenital, entre
otros. La eliminacién de un biofilm es dificil desdl punto de vista médico: por ejemplo,
los tratamientos antibidticos que pueden ser edicgoara las bacterias planctdnicas, son

menos eficaces con las del biofilm (Filloux y \&&)l2003).

En relacion con ello, un factor importante de leeraccion entreS. aureusS.
epidermidisy otros estafilococos y sus hospedadores respsctista representado por la
capacidad de las bacterias para adherirse a comjgsnde la matriz extracelular y a
proteinas séricas. Para colonizar y diseminardizartiun amplio abanico de estrategias
cuya base molecular y genética es multifactoriah an solapamiento amplio entre la
actuacion de unas sustancias y otras, como suce@t &gaso de las adhesinas y otros

factores de adherencia.

13



Revisién bibliografica

Los factores de adherencia pueden ser proteinagdiads), como las fimbrias y
las adhesinas no fimbriales, y estructuras nemas, polisacaridog ébla Rev02)

Tabla Rev02. Tipos de factores de adherencia.

Naturaleza Tipo Ejemplos

Adhesinas filamentosas &e coli (P,S, tipo
1, K-88, K-99, CFA-1) Neisseria

e gonorrhae(tipo 4), Salmonella sp(tipo 1) y
Proteinas Vibrio cholerae(Tep)
(adhesinas) Yersinia sp. proteinas Inv y Ail)Bordetella

pertussigpertactina) Streptococcus
pyogenegproteina fijadora a fibronectina),
adhesinas d8taphylococcus sp

Adhesinas no fimbriales

Streptococcus mutarfglucanos y
Polisacéaridos Glicocélix fructanos) S. epidermidigformacion de
biofilmes,slime

4.4.2.- Principales factores de adherencia

La capacidad de adherencia de una cepa bacteeaeadke de las caracteristicas de
la superficie de la misma, por lo que diversosdiad, tales como la hidrofobicidad
celular, o estructuras superficiales como adhesinaaslisacaridos de cubierta (capsulas o

slim@ condicionan la mayor o menor adhesividad de terdenado aislado.

Es importante recordar, sin embargo, que factoxesreos a la bacteria influyen
considerablemente en sus caracteristicas de stipede manera que se ha observado que
el cambio de condiciones de cultivo ocasiona laieipa de variantes coloniales con
caracteres superficiales diferentes, no séloSenaureus sino en otras especies de
estafilococos. Por ejemplo, el subcultivo repetalai2°C deS. hyicus cepa ST67P,
proporciond a Yoshidaet al. en 1991 diversos tipos coloniales con caracteaisti
superficiales diferentes de las poseidas por la ogjginal. Aunque el perfil bioquimico
era idéntico, otros resultados no fueron concoetacdn los obtenidos en la cepa parental,
gue mostraba una gran cépsula observable por roopiss electronica, lo que indicé
claramente que las condiciones de cultivo inflldarias propiedades de superficie de los
estafilococos. También la composicion del mediccakévo influye: el uso de suero de
leche bovina se ha aconsejado como promotor digblesimiento de las caracteristicas
superficiales (Mamet al, 1991b). Otros factores, tales como los periodosathservacion
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de las cepas en medios comunes, podrian afea@doariacion delime,aunque Matthews
et al, también en 1991, trabajando con cepas de origeindde SCN, observaron que la
conservacion de las mismas a 4°C no afectabaapkcidad de formacion ddimeni de

capsula.

4.4.2.1.- Exopolisacaridos bacterianos

Los polisacaridos bacterianos extracelulares sseptan como dos formas basicas.
Como céapsula (polisacarido capsular, CPS, anti¢@nel polisacarido esta intimamente
asociado con la superficie celular y puede estmdb de forma covalente a la pared
bacteriana. En contraste, los polisacaridossligle (mucus) sélo estan asociados de forma
deébil (desprendible) a la superficie celular. Lstidcion entre el CPS slimese determina
frecuentemente segun el grado de asociacion a dadag tras centrifugacion. La
diferenciacion entre las dos formas puede serildifi@ que células productoras de gran
cantidad de CPS pueden liberar algo de materidgépeo, aparentando una produccién de
slime(Whitfield, 1988).

Desde un punto de vista funcional, los exopolisdoar bacterianos no son
Gnicamente uno de los principales factores relatios con las propiedades de adherencia,
sino que tienen importantes propiedades antigért@asndémicas y de virulencia.

a).- Historia

Algunos estudios cientificos, ya a principios diglas XX, informaban sobre la
existencia de ciertas cepas$taphylococcuson propiedades de virulencia, antigénicas e
incluso coloniales, que las diferenciaban de lggm€ecomunes. El conocimiento de la
importancia de las estructuras superficiales eaci@h con las caracteristicas antigénicas o
de virulencia se ha ido desarrollando a la parlgusbservacién de dichas caracteristicas
diferenciales.

En 1931, Gilbert propuso que la formacién de c&ppuobia ser un determinante de
virulencia en el caso de los estafilocggossteriormente, Julianelle y Weighard, en 1934,
divideron los estafilococos en cepas patdgenadigdeA), y saprofitas (de tipo B). La
clasificacién de una cepa en uno de los dos grs@aealizaba empleando una reaccion de
precipitacion y, lo que resulta mas relevante, smw@raron que la virulencia o no de un
aislado se debia a la presencia de un polisacésgdecifico, que podria tratarse de un

polisacarido capsular.
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Mas adelante, en la discusion de su completo wakmjL952 sobre la clasificacion
antigénica de estafilocos humanos, Oeding postuéXistencia de capsulas entre las cepas
con las que trabajé. Posteriormente, en 1958, Miwibses observaron que la cepa Smith
de S. aureugresentaba dos variantes coloniales en el agaddlsuero SSASerum Soft
Agar), que diferian considerablemente en su virulepeaia raton. Comprobaron que la
inyeccion intraperitoneal de 5 x 16 mas UFC de la cepa Smith “difusa” producia de
forma casi segura la muerte de los animales en&rdl® horas después, mientras que no
ocurria lo mismo con la variante “compacta”. La oréy de las propiedades bioquimicas
de ambas variantes era casi idéntica, no siendoo@artipables por edetnormal de fagos
ni a la RTD (dilucion rutinaria de prueba) ni a QOORTD. Las diferencias entre ambas
variantes eran que la difusa no producia coagligada Clumping factoy, mostraba en
pruebas de difusion en agar un antigeno no confarcampacta y poseia (observada por
microscopia electrénica) una capsula de la quecizale variante compacta. En el estudio
de las fases de fagocitosis intraperitoneal de estante difusa, se observd que la
fagocitosis de la misma se producia de forma didecon respecto a la variante compacta,
en un momento en el que ya existian demasiado$il@siaos como para que los
polimorfonucleares neutréfilos fueran capaces duiedrlos por completo. Por tanto, la
resistencia relativa de la variante difusa a lao¢#gsis en el peritoneo, durante la fase

temprana de la infeccion, parecia ser determirgatai virulencia para los ratones.

A partir de 1961, se fue confirmando que la virglande algunas cepas de
Staphylococcusera debida a la presencia de una capsula quesak#&rao impedia la
fagocitosis (Wiley, 1961). En 1963, Ekstedt deséria existencia, en la variante difusa de
la cepa Smith, de dos antigenos, uno proteico @ @wlisacarido, con potencial
inmundgeno. Mientras que el antigeno polisacarmdtege unicamente cuando la cepa de
desafio se mezcla con mucina, el proteico lo hanetcuando se mezcla con mucina
como cuando se administra sin mucina. A partir sfeseresultados, el autor postula que
los antigenos retardadores de la fagocitosis cubtes responsables de la activaciéon de la
fijacion del complemento o del crecimiento compandSSA. También coincide con otros
autores en el hecho de que la mayoria de las ceépadesarrollo difuso no eran

fagotipables.

Sin embargo, puesto que muchas de las cepas aistad® difusas proceden de
casos asintomaticos mas que de casos clinicosfelenenlad declarada, daba la sensacion

de que estas cepas tenian poco que ver con ladegrproblematicas de las estafilococias.
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En este momento también, comienza a surgir la égmide que estas cepas aisladas en
laboratorio muestran nuevas caracteristicas cuarrdoen in vivo, es decir, que
posiblemente las propiedades de los estafilociocewo difieran de las que consiguen tras
el crecimiento en laboratorio. Esta hipotesis séfigaria con observaciones a partir de
animales infectados; los estafilocoénssivo poseen una tasa respiratoria aerébica mucho
mayor y la inmunizacion con cepas de este tipo pewv@ la fagocitosis peritoneal (Koenig

y Melly, 1965), lo que indicaria de nuevo que ebalutivo en laboratorio supone la
pérdida de ciertas propiedades de virulencia que@eerann vivo, observacion que ya
en 1894 hizo Van de Velde al comprobar que losfiegtacos podian hacerse mas

virulentos por pases en tejidos animales.
b).- Importancia taxonomica de los exopolisacaridos

La estructura antigénica de los estafilococos esptagja y se han aplicado varios
métodos para llevar a cabo su clasificacién, deste punto de vista. En lo referente a

polisacéaridos superficiales, los estudios taxonémge han centrado en la capsula.

En 1952, Oeding se encontraba con ciertas difidettaen el serotipado de
estafilococos mediante aglutinacion debido a lapeja estructura antigénica de estas
bacterias, presentandose considerables reacciongsdas. Adn asi reconoce este
investigador la valia del sistema frente al fagudiy ya que numerosas cepas aparecian
como no tipables por aquel sistema. El autor camnsidescribir diversos tipos serolégicos,
indicando la existencia de antigenos muy frecuentess mas escasos y que algunos eran
aparentemente especificos. Por otro lado, sefiiéchio de que las cepas podian presentar
cierta variabilidad a lo largo del estudio, prolesbénte debida al subcultivo, aunque él la

atribuia a fendbmenos de mutacion.

Mas tarde, en un interesante estudio publicado $68,10eding y Haukenes,
describieron una serie de antigenos superficiakesS.d aureus incluyendo algunos
carbohidratos diferentes del acido teicoico, quesgmtan reactividad frente a sueros
normales humanos y de conejo. Sin embargo, Barbesgga, en 1965, reconocieron la
dificultad del analisis de dichos antigenos, debédda variabilidad entre cepas, las
respuestas individuales de los animales de lab@ratp la aparente alteracién por pases
en animales an vitro de las preparaciones obtenidas. En esta épocenca@utores eran

capaces de localizar “material capsular” inclugcarelularmente.
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Finalmente, tras estos estudios a partir de cepasamas, Yoshidaet al.
determinaron la existencia de capsulas bien definieh 1970, aunque inicialmente se
supuso que todas eran similares a la de la cep&tipth. Poco después en ese mismo afio,
Yoshida describio la existencia de 3 serotiposdapss denominados A (cepa Smith), By
C, mediante pruebas sobre SSA con sueros homélodeserdlogos. Mas adelante, en
1974, Wiley y Maverakis describieron en sus trabajon cepas humanas la existencia de,
al menos, 4 serotipos capsularesSeraureus Posteriormente, en 1977, Yokomiebal.
estudiaron cepas capsuladas de 5 serotipos en @asoastitis bovina. Dado el creciente
interés en la relacion de la cépsula y la virulanse siguieron efectuando avances en
cuanto a serogrupos capsulares y en 1982, Karakaaan ya describian la existencia de
8 tipos capsulares diferenciables (del 1 al 8feaureusdesarrollando en 1985 métodos
rapidos para realizar el serotipado (Karakawal, 1985), de manera que en ese mismo
afio se describieron 11 serotipos (Sompolinskwal, 1985). En los dltimos afios se ha
descrito el serotipo 336, cuya importancia pareceieciente (Guideet al, 1998), aunque
se postula que no se trataria de un serotipo @psulo de la existencia un polimero
superficial que también se encuentra en cepas lealasupertenecientes a los serotipos 5 y
8 (Maet al, 2004).

En cuanto a los SCN, también se ha descrito e @l@xistencia de capsulas

(Matthewset al, 1991a), lo que podria permitir la diferenciacitenserogrupos capsulares.
c).-Virulencia e inmunidad

La mayoria de las investigaciones que comenzarpubéicarse a finales de las
décadas de los 50 y 60 sobre el fendmeno de Ipsuleaion de los estafilococos partian
del estudio de la cepa Smith de origen humanotgaado las opciones de inmunizacién
existentes, incluyendo un debate entre la teorfaonal y celular de la inmunidad en el
caso concreto de las estafilococias (Ekstedt, 19G8a

Fisher, en 1960, consiguié una preparacion inmumggepartir de una cepa propia,
designada como 90B, déebilmente hemolitica, coagytasitiva,clumpingnegativa y no
fagotipable, caracteristicas éstas muy comuneg @ste tipo de cepas. A partir de la
misma desarroll6 una serie de estudios de la infiaede la atmdsfera de cultivo (normal,
con un 20% de C£ hasta conseguir un antigeno termoestable y rizalite, que en
concentraciones menores deud /ratdn resultaba protector frente a 100sde la cepa

homologa.
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En el trabajo llevado a cabo por Fiskeal, en 1963, con una cepa del tipo Smith,
los autores llegaron a proponer que se tratabandecepa Unica desde el punto de vista
inmunologico, debido a sus caracteristicas esgeciRlosteriormente, observaron que otras
cepas presentaban también, por ejemplo, una alt&arcia a la fagocitosis, aunque segun
los autores este fendmeno so6lo se daba en cepasfigmuentes. En estos primeros
estudios se descubrié que mediante un adecuadmiesito de los cultivos de este tipo de
cepas se conseguia un polisacarido muy inmunégesmrihdo SPA Staphylococcal
Polysaccharide Antiggn cuyo principal constituyente era el acido 2-ayradeoxi-D-
glucurénico. Sus estudios de proteccion-desafiorag@ones demostraron que la dosis
protectora 50 (D§) se situaba entorno a 0,0Qd/raton y se conseguia en un 50% de los
animales la paralisis inmune con 30 veces estadeahtes decir 0,1Rg/raton. Por otro
lado, la susceptibilidad de los ratones inmunizactos SPA a otros agentes bacterianos,
algunos de los cuales presentan polisacaridos lWerta; comdiplococcus pneumoniae
S. pyogeneXKlebsiella pneumonigde. coli, Proteus mirabilisy P. aeruginosano se veia

alterada, indicando la especificidad del preparado.

Pese a estos estudios sobre la importancia destagteras extracelulares de los
estafilococos en relacion con su poder patégenalefson, en 1976, en una amplia
revision relativa a los mecanismos de virulenciestas bacterias en las mastitis bovinas,
sefalé que la existencia de cepas “realmente” &agbesi segun la definicion clasica de
Mudd era esporadica y que, segun su experienciaxistia hasta aquella fecha un solo
caso de mastitis bovina registrado que estuviarsach por este tipo de cepas.

Sin embargo, Leet al. en 1993 indicaron que los polisacaridos capsulsoes
producidos por aproximadamente el 90% de los aist@os deS. aureus Los mismos
autores sefalaron también que, aunque se habiantalesl serotipos capsulares, la
mayoria de los aislamientos &e aureuspertenecen a los serotipos 5 u 8. Las cepas de
estos serotipos mas prevalentes son microencapsuylpdrque sus capsulas son menores
que las producidas por los serotipos 1 0 2; diam&srocapsulas son polisacaridos
extracelulares que contenienen &acido urdnico, ques@& observan en las tinciones
negativas como las de tinta china, por lo que nmoptwian la definicién clasica. Los
aislados de los serotipos 1 y 2 son muy capsulpdasilentos en los modelos animales,
mientras que existe cierta controversia en cuagigedas cepas de los serotipos 5 u 8 sean

realmente mas virulentas que los mutantes no cghssi(Albuset al.,1991).
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Se han llevado a cabo numerosos estudios paramileserqué tipo de factores
defensivos celulares o solubles se encuentraniorbdos con la inmunidad frente a las
infecciones por estafilococos. Para ello se haardadtado y empleado diversos modelos
animales oin vitro para intentar reflejar condiciones concretas on bpocesos
determinados, aunque a veces dichos modelos pusskgar la interpretacion de la
importancia de un determinado factor de virulefleierdreau-Remington, 1998).

En cuanto a los SCN existe una considerable caosts@/ en lo que respecta a su
virulencia en casos de mastitis en rumiantes. Blesia doctoral, Jarp realiza una serie de
comparaciones entre cepas de SCN en funcion dediames que aparecen en las mamas
bovinas y caprinas, y concluye que dichas cepaspnesentan excesiva capacidad
patogénica (Jarp, 1990), mientras que Bergoeieral, en 2003, los relacionan
directamente con las mastitis subclinicas. En qwemoalgunos casos se ha postulado que
estos microorganismos podrian proteger a la maaméefial establecimiento de cepas vmas
virulentas aunque en condiciones de bajada de skgempueden ser origen de mastitis
(Fragkouet al, 2007).

En investigaciones desarrolladas en los ultimos a@oesta demostrando que la
encapsulacién de los estafilococos coagulasa megatts un fenémeno relativamente
frecuente y que no esta relacionada con la prodoaigslimede los mismos. Las capsulas
ofrecerian las mismas ventajas a los SCN que easel de especies coagulasa positivas,
confiriendo mayor resistencia a la fagocitosispresentando por ello importantes factores
de virulencia (Hancock, 1989). Sin embargo, es manbe resefiar que aun falta mucha
informacion sobre la estructura y composicion cetacde la capsula de los SCN, asi como
del estudio de los efectos de dichas sustanciase sslbhombre y los animales; esta
estructura puede suponer, por otra parte, una nugvamienta Util en el biotipado y en

los estudios epidemiologicos.
d).- Capsula

Mudd, en su enunciado clasico de 1965, define jgwa como “una estructura
recubridora por el exterior de la pared bacterianee aparece de forma habitual bajo
condiciones de cultivo normales y que se puede di&aropor tincion negativa”. La
capsula de los estafilococos es una capa de paiidas fijada firmemente a la superficie
bacteriana y que debe ser visible por microscopiea) por o que su grosor deberia ser

mayor de 200 nm, aunque las capas subvisibles nastea la pared celular e
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inmunoquimicamente diferentes de la misma se debeonsiderar como microcdpsulas
(Wilkinson, 1983).

La produccion de capsula pSt aureudue descrita por primera vez en 1931 por
Gilbert, pero debido a que las técnicas empleades su deteccion eran poco sensibles
(tincion negativa, morfologia colonial), se detbeta pocas cepas con esta estructura
(O'Riordan y Lee, 2004). Entre las cepas capsulaabstificadas inicialmente,
actualmente consideradas como “altamente encapsiljadestacan las cepas M y Smith
difusa, que producen colonias mucoides, resistdiadacitosis y son virulentas para el
raton (Koeniget al, 1962; Leeet al, 1987a). Posteriormente, los estudios con sueros
normales e inmunes frente &2 aureuscapsulados y no capsulados indicaron que las
opsoninas presentes en los sueros normales edfiafigidas contra los mucopéptidos
expuestos de las cepas no capsuladas y que lossspeocedentes de animales
inmunizados con microorganismos heterdlogos, t@deso E. coli o Streptococcugrupo
A, eran eficaces en la opsonizacibn de cepas dealpsy, mientras que las cepas
capsuladas precisaban sueros homoélogos para serizgas (Karakawa y Young, 1979).

Teniendo en cuenta estos hechos, parece clarongueeulos factores de virulencia
de S. aureuses la formacion de capsula (Nilssetnal, 1997). En la especie humana se ha
afirmado que hasta el 67% de los hemocultivos iposita estafilococos corresponden a
los serotipos capsulares 5 u 8 (Arbetital, 1984). En un modelo de artritis séptica en
ratones, empleando cepas mutantes formadoras oenoapssula del serotipo 5, se
demuestra que la mortalidad es mayor en caso degqepa sea productora de capsula, ya
gue estas cepas son dificilmente fagocitadas pomiacrofagos y, en el caso de que lo

sean, sobreviven mejor.

En Medicina Veterinaria, el interés en la capsdlaae los estafilococos surge a
proposito de la presencia 0 no de cepas capsutadiEsias bacterias causantes de mastitis
en el ganado bovino. En 1983, Norcross y Opdebaedicaron que en aislados
procedentes mastitis estafilocécicas puras$aureusel ganado bovino, hasta un 94%
de los aislados estudiados por el métodoS#bim Soft Agaaparecian con morfologia
difusa, es decir, que eran capsulados, siempresgieatase de cepas no subcultivadas o
con pocos pases, lo que se contradecia con lausiditlde otros autores (Yokomieb
al., 1977), que sefalaban un porcentaje muy infeeacapas capsuladas entre aislados de
origenes similares. Estudios posteriores han coafio la importancia de evitar los

subcultivos para mantener las propiedades de @éunlde las cepas (Odiered al.,
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1992).

diversos autores y grupos de investigacion.

En laTabla Rev03 figuran detallados algunos de los resultados aidsnpor

Tabla Rev03. Presencia de cepas de S. aureus capsuladas, datos de distintas procedencias.

Presencia de cépsula
ti 0,
Cepas estudiadas Origen Cepas po sitivas (%) Observaciones Referencia
(método)
875S. aureus Infecciones 371875 (4,2%) ) Yoshidaet al,
Frescas humanas (SSA) 1970
S. aureus 14/1519 (0,92%) Yokomizo et al
1519 coleccion | Mastitis boving 5/79 (6,32%) Tipos Yoshida 1977 '
79 frescas (SSA)
S. aureus o . 94% Pierden cépsula por Norcross y Opdebeeck
Frescas Mastitis boving (SSA) subcultivo 1983
0% (tinc.neg) Pese a SSA, al se
104S. aureus |\ itis bovind  30/104 (28,84%) tincion negativas, las Anderson,
Coleccion considera no 1984
(SSA)
capsuladas.
= NC: 8,4%
Infecciones (32/477)
humanas "5 155%
bovino(17) (59/477)
477S. aureus alimentos (2‘1 93,29% 7. 2,3% (9/477)] Sompolinskyet al,
Coleccién (inmunodifusion) =8 62,9% 1985
_ y| dores (239/477)
ma”'(pzusi‘ oreq « 10: 1,6% (6/477)
= NE: 8,9%
(34/477)
200S. aureus - . 4% | 75% 4% tras estar en | Opdebeecket al
L Mastitis boving 75% tras pase en N
Coleccién (SSA) X 1987
medios adecuado

Leyenda : NC; no capsuladas // NE; no estudiadas// frescas ; sin pases en laboratorio.

Aunque desde 1937 existen referencias de la capsufa aureugLyons, citado
por Wiley en 1961), no fue hasta los primeros estudobre encapsulacion &e aureus
realizados por Yoshida y Ektedt en 1968 cuandoaseitio describiendo una cantidad
creciente de serotipos capsulares en esta espacieribna. En la serotipificacion se
comenzo utilizando anticuerpos policlonales (Yoahiti971; Karakawa y Vann, 1982),
siendo reemplazados en los ultimos afios por ampiosenonoclonales (Nellest al, en
1985). El trabajo de estos autores permitid conoger los anticuerpos monoclonales
frente a los serotipos 5 y 8, aparentemente los fne&sientes entre los aislamientos
clinicos humanos (Arbedt al, 1984, Tabla Rev04, no presentaban reacciones cruzadas
entre si, resultando ser una herramienta sumaméhen la clasificacion de los aislados

de origen clinico.
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Tabla Rev04 . Serotipos capsulares mas frecuentes, datos de distintas procedencias.

Serotipos capsulares mas frecuentes
Especie Esp. Origer Método Tipos Referencia
(n)
= 1: 0,39% (1/256)
= 3: 0,39% (1/256)
Inmunoelectroforesis ¢ :4 5’85%; (15/2/56)
S. aureus Humano inmunodifusién 5: 25’3?A) (65/256) Arbeit et al,1984
(8 tipos) ] 6: 0,39% (1/256)
= 7:1,56% (4/256)
= 8: 39,06% (100/256)
= NT: 23,04% (59/256)
S. aureus Humano monoclonales 5,8 Nelleset al, 1985
= NC: 8,4% (32/477)
= 5:15,5% (59/477)
. e = 7:2,3% (9/477) Sompolinskyet al,
S. aureus Humano inmunodifusion | 8: 62.9% (239/477) 1985
= 10:1,6% (6/477)
= NT: 8,9% (34/477)
Bovino, + 5 en vacas
S. aureus Qvino, Monoclonales +8 en ovejas/cabras | Poutrel et al, 1988
Caprino
Bovino " 5:26,6%
S. aureus Ovino, ELISA (25/94) Baselgaet al, 1991
= 5:7,5% (4/52)
= 5:29,7%
. = 8:595%
Conejos (37 . 548 5 4%
= NT:5,4%
. = 5:758%
S. aureus Aves (33) EL'?oArgent?gS;Frjsggor = 8151% Poutrel et al, 1993
(103 cepas) policlonales = 5+48:9,1% K
= 5:66,7%
Porcino (27) = 8:29,6%
= 5+8:1,0%
. = 5:16,1%
Equino (6) . 8:833%
Pollos ac policlonal " 5:91% (51/56)
= 8:9% (5/56)
coagulasa = 5:33% (13/40)
positivos Pavos ac policlonal «  8:38% (15/40) Daumet al, 1994
= NT: 29%
(12/40)

Leyenda : NC: no capsuladas ; NT: no tipables; ac: anticuerpo

Estudios posteriores de serotipado con anticuarpp®clonales fueron realizados
por Hochkeppeét al. en 1987 y especialmente los de Pouwgtedl. en 1988, poniendo de
manifiesto que dichos serotipos (5 y 8) son prewaketambién entre los aislados de leche

de cabra, vaca y oveja.

Aungue inicialmente se investigo la presencia geswai@ Gnicamente eB. aureus
numerosos autores se han planteado la presenciepds capsuladas en otras especies del
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género. Debido fundamentalmente a su implicacionpmtesos de tipo séptic.
epidermidisha sido una de las primeras especies de SCNquéase les ha atribuido la
existencia de dicha estructura. Teniendo en cuguéala mayoria de los métodos no
opticos ni moleculares de deteccion de la capsnl&.eaureusse han basado en la
reactividad de la proteina A de la pared con dostgpos de anticuerpos, como es el caso
de la prueba de crecimiento difuso®erum Soft AgafForsumet al, 1972), y que dicho
componente de la pared no suele estar presentguagn dicha especie (Forsgedral,
1983), en los SCN se deberia utilizar otra aprogiéradiferente, como el método de

Ichiman (1984), por ejemplo, mediante el uso decaetpos fluorescentes.

La aplicacion de la metodologia de anticuerpos réiscentes ha supuesto la
descripcion de diversos tipos capsulare$eapidermidisigual que antes habia sucedido
con S. aureugHancock, 1989). El estudio seriado de cepas tagss deS. epidermidis
ha permitido confirmar que en esta especie, lai@sda de virulencia y presencia de
capsula es directa (Yamadaal, 1988), lo mismo que ocurre & aureugDall et al,
1994). Las cepas que presentan capsula, asi coiyar maumen celular asociado, son
significativamente mas virulentas para ratonesry Gapaces de adsorber mayor cantidad
de antisuero especifico, en comparacién con lasscepirulentas; por otro lado, al
microscopio electronico las cepas virulentas prasenna capsula bien definida rodeando
la célula, lo que no ocurria con las cepas avitateifYamadaet al, 1988; Makizumi,
1993).

Ademas de ello, teniendo en cuenta las reaccianesficiales frente a antisueros
especificos, Yoshidat al, en 1990, observaron proteccién cruzada entre cdps.
hyicusy S. epidermidisnediante pruebas de proteccién en ratones, lgpgdda suponer
en el caso de estas dos especies que una adecuadiaccpn de anticuerpos
anticapsulares frente a una de las especies pleg@da & proteger frente a la infeccion por

cepas capsuladas de ambas especies.

Finalmente, diversas investigaciones han demostmadola encapsulacion de los
SCN es un fendmeno relativamente frecuente y queenelaciona con la produccion de

slimede los mismos (Fattoet al.,1992).

e).-Slime
Se denominalime a una capa de exopolisacaridos que se situa dbede la

célula bacteriana y que no se encuentra fijadaefinante a la pared del estafilococo, por lo
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que puede desprenderse del cuerpo bacteriano (\6ikj 1983). Ademas, esta capa
carece de estructura regular y puede no rodearletangente a la bacteria.

Podria esperarse que una capa de las caractarigdescritasalterara las
propiedades superficiales de las bacterias prothgct®&e explicaria asi las variaciones de
carga eléctrica superficial de las cepas de estafibs, en funcion de la presencia o no de
tal estructura (Beclet al, 1988a,b). Igual sucederia con otras caractassticomo la
exposicion o no de ciertos receptores (Whitfiel@88), lo que justificaria el hecho
aparentemente demostrado de que las cepas quentpredales estructuras no son
fagotipables o lo son con grandes dificultades (e Melly, 1965; Ohshimat al,
1988). Otros autores han propuesto que la ocaitade ciertos receptores de superficie
podria hacer que las cepas productorassloiee fueran menos adherentes a sustratos
inanimados que las que no lo producen. En estédeemaldassarret al. (1997), en un
estudio llevado a cabo sobre 53 aislados de odleito, que las cepas & epidermidis
no productoras dglimese adherian significativamente mejor a fibromect fibrin6geno
que las cepas productoras y poseyeron consistemtemeayor hidrofobicidad superficial,
por otro lado, los mutantes no productores tamhimdostraron dichas cualidades

comparados con las respectivas cepas parentales.

Entre otras propiedades atribuidas séime producido por ciertas especies de
Staphylococcysaparte de las relativas a la adherencia y vicidenen especial a lo
referido aS. epidermidiscabe citar la indicada por Bykowslkd al. en 1985, como
capacidad anticoagulante. El efecto anticoagulaotesra sensible al calentamiento (a
100°C, durante 30 minutos), siendo posiblementeidddela componentes dedlime

similares a otros glucosaminoglicanos.

Se han utilizado muchos métodos para la detec@dia groduccion dslime por
cepas de SCN. Entre los mas frecuentemente empglaadencuentran los de Christensen
y el del agar Rojo Congo (Hébeat al, 1988; Woznicoveet al., 1993; Arciolaet al,
2001); ambos poseen la ventaja de sencillez deaedln, aunque la interpretacién sea
subjetiva. Numerosos estudios han comparado ambtxlos siendo, al menos con cepas
de origen humano, aparentemente repetitivos. Ealghjo desarrollado por Woznicoea
al. en 1993 sobre 212 SCN aislados de hemocultivosthas) se detecto la formacion de
slime en 28 cepas (13%) pertenecientes a cuatro esps@esio mas frecuente &h
epidermidis (17%). Comparando el método del agar Rojo Congo elométodo de

Christensen, la sensibilidad y especificidad deimero fueron del 85% y 99%,
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respectivamente, pareciendo que dicho método edemramienta adecuada para la

deteccién dslimeen estafilococos.

El porcentaje de cepas capaces de prodilicite es variable segun los autores
consultados, las especies de estafilococos implecsicel proceso clinico y especie. En la

Tabla Rev05se detallan algunos resultados resefiados enliegodiia:

Tabla Rev05. Produccién de slime en cepas de Staphylococcus de varios origenes. Datos de
varios autores.

Produccién deslime

Cepas
estudiadas
84 Bovino 100% (SSA) De 23. aureus Rather et al, 1986
144 Bov!no y

ovino

Origen Cepas positivas (%), Observaciones Referencia

21 S. aureus Baselga et al., 199

Mas abundante e8.
epidermidis, S.
hominis, S. simulang, Matthews et al.,

S. chromogenesS. 1991b
warnerique en otros
SCN
Mas frecuente e8.
Humano 28 (13) epidermidig(17%)

SCN

52 (25,24%)

Woznicova et al.,
1993

Humano Humanas (0,9%)
(203) y SCN Saa y Kruze, 1995
bovino ( 190)| Bovinas (10,5%)

El interés de los investigadores sobre los estafdos productores ddimese debe
a la indudable asociaciéon de su presencia con er@d como la contaminacion y
persistencia de SCN sobre dispositivos ortopédfpostesis, etc), asi como a diversas
infecciones de caracter nosocomial (Christereteal, 1983); sin embargo, el problema de
distincién entre aislados de importancia cliniciboy que representan microorganismos
saprofitos, ha impulsado el desarrollo de diveestadios en los que se intentaba descubrir
la asociacion entre factores como la especie dafilesbco, su hidrofobicidad y la
produccion deslime con la importancia de las cepas aisladas desgeirgb de vista
clinico (Martinet al., 1989).

Los primeros estudios sobre el papeldi@hecomo factor de virulencia (Bayston y
Penny, 1972; Youngeet al., 1987) le otorgaban gran interés al favorecer,eeatros

aspectos, la adherencia. Ello proporcionaria vestajlas cepas con capacidad de formarlo
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frente a aquéllas que no la poseian, aunque paegceegun los estudios realizados por
Perdreau-Remingtoat al. en 1998, que en ciertos modelos experimentalds dientaja
no se observa. Sin embargo, los mismos autoresgeen que quizas el modelo elegido

influya en los resultados y en las conclusionespygelan derivarse de ellos.

Pese a la controversia existente (Shetoal, 1994), algunos autores plantean
directamente la asociacion entre la formacionslime y la patogenicidad de aislados
clinicos de SCN. En el estudio efectuado por Isttakl, en 1985, resulta llamativo que,
utilizando 27 SCN aislados de hemocultivos humauzesivos, inicialmente parece que
las cepaslimepositivas eran mas patdgenas al ser mas abundaritedas cepas sépticas
(siendo S. epidermidisel méas frecuente y clinicamente significativo enltve slime
positivos). Sin embargo, en cuanto a la fagocitagisse encontraban diferencias entre los
aisladosslime positivos y los negativos, por lo que el argumeatdda alta frecuencia de
aislados slime positivos entre cepas sépticas en apoyo de la aasdaislime y
patogenicidad quiza no sea tan sélido como se pandaos autores explican esta
contradiccion basandose en la posibilidad de gskne¢hubiera sido eliminado durante el

pretratamiento.

Otros autores han realizado pruebas de virulen@dhgrencia de cepas de SCN
capsulados, productores diimey negativos a dichas estructuras, habiéndose \a@uker
que pese a que las cedimepositivas eran las mas adherentes a superfickstiqds, las
capsuladas lo eran mas que las anteriores a céksasales aunque sobre otros sustratos
dicha diferencia no se producia. Por otro ladoursdg cepaslime positivas resultaban
avirulentas para el raton (Makizumi , 1993).

Muchos han sido los factores implicados o reladosaen la produccion ddime
por parte de los estafilococos, aunque en genesahbs estudiados han sido aquellos de

caracter nutricional, entre los que destadaabla Rev09:
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Tabla Rev06 . Factores nutricionales y produccion de slime. Datos de varios autores.

Influencias nutricionales en la formacién deslime

Factor Efecto Referencia
Fosfato Ninguno Fort al, 1998
NacCl Inductor Baselgat al, 1992; Sompolinskegt al, 1985
Medio 110 Inductor Baselgzt al,, 1992
Suero de leche Inductor Watson, 1988; Basetgd, 1992
. 0 .
Agar nutritivo, 3% casaminoéacidos Inductor Johnsoat al, 1986
+ 1% dextrosa
Glucosa Inductor Christensert al, 1982 ; Baselgat al, 1991 ;
Macket al, 1992
Mattila-Sandholnet al, 1990; Mamaet al,
Suero de leche Inductor
1991a
Sacarosa al 3,6% Inductor Ziebwtral, 1997
Fructosa, lactosa, maltosa,
sacarosa, manosa, ribosa, Indl,Jc_tores Christenseret al, 1982
celobiosa, xilosa , galactosa, débiles
ramnosa
Arabinosa, _manltoll, d extranas Ninguno Christenseet al, 1982
metil mandsido
Urea Esencial EnS. saprophyticyHjelmet al, 1991.
Carencia de oxigeno Inhibidor Barlatral, 1990

En cuanto a la influencia de la atmosfera sobadauccion deslime parece que

se inhibe la formacion de dichos exopolisacaridnscendiciones de anaerobiosis o
microaerofilia, al menos parcialmente, pese a @sena veces mejores crecimientos

(Pérez Giraldet al, 1995) que en aerobiosis.

4.4.2.2.- Adhesinas de los estafilococos

La adherencia bacteriana es un paso inicial emltanizacién y esta mediada, en

parte, por estructuras y moléculas de la superficieteriana denominadas adhesinas,

conocidas globalmente conMicrobial Surface Components Recognizing Adhesiati¥
Moleculeso MSCRAMMSs (Hartfordet al, 1999; Cucarell@t al, 2002). Algunas de estas
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moléculas no sélo facilitan la adherencia sino merfieren en la respuesta inmune del
hospedador o son esenciales en el proceso quecprtavinternalizacién de la bacteria; de
hecho, recientemente se ha descubierto que laidagade sobrevivir intracelularmente
puede ser importante en la patogénesiSdaureusy que la supresion por mutagénesis
dirigida de la expresién de alguna adhesina pugfleirien el curso de la infeccién
retrasandola, aunque en muchos casos no la evdaail|Btte et al, 2003).

Existen multitud de sustratos y los consiguieneéegptores para las adhesinassde
aureus y algunas de éstas utilizan varios. Por otra pate,ha descrito un cierto
solapamiento funcional entre las adhesinas, de rman®e varias MSCRAMMSs se pueden
fijar al mismo sustrato, por lo que la adherenegsede deber a la accién individual o
combinada de varias adhesinas, dificultando sudestindependiente (Harraghst al.,
2003). Esta flexibilidad y plasticidad en la resgtagparece que facilita la interaccion de la
bacteria con el hospedador, mas adaptable al ndehque se trate, de manera que el
microorganismo pueda modificar su respuesta seagloilcunstancias, lo que explicaria la
capacidad deS. aureuspara infectar tejidos muy variados, dando lugapatologias
diversas (Clarke y Foster, 2006).

La mayoria de las MSCRAMMs estan ligadas covaleatgeal peptidoglicano de
la superficie bacteriandal §bla Rev07), aunque no es el caso de todas. También existen
algunas proteinas fijadoras de ligandos que sets@cal medio extracelular y que pueden
afectar a la adherencia de la bacteria; en esta&lgera proteina asociada al biofiloap
puede enmascarar las adhesinas y alterar asi eésorale adhesion (Cucareba al.,
2002).

29



Revisién bibliogrdfica

Tabla Rev07 . Adhesinas conocidas y proteinas (ligandos) que pueden unirse covalentemente a la
superficie de S. aureus (modificado de Peacock et al., 2002 y Clarke y Foster, 2006).

Adhesina Modo de union al Ligando de la matriz extracelular
peptidoglicano
Spa (Proteina A) Covalente 19G, IgM, factor de Von Willebrand, TNFR1
Fibronectina, Fibrinégeno, Elastina, interviene en la
FnBPA Covalente . L . )
internalizacién y en la agregacion plaquetaria
FnBPB Covalente Fibronectina, Elastina e interviene en la internalizaciéon
CIfA Covalente Fibrinbgeno
ClfiB Covalente Fibrindgeno, Citoqueratina 10
SdrC Covalente Desconocido
SdrD Covalente Desconocido
SdrE Covalente Desconocido
Lipidos celulares, incluyendo el gangliésido M3.
Pls Covalente ) i o
Promueve la adherencia acélulas epiteliales nasales
Cna Covalente Colageno
Fibrindgeno, Fibronectina, Fetuina, Hemoglobina,
IsdA Covalente ) .
Transferrina y hemina.
IsdB Covalente Hemoglobina y hemina
IsdC Covalente Hemina
IsdH Covalente Haptoglobina, complejo haptoglobina-hemoglobina
SraP Covalente Desconocido, se fija a las plaquetas.
SasG Covalente Desconocido, se liga a las células epiteliales nasales.
SasB, SasD, SasF, )
Covalente Desconocido
SasF, SasK y SasH
Ebh I6nica Fibronectina
Emp I6nica Fibrinégeno, Fibronectina, Vitronectina
EbpS - Elastina
Bbp - Sialoproteina 6sea
Efb - Fibrindgeno
Atl (amidasa) I6nica Desconocido
Atl (glucosaminidasa) I6nica Fibronectina
Aaa I6nica Fibrindgeno, Fibronectina,Vitronectina
Enolasa I6nica Laminina
EbpS Transmembrana Elastina
Acido teicoico de la Covalente (al Desconocido, se une a células epiteliales y
pared peptidoglicano) endoteliales.

Como se ha indicado antes, también existe otrodipproteinas, que aungue no se
ligan de forma covalente a la pared bacteridrabla Rev0§ que intervienen de forma

muy importante en la adherenciaSleaureus
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Tabla Rev08 . Otras proteinas relacionadas con la adherencia de S. aureus y S. epidermidis, datos
de varios origenes.

| Especie| Proteina | Situacion | Actividad | Referencia |

Adherencia a fibronectina y
fibrindgeno, sialoproteina 6sep
y vitronectina; facilita
internalizacion; adherencia a
varias células eucariotas;
apoptosis de células T;
adherencia interbacteriana;
estimula sintesis de IL-4,
inmunomodulacion.
Anélogo del MHC clase |l
A Adhesion inicial, adherencia
bap M intercelular, enmascaramientpCucarellaet al, 2002
de adhesinas.

Peacoclet al, 2002

A eap (map) S,P Harraghyet al, 2003

E L . , Barbieret al, 2000
2 . '
atlE”~ 6 Unién a la vitronectina Klug et al, 2003
E fbe é? Union al fibrinégeno Klugt al, 2003

Leyenda: Especie: A: S. aureus, E: S. epidermidis; Situacion: en el Medio, fijada a Pared, Superficial

Entre ellas cabe destacar la proteina denomieaga(o map, proteina que se
detecta mayoritariamente en el medio de cultivagaares capaz de fijarse a la superficie
de los estafilococos, favoreciendo su agregacraiso “preparando” la superficie de las
células eucaridticas o superficies inertes paidlerencia bacteriana. Se ha descrito que
esta proteina favorece la adherencia con hastdeatgios diferentes de proteinas séricas o
de la matriz intercelular, facilita la internalid@c de S. aureusen fagocitos y ademas
posee actividad inmunomoduladora (Harragtyal, 2003), de manera que favorece la
produccion de IL-4 y altera la respuesta inmunevidadola desde una respuesta Thl

(celular) hacia otra Th2 (humoral).

4.4.2.3.- Hidrofobicidad

La adherencia de los microorganismos patdégenos admlas hospedadoras se
consigue tanto por mecanismos especificos compeaaéfcos. Los primeros atafien a las
adhesinas o a los exopolisacaridos bacterianos gon los correspondientes receptores
celulares, mientras que los segundos incluyen saefgctricas e hidrofobicidad de las
paredes bacterianas (Beek al, 1988b). Las estructuras bacterianas de superfalies
como capsulaslime fimbrias opili y las propiedades de superficie como carga etéctri
hidrofobicidad se relacionan entre si y estan icaplas en la adhesion bacteriana a tejidos
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y superficies solidas. Sin embargo, no esta totaienestablecida la relacién entre carga
superficial, hidrofobicidad y adhesion, teniendoceenta también que las propiedades de
superficie varian segun la composicion del mediowivo y la edad del cultivo (Beakt

al., 1988a).

Se ha propuesto la baja hidrofobicidad superfigiy) como uno de los factores
de virulencia de los estafilococos, asociada oberdm a la estructura externa de la
bacteria (Jonsson y Wadstrom, 1984) y en espadialformacion o no dslime En la
mastitis bovina, las bacterias aptas deben seceape sobrevivir a las fuerzas de arrastre
del ordefio o amamantamiento, por lo que la adherdn&cteriana a las superficies
epiteliales y probablemente la baja hidrofobicidgedimo se ha propuesto en infecciones
humanas) pueden jugar un papel importante en lacau invasiva de una determinada

cepa (Baselgat al. 1992).

Se ha medido laHty con métodos como el SATS&lt Aggregation Tepty
cromatografia de interaccion hidrofébica, mostraachihos una buena correlacion. Betk
al., en 1988(a), observaron queHty aumentaba durante el crecimiento e incluso podia
cambiar si el medio era liquido o sdlido. Empleat@b cepas d8. aureuq72 bovinas y
53 ovinas) consideradas "viejas" al haber sido@wmaslas a -20°C y descongeladas hasta 6
veces. Por otra parte, mantenian 58 cepas "frestasubcultivadas més de dos veces en
agar sangre antes de ser congeladas. Emplearepdacapsulada Yoshida A 8e aureus
como control y varios medios de cultivo diferentegartir de sus estudios observaron que
la Hty aumentaba en la fase de crecimiento logaritmise gstabilizaba en la estacionaria.
Diversos autores han descrito que la mayoria dedpas de origen bovino & aureus
son muyHo (autoagregantes, hidrofébicas), después del cremiondurante 18 h en agar

sangre a 37°C.

Baselgaet al, en 1992, estudiaron 72 cepas de origen boviB8 gvinas (todas
procedentes de casos de mastitis) y observarotadquérofobicidad aumentaba durante la
fase logaritmica del crecimiento, hecho éste yaatl@tio en otras bacterias coilo
haemolytica(Corstvetet al, 1982). Ademas, coincidian en que los aisladasstins”, no
resembrados en laboratorio, eran mas hidrofébiogpseylas cepas “refrescadas” por pase
en mama de ratén recuperaban sus propiedadesdhaa$, mientras que por el contrario
se volvian mas hidrofilicas tras cultivarse en mednductores de la produccion de
exopolisacaridos, posiblemente debido al caradthofilico de los polisacaridos. Estos

resultados pueden indicar, hasta cierto punto, dgieria existir un equilibrio entre la
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capacidad formadora ddime (aumento de hidrofilia) y la hidrofobicidad (aurnt®mle la
virulencia) para considerar la virulencia de unlagis. Sin embargo, tal como se ha
enunciadoad supra parece que la hidrofobicidad y la produccion slene estan
contrapuestos, por lo que ambos factores, en casgud alguno de ellos suponga una
mayor virulencia de un aislado en particular, aparecen simultdneamente o bien actian

de modo diferente.

En un estudio dirigido a la deteccion e interr@aaile factores de virulencia, tales
como la hidrofobicidad de la superficie celulamniacion de capsula y ddimerealizado
sobre 393 cepas de SCN, tanto de origen humano bowino (Saa y Kruze, 1995), se
observé que la mayoria de las cepas humanas (95%)vinas (82,6%) mostraban
propiedades hidrofébicas, aunque uUnicamente el%dly3el 7,9% de dichas cepas,
respectivamente, eran capsuladas. Esto puede asglicsin embargo, porque se sabe que
las cepas d8. aureusapsuladas son mas hidrofilicas que las no cagesjl@aomo ha sido
comprobado por Jonsson y Wadstrom, en 1984, caeda Smith difusa (capsulada) y
Smith compacta (no capsulada), utilizando el SATaycromatografia de interaccion
hidrofobica (HIC).

En los estudios sobre septicemsensu strictccausadas pdB. epidermidisen la
especie humana (Dadlt al, 1994) se profundiza considerablemente en la asioc de
diversos factores de las cepas aisladas y suveelaievancia para determinar la virulencia
de los mismos en comparacion con aislados comrsldsrsaprofitos. Estos autores, que
estudian factores como la cuantificacion de la peotn deslime hidrofobicidad,
hexosas superficiales, presencia de cépsula yifagscpor el bazo murino, observan que
existe una correlacion positiva entre las hexosaseptes superficialmente y la virulencia

para el hospedador.
4.4.3.- Regulacion de la adherencia y relacionlaamrulencia

Los genes de virulencia & aureusestan modulados por al menos dos reguladores
globales:agr y sarA El locusagr es un sistema multigénico complejo que regula los
factores de virulencia, detectando la densidadarelicuando ésta es alta se actiga, de
manera que induce la produccion de proteinas etilaces como las exotoxinas v,
simultaneamente, reprime la expresion de antigeeosuperficie como la proteina A 'y
otras adhesinas. Por otro lado, el losas con su gersarA puede activar promotores de
agr, aunque también puede activar ciertos genes dieraia independientemente agr;
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en concreto, en la fases iniciales de la infeccodrndo la densidad celular es baja, se
activa la produccion de proteinas de la superfigkilar, como las adhesinas, lo que
permite la fijacion inicial o la colonizacion desltejidos del hospedador en el lugar de la
infeccion. Posteriormente, cuando la concentraaétular es alta, se promueve la
produccion de proteinas, como las exotoxinas, cafeam las células, degradando los
tejidos circundantes y permiten la difusiébn de basterias a otros lugares alejados del

punto de entrada.

También relacionados con la adherencia bacteremacuentran los polisacéaridos
superficiales que forman las capsulas yslehe capaces de interferir en la respuesta
inmune del hospedador y favorecer la persisteneialad bacterias al formarse las
comunidades bacterianas llamadas biofilmes. Entouatos polisacaridos capsulares, se
ha demostrado que el polisacarido capsular deltiser® de S. aureusraramente se
sintetiza antes de que se alcance la fase estaeiopareciendo que es mas importante en
la fase de diseminacion que en la colonizacionahiddemads, se ha relacionado a los
polisacéaridos capsulares & aureusde los serotipos 1 y 2 con el enmascaramiento de
adhesinas de la superficie celular (Smelzer y §ilfa2000), por lo que los polisacaridos
capsulares 5 y 8 pueden jugar también un papehtiuta diseminacion, desde el foco
inicial de infeccion a lugares secundarios. Sin &g, las bacterias que partan del foco
primario vuelven a encontrar bajas densidades arelsil de modo que el sistermgr es
inactivado pero, aun asi, la sintesis del polis@carapsular contindia un cierto periodo de
tiempo, lo suficiente para permitir a las bactercadiertas por la cpsula evitar la
fagocitosis y el alcanzar nuevos lugares para asent(Luonget al, 2002a). Este

mecanismo probablemente es comun al resto de paldidas capsulares.

Por otro lado, cada vez se esta reconociendo neakaapacidad de formacion de
los complejos bacterianos multicelulares muy ommads conocidos como biofilmes
(Vancraeyneset al, 2004) representa un importante factor de viruéeea estafilococos
(Arciola et al., 2001; Foxet al, 2005), lo que puede haber influenciado el progoes
reconocimiento deS. epidermidiscomo patdégeno en estos procesos. Por lo tanto, la
deteccion de la capacidad de formar biofiimes esomante para la evaluacion de la
virulencia de aislados de esta especie bacteriamaastitis. Esta forma de crecimiento
bacteriano se caracteriza por la presencia de iesl@dherentes, rodeadas por una gran
matriz de exopolisacaridos que protege a las bastete los antimicrobianos, de los

anticuerpos circulantes o de mucosas, y de la fagix (O’'Gara y Humphreys, 2001;
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Cucarellaet al., 2002), ayudando a la supervivencia bacteriana &rres hostiles del
hospedador. De hecho, se ha demostrado que auogumdcrofagos son capaces de
penetrar en el biofilm, son incapaces de fagodtitaterias en su interior (Clutterbuek
al., 2007). En un estudio recientemente realizado Begun et al, en 2007, se ha
demostrado que el exopolisacéarido del biofilm pyetaS. epidermidigie las defensas en
el modelo nematod@€aenorhabditis elegang que la presencia de udacusicaADBC
intacto (responsable de la formaciongliene era condicion imprescindible para que las
infecciones fueran letales. Se sabe que este omerés reprimido polcaRy también por
TcaR un regulador delocus asociado a la teicoplanina. Otros reguladores adgsb
influyen también, como edarA (el regulador accesorio de estafilococo) y quadsctor
alternativo de estrés sigma’}, que es importante para la regulaciéon del biofinS.
epidermidisaunque menos €. aureusDe hecho, se ha demostrado que la produccion de
biofilm en S. aureusse ve mas afectada por las mutaciones en esayeque en elocus
ica (Beenkeret al, 2004).

La formacion de un biofilm supone una secuenciardinada de sucesos que
incluye una fijacion inicial a la superficie prinerla formacion de microcolonias, su
expansion y la diseminacién de la bacteria (Tu Qabal, 2007). Aunque aun se
comprende poco la regulacién de la formacion deffili, se supone compleja vy
multifactorial (Clarke y Foster, 2006). En la fade proliferacibn se ocasiona una
acumulacion de células en multicapa rodeadas demataz polimérica de polisacéarido
(O’Gara y Humphreys, 2001), que contiene tambidérginas de superficie responsables
de la fijacion de las bacterias a los distintodratss (Oliveiraet al, 2006).

En el caso de&5. epidermidigO’Gara y Humphreys, 2001) se ha propuesto un
modelo de adherencia y formacion de biofilm. Erptamera fase , la adherencia esta
mediada por la adhesina capsular polisacarida (RSM&ja o varias proteinas, incluida la
autolisina y, posteriormente, se produce la acucmade bacterias debida al PIA
(antigeno polisacéarido de adhesion intercelulaa) filacion inicial de los estafilococos a
superficies inertes se cree que se debe a muctioses por ejemplo, la alteracion de la
carga negativa del acido teicoico reduciendo laerigistacion D-alanil afecta a la
adherencia a poliestireno (Grassal, 2001). También modulan la fijacién a superficies
inertes factores proteicos como la autolisati&, la proteina asociada a la agregacion y la
proteina asociada a biofilm. Se ha observado qupriateinas de superficie 8e aureuse

producen pronto durante el curso de la infecciendo las prioridades de la bacteria
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serian evitar las defensas del hospedador y laizalcion de tejidos apropiados (Smelzer
y Gillaspy, 2000).

Posteriormente, ya en la fase postfijacion de Biafiéococos, es el glicocalix el
que juega un papel crucial. EI denominado antigeiisacarido de adhesion intercelular
(PIA) es un polimero dBl-acetilglucosamina, y su biosintesis esta regutaniael operon
icaADBC (Barbieret al, 2000; O’'Gara y Humphreys, 2001; Martin Lopszal, 2002;
Cucarellaet al, 2004; Vancraeynest al, 2004). La presencia del PIA es importante para
la virulencia, tanto en modelos de infeccione®gigtas como en las de implantes. Resulta
funcional en la adhesion célula a célula y es eakpara la acumulacion de biofilm en la
mayoria de las cepas clinicasSleepidermidisasi como imprescindible para su capacidad
de hemaglutinacion (Maakt al, 2000); en esta especie la expresionaisicaADBCy
la sintesis de PIA estan intimamente relacionadagyladas. Ademas, ultimamente se ha
demostrado que también codifica la PSA (adhesinpsutar polisacarida deS.
epidermidi3, cuya importancia como factor de virulencia se deamostrado en dos

modelos animales.

En S. aureusse ha demostrado que los anticuerpos frente as&protectores en
raton (Fluckigeret al, 2005) pero la expresion de PIA $naureusy enS. epidermidies
diferente y, pese a que es producido y expresadivo sin dificultad en ambas especies,
su sintesis ers. aureusestd muy influenciada por los factores ambientalessiendo
siempre producidan vitro (Vasudevaret al, 2003; Yazdanet al, 2006). EnS. aureus
existen también considerables diferencias entrascep cuanto a su produccién, mientras
gue enS. epidermidissu expresion suele ser elevada y menos influeecipbr las

condiciones del medio (O’'Gara y Humphreys, 200a¢ckbgeret al, 2005).

Aunque la produccion de PIA es prevalente en mudepss de laboratorio o
clinicas, no siempre esta correlacionada con lendordn de biofilm, no so6lo por la
influencia enS. aureude los factores ambientales en su produccién,taimbién porque
en algunos modelos animales en los que se ha temakdleccionar dbcusica no se ha
visto excesivamente influida la formacion de brofin vitro ni in viva Por ello, puesto
que en ausencia del locica se ha observado la formacion de biofilm, se hasdg la

existencia de rutas metabolicas dependientes peéndéntes del mismo.

Pese a que la importancia de la presencia ddogsteparece que no sea tanta en

relacion a la virulencia, si se ha observado qué&.eapidermidida presencidaca esta
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practicamente limitada a cepas relacionadas cosiss@Barbieret al, 2000), de manera
que las cepas invasivas son ntaspositivas que las saprofitas (Fluckiggral, 2005). De
hecho, en los estudios de Ziebudtr al. (1997) se determiné que el 85% de Bs
epidermidisde hemocultivos contenian los geineg mientras esto mismo solo ocurria en
el 6% de las cepas saprofitakn el caso d&. aureustambién se ha observado que la
presencia del locuiga es significativamente mas comuan entre aisladoasines que en

los obtenidos de portadores (Peacetkl, 2002).

Posteriormente, se ha descrito la existencia dgamdenominaddap (biofilm
associated proteingue codifica una proteina grande, de 2.276 amidod, que promueve
tanto la fijacion inicial como la adhesion intertea@ana, mientras que el PIA/PNAG
interviene Unicamente en adhesion interbacteri@uadrellaet al, 2004). Las cepas d&
aureus portadoras del geibap se considera que son grandes formadoras de biofilm
(Vancraeynesgt al, 2004), aunque ef. aureusie origen cunicola parece que este gen no
esta relacionado con la formacion ddime La proteinabap esta relacionada
estructuralmente con la proteinaC de los estreptocococos del grupo B y tiene agen
central ¢ore aminoacidos 948 a 2.139) formado por 13 unida€pstidas dispuestas en
tandem de 258 nucleétidos, que codifican repetégate una secuencia de 86 aminoacidos
(repeticiones C). Esta region C representa el 52%adproteinabap. El genbap se
encuentra localizado en una isla de patogenicidadsya el momento solo se ha descrito

en aislados de mastitis bovina.

Sobre la regulacion de la formacion de biofilmjndémente se ha informado de la
existencia de reguladores globales, incluyendoaseasbicomponente, que regulan su
formacion en los estafilococos. Por ejemplo, comda indicado anteriormente, letus
regulador génico accesoriagt), controla la producciéon de muchos factores delefircia
en respuesta a sefales-quéruquofum sensing capturadas por el sistema sensor
bicomponenteagrAC, un sistema muy extendido en tipos bacterianos waryados
(Clutterbuck et al, 2007). La moélecula efectora dilcus agr es un ARN regulador
denominado RNAIII; ademas de sus efectos en laesikpr de genes de factores de
virulencia, el transcrito primario de RNAIIl tamhbiécodifica la hemolisina, cuyas
propiedades como surfactante se piensa que moldufarmacion del biofilm. Un estudio
reciente conS. aureusreveld que la disrupcién de sistema sefal bicomperarlLS
promovié intensamente la formacién de biofilm, antaado la fijacion a superficies y la

produccion de PIA. De forma similar, la inactivati@de un sistemaensor-quorum
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mediado pol.uxSmostré un aumento de la formacién de biofilnvitro y provocé una
mayor virulenciain vivo en ratas con infeccion mediada por biofilmes (Tuo€et al,
2007). Concretamente, en el caso de las cepas sté@isnbovina, se ha informado de que
la regulacion de la formacién de biofilm se consigor la actividad combinada de losi

ica (intercelular adhesioy) bap (biofiim-associated prote)p agr (accesory gene
regulator) y sar (staphylococcal accesory regulajdOliveiraet al, 2006).

En los ultimos tiempos, la comparacion del metabodi de bacterias planctonicas

o en comunidades en biofilmes mediante perfiles trd@scripcion tfanscriptional
profiling) ha revelado alteraciones significativas en la@sipn génica que sugieren que se
producen cambios metabdlicos significativos entrbas situaciones. De hecho, parece
que en los biofilmes se produce una adaptaciorctseleen respuesta al crecimiento
anaerobico y al pH reducido. Un estudio proteomemente que compara la expresion de
proteinas en ambas situaciones mostré la existelecigrandes diferencias en el perfil
proteico, incluyendo un claro aumento en los hivdé de proteinas asociadas con la

fijacion celular, sintesis del peptidoglicano yredtabolismo del formiato y piruvato.

Los biofilmes protegen a las bacterias de los meoaws de defensa del
hospedador, de la actividad antimicrobiana y detesliciones adversas, como ya hemos
sefialado. La resistencia frente a los antimicraisiaesta relacionada con la dificultad del
antibiotico para difundir a través del biofilm, cden baja actividad metabdlica de las
bacterias en las capas inferiores y con los canfisiddogicos en el modo de crecimiento,
incluyendo la presencia de células "persistenteda® que la muerte celular programada
esta inactiva (Oliveirat al, 2006).

Sin embargo, hay también muchos factores ambientglee influyen en la
formacion de biofilmes, siendo desencadenantes eexd®g conocidos la salinidad, la
glucosa, la limitacién de oxigeno, la depleciérhiggro, los iones CGay Mn®*, el EDTA,
el pH interno, las concentraciones de,Ga osmolaridad, la heparina y varios tipos de
estrés, como el calor y el etanol (Olivedtaal, 2006; Tu Quoet al, 2007). Incluso se ha
demostrado recientemente que el estrés del cicloadéo tricarboxilico induce la
formacion de PIA y promueve la formacion de biofillo que sugiere que pueden
detectarse determinadas sefales metabdlicas ermdogenregular la formacion de
biofiimes. Quedan aun por ser investigados lomsiat sensoriales que responden a

sefales que afectan a la formacion y desarrollogikiofilmes.
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4.5 - Poder patégeno

S. aureuses un patdgeno con un amplio rango de hospedadosesptibles y es
una de las principales causas de infeccion enpaces humana y en animales en todo el
mundo. Por otra parte, junto con otros miembrosgéglero, también es un integrante
habitual de la microbiota de mamiferos y colonizafdrma asintomatica las mucosas
nasal, intestinal y vaginal. Sin embargo, si lagdvas mucosas se rompen o las defensas
en mucosas del hospedador disminuyen, puede searcda morbilidad y mortalidad

importantes en humanos y animales (Lee, 1996).

S. aureugpuede provocar un variado espectro de enfermedddsde infecciones
cutaneas de escasa importancia hasta enfermedadesrgenazan la vida del individuo
infectado. Por otro lado, debido al aumento de rimstencias antibidticas entre los
miembros de esta especie y a la amplia variedddatieres de virulencia de que dispone,
la importancia del desarrollo de inmundgenos efisaes cada vez mayor. En la especie
humana, el rapido incremento de las cepas meti@Histentes y la amenaza de aparicion
de resistencias a la vancomicina estdn causandudeoable alarma entre la comunidad
meédica. Las infecciones en las que se encuentréicadp este microorganismo son

extremadamente frecuentes y a menudo ponen em@leligida del hospedador.

La inmunidad frente a las infecciones [fr aureusy otros estafilococos sigue
conociéndose mal. Aunque parece que existe podstemsa a la colonizacion de las
mucosas pofS. aureuslos animales sanos poseen una resistencia imtetada a las
infecciones invasivas, lo que hace que sea dii@iiseguir infecciones estafilococicas
experimentales, requiriéndose indculos grandeswecas, la introduccidén simultdnea de
cuerpos extraios (Lee, 1996). Esta inmunidad riataratribuye a las barreras mucosas y
epidérmicas, asi como a las defensas humoral yacella respuesta fagocitica de los
polimorfonucleares neutréfilos como primera lineadéfensa organica contra la invasion
de S. aureuses un determinante critico en el resultado final lds infecciones
estafilococicas. Para que esta respuesta sea eficamprescindible que el proceso de
opsonizacién se efectle correctamente, por lo qatores como el tipo de cepa de
estafilococos y la presencia de opsoninas y congii@mnfluyen de manera decisiva en el
curso de la infeccion, ya que una vez fagocitaldosjayoria de las cepas de estafilococos

son destruidas con facilidad.
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Sin embargo, se considera que el poder patbgenmaealeterminada cepa &
aureusse debe a una combinacion de los factores extifacet propiamente dichos como
las exotoxinas, junto con otras propiedades masldig a las caracteristicas celulares de
superficie, como son la adherencia y la formaciérbibfilm (Vancraeynestt al, 2004).

Por tanto, los componentes bacterianos y prodisgoetados que afectan la patogénesis
deS. aureuson numerososl &bla Rev09 e incluyen adhesinas asociadas a la superficie,

polisacéaridos capsulares, exoenzimas y exotoxinas.

Tabla Rev09. Factores de virulencia potenciales de S. aureus

Componentes asociados a la bacteria
Proteina A
Polisacaridos capsulares
Peptidoglicano

Adhesinas: Proteinas fijadoras a fibronectina B, yibrinégeno, coldgeno
etc.

Exoenzimas

» Coagulasa, lipasa, hialuronidato liasa, nucleagafilquinasa, proteasas

Exotoxinas

» Enterotoxinas (A-E), leucocidina, toxina 1 del samde de shock toxicay
toxina, B toxina,y toxina,d toxina

Esta constelacion de productos y estructuras pemmibs estafilococos adherirse a
las membranas eucarioticas, resistir a la opsoonof@gis, lisar las células de los
mamiferos y disparar la produccion de una cascadaaléculas inmunomoduladoras del
hospedador. Pese a la abundancia de estudiosdlesirs desde hace muchos afios, se
conoce relativamente poco de los papeles indivedude cada factor de virulencia en la

induccion de inmunidad protectora contra la inféo@stafilococica.

En un interesante estudio de la presentacion y t@mibnes de los genes de las
adhesinas y toxinas en poblaciones naturalés dereusen el ser humano, Peacastkal,
en 2002, analizan la presencia de 33 posiblesrdetantes de virulencialr@bla Rev10,
en cepas aisladas en portadores humanos sanogrdeemos que presentaban procesos

invasivos, tanto adquiridos intrahospitalariamexaeo no.
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Tabla Rev10. Determinantes de virulencia en poblaciones naturales de S. aureus
( Peacock et al., 2002).

Determinante | Posible funcion
Adhesinas
fnBPA Adhesina para fibronectina
clfA 'y cIfB Adhesinas para fibrindgeno
cha Adhesina para colageno
sdrC, sdrD y sdrE Posibles adhesinas
bbp Adhesina para la sialoproteina 6sea
ebp$S Adhesina para la elastina
Mapleap Proteina anéloga del complejo principal de histquatihilidad de|
clase Il
Toxinas
TSST-1 Toxina 1 del shock toxico. Exotoxina con actividid
superantigeno.
Enterotoxinas A, B, C, D, E, G, . . ,
H, Iy J Exotoxinas con actividad de superantigeno.
Exfoliatinas Ay B Exotoxinas con actividad de sigpgigeno.
Toxinaa Toxina citolitica formadora de poros.
Toxinap Esfingomielinasa
Toxinad Toxina citolitica
Leucocidina de Panton- - .
Valentine Leucocidina bicomponente
Toxinay Leucocidina bicomponente
Otros
locusica Adhesina intercelular de polisacéarido
Se une a la protrombina, activando la conversidiibd@dgeno a
Coagulasa S
fibrina.
efb Se une al fibrindbgeno
Proteasa V8 Serin proteasa
Subgrupacagr Regulador global

Una vez determinada la presencia o ausencia dmikmos entre su coleccion de
cepas de campo, observaron que ocho de ellos sofresaentes en los aislados invasivos
qgue en los de portadores, lo que les ayud6 a dorgie lo mas probable era que las
infecciones graves p&. aureuen humanos no se deban a la accién de un Unitw e
virulencia, sino a la accion combinada de varioselles a lo largo del desarrollo del

proceso morboso.

S. aureuses, por otra parte, la principal causa de lacadmes intramamarias en
rumiantes (Marcecet al, 1992a; Gofiiet al, 2004; Vautoret al, 2009a), que son las
infecciones de mayor repercusion economica endlasinia lechera en los Estados Unidos
y en todo el mundo, con aproximadamente la mitathsl&yacas afectadas por algun tipo
de mastitis. Esta enfermedad supone alrededor0deldé las pérdidas de los ganaderos de
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leche (Baylest al, 1998), por lo que el esclarecimiento de su pategjé seria de gran

importancia para paliar pérdidas economicas tavegra

El mecanismo de la persistencia de los estafilac@osu hospedador, pese a la
induccion de aparentemente suficientes nivelesntieugrpos humorales y de mucosas,
permanece en gran medida inexplicado. Este tenudtaege gran importancia tanto para
animales como humanos, ya que pueden sufrir indeesi estafilococicas repetidas e
incluso enfermedades toxigénicas como el sindrogheltbck toxico. Pese a que existen
evidencias de que la inmunosupresion inducida peersintigenos (Baylext al, 1998) es
parcialmente responsable tanto de la persistercia ithfeccion como de la baja respuesta
de anticuerpos frente a algunos productos estafiloos, no todos los procesos son
atribuidos a cepas productoras de superantigenogj@gmplo, menos de la mitad de los
aislados estafilocécicos procedentes de mastitisnas son productores de conocidas

exotoxinas superantigénicas (Keretyal, 1993).

Tras las primeras consideraciones en cuanto arldéencia de los miembros del
géneroStaphylococcuseflejadas, en cierta forma, por la clasificace@mo estafilococos
patogenos de solo aquellos miembros del géneegramtes de la espe@ereusy que
ademas producian coagulasa libre (Bergey's Manu8lystematic Bacteriology, 82 ed.),
los estafilococos coagulasa negativos han ido psbgamente ganando significacion
patoldgica. El interés de los investigadores stim&CN ha surgido debido a su indudable
asociacion a problemas médicos, como la contandinacipersistencia sobre dispositivos
ortopédicos (protesis, etc), asi como en diversasdiones de caracter nosocomial. En el
campo veterinario, el interés de los SCN se reflmjabién en su asociacion con mastitis
subclinicas y otros procesos (Bergoreeral, 2003; Quinnet al, 2004; Fragkotet al,
2007).

Sin embargo, las pruebas sobre la virulencia deasete SCN capsuladas,
productoras deslime y negativas a dichas estructuras, realizadas lgonas autores,
tampoco han resultado muy clarificadoras en cuan#importancia de dichos factores en
la virulencia, habiéndose observado, por ejemple, gese a que las cepsisne positivas
eran las mas adherentes a superficies plasticascdpsuladas o eran mas que las
anteriores a células vesicales, aunque sobre sélelarigen renal dicha diferencia no se
producia. Por otro lado, algunas ceglirae positivas no resultaban virulentas para el ratén
(Makizumi 1993), por lo que parece que estos fastmonsiderados individualmente no

son definitivos en cuanto a determinar la virularde una cepa concreta de estafilococo.
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Teniendo en cuenta dichas dudas en cuanto a dangra, en los aislados de estas
especies surgié un problema afadido sobre la didtirentre los de importancia clinica y
los que representan microorganismos saprofitogju® ha impulsado el desarrollo de
diversos estudios en los que se intentaba as@gitnrés como la identificacion de especie,
la hidrofobicidad y la produccion ddimecon la importancia de las cepas aisladas desde el
punto de vista clinico (Martiet al., 1989). Por ejemplo, en un estudio encaminado a la
deteccion de factores de virulencia como la hidsiwidad de la superficie celular y la
formacion de capsula y dgime realizado sobre 393 cepas de SCN tanto de origen
humano como bovino, se observo que la mayoriagiedpas humanas (95%) y bovinas
(82,6%) mostraron propiedades hidrofébicas, mismage Unicamente el 11,3% y el 7,9%
de las cepas, respectivamente, eran capsuladase iadicaba la importancia relativa de la
capsula a la hora de proporcionar caracteristiedsdtofobicidad. La formacion dgdime
se detecté en un 10,5% de las cepas bovinas ¥salo 0,9% de las cepas humanas. Para
determinar la virulencia de las cepas se empledétbdo de las conejas lactantes, a partir
del cual se demostré que, de las especies empleadat estudioS. chromogenesS.
epidermidis S. saprophyticuy S. haemolyticugran las mas patdgenas (Saa y Kruze,
1995).

Los estudios sobre septicemissnsu strictocausadas po$. epidermidisen la
especie humana efectuados por [Ellal (1994), profundizan considerablemente en la
asociacion de diversos factores de las cepas asslggdsu relativa relevancia para
determinar la virulencia de los mismos en compéracton aislados considerados
saprofitos. Segun los autores, que estudian factmmo cuantificacion de la produccién
deslime la hidrofobicidad, las hexosas superficialeriezsencia de capsula y fagocitosis
por el bazo murino, se produce una correlaciontipasentre las hexosas presentes
superficialmente y la virulencia para el hospedadsrdecir, que factores presentes en la

superficie celular pueden considerarse factorasrdkencia en este tipo de aislados.

Pese a los primeros estudios sobre la importanelasldne como factor de
virulencia al favorecer, entre otros, la adheredeidas cepas con la capacidad de formarlo
frente a aquéllas que no la poseian (Wiley y Mdugrd 974; Ishalet al, 1985), parece
gue en ciertos modelos experimentales dicha vemntajaes apreciable (Perdreau-
Remingtonet al, 1998), aunque los mismos autores reconocen girsgel modelo

elegido influya en los resultados obtenidos.
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Se han observado diferencias entre cepasSdepidermidisen cuanto a su
capacidad de adherencia a componentes de matniggicas extracelulares como el
fibrinbgeno. En cepas muy adherentes se ha detectaa proteina que favorece dicha
caracteristica y que es similar a la encontrad8.aureusresponsable de la reaccion del
clumping factor (clfA). Este dato supone un nuevo avance en la comprerdgl
mecanismo de adherencia y colonizaciérsdepidermidisfavoreciendo la hipotesis de la
ventaja adaptativa de ciertas cepas adherentde faemquellas que no lo son (Nilssein
al., 1998).

En conclusién, se observa un continuado interéd estudio de la etiopatogenia de
las infecciones causadas por estafilococos, de nmanee se conoce que dicho género
bacteriano posee numerosos factores de virulen@ato relacionados con sus
caracteristicas superficiales como con productasetados; puesto que estos factores
pueden actuar de manera combinada o individualmeigee investighndose su

importancia.

Los datos sobre inmunizacidn pasiva 0 activa enqua se logran titulos
anticapsulares adecuados indican que se consiguenarunizacion eficaz frente a las

infecciones de cepas homologas capsuladas (Fattam 1996).

5.- Diagnoéstico de la enfermedad

El diagnéstico de las estafilococias se basé imngate en el aislamiento e
identificacion de las bacterias causales de losgzms en estudio, particularmente en el
caso de infecciones superficiales, aunque incluscciertos casos de septicemias se
llegaron a conseguir buenos resultados. Sin empargeeces era dificil interpretar la
importancia del cultivo positivo, conseguido derfies en las que podia existir un alto
grado de contaminacion (Whesital, 1983).

En el caso de que no se consiguieran cultivos iposifpor tratarse de lesiones
profundas, por antibioterapia previa o por otrassaa, en Medicina Humana se recurrié a
técnicas seroldgicas para el diagndstico de ladilesbcias, incluyendo las que detectaban
anticuerpos frente a la hemolisinay, especialmente, frente a los acidos teicoicotade
pared celular. Para dicha deteccion utilizabani¢ésrcomo la doble difusion en placas de
Ouchterlony, la contrainmunoforesis (CIE), el ELISAel RIA. La ventaja de estos
métodos frente al cultivo era su rapidez y que pieamel diagnéstico etiolégico de las
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estafilococias antes de que los resultados deilvoudtstuvieran disponibles, aunque la
inexistencia de antigenos estandar pudiera repgegsena desventaja. La CIE result6 la
mas sensible y con menos falsos positivos en & daspacientes con hemocultivos
positivos aS. aureugWestet al, 1983). Otros investigadores emplearon en el distigo

de las bacteriemias p&:. aureugOchoa, 1988) en la especie humana técnicas garatd
también basadas en la deteccibn de anticuerpoge fraih acido teicoico, como la
precipitacion doble del acido teicoico, la CIE,immunodifusion pasiva, el RIA, y Kits
comerciales como el ENDO-STAPH. Con estas técnitaataban detectar especialmente
aquellos casos en los que la bacteriemia cursatia gon endocarditis, con aceptables
resultados en el caso de la CIE, que demostrérsenéiodo méas sensible y con menos
falsos positivos que la inmunodifusion pasiva. oo lado, el RIA es mas sensible pero
mas costoso y complicado. En cuanto a los métodwsldgicos de deteccion y
cuantificacion de anticuerpos frente a los polisdoa capsulares, diversos métodos, como
la CIE y la electroforesis en cohete empleadoa p#ios agentes capsulados como los
neumococos (Kenny y Foy, 1975), se podrian empmeael caso de los estafilococos.
Finalmente, se impusieron técnicas seroldgicas cemBLISA para la deteccion de
anticuerpos frente a los serotipos capsulares 8g/S8 aureusen el diagndstico seroldgico
de las endocarditis humanas (Christenssinal, 1991), con buenos resultados,
permitiendo una muy buena discriminacion frentetrasotipos de agentes causantes de
septicemia asi como la confirmacion del contactoamos de hemocultivos negativos.

En Medicina Veterinaria, el proceso de mayor imgoecta causado por
estafilococos es la mastitis de los rumiantes,quenalmente se diagnostica clinicamente
y mediante analisis bacteriolégico. En el caso dlagnéstico de las mastitis ovinas
(Gonzalez, 1995) y de otros rumiantes, se compleamehanalisis bacteriolégico con
técnicas como eTalifornia Mastitis Tesb el recuento de células somaticas. Normalmente
no se efectlan pruebas serolégicas frente a lageant capsulares, aunque se conoce que
la prevalencia de unos u otros serotipos es difereseguin la especie animal de que se
trate (Sompolinsket al, 1985; Poutreét al, 1988).

Finalmente, tanto en Medicina Veterinaria como Hoaaun aspecto muy
importante a considerar en cuanto a los procesasadas por estafilococos es la
identificaciéon, caracterizaciéon y distincion de @pas procedentes de brotes o aislados
ambientales, como pasos principales para deterrtanaente del brote y para disefar y
poner en practica las medidas de prevencion y @onécesarias (Shimizet al, 1997).

Hasta hace relativamente poco tiempo, se han edwpleamerosas técnicas fenotipicas
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con esta intencion, como el biotipado o el fagaipaEl biotipado deS. aureuspuede
hacerse segun el origen y la conexién epidemicdpgen ecovariedades especificas de
hospedador (humana, aviar, bovina u ovina) o brebietipos no especificos. Por otro
lado, el fagotipado es una técnica ya estableada @studiar la ecologia & aureus la
epidemiologia de infecciones por dicha bacterimqaa se podria ver interferida por la
existencia de cepas capsuladas (Ohsmhaal, 1988). Posteriormente, se han ido
desarrollando otras técnicas basadas en la caracién genomica; en particular, la
electroforesis en campo pulsante (PFGE) que seautibn frecuencia para distinguir cepas
diferentes dés. aureusLa clasificacion, siguiendo los patrones electréficos de campo
pulsante, resulta util para investigar la fueritapnsmision y difusién de infecciones
nosocomiales y, especialmente, para el tipaje epalégico y la determinacion del
parentesco genético de cepas Sleaureusmeticilin-resistentes. Segun un estudio, se
confirmo que el biotipado por el método de Devrig€84) permitio la confirmacion del
origen de las cepas aisladas mientras que la PE&HG de gran ayuda para subdividir
variedades dentro de un mismo fagotipo, pareciamdonétodo con un buen poder de
resolucion y reproducibilidad, de gran utilidad estudios epidemioldgicos y ecoldgicos,

junto con los métodos fenotipicos clasicos (Shireizal, 1997).

6.- Profilaxis y terapia de los procesos causadosom
estafilococos productores de exopolisacaridos

El control de las mastitis causadas [goraureussupone el empleo de diversas
estrategias y metodologias combinadas. Una deedlasinimizar el contacto de las ubres
con cepas d&. aureusvirulentas capaces de provocar enfermedad cropaa, lo que
seria de mucha utilidad disponer de mas informasadre la epidemiologia d& aureus
Los métodos clasicos convencionales para el tipled®. aureuqfagotipado, serotipado,
biotipado, antibiogramas) generalmente resultapad@ utilidad en cepas & aureusle
origen bovino (Matthewst al, 1994a), mientras que los métodos epidemiolédiesados
en DNA han proporcionado resultados prometedorestadiarse las rutas de transmision

de cepas bacterianas virulentas (Masébwl, 1993).

Por otro lado, la terapéutica antimicrobiana esemudo ineficaz en las mastitis
causadas pdB. aureuskEn un trabajo realizado en 1994 en Finlandia (R§oy&yorala,
1994), sdélo el 28% de los cuarterones tratadoseselvieron bacteriologicamente tres

semanas tras la terapia. Como resultado del estmliobservé que las cepasSieaureus
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aisladas en la fase aguda de la infeccion pensistida ubre, siendo rara la reinfeccién por
otras cepas d8. aureusaislandose el mismo genotipo en 7 de 10 grafasestudios
realizados sobre cepas de origen animal, se harvaldee que las cepas de SCN
presentaban resistencia antibiética natural a mt@éempleadas de forma habitual en el
tratamiento de las infecciones @r aureuqGuérin-Faublée y Brun, 1999). Teniendo en
cuenta la baja eficacia de la terapia antimicrabian el tratamiento de las estafilococias
de importancia veterinaria, la prevencion se cotwien una de las mejores armas en la
lucha frente a dichos procesos. Los polisacaridgssudares des. aureuspueden ser
importantes en la inmunidad de las infeccionesfiEstécicas debido a que estan
asociados a la superficie, presentan especificaddidénica limitada y muy conservada
entre aislados clinicos. En un modelo de endocsirfliee et al, 1997) planteado para
comprobar si era posible proteger pasivamente midial uso de anticuerpos (IgG)
purificados procedentes de conejos inmunizados oA vacuna compuesta por
polisacaridos capsulares (tipo 5 y 8) unidos cawaleente al exotoxoide A dB.
aeruginosa se demostré que los animales inmunizados pasiiameon anticuerpos

anticapsulares quedaban protegidos frente a uridésenologo.

Sin embargo, hay que considerar que la propia aleza de los exopolisacaridos
los convierte en pobres inmunégenos. Las pruelbsduefdas sobre ratones y humanos
vacunados con vacunas conjugadas de los polisasarapsulares tipo 5 y 8 & aureus
unidos a la exoproteina A recombinanteRleaeruginosaindican que los polisacaridos
capsulares tipo 8 de bajo peso molecular no emrannogénicos en ratones y los de alto
peso molecular generaban niveles bajos de anticsiesm efecto potenciador. Tras la
primera inoculacién, los conjugados generaron respg tipo IgM e IgG, siendo
fundamentalmente del tipo 1gG1 e IgG2, con actididgsonofagocitica (Fattoet al,
1993). Pese a la dificultad de conseguir niveléssatle anticuerpos, los datos sobre
inmunizacién pasiva o activa en los que se logtatos adecuados anticapsulares indican
gue se consigue una inmunizacién eficaz frentesaintecciones de cepas homoélogas
capsuladas (Fattost al, 1996).

Los procesos artriticos han supuesto un punto eleci@in de los investigadores
para determinar qué factores influyen en el establento, desarrollo y resolucion de
dicha patologia estafilococica. En el curso deilasstigaciones que sobre este extremo
efectuaron Verdrengh y Tarkowski, en 1998, se éviumportancia de los granulocitos y

de una citoquina, el factor estimulante del creento de granulocitos-macréfagos (GM-
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CSF), en las artritis experimentales. EI GM-CSFsiatw incrementaba la produccién de
celulas fagociticas, sino también su eficacia bmada. Los resultados demostraron que
los granulocitos son las principales células de¥@ssdurante la infeccion p@&. aureus
pero que su sobreestimulacion no supone una merghcurso de la infeccion, debido en
parte a los efectos dafiinos de ciertas sustarmigegadas por dichas células. Teniendo en
cuenta estos datos, se han llevado a cabo numeroassigaciones para estudiar las
defensas mamarias (Craven y Williams, 1985), cabgto de su fortalecimiento para una
mejor lucha frente a las mastitis. Desde media@gbsidlo XX (Cameron, 1966), se inicio
el estudio la capacidad antigénica de ciertas cdpastafilococos o sus fracciones (Stamp
y Edwards, 1964) que pudieran llegar a formar pdet&na vacuna antiestafilocécica. En
este aspecto, se ha seguido investigando en maealel realizado en Medicina Humana,
de manera que se avanza con el fin de lograr daturo cercano una vacuna contra las

mastitis estafilocdcicas mas eficaz que las guensaentran actualmente en uso.
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V.- Justificacion y Objetivos
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Los microorganismos habituales existentes en laelete origen ovino son muy
diversos, pudiendo dar lugar parte de ellos al rdam de diversas patologias con
consecuencias de tipo sanitario y, especialmerda, repercusiones econdémicas de
importancia. Las bacterias que se encuentran declee de los pequefios rumiantes
proceden fundamentalmente del ambiente que rodeaimal y también de la piel del
mismo (Myllis et al, 1997; Burriel, 1998; Bergoniegt al, 2003), siendo el género
bacteriano mas frecuentemente aislado el géB&mphylococcugMarco et al, 1992a;
Corraleset al, 1999). Por otro lado, estos microorganismos aeastniten facilmente de
forma mecanica entre animales, siendo incluso uédos por insectos entre animales,

como se ha demostrado en ganado vacuno (Gillespie 1999).

El géneroStaphylococcuse caracteriza por una gran versatilidad metahdlica
que permite su buena supervivencia en diversasia@onds ambientales y también, en
ciertas ocasiones, hace posible que pueda ubiearnsemama y llegar a provocar procesos
patolégicos en la ubre, que incluso pueden llegeaisar la muerte del animal afectado.
Esta caracteristica facilita también su gran adémtad al entorno (Clarke y Foster,
2006), lo que explicaria su capacidad para infdejatos diversos y dar lugar a patologias

variadas, especialmente mastitis.

Sobre los agentes causales de las mastitis estafitas, especialmente las mastitis
clinicas y en particular las ocasionadas poaureusse han llevado a cabo numerosos
estudios; sin embargo, con la mejora de los progsasanitarios y la mayor exigencia en la
calidad de la produccién lactea, han ido ganandpoitancia e interés los aspectos
relativos al conocimiento de las mastitis subctisicausadas por estafilococos coagulasa
negativos (SCN) con el proposito de su prevendgurriel y Scott, 1998). Todo ello ha
producido un considerable estimulo a los estud®®tdos miembros del género como

causales de procesos morbosos menos evidentes.

A partir de dichas investigaciones, se ha demosti@implicacién en ciertos tipos
de mastitis de diversas especies de SCN (Peng®4,; Eergonieret al, 2003) que,
aungue en general no provocan cuadros clinicosoagued ocasionan procesos de tipo
cronico y subclinico que causan importantes pesdiglzonémicas (Fthenakis y Jones,
1990; Watkinset al, 1991; Gonzélez, 1995; Ladt al, 1998). Fruto de alguno de dichos
estudios ha sido el descubrimiento de que la cdadcide permanencia de estos
microorganismos en la ubre ovina puede relacioneosela presencia, rodeando a las

bacterias implicadas, de ciertos polisacaridos sSi@apslime, que podrian representar
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factores de virulencia asociados a la resistenda @psonizacion (Karakawa y Vann,
1982; Vancraeynedt al, 2004), a la fagocitosi€®©’Gara y Humphreys, 2001; Cucarella
et al., 2002; Luonget al, 2002a) y al aumento de la capacidad de adherelecis
estafilococos a diversas estructuras del hosped@tmnpolinskyet al, 1985). Estas
estructuras han sido asociadas incluso a una mesgistencia a los tratamientos
antibioticos (Baselgat al, 1991; O’Gara y Humphreys, 2001; Cucarelial.,2002; Goiii
et al, 2004).

La descripcion de tales estructuras, junto conxiatencia de otros factores de
virulencia en cepas de especies no consideradéageguasper se ha facilitado un gran
interés por el estudio de los mecanismos basicgosatepenicidad y de los factores de
virulencia de los estafilococos en ovino (Mavrogieagt al, 2007). En Medicina Humana,
los datos que se han ido obteniendo en relacionasoimfecciones nosocomiales (Ishetk
al., 1985) estan impulsando el estudio en profunditladales especies y sus factores de
virulencia asociados. Debido a la aparicibn destestias bacterianas, posiblemente
conectadas a la presencia de estructuras suplegidamo el mucus slime (Baselgaet
al, 1991; O’'Gara y Humphreys, 2001; Cucaretaal.,2002), esta aumentando de forma
paralela el volumen de investigacion relacionadalaonecesidad urgente de disponer de
un control inmunolégico eficaz de dichas enfermedaEkstedt, 1963a; Arbeét al,
1984; Maet al.,2004; Fragkowet al, 2007), o mediante la seleccion de estirpes ovioas

una alta resistencia a la enfermedad (Retpgd., 2009).

Existe una gran cantidad de estudios en Medicinmadha sobre la existencia de
cepas d&. aureuapsuladas, el predominio de ciertos serotipobdifet al, 1984) y la
capacidad de otras especies de estafilococos,peciakS. epidermidis de adherirse de
forma tenaz a soportes inertes (Iskakal, 1985), siendo por el contrario escasos los
estudios llevados a cabo en Medicina Veterinanapaticular sobre cepas aisladas de la

especie ovina.

Parece evidente que el estudio de dichas estracyulla otros posibles factores de
virulencia en aislados de leche ovina facilitaramyor conocimiento sobre los posibles
agentes patdgenos causantes de mastitis ovinak) poe el propdsito de este estudio se

centra en:

. La caracterizacion de las cepas $taphylococcus spisladas de muestras de

leche ovina procedentes de explotaciones de ajditteia.



Justificacion y Objetivos

La deteccion de factores de virulencia de superfien dichas cepas, tanto

polisacéaridos (capsula, producciongliene como de otra naturaleza (adhesinas).

La determinacion de factores de virulencia enzicodtiy produccion de

bacteriocinas.

La observacion de la posible influencia de losded nutricionales sobre el
desarrollo, deteccién y permanencia de dichas astas en los aislados en

estudio.
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VI.- Material y Métodos
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1.- Descripcion de las cepas utilizadas en el estod

1.1.- Aislamiento, identificacion y caracterizacionde las cepas
aisladas

Las 286 cepas utilizadas en el presente trabajdgouagruparse en 2 secciones:
246 cepas aisladas de muestras de leche ovinas(pepaema), cuyo origen se describe a

continuacion y 40 cepas tipo, que se describer apagtado 1.2.

Las 246 cepas problema fueron aisladas, en distettpas, de muestras de leche
ovina remitidas a los servicios de diagndstico gneibn al cliente de Laboratorios
Ovejero, S.A. (224 cepas) y Laboratorios Syva, 2R. cepas), ambos de Leon, entre
1989 y 2005.

1.1.1.- Toma de muestras y aislamiento de cepas

Las cepas problema se aislaron a partir de muesérdsche ovina, incluyéndose

muestras individuales y muestras de tanque de idsceg la explotacion.

El aislamiento se llevo a cabo mediante siembraagotamiento sobre placas de
agar triptosa, adicionadas con un 10% de sangrigbdiesda de cordero, o bien agar
Columbia sangre, en ambos casos incubados dur@iiterds en aerobiosis a 37°C. En los
casos procedentes de enfermedad clinica (mast#istualmente) en los que se disponia
de diversas muestras de un mismo rebafio, se pboeeth siembra de cada una por

separado.

Tras la incubacién de cada muestra, se aislarooolasias con morfologia tipica
del géneroStaphylococcysque se resembraron por duplicado en tubos de Bigéar
inclinado para volver a incubarlas nuevamente daraa horas, en aerobiosis. Uno de los
tubos, una vez que fueron visibles las coloniaglm@cend a 4°C para ser utilizado como
cultivo de partida durante la identificacién dec&pa y el crecimiento del otro se recogio
en medio de conservacion de cepagéhdice M02) , se alicuoto, congel6 y conservo a -
80°C.
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1.1.2.- Identificacion

Debido al elevado numero de cepas a procesarpsedid a seleccionar una serie
de pruebas de forma que fueran lo suficientememnelayentes para permitir llegar a la
identificacion a nivel de especie, partiendo deepas bioquimicas clasicas aunque algunas

veces utilizandolas miniaturizadas para ganar enabipidad.

Se tom6 como punto de referencia en la identif@sgada pauta recogida en el
“Bergey’s Manual of Systematic BacteriologySchleifer 1986), completada en casos

concretos con modificaciones o aportaciones quemeéa caso se citan convenientemente.

La identificacion se desarroll6 en dos fases:

1.1.2.1.- Identificacion a nivel de género

A partir del crecimiento de 24 horas obtenido dadsiembra de las colonias
sospechosas de pertenecer al géS¢aphylococcysse procedia a comprobar la pureza y

al estudio de la morfologia microscoépica y colanial

Adicionalmente, se llevaron a cabo determinaci@merelacion con la produccién
de catalasa, prueba de sensibilidad a la lisostafirecimiento en agar en presencia de
furazolidona y produccién de acido del glicerolaemobiosis, en presencia de eritromicina.

1.1.2.1.1.- Estudio de la morfologia microscopica

Para el estudio de la morfologia microscoépica seda tincion de Gram, que se
llevé a cabo mediante el método clasico, basadta anodificacion de Hucker
descrita por Lanyi (1987), segun se detalla ekpéindice M02

1.1.2.1.2.- Deteccion de la actividad catalasa

Para la deteccion de actividad catalasa se tomabasa del crecimiento y se
suspendia en una gota de peroxido de hidrégen&oaddbre un portaobjetos; la

aparicion de burbujas se considerd6 como un resufiaditivo.
1.1.2.1.3.- Prueba de sensibilidad a la lisostafina

Siembra e incubacion:con un hisopo se sembraron las cepas en estudie sob
placas de agar triptosa, a razén de 4 cepas pa. @Babre cada uno de los inéculos

de depositaron 2Ql de una solucién de lisostafina a 54 U/ml, equng a 200
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png/ml (Apéndice M02. Se incubaron las placas a 37°C durante 24 h@ada

cepa se probo dos veces.

Lectura e interpretacion: se interpreto la inhibicion del crecimiento baietieo en
el punto de depdsito de la solucion de lisostadi2®0ug/ml (Oeding, 1983) como

indicador de la sensibilidad de la cepa en estudio.
1.1.2.1.4.- Crecimiento en agar en presencia de &rolidona

En este medio se valora la capacidad de los micoscde crecer en presencia de
furazolidona al 0,0025%, mientras que la mayorialage cepas de estafilococos son
inhibidas (Von Rheinhaben y Hadlok, 1981).

Siembra e incubacién:con un hisopo a partir del crecimiento en caldo BEI
sembraron las cepas en estudio sobre placas deT&ggra las que se habia
afadido furazolidona®péndice M02), a razdn de 4 cepas por placa. Se incubaron

las placas a 37°C durante 48 horas. Cada cepals@ ¢os veces.

Lectura e interpretacion: se valordé el crecimiento como indicador de la

sensibilidad de la cepa en estudio.

1.1.2.1.5.- Produccion de &cido del glicerol en adriosis, en presencia de
eritromicina

La prueba se basa en la capacidad de los estafiiscpero no de los micrococos,

de producir &cido a partir del glicerol en presarnz 0,41g/ml de eritromicina.

Para llevar la prueba a cabo se siguieron las readationes de Schleifer y Kloos
(1975), empleando como medio basal el agar base,pagura, de Difco Apéndice
MO02), al que se afiadio un 1% v/v de glicerol antegesterilizarse en autoclave a 121°C
durante 20 minutos. Una vez estéril, el medio seperd a 50°C en un bafio maria antes
de afadir la eritromicina. La eritromicina se abagh solucion, partiendo de la disolucion
de 40 mg de eritromicina en 5 ml de etanol de 9&foyando con agua de calidad milliQ
hasta 100 ml. La solucion asi preparada se ezteplor filtracion a través de filtros de
0,22um. El medio completo se elabor6 afiadiendo 1 mhdlucién de eritromicina por
litro de medio atemperado. Tras homogeneizar emedio se distribuy6 en placas de
Petri.

Siembra e incubacién:en cada placa se sembraban 6 cepas en estriakesadi
partiendo de un cultivo liquido o de una suspensidrPBS estéril, para evitar el
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arrastre de nutrientes desde un medio sélido qdefauprovocar la aparicion de
falsos positivos. Las placas se incubaban haskeriés a 37°C, en aerobiosis.

Lectura e interpretacion: las placas sembradas se observaron a las 24,728 y
horas de incubacion, considerando como resultaddiymw el crecimiento de la
cepa problema, asi como la aparicién de un candbiotbr del medio, de purpura

a amarillo, debido a la acidificacion del mismod@a&epa fue probada dos veces.

1.1.2.2.- Identificacion a nivel de especie

Para agilizar el proceso identificativo, se llevocabo para cada especie una
seleccion de pruebas contrastadas por su val@ @isdriminacion a nivel de especie, a la
Vez que se puso en practica un sistema de coddicaon el propdsito de constituir una

base de datos util en la identificacion.
1.1.2.2.1.- Seleccién de las pruebas bioguimicas

A partir de los datos taxondmicos disponibles, Amdntalmente procedentes del
“Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” (Sdfde, 1986) se procedio a seleccionar
las pruebas existentes de mas sencilla realizacdliacriminatorias, que nos permitieran
llegar de forma rapida y eficaz a la identificacidel nivel de especie de las cepas de
Staphylococcuaisladas. Las pruebas seleccionadas fueron:

1.1.2.2.1.1.- Crecimiento en medio semisdlido dglicolato (Oeding, 1983)

Mediante esta prueba se estudiaba la capacidaa cleph de prueba para
crecer anaerdbicamente. Para ello utilizamos uniarféddo con tioglicolato de

Difco (Apéndice M02), que se preparaba siguiendo las instruccionefadetante.

El medio se distribuia en tubos de vidrio a razér2@ ml por tubo. Para
eliminar el oxigeno disuelto, los tubos se somatiabullicion durante 10 minutos,

y se colocaban antes de la siembra en un bafcadegal45°C.

Siembra e incubacién:los tubos asi dispuestos se sembraban mediangéa pip
Pasteur a lo largo del centro del tubo con 0,1Af1,2le una suspension en PBS de
la cepa en estudio, a una concentracion aproximad#®6-107 UFC/mI. Los tubos
se dejaron durante al menos una hora a temperatabgente para facilitar la

gelificacion del medio semisolido, antes de incabax 37°C durante 7 dias.
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Lectura e interpretacion: diariamente se examinaban los tubos a contralte pa
detectar la presencia de crecimiento en la zonaréb@a. Un tipo de crecimiento
denso y uniforme se considero indicador de queefm era capaz de crecer en

anaerobiosis.

1.1.2.2.1.2.- Produccion de acetoina a partir dgueosa (Prueba de Voges-

Proskauer)

La deteccion de la produccién de acetilmetilcarbiacetoina) se llevo a
cabo utilizando el medio de cultivo MR-VP (Difcopreparado segun las

instrucciones del fabricant&géndice M032).

Siembra e incubacion:los tubos se inocularon a partir de cultivos edimsolido

y se incubaron durante 4 dias a 37°C, ya que icguies mas prolongadas podian
ocasionar la aparicion de falsos negativos poratlEmion de la acetoina (Lanyi,
1987).

Lectura e interpretacion: tras la adicién y homogeneizacién de 0,6 ml dattieo
Ay 0,2 ml del reactivo BApéndice M02 por tubo, se inclinaban los tubos para
aumentar la aireacion y se leia el desarrollo dera los 15 y 60 minutos. La

aparicion de un color rojo intenso se interpretdcan resultado positivo.
1.1.2.2.1.3.- Produccién de acido en aerobiosextr ple carbohidratos

Para la deteccion de la produccion de acido arpietiazucares, se utilizo
como medio basal el caldo base con purpura de lm@sal, de Difco Apéndice
MO02). Una vez elaborado el medio, se afiadian losthstisustratos (esterilizados
previamente por filtracion) hasta alcanzar una enfracion final del 1%. Los
azucares empleados fueron xilosa, sacarosa, mati@satol, manosa, trehalosa y

lactosa.
El medio completo se distribuyd en tubos de hens&isazén de 3 ml/tubo.

Siembra e incubacion:los tubos se inocularon con f0de una suspension de la
cepa en estudio a una concentracién aproximad@°&0i UFC/ml, a partir de un
cultivo en medio sélido, y se incubaron durantéa® @ 37°C en aerobiosis.
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Lectura e interpretacion: se consideré como resultado positivo la aparicemml
cambio de color del medio, de purpura a amarilehido a la acidificacion del

mismo. Cada cepa fue probada dos veces.

1.1.2.2.1.4.- Prueba de reduccioén de los nitratos

Como medio se utilizo el caldo con nitrato, de Difdpéndice M02, que
se preparo siguiendo las instrucciones del fabtigce®e repartio en tubos, a razén

de 5 ml, y se esterilizo en autoclave.

Siembra e incubacion:los tubos se sembraron a partir de un cultivo gar a
inclinado y se incubaron a 37°C durante 7 diagpjanun tubo sin inocular, que

sirvié de control negativo.

Lectura e interpretacion: transcurrido el periodo de incubacién, se afiadiada
tubo 1 ml de cada uno de los dos reactivos de Sstiesvay (Harrigan y McCance,
1966). Una vez afiadidos, la presencia de nitrikcosanifiestd por la aparicion de
un color rojo, manteniéndose sin cambio el tubtigesPuesto que los nitratos
podian haber sido reducidos mas alla de los rgirgobre los tubos que no habian
desarrollado color rojo se afiadia polvo de zincndeera que si existian nitratos
sin reducir se desarrollaba en este caso la cadoragja, indicando la prueba como
negativa. Si no se desarrollaba color, significajo@ la reduccion habia sido

completa, mas alla de nitritos y se consideralpadacion como positiva.

1.1.2.2.1.5.- Produccién de fosfatasa alcalinayLdr987)
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Esta prueba de deteccidn de la produccion de &ssHadlcalina se basa en la
liberacion de fenolftaleina a partir del difosfade fenolftaleina, cuando esta
presente el enzima. Mientras que el difosfato eslamo, la fenolftaleina es un
indicador acido-base, de color rojo a pH alcalide,manera que si se expone el
crecimiento bacteriano sobre este medio de una gepaposee el enzima a los

vapores de amoniaco, se produce un viraje de color.

El medio empleado consiste en agar nutritivo al spiée afiadia un 1% de
una solucion acuosa de difosfato de fenolftalesterdizada por filtracion.

Siembra e incubacién:en cada placa se sembraron por estria un maximb de

cepas, incubandolas durante 48 horas a 37°C.
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Lectura e interpretacion: tras la incubacion, se colocaba una porcién delmbp
filtro en las tapas de las placas de Petri, vattean las mismas unas gotas de
amoniaco. A continuacion, se cerraban las placas ygolocaban invertidas, de
manera que las colonias quedaran expuestas a pasegade amoniaco durante
unos 30 segundos. Las colonias de las cepas [@ssi® tornaban de color rosa,
mientras que las negativas permanecian con su@adinal.

1.1.2.2.1.6.- Produccion de coagulasa

Para la deteccién de actividad coagulasa se enpi#sina de conejos
clinicamente sanos. Una vez obtenido el plasmegstia en tubos de hemodlisis,

a razon de 0,5 ml por tubo.

Siembra e incubacion:los tubos asi preparados se sembraban coul 5@ un
cultivo de 18 horas sobre BHI de cada una de lpascen estudio. Como control
negativo se empleaba un tubo de plasma al queasBaaBOul de caldo BHI sin
inocular. Los tubos se agitaban suavemente y sghaian a 37°C durante 24

horas.

Lectura e interpretacion: los tubos se observaron tras 1, 2, 3, 4 y 24 hdeas

incubacion. La formacion de un coagulo se integpeceimo prueba positiva.
1.1.2.2.1.7.- Produccion de desoxirribonucleasaASd)

Se estudid utilizando el agar para la prueba de §€Néde Difco, que se

preparo siguiendo las instrucciones del fabricéfpgndice M032).

Siembra e incubacion:las cepas se sembraron en estrias radiales adaz®mpor
placa, incubandose durante 24 horas a 37°C.

Lectura e interpretacion: para realizar la lectura, se inundaban las plecasCIH
1 N, dejandolo actuar durante 5 minutos. La aparicle un halo transparente

alrededor del crecimiento se considero reaccibitipagLanyi, 1987).
1.1.2.2.1.8.- Resistencia / sensibilidad a la no®ba

Esta prueba se realiz6 mediante el método en nsétldo, empleando para
ello placas de agar de Mueller-Hinton y discos deobiocina (Difco), con una

carga de 3Qug de novobiocina por disco.
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Siembra e incubacion:las cepas se sembraron en cuadrantes medianfm hso
razon de 4 cepas por placa. Sobre cada una dagdadisies sembradas se coloco
un disco de novobiocina mediante pinzas estériles yncubd a 37°C durante 24

horas.

Lectura e interpretaciéon: tras la incubacion se procedid a la observacion y
medicién de los halos de inhibicion. Se consideracepas sensibles las que

producian un halo de inhibicion de diametro supexid5 mm.
1.1.2.2.2.- Codificacion de las pruebas y creacide una base de datos

Partiendo de la propuesta de SchleifdBergey’'s Manual of Systematic
Bacteriology 1986) y las posibilidades de identificacion ycdiminacion a partir de las
pruebas anteriores, considerando la prueba positwzo 1, como 0 la negativa y en el
caso de las tardias, débiles o no discriminatoaasos (tanto 0 como 1), se elaboré una
base de datos (Microsoft Access 2.0) relacionardia @specie con sus posibles codigos
de identificacion Apéndice M03).

De esta manera, obtenido el cddigo de catorceodiffinbla M01) de un aislado a
partir de los resultados de las pruebas de ideatifin, se procedia a una consulta
informatica de los 246 cddigos presentes en la basgatos, permitiéndose adjudicar la

especie con rapidez y eficacia.

Tioglicolato
Voges-
Proskauer
Xilosa
Sacarosa
Maltosa
Manitol
Manosa
Trehalosa
Lactosa
Nitratos
Fosfatasa
Coagulasa
DNAsa
Novobiocina

Tabla M01. Orden de codificacion para la identificacién

En un nimero reducido de casos en los que un nisweligo podia corresponder a
dos 0 mas especies, se establecieron una serieudbap accesorias para permitir la

discriminacion entre ellas.
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1.1.3.- Fagotipado de las cepasdaureus

Las 98 cepas d8. aureusestudiadas fueron sometidas a fagotipado utilicand
juego de 19 bacteriofago3dbla M02), proporcionados amablemente por la Dra. Ana
Vindel, del Instituto de Salud Carlos lll, asi coBiéagos adicionales aislados por nosotros

de cepas ovinas & aureus

Este juego basico se corresponde con el suministiaat el “Laboratorio
Internacional de Referencia de Fagotipia”, de i@fale (R.U.), y consta de 23 fagos.

Tabla M02. Set basico de fagos y cepas propagadoras

| Bacteriofago | Cepa propagadora| Grupo fagico |

3A 3A Il
3C 3C Il
6 6 1]
29 29 I
42E 42E I
47 47 I
52 52 I
52 A 52 A I
53 53 1]
54 54 I
55 55 Il
71 71 Il
75 75 1]
77 77 I
79 52 A I
80 80 I
81 81 Sin agrupar
83 A 83 A I
84 84 1]
85 85 I
94 94 \Y
95 95 Sin agrupar
96 96 \Y
- 1030 -
- W57 -
- 18042 -
- 2009 -

Ademas de los fagos, se trabajé con las cepas gadpeas de los mismos
(Apéndice M0J), designadas con el mismo numero que los fage® $alcepa 52A/79,

gue se emplea para la propagacion tanto del fagaého del 79.
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Se emplearon como cepas control cuatro cepas afdaEsicos cuyos fagotipos son
conocidos: las cepas W57, 1030, 2009 y 18042.

1.1.3.1.- Preparacion de los fagos

1.1.3.1.1.- Determinacion de la RTD (dilucion de tina, Routine Test
Dilution)

Una vez recibidos los fagos y sus cepas propagsdeegorocedio a recomprobar
la RTD, titulandolos sobre su cepa propagadora El&y, se preparaba un cultivo joven de
la cepa propagadora sobre caldo nutritivo incuta@@°C, en agitacion durante 4 horas.
Transcurrido ese periodo, se inundaba una placagdr nutritivo con ioneg\péndice
MO02) con 3 ml de dicho cultivo, retirdndose el excesoliquido mediante una pipeta
Pasteur estéril.

Una vez que la placa inoculada estaba seca, ssitiyan sobre ella gotas dedl5

correspondientes a diluciones crecientes del fagalar, desde 1Ha 10"

Después de incubar 18 horas a 30°C, se procedialsérvacion de la aparicion de
placas de lisis en los puntos de depdsito de lagsgaonsiderandose como RTD la

maxima dilucion en la que apareciera lisis conflaen
1.1.3.1.2.- Propagacion de los fagos en medio solid

En funcion de la RTD y de las cepas a fagotipametelo en cuenta que se debe
iniciar el fagotipado empleando 100 RTDs por fadoe preciso proceder a la

multiplicacion de alguno de los recibidos.

Se utilizé el método del agar semisélido descrido $wastrom y Adams en 1951
(Dra. Vindel, comunicacién personal), mezclando tehos atemperados a 45°C las

siguientes cantidades y productos:

3 ml de agar semisolidé\péndice M02

- 0,3 ml de un cultivo de 4 horas de la cepa propargaeh caldo nutritivo
- 0,3 ml del fago diluido en caldo nutritivo a su RTD

- 0,25 ml de GiCa al 1%

La mezcla resultante se depositaba sobre placasgale nutritivo de 9 cm de

diametro y se incubaba a 30°C durante 18 horagquésgle la incubacion, se arrastraba la
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capa de agar semisélido con 3 ml de caldo nutritpuealmente ayudandonos de un hisopo
estéril y aspirando con una pipeta estéril.

Esta suspension se centrifugd a 5.000 rpm a 4°Qnen centrifuga “Hettich
Universal 30 RF”, se decant6 y se filtr6 a travésfittros de 0,22um de didmetro,
titulandose de nuevo sobre su cepa propagadorassclhi@ndo aquéllas de titulo bajo,

conservando solo las suspensiones restantes haii@,su uso.

1.1.3.2.- Aislamiento de fagos de origen ovino

Puesto que ciertas cepas®leaureugle origen ovino mostraron placas de lisis de
forma espontanea tras sembrarse sobre agar rutritiv iones, se procedio a intentar el
aislamiento de dichos fagos, su multiplicacionylaicion y determinacion del espectro
litico.

La metodologia comprendio6:

1.1.3.2.1.- Aislamiento del fago a partir de una Goa calva.

Se se llevé a cabo con una pipeta Pasteur a mottogleel, extrayendo la calva

seleccionada con el fragmento de agar correspdedien
1.1.3.2.2.- Multiplicacién inicial

Este fragmento se utiliz6 como inéculo de un tubaaldo BHI (Pronadisa) de la
cepa liségena de 4 horas de incubacion. Este cudtvdejaba incubando toda la noche a

30°C y al dia siguiente se procedia a centrifugamlgvo y filtrarlo por 0,22um.
1.1.3.2.3.- Estandarizacién de la suspension de ¢ag

Una vez obtenida esta suspension inicial, se amsiti@ con la multiplicacion y
titulacion habituales, como se indica en los purdtos 2, hasta obtener suspensiones de
titulo suficiente (RTD> 4).

1.1.3.2.4.- Determinacion del espectro litico

Conseguidas las suspensiones, se procedid a landedeion del espectro litico de
los fagos ovinos obtenidos, comprobando a RTD yRUD el efecto que causaban sobre
las cepas propagadoras y de control del juegogies faomparado simultdneamente con el
que causaban sobre las cepas propagadoras prapiasestudio se realizé en dos fases,

utilizando las cepas propagadoras disponiblesoasd das propias, en conjunto, un total de
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30 cepas. En una primera fase, se comprob6é a 1@ \RRTD cada uno de los fagos
hallados sobre las cepas antedichas. En la sedasdase seleccionaron aquellas cepas
sobre las que los fagos ovinos mostraron algun dpa@ctividad y se llevdé a cabo una
titulacion (10 a 10°) sobre ellas, a la vez que se retitulaban endas< propagadoras

iniciales de los fagos.

1.1.3.3.- Fagotipado

Cada cepa de prueba se inocul6 en un tubo conten&ml de caldo nutritivo que

se incubd a 37°C en agitacion durante 4 horas.

Posteriormente, se sembraron con el cultivo dosaplae agar nutritivo con iones
(secadas previamente bajo flujo laminar) por ingi@ay se retird el exceso de liquido
mediante pipeta estéril.Una vez secas las plaeasplecaban sobre ellas, a intervalos
regulares, gotas de 18 conteniendo 100 RTD de cada uno de los fagoradibs. Las
placas se dejaban secar hasta la desapariciors dptias depositadas para ser incubadas
después durante 18 horas a 30°C.

Tras la incubacion, se observaban las placas iadaslen busca de placas de lisis,

anotando los resultados obtenidos de cada cepaudeagfrente a los fagos empleados.

En aquellas cepas en las que alguno de los fagamdibs a 100 RTD presentd
lisis, se procedié a comprobar el efecto de una RTD

1.2.- Otras cepas empleadas

Aparte de las cepas aisladas e identificadas pstea estudio, ha sido preciso
utilizar 40 cepas tipo o de referencia, procededeesliversos origenes (Apéndice M01).

En este apartado se incluyen:
" 7 cepas tipo d8. aureuscapsuladas,
" 27 cepas propagadoras y control de los fag@. deireus

" 1 cepa deCellulomonas fimi cepa indicadora para las pruebas de

produccion de bacteriocinas,

" 3 cepas d&. aureuspositivas a factores de adherencia utilizadas como
control en las PCR 'y

" 2 cepas tipo, controles positivo y negativo Sle epidermidis para las

pruebas dslime
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2.- Estudio de factores de virulencia

Una vez caracterizadas las cepas objeto de estaDestoral, se procedio a llevar
a cabo el estudio de una serie de factores deewrtid, tanto de expresados a nivel de

superficie como de otro tipo.
2.1.- Factores de superficie

La superficie bacteriana es el primer nivel estmattde la bacteria en interactuar
con el medio ambiente y, en su caso, con el hogpedasu sistema defensivo, por lo que
de sus caracteristicas puede depender la capabédadpervivencia del microorganismo

un medio en particular.

En este capitulo se describen una serie de prugtease llevaron a cabo con el fin
de detectar y cuantificar (caso de que fuera p®sileistructuras de superficie como las
integradas mayoritariamente por polisacaridesng capsula) y también aquellas otras
que fueron llevadas a cabo para cuantificar laofidicidad bacteriana. La suma de las
determinaciones anteriores fue integrada en la rdevazion genérica de “factores de

superficie”.

Ademas, se llevaron a cabo comparaciones entresvsigtemas de ejecucion de las

técnicas y también entre distintos métodos pargouipar la utilidad de cada uno de ellos.
2.1.1.- Capsula. Deteccion y serotipificacion deasecapsuladas

La presencia de capsula, entendida como una capaotisacaridos bien
oragnizada, fijada a la pared celular que rodeaptstamente a la bacteria, es una

estructura que confiere resistencia a la fagositpspor tanto, un factor de virulencia.

En este estudio se ha determinado la presenciamile en cepas d& aureus
mediante dos técnicas clasicas; por un lado, kcdéin de la presencia deimping factor
y la aparicion de crecimiento difuso en abando suero Serum Soft AgarSSA), por

otro.

Para el tipado capsular de las cepasSdeaureusse emplearon también dos
aproximaciones diferentes; una mediante la utiéGtacde sueros hiperinmunes

(serotipado) y otra, utilizando técnicas de bicdogiolecular (deteccion y tipado):
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- Previa obtencién de sueros policlonales hiperinmmuee conejos frente a los
polisacéaridos capsulares de las cepas tipo, s®oual técnica del agar blando suero
(Serum Soft AgaiSSA) segun el método descrito en 1971 por Yoshida

- Se adapto para este proposito (deteccion y tipageutar) y se puso a punto una
reaccion de PCR multiple para los serotipos capssilacuyos genes
correspondientes habian sido secuenciados en eentorde efectuar este estudio
(Sauet al, 1997; Luonget al, 2002b; Salasiat al, 2004).

2.1.1.1- Deteccion de la capsula

2.1.1.1.1.- Presencia delumping factor

La prueba de la presencia demping factorsolamente se aplicé sobre las cepas

aisladas pertenecientes a la esp8ciaureus

Para llevar a cabo la prueba, se preparaba unarsidp en SSF de la cepa
cultivada toda la noche sobre agar base Columhiea gbta de dicha suspension se
mezclaba con otra de plasma de conejo (bioMériguis@ homogeneizaban mediante un
asa de plastico sobre un portaobjetos. La formadédfibculos se consider6 como prueba

positiva.
2.1.1.1.2.- Crecimiento en agar blando suer&érum Soft Agay SSA)

La prueba del agar blando sueBefum Soft AgarSSA) se llevd a cabo siguiendo
el método descrito por Finkelstein y Sulkin (195Bkta prueba fue empleada en un
principio por sus autores para detectar estafilogocoagulasa positivos, aunque
posteriormente se utilizé también para comprobardgencia de capsula 8naureusEn
este estudio se empled sobre todas las cepas p@lyleen el caso de las cepasSie

aureus también para el serotipado capsular.
2.1.1.1.2.1.- Preparacion de la prueba

Después de esterilizar el medio de cultikpéndice M02 durante 20
minutos a 121°C, se distribuia en dos series desfubrazon de 10 ml de medio
por tubo. A cada tubo de una de las series sedéiaiin 1% de suero normal de
conejo, dejando la otra serie sin suero. Ambassese dejaban en un bafio

mantenido a 50°C para favorecer las mezclas postsri
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2.1.1.1.2.2.- Siembra e incubacion

El dia anterior a la prueba, se sembraba un tulsalde BHI con cada cepa
en estudio y se incubaba a 37°C durante 18 a 2#.hat dia de la prueba se
sembraban 501 de una dilucién 18 del caldo BHI cultivado, tanto en un tubo con
suero como en otro sin suero de conejo. Los tubd®sogeneizaban a fondo y se
mantenian una hora a temperatura ambiente antes dacubados 18 h a 37°C.

2.1.1.1.2.3.- Lectura e interpretacion

Para que la prueba pueda ser interpretada facémdabe conseguirse una
observacion clara de colonias aisladas, de modosget crecimiento era muy
denso debia repetirse la prueba. En el caso delaguepa en estudio fuera
capsulada, las colonias aparecian alargadas, camspecto de llama, o difuso,
mientras que si no lo eran, el aspecto coloniaketlenominado compacto, ya que
las colonias aparecian esféricastp M01) y claramente delimitadas. En algunos

casos se podian describir aspectos pseudodifusasjunos casos.

Foto M0O1 . SSA con colonias tipo difuso (izquierda) o compactas (derecha).

2.1.1.2.- Serotipado capsular

2.1.1.2.1.- Sueros hiperinmunes

En el curso de este trabajo fue preciso la utigrace sueros hiperinmunes, que
fueron producidos por nosotros en conejo frentesgoblisacaridos capsulares de las cepas

tipo deS. aureus
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La preparacion de los sueros hiperinmunes se l|evéabo utilizando como
inmundgenos polisacaridos purificados de los smistipos capsulares d& aureusmas
frecuentemente descritos en la bibliografia. Etpso de hiperinmunizacion fue seguido
de la electroforesis de sueros, que se llevo a adbdargo del proceso de seguimiento de
la hiperinmunizacion de cada uno de los conejdgadios. Finalmente, se llevo a cabo la
titulacion mediante la técnica del agar blando a{®erum Soft AgalSSA) y un método

ELISA. Esta ultima determinacion fue especialmewtaptada para este proposito.
2.1.1.2.1.1.- Animales de experimentacion

Para la obtencién de sueros hiperinmunes frents pdlisacaridos capsulares de
las cepas tipo deS. aureusse emplearon 18 conejos albinos de cruce industria
Neozelandés-California, de 8 semanas de edad y 2irkgs de peso al comienzo de la
hiperinmunizacion, machos y hembras indistintamente

Los animales se mantuvieron con pienso industaed ponejo y aguad libitumen
jaulas individuales y a una temperatura de entrg 18°C. Los conejos, su alojamiento y
manutencion fueron proporcionados por la granjaReguera”, en Villabalter (Ledn), por
cortesia de sus propietarios. Durante todo el pmake hiperinmunizacion se tuvo en

cuenta la normativa vigente en cuanto a BienestanAl.

2.1.1.2.1.2.- Preparacion de inmundgenos

2.1.1.2.1.2.1.- Método empleado para la purificaaidde las capsulas de las cepas tipo

Para la produccion y purificacion de las capsulaslas cepas tipo se siguio

basicamente, con pequefias variaciones, el métoHouwtaieret al. (1987).
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2.1.1.2.1.2.2.- Cepas empleadas

Las cepas tipo d8. aureusitilizadas para la purificacién parcial del patidado capsular
fueron las siguienteg &bla M03).

Tabla M03. Cepas tipo de S. aureus utilizadas para la elaboracion de los extractos capsulares.

Cepa de referencia des. aureus Serotipo capsular
M 1
Smith (difuso) 2
Mardi 3
7007 4
Reynolds 5
Becker 8

El origen de dichas cepas aparece indicado Apéhdice MO1
2.1.1.2.1.2.3.- Mantenimiento de las cepas tipo faes de referencia)

A continuacion de su recepcion, las cepas se diN@non una sola vez por
duplicado sobre agar Columbia sangre (ACS); de mstdo se prevenia la pérdida de
factores de superficie por el subcultivo repetitias 18-24 horas de incubacion a 37°C,
una de las placas se utilizé para recomprobar puyegerfil bioquimico asi como para

resembrar la cepa sobre los siguientes medios:

= Agar Rojo Congo (ARC), para determinar si las cegras formadoras o no d¢éme
(Freemaret al, 1989) ,

= Agar blando suero Serum Soft Agar SSA), para recomprobar su capsulacion
(Finkelstein y Sulkin, 1958) y

= Caldo BHI, para comprobar si eran formadoras o @aliine segun el método de
Christensen (Christensenal.,1982).

El crecimiento obtenido en la otra placa de ACSrasuspendid sobre medio de
conservacionApéndice M02), se homogeneizé a fondo y se prepararon aliceotéisbos

eppendorf a razén de 5@Q0/tubo, que posteriormente se mantuvieron en dangm a —
80°C.
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2.1.1.2.1.2.4.- Medios y condiciones de cultivo

Para el cultivo de las cepas de referencia a firolatener el extracto capsular
correspondiente, se utilizé agar base Columbia (A@©urnieret al, 1987), con un 3%
de NaCl, para favorecer la formacién de exopolisdoa (Yoshida y Ekstedt, 1968). El
medio se distribuyd en tres frascos de Roux popa.ce

Las cepas se sembraron directamente a partir dditamtas diluidas al 50% con
PBS estéril de pH 7,2, a razén de 3 ml por frasedrdux, y se incubaron a 7,2 °C

durante 48 horas.
2.1.1.2.1.2.5.- Recogida de las cepas

Las cepas cultivadas en los frascos de Roux, tomspmbar su pureza por

microscopia, se recogieron por arrastre con aéalesibre PBS estéril, de pH 7,2.
2.1.1.2.1.2.6.- Purificacién de la capsula

La extraccion y purificacion de la capsula se llevécabo segun el esquema

propuesto por Fourniat al.(1987), siguiendo los siguientes pasos:

1. Extraccion del polisacarido capsular por calor rmaetdi autoclavado a 121°C

durante 60 minutos,

2. Separacion de las células por centrifugacion a0t (en centrifuga Kubota KR-
20.000T) durante 30 minutos,

3. Reextraccion por calor del sedimento celular (vgr2) seguida de
4. Didlisis de los sobrenadantes frente a agua milli@nte 48 h a 4°C.

5. Liofilizacidbn para obtener el extracto capsulardauen un liofilizador Virtis

modelo Génesis 12LE),
6. Rehidratacion del liofilo del extracto crudo en PB$0 mg/ml,
7. Tratamiento con proteasa (Sigma P-5147, 1 mg/rdh ta noche a 37°C,
8. Segunda dialisis frente a agua milliQ durante 4848C,
9. Segunda liofilizacién y, finalmente,

10.Rehidratacion en PBS a 10 mg/ml, alicuotado y cwas@n a —80°C.
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2.1.1.2.1.3.- Hiperinmunizacion

2.1.1.2.1.3.1- In6culo

El protocolo de inoculacion se elabor6 y planifgiquiendo las recomendaciones
de Johnston et al. (1991) para la elaboracion tisugnos en conejos.

Como in6éculo se empled una emulsion conteniendsD% adyuvante de Freund
(completo o incompleto, ver el esquema de la hipewnizacion), de Sigma, y una
suspension en PBS de pH 7,2 de una determinadaadnde cada uno de los seis
polisacéaridos semipurificados. La emulsion se p@pan los ingredientes atemperados a
37°C y con la ayuda de dos jeringas de tamafio adecpara conseguir una emulsion

homogénea.

Los in6culos se prepararon de manera que en lotdalacion se administraron a
cada conejo 50Qg de polisacarido en adyuvante completo de Fred@F), mientras
que para las inoculaciones 22 y 32 se emplearonug5€@e polisacarido y adyuvante
incompleto (AIF), finalizando con la inoculacion d€00 ug por via endovenosa, sin
adyuvante, en las inoculaciones 42, 52 y 62. Emoleulacion de cada tipo de polisacarido

se utilizaron tres conejos.
2.1.1.2.1.3.2- Cronograma de las inoculaciones ynggiias

El ritmo de inoculaciones y sangrias empleado &igur laTabla MO4.
2.1.1.2.1.3.3- Procedimiento de inoculacion

Las inoculaciones se efectuaron como sigue:

- en la primera inoculacion se realizaron 6 adracsones de 0,25 ml por individuo:

cuatro por via subcutanea en la region dorso-lumiamas via intramuscular en la zona
caudal de cada uno de los muslos (musculo semitesa). Las inoculaciones se
efectuaron con jeringas desechables de insulirfardey previo atemperamiento de las
emulsiones (para favorecer su inyectabilidad y ghiemlas molestias para el animal).

-en la segunda y tercera inoculaciones se adntdnistml por conejo, distribuido en

cuatro dosis subcutaneas en el dorso y

-en las inoculaciones cuarta, quinta y sexta sectdy0,1 ml de la suspensién del
extracto en PBS via intravenosa, administrado @era marginal de la oreja.
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Tabla M04. Cronograma de la hiperinmunizacion de los conejos.

Via || Inoculacion|| Volumen total Distribucion SangrjaObservaciones
4 x 0,25 en dorso sc
0 12 500ug en 1,5 ml 12 ACF
2 x 0,25 semitendinoso im
14 - - No 22
21 22 250pg en 1,0 ml 4 x 0,25 en dorso sc - AlF
28 - - - 3a
35 - - - 4a
41 32 250ug en 1,0 ml 4 x 0,25 en dorso sc 43bis AlF
50 - - - 52
69 - - - 62
76 42 1 mgen 0,1 mliv 1 mgen0,1mliv - en PBS
91 - - - 72
97 5a 1 mgen0,1 mliv 1 mgen0,1mliv en PBS
104 - - - 82
111 62 1mgen0,1mliy 1mgen0,1mliv 92 en PBS
120 - - - 102
133 - - - 112
146 - - - 122
160 - - - 132
161 - - - 142 Sangria final

Leyenda: im=intramuscular, sc=subcutanea, iv=intravenosa, ACF= adyuvante completo de Freund, AlF=
adyuvante incompleto de Freund.
Tras las inoculaciones subcutaneas o intramussilla®zonas intervenidas se
masajearon suavemente para favorecer la distribagbinoculo y evitar depdésitos

localizados que favorecieran su encapsulacion.
2.1.1.2.1.3.4- Ejecucién de las sangrias

Se utilizé una caja de contencion especial parajosnde manera que se sometiera
a los animales al menor estrés posible y se emilasaones. Las sangrias se efectuaron en
la vena marginal de la oreja, empleando para elimgas de un solo uso de 2 ml de

capacidad.

La muestras de sangre se depositaron en tubogesstgro “venoject”, de 5 ml de
capacidad, y se trasladaron a temperatura amhbiasta el laboratorio, tiempo suficiente

para permitir la coagulacion.

Una vez llegados al laboratorio, se colocaron ap#@ favorecer la retraccion del
coagulo. Finalmente se centrifugaron y el sueremtb se alicuotd y congel6 por debajo
de —20°C.
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2.1.1.2.1.4.- Serologia

El estudio de los sueros de los conejos se llesaba en dos momentos: durante el
proceso de hiperinmunizacion mediante electrofergsuna vez finalizado, por medio del
estudio de la actividad anticapsular mediante ¢ait& del agar blando suero (SSA) y
mediante un método ELISA anticapsular. Ambas tésngeran descritas mas adelante, en

las secciones correspondientes.
2.1.1.2.1.4.1.-Seguimiento del proceso de hiperinmgacion mediante electroforesis

Se siguio el desarrollo del proceso de hiperinmagién mediante electroforesis de
los sueros obtenidos de cada una de las sangaiaslaPelectroforesis se emplearon tiras
de acetato de celulosa CELLOGEl una serie de soluciones y reactivos que figuran
detallados en edpéndice M02

Las muestras séricas se procesaron segun el sgyuietodo:

Preparacion y carga de la muestra

- las tiras de electroforesis se mantenian condasvan metanol puro, por lo que
antes de su utilizacion se lavaban en solucién danmdl (Biosystems) durante 10

minutos

- una vez lavadas se secaban entre papel deYilse colocaban en el marco de
electroforesis que se colocaba seguidamente erbktacargada con tampon.

- se colocaba la muestra sobre la tira, empleahdaplecador semimicro que

permitia la carga de 10 de suero por tira de acetato de celulosa.
Electroforesis

- una vez preparada la muestra se conectaba l&ef(Electronica Argemi, modelo
EF 657 N), a 200 V durante 32 minutos.

Tincion y procesado de las tiras de electroforesis

Una vez finalizada la carrera de la muestra, seeiara los siguientes pasos:

- tincién con colorante negro amido (Biosystems) digeb minutos, en agitacion

suave
- decoloracion: 4 bafios en agitacion suave

- deshidratacion durante un minuto, en agitacion
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- transparentado al calor durante 5 a 10 minutos.

Lectura de las tiras de electroforesis

La lectura de las tiras se realiz6 mediante eldiensitometro BT-506 de la firma
Biotecnica (Roma) y se calcularon los porcentagsad fracciones séricas mediante una

hoja de calculo Excel.

2.1.1.2.1.4.2.- Control de la actividad anticapsutale los sueros mediante la técnica

del agar blando suero $erum Soft Agar SSA)

Para evaluar la actividad anticapsular de los suéiperinmunes obtenidos se
empled la técnica de Yoshida, en 1971, basadavazsan la prueba del agar blando suero
(Serum Soft AgarSSA), método descrito por Finkelstein y Sulkir@38). La técnica

béasica del SSA se encuentra descrita en la se2cidh1.2.

La determinacion de la actividad de los antisuesesrealizo llevando a cabo
diluciones en base 2 de los sueros hiperinmunakefirhasta 1: 32. Se mezclaron 0,1 ml de
cada dilucién, 0,1 ml de suero normal de conejmg dilucién 1& de la cepa homéloga,
origen del polisacarido empleado en la hiperinmarién, cultivada toda la noche a 37°C
con 10 ml de BHI-agar blando (agar al 0,15%). Lazetee se incubo 24 h a 37°C,
observandose en que dilucion del suero aun sencaid observando la morfologia
colonial compacta. Como control negativo se empledtubo de BHI-agar blando

conteniendo suero normal de conejo en lugar debshiperinmune.

La dilucion méaxima de antisuero que producia tiplomial compacto se considero
una unidad, utilizdndose 2 unidades en 0,1 ml etipado posterior de las cepas en

estudio.

2.1.1.2.1.4.3.- Seguimiento del proceso de hiperiomizacion mediante un método

ELISA de titulacion de sueros anticapsulares

Se disefid un método ELISA para la titulacion de $oeros hiperinmunes
empleados. Se partié inicialmente de lo indicado pee et al. (1985), habiéndose

realizado una serie de ajustes para poner a paéghica.

a) Tapizado de placas

Para el tapizado de las placas de ELISA se siduig@iente procedimiento:
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se diluyeron los polisacéaridos purificados en RPBE¥% M, de pH 7, a razon de 20

pug/ml.

los polisacaridos se distribuyeron a razéon de 20@ocillo en placas de
poliestireno de 96 pocillos POLISORB, de NUNC, yirsgubaron toda la noche a
4°C.

posteriormente, se eliminaron los polisacaridosadsorbidos mediante vertido

enérgico.

se realizaron 3 lavados de 3 minutos cada uno B&TRveen 0,05%, de pH 7,2.
las placas se bloquearon con gelatina al 0,5% &) Bazon de 250@/pocillo.

se incubaron 2 horas a 37°C y

finalmente se elimind la solucién de bloqueo, dkusm las placas y se guardaron

congeladas a —80°C hasta su uso.

b).- ELISA de titulacion

Para la titulacion de los sueros hiperinmuneses® la cabo una prueba de ELISA

en cuya ejecucion se siguieron las etapas quediatagea continuacion:

descongelacién de las placas a temperatura ampiente
3 lavados de 3 minutos cada uno con PBS-Tween 0,06%H 7,2 ,
dilucién de los sueros con PBS normal en diluciatwses seriadas,

distribucion de los sueros a razon de pOPocillo, incluyendo el negativo (suero

negativo) y el blanco (PBS de dilucion),

incubacion de las placas durante 45 minutos a 37°C,

decantacién y lavado (x3) durante 3 minutos, coB-HF&een 0,05%, de pH 7,2
adicién del conjugado (lg de cabra anti Ig de cmn®jgma, diluido 1:50.000),
incubacién de las placas durante 45 minutos a 37°C,

lavado (x3) durante 3 minutos con PBS-Tween 0,08%Hi 7,2,

adicion del sustrato a razon de 1pocillo (O-fenilendiamina, 0,4 mg/ml en

tampodn citrato de pH 5,2 con un 0,03% de peréxalbidrogeno).
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* incubacién a temperatura ambiente en la oscurideshte 20 minutos,
» frenado de la reaccion con HCI 3 N a razén delfibcillo y
* lectura en un lector de ELISA (MRX de Dynex Teclugpés) a 490 nm.

Interpretacion: se consideraba como positiva cualquier densidédadfdO) mayor o

igual a la media de los sueros negativos mas dmes\a desviacion estandar.

2.1.1.2.2.- Serotipado capsular d8. aureusmediante la técnica del agar
blando suero Gerum Soft Agar SSA).

El método de Yoshida (1971) se basa en que el asandsuero anticapsular
provoca que las cepas capsuladas homologas apareacamorfologia compacta en el
SSA, permaneciendo difusas con el suero normabaeja.

Esta prueba solo se efectudé con las cepasS.daureusque presentaban un

crecimiento difuso (es decir, que estaban capss)afala técnica normal del SSA.
2.1.1.2.1.1.- Preparacion de la prueba

Los antisueros producidos mediante el proceso gerihmunizacion se titularon
previamente frente a su cepa homéloga. Para ladiéi se siguié el método descrito por
Yoshida (1971): se practicaron diluciones en bade [®s sueros hasta 1:32. Se mezcl6 0,1
ml de cada dilucién, suero normal de conejo y uhaidn 10° de la cepa capsulada tipo,
homologa, cultivada toda la noche a 37°C, con 1l@enBHI-agar blando. La mezcla se
incubd 24 horas a 37°C. La dilucion minima de aetis que producia tipo colonial

compacto se considero una unidad, utilizdndosadadas en 0,1 ml, en el tipado.
2.1.1.2.1.2.- Siembra e incubacién

Se mezclaron 2 unidades en 0,1 ml de antisueranl¢ie suero normal de conejo y de una
dilucion 10° de la cepa cultivada 18 h a 37°C con 10 ml de &#r blando (agar al
0.15%) para cada uno de los serotipos capsularestedio (1, 2, 3, 4, 5y 8). Se utilizo

suero normal de conejo como control. Las mezclascsdaron 24 horas a 37°C.

80



Material y Métodos

2.1.1.2.1.3.- Lectura e interpretacion

Las cepas que pasan de difusas a compactas sderansdel mismo serotipo que

el antisuero empleado.

2.1.1.2.3.- Serotipado capsular d8. aureusmediante ELISA

Se intento llevar a cabo el serotipado capsuldasieepas d8. aureus mediante

la técnica ELISA de doble placa empleada por Pbetral en 1988, tanto directamente

con los sueros hiperinmunes como tratdndolos selgénétodo de Mittaét al. (1982) para

eliminar inespecifidades.

2.1.1.2.3.1.

placa

2.1.1.2.3.1.1.

2.1.1.2.3.1.2.

- Tratamiento de los sueros hiperinaysea el ELISA de doble

- Preparacion de las cepas

Cultivar las cepas en agar Columbia a 37°C durthteoras.
Recoger el crecimiento arrastrado con 3 ml de Rid$laca.
Afnadir 3 gotas de formol al 40%.

Centrifugar a 3000 rpm 10 minutos a 4°C.

Eliminar sobrenadante.

- Tratamiento de los sueros

Se elaboraron con los precipitados las siguientezclas para afiadir a los

sueros hiperinmunes:

Mezcla n®

Serotipos bacterianos presentes Mezataaotisuero

2+3+4+5+8

1+3+4+5+8

1+2+4+5+8

1+2+3+5+8

1+2+3+4+8

U WIN|F

U WIN|F

142+3+4+45

Los sueros se diluyeron a 1: 50 en PBS pH 7,2 lesafiadié al 1:10 la
mezcla bacteriana correspondiente.

Se homogeneizo y se incubo a 37°C durante 2 horas

Se centrifugaron las mezclas a 13.000 rpm durahteifiutos y se recupero
el sobrenadante, que es el suero tratado dilufid 1:
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2.1.1.2.3.2.- ELISA de serotipado de doble placa

2.1.1.2.3.2.1- Preparacion de las placas

Placas |

se diluyeron los polisacéaridos purificados en FB¥ M, de pH 7, a razon de 5

pg/ml.

los 6 tipos de polisacaridos se distribuyeron @made 10Qul/pocillo en placas de
poliestireno de 96 pocillos POLISORB, de NUNC, yirsmibaron a 37°C durante 1
hora. Se preparan dos placas |, una para los patidas 1, 2 y 3 y otra para los
polisacaridos 4, 5 y 8. El reparto por placa era:

» enlasfilas A a F los extractos de las tres cépasa la concentracion indicada

(en columnas impares).
+ fila G: se dispensa PBS Unicamente

» fila H: reservada para los sueros negativos de oadade los animales cuyos
antisueros se empleen. Se tapizan 4 pocillos dmagérido, igual a las filas A,

C y E respectivamente.
se incubaron las placas a 37°C durante una hora

posteriormente, se eliminaron los polisacaridosadsorbidos mediante vertido

enérgico.
se realiz6 1 lavado de 30 minutos con PBS-Tweemtigalal 0, 5% de pH 7,2.

se efectian 3 lavados con PBS-Tween de pH 7,2elk@nslas placas y se
guardaron congeladas a -80°C hasta su uso.

Placas Il
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se bloquearon placas de poliestireno de 96 podtlO&ISORB, de NUNC, con
gelatina al 0,5% en PBS, a razon de gBpocillo.

se incubaron 2 horas a 37°C y
finalmente se elimind la solucién de bloqueo patigte enérgico

se efectuaron 3 lavados con PBS-Tween de pH 7,8elaon las placas y se

guardaron congeladas a -80°C hasta su uso.
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2.1.1.2.3.2.2.- ELISA de serotipado
» descongelacion de las placas Il a temperatura atebie
* 3lavados de 3 minutos cada uno con PBS-Tweel®a%€,de pH 7,2 ,

* Los pocillos de las placas Il bloqueadas con geatecibieron 100 pl de las
muestras (sobrenadantes de las bacterias autoatvgdl00 ul de los sueros
hiperinmunes, a una concentracion correspondienteaadensidad 6ptica (DO) a
492 nm entre 0,2-0,5 y determinada por titulagidevia. Cada muestra se enfrenté
a cada uno de los antisueros y se distribuyo phummas, de manera que cada

pareja de placas sirvia para 12 muestras.
e seincubaron a 37°C 1 hora y luego durante todadhe, a 4°C

e se transfirieron 100 pl de las mezclas de las pldica las filas impares de las

placas | y se incubaron durante 1 hora a 37°C

* en las filas pares se colocaron los sueros agtiyl3 (en una placal) y 4,5y 8 (en
la otra placa I), respectivamente, en diluciond9Q.:a 1:3200 para comprobar la
titulacion. En la fila H se distribuyeron los sugnmegativos correspondientes a la
dilucién 1:100, a razdn de 4 pocillos por serotipo.

e Se decantaron y lavaron (3 veces) durante 3 minatesPBS-Tween al 0,05%, de
pH 7,2

* Se adicioné el conjugado (lg de cabra anti Ig deefmy Sigma, diluido 1:50.000),
e Se incubaron las placas durante 45 minutos a 37°C,
* lavado (3 veces) durante 3 minutos con PBS-Twe@s?0de pH 7,2,

* se adiciond el sustrato a razon de u0pocillo (O-fenilendiamina, 0,4 mg/ml en

tampodn citrato de pH 5,2, con un 0,03% de perédilbidrégeno).
* Se incubaron a temperatura ambiente en la oscudigi@hte 20 minutos,
» frenado de la reaccion con HCI 3 N a razén deljibcillo y

» se realiz6 la lectura en un lector de ELISA (MRXDinex Technologies) a 490

nm.

Interpretacion: Se considerd un resultado positivo cualquier DfPespondiendo a un
50% de inhibicién o mas.
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2.1.1.2.4.- Tipado mediante técnicas de PCR

2.1.1.2.4.1.- Extraccion del ADN de las cepas

Para la realizacién de las pruebas moleculares@mqio en primer lugar a la
extraccion del ADN de las cepas de prueba. Paoasellutiliz6 el método descrito por

Vancraeyneset al, en 2004. Brevemente consiste en:

-sembrar las cepas por estria sobre agar base Bialwrincubar a 37°C toda la
noche (18 h),

-resuspender una colonia de la cepa epl2fe tampdn de lisis (SDS al 0,25% en
NaOH 0,05N),

-calentar a 95°C durante 5 minutos,
-enfriar sobre hielo y diluir con 180 de agua destilada,
-centrifugar 10 minutos a 16.00Q % finalmente,

-recoger el sobrenadante y congelar a —20°C hastsos
2.1.1.2.4.2.- Determinacion de los serotipos capesll, 5y 8

Estas pruebas se llevaron a cabo exclusivamentee dab cepas previamente

identificadas com&. aureus
a) Seleccion y disefio de los cebadorgsifners) para las PCR

Para la determinacion molecular de los serotippsudares 1, 5 y 8 se estudi6 la
presencia de los genes capsulares especdaqisH cap5Hy cap8Hen las cepas aisladas

y previamente identificadas corfo aureus

Inicialmente, se probaron los cebadores describtosSplasiaet al., en 2004. Se
llevo a cabo el disefio de nueymramerssobre la base, ademas, de los trabajos de Leiong
al., (2002b -serotipo 1-), y de Sat al, (1996, 1997 -serotipos 5 y 8-), definiendo una
pareja de cebadores para el serotipo capsular dehador comun de extremo 5’ para los
serotipos 5 y 8 y ocho cebadores mas para losneasr&@’ de dichos serotipos, basandonos
en las secuencias de las cepas de referencia guddidpéndice M04) y empleando el

programa informéaticon linePrimer3 para el disefio.

Los cebadores utilizados fueron los que figuratadrabla MO5.
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b) Seleccién de los cebadores (primers) éptimos

Para la selecciéon de los cebadores mas adecuad@spcedid a comprobar su
capacidad de hibridacion empleando la correspotalieepa homdéloga como ADN

molde.La PCR empleada era:

Mezcla de reaccion (Salaséaal, 2004) uh
Volumen total: 30,0
Primer 1 (10 pmoles) 1,0
Primer 2 (10 pmoles) 1,0
dNTPs (10 mM de cada) 0,6
Tampdn termofilico 10x 3,0
MgCl, (50 mM) 1,8
Taq (Biotools 5 Uil) 0,1
Agua MQ 20,0
ADN muestra 2,5

Tabla M05. Cebadores de genes capsulares de S. aureus utilizados en este estudio

Ex | nombre Secuencia Referencia
Serotipo 1
5 |capl-5 AAGGGGCGAATTAGATGATG
Este estudio
3 |capl-3 TGAATGAACCTACCGACATAAA

Serotipo 5
5 |cap5-5 ATGACGATGAGGATAGCG ]
Salasiaet al.
3’ |cap5-3 CTCGGATAACACCTGTTGC
Este estudio, extremo 5’
3’ |cap5H TGTTGTACGGCTTGGTTGG

3’ |cap5H1 TTGTTGTACGGCTTGGTTGG ,
Este estudio

3’ |cap5H2 ATTGTTGTACGGCTTGGTTGG

3’ |cap5H3 GTTGTACGGCTTGGTTGG
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Serotipo 8

5 |cap8-5 ATGACGATGAGGATAGCG
Salasiaet al.

3’ |cap8-3 CACCTAACATAAGGCAAG

Este estudio, extremo 5’

5 |cap58G TTTGAAGTTCCCTGGTGTCC , .
comun a los serotipos 5y §

3’ |cap8H ATCAAACCCACCAGAAAACG

3’ |cap8H1 TTGAATCATTTGCCAGTTCC

Este estudio
3’ | cap8H2 TGGAACCTTGAATCATTTGC

3’ |cap8H3 TCAAACCCACCAGAAAACG

Programa del termociclador

Para la realizacion de las PCR se utilizé un tercembor “Eppendorf”, modelo

“Mastercycler gradient”.
Como programa basico empleamos el publicado pauB#t al.en 1999:

1.- Desnaturalizacion inicial a 95°C 3 minutos
2.- 38 ciclos de amplificacion:

Desnaturalizacion inicial a 94°C 40 segundos

Anillamiento (segun cebador) 60 segundos

Extension a 72°C 75 segundos
3.- Extension final a 72°C 3 minutos

Se efectuaron gradientes de temperatura de argifdonicon todos los cebadores

para comprobar la temperatura Optima en cada caso.

Una vez determinada dicha temperatura, se verilicGespecificidad de los
cebadores usando los ADN molde heter6logos disfemile manera que finalmente se

selecciond la pareja de cebadores 6ptima paraseadfpo.
c) Disefio de la PCR multiple

Una vez elegidos los cebadores mejores para cad#dpse se combinaron en
varias proporciones y con varias cantidades de AmMstra hasta lograr una mezcla de
reaccion que permitiera la busqueda de cualquieréosl tres serotipos empleando una
Unica PCR.
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2.1.2.-Slime Deteccién de cepas productoraslime

El mucus cslimees una matriz de polisacaridos que se forma emtetior de las
células de algunas cepas bacterianas, entre laseqaacuentran cepas de estafilococos.
Esta matriz se produce bajo ciertas condicionesuttero y favorece la adherencia de las
bacterias a las superficies.

En este trabajo se ha procedido a estudiar varé&sdos de deteccién de slime,
empleando dos técnicas de cultivo: el método désténisen y el agar Rojo Congo.

2.1.2.1.- Método de Christensen

En este método se detecta la adherencia de la eepastudio mediante la
observacion, tras la tincion, de los depdésitosdrastios originados en tubos de un medio
liguido incubados durante 48 horas en estaticas Erancubacion se procedia a tefir los
cumulos bacterianos que se habian producido epaliasies de los tubos de ensayo, de
manera que se asociaba una mayor intensidad csextetel cimuloKoto M02) con una
mayor capacidad de adherencia de la cepa a suegihertes.

Foto M02 . Prueba de Christensen sobre varias cepas.

A partir del método descrito originalmente por Gtemsenet al. (1982) han
surgido una serie de variaciones en cuanto al mgelioultivo y el colorante a emplear.
Por tanto, antes de proceder a utilizar el métodtwdas las cepas del estudio, llevamos a
cabo una puesta a punto, comparando algunas deat@mtes que aparecian en la
bibliografia.

Para ello, seleccionamos 8 cepas de prueba quesespaban las tres especies mas
frecuentemente aisladas en nuestro estusli@reusS. epidermidisy S. xylosusy que
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eran 0 no productoras ddime o capsuladasS( aureuy segun los resultados de las
pruebas preliminares realizadd&péndice M01).

2.1.2.1.1.- Puesta a punto del método

Se comparo la influencia en los resultados y ldidac de lectura de la prueba del
medio de cultivo utilizado, o bien del tipo de agalate utilizado, para tefiir el crecimiento

bacteriano adherido a las paredes del tubo.
2.1.2.1.1.1.- Medio de cultivo

Para la realizacion de la prueba se emplearon tdbosnsayo con 10 ml de los
siguientes caldos: TSB, BHI o bieAgéndice M02 el medio sintético HHW (Hussagt
al., 1991), desarrollado por sus autores para indaciproduccion deslime que se
incubaron 48 horas, en estatico, a 37°C.

2.1.2.1.1.2.- Comparacion ddimepresente

Se sembré cada una de las cepas seleccionaddagppraebas iniciales de factores
de superficie en tubos de vidrio conteniendo 1@entada uno de los tres caldos. Una vez
sembradas y homogeneizadas, se incubaron durantko®®, en estatico, a 37°C.
Transcurrida la incubacion, el caldo se elimind gecantacion y se tifio el interior de los
tubos con tripan azul al 0,4%, rotdndolos manualendaorante 1 minuto para permitir la
tincion de todo el material presente, adherido saparedes o al fondo. El exceso de
colorante se elimind por decantacion y los tubosesaron abiertos e invertidos en estufa

de 37°C, toda la noche. Se evaluo visualmerggneétefido.
2.1.2.1.1.3.- Estudio del crecimiento de las cegas en cada uno de los
caldos de prueba.

Para evitar que las posibles diferencias observadae los medios liquidos, en
cuanto a la cantidad d¢dimeformado, se debieran a diferencias en el crecimiebtenido

en cada uno de los caldos, se estudi6 éste eicestB7°C, de cada una de las cepas de

prueba, sobre los tres medios de cultivo.

Método:
- se cultivaba cada una de las cepas durante H3 leor estatico, en un tubo de
BHI.
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- se homogeneizaba a fondo el tubo y se sembradésnubos, conteniendo 10 ml
de cada uno de los caldos de prueba, con 0,2 ntréeimiento obtenido (inéculo
del 2%).

- se efectuaba una lectura, por espectrofotomeleita DO de partida de cada tubo,
a 450 nm (hora 0).

- se llevaban a cabo lecturas de las DO a las 28-47 horas de cultivo, en

estatico, a 37°C.
2.1.2.1.1.4.- Colorante utilizado

Puesto que varios autores han aconsejado empléas galuciones colorantes para
la tincion delslime formado en las paredes de los tubos, procedinumsngrobar su uso

comparando la facilidad de lectura visual de lgmseseleccionadas.

Para ello, se sembraron tres tubos de BHI por gepgeas homogeneizarlos, se
incubaron en estético, durante 48 h a 37°C. Trandaua incubacion, se eliminaron los
caldos con crecimiento visible, se lavaron con BB tifié un tubo de cada cepa durante
15 minutos con cada uno de los siguientes colasastdranina al 5%, tripan azul al 0,4%
O cristal violeta al 2% Apéndice M02. Posteriormente, se lavaron los tubos con agua

destilada y se secaron en estufa.

Una vez secos, se realiz6 una lectura visual deegtados obtenidos.
2.1.2.1.1.5.- Método final empleado

Siembra e incubacion: Las cepas se cultivaron sobre caldo BHI en estatic
durante 48 horas a 37° C.

Lectura e interpretacion: Transcurrida la incubacion, se eliminaba el caltpor

decantacion, se lavaba con PBS pH 7,2 y posteritarse afiadia 1 ml de solucién
de cristal violeta al 2%, a la vez que se rotab@ala para cubrir con el colorante
toda la pared. Los tubos se dejaban en reposotdut&nminutos, se lavaban con
agua destilada y se colocaban invertidos sobre aterial absorbente, dejandose

secar 8 horas a 37°C.

En la lectura visual del depdsito existente serdado abundancia entre un valor de
0 a 3 y a tres alturas del tubo: superficie, parddndo. Se consideré una cepa

como productora dglimesi su puntuacion total era igual o superior a 6.
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2.1.2.2.- Agar Rojo Congo (ARC)

El medio agar rojo congo utilizado esta basadolaetesarrollado por Freemaat
al. en 1989. Los autores emplearon este medio Unidencem cepas de estafilococos
coagulasa negativos (SCN) de origen humano, pteatar detectar la formacion déme
y distinguir cepas productoras de no productorasniliestro caso, el ARC se probd con
todas las cepas estudiadas, con el propoésito agvatnsu aplicabilidad a otras especies de

estafilococos.

Por otro lado, debido a los resultados iniciales g@ obtuvieron con las pruebas
iniciales, en las que se compararon los resultadienidos con este medio con los
conseguidos con el método clasico de deteccion addéodimacion deslime el de
Christensen, se decidi6 llevar a cabo una serjgraigbas para determinar la composicion
y condiciones de incubacion 6ptimas del ARC. Eladétoriginal de utilizacion de ARC

fue:

Siembra e incubacion:Sobre placas de ARA\péendice M02 se realizaba una
siembra de la cepa en estudio por agotamientobammose 24 h, a 37°C.
Posteriormente, se volvia a incubar durante unmpeviodo de 24 h a temperatura

ambiente.

Lectura e interpretacion: Los autores consideraban Unicamente como positivas
(es decir, productoras d#ime las cepas cuyas colonias eran negras y de aspecto

cristalino Foto M03), mientras que consideraban:

Foto M03 . Colonias negras de aspecto cristalino sobre agar Rojo Congo. Cepa 93/251.02, S.
aureus, slime positiva.
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negativas las que presentaban colonias réjai® (M04),

Foto M04 . Colonias rojas en agar Rojo Congo. Cepa 92/047.11, S. epidermidis slime negativa.

e intermedias las que daban lugar a colonias deoceegro Foto M05).

e e R T

g il = & 0=

Foto M05 . Colonias con el centro negro, sobre agar Rojo Congo. Cepa 92/204.6, S. aureus, slime
intermedia.

Teniendo en cuenta que al emplear el medio cos especies de estafilococos, los
resultados que se iban obteniendo con las cepastdesstudio mostraban otros tipos de
colonia Foto M06), consideramos los siguientes aspectos fenotipicos

e Color. negro, rojo, gris o marrén;

* Brillo de la superficiebrillante o mate;

» Superficie: lisa 0 rugosa;

» Consistenciablanda o seca (cristalina);

* Precipitadopresencia o ausencia.
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Foto M06 . Colonias con apariencia diferente a las clasicas, sobre agar Rojo Congo.

Dado que los resultados obtenidos en las prueledimprares fueron diferentes en
algunos casos, y mas variados que los descritgialmente por los autores en otros

(Foto MO06), procedimos a comprobar la influencia de dissriaxtores sobre el aspecto:
2.1.2.2.1.- Influencia del método de esterilizacidel medio y el colorante

Para comprobar la posible influencia del métod@sterilizacion del colorante en
los resultados obtenidos con este medio, se reatidas siguientes pruebas en las que se

comparo:

2.1.2.2.1.1.- Medio y colorante esterilizados stan#amente en

autoclave

2.1.2.2.1.2.- Medio y colorante esterilizados etoeave por separado,

y mezclados asépticamente

2.1.2.2.1.3.- Medio esterilizado en autoclave, lo@mte esterilizado

por filtracion

2.1.2.2.2.- Influencia de la composicion del mediase (Apéndice M02)

2.1.2.2.2.1.- Procedencia de las materias primas:

Puesto que existen bastantes referencias de lemnaila de diversos factores
del medio de cultivo, que condicionan consideraklet® la aparicion o no de
slime se prob6é a modificar dos componentes del medim pbservar si habia

diferencia en el aspecto de las colonias, considera
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2.1.2.2.2.1.1.- Medio con la composicidn clasica.
2.1.2.2.2.1.2.- Medio con la composicion modificada

En este ultimo medio se habia modificado el agéa pase del caldo o

infusion utilizados, manteniéndose las proporciatedsarticulo original.

Para el desarrollo de esta prueba se prepararonstgriliearon
simultaneamente ambos medios con el coloranteidwclTras la esterilizacion en
autoclave, se prepararon placas de ambos meditss gue se sembraron 8 cepas
de estafilococos seleccionadas por sus caractedstjue fueron incubadas a 37°C,

anotando el aspecto de las colonias obtenido 24!/§48 horas.
2.1.2.2.2.2.- Proporcion de colorante Rojo Congo.

Puesto que en el mercado se comercializa el caéorn una riqueza del
50% y del 75% pero en el articulo original no speedicaba la riqueza del
colorante utilizado, se investigaron ambos supsgeat@artir del medio clasico
considerando que la proporcion normal correspoadieuna riqueza del 50% y
otro medio con un 25% mas de colorante para alcamzariqueza tedrica del 75%
[medio al 0,08% (original) y medio al 0,12%].

2.1.2.2.3.- Duracion y temperatura de incubacion

Se valorgé también la influencia del tiempo y temapaia de incubacion,
comparando el aspecto de las colonias (sobre ehanisedio de cultivo) de cepas
seleccionadas. Las lecturas se efectuaron a lasd2dincubacion a 37°C (Freeman
et al, 1989) y en una segunda lectura, después de 2érhperatura ambiente (48
h totales) (Arcioleet al, 2001).

2.1.3.- Hidrofobicidad. Medida de la hidrofobicidad

La capacidad de adherencia de un microorganismolaesprimera fase
imprescindible de la infeccién. La adherencia de heicroorganismos patdgenos a las
células del hospedador implica la existencia deesidas y receptores especificos
completandose la unidn por la intervencion de misoaws inespecificos de tipo fisico-
quimico, que en ultimo extremo determinan una umléncaracter irreversible. En este
sentido, las cargas eléctricas y la hidrofobicidadas paredes bacterianas, desempefian un

papel relevante (Bealt al, 1988a,b).
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Para la determinacién de la hidrofobicidad bacteriae han empleado diversas
metodologias, entre las que se incluyen la med&dadnisma mediante el empleo de

compuestos organicos o de soluciones de sales.

2.1.3.1.- Calculo de la hidrofobicidad mediante elso dep-xileno

Siguiendo el método de Hogt al. (1983), se utilizo la aparente propiedad de las
cepas productoras de exopolisacéaridos de ser maddhicas que las cepas no recubiertas
y de tener, por tanto, mas afinidad por los conmesesrganicos como @kxileno, lo que

permite calcular su indice de hidrofobicidad.

El método empleado es como sigue:
2.1.3.1.1.- Preparacion de las cepas

Con el fin de conocer la posible influencia dedsef de crecimiento o el subcultivo
en los resultados de la hidrofobicidad (Ljureghal, 1985; Rozgonyet al, 1985; Becket
al., 1988a), se llevaron a cabo una serie de deteciomes preliminares para fijar las

mejores condiciones de cultivo en el estudio dedeofobicidad.
Se aplicaron tres modalidades de cultivo:

a) en BHI (Oxoid), durante 24 horas,

b) en BHI (Oxoid), durante 48 horas, 0

c) mediante el subcultivo repetido (2 veces) en agalur@bia con sangre de

cordero.

A partir de este punto, se resuspendio el crecitmien PBS desde medio solido y
luego se recogio por centrifugacion (Hogftal, 1983, modificado por Baselga al,
1992). Los sedimentos obtenidos se lavaron en R&3VD) pH 7,2, y se resuspendieron

en el mismo tampdn a la concentracion inicial, carbada por espectrofotometria.
2.1.3.1.2.- Desarrollo de la prueba

En primer lugar se midi6 la DO a 540 nmsffde las suspensiones bacterianas
obtenidas a partir de la resuspension del crectmieas el lavado.

Posteriormente se mezclo 1 ml 6 1,5 ml de las swles bacterianas con 0,25 0 1
ml dep-xileno (Aldrich), se agité durante 1 minuto y sgdreposar durante 10 mas para

permitir la separacion de fases, y finalmente skdna As4o de la fase acuosa.
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2.1.3.1.3.- Lectura y resultados

Se calculd la hidrofobicidad (Hty) segun la formula

A (traselxileng
A ,,(antesdel xileno)

Hty = [1—

Las cepas se clasificaron como : 1) hidrofébicials, sidrofobicidad era superior al
70%; 2) intermedias, si se encontraba entre el #08b 70% ¢ 3) hidrofilicas, si la

hidrofobicidad era inferior al 40%.

2.1.3.2.- Célculo de la hidrofobicidad mediante elso del hexadecano

También se utiliz6 hexadecano para medir el grasdidrofobicidad. Con este
propésito, se siguié basicamente el método desuoitdaleoneet al, (2001), estudiando,

como en el caso anterior, la influencia del présnlsobre los resultados obtenidos.

Brevemente, las bacterias cultivadas en BHI o mlectes de dos pases en agar
Columbia con sangre de cordero se centrifugarobh,080 xg durante 10 minutos, se
lavaron y se resuspendieron en PBS 0,02M, de pHhasta una densidad oOptica de 0,9-
1,1 a 400 nm. Dos mililitros de la suspension asapn a tubos de fondo en U y se
mezclaron con 0,3 ml de-hexadecano (Sigma). La mezcla se homogeneizo @ugant
minutos, se dejé que la fase organica se separseadgtermind la DO de la fase acuosa.
El porcentaje de adhesién a hidrocarburos se éatmrho sigue:

_ DO,,,(suspensidmicial) - DO, ( faseacuosa
DO,,,(suspensiomicial)

% x 100

Las cepas se clasificaron como de 1) hidrofobiciflemite, si el resultado obtenido era
superior al 50%; 2) moderada, si se encontraba et20 y el 50%; o 3) negativa, Si

resultaba por debajo del 20%.

2.1.4.- Determinaciéon de la presencia de genesadres de

adherencia

La capacidad de adherencia a superficies inertag fimsa solo en la formacion de
slime ni en la hidrofobicidad celular, sino que existema serie amplia de factores de

adherencia diversos, de manera que procedimosaa Hecabo la deteccidon de la presencia
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en las cepas de estudio de los genes que codifieaa dichos factores (los mas
importantes descritos hasta la fecha). Dicha diétecge llevaria a cabo por técnicas de
PCR.

2.1.4.1.- Seleccion de cebadores vy disefio de l[afkPC

Entre los abundantes factores de adherencia deedpsciesS. aureusy S.
epidermidisdescritos en la bibliografia consultada, se seaaton aquéllos que podrian

considerarse de mayor interés, que son, por olitErético del gen diana, los siguientes:
2.1.4.1.1.- Pareb. aureus:

e gen bap (proteina asociada al biofilm), que codifica unet@na de 2276
aminoacidos que promueve tanto la fijacion inicaino la adhesion intercelular,
de interés en mastitis de varias especies, en iasgecbovino (Cucarellat al,
2004) que, aunque es poco frecuente, esta presentepas muy productoras de
slime(Cucarelleet al, 2001).

* genbbp (proteina de unién a la sialoproteina del huago),se ha descrito en cepas
adherentes aisladas en septicemias en la especanby(Tristaret al, 2003).

e gen cna (proteina de unién al colageno), descrito en osigdis humanas
(Hartfordet al, 1999).

» genfib (proteina de union al fibrinbgeno), descrito epasede diversos procesos
humanos (Tristaset al, 2003).

» genesfnbA y fnbB (proteinas de unién a la fibronectina), descriégms cepas

invasivas humanas (Peacaaial, 2002).

* genicaA (adhesina intercelular), relacionado con la preisetel operéricaABCD
en cepas procedentes de origenes muy variados, pomejemplo en mastitis
bovina (Vasudevaet al, 2003), conejos (Vancraeynestal., 2004) y en canales
de cerdo (Nitzschet al, 2007).

2.1.4.1.2.- PareS. epidermidis

e genicaAB o ica ADB (adhesina intercelular), descrito en cepas hdapda
humanas (Barbiest al, 2000; Kluget al, 2003).
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e genatlE (union a la vitronectina), descrito igualmente @gpas nosocomiales
humanas (Barbiest al, 2000; Kluget al, 2003).

» genfbe(union al fibrindbgeno), descrito asimismo en ceg@snfecciones humanas
(Klug et al, 2003).

Una vez elegidos los genes de interés, para sefeucilos cebadores més
apropiados se parti6 de los descritos para lasciesp®. aureusy S. epidermidis Se
efectud un cotejado y comprobacion de alineaciosudesecuencias con el prograom
line Blastn2. 2. 17 (Basic Local Alignment Search Toahttp:// www.ncbi.nlm.nih.gov /
blast/Blast.cgi para comprobar que fueran especificas de lacdéte de los genes

indicados en los articulos consultados.

Los cebadores que se eligieron finalmente fuersmdtiejados en la tabla siguiente
(Tabla M06) :

Tabla M06. Cebadores de genes de adhesinas utilizados en este estudio.

Qen Primer Secuencia (5’-3") PRl Referencia
diana (pb)
Descritos enS. aureus
bap-6m | CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTGCAC Cucarelleet al.
bap 971 Vancrayenestt al.
bap-7¢ GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC Nitzscheet al.
ob bbp-5’ AACTACATCTAGTACTCAACAACAG - Tristanet al.
p
bbp-3’ ATGTGCTTGAATAACACCATCATCT Vancrayenesgt al.
cna-5' GTCAAGCAGTTATTAACACCAGAC a3 Tristanet al.
can
cna-3 AATCAGTAATTGCACTTTGTCCACTG Vancrayenestt al.
i FIB-1 CTACAACTACAATTGCCGTCAACAG 204 Tristanet al.
|
FIB-2 GCTCTTGTAAGACCATTTTCTTCAC Vancrayenestt al.
fnbA-5’ CATAAATTGGGAGCAGCATCA
fnbA 127 Vancrayenegit al.
fnbA-3’ ATCAGCAGCTGAATTCCCATT
g FNBB-1 | GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT - Tristanet al.
n
FNBB-2 CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC Vancrayenesgt al.
, icaA-5’ CCTAACTAACGAAAGGTAG Vasudevaret al.
icaA 1315 Vancrayenestt al.
icaA-3' AAGATATAGCGATAAGTGC Nitzscheet al.
Descritos enS. epidermidis
icaAB | icaAB-F TTATCAATGCCGCAGTTGTC 546 Barbieret al, Klug
(ADB) | icaAB-R GTTTAACGCGAGTGCGCTAT et al.
atlE atl-F CAACTGCTCAACCGAGAACA 682 Barbieret al, Klug
atl-R TTTGTAGATGTTGTGCCCCA etal.
fbe-F TAAACACCGACGATAATAACCAAA
fbe 495 Kluget al.
fbe-R GGTCTAGCCTTATTTTCATATTCA
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Comprobada dicha especificidad, se procedié azawali pruebas para poder
agruparlos, en lo posible, en mezclas de PCR negtignultiplex-PCR, basandonos
inicialmente en el trabajo de Barbgtral (2000) y modificando las proporciones segun las
asociaciones de que se tratara. Para estableesr &siciaciones, se tuvo en cuenta el
tamafio de los productos de PCR esperables, asi dammompatibilidad de las
temperaturas de anillamiento a emplear, lo queetsrmind partiendo de los datos tedéricos

y realizando las correspondientes pruebas, inchltygnadientes de temperatura.

Una vez agrupados los pares plemers en mezclas de reaccidnultiplex y
comprobando que se obtuvieran las bandas esperaelgzrocedid a llevar a cabo la
optimizacién de dichas reacciones siguiendo lo megwlado sobre la aplicacién del
método Taguchi a las PCR por Cobb y Clarkson ed.199

Para la realizacion de las PCR se utilizé un tercembor “Eppendorf”, modelo

“Mastercycler gradient”.

Como programa basico partimos del publicado postdmiet al. en 2003, que

fuimos modificando hasta llegar a la definicion delo adecuado.
2.1.4.1.3.- Combinaciones y mezclas finales emplaa

2.1.4.1.3.1.- Factorefbe atlE y bap (con bandas esperables de 495, 682 y

971 pb, respectivamente)

Mezcla de reaccién )
Volumen total: 30,00
fbe-F (5 pmoles) 0,05
fbe-R(5 pmoles) 0,05
atl-F (5 pmoles) 0,05
atl-R (5 pmoles) 0,05
bap-6m(5 pmoles) 0,05
bap-7c(5 pmoles) 0,05
dNTPs (10 mM de cada) 0,60
Tampon termofilico 10x 3,00
MgCl, (50 mM) 1,80
Taq (Biotools 5 Uidl, 1,25U) 0,25
Agua MQ 23,55
ADN muestra 0,50
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Programa del termociclador (ciclo ADHO3T)

1.- Desnaturalizacion inicial a 94°C 1 minuto
2.- 31 ciclos de amplificacion:

Desnaturalizacion inicial a 94°C 1 minuto

Anillamiento a 56°C 1 minuto

Extension a 72°C 1 minuto
3.- Extension final a 72°C 5 minutos

2.1.4.1.3.2.- Factorefib e icaAB (con bandas esperables de 404 y 546 pb,

respectivamente)
Mezcla de reaccion: ul)
Volumen total: 30,00
FIB-1 (5 pmoles) 0,05
FIB-2 (5 pmoles) 0,05
icaAB-F (5 pmoles) 0,05
icaAB-R(5 pmoles) 0,05
dNTPs (10 mM de cada) 0,60
Tampodn termofilico 10x 3,00
MgCl, (50 mM) 1,80
Taq (Biotools 5 Wdl, 1,25U) 0,25
Agua MQ 23,15
ADN muestra 1,00

Programa del termociclador (ciclo ADHO7T):

1.- Desnaturalizacion inicial a 94°C 2 minutos
2.- 30 ciclos de amplificacion:

Desnaturalizacion inicial a 94°C 1 minuto

Anillamiento a 56°C 1 minuto

Extension a 72°C 1 minuto
3.- Extension final a 72°C 5 minutos
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2.1.4.1.3.3.- Factoresnay fnbB (con bandas esperables de 473 y 524 pb
respectivamente)

Mezcla de reaccion pl)
Volumen total: 30,00
cna-5’ (5 pmoles) 0,05
cna-3’' (5 pmoles) 0,05
FNBB-1(15 pmoles) 0,15
FNBB-2(15 pmoles) 0,15
dNTPs (10 mM de cada) 1,20
Tampon termofilico 10x 3,00
MgCl, (50 mM) 1,80
Taq (Biotools 5 Udl, 1,25U) 0,25
Agua MQ 22,35
ADN muestra 1,00

Programa del termociclador (ciclo ADH17T):

1.- Desnaturalizacion inicial a 94°C 2 minutos
2.- 30 ciclos de amplificacion:

Desnaturalizacion inicial a 94°C 1 minuto

Anillamiento a 52°C 1 minuto

Extension a 72°C 1 minuto
3.- Extension final a 72°C 5 minutos

2.1.4.1.3.4.- FactordabA bbpy icaA (con bandas esperables de 127, 575 y

1315 pb, respectivamente)

Mezcla de reaccién i)
Volumen total: 30,00
fnbA-5’ (5 pmoles) 0,05
fnbA-3’ (5 pmoles) 0,05
bbp-5’ (5 pmoles) 0,05
bbp-3’ (5 pmoles) 0,05
icaA-5’ (5 pmoles) 0,05
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icaA-3’ (5 pmoles) 0,05
dNTPs (10 mM de cada) 0,60
Tampon termofilico 10x 3,00
MgCl, (50 mM) 1,80
Taq (Biotools 5 Uidl, 1,25U) 0,25
Agua MQ 23,05
ADN muestra 1,00

Programa del termociclador (ciclo ADH18T):

1.- Desnaturalizacion inicial a 94°C 2 minutos
2.- 30 ciclos de amplificacion:

Desnaturalizacion inicial a 94°C 1 minuto

Anillamiento a 58°C 1 minuto

Extensién a 72°C 1 minuto 30 segundos
3.- Extension final a 72°C 5 minutos

2.2.- Estudio de otros factores de virulencia

Aparte de los factores de virulencia ligados a Upesficie bacteriana y a la
adherencia, también se procedi6 al estudio de daisres de virulencia, en particular
aquellos especificos de los estafilococos difesed&sS. aureusasi como a la produccion

de bacteriocinas.

2.2.1.- Pruebas de factores de virulencia de &statios (distintos

deS. aureup

Teniendo en cuenta la importancia que han adquitiiitmamente los estafilococos
coagulasa negativos, se procedié a estudiar es tadaepas la presencia de una serie de
factores que se han considerado factores de vaialeie los SCN (Gemmell, 1983; Ducha
y Latre, 1992). Se incluyeron los siguientes:

» adherencia sobre superficies inertes (descritagreante, seccion 2.1.2.1),
e presencia dslime(descrito previamente, seccion 2.1.2.2),
* produccién de enzimas:

* hialuronidasa

« fibrinolisina
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* DNAsa (estudiada en la fase identificacion, secti@)
» Fosfatasa (estudiada en la fase identificaciorciéed..3)
e Ureasa
» Gelatinasa
» Caseinasa
» Lecitinasa €gg yolk factory
» Lipasa
En dicho estudio se emplearon los siguientes método

2.2.1.1- Adherencia a superficies inertes

Se realiz6 segun el método de Christensen (se2clo?.1).
2.2.1.2.-Slime

Mediante la siembra en agar Rojo Congo (seccioR 2)1

2.2.1.3.- Hialuronidasa

Sobre una siembra previa dasteurella multocidatipo A capsulada (NCTC
10322) sobre agar Columbia sangre, se sembrargpuée las cepas problema, como
puntos, y tras incubar 10 horas a 35-37°C, se wbs#rtrasluz la formacion de un halo
colonial caracteristico alrededor de las cepas defiecocos productoras (Murray y
Pearce, 1949).

2.2.1.4.- Fibrinolisina (Estafiloguinasa)

Se estudid segun el método de Christie y Wilsort1)19sobre placas de agar
nutritivo (Difco), adicionadas con un 12% de plasteaconejo, previamente calentado al
bafio maria a 56°C durante 15 minutos. Las cepsansieraban en estrias y se incubaban a

30°C durante 48 horas.
2.2.1.5.- Ureasa

Para estudiar la produccion de ureasa empleammosétetio rapido en caldo (Lanyi,

1987). El medio liquido se preparé como se deseatibelApéndice M02
Siembra e incubacion:el medio se repartié en tubos estériles, a rasd0,8 ml
por tubo, y se sembré con un asa a partir de uivaeudiquido de 24 horas de la
cepa en estudio en BHI (Pronadisa), incubandoseltodoche a 37°C.
Lectura e interpretacion: la hidrdlisis de la urea provocaba una modificaaiél
pH del medio por liberacién de amoniaco, lo quginaba un cambio de color del
caldo, que se tornaba de un tono purpura. Los tuleodas cepas negativas

permanecian del color anaranjado inicial del medio.
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2.2.1.6.- GelatinasglLanyi, 1987

Siembra e incubacion:se sembraron por picadura tubos conteniendo unpaga

la prueba de la gelatinas&péndice M02 con las cepas de prueba y se incubaron
durante una semana a 35-37°C.

Lectura e identificacion: transcurrida la incubacion, se refrigeraron Idsotude
prueba junto con un tubo no inoculado, hasta queadujo la gelificacion. En ese
momento, se consideré6 como productora de gelatingsalla cepa cuyo tubo

permanecia liquido.

2.2.1.7.- Caseinasa

Siembra e incubacién:sobre placas de agar conteniendo leche descreneada s
sembraron las cepas en estrias, incubando durastdias a 35-37°C.
Lectura e interpretacion: se consideraron como productoras de caseinastasque

cepas gue presentaron un halo alrededor del credimi

2.2.1.8.- Lecitinasadéqgg yolk factoy y Lipasa (Lanyi, 1987

Los complejos fosfolipidicos son agentes emulsitggrgue aparecen en
numerosos tejidos, en el suero y en la yema deohwsaendo la lecitovitelina el
ejemplo mejor conocido. Bajo la accion de la fdagfida bacteriana, la emulsion
trasllicida de esta sustancia se torna opalescttielo a la liberacidon de grasas.

Para la prueba se utilizé un agar nutritivo comaiméasal al que se afiadio,
estando atemperado a 50°C, un 10% (v/v) de unassigm estéril de yema de huevo

(Fluka,Apéndice M02. Se mezcl6 cuidadosamente y se distribuyo eraplac

Siembra e incubacion:las cepas se sembraron como estrias, a razénrdéxumo

de 6 por placa, y se incubaron a 37°C durantes3 dia
Lectura e interpretacion:
- Lecitinasa: las cepas positivas aparecian rodeadas por urunblo.

- Lipasa: observadas con luz oblicua, el crecimiento dedgss positivas aparecia

con una superficie de apariencia oleosa o perlada.
2.2.2.- Deteccion de bacteriocinas

Siguiendo las indicaciones de De Oliveert al. (1998) sobre la deteccion de
actividad de bacteriocinas en cepas de estafil@;qumcedimos a evaluar la misma en
nuestros aislados, utilizando como cepa indicaldodaCellulomonas fimCECT 4283.
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Brevemente, el método consiste en sembrar las ggpaema, como puntos, en
placas en las que se ha sembrado previamentedarmipadora d€. fimi. Estas placas se
incuban durante 48 horas a 30°C o 37°C y se pracetiservar si se inhibe el crecimiento
de C. fimi alrededor del crecimiento de las cepas problenpari@odn de halo de
inhibicién).

Para la realizacion de la prueba en si, se contpanfluencia de varios factores:

a) Método de siembra d€. fimi por inundacion (segun lo recomendado por De

Oliveiraet al) o en estrias densas con hisopo

b) Temperaturas de incubacion de las placas sembraid&5:°C, 30-30°C, 37-30°C y
30-37°C.

Una vez escogido el método que permitia la visaeailim Optima de los halos de

inhibicion, se procedié a utilizarlo con todasdapas incluidas en el estudio.
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VI.- Resultados
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1.- Cepas aisladas en este estudio

1.1.- Identificacion, distribucion territorial y te mporal de las
cepas aisladas

La Tabla RO1 muestra el orden de las pruebas quéorosan el cédigo de

identificacién utilizado para la adscripcion deexsp a las cepas aisladas en este estudio.

Tabla RO1. Orden de las pruebas de identificacién.

Tioglicolato

Voges
Proskauer
Xilosa

Sacarosa
Maltosa
Manitol
Manosa

Trehalosa

Lactosa
Nitratos
Fosfatasa

Coagulasa

DNAsa
Novobiocina

En la Tabla R0O2 se encuentran las cepas aislagasucaodigo
correspondiente.

de identificacion

Tabla R02. Cepas identificadas en el estudio; referencia, identificacién, cédigo de identificacion y
provincia de origen.

Referencia Identificacion Cddigo Provincia
89/304.00 S. aureus 11011111111110 Ledn
92/002.03 S. aureus 11011111111110 Toledo
92/002.05 S. aureus 11011111111110 Toledo
92/002.06 S. aureus 11011111111110 Toledo
92/002.07 S. aureus 11011111111110 Toledo
92/003.04 S. xylosus 10111111110001 Palencia
92/003.05 S. xylosus 10111111110001 Palencia
92/020.03 S. epidermidis 11011010111000 Madrid
92/021.04 S. aureus 11011111111110 Ledn
92/022.02 |S. hyicusubespghromogenes 10011111111010 Zamora
92/024.01 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/024.03 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/024.04 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/024.05 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/025.03 S. epidermidis 11010110011010 Ledn
92/032.01 S. xylosus 00111111110001 Ledn
92/032B S. haemolyticus 10011001000000 Ledn
92/039.01 S. aureus 11011110111110 Zamora
92/039.02 S. aureus 11011110111110 Zamora
92/039.03 S. aureus 11011110111110 Zamora
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provincia de origen (continuacion).

Tabla R02. Cepas identificadas en el estudio; referencia, identificacién, cédigo de identificacion y

Referencia Identificacion Cadigo Provincia

92/039.05 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
92/040.03 S. aureus 11011111111110 Ledn

92/040.05 S. aureus 11011111111110 Leodn

92/040.07 S. xylosus 00111111110001 Ledn

92/042.01 S. aureus 11011111111110 Valladolid
92/046.03 S. xylosus 00111111111001 Zamora
92/047.01 S. xylosus 00110111111001 Zamora
92/047.02 S. xylosus 00111111111001 Zamora
92/047.03 S. xylosus 00110111111001 Zamora
92/047.04 S. xylosus 00110111111001 Zamora
92/047.08 S. epidermidis 11010110011010 Zamora
92/047.11 S. epidermidis 11011010111001 Zamora
92/047.14 S. xylosus 00111111110001 Zamora
92/051.01 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/051.02 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/051.03 S. xylosus 11111111111001 Zamora
92/052.01 S. aureus 11010110111110 Zamora
92/052.02 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/052.04 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/052.05 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/052.06 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/052.08 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/062.03 S. aureus 11011111111110 Ledn

92/063.01 S. epidermidis 11011110111000 Zamora
92/063.04 S. epidermidis 11011000111000 Zamora
92/063.06 S. epidermidis 11011000111000 Zamora
92/063.08 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
92/063.10 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
92/063.11 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
92/063.12 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
92/063.13 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
92/063.14 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
92/063.15 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
92/063.16 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
92/063.17 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
92/063.19 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
92/063.23 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
92/063.30 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/063.31 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/066.01 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
92/066.02 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
92/066.03 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
92/066.04 S. epidermidis 10011010111010 Zamora
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Tabla R02. Cepas identificadas en el estudio; referencia, identificacién, cédigo de identificacion y
provincia de origen (continuacion).

Referencia Identificacion Cadigo Provincia

92/066.05 |S. hyicusubesphromogengs 10011111111010 Zamora
92/066.07 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
92/066.08 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
92/066.12 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
92/066.13 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
92/066.14 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
92/066.15 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/066.16 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
92/080.01 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/080.02 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
92/080.03 |S. hyicusubespghromogengs 10011011111010 Zamora
92/080.05 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
92/080.06 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
92/080.07 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
92/080.08 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
92/080.09 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/080.10 S. epidermidis 11011010101000 Zamora
92/080.11 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/080.13 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/080.14 S. epidermidis 11011011111000 Zamora
92/094.05 S. aureus 11011111111110 Ledn

92/094.06 S. xylosus 00111111111001 Ledn

92/101.05 S. epidermidis 11011010111000 Ledn

92/101.08 S. simulans 10010111111010 Ledn

92/140.02 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
92/140.09 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
92/140.12 S. gallinarum 10111111111011 Zamora
92/140.15 S. hominis 00011001110010 Zamora
92/172.05 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/172.06 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/172.10 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/201.01 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/201.02 S. aureus 11011111111110 Zamora
92/201.05 S. xylosus 00111111110001 Zamora
92/201.06 S. xylosus 00110111110001 Zamora
92/201.07 S. xylosus 10111111110001 Zamora
92/201.08 S. epidermidis 11011010111100 Zamora
92/201.09 S. xylosus 10111111110001 Zamora
92/204.06 S. aureus 11011110111110 Burgos
92/213.02 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
92/213.06 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
92/213.07 S. epidermidis 11011000111000 Zamora
92/216.02 S. aureus 11011111111110 Sevilla
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Tabla R02. Cepas identificadas en el estudio; referencia, identificacion, codigo de identificacion y

provincia de origen (continuacion).

Referencia Identificacion Cadigo Provincia
92/218.01 S. aureus 11011111111110 Valladolid
92/225.03 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
92/225.06 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
92/225.11 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
92/225.15 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
93/096.01 S. aureus 11011111111010 Zamora
93/098.03 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
93/120.02 S. xylosus 01111011110001 Ledn
93/129.02 S. aureus 11011111111110 Leon
93/160.05 S. xylosus 11111111111011 Zamora
93/172 S. aureus 11011111111110 Segovia
93/215.06 S. simulans 10011111110000 Madrid
93/220.01 S. aureus 11011111111110 Palencia
93/230.02 S. xylosus 00111111110001 Palencia
93/231.cl S. xylosus 00111111110001 Zamora
93/231.c2 S. xylosus 00111111110001 Zamora
93/231.c3 S. aureus 11011111111110 Zamora
93/234.01 S. xylosus 10111111010001 Ledn
93/234.02 S. aureus 10011111110001 Leon
93/234.03 S. xylosus 10111111010001 Ledn
93/234.04 S. epidermidis 11011010111000 Leon
93/234.05 S. epidermidis 11011010111000 Ledn
93/234.08 S. aureus 11011111111110 Leon
93/234.09 S. aureus 11011111111110 Leon
93/234.11 S. aureus 11011111111110 Leodn
93/234.14 S. epidermidis 11011010111000 Leon
93/240.01 S. simulans 10010101110000 Zamora
93/240.02 S. epidermidis 10011010111000 Zamora
93/240.03 S. epidermidis 10011010111000 Zamora
93/240.04 S. epidermidis 10011010111010 Zamora
93/240.05 S. epidermidis 10011010111000 Zamora
93/240.06 |S. hyicusubesphromogengs 10011011111010 Zamora
93/240.07 S. epidermidis 10011010111000 Zamora
93/241.01 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
93/251.02 S. aureus 11011111111110 Cuenca
93/251.03 S. aureus 11011111111110 Cuenca
93/251.06 S. aureus 11011111111110 Cuenca
93/256.01 S. aureus 11011111111110 Leon
93/256.02 S. aureus 11011111111110 Ledn
93/256.03 S. aureus 11011111111110 Leon
93/257.02 S. gallinarum 10111111111011 Zamora
93/257.05 S. gallinarum 10111111111011 Zamora
93/273.03 S. xylosus 00111111110001 Zamora
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Tabla R02. Cepas identificadas en el estudio; referencia, identificacion, codigo de identificacion y
provincia de origen (continuacion).

Referencia Identificacion Cadigo Provincia
93/273.04 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
93/273.05 S. epidermidis 11011010111000 Zamora
93/273.06 S. epidermidis 11011010111010 Zamora
93/281.00 S. xylosus 10111111110001 Ledn
93/281.01 S. epidermidis 11011010111000 Ledn
93/281.02 S. epidermidis 11011010111000 Ledn
93/281.03 S. epidermidis 11011010111000 Ledn
93/281.04 S. epidermidis 11011010111010 Ledn
93/281.12 S. xylosus 00111111110001 Ledn
93/281.13 S. simulans 100101011100d0 Leodn
93/281.18 |S. hyicusubespghromogengs 10011111111010 Ledn
93/281.19 S. epidermidis 11011010111000 Ledn
93/281.20 S. aureus 11011111111110 Ledn
93/281.21 S. aureus 11011111111110 Ledn
93/283.01 S. aureus 11011111111110 Palencia
93/283.02 S. aureus 11011111111110 Palencia
93/285.02 S. epidermidis 11011010111000 Ledn
93/285.05 S. epidermidis 11011010111000 Ledn
93/285.06 S. gallinarum 10111111111011 Ledn
93/285bis S. aureus 11011111111110 Valladolid
93/291.05 S. xylosus 10111111110001 Palencia
93/303.03 S. xylosus 10111111110001 Zamora
93/323.01 S. xylosus 10111111110001 Palencia
93/323.04 S. xylosus 10110111110001 Palencia
93/328.11 S. epidermidis 11011010111000 Valladolid
93/328.13 S. haemolyticus 11011001110000 Valladolid
93/328.14 S. epidermidis 11011010111000 Valladolid
93/354.03 S. epidermidis 11011000111000 Burgos
93/354.06 S. haemolyticus 01011101110010 Burgos
93/389.02 S. aureus 11011111111110 Navarra
93/406.01 S. aureus 11011111111110 Burgos
93/406.02 S. aureus 11011111111110 Burgos
93/406.03 S. aureus 11011111111110 Burgos
93/469.02 S. aureus 11011111111110 Palencia
93/487.01 S. aureus 11011111111110 Zamora
93/494.01 S. aureus 11011111111110 Zamora
93/494.03 S. xylosus 10111111110001 Zamora
93/500.00 S. aureus 11011111111110 Burgos
93/501.02 S. aureus 11011111111110 Leodn
93/504.03 S. aureus 11011111111110 Zamora
93/506.04 S. epidermidis 11011010111110 Zamora
93/508.00 S. xylosus 01111011110001 Zamora
93/510.03 S. xylosus 00111111110001 Zamora
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Tabla R02. Cepas identificadas en el estudio; referencia, identificacion, codigo de identificacion y
provincia de origen (continuacion).

Referencia Identificacion Cadigo Provincia
93/510.04 S. xylosus 00111111110001 Zamora
93/512.01 S. aureus 11011111111110 Zamora
93/520.01 S. xylosus 00111111010001 Zamora
94/023.02 S. epidermidis 11011010111001 Palencia
94/023.03 S. xylosus 00111111110001 Palencia
94/024.01 S. aureus 11011111111110 Ledn
94/024.04 S. xylosus 00111111011001 Ledn
94/025.01 S. xylosus 00111111110001 Palencia
94/025.02 S. xylosus 10111111111001 Palencia
94/025.04 S. epidermidis 11011010111010 Palencia
94/032.00 S. aureus 11011111111110 Burgos
94/034.02 S. aureus 11001010011110 Valladolid
94/034.05 S. aureus 11001010011110 Valladolid
94/092.04 S. aureus 11011111111110 Burgos
94/092.05 S. aureus 11011111111110 Burgos
94/093.01 S. aureus 11011111111110 Ledn
94/093.02 S. aureus 11011111111110 Leodn
94/108.06 S. xylosus 10111111110001 Palencia
94/114.01 S. gallinarum 10111111111011 Zamora
94/114.02 S. gallinarum 00111111111011 Zamora
94/114.04 S. gallinarum 10111111111011 Zamora
94/143.00 S. aureus 11011111111110 Ledn
94/165.01 S. xylosus 00111111011001 Palencia
94/165.02 S. aureus 11011111111110 Palencia
94/166.02 S. hominis 00011000110000 Zamora
94/174.01 S. gallinarum 10111111111001 Zamora
94/174.02 S. gallinarum 10111111111001 Zamora
94/175.00 S. aureus 11011111111110 Burgos
94/177.00 S. aureus 11011111111110 Salamanca
94/205.01 S. aureus 11011110111110 Burgos
94/205.02 S. aureus 11011110111110 Burgos
94/205.03 S. aureus 11011111111110 Burgos
S01 S. aureus 11011111111110 Cuenca
S02 S. aureus 11011111111110 Zamora
S03 S. aureus 11011111111110 Teruel
S04 S. aureus 11011111111110 Cuenca
S06 S. aureus 11011111111110 Cuenca
S07 S. aureus 11011111111110 Zamora
S08 S. aureus 11011111111110 Zamora
S09 S. aureus 11011111111110 Caceres
S10 S. aureus 11011111111110 Valladolid
S12 S. aureus 11011111111110 Sevilla
S13 S. aureus 11011111111110 Zamora
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Tabla R02. Cepas identificadas en el estudio; referencia, identificacion, codigo de identificacion y
provincia de origen (continuacion).

Referencia Identificacion Cadigo Provincia
S14 S. aureus 11011111111110 Zamora
S15 S. aureus 11011111111110 Ledn
S16 S. aureus 11011111111110 Ledn
S18 S. aureus 11011111111110 Burgos
S19 S. aureus 11011111111110 Zamora
S20 S. aureus 11011111111110 Ledn
S21 S. aureus 11011111111110 Avila
S22 S. aureus 11011111111110 Caceres
S23 S. aureus 11011111111110 Zamora
S24 S. aureus 11011111111110 Zamora
S25 S. aureus 11011111111110 Ledn

En el listado de las 246 cepas de estafilococaansaentran 8 especies distintas
como se resume en Teabla R0O3, que incluye el nUmero de cada una y su porcentaje

relativo sobre el total:

Tabla R03. Resumen de las diferentes cepas de estafilococos estudiadas agrupadas por especie
en orden decreciente de frecuencia.

Identificacion N° de aislados % sobre el total de aislados

S. aureus 109 44,31

S. epidermidis 73 29,67

S. xylosus 41 16,67
S. gallinarum 9 3,66
S. hyicusubespchromogenes 5 2,03
S. simulans 4 1,63
S. haemolyticus 3 1,22
S. hominis 2 0,81

Total: 246 100,00

Como puede observarse, existe un predomini®.daureussobre el resto de las
especies, aunque también es importante la repaes@mtdeS. epidermidis/ S. xylosus
que entre ambas representan un 46,34% del totapes objeto del estudio.

Esta abundancia relativa de estas dos especie€Ngess debid en parte al tipo de
muestras de origen. Hay que considerar que endeaéen la que se obtuvo el mayor
namero de muestras (1992-1994) se mantenia uneiOrelaercana con una serie de
veterinarios consultores y de ADS que manifestalvagran interés por lograr una mejora

importante en la calidad de leche, lo que les Bbavao soOlo a la busqueda de soluciones
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frente a las mastitis clinicas (basicamente debadasaureuy sino también a las mastitis
de tipo subclinico. Son precisamente este tipo decegos los protagonizados
mayoritariamente por las especies de SCN, en owsiaisladas también como
acompafnantes en otros procesos de mayor entidachctin los que la especie dominante
es S. aureuspor otro lado, este mismo interés hizo que enhosicasos se analizaran
muestras de mas de un individuo por rebafio, loogasiond el aislamiento de cepas de la
misma especie en individuos diferentes pudiendarsa de la misma cepa.

Las cepas estudiadas corresponden a aislados devadcabo en 9 afios no
correlativos, con la siguiente distribucion de néonde cepas y casos por afialfla
RO4):

Tabla R04. Resumen de las cepas de estafilococos estudiadas, agrupadas por afio de
aislamiento, indicando los casos estudiados por afio y los aislados obtenidos por caso.

| Afio || N°casos || N°cepas| N°méaximo de aislados poreaf
| 1989 || 1 1| 1 |
| 1992 || 29 || 110 || 16 |
| 1993 || 38 || 84 || 11 |
| 1994 || 16 || 29 || 3 |
2001 || 3 |l 3 | 1 |
2002 | 2 |l 2 | 1 |
2003 | 1 1l 1 |
| 2004 || 10 || 10 || 1 |
2005 || 6 | 6 | 1 |

En cuanto a la distribucion de cepas por afio, gomalimero se concentra, en el
periodo que va desde 1992 a 1994, ambos includR& ¢epas, el 90,6 % del total), época
de una intensa colaboracion con veterinarios déo&gon y campo, hecho que también
repercute claramente en el nUmero de muestras ascaigladas por caso. Las cepas
procedentes de los afios 1989 y de 2001 en adetant@jslados d8. aureugprocedentes
de casos de mamitis gangrenosa, seleccionadasadsyette para determinar su grado de

capsulacion, formacion ddimey fagotipo.
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Tabla R05. Resumen del origen de las cepas aisladas.

Provincia Numero de cepd Porcentajg
Avila 1 0,41
Burgos 15 6,10
Caceres 2 0,81
Cuenca 6 2,44

Ledn 51 20,73
Madrid 2 0,81
Navarra 1 0,41
Palencia 18 7,32

Salamanca 1 0,41
Segovia 1 0,41
Sevilla 2 0,81
Teruel 1 0,41
Toledo 4 1,63

Valladolid 9 3,66
Zamora 132 53,66

TOTAL 246 100,00

En lo que se refiere al origen de los aisladbabla R05), éste incluye 15
provincias, con un claro predominio de cepas preces de Zamora (53,66%) y Ledn

(20,73%).

La distribucion de las cepas aisladas por provinesia condicionada por una serie

de factores como:
- laimportancia comercial de una determinada zona gldaboratorio,
- larelevancia del ovino de leche en la provincigde se trate y

- la proximidad geografica relativa de las explotaemal laboratorio de analisis.
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1.2.- Fagotipado de las cepas & aureus

Las cepas d&. aureudueron fagotipadas con 19 fagos detinternacional y las

tres cepas fagicas aisladas de las cepas préjutsR0OJ).

Foto RO1. Fagotipado a 100 RTD de la cepa S23

En la Tabla R06 que sigue, se presentan los resultados obtenidgguds de

fagotipar a 100 RTD las cepas $leaureus.

Tabla R0O6. Resultado del fagotipado a 100 RTD con las cepas del Set Internacional

89/304
92/002.03
92/002.5
92/002.6
92/002.7
92/021.4
92/024.1
92/024.3
92/024.4
92/024.5
92/039.1
92/039.2
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Tabla R06. Resultado del fagotipado a 100 RTD con las cepas del Set Internacional (continuacion)

92/039.3
92/040.3
92/040.5
92/042.1
92/051.1
92/051.2
92/052.1
92/052.2
92/052.4
92/052.5
92/052.6
92/052.8
92/062.3
92/063.30
92/063.31
92/066.15
92/080.1
92/080.9
92/080.11
92/080.13
92/094.5
92/172.05
92/172.6
92/172.10
92/201.1
92/201.2
92/204.6
92/216.02
92/218.1
93/096.01
93/129.2
93/172
93/220.1
93/231C.3
93/234.02
93/234.8
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Tabla R06. Resultado del fagotipado a 100 RTD con las cepas del Set Internacional (continuacion)

93/234.9
93/234.11
93/251.2
93/251.3
93/251.6
93/256.1
93/256.2
93/256.3
93/281.20
93/281.21
93/283.01
93/283.02
93/285bis
93/389.2
93/406.1
93/406.2
93/406.3
93/469.02
93/487.01
93/494.01
93/500
93/501.2
93/504.3
93/512.1
94/024.1
94/032
94/034.2
94/034.5
94/092.4
94/092.5
94/093.1
94/093.2
94/143
94/165.2
94/175
94/177
94/205.1
94/205.2
94/205.3
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Tabla R06. Resultado del fagotipado a 100 RTD con las cepas del Set Internacional (continuacion)

Leyenda : LC: lisis confluente (+t=turbia), ++: 50 0 mas placas de lisis, +: 20-50 placas de lisis, d: menos de
20 placas , sombreado: sin lisis.

Una vez realizado el fagotipado a 100 RTD, seqwigca realizar el fagotipado a
RTD de aquellas cepas que presentaron lisis coamplanenos con uno de los fagos del

Set Internacional

Los resultados obtenidos aparecen en la siguiatia RO7.
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Tabla R0O7. Resultado del fagotipado, a RTD, con el Set Internacional de las cepas que fueron mas
sensibles con 100RTD.

Fago

Cepa
92/2.7
92/39.1
92/39.2
92/42.1
92/52.1
94/24.1
S15
S23

Levenda : LC: lisis confluente (+t=turbia), +: 20-50 placas de lisis, d: menos de 20 placas , sombreado: sin
lisis

Los resultados obtenidos indican que:

1.- las cepas d8. aureusovinas fueron relativamente poco susceptibles dagos
del Setinternacional utilizados, de manera que sélo 23traas algun tipo de calva a 100
RTD (Tabla R06), presentando sélo 9 la sensibilidad suficiente g@r comprobadas a
RTD (Tabla RO7).

Como puede observarse, de todas estas cepas,asoldeckllas presentaron lisis
completa a RTD con fagos dettinternacional, cepas y fagos relacionados €ehalala
RO8.

Tabla R0O8. Cepas con lisis completa con los fagos del set internacional

Cepa Susceptible a RTD a fago (fagogrupo)
92/052.1 29 (1) y 81 (sin agrupar)

S23 | 3A(I), 3C (II), 29 (I), 80 () y 81 (sin agpar)

2.- En el curso del estudio se detectaron cuatpasceeS. aureudiségenas que
permitieron el aislamiento de tres fagos. El espddico de los fagos aislados se estudio
frente a las cepas liségenas de origen, asi coembefra las 27 cepas propagadoras y de
prueba disponiblesT@bla R09).
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Tabla R09. Espectro litico de los fagos aislados.

Fago Cepas propagadoras
aislado] 3 A 3C 6 29 42E 47 52 52 A 53 54
281 P++)| Pt , (_L)
304 Pt Pt Pt P Pt
214
Fago Cepas propagadoras
aislado| 55 71 75 77 80 81 83 A 84 85 94
281
304 Pt Pt
21.4
Fago Cepas propagadoras
aislado| 95 96 W57 1030 2009 18042 89/3092/21.4| 93/281.21 92/39.3
1 1 3
281 2(+) S o |4 | °
4 4
304 Pt 1 5(++) 4 3 5(++4)
3 3 3
214 4(++) | 4(++) 1 4(++)

Nota: en cada celda se indica el logaritmo de la dilucién en la que se observa lisis total (fago sin diluir se
indica con “P”).Se incluye la siguiente dilucién si en ella se observan placas.

Leyenda : t=turbia (se nota la gota y diferencia con el resto del cultivo), ++: 50 o0 més placas de lisis, +: 20-50
placas de lisis, d: menos de 20, sombreadao: sin lisis.

Los resultados obtenidos muestran que estos fagesermgaban poca o nula
actividad sobre las cepas propagadoras de fag8s aereusde origen humano, mientras
que si actuaban sobre las cepas lisogenas de awiern aunque no se tratara de la cepa

de origen del fago aislado.

3.- Los tres fagos aislados se probaron a 100 RAORYD sobre las cepas ovinas
de S. aureusaisladas. Los resultados, mostrados ehalala R10, indican que los fagos
ovinos fueron activos, en mayor o menor medidares6B de las 109 cepas 8eaureus
probadas (62,38%), mientras que 31 cepas (28,44%@sultaron susceptibles a ninguno

de los tres fagos.
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Tabla R10. Resultado del fagotipado a RTD y 100 RTD de las cepas problema con los fagos
aislados durante este estudio.

Fagq 214 21.4 | 281 | 281 | 304 | 304
100x | RTD | 100x | RTD | 100x | RTD

Cepa
89/304 LC LC LC LC LC LC
92/002.03

92/2.5 LC LC

92/2.6 LC LC LC LC

92/2.7 LC +
92/21.4 LC D +
92/24.1 LC LC LC ++
92/24.3 LC LC LC
92/24.4 LC LC LC
92/24.5 LC LC LC

92/39.1 LC LC LC ++ LC LC
92/39.2 LC LC LC ++ LC LC
92/39.3 LC LC
92/40.3 LCt
92/40.5 LCt
92/42.1 LC LC LC LC LC LC
92/51.1 LC LC LC + LC
92/51.2 LC LC LC + LC +

92/52.1 LC LC LC ++ LC LC

92/52.2 LC LC LC ++
92/52.4

92/52.5 LC LC LC ++ LC ++
92/52.6 LC LC LC

92/52.8 LC LC LC

92/62.3 LC LC LC LC
92/63.30 LC LC LCt
92/63.31 LC LC

92/66.15 LC LC ++ ++

92/80.01 LC LC LC LC LC LC
92/80.09 LC
92/80.11 LC LC ++ d LC +

92/80.13 LC + d + d
92/94.05 LC d + d
92/172.05

92/172.06 LC LC LC ++ LC
92/172.10 LCt
92/201.01 LC LC ++ + LC ++
92/201.02 LC LC LC LC LC LC
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Tabla R10. Resultado del fagotipado a RTD y 100 RTD de las cepas problema con los fagos

aislados durante este estudio (continuacion).

Fago| 21.4 | 21.4 | 281 | 281 | 304 | 304
Cepa 100x | RTD | 100x | RTD | 100x | RTD
92/204.6 LC LC LC LC LC LC
92/216.02
92/218.1 LC LC LC ++ LC LC
93/096.01
93/129.2 LC LC LC LC LC LC
93/172 LC LC LC ++ LC +
93/220.01 LC LC LC ++ LC
93/231C.3 LC LC
92/234.02
93/234.08 LC LC LC LC LC LC
93/234.09
93/234.11 LC LC LC
93/251.02 LC LC LC +
93/251.03 ++
93/251.06 LC d
93/256.01
93/256.02 LC LC LC d LC D
93/256.03 LC LC LC LC LC LC
93/281.02 LC LC LC + LC
93/281.21
93/283.01
93/283.02
93/285bis
93/389.02 LC LC LC ++
93/406.01 LC LC ++ d LC +
93/406.2 LC LC ++ d LC
93/406.03 LC LC ++ d LC
93/469.02
93/487.01
93/494.01
93/500 LC LC ++
93/501.02 LC LC LC LC
93/504.03 LC LC LC LC
93/512.01 LC LC +
94/24.01 LC LC LC + LC ++
94/32 LC
94/34.02 LC LC LC LC LC LC
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Tabla R10. Resultado del fagotipado a RTD y 100 RTD de las cepas problema con los fagos
aislados durante este estudio (continuacion).

Fago| 21.4 | 21.4 | 281 | 281 | 304 | 304

Cepa 100x | RTD | 100x | RTD | 100x | RTD
94/34.05 LC LC LC LC LC LCt
94/92.04 LC ++ LC ++
94/92.05 LC ++ LC ++
94/93.01 d LC ++
94/93.02 + LC ++

94/143 LCt ++ D

94/165.02 LC LC LC ++ LC LC
94/175 LC LC LC ++ LC LC
94/177 LC LC LC LC LC LC

94/205.01

94/205.02 LC LC LC LC LC LC

94/205.03 LC LC LC LC LC LC

S01
S02 LC LC LC
S03
S04
S06
S07 LC +
S08 LC LC LC ++
S09 LC +

S10
S12
S13
S14
S15
S16 LC LC LC ++
S18
S19 LC LC LC LC LC LC
S20 LC LC + + LC ++
S21
S22
S23
S24
S25

Leyenda: LC: lisis confluente (+t=turbia), ++: 50 0 més placas de lisis, +: 20-50 placas de lisis, d: menos de
20 placas , sombreado: sin lisis

Finalmente, en |@abla R11 se resume fago a fago la susceptibilidad de lpasce

de prueba a los fagos aislados, tanto a 100 RTD @RITD.
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El 57,80 % de las cepas resultaron sensibles alZagt, el 43,12 % al 304 y el
32,11 % al 21.4.

Tabla R11. Resumen del resultado del fagotipado de las cepas problema con los fagos aislados
durante este estudio.

Cepas con efecto (% sobre el totalSdaureuy

Fagd 21.4 21.4 281 281 304 304
Efecto 100x RTD 100x RTD 100x RTD

C 69 57 34 14 57 19
(63,30) | (52,29) | (31,19) | (12,84) | (52,29) | (17,43)

o 1 2 6 10 2 14
092 | @83 | 50 | 917 | @83 | (12,84)

B 1 3 1 6 3 10
092 | 2,75 | (092 | 650 | 2,75 | (9,17

. 1 1 2 5 2 4
092) | 0,92 | (183 | 459 | (1,83 | (3,67

- 72 63 43 35 64 47
(66,06) | (57,80) | (39,45) | (32,11) | (58,72) | (43,12)

Leyenda : LC: lisis confluente, ++: 50 0 més placas de lisis, +: 20-50 placas de lisis, d: menos de 20 placas
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2.- Estudio de los factores de virulencia

2.1.- Factores de superficie
2.1.1.- Capsula. Deteccion y serotipificacion deasecapsuladas.

2.1.1.1.- Deteccion de la capsula

Entre las pruebas clasicas que se han venido endglede forma mas frecuente
para la deteccién de la capsulacion e aureus aparte de la tincion negativa, se
encuentran las de deteccion deimping factory la prueba de crecimiento en agar blando
suero Serum Soft AgaiSSA).

2.1.1.1.1.- Presencia delumping factor

La prueba se llevd a cabo unicamente sobre lascgéPs deS. aureus Los
resultados individuales se recogen em#bla R13y, de forma resumida, en Tabla
R12

Tabla R12. Resumen de resultados de la prueba de clumping factor realizada a las cepas de S.
aureus de este estudio.

clumping factor Proporcion sobre el total deS. aureus

Positivo 68,80 %

Negativo 26,60 %

Débil 4,58 %

Cabe destacar que, segun la bibliografia consulfddanig, 1962; Wilkinson,
1983), las cepas d&. aureusen las que no se detectacklmping factortambién pueden
estar capsuladas. En nuestro caso, puede consilemae hasta un 26,6% de las cepas
podrian estar capsuladas (un 31,18% si interpretdan@actividad parcial como presencia

de microcapsula), aunque la confirmacion de estectax precisa conocer otros aspectos.

Los resultados de dichas pruebas aplicadas a lasc@das de nuestro estudio

fueron los siguiented ébla R13):
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Tabla R13. Resumen de los resultados del clumping factor y del crecimiento en agar blando suero
(Serum Soft Agar, SSA) de las cepas de estudiadas.

Referencia Identificacion Clumping Factor | SSA
89/304.00 S. aureus + C
92/002.03 S. aureus + M
92/002.05 S. aureus + C
92/002.06 S. aureus + C
92/002.07 S. aureus + D
92/003.04 S. xylosus NR D
92/003.05 S. xylosus NR D
92/020.03 S. epidermidis NR D
92/021.04 S. aureus - D
92/022.02 | S. hyicus subesp.chromogenes NR D
92/024.01 S. aureus + C
92/024.03 S. aureus + C
92/024.04 S. aureus + C
92/024.05 S. aureus + C
92/025.03 S. epidermidis NR D
92/032.01 S. xylosus NR D
92/032B S. haemolyticus NR D
92/039.01 S. aureus + C
92/039.02 S. aureus d C
92/039.03 S. aureus d C
92/039.05 S. epidermidis NR D
92/040.03 S. aureus + D
92/040.05 S. aureus + D
92/040.07 S. xylosus NR D
92/042.01 S. aureus + C
92/046.03 S. xylosus NR D
92/047.01 S. xylosus NR D
92/047.02 S. xylosus NR D
92/047.03 S. xylosus NR D
92/047.04 S. xylosus NR D
92/047.08 S. epidermidis NR M
92/047.11 S. epidermidis NR D
92/047.14 S. xylosus NR D
92/051.01 S. aureus + C
92/051.02 S. aureus - C
92/051.03 S. xylosus NR D
92/052.01 S. aureus - C
92/052.02 S. aureus + C
92/052.04 S. aureus - D
92/052.05 S. aureus + C
92/052.06 S. aureus + C
92/052.08 S. aureus + C
92/062.03 S. aureus - M
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Tabla R13. Resumen de los resultados del clumping factor y del crecimiento en agar blando suero
(Serum Soft Agar, SSA) de las cepas de estudiadas (continuacion).

Referencia Identificacion Clumping Factor | SSA
92/063.01 S. epidermidis NR D
92/063.04 S. epidermidis NR D
92/063.06 S. epidermidis NR D
92/063.08 S. epidermidis NR D
92/063.10 S. epidermidis NR D
92/063.11 S. epidermidis NR D
92/063.12 S. epidermidis NR D
92/063.13 S. epidermidis NR D
92/063.14 S. epidermidis NR D
92/063.15 S. epidermidis NR D
92/063.16 S. epidermidis NR D
92/063.17 S. epidermidis NR D
92/063.19 S. epidermidis NR D
92/063.23 S. epidermidis NR D
92/063.30 S. aureus - D
92/063.31 S. aureus - M
92/066.01 S. epidermidis NR D
92/066.02 S. epidermidis NR D
92/066.03 S. epidermidis NR D
92/066.04 S. epidermidis NR D
92/066.05 | S. hyicus subesp.chromogenes NR PD
92/066.07 S. epidermidis NR D
92/066.08 S. epidermidis NR D
92/066.12 S. epidermidis NR D
92/066.13 S. epidermidis NR D
92/066.14 S. epidermidis NR D
92/066.15 S. aureus + C
92/066.16 S. epidermidis NR D
92/080.01 S. aureus + C
92/080.02 S. epidermidis NR D
92/080.03 | S. hyicus subesp.chromogenes NR D
92/080.05 S. epidermidis NR D
92/080.06 S. epidermidis NR D
92/080.07 S. epidermidis NR D
92/080.08 S. epidermidis NR D
92/080.09 S. aureus - D
92/080.10 S. epidermidis NR D
92/080.11 S. aureus - D
92/080.13 S. aureus - D
92/080.14 S. epidermidis NR D
92/094.05 S. aureus + P
92/094.06 S. xylosus NR C
92/101.05 S. epidermidis NR D
92/101.08 S. simulans NR D
92/140.02 S. epidermidis NR D
92/140.09 S. epidermidis NR D
92/140.12 S. gallinarum NR D
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Tabla R13. Resumen de los resultados del clumping factor y del crecimiento en agar blando suero
(Serum Soft Agar, SSA) de las cepas de estudiadas (continuacion).

Referencia Identificacion Clumping Factor | SSA
92/140.15 S. hominis NR D
92/172.05 S. aureus - D
92/172.06 S.aureus + C
92/172.10 S. aureus + D
92/201.01 S. aureus + D
92/201.02 S. aureus + C
92/201.05 S. xylosus NR D
92/201.06 S. xylosus NR D
92/201.07 S. xylosus NR D
92/201.08 S. epidermidis NR D
92/201.09 S. xylosus NR D
92/204.06 S. aureus + C
92/213.02 S. epidermidis NR PD
92/213.06 S. epidermidis NR D
92/213.07 S. epidermidis NR PD
92/216.02 S. aureus + C
92/218.01 S. aureus + C
92/225.03 S. epidermidis NR D
92/225.06 S. epidermidis NR D
92/225.11 S. epidermidis NR D
92/225.15 S. epidermidis NR D
93/096.01 S. aureus d PD
93/098.03 S. epidermidis NR D
93/120.02 S. xylosus NR D
93/129.02 S. aureus + C
93/160.05 S. xylosus NR M
93/172 S. aureus + C
93/215.06 S. simulans NR D
93/220.01 S. aureus + C
93/230.02 S. xylosus NR C
93/231.cl S. xylosus NR C
93/231.c2 S. xylosus NR C
93/231.c3 S. aureus + C
93/234.01 S. xylosus NR C
93/234.02 S. aureus - D
93/234.03 S. xylosus NR D
93/234.04 S. epidermidis NR D
93/234.05 S. epidermidis NR D
93/234.08 S. aureus + C
93/234.09 S. aureus - C
93/234.11 S. aureus + M
93/234.14 S. epidermidis NR D
93/240.01 S. simulans NR D
93/240.02 S. epidermidis NR D
93/240.03 S. epidermidis NR D
93/240.04 S. epidermidis NR D
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Tabla R13. Resumen de los resultados del clumping factor y del crecimiento en agar blando suero
(Serum Soft Agar, SSA) de las cepas de estudiadas (continuacion).

Referencia Identificacion Clumping Factor | SSA
93/240.05 S. epidermidis NR D
93/240.06 | S. hyicus subesp.chromogenes NR D
93/240.07 S. epidermidis NR D
93/241.01 S. epidermidis NR D
93/251.02 S. aureus - C
93/251.03 S. aureus + C
93/251.06 S. aureus + C
93/256.01 S. aureus + C
93/256.02 S. aureus + C
93/256.03 S. aureus + C
93/257.02 S. gallinarum NR D
93/257.05 S. gallinarum NR D
93/273.03 S. xylosus NR D
93/273.04 S. epidermidis NR D
93/273.05 S. epidermidis NR D
93/273.06 S. epidermidis NR D
93/281.00 S. xylosus NR D
93/281.01 S. epidermidis NR D
93/281.02 S. epidermidis NR D
93/281.03 S. epidermidis NR C
93/281.04 S. epidermidis NR D
93/281.12 S. xylosus NR C
93/281.13 S. simulans NR D
93/281.18 | S. hyicus subesp.chromogenes NR D
93/281.19 S. epidermidis NR D
93/281.20 S. aureus + C
93/281.21 S. aureus + C
93/283.01 S. aureus + C
93/283.02 S. aureus + C
93/285.02 S. epidermidis NR D
93/285.05 S. epidermidis NR D
93/285.06 S. gallinarum NR D
93/285bis S. aureus d M
93/291.05 S. xylosus NR D
93/303.03 S. xylosus NR D
93/323.01 S. xylosus NR D
93/323.04 S. xylosus NR D
93/328.11 S. epidermidis NR D
93/328.13 S. haemolyticus NR D
93/328.14 S. epidermidis NR D
93/354.03 S. epidermidis NR D
93/354.06 S. haemolyticus NR D
93/389.02 S. aureus - D
93/406.01 S. aureus - D
93/406.02 S. aureus - D
93/406.03 S. aureus - D
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Tabla R13. Resumen de los resultados del clumping factor y del crecimiento en agar blando suero

(Serum Soft Agar, SSA) de las cepas de estudiadas (continuacion).

Referencia Identificacion Clumping Factor | SSA
93/469.02 S. aureus + C
93/487.01 S. aureus + C
93/494.01 S. aureus + D
93/494.03 S. xylosus NR D
93/500.00 S. aureus + C
93/501.02 S. aureus - C
93/504.03 S. aureus d C
93/506.04 S. epidermidis NR M
93/508.00 S. xylosus NR D
93/510.03 S. xylosus NR D
93/510.04 S. xylosus NR D
93/512.01 S. aureus + C
93/520.01 S. xylosus NR D
94/023.02 S. epidermidis NR D
94/023.03 S. xylosus NR C
94/024.01 S. aureus + M
94/024.04 S. xylosus NR D
94/025.01 S. xylosus NR PD
94/025.02 S. xylosus NR D
94/025.04 S. epidermidis NR D
94/032.00 S. aureus + D
94/034.02 S. aureus + C
94/034.05 S. aureus + C
94/092.04 S. aureus - D
94/092.05 S. aureus - D
94/093.01 S. aureus - D
94/093.02 S. aureus - D
94/108.06 S. xylosus NR D
94/114.01 S. gallinarum NR D
94/114.02 S. gallinarum NR PD
94/114.04 S. gallinarum NR D
94/143.00 S. aureus + C
94/165.01 S. xylosus NR D
94/165.02 S. aureus + PD
94/166.02 S. hominis NR C
94/174.01 S. gallinarum NR D
94/174.02 S. gallinarum NR D
94/175.00 S. aureus - PD
94/177.00 S. aureus - PD
94/205.01 S. aureus - PD
94/205.02 S. aureus - PD
94/205.03 S. aureus - PD
S01 S. aureus + D
S02 S. aureus + PD
S03 S. aureus + C
S04 S. aureus + D
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Tabla R13. Resumen de los resultados del clumping factor y del crecimiento en agar blando suero
(Serum Soft Agar, SSA) de las cepas de estudiadas (continuacion).

Referencia Identificacion Clumping Factor | SSA
S06 S. aureus + D
S07 S. aureus + D
S08 S. aureus + C
S09 S. aureus + C
S10 S. aureus + C
S12 S. aureus + PD
S13 S. aureus + C
S14 S. aureus + C
S15 S. aureus + C
S16 S. aureus + C
518 S. aureus + C
S19 S. aureus + C
S20 S. aureus + D
S21 S. aureus + C
S22 S. aureus - C
S23 S. aureus + C
S24 S. aureus + C
S25 S. aureus + D

Leyenda: C=compacta, D=difusa, PD=pseudodifusa, d= débil, NR=no realizado (cepas de especies distintas
de S. aureus).

2.1.1.1.2.- Crecimiento en agar blando suer&érum Soft Agay SSA)

La prueba, que inicialmente se supuso de aplicaggpecifica en el caso &
aureus se incluyé como prueba de rutina, independien¢enele la adscripcion de
especie, ya que se han descrito algunas cepasraie edpecies que también pueden

mostrar una morfologia colonial compacta (Ohtahal, 1982).

La Tabla R14 recoge y resume los resultados obtenidos corcihactt delSSAen
las 246 cepas estudiadas.

Tabla R14.Resultados generales del cultivo en agar blandm $88A.

Morfologia colonial || Ne cepas || Porcentaje
Compacta 73 29,67
Difusa 149 60,57
Mixta 9 3,66
Pseudodifusa 15 6,10

En laTabla R15 se resumen los resultados obtenidos segun laiedpetteriana
de procedencia y la morfologia colonial en SSA:
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Tabla R15. Resultados del crecimiento en SSA desglosados segin morfologia colonial y especie

bacteriana.

% de la especie

Morfologia N° % el . Cepas .
colonial cepad | total Especie 3 sobre el tlp,o de
morfologia
Compacta S. aureus 64 87,67
73 | 2067 S. >'<ylosu's. 7 9,59
©) S. epidermidis 1 1,37
S. hominis 1 1,37
S. epidermidis 68 45,64
S. xylosus 32 21,48
S. aureus 29 19,46
Difusa S. gallinarum 8 5,37
149 | 60,57 S. hyicussubesp. 4 268
(D) chromogenes
S. simulans 4 2,68
S. haemolyticus 3 2,01
S. hominis 1 0,67
S. aureus 10 66,67
Pseudodifus: S. epic!ermidis 2 13,33
15 6.10 S. g_alllnarum 1 6,67
(PD) S. hyicus subesp. 1 6.67
chromogenes
S. xylosus 1 6,67
Mixta S. aureus 6 66,67
9 3,66 S. epidermidis 2 22,22
(M) S. xylosus 1 11,11
Total 246 | 100 246

Notas: (1) cepas que presentan esa morfologia; (2) sobre el total de cepas del estudio; (3) de cada especie

Segun puede verse, la mayoria de las cepas quentamesmorfologia compacta

con esa morfologia.

corresponden &. aureuq87,67%), aunque algunas cepas de otras tresiespeaestran

también esta morfologia en el SSA. (xylosus, S. epidermidis y S. hominiBtras

morfologias en las que se observa una reactividadgb al SSA (pseudodifusa y mixta)
son también mayoritariamente debidas a cepaS. dmireusen la practica dos terceras

partes en cada caso (66,67%).

En cuanto a la morfologia difusa, se presenta eastdas especies de SCN

estudiados, siendo mas frecuente en la especieabumlianteS. epidermidig45,64%).

Hay que considerar que & aureusse identifica como indicadora de capsulacion, atebi

a que las estructuras superficiales responsablés ajgaricion de la morfologia compacta

en SSA estarian ocultas bajo la capsula de potigac&egun ello, 29 cepas 8e aureus
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serian capsuladas, representando el 26,60% deefes ce dicha especie y el 11,79%
sobre el total de cepas aisladas.

Comparando este indicador de capsulacionSeraureuscon los resultados del
clumping factoy resulta llamativo que el nimero de cepas quesptas morfologia difusa
en SSA y que sonlumping factornegativas sea el mismo: 29. Sin embargo, analzand
cada tipo con respecto a la detecciébn o nocldenping factor aparece la siguiente
distribucion Tabla R16).

Tabla R16. Comparacion de los resultados del crecimiento en SSA y del clumping factor en las
cepas de S. aureus de este estudio.

Morfologia en N° de cepas | Resultado delclumping factor(% sobre tipo SSA) |
SSA (% sobre total) Positivo Negativo Débil
Compacta 64 (58,71) 55 (85,93) 6 (9,37) 3 (4,68)
Difusa 29 (26,60) 13 (44,82) 16 (55,17) 0 (0,00)
Pseudodifusa 10 (9,17) 4 (40,00) 5 (50,00) 1 (10,00)
Mixta 6 (5,50) 3 (50,00) 2 (33,33) 1 (16,66)
TOTAL 109 (100) 75 (68,80) 29 (26,60) 5 (4,58)

La representancion de estos datos en un graficgpateentajes acumulados
(Grafico R0O1), permite observar que, aunque si parece habeanalgelacion entre la
morfologia difusa en el agar blando sueser0m Soft Agar SSA y la no deteccion de
clumping factoy no existe una correspondencia directa: de lasepds que presentan
morfologia difusa, unicamente 16 (55,17%) reaccionagativamente en @lumping
factor. Por otro lado, también resulta llamativo compraipae la coincidencia es mayor
entre las cepas que presentan morfologia compé#}ay (a deteccion delumping factor
entre ellas : 55, un 85,93%.
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Compacta

O cf positivo B cf negati

Gréafico RO1. Resultados del clumping factor segin la morfologia en SSA

A la vista de los resultados obtenidos se decitidse del método debSApara
detectar cepas d& aureuscapsuladas. El uso exclusivo @éimping factorcon este fin
podria llevar a descartar como no capsuladas eppgaBieran positivas alumping factor
pero difusas eBSAAdemas, la prueba del crecimiento®BApermite distinguir colonias
aisladas, lo que sirve para detectar cepas quentessvariantes difusas y compactas (en
nuestro estudio cepas que presentan morfologia)nixen su caso, poder llevar a cabo el
aislamiento de la variante colonial que interese.
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2.1.1.2.- Serotipado capsular

2.1.1.2.1.- Sueros hiperinmunes

Uno de los objetivos de este trabajo fue deteatprdsencia de cepas capsuladas de
S. aureusy determinar su serotipo. Con este propésito spudes de cepas tipo, de
referencia, de los serotipos 1, 2, 3, 4, 5 y 8, geeutilizaron como fuente de los
polisacéaridos capsulares, empleados para hiperizaruronejos, al objeto de producir una
bateria de sueros policlonales anticapsulares iigpscque pudieran ser utilizados en

fases posteriores para el serotipado capsular.

El seguimiento del proceso de hiperinmunizacioles® a cabo mediante distintos
procedimientos, cuya seleccién estuvo dirigida porsensibilidad para detectar una
respuesta de anticuerpos por lo general escasajodabla baja inmunogenicidad del
antigeno utilizado (polisacarido capsular poterwiambn adyuvante de Freund). Se
utilizaron sucesivamente la immunodifusion dobl@ inmunodifusion radial, la
precipitacion y la aglutinacion, todas ellas cosutados negativos, por lo que se realizé
un seguimiento mediante electroforesis de los suéiimalmente, la puesta a punto de un
meétodo ELISA supuso la posibilidad de titular c@bilidad los sueros obtenidos en cada
una de las fases del proceso de hiperinmunizaddrrontinuacion, se recogen los

resultados obtenidos mediante electroforesis y ELIS

2.1.1.2.1.1.- Seguimiento del proceso de hiperinemodn mediante

electroforesis

En laTabla R17 se muestra el resumen de los resultados obteniédsante la

electroforesis sérica de los sueros de los comgpesinmunizados.
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Tabla R17. Porcentaje de y-globulinas séricas de los sueros de los conejos en proceso de
hiperinmunizacion, determinado mediante electroforesis.

Dias postinoculacion| 0 | 14 | 28 [ 35 | 50 | 69 | 91 | 104 | 111 | 120 | 133
Serotipo No° NUmero de sangria seguida por electroforesis
(cepa) | conejo 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 104 | 12,6 | 12,5 - - - - - - - -
1 2 9,5 11,6 | 149 NR 11,4 NR 28,0 | 30,0 | 21,2 NR 31,9
(M) 3 9,1 105 | 150 | 1473 NR 160 | 16,4 | 31,7 | 16,2 8,2 21,1
Media | 9,7 115 | 141 | 143 | 114 | 160 | 22,2 | 30,8 | 18,7 8,2 26,5
4 9,8 9,2 12,8 NR 9,6 112 | 130 | 26,1 | 17,8 6,4 25,7
2 5 4,4 6,4 10,2 NR 9,9 NR 17,9 | 291 | 152 | 250 | 265
(Smith) 6 7.7 14,0 - - - - - - - - -
Media | 7,3 9,9 11,5 NP 9,8 11,2 | 155 | 27,6 | 165 | 157 | 26,1
7 NR 14,2 | 204 NR 17,7 | 205 | 16,8 | 22,1 | 236 | 31,2 | 316
3 8 NR 14,2 | 123 | 12,2 NR 17,7 | 28,7 | 251 | 351 | 176 | 30,8
(Mardi) 9 NR 9,4 10,5 NR NR 154 | 132 | 12,4 | 11,2 | 213 8,1
Media | NP 12,6 | 144 | 122 | 17,7 | 179 | 196 | 19,8 | 233 | 234 | 235
10 6,0 10,6 | 13,7 NR 183 | 183 | 136 | 26,1 | 178 NR NR
4 11 NR 8,5 13,8 | 11,7 NR 16,5 8,6 22,5 NR 148 | 155
(7007) 12 NR 9,4 15,7 - - - - - - - -
Media | 6,0 9,5 14,4 | 11,7 | 183 | 174 | 111 | 243 | 17,8 | 148 | 155
13 9,9 9,6 6,1 NR NR 20,3 | 124 | 233 | 20,0 NR | 14,3%
5 14 7,2 11,7 | 10,0 NR NR NR 18,3 | 129 - - -
(Reynolds) 15 5.3 6,9 11,1 NR 14,9 | 12,0 NR NR NR NR NR
Media | 7,5 9,4 9,1 14,7 | 149 | 162 | 154 | 18,1 | 20,0 NP 14,3
16 NR 13,0 | 17,0 NR 22,7 | 231 - - - - -
8 17 114 | 100 | 152 | 163 | 179 | 21,3 | 16,0 | 21,3 | 21,3 | 183 | 274
(Becker) 18 59 - - - - - - - - - -
Media | 8,6 115 | 161 | 16,3 | 20,3 | 222 | 160 | 21,3 | 21,3 | 183 | 27,4
Media global 7.8 10,7 | 133 | 13,8 | 154 | 168 | 166 | 23,7 | 19,6 | 16,1 | 222
Dias postinoculacion 0 14 28 35 50 69 91 104 111 120 133

Leyenda: NR= sangria no realizada, NP= no procede, - = conejo muerto

Como se observa en la tabla, existe una serieala@enes en el porcentaje medio
dey-globulinas séricas que podria deberse, entre catzsas, a la técnica de cuantificacion
utilizada. Por otra parte, se observan diferentiascadas entre conejos del mismo grupo,
posiblemente debido a cuestiones de tipo individaalelGrafico RO2 se puede ver con

mas claridad dicha circunstancia.

137



Resultados

/ )
Electroforesis: % medio de gammaglobulinas
35,0% -
30,0% -
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g 20,0% A
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Gréfico R02 . Porcentaje medio de y-globulinas séricas.

Como se ha sefialado, la escasa sensibilidad deniga obligd a su sustitucion por
un ELISA indirecto que, a partir de la sangria @° fle la Unica técnica utilizada en el

seguimiento de la inmunizacion de los animales.

2.1.1.2.1.2.- Control de la actividad anticapsularlos sueros mediante la
técnica del agar blando sue®efum Soft AgaiSSA)

La técnica del agar blando sue®efum Soft AgarSSA) ha sido empleada por
varios autores, en especial por Yoshida (1971g pamprobar la potencia de antisueros
capsulares frente &. aureus EI método se basa en la capacidad de los sueros
anticapsulares para cambiar la morfologia colodaldifusa a compacta de las cepas

capsuladas cultivadas en el mefiteAdesarrollado por Finkelstein y Sulkin (1958).

En nuestro caso, fue empleada para evaluar, emadgmomentos de la
hiperinmunizacién, la respuesta que se conseguiaalgunos de los sueros que se iban
obteniendo. El proposito final era seleccionar esieadecuados para llevar a cabo el
serotipado capsular de los aisladosSdaureusjue presentasen morfologia difusa en SSA

con suero normal de conejo.

En general, los sueros estudiados mostraron pmteaga y ademas se observaba
una gran variabilidad individual entre conejos, atomparando el mismo punto del

proceso de hiperinmunizacioRdto R02.
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Foto R0O2. Prueba de SSA frente a la cepa tipo Mardi (serotipo 3) sin suero, con suero normal y
con tres sueros de la misma sangria (102) mostrando crecimiento: difuso(control sin suero) , difuso
(control suero normal), compacto (positivo), pseudodifuso (positivo débil) y difuso (resultado
negativo).

Una vez probado un amplio nUmero de sueros deeigsserotipos, ninguno supero

las 16 U (dilucion 1:16roto RO3.

Foto R0O3. Titulacion mediante la prueba de SSA frente a la cepa tipo 7007 (serotipo 4). SN=suero
normal, P= antisuero puro, 2-32 diluciones seriadas (inverso).

Los resultados obtenidos, unido a la dificil estaizdcion del método, aconsejé
reservarlo para su uso en casos concretos, prodedi& la busqueda de otro sistema
alternativo de tipado, bien mediante ELISA de imtidn, citado antes, o mediante técnicas

de PCR (ver méas adelante en el apartado 2.1.1.2.3).
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2.1.1.2.1.3.- Seguimiento del proceso de hiperinpacion mediante un

ELISA de titulacion de sueros anticapsulares

Aplicando la metodologia descrita en el apartadaeltd y Métodos, se puso a
punto un ELISA indirecto para detectar los antiposranticapsulares. Este método era
homélogo, de manera que cada suero se tituld erapleon el polisacarido homdélogo
fijado a los pocillos. En la siguienteoto R04 se muestra una placa de titulacion con la

distribucion de los reactivos correspondientes:

Foto R04 . ELISA indirecto para la titulacion de anticuerpos anticapsulares (frente al serotipo 5).
Sueros situados en columnas por triplicado. Diluciones en base 2.

Los resultados obtenidos se recogen éralda R18.
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Tabla R18. Titulo medio de tres determinaciones de los sueros de los conejos en proceso de
hiperinmunizacion obtenido mediante ELISA.

Suero Sangria nimero

0 1 2 3 4 5 6 7 8 ol 10 11 1 1 1h
]2 0 | 100] 400
e 0 | 00| 400| - - - | 1600 160D 6400 -  64D0 6400 640R8OQ| 6400
°l 3 0 | 50| 50| 50 - 50| 80d 800 6400 16p0 12Ba®00| 1600| 6400 320
P'Media]l o | 833 2833 50 - 50 | 12000 1200 6400 1600 9600 4000 4000 9600 O 480
| o4 o | 100] 50 - 50| 2000 640p 640 64Pp0 6400 | 3P00 326800 3200
gl s 0 | 50| s0 - - | 1604 3200 3200 6400 6400 |  8bo 800 |-800
gl 6 o | s0
PN'Media] o | 66,7] 50 - 50 | 900| 4800 4800 6400 6400 | 2000 206@00| 2000
= 7 0 o | soo] - | 400/ 800 1600 400 800 400 1600 400 160EBOO 6400
= E 0 0 | 200 200/ - | 400 400 800 800 800 800 800 160000 161600
°l o 0 0o | 00| - - | 400/ 800 800 800 800 -
O Media| o 0 | 366,7] 200 400 5333 9333 666,7 800 6667 12@D0 | 1600 7200 400
2| 10 o | 400| soo] - | 800 1600 64Q
g 1 0 | 50 | 800| 400 - | 3200 6400 6400 1600 1600 400 O 80800 | 400
gl 12 0 0 | 1600
P'Medial 0 | 150 |1066,7 400 | 800 | 2400 6400 6400 -| 1600 1600 400 800 800  HOO
[ 13 0 | 50 | 32000 1600 - | 6400 6400 6400 1280P800 6400 | 3200 6400 12802800
gl 14 0 | 100| 400 - - - | 3200 80(
ol 15 0 | 50| 100] - | 200 200
| 'Media]l 0 | 66,67 123331600 200| 3300 4800 3600 128002800 6400 | 3200 6400 128002800
| 16 o | 100] 200] -] 100 100
8l 17 0 | 50 | 100| 50 - | 200 128002800 6400 | 3200| 3200 1600 1600 800  8(O
gl 18 0
®'Media| o | 75 | 150| 50| 100 150 128002800 6400 3200/ 3200 1600 1600 800  8(0
g'v'ef]g'gl 0 | 73,6| 480,6 460 310 1222,2| 5155,6| 4911,1| 6560 | 4377,8| 4400 | 1966,7| 2733,3 4960 | 4133,3

Concluida la titulacion de los sueros de la ultisangria, se llevd a cabo su

utilizacién para el serotipado capsular para Id saguso a punto un ELISA de inhibicién

en dos fases, siguiendo el método de Poaetrel, de 1988, pero sustituyendo el uso de

anticuerpos monoclonales por los sueros policlenadé no disponerse de anticuerpos

monoclonales frente a los 6 serotipos capsularesteilio.

2.1.1.2.2.- Serotipado capsular d8. aureusmediante ELISA

Hasta este momento, los sueros hiperinmunes hadantitulados frente a los

polisacaridos homoélogos empleando el ELISA deadidin que nos permitio seguir la

evolucion de la hiperinmunizacion de los conejos.

sueros hiperinmunes y los serotipos capsularesdheges. Puesto que esta circunstancia

En pruebas previas se habia detectado la existéaciacciones cruzadas entre los
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imposibilitaba la utilizacion de dichos sueros pataserotipado capsular, tratamos los

sueros para eliminar las inespecificidades exiegent

El tratamiento empleado para los sueros fue elldétaen Material y Métodos
(seccion 2.1.1.2.3.1.2.), siguiendo el método détaMet al. (1982); basicamente, los
antisueros se trataron con un suspension concanttathpuesta por bacterias completas
inactivadas de los serotipos heterélogos.

Los sueros hiperinmunes que se eligieron parauabar fueron los sueros 2-11
(anti 1), 4-11 (anti 2), 7-11 (anti 3), 11-11 (aitj 13-11 (anti 5) y 17-11 (anti 8).

Una vez tratados los sueros, se titularon frenitedas los serotipos, homélogo y
heterélogos, con el fin de determinar la efica@htchtamiento en la eliminacion de las
reacciones inespecificas.

En general, el tratamiento de los sueros produjoastenso muy marcado de su

titulo que, a modo de ejemplo, se ilustra en eb cies serotipo 1 en &@réafico RO3.

Reactividad frente a serotipo capsular 1

14000 ~

12000 ~

10000 ~

8000

6000

4000

Inverso del titulo en ELISA

2000

0+

1 2 3 4 5 8
O No tratado 3200 6400 12800 6400 12800 6400
@ Tratado 200 100 0 100 100 800

(Antisueros frente al serotipo indicado)

Gréfico R0O3 . Titulaciones de sueros hiperinmunes, tratados o no, frente al polisacarido capsular
del serotipo 1

En laTabla R19 se resumen los datos obtenidos con los suerosejurataron por
este método.
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Tabla R19. Resumen de los resultados del tratamiento con bacterias completas

Serotipo en la placa
Suero Serotipo 1 2 3 4 5 8
2.11 1 200 800 12.800 800 400 <100
3.200 6.400 25.600 6.400 6.400 6.400
4-11 2 100 800 <100 <100 200 <100
6.400 12.800 6.400 1.600 12.800 6.400
711 3 <100 100 <100 <100 <100 <100
12.800 1.600 3.200 800 6.400 3.200
11-11 4 100 <100 <100 100 200 100
6.400 400 800 400 800 6.400
13-11 5 100 12.800 25.600 -51.200 3.200 200 <100
12.800 51.200 204.800 25.600 51.200 12.800
17-11 8 800 3.200 200 <100 400 800
6.400 6.400 6.400 1.600 6.400 6.400

Nota: en negrita el titulo sin tratar frente al mismo serotipo. Homélogos recuadrados.

El tratamiento realizado no llegaba a permitir gaeliminaran todas las reacciones
cruzadas entre serotipos, de forma que los suépesifmunes obtenidos no resultaban
utilizables para llevar a cabo el serotipado casukdiante ELISA.

Se llevaron a cabo otras pruebas de tratamientéoslesueros, incluyendo la
adsorcion con los polisacaridos, el uso de caeljar y otros tratamientos, aunque sin

resolver el problema, por lo que al final se de§exdtia técnica de serotipado capsular.

2.1.1.2.3- Deteccién de los genes capsulares witido técnicas de PCR

Una vez que fue extraido el ADN de todas las cepgeto del estudio, se alicuotd

y se conservé a -20°C hasta su uso.
2.1.1.2.3.1.- Disefio y puesta a punto de la PCRipiil

2.1.1.2.3.1.1.- Cebadorep(imers)

2.1.1.2.3.1.1.1.- Serotipo 1

Se tomo6 como referencia el trabajo de Luehgl, de 2002, en el que se indicaba
que los genes del operéaplson especificos, y las secuencias depositad@eraBank
(U10927 REGION: 18496..18951). Se disefiaron losisiges cebadores mediante el

programeon linePrimer3
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Tamafio de producto
esperado

456 pb

Nombre Secuencia

capl-5’ AAGGGGCGAATTAGATGATG
capl-3’ GAATGAACCTACCGACATAAA

Para llevar a cabo la PCR, inicialmente se emmedézcla de reaccion descrita
por Salasiat al(2004) con ADN extraido de la cepa homodloga, ea es$0, la cepa M de
S. aureusEn esta primera prueba se llevé a cabo un gradde temperaturas y se utilizé
el ADN tal como se extrajo y con una dilucién 1:fp@ra evitar posibles inhibiciones de la
reaccion. El gel resultante se muestra dfola RO5.

1:10
- e WD e v

LK _ s N _ N N R |

gradiente en °C:

52 523 535 55.357.5 60.162.8865.5

Foto RO5. Gel de agarosa al 1% en TBE 0,5x de la PCR frente al serotipo 1.

Como puede observarse, se obtiene una buena respeda cepa M (serotipo 1) a
los cebadores disefiados, con formacion de bandé&sdas las temperaturas empleadas,
tanto con el ADN diluido como sin diluir, no habitn inhibicion de la reaccion.
Seguidamente, se comprobé la especificidad deatzi@n empleando el ADN extraido de
las 6 cepas tipo capsuladas disponibles y se cdrdpaoausencia de reacciones cruzadas,
por lo que se procedidé a buscar cebadores adectradts a los serotipos 5y 8 a fin de
poder desarrollar la PCR multiple.

2.1.1.2.3.1.1.2.- Serotipos 5y 8

En este caso partimos de los cebadores descritd3apasiaet al, en 2004, aunque
las pruebas con los mismos no dieron los resultasiosrados. Posteriormente, teniendo en
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cuenta los estudios de Saual, (1996, 1997) GeneBanknimeros de acceso U73374 y
U81973), en el que se hacia constar la homologia évs operonesap5y cap8 de
manera que el gen G resultaba comun a ambos seratigentras que el gen H era
especifico de serotipo, diseflamos un uniconer 5° comdn a los serotipos 5 y 8
(denominadocap58Q y varios primers 3' que figuran detallados a continuacion en la
Tabla R20.

Tabla R20. Secuencia y otros detalles de los cebadores probados frente a los serotipo capsular 5
y 8 de S. aureus.

. . Ban
ex| Nombre Secuencia Referencia anda
esperada

Serotipo 5
5 | cap5-5 ATGACGATGAGGATAGCG _

Salasiaet al, 2004 880 pb
3’ | cap5-3 CTCGGATAACACCTGTTGC

Este estudio, extremo 5’ comUn a |os

5 |cap58G | TTTGAAGTTCCCTGGTGTCC serotipos 5y 8
3’ | cap5H TGTTGTACGGCTTGGTTGG 616 pb

3" |capSH1 | TTGTTGTACGGCTTGGTTGG | Este estudio, para el serotipo 5, jupto 617 pb

con elcap58G

3 |cap5H2 |ATTGTTGTACGGCTTGGTTGG 618 pb
3’ | cap5H3 GTTGTACGGCTTGGTTGG 615 pb
Serotipo 8
5' |cap8-5 ATGACGATGAGGATAGCG

Salasiaet al, 2004 1147 pb
3’ |cap8-3 CACCTAACATAAGGCAAG
3" |[cap8H | ATCAAACCCACCAGAAAACG 983 pb

con elcap58G
3" | cap8H2 | TGGAACCTTGAATCATTTGC 893 pb

3’ | cap8H3 | TCAAACCCACCAGAAAACG 983 pb

Se comprobd el funcionamiento y rendimiento de $dde cebadores y finalmente
se puso a punto una PCR multiple en la que lositasmfinales de banda y los cebadores

empleados fueron los que figuran el &ébla R21.
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Tabla R21. Cebadores y bandas esperadas en la PCR capsular mdltiple.

Gen Extremo 5’ Extremo 3’ Banda
cap 1 capl-5’ capl-3’ 456 pb
cap 5 capb5H2 618 pb
cap 8 caps8G cap8H1 886 pb

La PCR que se disefid para determinar si las cepaS. cdaureuscapsuladas
pertenecian a los serotipos 1, 5 u 8 permitia enséta reaccion la discriminacion de los
tres serotipos. Ademas, resultaba especifica desliserotipos sin presentar reacciones
cruzadas entre ellos, siendo negativas las cepasdé los serotipos 2 (cepa Smith), 3
(cepa Mardi) y 4 (cepa 7007). Como controles passtise utilizd el ADN extraido de las
cepas tipo capsuladas 8eaureudM (serotipo 1), Reynolds (serotipo 5) y Becker ¢spo
8). Tanto la mezcla de reaccién como el programaeduociclador empleados figuran
detallados en el capitulo de “Material y Métodoksa Foto R06 muestra, a modo de

ejemplo, un gel de agarosa correspondiente a Ipicmes de esta PCR.

(serotipo 3)
(serotipo 8)

cepa Reynolds
cepa Becker

—
=
-
T
£
=
m
-9
a
U

Foto R0O6. Gel de agarosa de la PCR capsular muiltiple.

2.1.1.2.3.1.2.-Resultados de la PCR capsular mulip

Se extrajo el ADN y se realiz6 la PCR de todas dapas deS. aureus
independientemente de la morfologia que presen&sagar blando suer8&%A, puesto
que es un hecho conocido que el mantenimientatro de cepas d&taphylococcuspp.
puede ocasionar la pérdida de la capsula, lo qoeoparia que cepas guevivo fueran
capsuladas aparecieran negativas en la pruebaagnbkgndo suero. Por otro lado, la
presencia de cepas con expresion capsular mininwo@apsuladas) puede dar lugar a

cepas con aspecto compacto en SSA e incluso Essaslumping factor
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Cada cepa fue objeto de analisis mediante PCR ®ahisiones y dias diferentes.
En laTabla R22 siguiente se presentan las cepa$daureugjue resultaron positivas en

la PCR capsular frente a los serotipos 1, 5y 8.

Tabla R22. Cepas positivas a la PCR capsular.

Cepa Identificacion PCR CAPSULAR (Serotipos 1,5y 8
92/002.07 S. aureus Serotipo 8
92/039.02 S. aureus Serotipo 8
92/040.03 S. aureus Serotipo 8
92/040.05 S. aureus Serotipo 8
92/052.08 S. aureus Serotipo 8
92/080.11 S. aureus Serotipo 8
92/216.02 S. aureus Serotipo 8
93/234.02 S. aureus Serotipo 8
93/389.02 S. aureus Serotipo 8
93/406.02 S. aureus Serotipo 8
94/032.00 S. aureus Serotipo 8
94/092.05 S. aureus Serotipo 8
94/177.00 S. aureus Serotipo 8
94/205.02 S. aureus Serotipo 8

S20 S. aureus Serotipo 8

Como se aprecia en la tabla, 15 de las 109 cepSs algreusueron positivas a la
PCR de determinacién capsular, lo que supone ui6%3de las cepas, siendo destacable

que todas pertenecieron al serotipo 8.

2.1.2.-Slime.Deteccion de cepas productorasstime

2.1.2.1.- Método de Christensen

El método de Christensen consiste en la deteccerladformacion deslime
mediante la tincion de las poblaciones bacteriatdeeridas a superficies inertes. En el

ajuste y puesta a punto del método, se utilizéiumeno reducido de cepas seleccionadas.
2.1.2.1.1.- Ajuste y puesta a punto del método

Se comparo la influencia en los resultados deudela de varios medios de cultivo

y colorantes.
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2.1.2.1.1.1.- Influencia del tipo de medio de eultempleado.

Puesto que algunos autores (Hussdial,1991)aconsejan el uso del medio HHW
guimicamente definido como caldo de eleccion pakdeteccion dslimesegun el método
de Christensen, llevamos a cabo su comparaciétefedruso de TSB o BHI. El estudio
comparativo se realizd con las 8 cepas de prudbacgmadas a que se hizo referencia

con anterioridad y que aparecen recogidas &péhdice MO1

2.1.2.1.1.1.1.- Comparacion dalime presente.

Los resultados de las pruebas realizadas condepa& simultaneamente en los tres
caldos, mostraron inequivocamente que la formagésiimeen tubo en el medio HHW,

en caso de aparecer, era considerablemente méasqobempleando cualquiera

Foto RO7 . Detalle del slime producido por la cepa de S. aureus 4C en los medios
HHW,TSB y BHI, , incubacion estatica en tubo de cristal, 48h a 37°C y tincion por
Azul de Toluidina.

de los otros dos caldoBdtos RO7 y R08). En ellos los resultados eran similares entre si,

como ya ha sido referido por Freeneral.en 1989.
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Foto R0O8. Slime producido por las 8 cepas seleccionadas de Staphylococcus sp. En los caldos
HHW, TSB y BHI. Incubacién estatica en tubo de cristal, 48h a 37°C y tincién por azul de toluidina.

2.1.2.1.1.1.2.- Crecimiento de las cepas tipo erdeauno de los caldos de prueba.

Para resolver posibles dudas en relacion con laeinéia de la capacidad de

crecimiento en el medio de cultivo, se llevé a cabastudio comparativo del crecimiento

obtenido en cada uno de los caldos mediante ladaeldi la densidad 6ptica (DO) a las 22

y 46 horas de cultivo en condiciones oOptinieasba R23):

Tabla R23. Absorbancia (DO) de las cepas de prueba sobre los tres caldos recomendados para

efectuar la prueba de Christensen de deteccion de slime.

L, Horas de cultivo s Horas de cultivo
f | Identif [ f | Identif |
ref| Identificacién| caldo 5 > 76 ref | Identificacion | caldo A >3 76

BHI 0,059 1,355 1,350 BHI 0,023 1,466 1,330

93/406.01 - - - 93/241.01 - . :
1C[ s aureus | TSB | 0125 | 1233 [ 1.215]5C| g igermigd TSB | 0059 | 1202 [ 1,201
HHW 0,114 1,571 1,711 HHW 0,053 1,449 1,547
BHI 0,067 1,287 1,368 BHI 0,095 1,222 1,012

92/080.13 - . - 92/066.01 - . .
2C S. aureus TSB 0,144 0,776 0,879 |6C S. epidermidig TSB 0,067 0,846 0,920
HHW 0,134 1,166 1,348 HHW 0,048 0,872 1,262
BHI 0,055 1,414 1,455 BHI 0,066 0,731 1,124

93/234.08 - - - 93/520.01 - : ’
3C S. aureus TSB 0,116 1,290 1,316 | 7C S. xylosus TSB 0,099 0,598 0,806
HHW 0,108 1,621 1,748 HHW 0,106 0,470 0,843
BHI 0,058 1,346 1,373 BHI 0,070 0,654 0,913

93/500 . . . 94/165.01 . . .
4C S. aureus TSB 0,111 0,974 1,025 |8C S. xylosus TSB 0,105 0,498 0,685
HHW 0,118 1,562 1,657 HHW 0,112 0,434 0,667

En la pagina siguiente representamos enGedfico R04 los resultados de

crecimiento de las 8 cepas en los 3 caldos.
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Absorbancia a 450 nm

Absorbancia a 450 nm

Absorbancia a 450 nm
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Gréfico R04 . Curvas de crecimiento de las 8 cepas de prueba.
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Por lo que se refiere a las 4 cepasSdaureussi se promedian las DO de partida
(0,059; 0,124 y 0,118 respectivamente en BHI, TSBHW) con las obtenidas a las 46 h
de incubacion (1,386; 1,108 y 1,616 respectivamengsulta que la mayor diferencia se
obtiene en el caso del caldo HHW (1,498) seguiddBé# (1,327) y en ultimo lugar el
TSB (0,984).

En el caso de las dos cepasdespidermidislos valores medios de partida fueron
respectivamente 0,059; 0,063 y 0,050 y los obtenaltas 46 horas 1,171; 1,010 y 1,409
de lo que resulta que la mayor diferencia en criecita se obtuvo en el caso de HHW
(1,359) seguido del BHI (1,112) y TSB (0,947).

Finalmente, en las dos cepasSiexylosuslos valores medios de partida fueron de
0,068; 0,102 y 0,104, siendo las obtenidas a laso&és de 1,068; 0,745 y 0,755 de lo que
resulta que la mayor diferencia se obtuvo en eb c& BHI (1,000) seguido del HHW
(0,651) y del TSB (0,643). De todo ello se deduse cpn caracter general el medio HHW
es el que permite mayores crecimientos y el TSBéumses, con el matiz de que en el caso
deS. xylosusel BHI supera ampliamente a los demas.

Una vez estudiados los crecimientos en los trefosgbrobados, se comprobd que
la menor formacion dslime sobre el medio HHW no se debia a un menor crentmien
este medio comparandolo con los otros dos, sinoirgpleso, al menos con cepas 8e
aureusy S. epidermidisen este medio se conseguian mayores DO que ertzssdos
caldos empleados. En el casoSlexylosusel peor crecimiento se obtuvo precisamente en
HHW. Consecuencia de todo ello fue la eleccion adtio BHI para el estudio de la
formacion deslimepor el método de Christensen.

2.1.2.1.1.1.3.- Colorante utilizado

Puesto que varios autores han aconsejado empfeegrdes soluciones colorantes
[(Christenseret al(1982): tripan azul; Freemaat al(1989): tripan azul; Hogtt al(1983):
azul alcian; Soutet al(1989): azul alcian o safranina; Hebert (1988)regaha; Chilek y
Simurda(2003): cristal violeta ; Faet al(2005): cristal violeta], para la tincion dgime
formado en las paredes de los tubos, procedimosarobar el uso de los mas frecuentes
comparando la facilidad de lectura visual siéghe formado por las cepas seleccionadas.
Esta prueba sélo tenia por objeto elegir el coteramis adecuado para hacer mas patente
el crecimiento adherido a los tubos de ensayoiltéaasi su lectura.
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Foto R09. Slime producido por 2 de las cepas seleccionadas de S. aureus tefido con cristal
violeta, safranina o tripan azul. Incubacién estatica, tubo plastico, 48h a 37°C .

Los resultados obtenidos se presentan dfota R09 en la que se comparan una
cepa deS. aureugpoco productora (1C) con una méas productoralidee (2C). Segun se
observa, se consigue mayor diferenciacion entrieaansepas mediante el uso de cristal
violeta que empleando cualquiera de los otros dtsantes, siendo elegido por ello en
este procedimiento A partir de este momento, ttakyaloraciones dedlimeen tubo se

realizaron empleando cristal violeta como colorante

2.1.2.1.1.1.4.- Resultados de la formaciéon déme mediante el método de Christensen

Como se ha sefialado, se utilizé caldo BHI y crigi@keta como colorante. Puesto
gue el crecimiento se llevo a cabo en un sistemes#itico, la valoracion de la presencia
deslimese realiz6 en la superficie, pared y fondo debtdé ensayo. En [&abla R24 se
presentan los resultados globales obtenidos. Bt aaljudicado utilizé una escala (0-3) en
funcion de la intensidad observada (ver Materislétodos).
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Tabla R24. Resultados de la deteccion de la formacién de slime con el método de Christensen
(BHI, cristal violeta).

REFERENCIA |  IDENTIFICACION FTEERC e s
superficie| pared | fondo | Total
89/304.00 S. aureus 1 2 1 4
92/002.03 S. aureus 3 2 1 6
92/002.05 S. aureus 3 2 1 6
92/002.06 S. aureus 3 2 1 6
92/002.07 S. aureus 2 2 2 6
92/003.04 S. xylosus 1 0 0 1
92/003.05 S. xylosus 1 1 3 5
92/020.03 S. epidermidis 1 2 3 6
92/021.04 S. aureus 2 2 2 6
92/022.02 |S. hyicusubesghromogenes 1 2 1 4
92/024.01 S. aureus 1 2 2 5
92/024.03 S. aureus 1 2 1 4
92/024.04 S. aureus 1 2 1 4
92/024.05 S. aureus 2 2 2 6
92/025.03 S. epidermidis 2 0 2 4
92/032.01 S. xylosus 2 0 1 3
92/032B S. haemolyticus 0 0 1 1
92/039.01 S. aureus 0 1 1 2
92/039.02 S. aureus 0 0 0 0
92/039.03 S. aureus 0 1 1 2
92/039.05 S. epidermidis 1 0 2 3
92/040.03 S. aureus 0 0 1 1
92/040.05 S. aureus 0 0 1 1
92/040.07 S. xylosus 2 1 3 6
92/042.01 S. aureus 0 0 2 2
92/046.03 S. xylosus 0 0 1 1
92/047.01 S. xylosus 0 1 2 3
92/047.02 S. xylosus 0 1 2 3
92/047.03 S. xylosus 0 0 2 2
92/047.04 S. xylosus 0 1 2 3
92/047.08 S. epidermidis 3 2 2 7
92/047.11 S. epidermidis 0 0 2 2
92/047.14 S. xylosus 2 2 2 6
92/051.01 S. aureus 0 2 2 4
92/051.02 S. aureus 2 2 2 6
92/051.03 S. xylosus 3 1 1 5
92/052.01 S. aureus 3 2 2 7
92/052.02 S. aureus 0 2 2 4
92/052.04 S. aureus 1 2 3 6
92/052.05 S. aureus 3 0 0 3
92/052.06 S. aureus 3 1 2 6
92/052.08 S. aureus 3 2 2 7
92/062.03 S. aureus 1 3 2 6
92/063.01 S. epidermidis 1 3 2 6

153



Resultados

(BHI, cristal violeta) (continuacion).

Tabla R24 . Resultados de la deteccidn de la formacién de slime con el método de Christensen

Puntuaciéon en Christensen

REFERENCIA IDENTIFICACION
superficie| pared | fondo | Total

92/063.04 S. epidermidis 1 3 2 6
92/063.06 S. epidermidis 1 3 3 7
92/063.08 S. epidermidis 1 3 3 7
92/063.10 S. epidermidis 2 0 2 4
92/063.11 S. epidermidis 1 1 3 5
92/063.12 S. epidermidis 3 1 1 5
92/063.13 S. epidermidis 1 2 3 6
92/063.14 S. epidermidis 0 3 3 6
92/063.15 S. epidermidis 1 3 3 7
92/063.16 S. epidermidis 1 3 2 6
92/063.17 S. epidermidis 0 3 3 6
92/063.19 S. epidermidis 1 3 3 7
92/063.23 S. epidermidis 0 3 3 6
92/063.30 S. aureus 3 2 2 7
92/063.31 S. aureus 3 2 0 5

92/066.01(6C) S. epidermidis 3 3 3 9
92/066.02 S. epidermidis 0 2 1 3
92/066.03 S. epidermidis 3 0 1 4
92/066.04 S. epidermidis 3 3 2 8
92/066.05 |S. hyicusubesghromogenes 0 0 2 2
92/066.07 S. epidermidis 1 3 3 7
92/066.08 S. epidermidis 2 2 1 5
92/066.12 S. epidermidis 3 2 2 7
92/066.13 S. epidermidis 1 3 2 6
92/066.14 S. epidermidis 2 2 1 5
92/066.15 S. aureus 0 3 2 5
92/066.16 S. epidermidis 3 0 0 3
92/080.01 S. aureus 3 3 3 9
92/080.02 S. epidermidis 2 3 2 7
92/080.03 | S. hyicusubesghromogenes 0 0 1 1
92/080.05 S. epidermidis 2 3 2 7
92/080.06 S. epidermidis 1 2 1 4
92/080.07 S. epidermidis 1 2 3 6
92/080.08 S. epidermidis 1 2 2 5
92/080.09 S. aureus 1 0 1 2
92/080.10 S. epidermidis 0 1 2 3
92/080.11 S. aureus 2 3 3 8

92/080.13 2C) S. aureus 1 2 2 5
92/080.14 S. epidermidis 1 2 2 5
92/094.05 S. aureus 0 0 2 2
92/094.06 S. xylosus 3 3 3 9
92/101.05 S. epidermidis 2 2 2 6
92/101.08 S. simulans 0 0 0 0
92/140.02 S. epidermidis 0 1 3 4
92/140.09 S. epidermidis 0 2 3 5
92/140.12 S. gallinarum 2 3 3 8
92/140.15 S. hominis 0 3 2 5




Resultados

Tabla R24. Resultados de la deteccion de la formacién de slime con el método de Christensen
(BHI, cristal violeta) (continuacion).

REFERENCIA IDENTIFICACION =R A O HE IS CISEN
superficie| pared |fondo| Total

92/172.05 S. aureus 0 2 2 4
92/172.06 S. aureus 1 0 0 1
92/172.10 S. aureus 2 3 2 7
92/201.01 S. aureus 0 2 2 4
92/201.02 S. aureus 3 2 2 7
92/201.05 S. xylosus 3 0 0 3
92/201.06 S. xylosus 2 2 2 6
92/201.07 S. xylosus 1 0 3 4
92/201.08 S. epidermidis 1 2 2 5
92/201.09 S. xylosus 3 0 0 3
92/204.06 S. aureus 2 2 2 6
92/213.02 S. epidermidis 0 0 1 1
92/213.06 S. epidermidis 2 2 2 6
92/213.07 S. epidermidis 1 1 2 4
92/216.02 S. aureus 0 0 0 0
92/218.01 S. aureus 3 2 2 7
92/225.03 S. epidermidis 1 2 1 4
92/225.06 S. epidermidis 0 0 0 0
92/225.11 S. epidermidis 1 0 0 1
92/225.15 S. epidermidis 0 0 0 0
93/096.01 S. aureus 1 0 0 1
93/098.03 S. epidermidis 1 1 2 4
93/120.02 S. xylosus 0 0 0 0
93/129.02 S. aureus 1 0 0 1
93/160.05 S. xylosus 2 2 2 6
93/172 S. aureus 2 2 1 5
93/215.06 S. simulans 0 0 0 0
93/220.01 S. aureus 1 0 1 2
93/230.02 S. xylosus 2 0 0 2
93/231.cl S. xylosus 3 3 2 8
93/231.c2 S. xylosus 3 2 2 7
93/231.c3 S. aureus 1 2 2 5
93/234.01 S. xylosus 2 0 2 4
93/234.02 S. aureus 2 0 2 4
93/234.03 S. xylosus 0 0 0 0
93/234.04 S. epidermidis 1 1 1 3
93/234.05 S. epidermidis 0 0 0 0
93/234.08 8C) S. aureus 1 0 0 1
93/234.09 S. aureus 1 0 0 1
93/234.11 S. aureus 3 2 3 8
93/234.14 S. epidermidis 1 0 1 2
93/240.01 S. simulans 2 2 1 5
93/240.02 S. epidermidis 1 1 2 4
93/240.03 S. epidermidis 1 2 2 5
93/240.04 S. epidermidis 1 2 2 5
93/240.05 S. epidermidis 1 2 2 5
93/240.06 S. hyicusubesghromogenes 2 2 2 6

155



Resultados

Tabla R24 . Resultados de la deteccion de la formacién de slime con el método de Christensen

(BHI, cristal violeta) (continuacion).

REFERENCIA

IDENTIFICACION

Puntuacion en Christensen

superficie | pared | fondo | Total
93/240.07 S. epidermidis 2 2 3 7
93/241.01 %C) S. epidermidis 0 0 0 0
93/251.02 S. aureus 3 2 3 8
93/251.03 S. aureus 3 2 2 7
93/251.06 S. aureus 1 3 2 6
93/256.01 S. aureus 1 2 3 6
93/256.02 S. aureus 1 3 2 6
93/256.03 S. aureus 1 2 1 4
93/257.02 S. gallinarum 0 0 0 0
93/257.05 S. gallinarum 0 1 1 2
93/273.03 S. xylosus 2 0 1 3
93/273.04 S. epidermidis 2 3 2 7
93/273.05 S. epidermidis 2 2 2 6
93/273.06 S. epidermidis 2 2 2 6
93/281.00 S. xylosus 1 0 1 2
93/281.01 S. epidermidis 1 2 1 4
93/281.02 S. epidermidis 1 1 1 3
93/281.03 S. epidermidis 2 3 2 7
93/281.04 S. epidermidis 1 1 1 3
93/281.12 S. xylosus 3 1 1 5
93/281.13 S. simulans 0 1 0 1
93/281.18 S. hyicusubesghromogenes 1 2 0 3
93/281.19 S. epidermidis 1 1 1 3
93/281.20 S. aureus 1 0 0 1
93/281.21 S. aureus 1 1 1 3
93/283.01 S. aureus 2 1 1 4
93/283.02 S. aureus 1 2 2 5
93/285.02 S. epidermidis 1 1 2 4
93/285.05 S. epidermidis 1 2 2 5
93/285.06 S. gallinarum 1 0 3 4
93/285bis S. aureus 2 3 2 7
93/291.05 S. xylosus 2 1 1 4
93/303.03 S. xylosus 3 3 3 9
93/323.01 S. xylosus 0 1 2 3
93/323.04 S. xylosus 0 1 2 3
93/328.11 S. epidermidis 1 2 1 4
93/328.13 S. haemolyticus 3 1 3 7
93/328.14 S. epidermidis 1 1 3 5
93/354.03 S. epidermidis 0 1 1 2
93/354.06 S. haemolyticus 0 0 3 3
93/389.02 S. aureus 1 3 2 6
93/406.01 1C) S. aureus 0 2 1 3
93/406.02 S. aureus 0 2 1 3
93/406.03 S. aureus 0 2 1 3
93/469.02 S. aureus 2 2 2 6




Resultados

Tabla R24. Resultados de la deteccion de la formacién de slime con el método de Christensen
(BHI, cristal violeta) (continuacion).

REFERENCIA IDENTIFICACION 2 UDIIEEEn En CNTSEseT
Superficie | pared | fondo | Total

93/487.01 S. aureus 1 2 3 6
93/494.01 S. aureus 2 1 3 6
93/494.03 S. xylosus 3 0 2 5
93/500.00 4C) S. aureus 2 2 2 6
93/501.02 S. aureus 3 2 2 7
93/504.03 S. aureus 2 2 2 6
93/506.04 S. epidermidis 2 2 2 6
93/508.00 S. xylosus 1 0 0 1
93/510.03 S. xylosus 1 1 0 2
93/510.04 S. xylosus 2 0 0 2
93/512.01 S. aureus 2 2 2 6
93/520.01 7C) S. xylosus 0 0 2 2
94/023.02 S. epidermidis 1 2 2 5
94/023.03 S. xylosus 3 3 3 9
94/024.01 S. aureus 2 2 2 6
94/024.04 S. xylosus 0 0 1 1
94/025.01 S. xylosus 2 0 2 4
94/025.02 S. xylosus 3 2 3 8
94/025.04 S. epidermidis 1 2 3 6
94/032.00 S. aureus 2 2 2 6
94/034.02 S. aureus 1 2 3 6
94/034.05 S. aureus 1 2 3 6
94/092.04 S. aureus 1 1 1 3
94/092.05 S. aureus 0 2 1 3
94/093.01 S. aureus 0 2 2 4
94/093.02 S. aureus 0 1 2 3
94/108.06 S. xylosus 1 2 3 6
94/114.01 S. gallinarum 1 2 3 6
94/114.02 S. gallinarum 3 3 3 9
94/114.04 S. gallinarum 2 1 3 6
94/143.00 S. aureus 0 0 0 0
94/165.01 8C) S. xylosus 3 2 2 7
94/165.02 S. aureus 1 2 1 4
94/166.02 S. hominis 0 0 3 3
94/174.01 S. gallinarum 2 2 2 6
94/174.02 S. gallinarum 3 2 2 7
94/175.00 S. aureus 1 2 1 4
94/177.00 S. aureus 1 2 2 5
94/205.01 S. aureus 1 2 2 5
94/205.02 S. aureus 2 2 2 6
94/205.03 S. aureus 2 2 2 6
S01 S. aureus 1 0 0 1
S02 S. aureus 1 0 0 1
S03 S. aureus 1 0 0 1
S04 S. aureus 0 0 0 0
S06 S. aureus 0 0 0 0
S07 S. aureus 0 0 0 0
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Tabla R24 . Resultados de la deteccion de la formacién de slime con el método de Christensen
(BHI, cristal violeta) (continuacion).

REFERENCIA IDENTIFICACION ELUTLEEEN o CIHSEIS 2T
superficie | pared | fondo | Total
S08 S. aureus 0 0 0 0
S09 S. aureus 0 0 0 0
S10 S. aureus 0 0 0 0
S12 S. aureus 1 0 0 1
S13 S. aureus 1 0 0 1
S14 S. aureus 1 0 0 1
S15 S. aureus 1 0 0 1
S16 S. aureus 0 0 0 0
S18 S. aureus 0 0 0 0
S19 S. aureus 0 0 0 0
S20 S. aureus 1 0 0 1
S21 S. aureus 0 0 0 0
S22 S. aureus 2 0 0 2
S23 S. aureus 0 0 0 0
S24 S. aureus 0 0 0 0
S25 S. aureus 0 0 0 0
| Puntuaciones parciales superficie pared | fondo
Cepas de O 69 34 44
Cepasde 1 88 95 97
Cepas de 2 51 37 52
Cepas de 3 38 80 53
Puntuaciones totales | > | %
Cepas con 0 25 | 10,2
Cepascon 1l 25 | 10,2
Cepas con 2 18 | 7,3
Cepas con 3 28 114
Cepas con 4 31 | 12,6
Cepas con 5 29 | 11,8
Cepas con 6 52 | 21,1
Cepas con 7 25 10,2
Cepas con 8 7 2,8
Cepas con 9 6 2,4
TOTAL 246 | 246 | 246 | 246] 100
| Cepas con > 5 puntos 90| 36,6

De las 246 cepas estudiadas por este método, tantard0 (un 36,6%) presentan
puntuaciones altas de formacion slene (mas de 5). En |dabla R25 se presentan los
resultados, agrupados por especies, en el casgpdsestime positivas (con una puntuacion

en el método de Christensen de més de 5):
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Tabla R25. Cepas con mas de 5 puntos en el método de Christensen agrupadas por especies.

0
Cgozgl gg la Cepas >5 % en la % en el c/eo s;)sbr>e5
P . ptos Especie total P

especie puntos

S. aureus 109 40 36,7 16,3 44,4

S. epidermidis 73 30 41,1 12,2 33,3

S. xylosus 41 12 29,3 4,9 13,3
S. gallinarum 9 6 66,7 2,4 6,7
S. hyicusubespchromogenes 5 1 20,0 0,4 11
S. haemolyticus 3 1 33,3 0,4 1,1
S. simulans 4 0 0,0 0,0 0,0
S. hominis 2 0 0,0 0,0 0,0

TOTALES 246 90 - 36,6 100,0

S. aureuses la especie mas aislada en este trabajo y Igppsenta, en cifras
absolutas, mas cepas productoras dBme Sin embargo, S. epidermidis
proporcionalmente, presenta mas cepas productersiinte alcanzando un 41,1% de las
cepas frente aB6,7% de las cepas &e aureusLa tercera especie mas aislafaxylosus
resulta tener muchas menos cepas productoras sjdedaanteriores, llegando Unicamente
al 29,3%.

Considerando el total de puntuaciones obtenidas, lake tres especies

predominantes, los resultados fueron los siguigiiigsla R26y el Grafico R05):
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Tabla R26. Detalle de las puntuaciones de formacion de slime de las especies mas frecuentes.

Puntuacion S. aureus S. epidermidis S. xylosus Otros

0 14,7% 5,5% 4,9% 13,0%
1 14,7% 2,7% 9,8% 13,0%
2 6,4% 4,1% 14,6% 8,7%
3 7,3% 11,0% 22,0% 13,0%
4 11,9% 16,4% 9,8% 8,7%
5 8,3% 19,2% 9,8% 8,7%
6 24,8% 21,9% 12,2% 17,4%
7 8,3% 16,4% 4,9% 8,7%
8 2,8% 1,4% 4,9% 4,3%
9 0,9% 1,4% 7,3% 4,3%

100% 100% 100% 100%

Resultados de Christensen por especie

30,0%
9]
8 25,0% &
g —e—S. aureus
S 20,0% - ormid
g —m— S.epidermidis
o 150% \ s S.xylosus
ros
8 5,0% - A
8 0,0% T T T T T T T T T

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Puntuacion por cepa

Gréfico R0O5 . Porcentajes de cepas, por especie, respecto a la produccion de slime.

Finalmente, como se observa e &bla R27, las cepas mas productorasstiene
(puntuaciéon maxima de 9) solamente se obtuvierof especies, con un solo casoSn
aureus S. epidermidis y S. gallinarymmientras que d&. xylosuse obtuvieron 3 cepas
con la maxima puntuacién en producciénstimme lo que no deja de resultar llamativo,
toda vez que ésta fue la especie que presentéreirmémero de cepas productoras de

slime
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Tabla R27. Cepas de maxima puntuacién en la prueba de Christensen.

Puntuacion en la prueba de

REFERENCIA |IDENTIFICACION Christensen
Superficie | Pared | Fondo| Total
92/080.01 S. aureus 3 3 3 9
92/066.01 S. epidermidis 3 3 3 9
94/114.02 S. gallinarum 3 3 3 9
92/094.06 S. xylosus 3 3 3 9
93/303.03 S. xylosus 3 3 3 9
94/023.03 S. xylosus 3 3 3 9

2.1.2.2.- Agar Rojo Congo

Este medio de cultivo fue desarrollado por Freemiaal, en 1989como medio
diferencial para distinguir las cepas de estafitosocoagulasa negativos productores de
slime de origen humano de los no productores, en especigpidermidisy orientado a

cepas relacionadas con la colonizacion de implantes

El método resulta atractivo por su sencillez y pergermite distinguir en cultivos
mixtos colonias productoras y no productoras. Swbargo, en las primeras pruebas
llevadas a cabo con cepas aisladas, se obseryiataian de aislados cuya apariencia
colonial no coincidia con los tipos descritos aragimente por Freemaat al(1989), pese a
que se emplearon cepas productorasslidee (segun determinacion por el método de
Christensen en tubo), por lo que se considerd adoefjar las condiciones éptimas de
empleo del agar Rojo Congo antes de utilizarlotodias las cepas aisladas. A tal efecto se
estudio la influencia de factores relacionadoslaaiaboracion del medio, su composiciéon

y la incubacion.
2.1.2.2.1.-Influencia del origen de las materias pnas

Ya en las primeras pruebas en las que se empletedb, se encontr6 bastante
disparidad entre los datos de adherencia segiétiéca de Christensen en tubo y el uso
del agar Rojo Congo pese a que ambas pruebasrestinendadas para la deteccion de

cepas productoras déme

Puesto que en dichos ensayos preliminares se coneemzieando materias primas
de distinto proveedor al resefiado por los autaespensd que las diferencias que se
observaban podian deberse a ello, por lo que sedida adquirir las materias primas

originales y comprobar la diferencia que podiaisulg) empleo de unas u otras.
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En esta prueba se elabor6 el agar rojo congo ceonngosicion descrita por los

autores (Freemaat al, 1989) pero en un caso se utilizaron las matgnasas de los

proveedores indicados en la cita (“Rojo Congo C&siRCC) y alternativamente se

utilizé los proveeedores que normalmente veniamogpleando en

preliminares (“Rojo Congo”, RC) tal como se detalleontinuaciénTabla R28):

Tabla R28. Composicion de los agares Rojo Congo.

los estudios

Rojo Congo Clasico Rojo Congo litro
(RCC) (RC) 9
BHI Broth (Oxoid) Caldo Infusion Cerebro-CorazémqRadisa) 37
Agar n°1 (Oxoid) Agar industrial (Pronadisa) 10
Sacarosa (Fluka) 50
Rojo Congo (Merck) 0,8

En el estudio comparativo se utilizaron las 8 cegmapleadas en ensayos anteriores

como cepas de prueba y se anoté la aparienciaiabbotas 24 y 48 horas de incubacion
(Tabla R29y Foto R10):

Tabla R29. Aspecto colonial sobre agar Rojo Congo de cepas de Staphylococcus segun las

materias primas utilizadas en la elaboracién del medio.

24 horas a 37°Cy 2
Cadigo Referencia Identificacion 24 horas a 37°C horas a 22°Cy
RCC RC RCC RC
1C 93/406.01 S. aureus RBL- RBL- RBL- RBL-
2C 92/080.13 S. aureus RBL- cNSL RBL- NSL-
3C 93/234.08 S. aureus RBL- RBL- RBL- MSL-
4C 93/500 S. aureus RBL- RBL- RBL- NBL-
5C 93/241.01 S. epidermidis RBL- RBL- RBL- RSL-
6C 92/066.01 S. epidermidis RBL- RBL- RBL- NBL-
7C 93/520.01 S. xylosus SC RBL-(d)| RBL-(d) RBL-
8C 94/165.01 S. xylosus SC cNBL- RBL- NBL-

Clave: color-superficie-aspecto.

Color:_ Rojo, Negro, centro Negro, Marron. Superficie:  Brillante, Satinada. Aspecto: rugoso, Liso.

Precipitado: + presencia, - ausencia. (d) crecimiento débil. SC=sin crecimiento

En gris aparecen resaltados los cambios respecto al medio de Rojo Congo normal (RC) en el Rojo Congo

Clasico (RCC).
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Foto R10. Aspecto a las 48 horas de incubacion de la cepa de S.aureus 92/080.13 (2C) sembrada
en agar Rojo Congo clasico (izquierda) o normal (derecha). En ambos casos con colorante al
0,08%.

Como resultado, puede resumirse que las cepas:

- crecian mejor en el medio RC; de hecho, a ldso2ds alguna especi8.(xylosup
no crecia en el RCC.

-la caracteristica diferencial del medio se aptecieon mayor nitidez en el medio
RC.

Como conclusion el hallazgo de aspectos coloniditgentes de los descritos
originalmente para agar Rojo Congo no se debe eomaposicion del mismo, sino
probablemente a las propias caracteristicas deejsss empleadas, puesto que en el caso
de Freemanet al. (1989) se emplearon cepas humanas. Sin embargogyoes
tranquilizadora la gran influencia que las matepaisnas utilizadas ejercen sobre las
propiedades diferenciales del medio, lo que obhg&ener cepas control positivas y
negativas alimeantes de adoptar cualquier decision al respecto.

2.1.2.2.2.- Influencia de tiempo y temperatura dencubacion

Otro aspecto que se investigd como posible causa diéerencia encontrada en la
descripcion original (Freemaet al, 1989) fue la posible influencia del tiempo y la
temperatura de incubacion, aspectos importantegigeaciertas especies de las aisladas se

mostraron con crecimiento lento o débil a las Zdéas¢especialment§, xylosus

Se compard el aspecto colonial de una serie deasqlas cepas de prueba y otras
cepas seleccionadas al azar entre los aisladopy@esle una incubacion inicial a 37°C
durante 24 horas y después de prolongar la incbibbagiras 24 horas a temperatura

ambiente (indicada como 22°C). Enlabla R30 se recogen las variaciones en el aspecto
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de las colonias. Como medio de cultivo se utiligaraRojo Congo con el colorante rojo

congo al 0,08% esterilizado con el medio (medio.RC)

Tabla R30. Influencia del tiempo y temperatura de incubacion en la apariencia colonial.

., 24 horas a 37°Cy 2
Ref Identificacion 24 horas a 37°C horas a 22°C
93/406.01 (1C) S. aureus RBL- RBL-
92/080.13 (2C) S. aureus cNSL NSL-
93/234.08 (3C) S. aureus RBL- MSL-
93/500 (4C) S. aureus RBL- NBL-
93/241.01 (5C) S. epidermidis RBL- RSL-
92/066.01 (6C) S. epidermidis RBL- NBL-
93/520.01 (7C) S. xylosus RBL-(d) RBL-
94/165.01 (8C) S. xylosus cNBL-(d) NBL-
89/304 S. aureus RBL RBL
92/002.03 S. aureus VML VML
92/003.04 S. xylosus RBL RBL
92/020.03 S. epidermidis RBL RML
92/051.01 S. aureus RBL RSL
92/052.02 S. aureus RBL VBR
92/052.05 S. aureus RBL RBL
92/062.03 S.aureus RBL MML
92/063.12 S. epidermidis RBL RBL
92/063.30 S. aureus cNMR NMR
92/066.12 S. epidermidis RBL RBL
92/094.06 S. xylosus RBL RBL
92/172.10 S. aureus rBL rBL
93/231C.02 S. xylosus RBL (d) RBL
93/273.04 S. epidermidis RBL RBL
93/273.06 S. epidermidis RML RBR
93/281.21 S. aureus RBL RBL
93/285 his S. aureus RBL RBL
93/303.03 S. xylosus RML MML

Clave: Color-superficie-aspecto. ColdRojo, rosa,Negro,VariantescentroNegro,Marrén._Superficie:
Brillante, SatinadaM ate. AspectoRugoso L iso. (d): crecimiento débil.
las diferencias aparecen sombreadas.

Como resultado del estudio se observé que:

-el desarrollo de algunas cepas era débil a ldseas, aunque se desarrollan bien a

las 48 horas.

-se producia variacion en ciertos aspectos de Hotagia colonial, como el color
o el aspecto de la superficie si se prolongabadabiacion, lo que determinaba que en
algunos casos se pudieran diferenciar, en el masiado, colonias con aspecto diferente

(variantes coloniales).

Como conclusioén, la prolongacion del tiempo de l@mion favorecia el caracter

diferencial del medio.
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2.1.2.2.3.-Influencia del modo de esterilizacion teolorante

En ciertos casos, los colorantes se ven afectamtda psterilizacion térmica o bien

al ser esterilizados por calor junto con otros congmtes del medio (Anénimo, 1984).

En este estudio comparamos el efecto de la estaiiin por calor del colorante
por separado o simultaneamente con el resto dmtponentes del agar Rojo Congo (con
un 0,08% de colorante) asi como la esterilizacwnfiiracion y la adicion sobre el medio
previamente esterilizado por calor empleando 18&sepas de prueba habitualmente

utilizadas por nosotros y una serie de cepds. deireuslegidas al azar.

Los resultados obtenidos se presentan dialda R31

Tabla R31. Influencia del modo de esterilizacion del colorante Rojo Congo en el aspecto de las
colonias de algunas cepas de Staphylococcus sp.

Método de esterilizacion del colorante
Cepa Identificacion con el medio por separado poilfracion

93/406.01 (1C) S. aureus RBL- RBL+ RBL+
92/080.13 (2C) S. aureus RBL- cNBL+ cNBL-
93/234.08 (3C) S. aureus RSL- RSL+ MSL+
93/500 (4C) S. aureus RBL- RBL+ cNBL-
93/241.01 (5C)| S. epidermidis RSL- RSL+ RSL+
92/066.01 (6C)| S. epidermidis RBL- cNSL- RBL-
93/520.01 (7C) S. xylosus RBL- MSL- MSL-
94/165.01 (8C) S. xylosus CNSL- NSL+ NSL+
S01 S. aureus cNBLd RBL+ cNBLd

S02 S. aureus RBL- RBL+ MBL-

S03 S. aureus cNBLd RBL+ cNBLd
S04 S. aureus cNBL+ MSL+ MSL+d
S06 S. aureus NMr+ MSL+ MSL+d

S07 S. aureus CNBL- CNBL+ CNBL-
S08 S. aureus cNBLd RSL+ cNBLd

S15 S. aureus RSL- RSL+ MBL-

S16 S. aureus NLB- NLB- NLB-

Clave: Color-Superficie-Aspecto-Precipitado.
Color: Rojo, Negro, centro Negro, Marrén. Superficie: Brillante, Satinada, Mate. Aspecto: Rugoso, Liso.
Precipitado: + Presencia, - Ausencia, d Presencia Débil.
En gris aparecen resaltados los cambios respecto al medio con el colorante incluido antes de autoclavar.
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Concluida la prueba, se observé la maxima difeeepaire cepas productoras de
slimeo no, en el caso de que el colorante se sometigedamiento del autoclave separado
del medio y se afadiera después. Sin embargo, gudprobarse que la mayor parte de
estas diferencias se debian a la presencia de magtdad de precipitado oscuro en el
medio (Foto R11), hecho no descrito antes (Freezhah 1989).

Foto R11 . Precipitado en agar Rojo Congo.

El Unico caso en el que se observo entre estas ceamorfologia colonial como
la descrita clasicamente en el caso de cepas foramdeslime (cepa S06) se produjo con
el medio en el que el colorante se esterilizabautoclave conjuntamente con el medio de

cultivo.

Como conclusion, el procesado por separado dekaul no suponia ninguna

ventaja discriminativa, aunque si influia en ele&$p del crecimiento conseguido.
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2.1.2.2.4.- Influencia del aumento de la concentrebm de CINa sobre la

morfologia colonial en agar Rojo Congo.

Se compard el aspecto de las colonias de las tippasn medio rojo congo con un

0,08% del colorante con (RCS) o sin (RCC) la adicile un 3% de CINa. La

incorporacion de esta concentracion de CINa ha dekzrita como favorecedora de la

produccion de polisacaridos, al menos en el cas®. @eireugSompolinskyet al, 1985).

Como en el caso anterior, las placas se incubaB¥?@ durante 24 horas y las siguientes

24 horas a 22°C. Los resultados se presentanTabla R32

Tabla R32. Influencia de la adicion de CINa al medio agardR@pngo en el

aspecto de las colonias de varias cepas.

Datos de superficie COMPARATIVA
Cdod. | Referencia Identificacion §SA Christensen RCC RCS
(capsula) (adh)

1C 93/406.01 S. aureus + - RBL RBL
2C 92/080.13 S. aureus + + NSL MSL
3C 93/234.08 S. aureus - - RSL MSL
4C 93/500 S. aureus - + NSL RBL
5C 93/241.01 S. epidermidis NP - cRSL RBL
6C 92/066.01 S. epidermidis NP + NBL MML
7C 93/520.01 S. xylosus NP - RSL MML
8C 94/165.01 S. xylosus NP + NSL MML

Clave: color-superficie-aspecto.
Color: Rojo, centro Rojizo, Negro, Marrén. Superficie: Brillante, Satinada, Mate. Aspecto: Liso.
En gris aparecen resaltados los cambios respecto al medio RCC. NP: No Procede.

Como se describe en esta comparativa y contrari@meerio esperado segun lo
descrito por Sompolinskgt al. (1985), la adicién de CINa hace que la aparieccianial
se transforme hacia un “fenotipo” menos asociatib@oduccion deslime lo que puede
deberse a una menor produccién real del mismeoem dique la apariencia sobre el medio
con mas cantidad de CINa varie con respecto alametimal Foto R12). Por otra parte,
hay que recordar que los caldos BHI incluyen ya progoorcion del 0,5% de CINa por

litro de medio completo.
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Foto R12 . Aspecto a las 24 horas de incubacion de la cepa de S.aureus 92/080.13 (2C) sembrada
en agar Rojo Congo al 0,08% sin (izquierda) o con (derecha) la adicién de un 3% de CINa.
En resumen, la adiciéon de CINa al agar Rojo Conganeejora la respuesta del

mismo como medio diferencial.

2.1.2.2.5.- Influencia del contenido en colorante dfo Congo y de la
incubacién

La disponibilidad comercial de Rojo Congo variarigmeza entre el 50 y el 75%;
en consecuencia, el uso de un tipo u otro propeacima concentracion en el medio final
del 0,08 6 0,12%, segun el caso. Freemtnl(1989) no aportan este dato, por lo que

parecio conveniente esclarecer su influencia easeiltado final.

Para la prueba se emplearon 19 cepas; las 8 cegasieba y 11 cepas elegidas al
azar. En este caso se combind la observacion defoeflue se producia modificando la
proporcion de colorante y la incubacion.
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Foto R13. Aspecto a las 48 horas de incubacion de la cepa Mardi de S.aureus sembrada en agar
Rojo Congo con un 0,08% (izquierda) o un 0,12% (derecha) de colorante.

Tal como era esperable, esta modificacidn influsgsticamente en la apariencia de
las colonias que se obtuvierdfofo R13), tal como se refleja en Teabla R33,

Tabla R33. Influencia de las condiciones de incubacion y de la proporcion de colorante en los
resultados de la prueba del agar Rojo Congo.

Referencia Identificacion 24 horas a 37°C24 horas a 37°C y 24 horas a 22°C
0,08 9%|0,12 % 0,08 % 0,12 %
92/002.07 S. aureus RSr- | NSr- VSr- NSr-
92/047.08 S. aureus cNSL-| NSL- VSL- VSL-
92/66.01 6C) S. epidermidis RBL- | RBL- RBL- NBL-
92/80.13 2C) S. aureus RBL- | cNSL- RSL- cNBL-
92/218.01 S. aureus RBL- | NSL- VSL- NSL-
93/234.8 8C) S. aureus RSL- | MSL+ RSL- RSL+
93/240.01 S. epidermidis RBL- | RBL- RBL- RBL-
93/241.01%C) S. epidermidis RBL- | RBL- RSL- RSL+
93/251.02 S. epidermidis NSr- | NSr- NSr- NSr-
93/251.03 S. epidermidis NSr- - NSr- NSr-
93/406.1 LC) S. aureus RBL- | RBL- RBL- RBL-
93/500 4C) S. aureus MSL- | MSL- MSL- cNSL-
93/520.01 7C) S. xylosus (d) (d) RSL- RBL-
94/025.02 | S. hyicusubespchromogenes RSL- | RSL- RSL- RSL-
94/165.01 8C) S. xylosus RSL- | RSL- RBL- NSL-
Smith S. aureus NSL- | NSL- NSL- NSL-
Mardi S. aureus RSR- | MSR- RSR- NSR-
7007 S. aureus NSR- | NSR- NSR- NSR-

Clave: Color-Superficie-Aspecto. Color: Rojo, centro Rojizo, Negro, centro Negro, Marron. Superficie:
Brillante, Satinada. Aspecto: Rugoso, Liso. En gris resaltados los cambios respecto a la incubacién de 24
horas. (d): crecimiento débil.
El efecto observado tras aumentar la concentragencolorante, el tiempo de
incubacién o ambos fue la intensificacion del calerlas colonias en el caso de aquellas
que finalmente presentaron un color negro, mienf@s la mayoria de las cepas no

formadoras dslimeno vieron modificadas las caracteristicas colorialeor tanto, tras el
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analisis de los datos obtenidos en estas pruethaptaanos la decision de que las pruebas
con el agar Rojo Congo se efectuarian con una pridpodel colorante empleado por
nosotros del 0,12%, incubando las placas duranterss.

2.1.2.2.6.- Resultados del agar Rojo Congo

Los resultados de las pruebas con el agar Rojo cCealyre las 246 cepas se presentan
resumidos a continuacion enTlabla R34.

Tabla R34. Resumen de los resultados sobre agar Rojo Congo.

Caracteristica (Cepas positivas % sobre el total
Color
Rojas 182 74,0
Negras 30 12,2
Variantes 13 5,3
Grises 14 57
Marrones 7 2,8
TOTAL 246 100,0
Superficie
Brillante 150 61,0
Satinada 31 12,6
Mate 63 25,6
Variantes 2 0,8
TOTAL 246 100,0
Aspecto
Rugoso 35 14,2
Liso 205 83,3
Intermedio 5 2,0
Variantes 1 0,4
TOTAL 246 100,0
Precipitado
Presencia 209 85,0
Ausencia 37 15,0
TOTAL 246 100,0

Tal como se aprecia, teniendo en cuenta que laipeisn inicial de las colonias de
cepas productoras ddime suponia que debian ser colonias negras, mates‘gsgecto
cristalino” (superficie rugosa), no existia coireridia entre los porcentajes de aparicion de
estos factores. Sin embargo, si nos cefiimos sdalolat de la colonia como indicador de

produccion deslime comparandolo con la prueba de Christensen, ssg@ncuentra una
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cierta similitud entre las cepas productoras sdg(prueba en tubo (con una puntuacion
mayor de 5) y las cepas que presentan coloniaslderegro en el agar Rojo Congo.

La distribucion por especies de las cepas que mig@sen color diferente del rojo y

que, por tanto, podrian ser productoraslaeefigura en laTabla R35.

Tabla R35. Distribucién de la aparicién de colonias de color diferente al rojo en agar Rojo Congo.

Total Negras Grises Marrones (?0” Total no rojas
cepas variantes

S. aureus 109 20 7 3 11 41 (37,61 %

S. epidermidis 73 1 3 1 1 6 (8,21 %)
S. gallinarum 9 0 2 2 0 4 (44,44 %)
S. haemolyticus 3 0 1 0 0 1 (33,33 %)
S. hyicusubesghromogenes 5 0 0 0 0 0 (0,00 %)
S. hominis 2 1 0 0 0 1 (50,00%)
S. simulans 4 1 0 0 0 1 (25,00 %)
S. xylosus 41 7 1 1 1 10 (24,39 %
Totales 246 30 14 7 13 64 (26,01 %)

En estos resultados resulta destacable la bajisepr@sentacion de cepas 8e
epidermidiscon colonias de color diferente del rojo y que, plbo, pudiera suponerse
productoras dslime representando tan sélo un 8,21% de los aisladassth especie, lo

gue destaca frente al 37,61%3leaureus
2.1.3.- Hidrofobicidad. Medida de la hidrofobicidad

La hidrofobicidad de la superficie bacteriana sepbatulado como un posible
factor de virulencia ya que de ella depende laadfitéa debida a fuerzas electrostéticas de
la bacteria a las superficies vivas o inertes. tErigdisponibles varios métodos para
determinar la hidrofobicidad de la superficie beatea y en este trabajo se probaron los

métodos que conllevan la utilizacion getileno y el hexadecano.

171



Resultados

2.1.3.1.- Puesta a punto de la determinacion de lhidrofobicidad

mediante el uso de-xileno y hexadecano

Existen referencias en la bibliografia consultaddadexistencia de ciertos factores
que influencian la ejecucion de estas pruebaslgpque realizamos una serie de ensayos

previos para determinar dicho influjo y establdasrcondiciones de partida.
2.1.3.1.1.- Comprobacion de la influencia del métadde cultivo.

Se ensayaron varias condiciones de cultivo difesent
2.1.3.1.1.1.- Pruebas preliminares desde el cu#tivoaldo BHI de 24 horas

Puesto que las cepas se habian subcultivado einmimimero de pases desde su
aislamiento, se consideraron convenientes parat8adas en esta prueba. Por tanto,
comenzamos a realizar las pruebas de puesta a garltbtécnica partiendo de la cepa
congelada que se cultivaba en BHI a 37°C duranteods en estético y luego se mezcld

en distintas proporciones cprxileno:
- 1:1.Esta prueba se efectu6 con 115 cepas.

- 1:6 (0,25 ml + 1,50 ml de suspensida3¥ta prueba se efectu6é con 32 cepas.

- 1:4 (0,25 ml + 1,00 ml de suspensida3¥ta prueba se efectu6é con 18 cepas.

En cualquiera de las pruebas las cepas mostra@laihidrofobicidad inferior al
40%, por lo que en teoria todas eran hidrofili€asho de otro modo, si se cultivaban las
cepas durante 24 horas en BHI no se obtenian adssltde hidrofobicidad aceptables
aunque se partiera de las cepas originales maateoahgeladas.

2.1.3.1.1.2.- Pruebas preliminares desde el cu#tivoaldo BHI de 48 horas

Se llevo a cabo una prueba con 12 cepas para cbarpgue las incubaciones
prolongadas suelen empeorar los resultados defbimicalad. Los resultados obtenidos

confirmaron efectivamente esta sospecha.

2.1.3.1.1.3.- Pruebas comparativas entre el ugs»dleno y hexadecano en
BHI
En este punto del estudio, se planted la duda eleusio dep-xileno era la causa de

la no obtencién de resultados apropiados en ladaedi hidrofobicidad, por lo que se

realizd una ultima prueba comparando el usp-gieno y de hexadecano para determinar
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esta caracteristica. Para ello, se partié para@soade una suspension Unica inicial, parte

de la cual fue empleada con cada uno de los corgsuelsos resultados obtenidos

aparecen en [dabla R36.

Tabla R36. Comparativa entre las pruebas de p-xileno y hexadecano.

DO fase acuosa
Cepa Inicial Final Hidrofobicidad
Ref. Identificacion xileno |[hexadecanp xileno hexadecang xileno hexadecang

92/201.08 S. epidermidis| 1,689 1,581 1,574 1,506 6,8 4,7
92/201.09 S. xylosus 1,746 1,827 1,768 1,818 -1,3 0,5
92/204.06 S. aureus 1,807 2,059 1,810 2,035 -0,2 1,2
92/213.02| S. epidermidis| 1,755 1,722 1,750 1,706 0,3 0,9
92/213.06| S. epidermidis| 1,748 1,794 1,733 1,764 0,9 1,7
92/213.07| S. epidermidis| 1,771 1,811 1,782 1,791 -0,6 11
92/216.02 S.aureus 1,659 1,987 1,644 1,969 0,9 0,9
92/218.01 S.aureus 1,525 1,850 1,512 1,807 0,9 2,3
92/225.03| S. epidermidis| 1,695 1,874 1,695 1,817 0,0 3,0
92/225.06| S. epidermidis| 1,749 1,793 1,744 1,712 0,3 4,5
92/225.11] S. epidermidis| 1,764 1,978 1,815 1,912 -2,9 3,3
92/225.15 S. epidermidis| 1,772 1,687 1,765 1,627 0,4 3,6
93/096.01 S.aureus 1,555 2,075 1,538 2,029 1,1 2,2
93/098.03| S. epidermidis| 1,711 1,816 1,710 1,758 0,1 3,2
93/120.02 S. xylosus 1,687 1,694 1,690 1,623 -0,2 4,2
93/160.05 S. xylosus 1,721 1,629 1,740 1,533 -1,1 59
93/172 S. aureus 1,852 1,771 1,850 1,710 0,1 3,4
93/215.06/ S. simulans 1,609 1,984 1,611 1,910 -0,1 3,7
93/220.01 S. aureus 1,813 1,765 1,801 1,695 0,7 4,0

Observando los resultados, se dedujo que, pesganeruque las cepas eran

adecuadas para estudiar su hidrofobicidad en BHprdlongacion del cultivo en caldo

empeoraba la situacion y que el hexadecano paceniportarse mas favorablemente que
el pxileno a la hora de efectuar las determinacion@s,qye se conseguian menos

resultados negativos .
2.1.3.1.1.4.- Influencia del doble pase previo garaColumbia sangre y
prueba comparativa entre el usopddleno y hexadecano.

Por tanto, se procedié a comprobar el efecto deutikar las cepas antes de
realizar las determinaciones de hidrofobicidadydielo a cabo un doble pase (dos

subcultivos de 24 horas) de las cepas en agar @@usangre antes de lavarlas en PBS y

realizar la determinacion. Esta prueba se llewal@ sobre 24 cepas escogidas al azar
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(Tabla R37). El resultado fue un claro aumento de los valaedidrofobicidad en las

cepas estudiadas.

Tabla R37. Prueba comparativa de la determinacion de la hidrofobicidad mediante el uso de
hexadecano o p-xileno en cepas sometidas a dos pases en agar Columbia sangre.

DO fase acuosa . -
Cepa Identificacion Inicial Final Hidrofobicidad
p-xileno | hexadecano| p-xileno | hexadecang p-xileno | hexadecana
92/201.2 S. aureus 0,551 0,551 0,048 0,309 91,3 43,9
92/201.5 S. xylosus 0,611 0,583 0,093 0,271 84,8 53,5
93/230.2 S. xylosus 1,111 1,132 0,599 0,974 46,1 14,0
93/231.cl S. xylosus 1,524 1,523 1,111 1,441 27,1 54
93/231.c2 S. xylosus 1,526 1,529 0,868 1,337 43,1 12,6
93/234.11 S. aureus 1,369 1,650 1,170 1,566 14,5 51
93/234.14| S. epidermidis| 0,862 0,859 0,323 0,702 62,5 18,3
93/240.1 S. simulans 1,436 1,445 1,354 1,428 5,7 1,2
93/240.2 | S. epidermidis| 0,885 0,901 0,454 0,738 48,7 18,1
93/240.3| S. epidermidis| 0,952 1,304 0,278 0,680 70,8 47,9
93/240.4 | S. epidermidis| 0,733 0,715 0,216 0,624 70,5 12,7
93/240.5| S. epidermidis| 1,273 1,324 0,700 1,129 45,0 14,7
S. hyicusubesp
93/240.6 chromogenes 0,666 0,683 0,216 0,498 67,6 27,1
93/240.7 | S. epidermidis| 0,973 0,960 0,464 0,788 52,3 17,9
93/241.1| S. epidermidis| 0,896 0,897 0,734 0,879 18,1 2,0
93/251.2 S. aureus 0,742 0,743 0,527 0,749 29,0 -0,8
93/251.3 S. aureus 1,403 1,403 0,887 1,261 36,8 10,1
93/251.6 S. aureus 1,505 1,491 0,995 1,371 33,9 8,0
93/281.3| S. epidermidis| 0,385 0,395 0,052 0,229 86,5 42,0
93/281.4| S. epidermidis| 1,260 1,390 1,072 1,353 14,9 2,7
93/281.12 S. xylosus 1,294 1,302 1,127 1,264 12,9 2,9
93/281.13| S. simulans 1,413 1,498 0,981 1,441 30,6 3,8
93/281.18| S Nyicusubesp 4 55 1,351 1,301 1,302 3,6 3,6
chromogenes
93/281.19| S. epidermidis| 0,897 0,887 0,302 0,716 66,3 19,3

p-xileno cepa: hidrofébica , intermedia.

hexadecano, hidrofobicidad: fuerte , moderada .

2.1.3.1.1.5.- Prueba comparativa de la utilizacdéhp-xileno con o sin pase

de las cepas en agar Columbia sangre.

Puesto que los resultados obtenidos en el apasatdwior contradecian los que

habian sido obtenidos previamente, se procediévarlla cabo el pase de una serie de

cepas en agar Columbia sangre para comparar astgeresultados con los obtenidos

con las mismas cepas sin haber sido sometidas es.phss resultados obtenidos se

recogen en |dabla R38.
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Tabla R38. Comparacion de la determinacion de la hidrofobicidad usando p-xileno en cepas
sometidas o no a 2 pases en agar Columbia sangre.

o

Ref. Identificacion ' DO inicial . DO final Hiqlrofobicidad

Sin pase Con pase| Sin pase Con page Sin pase Cosep
93/281.20 S. aureus 1,756 1,938 1,794 1,629 -2,2 15,9
93/281.21 S. aureus 1,747 1,785 1,772 1,499 -1,4 16,0
93/283.01 S. aureus 1,714 1,510 1,693 1,196 1,2 20,8
93/283.02 S. aureus 1,958 1,557 1,986 1,354 -1,4 13,0
93/285.02 | S. epidermidis 1,599 1,336 1,647 0,967 -3,0 27,6
93/285.05| S. epidermidis 1,651 1,770 1,677 1,539 -1,6 13,1
93/285.06 | S. gallinarum 1,408 1,932 1,417 1,747 -0,6 9,6
93/285bis S. aureus 1,870 2,020 1,884 1,824 -0,7 9,7
93/291.05 S. xylosus 0,982 2,055 1,136 2,021 -15,7 1,7
93/303.03 S. xylosus 2,085 1,832 2,096 1,559 -0,5 14,9
93/323.01 S. xylosus 1,582 2,056 1,653 1,996 -4,5 2,9
93/323.04 S. xylosus 1,432 1,951 1,469 1,703 -2,6 12,7
93/328.11| S. epidermidis 1,649 1,302 1,676 1,139 -1,6 12,5
93/328.13 | S. haemolyticus 1,663 1,467 1,758 0,662 -5,7 54,9
93/328.14 | S. epidermidis 1,563 1,395 1,597 0,834 -2,2 40,2
93/354.03 | S. epidermidis 1,603 1,729 1,661 1,401 -3,6 19,0
93/354.06 | S. haemolyticus 1,626 1,395 1,678 0,886 -3,2 36,5
93/389.02 S. aureus 2,000 1,992 2,027 1,735 -1,4 12,9
93/406.01 S. aureus 1,725 1,664 1,764 1,267 -2,3 23,9
93/406.02 S. aureus 1,708 1,801 1,737 1,426 -1,7 20,8
93/406.03 S. aureus 1,761 1,708 1,814 1,353 -3,0 20,8
93/469.02 S. aureus 2,107 1,967 2,113 1,639 -0,3 16,7
93/487.01 S. aureus 2,046 1,838 2,038 1,312 0,4 28,6
93/494.01 S. aureus 1,885 1,889 1,921 1,592 -1,9 15,7

Leyenda: hidrofobicidad intermedia.

De su andlisis, se aprecia claramente el efecteadaupor el pase de las cepas en

agar Columbia sangre. Este rejuvenecimiento declddvos parece que produce la

variacion de sus propiedades de superficie por ue, grobablemente, resulten mas

proximas a cOmo se manifiestan en condiciones alatir

2.1.3.2.- Calculo de la hidrofobicidad mediante elso de p-xileno y

hexadecano

Resuelta la incognita de la influencia de la edadadcepa de prueba y una vez

pasada 2 veces por agar Columbia sangre, se parti@a Unica suspension bacteriana de

partida para comparar el uso de ambos productos.

En laTabla R39 se muestra el resumen de los datos obtenidos .
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Tabla R39. Resultados por especie de la medida de la hidrofobicidad con p-xileno o hexadecano
en la prueba comparada tras un doble pase en agar Columbia sangre.

Prueba de hidrofobicidad
p- xileno hexadecano
Hidréfobas| Intermedias Total Hidréfobas| Intermedias Total

S aureus 19 34 53 9 28 37
(17,4 %) (31,2%) (48,6%) (8,3 %) (25,7%) (33,9%)

S. epidermidis 4 16 2 2 20 =
(5,5 %) (21,9 %) (27,4%) (2,7 %) (27,4%) (30,1%)

S. xylosus 2 4 © 0 1 1
(4,9 %) (9,8 %) (14,6%) (0,0 %) (2,4 %) (2,4%)

S. haemolyticus 0 1 1 0 1 1
(0,0 %) (33,3 %) (33,3%) (0,0 %) (33,3 %) (33,3%)

S. hominis 0 0 g 0 0 o
(0,0 %) (0,0 %) (0,0%) (0,0 %) (0,0 %) (0,0%)

S. hyicusubesp. 0 2 2 0 2 2
chromogenes (0,0 %) (40,0 %) (40,0%) (0,0 %) (40,0 %) (40,0%)

S. simulans 0 0 g 0 0 o
(0,0 %) (0,0 %) (0,0%) (0,0 %) (0,0 %) (0,0%)

S. gallinarum 3 2 & 3 0 <
(33,3 %) (22,2 %) (55,6%) (33,3%) (0,0 %) (33,3%)

Totales 28 69 97 14 52 66
(11,4 %) (28,0 %) (39,4%) (5,7 %) (22,1 %) (26,8%)

Los datos de hidrofobicidad de las cepas obteradnop-xileno y hexadecano en la
prueba realizada en paralelo no fueron coincidenteeg$orma que con el primer producto
aparecen mas cepas con caracter hidrofébico quelowse emplea el hexadecano. En el
Gréfico R06 puede observarse no sélo la diferencia entre angdos que también se
aprecia que la respuesta a la utilizacion de usiwauproducto no parece ser homogénea en
todas las especies estudiadas, sino que algundanegroporcionalmente mas hidréfobas,

segun el producto utilizado.
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Gréfico R06 . Respuesta de cada especie de Staphylococcus a la prueba de hidrofobicidad con p-
xileno o con hexadecano.

Considerando las especies mas frecuentes, parecgiesda prueba cop-xileno
detecta mayor hidrofobicidad €h aureusy S. xylosusmientras que con hexadecano se

observan mas cepas hidrofobicas en la esjge@pidermidis
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2.1.4.- Determinacién de la presencia de genesadtres de
superficie

Como se expone en el capitulo de “Material y Méstdia deteccidén del conjunto
de 10 genes de factores de adherencia se llevbaautdizando 4 mezclas multiples de

PCR. En las fotos que siguen se incluyen, a modejetaplo, geles de cada una de las
cuatro PCR multiples:

'-:ﬂﬂﬂ:ﬂ:g - S
[
——
-
- v . - - #he 495 ph
-— Laad H-EEEH--EIEﬁﬂfJb
P e hap 971 pb
— 1
p——
- —

control +
control

Foto R14 . Deteccion de los genes de fbe (495pb), atlE (682 pb) y bap (971) ciclo ADHO3T.
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- = =
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+ e
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=
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2] -
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— 2 =)
404 pb, fib + 8. Sew S - o— —_ 2
S —
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Foto R15. Deteccion de los genes de fib (404 pb) e icaAB (546 pb) ciclo ADHO7T.
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ey o —

cepa 4184 fnbB+ 423 ph —-| ,

cepa Becker cna+ 524 ph——

Foto R16. Gel de la reaccion de PCR para la deteccién de los genes de cna (524 pb) y fnbB (423
pb) ciclo ADHO17T.

cepa M (+ fnbA e icady)
cepa PS80 (+ fnbA y hhp

B e 000 S S S

500 ph
1000 pb

11BN

Foto R17. Gel de la reaccion de PCR para la deteccidn de los genes de fnbA (127 pb), bbp (575
pb) e icaA (1315 pb) ciclo ADHO18T.

Los resultados correspondientes a las cepas obtigetestudio, se resumen en la

Tabla R40.
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Tabla R40. Resultados de la deteccién de genes de factores de adherencia en las cepas aisladas.

Factor Para S. aureus Para S. epidermidis Por
- ) ) especie
Especie (n) bap bbp cna fib fnbA fnbB icaA icaAB atle fbe (media)!
S. aureus (109)
207
positivos 0 1 13 65 98 0 15 0 7 8 (2,01)
porcentaje| 0,00 0,92 11,93 | 59,63 | 8991 0,00 13,76 0,00 6,42 7,34
S. epidermidis (73
s (73) 58

positivos| 15 0 6 5 11 0 1 0 63 57 (2,16)
porcentaje| 20,55 | 0,00 8,22 6,85 15,07 | 0,00 1,37 0,00 | 86,30 | 78,08

| S. haemolyticus (3)

positivos 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 (1,00)

porcentaje| 0,00 0,00 0,00 0,00 | 100,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

| S. hominis (2)
positivos 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 (0,50)

porcentaje| 0,00 0,00 0,00 0,00 50,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

| S. hyicus subs. chro (5)

positivos 1 0 1 1 3 0 1 0 1 1 (1,80)
porcentaje| 20,00 | 0,00 | 20,00 | 20,00 | 60,00 | 000 | 20,00 | 000 | 20,00 | 20,00

| S. xylosus (41)

46
positivos 9 0 2 2 16 0 3 0 8 6 (1,12)
porcentaje| 21,95 | 0,00 4,88 4,88 | 39,02 | 0,00 7,32 0,00 | 1951 | 14,63
| S. gallinarum (9) 17

positivos 2 0 2 0 6 0 0 0 4 3 (1,88)
porcentaje] 2222 | 0,00 | 2222 | 000 | 66,67 | 0,00 0,00 0,00 | 4444 | 3333

| S. simulans (4)

1
positivos 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 (0,25)

porcentaje| 000 | 000 | 000 | 000 | 2500 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000

317
27 1 24 73 139 0 20 0 83 75 (1,29)

10,98 0,41 9,76 29,67 | 56,50 0,00 8,13 0,00 33,74 | 30,49

Total (246)

Leyenda de las proteinas codificadas por cada gen : bap (asociada al biofilm); bbp (unién a la sialoproteina
del hueso); cna (unién al colageno); fib (unién al fibrinégeno); fnbA y fnbB (unién a la fibronectina); icaA e
icaAB (adhesinas intercelularares); atlE (union a la vitronectina); fbe (union al fibrindgeno).

(celda sombreada = factor detectado) (l) suma de efectos por especie y media de efectos por cepa

Considerando los factores cuya presencia se hdiadtua través de los genes

correspondientes, resultan mas frecuentes losesitps:

- fnbA: que codifica para una proteina de unién a lefibctina, que aparece en el
56,5% de las cepas estudiadas, destacando que@apareasi un 90% de las cepas
de S. aureus pero también se encuentra en las especies tesstam porcentajes

apreciables.

- atlE: que codifica para una proteina de union a laowéctina, encontrado en el
33,74% de todos los aislados y que es mas abuneaingecepas d8. epidermidis

(86,30%) pero que aparece tambiéh gallinarum (44,44%), S. hyicus
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subespghromogeneg(20,00%), entre losS. xylosus(19,51%) y enS. aureus
(6,42%).

- fbe: codifica la proteina de unién al fibrinégeno, @uarece en un 30,49 % de las
cepas, con mayor frecuencia entre fsepidermidis(78,08 %) seguido d&.
aureus(10,67%),S. xylosuq8,00%), S. gallinarunf 4,00%) yS. hyicussubesp.
chromogene$l,33%).

- fib: el gen que codifica para una proteina de unidib@hdgeno se ha detectado en
un 29,67% de las cepas, mayoritariamenteSeraureus(89,04% de las cepas
positivas) y con mucha menor frecuencia apareceepas deS. epidermidis
(6,84%),S. xylosug2,74%) yS. hyicusubespchromogenes$l,37%).

- bap el gen que codifica para la proteina asociada &oimacion del biofilm
aparece en un 10,98% de las cepas estudiadaspetiad€nS. epidermidigque
representan el 55,55% de las cepas positivas)segarS. xylosug33,33%),S.
gallinarum (7,41%) y finalmenteS. hyicussubesp.chromogeneg3,70% de los

aislados positivos).

- cna el gen de la proteina de union al colageno fuectiedo en un 9,76% de las
cepas estudiadas, siendo mas frecuente éhtraureus(54,17% de las cepas
positivas), luego e. epidermidig22,22%),S. xylosuy S. gallinarum(con una
representacion de cada especie del 8,33%) y fimén&. hyicussubesp.
chromogene$4,17%).

- icaA el gen del locugcaABCD responsable de la adhesina intercelular, setdetec
mayoritariamente entr§&. aureus(representando el 75,00% de las detecciones),
luego entreS. xylosug15,00%) vy, finalmente e8. hyicussubespchromogeney

S. epidermidi€n un 5,00% de los casos positivos.

- bbp este gen codifica para una proteina de unions@laproteina 0sea y solo se
detectd en una cepa de la esp&i@ureuslo que supone tan sélo un 1,25% del
total de las cepas aisladas en este estudio.

Ninguna de las cepas estudiadas ha resultadovaoaifinbB (gen de una proteina
de union a la fibronectina) niiaaAB (gen del locuscaAB de S. epidermidis segun la

técnica empleada.
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Considerando cada una de las especies analizadmnai ha resultado negativa a
todos los factores. Sin embargo, en algunas cepaedas especies no hemos detectado la

presencia de ninguno de los genes investigadaxreeto:
- 9 cepas d&. aureusun 8,25 % de los aislados de esta especie.
- 5 cepas d&. epidermidis un 6,84 %
- 1 cepa dé&. hominisun 50 %
- 1 cepa dé&. hyicusubespchromogenegsun 20 %
- 3 cepas d&. simulans,un 75%
- 16 cepas d8&. xylosusyun 39,02 % de los aislados de esta especie

Todas las cepas & gallinarumresultaron positivas al menos a un factor.
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2.2.- Estudio de otros factores de virulencia

2.2.1.- Determinacion de factores de virulencia estafilococos
(distintos deS. aureuk

Puesto que tanto los resultados de la valoraciétadmdherencia a superficies

inertes como de la capacidad de formacidslibeehan sido presentados previamente en la

seccion 2.1.2., en [@abla 41 se resumen los resultados, por especies, dedasda de

tipo enzimatico de las 137 cepas de estafilocomimtbs deS. aureugSNA) incluidas en

este estudio:

Tabla R41. Resultados de los factores de virulencia de tipo enziméatico estudiados.

| DNAsa| Fosfatasal Hialuronidasa| Fibrinolisina | Ureasa| Gelatina| Casel'nd Lipasa| Lecitinasa

S. epidermidign=73)

Positivos| 26 73 18 6 72 58 39 63 62
0
% 35,62 | 100,00 24,66 15,38 98,63 79,45 5342 8,30 ,9384
positivos
S. gallinarum (n=9
Positivos| 7 9 1 0 9 4 3 2 2
)
/0 77,78 | 100,00 11,11 0,00 100,p044,44 33,33| 22,22 22,22
positivos
S. haemolyticugn=3)
Positivos| 0 0 0 1 3 1 0 0 2
0
./°. 0,00 0,00 0,00 33,33 100,00 33,33 0,00 0,00 66,67
positivos
S. hominis(n=2)
Positivos 1 0 0 0 2 0 2 0 0
)
/0 50,00 0,00 0,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 0,00
positivos
S. hyicussubesp.chromogenegn=5)
Positivos| 5 5 2 2 5 3 3 2 5
0
./°. 100,00{ 100,00 40,00 40,00 100,00 60,00 60,00| 40,00 100,00
positivos
S. simulans(n=4)
Positivos| 2 1 1 0 4 2 3 3 4
)
/0 50,00 25,00 25,00 0,00 100,0050,00 75,00| 75,00 100,00
positivos
S. xylosugn=41)
Positivos| 5 13 24 7 40 26 19 18 28
0
./°. 12,20 31,71 58,54 17,07 97,56 6341 46,84 43,90 2968,
positivos
Totales 46 101 46 16 135 94 69 88 103
(n=137) |33,58% 73,72% 33,58% 27,59% 98,549%68,61% | 50,36% 64,23% 75,18%
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Cabe destacar la mayor frecuencia de apariciorigimas factores de virulencia

como la produccién de ureasa (98,54% de las ceNds I& producen), seguida de la

lecitinasa (75,18%) y fosfatasa (73,72). Entre fastores encontrados con menor

frecuencia destacan la DNAsa y hialuronidasa (amebasn 33,58% de los aislados) y la

fibrinolisina (un 27,59%). La comparaciéon de estmiltados en el caso de la especie mas

aislada en este estudio y que esta mas relaciamadmastitis clinicass. aureusfiguran
en laTabla R42

Tabla R42. Comparacion de los resultados de los SNA y S. aureus de los factores de virulencia de

tipo enzimatico estudiados.

| DNAsa| Fosfatasd Hialuronidasa | Fibrinolisina | Ureasa| Gelatina| Caseing| Lipasa | Lecitinasa

SNA 46 101 46 16 135 94 69 88 103
(n=137) |33,58% 73,72% 33,58% 27,59% |98,54%| 68,61% | 50,36%64,23% 75,18%
S. aureus | 107 106 88 8 109 100 95 27 86
(n=109) |98,17% 97,25% 80,73% 24,24% | 100,009 91,74%| 87,16%24,77% 78,90%

Se observa que la ureasa es la méas frecuente eosarabos, seguida por la

lecitinasa y la fosfatasa en los SCN y la DNAsasfdtasa en el caso & aureusUna

diferencia llamativa entre los resultados del grdp@&NA yS. aureusonsiste en que los

primeros presentan lipasas mucho mas frecuentenggigtes! Ultimo (64,23% frente al

24,77%), diferencia aiun mas marcada en el casydartdeS. epidermidisque también

presenta mayor actividad lecitinasa (84,93% frahté3,90%). En el sentido opuest®.

aureus presenta mas frecuentemente DNAsa (98,17% frér28,58%) y hialuronidasa
(80,73% frente a un 33,58%) que el grupo de SNA.
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2.2.2.- Deteccion de bacteriocinas

Previamente a la realizacion de los estudios decdegin se compard la influencia de
varios factores en la produccion, incluyendo métodie siembra de la cepa de

Cellulomonas fimy la temperatura de incubacion :

2.2.2.1.- Método de siembra de la cepa @=llulomonas fimi

El estudio de la influencia del método de siemlerdev6 a cabo, inicialmente, con
4 cepas deS. aureuslos aislados 89/304, 92/2.3, 92/2.5 y 92/2.6,ndmera que se
compard la siembra por inundacion con la siembraseperficie con un hisopo

impreganado con la suspensién bacteriana (hisopado)

En el caso del método por inundacion, las cepasmbraron depositando una gota
de 10pl de una suspension de cada cepa en 4 puntos ddagaade Mueller-Hinton. La
placa asi sembrada se dej6 incubar 24 horas aat@suddarla con una suspension de
Cellulomonas fimi preparada y titulada con anterioridad, mantenaiguotada vy
congelada a —80°C. Dicha suspensién presentabeonpantracion de 2,2 x 1UFC / ml.

La placa se inund6 con 3 ml de dicha suspensioh exeeso fue después recogido y
eliminado. Tras secarse en cabina de flujo lamimarplaca se incubd segun lo

recomendado por De Oliveied al, (1998) .

Transcurrido el tiempo de incubacién requerido,observd que el crecimiento
resultante consistia en una mezcla de las cepgwuwiba y el deC. fimi de dificil

valoracion Foto R18.

Foto R18. Resultado de la siembra de la cepa de C. fimi : por inundacion (izquierda) o con hisopo

(derecha).

En estas condiciones, se procedié a probar el mé&ediembra con hisopo directo

de la cepa d€. fimiy posterior siembra de las cepas de prueba, corefultados que se
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muestran en |dabla R43 en la que se puede apreciar que esta variant&étaén$a mejor
opcion Foto R18) que permitia resultados claros, e incluia 24$harana temperatura de
incubacion de 37°C seguida de otro periodo aditideancubacion a 30°C, nuevamente
de 24 horas.

Tabla R43. Comparacion de dos métodos de siembra.

Hisopado (24+24 horas) | Inundacio
n (24+24
ref, Identificacion B0°C+30°C  [37°C+30°C horas)

89/304.00 S. aureus - + NA
92/002.03 S. aureus - + NA
92/002.05 S. aureus - - NA
92/002.06 S. aureus - - NA
92/002.07 S. aureus NR - NR
92/003.04 S. xylosus NR + NR
92/003.05 S.xylosus NR - NR
92/020.03 S.epidermidis NR + NR
92/021.04 S.aureus NR - NR
92/022.02 S?rﬂgumsoziaizp' NR . NR

Leyenda: NA: no apreciable, el crecimiento de C. fimi es irregular si se siembra por inundacién. NR: no
realizado. +: inhibicién. -: sin inhibicion

A la vista de los resultados obtenidos, se adoptétodo del hisopado de la

cepa deC. fimien todos los trabajos posteriores.
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2.2.2.2.- Temperaturas de incubacion

Como en el caso anterior, se compararon variasatteas de combinacion de
temperaturas para la incubacion de las placas geukba: 37°-37°C, 30°-30°C, 37°-
30°C y 30°-37°C. Para la eleccion de la temperditptimma de incubacion, se procedié

a llevar a cabo una prueba inicial con 50 cepaxsieinadas de manera que tuvieran

diversos origenes y pertenecieran a distintas espec

Los resultados figuran en Tabla R44.

Tabla R44. Comparacion de temperaturas de incubacion.

Temperatura de incubacion en °C (24+24 horas)

Ref Identificacion 37+30 37+37 30+37 30+30
89/304.00 S. aureus +HH++ +/+ -/- -/-
92/002.03 S. aureus +HH++ ++ -/- -/-
92/002.05 S. aureus -[++ -1+ -/- -/-
92/002.06 S. aureus -[++ -1+ -/- -/-
92/002.07 S. aureus -[++ +H++ -/- -/-
92/003.04 S. xylosus +/++ +/+++ -[++ +/++
92/003.05 S. xylosus -/d -/- -+ +/+
92/020.03 S. epidermidis +HH++ +HH++ -l+ +/+
92/021.04 S. aureus -/- -/- -/- -/-
92/022.02 S. hyicus - /- /- /-

subesp.chromogenes

92/024.01 S. aureus +HH++ +/+ -/- -/-
92/024.03 S. aureus +HH++ ++ -/- -/-
92/024.04 S. aureus +HH++ +/+ +H++ +H++
92/024.05 S. aureus +H++ +/+ +++ -[++
92/025.03 S. epidermidis -I+ +/+ +/+ +/+
92/032.01 S. xylosus +/- -/- -/d -/-
92/032B S. haemolyticus -/- -1+ -/d -/+
92/039.01 S. aureus +HH++ -[++ -/- -/-
92/039.02 S. aureus +HH++ +HH++ -/- -/-
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Tabla R44. Comparacion de temperaturas de incubacion (continuacion).

Temperatura de incubacion en °C (24+24 horas)
Ref Identificacion 37+30 37+37 30+37 30+30
92/039.03 S. aureus +++ +++ -/- -/-
92/039.05 S. epidermidis +++ +/++ -/- -/-
92/040.03 S. aureus +++ +++ -/+ -[++
92/040.05 S. aureus +++ +++ ++ +HH++
92/040.07 S. xylosus -+ +/d -/- -/-
92/042.01 S. aureus -/- -/- +++ ++++
92/046.03 S. xylosus -/- -/- -/- -/-
92/047.01 S. xylosus -/- -/- -/- -/-
92/047.02 S. xylosus -/- -/- -/- -/-
92/047.03 S. xylosus -/- -/- -/- -/-
92/047.04 S. xylosus -/- -/- -/- -/-
92/047.08 S. epidermidis -/- -/- -/- -/-
92/047.11 S. epidermidis -/- -/- -/- -/-
92/047.14 S. xylosus +H++ ++ -[++ +HH++
92/051.01 S. aureus +++ ++ +/- -/~
92/051.02 S. aureus +++ +H+ -/- -/-
92/051.03 S. xylosus +/++ +/+ +/++ +/++
92/052.01 S. aureus +++ +++ -[++ +H++
92/052.02 S. aureus -/- -/- -/- -/-
92/052.04 S. aureus -/d -/d -/- -/-
92/052.05 S. aureus -[++ +++ -/- -/d
92/052.06 S. aureus -/d -/d -/- -/-
92/052.08 S. aureus -/d -/d -/- -/-
92/062.03 S. aureus -/d +/d +++ -+
92/063.01 S. epidermidis -/d -/d -/- -/-
92/063.04 S. epidermidis -/- -/- -/- -/-
92/063.06 S. epidermidis -+ +/+ +/+++ +/+++
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Tabla R44. Comparacion de temperaturas de incubacion (continuacion).

Temperatura de incubacion en °C (24+24 horas)
Ref Identificacion 37+30 37+37 30+37 30+30
92/063.08 S. epidermidis +/+ -/+ -/- -/-
92/063.10 S. epidermidis +/+ -/+ -+ -/d
92/063.11 S. epidermidis -+ ++ +/++ -[+
92/063.12 S. epidermidis +/++ +/++ +/+ -/+
Resultados a 48 horas 36/50 36/50 19/50 19/50
positivos /total
|  a24horas 23 26 11 11

Leyenda: -: sin inhibicién; +: inhibicion clara; ++: halo de inhibicion claro y traslicido; +++: halo >2 mm  d:
inhibicién débil.
Con estos resultados, se aprecia claramente qlegpmra de las combinaciones en
las que, al menos durante las primeras 24 horasgadiga una incubacion a 37°C, la
proporcion de cepas que muestran capacidad intitbbi#e mayor (23 y 26 frente a 11 si se

incuba inicialmente a 30°C).

El segundo periodo de 24 horas de incubacion aamanhimero de resultados
positivos, de manera que en las combinacionesacprirhera incubacion a 37°C se llega a
36 positivos de los 50 posibles (72%) mientras gjua primera incubacion es de 30°C

sélo se alcanzan 19 resultados positivos entrgdaepas (38%).

Puesto en que en la combinacion de los dos did8@&d crecimiento de la cepa
tipo era menos abundanteofo R19, se optd por emplear una pauta de incubaciort@ 37

las primeras 24 horas y continuar a 30°C las siese24 horas.

Foto R19. Deteccion de bacteriocinas: combinaciones de temperaturas de incubacion de 3
cepas diferentes.
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2.2.2.3.- Resultados de la deteccion de bacterioaim

Finalmente, fijadas las condiciones de siembracabiacion, se realizo la prueba

con todas las cepas aisladas. Los resultados@gerea continuacion en Taabla R45.

Tabla R45. Resultados de la prueba de deteccion de inhibicién de C. fimi

Referencia Identificacion Inhibicién de C. fimi
89/304.00 S. aureus ++
92/002.03 S. aureus ++
92/002.05 S. aureus ++
92/002.06 S. aureus ++
92/002.07 S. aureus ++
92/003.04 S. xylosus ++
92/003.05 S. xylosus D
92/020.03 S. epidermidis ++
92/021.04 S. aureus -
92/022.02 | S. hyicusubespchromogene -
92/024.01 S. aureus ++
92/024.03 S. aureus ++
92/024.04 S. aureus ++
92/024.05 S. aureus ++
92/025.03 S. epidermidis +
92/032.01 S. xylosus -
92/032B S. haemolyticus -
92/039.01 S. aureus ++
92/039.02 S. aureus ++
92/039.03 S. aureus ++
92/039.05 S. epidermidis ++
92/040.03 S. aureus ++
92/040.05 S. aureus ++
92/040.07 S. xylosus +
92/042.01 S. aureus -
92/046.03 S. xylosus -
92/047.01 S. xylosus -
92/047.02 S. xylosus -
92/047.03 S. xylosus -
92/047.04 S. xylosus -
92/047.08 S. epidermidis -
92/047.11 S. epidermidis -
92/047.14 S. xylosus ++
92/051.01 S. aureus ++
92/051.02 S. aureus ++
92/051.03 S. xylosus ++
92/052.01 S. aureus ++
92/052.02 S. aureus -
92/052.04 S. aureus d
92/052.05 S. aureus ++
92/052.06 S. aureus d
92/052.08 S. aureus d
92/062.03 S. aureus d




Tabla R45. Resultados de la prueba de deteccion de inhibicién de C. fimi (continuacion)

Resultados

Referencia Identificacion Inhibicion de C. fimi
92/063.01 S. epidermidis d
92/063.04 S. epidermidis -
92/063.06 S. epidermidis +
92/063.08 S. epidermidis +
92/063.10 S. epidermidis +
92/063.11 S. epidermidis +
92/063.12 S. epidermidis ++
92/063.13 S. epidermidis +
92/063.14 S. epidermidis +
92/063.15 S. epidermidis +
92/063.16 S. epidermidis +
92/063.17 S. epidermidis +
92/063.19 S. epidermidis +
92/063.23 S. epidermidis +
92/063.30 S. aureus +
92/063.31 S. aureus ++
92/066.01 S. epidermidis -
92/066.02 S. epidermidis +++
92/066.03 S. epidermidis ++
92/066.04 S. epidermidis ++
92/066.05 | S. hyicusubespchromogene +
92/066.07 S. epidermidis -
92/066.08 S. epidermidis -
92/066.12 S. epidermidis -
92/066.13 S. epidermidis -
92/066.14 S. epidermidis -
92/066.15 S. aureus -
92/066.16 S. epidermidis d
92/080.01 S. aureus -
92/080.02 S. epidermidis ++
92/080.03 | S. hyicusubespchromogene -
92/080.05 S. epidermidis ++
92/080.06 S. epidermidis +
92/080.07 S. epidermidis +
92/080.08 S. epidermidis +
92/080.09 S. aureus +
92/080.10 S. epidermidis ++
92/080.11 S. aureus -
92/080.13 S. aureus -
92/080.14 S. epidermidis -
92/094.05 S. aureus -
92/094.06 S. xylosus -
92/101.05 S. epidermidis d
92/101.08 S. sciuri -
92/140.02 S. epidermidis d
92/140.09 S. simulans -
92/140.12 S. epidermidis +
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Tabla R45. Resultados de la prueba de deteccion de inhibicién de C. fimi (continuacion)

Referencia Identificacién Inhibicién de C. fimi
92/140.15 S. hominis -
92/172.05 S. aureus -
92/172.06 S. aureus -
92/172.10 S. aureus -
92/201.01 S. aureus +
92/201.02 S. aureus -
92/201.05 S. xylosus -
92/201.06 S. xylosus -
92/201.07 S. xylosus -
92/201.08 S. epidermidis +
92/201.09 S. xylosus +
92/204.06 S. aureus +
92/213.02 S. epidermidis d
92/213.06 S. epidermidis -
92/213.07 S. epidermidis -
92/216.02 S. aureus ++
92/218.01 S. aureus d
92/225.03 S. epidermidis -
92/225.06 S. epidermidis ++
92/225.11 S. epidermidis -
92/225.15 S. epidermidis ++
93/096.01 S. aureus +
93/098.03 S. epidermidis +
93/120.02 S. xylosus -
93/129.02 S. aureus -
93/160.05 S. xylosus -
93/172 S. aureus +
93/215.06 S. simulans +++
93/220.01 S. aureus +
93/230.02 S. xylosus ++
93/231.cl S. xylosus ++
93/231.c2 S. xylosus +
93/231.c3 S. aureus ++
93/234.01 S. xylosus -
93/234.02 S. aureus -
93/234.03 S. xylosus -
93/234.04 S. epidermidis -
93/234.05 S. epidermidis -
93/234.08 S. aureus +
93/234.09 S. aureus +
93/234.11 S. aureus -
93/234.14 S. epidermidis ++
93/240.01 S. simulans ++
93/240.02 S. epidermidis ++
93/240.03 S. epidermidis +
93/240.04 S. epidermidis -
93/240.05 S. epidermidis -
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Tabla R45. Resultados de la prueba de deteccion de inhibicién de C. fimi (continuacion)

Referencia Identificacién Inhibicién de C. fimi
93/240.06 | S. hyicusubespchromogene ++
93/240.07 S. epidermidis ++
93/241.01 S. epidermidis +
93/251.02 S. aureus -
93/251.03 S. aureus ++
93/251.06 S. aureus -
93/256.01 S. aureus +
93/256.02 S. aureus ++
93/256.03 S. aureus +
93/257.02 S. gallinarum d
93/257.05 S. gallinarum -
93/273.03 S. xylosus -
93/273.04 S. epidermidis -
93/273.05 S. epidermidis -
93/273.06 S. epidermidis -
93/281.00 S. xylosus -
93/281.01 S. epidermidis +
93/281.02 S. epidermidis +
93/281.03 S. epidermidis -
93/281.04 S. epidermidis +++
93/281.12 S. xylosus -
93/281.13 S. simulans -
93/281.18 | S. hyicusubespchromogene -
93/281.19 S. epidermidis +
93/281.20 S. aureus ++
93/281.21 S. aureus ++
93/283.01 S. aureus +
93/283.02 S. aureus d
93/285.02 S. epidermidis +
93/285.05 S. epidermidis +
93/285.06 S. gallinarum -
93/285bis S. aureus -
93/291.05 S. xylosus -
93/303.03 S. xylosus +
93/323.01 S. xylosus -
93/323.04 S. xylosus -
93/328.11 S. epidermidis ++
93/328.13 S. haemolyticus +++
93/328.14 S. epidermidis +
93/354.03 S. epidermidis +
93/354.06 S. haemolyticus d
93/389.02 S. aureus ++
93/406.01 S. aureus ++
93/406.02 S. aureus ++
93/406.03 S. aureus ++
93/469.02 S. aureus ++
93/487.01 S. aureus ++
93/494.01 S. aureus ++
93/494.03 S. xylosus -
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Tabla R45. Resultados de la prueba de deteccion de inhibicién de C. fimi (continuacion)

Referencia Identificacion Inhibicién de C. fimi
93/500.00 S. aureus ++
93/501.02 S. aureus +
93/504.03 S. aureus +
93/506.04 S. epidermidis -
93/508.00 S. xylosus d
93/510.03 S. xylosus
93/510.04 S. xylosus -
93/512.01 S. aureus ++
93/520.01 S. xylosus -
94/023.02 S. epidermidis -
94/023.03 S. xylosus -
94/024.01 S. aureus +
94/024.04 S. xylosus -
94/025.01 S. xylosus -
94/025.02 S. xylosus -
94/025.04 S. epidermidis -
94/032.00 S. aureus ++
94/034.02 S. aureus -
94/034.05 S. aureus -
94/092.04 S. aureus ++
94/092.05 S. aureus ++
94/093.01 S. aureus ++
94/093.02 S. aureus ++
94/108.06 S. xylosus +
94/114.01 S. gallinarum -
94/114.02 S. gallinarum -
94/114.04 S. gallinarum d
94/143.00 S. aureus ++
94/165.01 S. xylosus -
94/165.02 S. aureus +
94/166.02 S. hominis -
94/174.01 S. gallinarum -
94/174.02 S. gallinarum d
94/175.00 S. aureus ++
94/177.00 S. aureus ++
94/205.01 S. aureus ++
94/205.02 S. aureus ++
94/205.03 S. aureus ++
S01 S. aureus ++
S02 S. aureus ++
S03 S. aureus ++
S04 S. aureus +
S06 S. aureus +
S07 S. aureus +
S08 S. aureus d
S09 S. aureus ++
S10 S. aureus ++
S12 S. aureus ++
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Tabla R45. Resultados de la prueba de deteccion de inhibicién de C. fimi (continuacion)

Referencia Identificacion Inhibicion de C. fimi
S13 S. aureus ++
S14 S. aureus ++
S15 S. aureus ++
S16 S. aureus -
518 S. aureus ++
S19 S. aureus ++
S20 S. aureus ++
S21 S. aureus ++
S22 S. aureus ++
S23 S. aureus ++
S24 S. aureus ++
S25 S. aureus ++

De modo resumido, en Teabla R46 se presentan los resultados agrupados por especies

Tabla R46. Resultados de la produccion de bacteriocinas agrupados por especie.

[2)
(7)) é g .§ R 7)) § 2 (<)
3 = = > = S g0 a 2
. 0 & g S £ 2a9 E 3
Actividad 2 o = = S} 2o € E > Totales
o [ Q < S5 5 o x
n o © & ) n = & n
7)) ) 5 O
e 0 2 0 0 0 0 1 0 3
(0,00%) | (2,74%) | (0,00%) | (0,00%)| (0,00%) | (0,00%) | (25,00%) (0,00%) | (1,22%)
+ 62 14 0 0 0 1 1 5 84
(56,88%) (19,18%) (0,00%) | (0,00%)| (0,00%) |(20,00%) (25,00%) (12,20%) (34,15%
+ 19 26 1 1 0 1 0 5 52
(17,43%) (35,62%)| (11,11%) (33,33%)| (0,00%) |(20,00%) (0,00%) |(12,20%)(21,14%
i 21 26 5 1 2 3 2 29 89
(19,27%) (35,62%) (55,56%) (33,33%) (100,00%) (60,00%) (50,00%) (70,73%) (36,18%
D 7 5 3 1 0 0 0 2 18
(6,42%) | (6,85%) | (33,33%) (33,33%)| (0,00%) | (0,00%)]| (0,00%) | (4,88%)| (7,32%)
Total 109 73 9 3 2 5 4 41 246
Leyenda: -: sin inhibicion ; +: inhibicién clara; ++: halo de inhibicién claro y trasltcido; +++: halo >2

mm;

d: inhibicién débil

La actividad frente &. fimi se ha encontrado en 157 de las cepas, 10 quesespde

que un 63,82 % de las cepas presentaban activielgrtadiuccion de bacteriocinas. De

entre estas cepas, 88 pertenecian a la esggcaureusie las que el 80,73 % presentan

bacteriocinas. La mayor actividad de produccion bdeteriocinas se encontrd, sin

embargo, entre las cepas pertenecientes a lasiesfeepidermidisy S. simulansEn

cuanto al resultado negativo, la espeBiexylosuses la que mayor proporcion de cepas

negativas presenta, suponiendo méas de un 70% deslados.
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Discusion

1.- Cepas aisladas en este estudio

1.1.- Identificacion, distribucion territorial y te mporal de las
cepas aisladas

El uso de métodos moleculares de identificaciones& afianzando en los
laboratorios aunque algunos autores indican qudel#ificacion genotipica basada en las
secuencias del rRNA 16S posee una baja capacidadisdeminacion entre especies
proximas y las del géneftaphylococcugHeikenset al, 2005) debido a la escasa calidad
de algunas de las secuencias depositadas en las Hasdatos. Por otro lado, la
identificacién fenotipica sigue siendo actualmetgeayuda, especialmente si se combina
con algunos de dichos métodos (O’'Gara y Humph28&1). Los métodos bacterioldgicos
de rutina utilizados sin almacenamiento previoaedislados, tal como se han llevado a
cabo en este trabajo, son apropiados para el &sitore identificacion de los patdogenos

mamarios de los ovinos (Clemestsal, 2003).

En cualquier caso, pese a las consideracionesctesgpe la naturaleza estéril de la
leche, se han publicado estudios originalmenteridefe a diversas especies, que tratan
sobre las bacterias aisladas de la leche de arsroitecamente sanos, como el de Rather
et al. en bovino (1986) o Burriel en ovino (1998). En @@m ovino se sabe que los
estafilococos pueden ser aislados del esfintemgladel pezén en ausencia de mamitis
(Mavrogianniet al, 2007), por lo que desde aqui podrian llegar anlasstras de leche que
se remitan al laboratorio sin relacién con procetioscos de la mama. También se conoce
que en ovino los microorganismos mas relevantesocoausa de mastitis proceden
principalmente de los propios animales y no delimedcundante (Marcet al, 1992b;
Mavrogianniet al, 2007) y que su difusion se produce durante edfaxdBergonieet al,
2003) a diferencia de lo que ocurre en ganado vachHn definitiva, los estafilococos
aislados de leche de ovejas asintomaticas puedg@otemcialmente patdgenos, por lo que
como tal han de ser considerados, lo que justificanterés y, particularmente, cuanto se

refiere a su caracterizacion en lo que a factoeedrdlencia se refiere.

La etiologia mas frecuente de las mastitis ovireaglebe a miembros del género
StaphylococcugRuppet al, 2009) y se reconoce mundialmente que, entre, Slasureus
es el principal patbgeno mamario en el ganado oghhark et al, 2007; Vautoret al,
2009), siendo también en nuestro caso la espeadra@uentemente aislada (44,31% del

total de aisladoslTabla D04). Las muestras utilizadas en nuestro trabajo fuefmenidas
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de los servicios de diagnéstico indicados en MaltgriMétodos y, aunque muchas de las
cepas de los afios 1992 a 1994 responden a muestragejas sanas 0 con mastitis
subclinicas, las de otros afios procedian fundainestte de ovejas con un grado variable
de patologia mamaria, de manera que muchas proparon cepas d8. aureusPor lo
tanto, las cepas aisladas en los afios 1989 y 200Q@5deben considerarse obtenidas de la
toma de muestras de ovejas con mastitis clinicasagngue se buscaron patdégenos
mamarios principales (en especlaureus Sin embargo, entre las muestras analizadas
en el trienio 1992 a 1994 se encuentran las protesiele individuos con condiciones
clinicas variadas, desde mastitis clinica hastaras total de alteraciones, pasando por
mastitis subclinicas. En este periodo se llegaranadizar hasta 16 muestras individuales
por caso. En Idabla D01 se muestra la distribucion de cepas aisladasfjoy gor caso

en este estudio:

Tabla D0O1. Resumen de las cepas de estafilococos estudiadas, agrupadas por afio de
aislamiento, indicando los casos estudiados por afio y detallando los aislados obtenidos por caso.

Afio NP Casos N° cepas Ne maximo de Media de aislados por
aislados por caso caso

| 1989 || 1| 1| 1 | 1 |
| 1992 || 29 || 110 || 16 | 3,79 |
| 1993 || 38 || 84 || 11 | 2,21 |
| 1994 || 16 || 29 || 3 I 1,81 |
L2001 | 3| 3| 1 | 1 |
L2002 | 2| 2| 1 | 1 |
L2003 | 1 1| 1 | 1 |
[ 2004 | 10 | 10 || 1 | 1 |
[ 2005 | 6 | 6| 1 | 1 |
Totales | 106 || 246 | | 2,32 |

En el trienio 1992-1994, en el que se concentraaor numero de cepas (223
cepas, el 90,6% del total de aislados), la distidou de especiesTébla D02) permite
observar que los SCN son las especies mas frecoemte aisladas (55,69%), seguidas por
S. aureus(44,31%). En estos afios se colabor6 muy estrechanam veterinarios
interesados en estudiar a fondo los rebafios deespomsabilidad, en la deteccion y
diagndéstico de mamitis subclinicas, procesandoimmeno alto de muestras por caso con el
fin de poder valorar el estado sanitario de rebafiomanifestaciones clinicas, aunque con

recuentos de células somaticas que hacian sospaehastencia de cuadros subclinicos.
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Tabla DO2. Distribucién de los aislados, por especie (1992 — 1994).

| I 1993 | 1994 |
N % L N ]| % || N || % |
| S. aureus | 40 36,36 31 36,90 15 51,72
| SCN | 70 63,64 53 63,10 14 48,28
S. epidermidis a7 42,73 24 28,57 2 6,90
S. gallinarum 1 0,91 3 3,57 5 17,24
S. haemolyticus 1 0,91 2 2,38 0 0,00
S. hominis 1 0,91 0 0,00 1 3,45
S. hyicusubespchromogenes 3 2,73 2 2,38 0 0,00
S. simulans 1 0,91 3 3,57 0 0,00
S. xylosus 16 14,55 19 22,62 6 20,69
total 110 84 29

Bergonieret al. (2003) consideraron que en el ganado ovéi@ureuses el agente
principal de la mastitis aguda, mientras que loN30n los causantes de los cuadros
subclinicos. En su amplio estudio de mastitis solmels en esta especie animal, Watkins
et al. (1991)concluyen que los SCN suponen la mayoria de lagii@e aisladas de leche
de ovejas con un resultado negativo en la pruebige¥ite, mientras que solo representan
el 33% de los aislados en casos de mastitis sidadinEse mismo afio, Jarp estudio los
SCN aislados de mastitis clinicas y subclinicag@mado bovino afirmando que las que
presentaban mayores signos locales de inflama@&dsaciaban co8. haemolyticus, S.
xylosusy S. simulansPengov (2001) sefiala que los SCN son los agpatégenos mas
frecuentemente aislados en leche de ovino, coldciugue coincide con otros estudios
realizados en nuestro pais (Gonzelaal, 2002). En lo que respecta al tipo de bacterias
aisladas de muestras procedentes de individuosariente sanos, Rathet al, (1986),
aislaron de leche de vacas sanas mayoritarian®&2nke(72,6%), mientras que Bergonnier
et al (2003), en ganado ovino, aislaron tanto SCN c@na@ureus En Espafia, varios
estudios han puesto de manifiesto mayoritariam®@td en el caso de ovejas clinicamente
sanas, en porcentajes variables: 65,28 %  (Gart®®0), 58,70% (Marcoet
al.,1992a),78,83% (De la Cret al.,1993).

En la Tabla D02 puede observarse que en nuestro caso los SCNasup&.
aureusenlos afos 1992 y 1993 y practicamente los igualah9®4,cuando el numero de

aislados obtenidos fue mucho menor que en losiardgsr Respecto de la distribucion de

201



Discusion

cepas aisladas por casbabla D01),también se aprecia que durante los afios 19923/ 199

fue cuando se aisl6 mas por numero de cepas da pedcaso.

Varios autores han descritoSe ha indicado divexspscies de SCN como las mas
frecuentemente aisladas en casos de mastitis owir@isyendoS. simulangy S. xylosus
(Fthenakis et al,1994), S. epidermidis S. xylosus S. chromogenesy S. simulans
(Bergonieret al, 2003). En nuestro estudio se obtiene tambiénlexaeéo porcentaje de
cepas de SCN (55,28%), sienfoepidermidig/ S. xylosudas especies mas prevalentes
(representan un 83,82% de los SCN aislados). MaRiipinen (1991) demostraron que
algunas cepas de estas especies son capaces deapralieraciones subclinicas en las
mamas caprinas, especialmente si aparecen en poigaenixtas.

Lamentablemente, la distincion entre bacteriasgeatas o saprofitas en el caso de
las cepas de SCN aisladas no resulta tarea serasfi@cialmente si hay que basarse en
caracteres fenotipicos, como indican Sceit@l. (1991) en cepas d8. epidermidise
origen humano, aisladas en hospitales. En ellage estros factores, se estudio la
formacion deslime caracteristica que abordaremos mas adelante eErivaria podemos
encontrar el mismo problema, puesto que se sab8.gei@dermidiposee una importante
capacidad de supervivencia y de producir infecdomamarias subclinicas en ovejas
(Winter y Colditz, 2002).

La sensibilidad o resistencia a la novobiocinartapde ser un caracter de interés
taxonOmico, resulta una caracteristica que pueduifiela clasificacion de los SCN en
dos subgrupos que difieren en su virulencia pagldadula mamaria ovina (Gonzadb
al., 2002) como agentes causales de mastitis sulzxlibis SCN sensibles a la
novobiocina (SCNSN), consistentemente mas patogemestras que los SCN resistentes

(SCNRN), forman parte de los patbgenos menoresqsn@rulentos).

La Tabla D03 recoge los datos de aislamientos llevados a cadaota de leche de
ovejas clinicamente sanas segun referencia desvauiores agrupados segun este criterio,
incluyendo también los d&. aureus,como patdégeno principal en las mastitis ovinas
(Gonzaloet al, 2002)
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Tabla DO3. Distribucién en subgrupos de las cepas de Staphylococcus spp. aisladas en Espafia
de leche de ovejas sanas (datos de varios autores).

N° cepas y % sobre el total de cepas aisladas
Garcia  (1990) Marco et al.(1992a) | De la Cruzet al.(1993)
Staphylococcuspp. 190 (87,96) 34 (73,91) 123 (89,78)
S. aureus 49 (22,69) 7 (15,22) 7 (5,11)
SCN 141 (65,28) 27 (58,70) 108 (78,83)
SCNSN 76 (35,19) 27 (58,70) 93 (67,88)
SCNRN 65 (30,09) 0 (0,00) 15 (10,95)

SCNSN: estafilococos coagulasa negativa sensibles a la novobiocina.
SCNRN: estafilococos coagulasa negativa resistentes a la novobiocina.

Segun puede verse, entre las cepas aisladas eriiaEsjga leche de ovejas
clinicamente sanas, abundan los SCN y, en espdotlde especies sensibles a la
novobiocina, que llegan a representar el 100% siestafilococos aislados distintos $le
aureus Los resultados obtenidos en este trabajo se eecem laTabla D04, con

expresion del niumero y porcentaje de cepas segiseraibilidad o resistencia a la
novobiocina.

Tabla D04 . Cepas identificadas en este estudio, reagrupando los SCN segun su sensibilidad a la

novobiocina.
Identificacion N° de aislados % sobre el total de aislados
S. aureus 109 44,31
SCN (137) (55,69)
S. epidermidis 73 29,67
S. hyicusubespchromogenes 5 2,03
S. simulans 4 1,63
S. haemolyticus 3 1,22
S. hominis 2 0,81
SCNSN (87) (35,37)
S. xylosus 41 16,67
S. gallinarum 9 3,66
SCNRN (50) (20,33)
Total: 246 100,00

SCNSN: estafilococos coagulasa negativa sensibles a la hovobiocina.
SCNRN: estafilococos coagulasa negativa resistentes a la novobiocina.

Los SCN representan las especies mas frecuentemisttdas en nuestro estudio
(55,69%), seguidas p@. aureusespecie causante de mastitis clinicas graveseadg
ovino, con un predominio de especies sensibles aolobiocina (SCNSN), que
representan un 63,50% del total de SCN. Como seehalado antes, estas cepas estan

potencialmente relacionadas con situaciones de itieasubclinicas, destacando la

203



Discusion

presencia d&. epidermidisFragkouet al, (2007), concluyen que la presencia de una alta
concentracion de estafilococos en el canal delrpdeda mama ovina puede proporcionar
cierta proteccion frente a microorganismos invasosin embargo, los mismos autores
apuntan que si fallan las defensas de la mamaaglitfacterias pueden invadir el
parénquima y causar mastitis clinica. Segun est®, blacterias aisladas por nosotros
podrian considerarse, en condiciones naturalesnpiaies patégenos.
En laTabla D05 se recoge la distribucion de los aislados en mbge 1992-1994,
al que nos hemos referido anteriormente sefialahdttezés por el estudio de mastitis

subclinicas.

Tabla DO5. Distribucién de los aislados por especies en los afios 1992 a 1994, reordenando las
cepas de los SCN segln su sensibilidad a la novobiocina .

| 1992 | 1993 | 1994 |
L N [ % [ N || % || N || % |
| S. aureus | 40 36,36 31 36,90 15 51,72
| SCN | 70 63,64 53 63,10 14 48,28
S. epidermidis a7 42,73 24 28,57 2 6,90
S. haemolyticus 1 0,91 2 2,38 0 0,00
S. hominis 1 0,91 0 0,00 1 3,45
S. hyicusubespchromogenes 3 2,73 2 2,38 0 0,00
S. simulans 1 0,91 3 3,57 0 0,00
SCNSN | (53) | (48,18) (31) @ (36,90) (3) (10,34)
S. gallinarum 1 0,91 3 3,57 5 17,24
S. xylosus 16 14,55 19 22,62 6 20,69
SCNRS | (17) | (1545) (22) | (26,19) (11)  (37,93)
total | 110 84 29

Frente a la media general de los SCNSN de todstetli® (35,37%), al menos en
los dos afios del periodo con mayor numero de caaasados, el porcentaje de las cepas
de SCN sensibles a la novobiocina alcanz6 valoeed8J18 y 36,90% de los aislados,

coincidiendo con la mayor proporcion de rebafiosdistios para la deteccion de mastitis

subclinicas.

Concluyendo, en el estudio se diferencian dos gesi@n relacion con el objetivo
del andlisis: unos afios estuvieron dedicados fuedtatmente al aislamiento & aureus
en relacion con el diagndstico y tratamiento dentastitis clinicas; en el otro periodo se
presto atencion particular a la deteccién de agesdgasantes de mastitis subclinicas. Esta

razon hizo que en este periodo se aislase un pajeemlativamente alto de SCN, en
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particular especies de SCN sensibles a la novat@pbtiabitualmente consideradas agentes
relacionados con mastitis subclinicas en la espati®, resultado que podria considerarse

normal y esperado.
1.2.- Fagotipado de las cepas d& aureus

El fagotipado deS. aureusfue posible desde que Fisk en 1942 descubrié un
conjunto de fagos una actividad especifica que osiake los estafilococos coagulasa
positivos eran portadores de fagos, aunque fuerdsoWy Atkinson en 1945 quienes

dispusieron el primesetde fagos para la clasificacion 8eaureugParker, 1983).

Poco después, en 1952, Oeding consideré que dlidado de los estafilococos
podria resultar una técnica poco practica, debidoeaun nimero relativamente alto de
cepas de estafilococos no eran fagotipables. Porlado, algunos autores sefialaron que
las cepas d8. aureusapsuladas no eran fagotipables (Finkelstein kigul958; Koenig
y Melly, 1965; Yoshida y Takeuchi, 1970; Wu y Patl971; Leeet al, 1987a), aunque
mas adelante pudo demostrarse que esto no siespd @Vilkinson, 1983); en estudios
sobre cepas d8. aureusaisladas de ganado ovino tanto cutaneas como asstial queso
de leche de oveja, se ha llegado a fagotipar eds®®,4% de las cepas (Hajek, 1978).
Ademas, ha podido detectarse la presencia de eamsulel caso de ciertas cepas
propagadoras de fagos, lo que demuestra que lass asgpsuladas son fagotipables
(Sompolinskyet al, 1985). El estudio de referencia, realizado s@biséados de origen
principalmente humano se determiné que una serieeg@s propagadoras de fagos
presentaban polisacaridos capsulares aunque $earait en medios de propagacion, de
manera que la adicion de,Ch en el medio no evitaba la formacién de capsle, el
60% de las cepas eran capsuladas y sensibles &, fagmque no encontraron
correspondencia alguna entre serotipo capsulagotifeo, como también habian indicado

Arbeit et al. (1984), con cepas Unicamente de origen humano.

Lamentablemente, la mayoria de los estudios decaétey caracterizacion de
fagos se han llevado a cabo en Medicina Humana, fc@s epidemiologicos. En
Veterinaria, los investigadores han trabajado mtaraamente con fagos de origen bovino
(Lorbacher, 1967; Dast al, 1990; Naget al, 1990, Yamadat al, 2005), siendo muy

escasos los estudios publicados hasta la fecha sepas de origen ovino.

En 1978, Hajek estudid 127 cepasSleaureusaisladas de ganado ovino; 83 de
ellas habian sido aisladas de fosas nasales ytimgstiulentas, y 44 fueron obtenidas de
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qgueso elaborado con leche ovina. El citado autalizie el fagotipado con edet basico
internacional completado con el bovino, ademasndplear también una serie de fagos
accesorios. Globalmente, las cepas aisladas mmstabgun efecto a RTD 6 100 RTD a los
fagos 78, 55 y 3A, aunque en el caso de las asledajueso, fueron destacables los 78,

3Cy42E.

En laTabla D06 resumimos los efectos a 100 RTD obtenidos enQ8scépas de

S. aureusaisladas en nuestro estudio utilizandeetinternacional (humano).

Tabla D06. Resultados del fagotipado a 100 RTD con el set internacional de las cepas del
estudio.

01999

Fagos

3A | 3C 6 29 |42E |52A | 53 | 54 |55 |71 |75 |77 | 79 | 80 | 81 |83A| 84 | 95 | 96 Y (%)*

'_
(@]

2 2 2 3 1 4 1 1 0 0 1 0 1 1 2 1 1 1 2 |26 (23,85)

++

0 0 3 4 0 1 0 0 0 0 1 1 3 2 0 0 0 0 0 |15(13,76)

0 0 1 3 1 3 1 3 1 0 1 0 1 1 2 2 0 3 1 ]24(22,02)

3 4 2 4 3 5 3 2 0 2 3 2 4 3 3 4 0 2 7 |56 (51,38)

5 6 8 14 5 13 5 6 1 2 6 3 9 7 7 7 1 6 10 121

%

4,59 (5,50(7,34(12,84|4,59|11,93|4,59|5,50(0,92|1,83|5,50|2,75|8,26|6,42|6,42| 6,42 |0,92|5,50 | 9,17

Leyenda: LC: lisis confluente, ++: 50 6 mas placas de lisis, +: 20-50 placas de lisis, d: menos de 20 placas.
(1) Suma de efectos y porcentaje de cepas que lo presentan.

Los fagos que se mostraron mas activos a 100 R&riuel 29 (12,84%), el 52A
(11,93%) y el 96 (9,17%). Por otro lado, las lismmpletas se obtuvieron en 26 casos
(23,85%), estando bastante uniformemente repar(side 3 fagos no mostraron lisis

completa en ningln caso), pese a ser mas frecumndes fagos 29 y 52 A.

Los aislados obtenidos en nuestro estudio fuerogeeeral resistentes a los fagos
estandar empleados, de manera que sélo ocho cesasaron lisis completa a alguna de
las cepas del set internacional a 100 RTD (7,34Ptotkd de S. aureus aislados), mientras
qgue de ellas s6lo dos (1,83%) fueron sensibles @ Bdn algunos de los fagos del set

internacional, tal como se indicada en el capit@d&resultados.

Cabe sefalar, por otra parte, que algunas cepasgim humano sensibles a los
fagos 80/81 se han relacionado epidemiolégicamamta década de 1950 con infecciones

hospitalarias muy graves, especialmente en reciéidos (Parker, 1983).

206




Discusion

Pese a la relativa resistencia a los fagos estaladazepas aisladas en este estudio,
si se mostraron moderadamente sensibles a los &gjados en el curos del trabajo: el
57,80% de las cepas resultaron sensibles al fagh 143,12 % al 304 y el 32,11 % al
21.4.

En cuanto a la relacion entre la sensibilidad adag la capsulacion de las cepas,
ninguna de las dos cepas que mostraron sensibfid@gch a RTD era capsulada (negativas
a los métodos del SSA asi como por PCR). Por atlo, llas cepas lisbgenas originales de
los tres fagos aislados en este estudio tampooccapsuladas. De Magalhastsal. (1990)
trabajaron conS. aureusde origen bovino y, pese a no estudiar la relagbtre la
presencia de capsula y el fagotipo, si que detanminque en total, el 87,4% de las cepas
eran fagotipables, con séthumano (30,7%) o el bovino (15,7%), siendo masibs a
los fagos especificos de bovino (40,9%), lo queddiria en cierto modo con el hecho de
que las cepas de este estudio fueron consideratiemmés sensibles a los fagos de origen
ovino aislados durante el mismo, queetinternacional (49 cepas sensibles a RTD frente
a solo 2). Estudios similares, como el de Basl. (1990), sitian en solo un 24,4% las
cepas de origen vacuno fagotipables caosegbovino, mientras que Nag y Ghosh-Ray, en

el mismo afo, fueron capaces de fagotipar ha$i@,8% de las cepas consettbovino.

En la Tabla DO7 se muestra la sensibilidad a los fagos utilizadedas cepas
posiblemente capsuladas, segun SSA y que presaigtama calva, y su comparacion con

las dos cepas mas sensibles a los fagosedligiternacional.

Tabla D07 . Fagotipado de las dos cepas mas sensibles al set internacional y de las cepas que no
presentan morfologia compacta en SSA y son sensibles a algin fago empleado en este estudio.

FAGOS
g’ < (@) o w < ™ < 0 — 0 ~ o o — < < T} © g s pa
n ) ) © « g N e} i) 0 ~ ~ ~ ~ © © Q © o o) 8 J K
SENSIBLES
92/052.01 cClJLC|LC|]LC|LC|]LC|LC|LC]LC IC|++ | ++|LC|JLC]|]LC|LC]|LC]|LC
S23 C |LC]|LC LCt| d LCt| LC LC LCt
CAPSULADAS
92/080.11 D + | ++
92/094.05 P + ++ | ++
94/024.01 M ++ | ++ LC d d d d d d d d
94/093.01 D LCt
94/165.02 P LC | LC | LCt
94/175 P LC | LC | LCt
S06 D LC | LC | LCt
S07 D LCt| LC
S11 P |++]| + d d D | LC
S20 D LC | LC

Leyenda : LC: lisis confluente, ++: 50 6 mas placas de lisis, +: 20-50 placas de lisis, d: menos de 20 placas.

C: compacta, D: difusa, P: pseudodifusa, M: mixta.
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De los resultados obtenidos, se desprende que éanddgunas de las cepas
capsuladas de nuestro estudio son sensibles g tagtsa los dedetinternacional como a

los nuestros, circunstancia que apoya las obsemnvegicitadas por los autores referidos.

Finalmente, con respecto a la relevancia de losebatagos deS. aureusen
aspectos no taxonémicos, conviene recordar el pgpel se les ha atribuido en la
transmision horizontal de genes de leucotoxina® eafpas (Yamadsat al, 2005).

2.- Estudio de los factores de virulencia

2.1.- Factores de superficie

Puesto que la superficie es la primera parte thadteria que entra en contacto con
el medio que la rodea, el estudio de sus carattassno soOlo tiene importancia
taxonOmica, de virulencia y epidemioldgica, sinoe gpuede ayudar a una mejor
comprension de las interacciones bacteria-hosped@@itumpolinskyet al, 1985); de
hecho, la expresion de ciertos factores de swperdis una respuesta directa a estimulos
externos a la bacteria (Whitfield, 1988). Los faetode superficie mas relevantes, en el
caso de los estafilococos, incluyen las estructieagcubrimiento (capsulsljme, varios
tipos de adhesinas y la hidrofobicidad superfidtatre los miembros del género, se sabe
que S. aureusesta bien provisto de componentes de superfidgecyetados que pueden
comprometer la respuesta inmune innata, especitdmanactuacion de los neutrofilos

(Foster, 2009), situacion que podria darse tanmdméotras especies del género.

La presencia de estos factores de superficie estdicGonada inicialmente a que se
encuentren codificados en el genoma de la bactarentras que los factores ambientales
y de cultivo pueden influir decisivamente en, ppmlo, la formacion de biofilmén
vitro (Clutterbucket al, 2007), la produccion de capsula (Opdebesickl, 1987) o la
expresion de los genes capsulares (Ouwrad., 1999); de hecho, se ha demostrado que
el crecimiento en leche o en suero de leche inthu@xpresion de ciertos genes de un
modo similar al que se produce durante la patoggrmks la mastitis (Lammerst al,
2000), y algunos medios artificiales, como el agalumbia o el agar m110, favorecen la
expresion antigénica (Opdebeestlal, 1987; Haret al, 2000).

El método directo de deteccion capsular mediantadin negativa es. aureusha
sido reconocido como el Unico valido por autoran@dnderson, en 1984, pese a que se
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ha descrito por otros autores que las capsulasndal@erar los 200 nm de grosor para
poder ser vistas mediante microscopia Optica (Rathal, 1986). Otros autores indican
gue aunque no se pueda observar capsula algunantediicroscopia convencional, ésta
puede existir y ser detectada por otros métodespda fluorescencia (Sompolinsky al,
1985). Ademas, los métodos de deteccion visual Igenas de estas estructuras son
delicados en su realizacion y, en ciertos casasx) fiables debido a la labilidad de alguna
de estas estructuras; por ejemplo, la capsulaedepdanar en el curso de la realizacion de
la técnica (Beveridge y Graham, 1991), y no resuiigibles por microscopia oOptica, por

lo que estas técnicas no son muy fiables.

2.1.1.- Capsula

Basandonos en la definicion de Mudd (1965), la wéapses una capa de
polisacaridos bien organizada, fijada a la parddlaey que rodea completamente la
bacteria. Es una estructura que confiere resistemda fagocitosis (Koenigt al, 1962;
DeLeoet al, 2009) y se opone a la activacion del sistema temmgnto siendo, por tanto,
un factor de virulencia, razén por la que su débeces importante, habiéndose empleado

aproximaciones diferentes para conseguirla.

En su investigacion sobre 775 cepas, Snethal. (1971) propusieron la
determinacion de la presencia dkumping factorcomo una técnica valida para el
screeningde cepas capsuladas 8eaureusde origen humano, de manera que las cepas
negativas debian ser cultivadas en SSA y observaddsicion negativa y puesto que,
segun ellos, las positivas elumping factornunca eran capsuladas, no necesitaban mas
investigacion. Odiernet al. (1995) compararon 11 métodos de deteccion de lcapa.
aureus determinando que los mas precisos eran la migpis@lectronica de transmision,
la determinacién de la morfologia en SSA, la defecade la presencia delumping
factor, la estimacion del volumen celular y la tincibmeafranina. La determinacion del
clumping factorera rapida y eficaz para el diagnéstico presuntpero debia ser
confirmada por otro método. El resto de métododizztos fueron la tincion negativa, el
uso de antisueros capsulares, la determinacioirulencia en raton, la susceptibilidad a la
lisostafina, la resistencia a fagos y la resiseelcla fagocitosis, que resultaron, segun los

autores, demasiado lentos o laboriosos.

En este estudio se ha determinado la presenciapmiila en cepas d& aureus
mediante dos técnicas clasicas; por un lado, kEcdéin de la presencia deimping factor
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y, por otro, la observacion de la morfologia codbrén agar blando suer&drum Soft
Agar, SSA). Puesto que elumping factorse encuentra situado en la superficie bacteriana,
puede resultar enmascarado si la bacteria se enguedeada por alguna estructura y, por
tanto, la cepa capsulada sera negativa@uahping factor En el caso del SSA, la aparicion
de colonias difusas se produce debido a que larstiat activa formadora de colonias
compactas (CCFAS) también se encuentra oculteapmidsula.

2.1.1.1.- Presencia dalumping factor

La presencia o no detlumping factoren S. aureus que fue primitivamente
denominado “coagulasa ligada” por Duthie en 19%#hdae se determind finalmente que
no estaba relacionado con la coagulasa libre addps& finalmente la denominacion
actual), se ha relacionado con la existencia ormisele capsula €. aureugSmithet al,
1971). Elclumping factores un componente de la pared celular y esta peesantl 97%
de las cepas de estafilococos coagulasa posiivas,un 3% de SCN (Jeljaszewigeizal,
1983).

En la década de 1950 dumping factorse considero factor de virulencia, aunque
finalmente se confirmd que, precisamente, las cdp& aureusque carecian de él eran
las mas virulentas (Anderson, 1976). Mas tardesieestudio sobre la relacién entre el
clumping factoy el SSA y la virulencia deS. aureus Yoshida y Ekstedt (1968)
relacionaron la morfologia difusa en el medio S®A ana reaccion negativa@umping
factor, aunque sefalaron que el lavado de las bactamia®lacion salina convertia las
cepas negativas en positividas, indicando la poiseate una capa de polisacaridtinge
alrededor de las bacterias que se perdia medibmggagmiento. Por tanto, la aparente falta
de clumping factoren cepas d&. aureusvirulentas se debia a su ocultamiento por la
presencia de capsula (Jeljaszewatal, 1983), que realmente era el factor de virulencia.
En estudios posteriores con cepas mutantes resgleciiamping factoy parecia bastante
claro que si se tratase de un factor de virulerstiamportancia individual resulta limitada
(Entenzaet al, 2000). Finalmente se ha reconocido su importacoimo adhesina
(Schafferet al, 2006).

En nuestro estudio, se determiné la presencialdedping factoren todas las cepas
de S. aureusaisladas, con los resultados recogidos efddbla R13 del capitulo de

Resultados.
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Segun estas cifras, considerando queleiping factores un integrante de la
estructura de la pared de la mayoria de cep&s dereugpresente en un 97% de las cepas
segun Jeljaszewiczt al, 1983) y que su no deteccidn se asocia a quecsemina oculto
por alguna estructura superpuesta (Rigegl, 2007), en nuestro caso habria que pensar
gue en la mayoria de las 29 cepas negativas dagsbe podrian encontrarse estructuras
superficiales externas a la pared que lo ocultadamo sucederia en el caso de la capsula.
Ello supondria que un 26,60% de Bsaureusaislados serian capsulados. Sin embargo,
como indicaron Odiernet al. (1995), es preciso corroborar estos datos mediante

utilizacion de otra prueba confirmatoria, que eastro caso fue la utilizacién del SSA.

2.1.1.2.- Crecimiento en agar blando suer@€érum Soft Agar SSA)

La técnica del agar blando-suerSefum-soft agarSSA) fue desarrollada por
Finkelstein y Sulkin en 1958, con el propdsito a@elgr distinguir, mediante cultivo, los
estafilococos coagulasa positivos de los coagulagativos. En su trabajo, la mayoria de
los primeros ofrecian una morfologia colonial contaasi se cultivaban en dicho medio,
mientras que los ultimos presentaban un crecimieatocolonias de aspecto difuso. En
ciertos casos, algunas cepas mostraban una mezctdahias compactas y difusas, lo que
interpretaron como variantes, llegando a consitbeyarepas diferentes, no relacionando
esta circunstancia con la existencia en una migpa de clones capsulados. Mas tarde,
con la aparicidon de cepas corSoaureusSmith, se empezo6 a relacionar la existencia de
variantes (Yoshida y Takeuchi, 1970) y el crecirtoetifuso deS. aureusen SSA como
indicativo de capsulacion (Yoshida y Takeuchi, 18ithet al, 1971), aunque algunos

autores lo relacionaron con la existencialkiteey no de capsula (Rathet al, 1986).

Mas adelante, se describieron ciertas cepas viadetle S. aureusen las que,
aungue no se llegaba a detectar capsula mediamtwstopia Optica, si mostraban
morfologia difusa en SSA (Manet al, 1991a), lo que avala el uso de esta técnica para
detectar cepas capsuladas de esta especie bagtewague Anderson en 1984 pusiera en
duda su fiabilidad. Sin embargo, hay que recordarej tamafio de la capsula parece estar
en relacién directa con la virulencia, al menosatén (Yoshida y Takeuchi, 1970), por lo
qgue las cepas que presentasen una microcapsuleampadr de nula o baja virulencia
aungue presentaran morfologia difusa (indicadora geesencia de capsula) en SSA (Lee
et al, 1987a).

Aunque algunos autores relacionaron, en un primemenmto, el crecimiento

compacto deS. aureusen SSA con la presencia deimping factor(Yoshida y Ekstedt,

211



Discusion

1968), o de reaccion de la proteina A con la fiacéic de los anticuerpos (Forsetnal,
1972), estudios posteriores han demostrado quesa@idad existe en la superficie de
ciertas cepas de estafilococos un carbohidratooestable y labil a los acidos denominado
“sustancia activa formadora de colonias compact{asimpact-colony forming active
substanceCCFAS), responsable de este efecto en SSA (Yashial, 1977; Jeljaszewicz
et al, 1983).

El 26,6% de nuestros aisladosSleaureugparecen estar capsulados segun el SSA,
lo que supone un porcentaje relativamente elevadgparado con los datos hallados en
cepas bovinas por Yokomizo, en 1977 (un 1,18%) yléDpecket al. en 1987, que
indicaban que en torno al 4% de los aislados erfusa$. Aparte de la diferencia de
especie de origen, en unos resultados tan bajasipfidir el que sus cepas habian sufrido
abundantes pases vitro, que en el caso de Yokomizo (1977) consistieronpases
seriados en agar inclinado durante seis mesesirfistancia del subcultivan vitro sobre
la expresion de capsula fue demostrada por los osis®pdebeeclet al (1987), al
conseguir elevar el porcentaje de cepas capsukd@S% tras subcultivos rapidos de
cepas de origen bovino; de hecho, Powtall. (1988) consiguieron serotipar la capsula de
un 78,8% de sus aislados de mastitis ovina, y Jehiak (1989) encontraron capsula en
todos sus aislados clinicos & aureusprocedentes de mastitis bovinas, mientras que
Odiernoet al (1992), también en cepas de origen bovino, tht@t mas de un 78 % de

cepas dé&. aureuscon crecimiento difuso en SSA.

Se observa en nuestros resultados que no hay wmalegcia directa entre las
cepas deS. aureusgque sonclumping factornegativas con las que presentan morfologia
difusa con la técnica del SSA, aunque en ambosxstrate de 29 aislados, puesto que
no son las mismas cepas. Hay que tener en cueatargambas pruebas no se valora la
existencia de la misma estructura superficial: ertaso se trata delumping factoy que
reacciona con la cadenadel fibrinGgeno, y en el otro, se evalla la pregerle la
sustancia activa formadora de colonias compact®&FAS), que interacciona con el
fibrinbgeno para formar fibrina (Jeljaszewicd al, 1983). Ambas sustancias se
distribuyen de forma desigual entre los aislados, |p que hay cepas d& aureusque

producen una y no otra (Jeljaszewatal, 1983).

Tal como se expuso en el capitulo de Material yodés, la prueba del SSA se

efectud sobre la totalidad de las cepas aisladdspendientemente de su adscripcion a
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una u otra especie. [Jabla R14 recoge y resume los resultados obtenidos corciacte
del SSAen las 246 cepas estudiadas.

Los casos en los que se observa una morfologiaaximpn especies diferentes a
S. aureug9 de un total de 73 compactas) pueden tratarestdélococos que no presenten
capsula pero si algun factor similar a la CCFASente en la superficie & aureusEn
general, las especies &aphylococcusjue no sorS. aureuspresentan un crecimiento
difuso en el medio SSA clasico (Szietsal, 1993), aunque esta técnica, convenientemente
modificada, se ha empleado para detectar la priesdacapsula en SCN. En el casdde
epidermidisse ha empleado también la técnica de SSA y se ¢tengado cepas con
morfologia difusa y compacta (Yoshidaal.1971), llegando estas Ultimas a representar el
25,8% de las aisladas en su estudio. Ohsleinad. (1987) investigaron la capsula de una
cepa deS. epidermidis/ descubrieron que era similar a laSleaureusEn nuestro caso,
s6lo aparece una cepa compacta de esta especipjeahay otras 8 (siete cepas $le
xylosusy una deS. hominik Este tipo de aislados & aureusjue presentan morfologia
compacta en el SSA, aunque poco frecuentes, yasidandescritos en la bibliografia
(Yoshidaet al, 1971) en un porcentaje variable de cepas de X% Forsgreret al,
1983; 18%, Szucst al, 1993); mientras que en nuestro caso represefahalgente un
6,61% del total de SCNrabla R15), correspondiendo mayoritariamente a la esp8cie
xylosusy, en menor medida, 8. epidermidisy S. hominis En su estudio, Szuet al.
(1993) sefalaron que las cepas compactas perten@eigoritariamente a la espe@e

haemolyticus

La aparicion de colonias compactas y difusas enmigena cepa, reflejada en la
Tabla R15 como morfologia colonial mixta, se puede reladiocan la existencia de
variantes capsuladas y no capsuladas, como yaldesmn Hunt y Moses en 1958 con la
cepa Smith. La existencia de cepas que presentammanfologia colonial mixta, con
colonias difusas y compactas, también puede expicadegun el estudio llevado a cabo
por Poutrelet al. en 1997, por la existencia de grandes variaciomegprdduccion de
polisacéarido capsular entre bacterias individuplesedentes de una sola colonia original.
En nuestro caso, miembros de las tres especiedretaentes del estudio presentan este

tipo de crecimiento “mixto”, suponiendo tan s6l03)66% de los aislados.

Finalmente, hay que recordar el papel que desempddm capsulas como
determinantes de virulencia (Wiley y Maverakys, 4;9%nderson, 1976; Liet al, 1994),

procurando mas resistencia a fagocitosis y a lwidatl bactericida del complemento
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(Blobel et al, 1980) al enmascarar fisicamente los C3b fijadok gared celular
(Wilkinson et al, 1979; Mamoet al, 1991b). Se sabe que ratones inmunizadosSon
aureuscapsulados, o con sobrenadantes de sus cultvosnsmunes de manera homologa
y es posible conseguir una inmunidad pasiva, nasmjue las variantes no capsuladas no
protegen frente al desafio con cepas capsulada&seflal, 1987b). En otros estudios, la
capsula de polisacarido impidié la adherencia alaglepiteliales y colageno (Cifriaat

al., 1995).

Pese a que Sompolinsky al. (1985) manifiestan que sus datos no indican que la
capsula se pierda por efecto del subcultivo, sptaague la determinacion de la presencia
de capsula por métodos fenotipicos como el cultivbien opticos, estd muy influida por
las condiciones de cultivo (Christenssinal, 1982; Sutraet al, 1990; O’Riordan y Lee,

2004), por lo que la utilizacion de métodos molaes resulta de gran ayuda.

2.1.1.3.- Tipado capsular

Se han realizado numerosas aproximaciones al [gadotide los estafilococos
(Oeding, 1983) siendo el serotipado capsular untsl@ue mayor interés ha merecido
(Wilkinson, 1983; Karakawat al, 1985; Sompolinsket al, 1985; Baselga y Amorena,
1994).

Inicialmente, Yoshida describio tres tipos seratégien 1971 denominados A, B y
C ampliando el esquema con el serotipo D, postagate. Mas adelante, Karakawa y
Vann (1982) llegaron a identificar 8 serotipos caq®s y mas tarde se llegd a describir
hasta 11 (Sompolinskst al, 1985), aunque ciertos autores dudan de la eristeeal de
algunos de ellos (Jean-Michel Fournier, 1996, caoaondn personal; Cocchiaret al,
2006). Sin embargo, lo que si se reconoce es qigteenn claro predominio de los
serotipos 5 y 8 entre los descritos, tanto en cdpasrigen humano (Arbedt al, 1984;
Karakawaet al, 1985; Boutonnieet al, 1989), como animal (Poutret al, 1988; Poutrel
y Sutra, 1993). En el caso de los rumiantes, s#ekarito la predominancia del serotipo 5
en ganado bovino mientras que tanto en ovino cameaprino abunda mas el serotipo 8
(Poutrelet al, 1988; Sutraet al, 1990). Por otra parte, se ha llegado a desgrhnios de

virulencia distintos segun el serotipo capsulartfgét al, 2005).

Para llevar a cabo el serotipado capsular se hgheado métodos variados, como
la aglutinacion (Oeding, 1952), la inmunodifusidkafakawa et al, 1985), la

inmunoelectroforesis (Karakawa y Vann, 1982), kecjpitacion (Fournieet al, 1984), el
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ELISA (Gray, 1979; Leeet al, 1987b; Poutrekt al, 1988) vy, dltimamente, dada la
influencia de factores externos en la expresidtadgpsula, se esta procediendo al tipado
con la ayuda de técnicas moleculares (Sakits&., 2004; Cocchiaret al, 2006). Como

se ha sefialado, en este estudio se eligid inicrabrikevar a cabo la tipificacion mediante

el método ELISA, y posteriormente se llevo a cab@studio mediante PCR.

2.1.1.3.1.- Serotipado

Puesto que se deseaba efectuar un serotipado arapmdiante una técnica ELISA,
era necesario emplear sueros anticapsulares aspsciéfue no se encontraban disponibles
comercialmente, planificAandose entonces la hiparimpaciéon de conejos con extractos
capsulares elaborados a partir de las cepas tip&.daureusobtenidas de varios

investigadoresAnexo MO0J).

Las cepas tipo se cultivaron en agar Columbia sugiéado con un 2% de NacCl,
como recomiendan Karakaved al. (1985), para la elaboracién de sueros hiperinmunes
para el tipado capsular &aphylococcusPor otra parte, se llevo a cabo la multiplicacion
de las cepas tipo en medio sdlido, dado que sefmasirado que se produce mas antigeno
capsular en este medio que en el liquido (eeeal, 1993). Para la extraccion del
polisacéarido capsular se emple6 el método de ehiuilicomo en su momento utilizaron
autores como Karakawa y Vann (1982), y se siguitetdmendacion de los autores en
cuanto a la minimizacion de los pases en cultiva g@nseguir una expresion capsular
Optima. Para la purificacion parcial de los pol&#ios capsulares seguimos el método de
Fournieret al. (1987).

Desde el punto de vista de las normas de Bien@siianal, para llevar a cabo la
hiperinmunizacién de los conejos frente a los pobsidos capsulares se siguieron las
recomendaciones del Centro Europeo para la Vatidade Métodos Alternativos
(ECVAM, Leenarset al. 1999), mientras que se adoptaron los consejosluestimet al.
(1991) en cuanto al adyuvantado y ritmo de inmuwidra El seguimiento comenzo a
efectuarse mediante electroforesis sérica hastarpanpunto un ELISA indirecto,
siguiendo el método de Lest al. (1985). En paralelo al seguimiento por electrafre
sérica, se llevaron a cabo varias pruebas utilzagldmétodo de SSA empleado por
Yoshida en 1971.

Los conejos inoculados mostraron respuestas indiléd considerablemente

diferentes, aunque previsibles, puesto que la @parde respuestas individuales en los
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procedimientos de hiperinmunizaciéon es un hechon@gdo en la bibliografia, tal como
indican Barber y Taga en 1965. Por otro lado, $puesta obtenida fue débil y de lento
desarrollo y, en algunos individuos, escasa, cstantia que se puede explicar al haberse
utilizado polisacéaridos purificados no conjugadograteinas, pues se ha descrito en
humanos y en ratones la aparicion de periodosctafias de larga duracion tras la
administracion de preparados similares (Gonz&teal, 2008) e incluso con ciertos
preparados antigénicos de cepas capsuladas sedaad| a observar paralisis inmune
(Fisheret al, 1963). En este caso, la decision de emplear mandgeno mas purificado,
libre de las células completas y sin asociar aefimas, para obtener sueros mas potentes y
especificos, produjo peores resultados. Este pestooincidente con lo expresado por
Fattom et al. en 1993, que indicaron que la inmunogenicidad ade polisacaridos es
independiente de las células T y que usualmenteenobservan respuestasoster Las
investigaciones de los ultimos afios sobre la inmganizidad de los estafilococos y la
elaboracion de vacunas, han llevado a investigadoveno Péreet al. (2009) a sefalar
que se obtiene la mejor respuesta protectora ariia las bacterias enteras rodeadas de

polisacarido mas que empleando los polisacaridofqadlos.

Los sueros obtenidos fueron titulados mediante ELIBgandose a conseguir
titulos relativamente elevados (hasta 1:12.800),@ranalizar su especificidad utilizando
polisacaridos heterélogos con respecto al emplaadante la hiperinmunizacion, se
obtuvieron muchas reacciones cruzadas que impitaibit su uso para el serotipado
capsular de competicion que se planteaba llevaba, @ese a los intentos de purificacién,
siguiendo las recomendaciones de Mittlal. (1982) para la eliminacion de reacciones
inespecificas. Por tanto, los sueros obtenidosudeepon ser empleados para llevar a cabo
el serotipado capsular, ni mediante la técnice&5& ni mediante ELISA de competicion,
lo que nos condujo a llevar a cabo la detecciélosi@enes capsulares mediante técnicas

de Biologia Molecular.

2.1.1.3.2.- Tipado utilizando técnicas de PCR

Uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral edetaccion de cepas capsuladas de
S. aureusy su serotipado. La deteccion se logré medianteabinacion del estudio de la
presencia delumping factory la técnica del SSA. Para el serotipado, se lewabo lo
descrito previamente en el punto anterior, lo qoadajo a la obtenciébn de sueros
policlonales pero que presentaron las suficiergasaiones cruzadas como para hacerlos
inservibles para el fin previsto. Finalmente, denws proceder a detectar la presencia de
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los genes especificos de los tipos capsulares guensontraban secuenciados hasta el
momento: los correspondientes a los serotiposyl8.5

2.1.1.3.2.1.- Disefio y puesta a punto de la PCRiptil

Para conseguir una economia de recursos y esfuse@anted poner a punto una
Gnica reaccion de PCR que nos permitiera detegtprdsencia de cualquiera de los tres
tipos capsulares. Para su puesta a punto nos ssndel llamado método Taguchi: este
sistema es empleado ampliamente como base de $ayosnde desarrollo durante el
disefio de procesos industriales. Al contrario deektrategias convencionales, cuenta con
unas matrices de experimentacion que revelan simedimente los efectos e interacciones
de varios componentes de la reaccion utilizandappcuebas, evitando utilizar una gran
cantidad de experimentos para la puesta a puntendmétodo experimental. Con este
sistema se puede determinar con relativa sencjliézcomponentes de la mezcla de PCR
afectan al rendimiento de la reaccion (Cobb y Glank 1994).

2.1.1.3.2.2. - Resultados de la PCR capsular nlltip

Es conocido que, en algunos casos, se pueden atetatfgenos capsulares en
cepas aparentemente no capsuladas (Yoshidh 1974) y que, por el contrario, algunas
cepas capsuladas puedan no resultar serotipablgieréfud et al, 2000), aunque
efectivamente posean genes capsulares (Vedliel, 2007), es decir, que tengan la
potencialidad de presentar capsula en las condisiadecuadas. En prevision de ello, en
nuestro estudio se efectud la PCR capsular de tedasepas dé&. aureusobtenidas,
presentaran o no morfologia difusa 88A considerada como la prueba estandar de
deteccién de cépsula (Yoshida, 197Dg esta forma, se determiné que 3 cepas que
presentaron morfologia compacta en SSA (siahgimping factompositivas) eran positivas
a los genes del serotipo 8, pese a no presentaulaagetectable en las condiciones del

estudio.

En nuestro trabajo hemos utilizado la reaccion@R Para poder detectar genes de
los tipos capsulares mas habituales, en partitodatipos 5 y 8. En un estudio con 246
cepas clinicas humanas 8eaureusArbeit et al(1984)determinaron que el 67% de las
cepas pertenecian a los grupos capsulares 5 griéilcsmenos del 1% de los serotipos 1y
2, mientras que el 26,4% pertenecian al serogrupp & 8 el 40,7%. Por otra parte,
Poutrel et al. (1988), determinaron que entre sus cepas de rtagsiatanto en ovino
(75,8%) como en caprino (68,5%) predominaba eltiperd®, siendo respectivamente un

217



Discusion

21,2% y 18,5% de las cepas no tipables, mientraeguovino el 51,4% de las cepas eran
del serotipo 5 y el 30,6% no tipables. Entre nassir09 cepas d8. aureus 15 fueron
positivas a la PCR, todas pertenecientes al ser@tifEn laTabla D08 se muestran los

resultados de PCR, de la deteccidrtldenping factory crecimiento en SSA.

Tabla D08. Resultados relativos a la deteccion capsular de S. aureus (PCR capsular, clumping

factor y SSA).
Cepa Especie SSA PCR leumplng
actor
89/304.00 S. aureus C +
92/002.03 S. aureus M +
92/002.05 S. aureus C +
92/002.06 S. aureus C +
92/002.07 S. aureus D PCR-8 +
92/021.04 S. aureus D -
92/024.01 S. aureus C +
92/024.03 S. aureus C +
92/024.04 S. aureus C +
92/024.05 S. aureus C +
92/039.01 S. aureus C +
92/039.02 S. aureus C PCR-8 d
92/039.03 S. aureus C d
92/040.03 S. aureus D PCR-8 +
92/040.05 S. aureus D PCR-8 +
92/042.01 S. aureus C +
92/051.01 S. aureus C +
92/051.02 S. aureus C -
92/052.01 S. aureus C -
92/052.02 S. aureus C +
92/052.04 S. aureus D -
92/052.05 S. aureus C +
92/052.06 S. aureus C +
92/052.08 S. aureus C PCR-8 +
92/062.03 S. aureus M -
92/063.30 S. aureus D -
92/063.31 S. aureus M -
92/066.15 S. aureus C +
92/080.01 S. aureus C +
92/080.09 S. aureus D -
92/080.11 S. aureus D PCR-8 -
92/080.13 S. aureus D -
92/094.05 S. aureus P +
92/172.05 S. aureus D -
92/172.06 S. aureus C +
92/172.10 S. aureus D +
92/201.01 S. aureus D +
92/201.02 S. aureus C +
92/204.06 S. aureus C +
92/216.02 S. aureus C PCR-8 +
92/218.01 S. aureus C +
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Tabla D08. Resultados relativos a la deteccion capsular de S. aureus (PCR capsular, clumping
factor y SSA). (continuacién)

Cepa Especie SSA PCR leumpmg
actor

93/096.01 S. aureus P d
93/129.02 S. aureus C +

93/172 S. aureus C +
93/220.01 S. aureus C +
93/231.c3 S. aureus C +
93/234.02 S. aureus D PCR-8 -
93/234.08 S. aureus C +
93/234.09 S. aureus C -
93/234.11 S. aureus M +
93/251.02 S. aureus C -
93/251.03 S. aureus C +
93/251.06 S. aureus C +
93/256.01 S. aureus C +
93/256.02 S. aureus C +
93/256.03 S. aureus C +
93/281.20 S. aureus C +
93/281.21 S. aureus C +
93/283.01 S. aureus C +
93/283.02 S. aureus C +
93/285bis S. aureus M d
93/389.02 S. aureus D PCR-8 -
93/406.01 S. aureus D -
93/406.02 S. aureus D PCR-8 -
93/406.03 S. aureus D -
93/469.02 S. aureus C +
93/487.01 S. aureus C +
93/494.01 S. aureus D +
93/500.00 S. aureus C +
93/501.02 S. aureus C -
93/504.03 S. aureus C d
93/512.01 S. aureus C +
94/024.01 S. aureus M +
94/032.00 S. aureus D PCR-8 +
94/034.02 S. aureus C +
94/034.05 S. aureus C +
94/092.04 S. aureus D -
94/092.05 S. aureus D PCR-8 -
94/093.01 S. aureus D -
94/093.02 S. aureus D -
94/143.00 S. aureus C +
94/165.02 S. aureus P +
94/175.00 S. aureus P -
94/177.00 S. aureus P PCR-8 -
94/205.01 S. aureus P -
94/205.02 S. aureus P PCR-8 -
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Tabla D08. Resultados relativos a la deteccién capsular de S. aureus (PCR capsular, clumping
factor y SSA). (continuacién)

Cepa Especie SSA PCR leumplng
actor
94/205.03 S. aureus P -
S01 S. aureus D +
S02 S. aureus P +
S03 S. aureus C +
S04 S. aureus D +
S06 S. aureus D +
S07 S. aureus D +
S08 S. aureus C +
S09 S. aureus C +
S10 S. aureus C +
S12 S. aureus P +
S13 S. aureus C +
S14 S. aureus C +
S15 S. aureus C +
S16 S. aureus C +
518 S. aureus C +
S19 S. aureus C +
S20 S. aureus D PCR-8 +
S21 S. aureus C +
S22 S. aureus C -
S23 S. aureus C +
S24 S. aureus C +
S25 S. aureus D +

Leyenda : C=compacta, D=difusa, P=pseudodifusa, d= débil.
Podemos agrupar las cepas segun estos tres fatabda D09).

Tabla D09. Resultados relativos a la deteccion capsular de S. aureus combinando los resultados
posibles de los tres analisis practicados (PCR capsular, clumping factor y SSA).

PCR SSA SIATHE AU del Combinacion
factor cepas (%)

Positivo Difuso Neg 7 (6,42) Al
Difuso Pos 3(2,75) A2

Compacto Neg 0 A3

Compacto Pos 5 (4,59) A4

Negativo Difuso Neg 16 (14,68) B1
Difuso Pos 17 (15,60) B2

Compacto Neg 6 (5,50) B3

Compacto Pos 55 (50,46) B4

Leyenda: (l) sobre el total de S. aureus (109).

Se distinguen 8 combinaciones segun los tres f&tque consideramos, aunque en
un caso (A3) no encontramos cepas que la presentgraxisten dos posibilidades
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representadas por aguellas cepas no capsuladasasigue son también negativas al
clumping factor(B3) y otras que si presentan dicho factor (B4s tambinaciones A

representan cepas con genes de los tipos capsli|aseg 8 detectables mediante la PCR
gue hemos desarrollado, mientras que las cepashBesaltado negativas a dicha PCR.

Las combinaciones restantes existentes se intarpcemo sigue:

= Al: cepas que presentan crecimiento difuso en SSgory negativas al

clumping factor Son cepas que presentan capsula fenotipicamente.

= A2: cepas difusas en SSA y positivasciilmping factor Son cepas que,
presentando genes capsulares, o bien no presardasthncia activa formadora
de colonias compactas (CCFAS), o puede que presantecapsula irregular, o
bien que dependa su expresion del medio de culfizajue la deteccion del
clumping factory el crecimiento en SSA se realizan sobre crecitoge

obtenidos en medios de cultivo diferentes.

= A4: cepas que, pese a presentar genes capsularesxpnesan la capsula
fenotipicamente, debido a condiciones de cultiva problemas de expresion

del operon.

= B1: cepas que fenotipicamente son capsuladascarate forma difusa en SSA
y ser clumping factornegativas, aunque no sean positivas a la PCR.ePued
tratarse de cepas capsuladas no pertenecientesganai de los serotipos
probados por PCR (1, 5y 8)

= B2: cepas que, o bien no presentan la sustanagismdotmadora de colonias
compactas (CCFAS), o bien poseen algun tipo deicsta superficial que la

cubre, 0 son cepas capsuladas de otro tipo.

Soélo 7 de las 15 cepas positivas por PCR son wegatl clumping factory
presentan morfologia difusa en el SSA (Al), esrdgque fenotipicamente se pueden
clasificar como capsuladas. De las 8 restantegn3cempactas en SSA y positivas al
clumping factor(A2), por tanto, fenotipicamente no son capsuladasgue si presentan
genes capsulares. Evidentemente, puede ocurrelqesto debperon icague poseen esté
incompleto o dafiado, lo que explicaria que fencdipiente no presenten capsula, aunque
también podria ocurrir que las condiciones dewauitio hayan permitido que expresaran la
capsula correspondiente. Sin embargo, existe liipdad de que contemos con cepas

capsuladas no pertenecientes a los tipos 1, SamProbados mediante PCR, que podrian
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encontrarse en el grupo B1, con lo que el totategrms capsuladas probablemente sea de
26 sin incluir las que, pese a poseer genes ddaidos capsulares estudiados, no se

encuentran capsuladas fenotipicamente (grupo Adpas).

Aparte de los serotipos capsulares clasicos, emltosos afios se ha descrito la
existencia de un “serotipo 336", al que parecenesponder muchas cepas capsuladas que
no eran serotipables por los métodos estandar (iGatichl, 1998; Hanret al, 2000). En
1998, Guidryet al. determinaron e®. aureusde mastitis clinicas de vacas europeas que el
70% pertenecian a los serotipos 5 u 8 a partedegua el resto de los aislados, al
“serotipo 336”. Sin embargo, en el estudio de $alktsal. (2004) conS. aureusaislados
en mastitis subclinicas bovinas, las cepas de bwianfueron todas del serotipo 5,
mientras que las de Alemania eran todas del ser8tifsegun otros autores, las cepas de
los serotipos 5, 8, 0 “336” suponen el 98% de lssantes de mamitis bovina en USA o
Europa. Ademas, las bacterinas con esta composi@dnresultado eficaces frente al
desafio con cepas virulentas, de manera que s@éoedle los cuarterones de las vacas
vacunadas mostraban mastitis clinica, frente aP@ @@ los cuarterones de las vacas

control no vacunadas (M al, 2004).

Pese a todo ello, en estudios posteriores se hallledo que el antigeno del
“serotipo capsular’ 336 es realmente un polimem cpntieneN-acetilglucosamina y que
no solo esta presente en estafilococos no capsjlaitto que también lo aparece en
algunas cepas de los serotipos capsulares 5 yrBp aya de esperar dado que su
composicién corresponde al peptidoglicano. Verdieal. (2007), trabajando con cepas
humanas de origen clinico, lograron serotipar atis@aeros especificos frente a los tipos
5, 8 y 336 soOlo un 87% de los aislados, mientras mediante la utilizacion de PCR
lograron tipar el 100%. Por otro lado, las cepapatiles” con el antisuero 336, se
adscribieron mediante PCR a los tipos 5 (46%) ©484), lo que corrobora la teoria de que
el “serotipo 336” no se corresponde con un seratgusular. En su estudio, Cocchiato
al.(2006) abundan en este punto, indicando que laasceppsuladas que se suelen
clasificar como no tipables al no reaccionar frerste antisueros o anticuerpos
monoclonales, realmente no expresan capsula pessear los genes necesarios, debido a
mutaciones, por lo que resulta dudosa la existateiaas tipos capsulares aparte del 1, 2,
5y8.

En conclusién, del total de 1@ aureusaislados por nosotros, 26 (23,85%) fueron

fenotipicamente capsulados, mientras que 5 cepas pre&sentaron genes capsulares
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detectados por PCR aunque no se demostré la piasdec capsula por métodos
fenotipicos. En cuanto al tipo capsular, las 15asepositivas a la PCR capsular

pertenecieron al serotipo 8.

Finalmente, aparte de la relevancia de la capsuteodactor de virulencia en cepas
de origen ovino al dificultar la fagocitosis (Bagely Amorena, 1994) y oponerse al
sistema del complemento, hay que recordar que dpasccapsuladas son capaces de
generar, en condiciones adecuadas, una respuestatpra homologa eficaz (Yoshida
al., 1987) y que, por otro lado, ciertos polisacaridapsulares poseen la capacidad de
inhibir la formacion de biofilmes de otras cepastbéaanas (Valleet al, 2006), lo que

puede representar para ellas una ventaja competitivsu medio ambiente natural.

2.1.2.-Slime

El slimees una capa de polisacaridos que rodea las bactiiaiertas cepas de
estafilococos y de otras especies bacterianassgueapaces de producirla bajo ciertas
condiciones ambientales. Las bacterias se hallaersas en dicha matriz que, aunque no
se encuentra fijada firmemente a la superficielael(Beveridge y Graham, 1991), les
proporciona capacidad de adherencia a las sugariivertes (Giridhagt al, 1994; Cifrian

et al, 1995) y favorece la formacion de un biofilme.

La importancia de la presencia diéme no solo reside en que sea parcialmente
responsable de la capacidad de adherencia a sugeifiertes (Bayston y Penny, 1972;
Christenseret al, 1982; Ziebuhet al, 1997), sino a que puede interferir en la actiyida
los fagocitos (Johnsoet al, 1986), o de los antibidticos o de las inmunoglioias con
actividad anticuerpo, haciendo que las cepas ptorhgdeslimesean mas resistentes que
sus variantes no productoras (Soetal, 1989; Baselgat al, 1991). En este estudio, no
hemos llevado a cabo la valoracion de la sensdllide los aislados productoresstimea
antimicrobianos ni de su resistencia a la fagoGitqsero es una posibilidad a tener en

cuenta a la hora de valorar la posible patogerdaittalas cepas aisladas en este estudio.

Este tipo de caracteristicas han hecho intereshr@studio deklimee importante
la deteccién de cepas que lo produzcan, especisdnarire los aislados de mastitis
(Oliveira et al, 2006). Para la deteccion de la formacion de dictpea de polisacaridos se
han empleado numerosos métodos, entre los que hatiipado los mas habituales: el
método de Christensen (Christenseml, 1982; Héberet al,1988; Arciolaet al, 2001) y
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el agar Rojo Congo (Freeman al, 1989; Woznicovat al, 1993; Vancraeynegt al,
2004).

2.1.2.1.- Método de Christensen

El método de Christensen se basa en la deteccgialvdel cimulo bacteriano

adherido en las paredes del tubo de ensayo, medatihcion del mismo.

En nuestro caso, se ha llevado a cabo la incubat@dlas cepas en estatico 48
horas para favorecer dicha observacion (Christenseml, 1982), coincidiendo con lo
indicado por estudios posteriores que indican qumdxima adherencia se produce en la
fase estacionaria (P6himann-Dietteal, 2000) que, segun aparece esedfico R04 del
capitulo deResultados,se ha alcanzado a las 48 horas y se debe, al raeSosureusa

la expresion postexponencial de factores de adbieren

Por otro lado, comparamos tres caldos de cultivewanto a sus cualidades de
favorer la formacién dslime (TSB, HHW y BHI) vy, tras confirmar que las diferéas
observadas entre ellos en cuantcslahe formado no se debian a que sus cualidades
nutritivas favorecieran un crecimiento mas aburelamécidimos emplear el caldo BHI en
las pruebas restantes, como previamente utilizatams autores (Christensehal, 1982;
Bayston y Rodgers, 1990; Arciokt al, 2001), pese a que algunos recomendaran la
utilizacion del medio quimicamente definido HHW @sgainet al, 1991; Hussairet al,

1992), que en nuestras manos proporciond peorgisades.

Puesto que la deteccién del cimulo bacteriano atther la pared del tubo se
realiza visualmente, se compararon varios de ltmamtes empleados en la bibliografia
[(Hogt et al. (1983): azul alcian; Christensaat al. (1985): tripan azul; Hebert (1988):
safranina; Freemaet al. (1989): tripan azul; Soutet al. (1989): azul alcian o safranina;
Chilek y Simurda (2003): cristal violeta; Fex al. (2005): cristal violeta], para finalmente
elegir el cristal violeta al considerarlo el colmeaque permitia una mejor observacion del

crecimiento adherido.

Se establecié una puntuacién en tres localizacjatesnanera que se valoro la
densidad de los cumulos bacterianos en tres lugataabo: a la altura de la superficie del
caldo de cultivo, a mitad de la pared y en el foridétodos similares de valoracion han
sido empleados por muchos otros autores (Héddeat, 1988; Soutcet al, 1989). La

abundancia del cumulo que se encontraba en cadhzbmon se puntué de 0 a 3 y se
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obtuvo una cifra final por cepa que oscild6 entrey ®, considerando como cepas
productoras aquéllas que obtuvieron globalmentededspuntos.

Utilizando el método de Christensen, un 36,8% dedgpas d&. aureusle nuestro
estudio se pueden considerar adherentes, mienteasrmel caso d8. epidermidiso seria
un 41,1%. Heéberét al. (1988), en un estudio con mas de mil cepas humdmasigen
clinico, describieron como adherentes un 73% deSosureus un 83% de losS.
epidermidis un 85% de losS. xylosusun 56% de losS. hominisy un 42% de |0sS.
haemolycusPor su parte, Oliveirat al, en su estudio publicado en 2006 con cepas de
mastitis subclinicas bovinas, detectaron que uB9%7¢e las cepas d8. aureusy S.
epidermidis eran productoras dslime mediante su técnica FISHIuorescent in situ
hybridisatior).

Indudablemente, la formacion ddime favorece la persistencia de SCN en los
hospedadores, como indicaron Davengral. (1986). En su estudio sobre infecciones
hospitalarias, sélo el 32% de las infecciones debal SCNslime positivos consiguieron
ser resueltas unicamente mediante antibioterapentras que el 100% de las producidas
por cepas no productoras sléme consiguieron mejorar Unicamente con antibioti¢s.
otro lado, los SCN productores diéme se habian asociado previamente con infecciones
con sintomatologia clinica en los estudios de @m&enet al (1983), que también
relacionaron la presencia déme con la resistencia a la gentamicina. Sin embahngy,
que tener en cuenta que en toda poblacion de SENsten individuos formadores y no
formadores delime segun las pruebas de desafio experimental, tosaftores deslime
presentan una mayor capacidad de adherencia, aseqiie los no formadores son mas
virulentos y menos adherentes (Basefgaal, 1993). Sin embargo, aunque en ciertas
cepas, si se produstime la cepa es adherente (Hussatral, 1992), hay que considerar
también que la produccion démeno se correlaciona de forma directa con la adlc&en
(Ikedaet al, 1991; Hussainet al, 1993). En algunos modelos animales se ha derdostra
qgue la formacién dslime favorece la persistencia de la bacteria en elrldgainfeccion
durante meses, pero esto no supone necesariamenge groduzca un cuadro clinico de
importancia, sino que, a veces simplemente se tdeti®@ leve neutropenia (Gallimase
al., 1991).
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2.1.2.2.- Agar Rojo Congo

La capacidad de produccion dgiéme por parte de los estafilococos es considerada
como un factor de virulencia por autores como Johes al. (1986), que opinan que la
interaccion deslimecon los PMN puede ser perjudicial para las defedesbsospedador.

Un método frecuentemente empleado para detectazelgas deStaphylococcus
productoras delime es el del cultivo sobre agar Rojo Congo, desdnitcialmente por
Freemanet al. (1989). Sobre este agar, los autores describenagueepas adherentes,
productoras dslime desarrollan colonias negras de aspecto “cristglimientras que las
colonias de cepas no productoras aparecen derogor

Sin embargo, al comenzar a emplear este medio ltigocaon cepas de varias
especies de estafilococos, encontramos que la esspwbtenida no era siempre la
esperada puesto que descubrimos mas variedad detasgoloniales que los descritos,
como también indican otros autores (Arciat al, 2002ab; Cucarelleet al, 2004;
Vancraeynesét al, 2004). Teniendo en cuenta las diferencias erada#; estudiamos la
influencia de varios factores en los resultadosmtbs con el agar Rojo Congo, utilizando
para ello una serie de cepas modelo de las trexiespaisladas mas frecuentemente en
este estudioS. aureusS. epidermidiy S. xylosusApéndice M0J).

2.1.2.2.1.-Influencia del origen de las materias pnas

Como punto de partida de las pruebas se procediéngarar los resultados
obtenidos al emplear en la elaboracion del medaztexnente las mismas materias primas
utilizadas por Freemaet al.(1989), o bien las del que veniamos empleandousbiente
en el laboratorio. Como resultado se observo queedio utilizado habitualmente permitia
un desarrollo mejor de las cepas de algunas espéeiete al clasico (en especial
xylosu3 y que las diferencias entre cepas productora® yproductoras se apreciaban
también mejor en dicho medio frente al descrito pogemanet al, por lo que las
diferencias de aspecto colonial podian debersean@sespecies y cepas empleadas, que a

la utilizacion o no de la composicién exacta detlime

2.1.2.2.2.- Influencia de tiempo y temperatura dercubacion

Puesto que algunas especies mostraban un creanéTio o débil en el medio
original de Rojo Congo (en especidl,xylosu3, se valoré los resultados obtenidos tras
prolongar la incubacion hasta las 48 horas, cormassjan algunos autores (Arciagal,

2001). Los resultados mostraron que prolongangeeebdo de incubacion se favorece el
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desarrollo de las colonias de las especies dentierttio lento, asi como la diferenciaciéon
de variantes, con lo que mejoran las caractersstifarenciales del medio de cultivo.
2.1.2.2.3.-Influencia del modo de esterilizacion teolorante

Las pruebas realizadas esterilizando el colorantgo RCongo por métodos
diferentes demostraron que las caracteristicasedideales del agar Rojo Congo no se
veian influenciadas de forma decisiva por el méel@sterilizacion, asi que se continud

esterilizando conjuntamente con el resto de lospoorantes (Christenser al, 1982).

2.1.2.2.4.- Influencia del aumento de la concentreédm de CINa sobre la

morfologia colonial en agar Rojo Congo.

Segun nuestros resultados, el aumento de concéntrde NaCl en el medio de
cultivo no favorece el caracter diferencial del ms sino todo lo contrario. Aunque fue
referente a la estimulacion de la formacion de wlapg no deslimeg Opdebeeclet al.

(1987) ya observaron que el cloruro sodico teniafaato estimulante minimo.

2.1.2.2.5.- Influencia del contenido en colorante dpp Congo y de la
incubacion

La concentracion del colorante original no se halefanido en la férmula original
y, al existir preparados de riqueza diferente, coimgmos formulaciones con dos

concentraciones diferentes. Al aumentarla has@®181%, se consiguio realzar el efecto
diferencial del medio, asi que se mantuvo parastbrde las pruebas.

2.1.2.2.6.- Resultados del agar Rojo Congo

La utilizacion de medios con un alto contenido eaCNha sido aconsejada por
algunos autores para favorecer la expresion dertctle superficie eB. aureugWest y
Apicella, 1984) o enS. epidermidis(Knobloch et al, 2001). En nuestro estudio, sin
embargo, hemos observado que, al menos en el ehagat Rojo Congo, dicha propiedad
no favorecia la caracteristica diferencial del mmegdisi que empleamos como medio de
rutina agar Rojo Congo sin adicion de NaCl. Poa qtarte, ciertas concentraciones de
NaCl podrian impedir el desarrollo de ciertas egsesensibles naureus en nuestro
caso, hemos detectado que ciertas cepds. dglosusrecian lentamente en este medio.
Pese a la alta reproductibilidad del método det &pgo Congo, afirmada por Freemen
al. en 1989, en nuestro estudio demostramos que tacééadolece de una serie de
debilidades que pueden llevarnos a contar con antes falsos negativos como, por

ejemplo, al cambiar el origen de las materias pimidizadas. Esta variabilidad de los
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resultados obtenidos con la utilizacién del agajoRoongo ya fue descrita por otros
autores, como Yazdaei al. en 2006, que ya indicaban que la aparicion dedraokgro
aparecia antes €h epidermidigjue enS. aureuspor lo que en su estudio prolongaron la
incubacion de las placas sembradas hasta las 22.Hén otros casos, se ha propuesto
escalas de color de hasta 6 tonalidades paraantetiizar este medio de cultivo (Arciola
et al, 2002a).

Considerando como productoras slene solo a las cepas que presentan el color
negro en el agar Rojo Congo (o bien presentandanias), los datos obtenidos se recogen
en laTabla D10

Tabla D10. Distribucién de las cepas productoras de slime de este estudio segun el método del
agar Rojo Congo.

Especie / grupo gg;zls Negras var%?lr':es Total (%)*
S. epidermidis 73 1 1 2(2,74)
S. gallinarum 9 0 0 0 (0,00)
S. haemolyticus 3 0 0 0 (0,00)
S. hyicus subesp chromogenes 5 0 0 0 (0,00)
S. hominis 2 1 0 1 (50,00)
S. simulans 4 1 0 1 (25,00)
S. xylosus 41 7 1 8 (19,51)
No- S. aureus 137 10 2 12 (8,76)
S. aureus 109 20 11 31 (28,44)
Totales 246 30 13 43(17,47)

(1): porcentaje sobre el niumero total de cepas de la especie, o del grupo, considerados

Al menos entre los aislados en este estudio, haypratluctores dslimeentre las
cepas deS. aureus(el 28,44% de las cepas) que entre el resto dedpas (8,76%).
Nuestros resultados indican que el 12,2% de laascepn formadoras d#ime segun el
color negro de las colonias, y un 17,47% si tamBegonsideran positivas las cepas que
presentan variantes, aunque otras caracteristedasdcolonias no coincidan totalmente
con la descripcion original de Freemetral. (1989).

Por otro lado, es llamativo en nuestro estudicagiklimo porcentaje de cepas 8e
epidermidis con colonias negras, que se adapten a la defnitifasica” de cepa
productora deslime (1,37%) en agar Rojo Congo, frente a una tasadataepas d&.
aureus(18,35%) dS. xylosug17,07%) que si lo hacian.

La existencia de cepas que presentan variantesial®s, es decir, que tienen

clones productores y no productoresstime ha sido descrita también por otros autores
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(Baddouret al. 1990; Baselgat al. 1993). Las diferencias entre variantes productpras
productoras encontradas por Basetgal. (1993) puede coincidir con las indicadas por
Watson (1989), que afirm6é que mas del 80% de Sosaureusde mastitis bovinas
cultivadasin vivo producen exopolisacaridos, pero que esta propods§ciende hasta el
10% tras el subcultivo en medios normales de labooa de hecho, la elevada tasa de
paso de variantes productoras a no productorasepdetierse a la existencia de un
mecanismo de variacion de fase. Estas observacsuggsren que pequefias cantidades de
bacterias no productoras pueden surgir de una @ohlaroductora, originando una mayor
poblacién no productora que pueda tener una tasgptieacion mayor. Esta ventaja puede
explicar por qué las cepas 8e aureusde mastitis pierden rapidamente la capaldee
por subcultivo en laboratorio y la baja frecuerdéacepas productoras diéme en cepas

gue han sufrido pases en medios artificiales.

En cuanto a la diferenciacion entre cepas patégeneaaprofitas, segun la
capacidad de formacion déme en piodermas de perro @®rintermediusse observd que
las cepas "clinicas" se distinguian de las otraadakrirse en mayor proporcion a las
proteinas de la matriz extracelular y menos alegtiieno. Sin embargo, ni la capacidad
formadora deslimeni la hidrofobicidad difieren entre ambos grupGsee y Noble, 1995).
La baja proporcion de cepas productorasloeedetectadas puede deberse a la adaptacion
a las condiciones de cultivo en laboratorio, juctiao una alta tasa de reversion del fenotipo
productor al no productor (De la Cretal, 1993). Sin embargo, no hay que olvidar que
en SCN las variantes formadoras se consideran f#e dadogenicidad y capaces de
producir mastitis subclinicas, mientras que lafarmadoras serian responsables de los
brotes clinicos (Albizet al, 1993).

En conclusidn, la técnica del agar Rojo Congo estitldad para ekcreeningde la
expresion fenotipica de la produccion slene pero siempre que el método esté bien
establecido (Arciolaet al, 2002ab) y cuente con los controles positivos gatiegos
adecuados (R. Baselga, comunicacion personal).

2.1.3.- Hidrofobhicidad

Como hemos indicado previamente, la hidrofobicisiagerficial bacteriana influye
en la capacidad de adherencia de los estafilocadas superficies inertes (Jarp, 1990;
Baselgaet al, 1992), fase preliminar indispensable para laninfxion (Gallianiet al,
1994; Ljungh y Wadstrom, 1995). La adherencia tem@rdeS. epidermidisa las
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superficies de polimeros parece depender fundamemite de la hidrofobicidad y es
normalmente interferida por las proteinas plasmaticalbamina, fibrinbgeno vy
fibronectina, en una proporcion variable segundpag sin embargo, la produccion de
slime es posterior a la adhesion inicial (Gallighial, 1994). Estas caracteristicas se han
estudiado por su importancia en aislados de oagénal perteneciente a especies c@no
aureus S. epidermidisS. xylosusS. haemolyticug otros (Jarp, 1989; Manwd al, 1991b;

Baselgeet al, 1992), por lo que en este trabajo también sé kkevabo su determinacion.

Para el estudio de la hidrofobicidad se han empleaétodos variados, adhesion
microbiana a solventes (MATS) (Rosenkeil, 1980; Becket al, 1988a; Baleonat al,
2001; Kouidhiet al, 2010), aglutinacion de soluciones salinas (Ljueighl, 1985; Greene
et al, 1992), cromatografia de interaccion hidrofobid#&) (Baselgeet al, 1992; Molnar
et al, 1994) o adherencia a proteinas de la matriz @dtriar (Creeet al, 1994). En
nuestro estudio empleamos dos sistemas basadok enpko de solventes organicos
(MATS), una de las técnicas mas empleadas.

2.1.3.1.- Puesta a punto de la determinacion de lhidrofobicidad

mediante el uso d®- xileno y hexadecano

El subcultivo de los aislados por dos veces en adiancomo el agar Columbia
sangre puede haber acercado las condiciones dep&fisie de las cepas a las que
originalmente tuvieran en su medio natural (Ziebethal, 1997). Este tipo de cultivo con
sustancias naturales favorece la aparicion deabstas superficiales en otras bacterias
aisladas en leche también, como se ha observad& aoreus(Opdebeeclet al. 1987,
Mamoet al, 1991b) o enStreptococcus ubergr Matthewset al.en 1994. Sin embargo,
otros autores indican que, evidentemente, las ceggasuladas tienen un marcado caracter
hidrofilico mientras que si se pierde la expresitn los polisacaridos capsulares, las
proteinas de la pared quedan expuestas y, por, fastoepas se tornan mas hidrofébicas
(Johneet al, 1989).

La superficie celular d8. aureuscomo la mayoria de las bacterias, tiene una carga
neta moderadamente negativa a pH neutro, que édgmente debida al hecho de que los
acidos teicoicos contienen menos radicalesDdalanina cargados positivamente que
grupos fosfato cargados negativamente. Sin embéasgoaureuspuede adherirse a
superficies hidrofébicas o débilmente negativas @oet poliestireno o el cristal,
respectivamente. La interaccion directa de lasebiast con las superficies depende de las
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fuerzas de Van der Waals, que son generalmenteatzian, y de las fuerzas interidnicas
que pueden ser de atraccion o repulsion. Aunquas €sterzas puedan superar las
repulsiones entre bacterias y superficies cargaidatarmente y producir la adhesion, las
variaciones de la composicion proteica de la sigerbacteriana pueden comprometer o

alterar las interacciones con las superficies g&zbal, 2001).

En este trabajo procedimos finalmente a efectuataloke pase por agar Columbia
sangre, para estabilizar las caracteristicas sopées de las cepas aisladas, y partimos de
una unica suspension bacteriana para poder comfzraleterminaciones con ambos

productos.

2.1.3.2.- Resultados del calculo de la hidrofobicad

Entre sus cepas aisladas de mastitis bovinas, Mdrab (1988) detectaron que la

mayoria de las cepas 8e aureug63%) eran hidrofdbicas, mientras que en estalestl
porcentaje de cepas hidrofébicas de dicha especié aentre un 33,9 y un 48,6%, en
dependencia del método de determinacion elegidoe®ibargo, éste resultado coincide
con los datos de Jonsson y Wadstrom (1984), quedasei aS. aureusomo la especie
mas hidrofobica de entre los estafilococos. Dehbeen nuestro caso, las otras dos
especies mas frecuentemente aisladas tienen mepas kidrofébicasS. epidermidigun
27,4 a un 30,1% de las cepasy.yylosugentre un 14,6 y un 2,40%).

En cuanto a los SCN, la hidrofobicidad en estedéstascilé entre un 0% y un
55,6% de las cepas, mientras que Maetoal. (1988) la situaron en un 56%.
Evidentemente, aunque el porcentaje de mayor pisitt se encuentre entre las cepas de
S. gallinarum la escasa proporcion de esta especie en eld®tals aislados convierte en

poco significativo este dato.

2.1.4.- Determinaciéon de la presencia de los geleefactores de

adherencia

Otros factores de adherencia importantes, apartéosieya estudiadoslime e
hidrofobicidad, estan representados por varias MS@Rs (Microbial Surface
Components Recognizing Adhesive Matrix Molegulgste tipo de componentes de la
superficie, como &tlfA, la proteina A y la capsula, comprometen el reconiento de las
opsoninas de la superficie bacteriana, mientrasvgtias proteinas secretadas interfieren
con las convertasas del complemento C3 y C5 (FdX168), de forma que su deteccion es

importante a la hora de valorar el potencial patogde una cepa concreta.
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En este trabajo se han estudiado estos factoresndeando la presencia de sus
genes mediante PCR, utilizando cebadores desa@iiom bibliografia, ya que la séla
deteccion de dichos genes se considera como unrtemp® indicador de virulencia
(Zmantaret al, 2008) y su estudio puede aportar informacion esddrdistribucion des.
aureusy ayudar al establecimiento de medidas de comteomastitis (Kaloreyet al,
2007).

El par de primer&caABF y R, empleado en nuestro estudio, se habiaadii para
detectar los gendsaAB del operdrica en cepas humanas 8e epidermidigprocedentes
de hemocultivos y mucosé8iebuhret al, 1997), e implantes (Martin Lopet al, 2004),
entre otros. Estéocus esta asociado a la adhesina PS/A del polisacéddeular ers.
epidermidis(McKenneyet al, 1998). En nuestro estudio, no hemos encontradguna
cepa positiva &aAB, lo que coincide con las pocas cepasSdepidermidigproductoras
de slime halladas segun el método del agar Rojo Cordjosiquiera la cepa d&.
epidermidisproductora delime segun el método del agar Rojo Congo, es positigate
gen, aunque se sabe que hay mas genes responsaldeesadherencia en esta especie
aparte deicaAB (Mack et al, 1994; Heilmanret al, 1996). Como cepa positiva para la

PCR utilizamos la cepa de referencia 4184, prodaacteslime

En el caso d&. aureusse utilizaron los cebadoresA para detectar la presencia
de dicho gen. En nuestra investigacion, el 12,8%ladecepas de esta especie son
portadoras de este gen, que también se detect@pas @eS. epidermidis, S. hyicus
subespchromogeney S. xylosuslo que representa que se detectd en el 7,72% ks c
del estudioEntre sus 142 cepas 8e aureusaisladas de canales de cerdo (Nitzsethal
2007), no aparecen cepas portadoras debgpmunque todas llevaban los geires(A y
D), lo mismo que ocurre entre las cepas aisladaavde por Nematet al. (2009). Los
genesica se han encontrado en un 85% de cepas.depidermidis procedentes de
hemocultivos humanos frente a un 15% en cepasfgapr(O’'Gara y Humphreys, 2001).
En otros estudios se correlaciona positivamenfgdaencia de este gen con la capacidad
invasiva de dicha especie, al aparecer mas en dapasivas que en contaminantes
(Barbieret al, 2000) y en infecciones de catéteres (Arcedlal, 2001). Sin embargo, en
estudios con cepas mutadas, se ha demostrado gugassarAy no el ica el que influye
decisivamente sobre la formacion de biofilm, tant@itro comoin vivo (Beenkenet al,
2004), de manera que parece que el lcmpuede eliminarse sin influir excesivamente en

la produccién deslime (Tu et al, 2007), lo que confirmaria la hipotesis de que la
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produccion deslimeesta bajo control poligenémico (Fex al, 2005) y que la relevancia
del gen como marcador de patogenicidad no es tam® se habia defendido (Rohete
al., 2004), aunque proporcione resistencia frentes g&ptidos antimicrobianos cationicos

(AMP, neutrophil antimicrobial peptidesie los neutréfilos (DeLeet al, 2009).

Se ha demostrado que la fibronectina (proteinan@tisa mayoritaria y presente en
el tejido conectivo) se une& aureusEn su estudio, Switalsldt al. (1983) prueban la
capacidad de varias especies de estafilococosjaita, ficlasificando como fuertemente
fijadoras las siguientesS. aureusS. warnerj S. haemolyticysS. hyicusS. hominis S.
saprophyticusS. epidermidiyy S. simulansSolo tres especies aparecieron como fijadoras
débiles: S. capitis S. xylosusy S. cohnii La presencia de la adhesina de unién a la
fibronectina Enb) favorece la unién de los estafilococos a las laglepiteliales y su
posterior internalizacion, de manera que las cepaantes carentes de dichas proteinas se
internalizaban un 60% menos que las cepas parsrdaleajes (Brouillettet al, 2003);
sin embargo, también se sabe que los anticuerpogefra esta adhesina favorecen la
fagocitosis (Rennermalnet al, 2004). En este estudio, el 56,5% de las cepas son
portadoras del geimbA mayoritariament&. aureug70,50%) aunque estan representadas
también el resto de las especies. El que ningupa de lagnbA positivas presente el gen
fnbB no deberia llevarnos a cuestionar que se encuaieireada su capacidad de union al
fibrindgeno, a la elastina ni como agregador pltane(Clarke y Foster, 2006). Dicho gen
se considera un importante factor de virulenci& eaureusjunto con los genemaeica,
que fueron mas frecuentes en aislados invasivosahosn(Peacockt al, 2002). Por otro
lado, en un estudio comparativo entre aisladoS.dmireusie mastitis subclinicas bovinas
de Indonesia y Alemania, Salagiaal. (2004) encontraron también que los aislados eran
todos positivos dnbA y mayoritariamente negativosfiabB, situacion que Nemadt al.
(2009) también hallan entre s8s aureusaislados de aves y Vautet al. (2009) en sus
cepas productoras de mastitis clinicas en ovdgaslos Ultimos afios se ha descrito que la
expresion del fibrinbgeno aumenta durante fasesstiés e infeccion, de forma que no es
extrafio que ciertas cepas de bacterias puedamadniar con él y manipular su biologia
(Riveraet al, 2007).

Solo una cepa del total de las estudiadasS.daureusfue positiva abbp, gen
codificante de la proteina de fijacion a la siabdpima 6seaBbp), mientras que en cepas
humanas clinicas o de portadores se alcanza H&28&og(Tristanet al, 2003), de manera

que los anticuerpos frente aBap se consideran indicadores de osteomielitis infsecen
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humanos (Perssoet al, 2009) mientras que, sin embargo, entre 90 aisladi®
tenosinovitis y artritis aviares Nemati al (2009) no encuentran ni una cepa portadora de
este gen. Esta diferencia en la tasa de aislammntde deberse al distinto origen de
especie y tipo de muestra entre dichos estudiosotEas especies, como el conejo, la
presencia del gehbp se asocia a cepas de alta virulencia, productigasstafilococias
invasivas (Vancraeynest al, 2006).

En nuestro estudio, un 10,98% de los aislados sesitiybs al gerbap, aunque
ninguna de las cepas positivas pertenecio a laiespeaureus siendo mayoritariamente
S. epidermidig55,55% de las cepdmp positivas), por delante d& xylosu$33,33%),S.
gallinarum (7,41%) y S. hyicussubesp.chromogenes(3,70%) Este gen codifica la
proteina asociada al biofilni&gap, queen estudios de otros autores estaba presente en un
5% de losS. aureusaislados de mastitis bovina, aunque ausente eadasslhumanos;
ademas, todos los aislados que lo poseian eraradigrentes (Cucarelé al. 2001). En
el caso de&s. aureusislados de conejo, Vancraeynesal. (2004) no encontraron ninguna
cepa positiva a este factor, aunque si habia adglimae positivas en agar Rojo Congo.
Entre sus aislados de aves, Neneatal. (2009) tampoco encontraron ningun positivo a
bap entre sus 171 cepas. En nuestro caso, de 27 cepiisgs abap, solo 9 eran fuertes
productoras dslimesegun el método de Christensen. Por otro ladeyd’sS. epidermidis
aungue solo 4 eran productoras, mientras que @p&ales. xylosusla tercera parte eran
fuertemente productoras ddime Cabe citar que este gen esta situado en unalésla
patogenicidad, que podria intervenir en una traest@a horizontal entr8. aureusy otros
miembros del género, como ciertas especies de JONnO et al, 2005) y que parece
existir una variacion de fase sobBap que podria favorecer que las varianiesp
negativas se pudieran liberar del biofilme parawalr otras localizaciones mientras que

las Bap-positivas fueran persistentes en su entorno (T@&tad, 2007).

Se ha postulado que la Unica adhesin&daureus responsable de su unién al
colageno esta codificada por el gema, que ademas no codifica ningun otro factor de
virulencia. El Unico ejemplo en el que no hay daa®n con la fijacion es el de las cepas
fuertemente capsuladas, como las cepas M y Smighnq se fijan al colageno al cubrir la
capsula la adhesina (Smeltzer y Gillaspy, 2000)e$a estudio, el 11,93% de las cepas de
S. aureuspresentan dicho gen, de las que el 61,53% sorsadifen SSA, por lo que

podrian estar capsuladas y, por tanto, no tenkbasgliadhesinas expuestas.
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Ciertos factores encontrados &nepidermidiscomofbey atlE, se han relacionado
directamente con cepas invasivas Y virulentas (Kdtigl, 2003) en los seres humanos. De
hecho, autores como Sivadem al. (2009) proponen la deteccién del gethE como
marcador de patogenicidad en cepas aisladas dantaplal aislarse significativamente
con mas frecuencia en éstas que en cepas aisladasldmientras que el geéca no se
detecta en un tercio de las cepas patdégenas, mprelmpinan que su importancia como
marcador de patogenicidad deberia replantearsau&stro estudio, se detecto el dee
en un 30,49% del total de cepas, fundamentalmemt8. eepidermidig(78,08% de los
positivos). Por otro lado, el gentlE se detectdé en un 33,74% de los aislados,
mayoritariamente e8. epidermidi£86,30%).

En numerosos estudios, especialmente de MedicinaaHa, se ha llevado a cabo
la busqueda de cepas & aureusresistentes a la meticilina (MRSA), debido a la
problematica nosocomial con este tipo de estafilosoEn nuestro caso no llevamos acabo
esta determinacidén al considerar que este tipoepascson de poca relevancia en el
entorno veterinario, como indican varios autorean\Duijkerenet al, 2004; Alveset al,
2009) al concluir que las cepas MRSA tienen una/gkemcia muy baja en aislados

procedentes de rumiantes.

2.1.5.- Comparacion de los resultados de la detexaion de los

factores de adherencia estudiados

Gran parte del trabajo desarrollado en este esagliorelacionado la investigacion
de varios factores de adherencia de las cep8sagaylococcuaisladas de leche ovina. Se
ha investigado la hidrofobicidad superficial mettarMATS empleando xileno o
hexadecano, la adherencia a superficies inertes epométodo de Christensen, la
produccion deslimeen agar Rojo Congo y la presencia de genes deeatie por PCR.
En laTabla D11 se muestran estos resultados, cepa a cepa, izantas relaciones

entre ellos en las paginas siguientes.
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Tabla D11. Cepas estudiadas y resultados de las pruebas MATS, Christensen, Rojo Congo y

PCR.
MATS sl 8
REF. Identificacion é L§ 8 u_g § ) % fé g .fé §' é
HEX| XIL | § =

89/304.00 S. aureus 287]792] 4 [R|o | o] o]lo]o|]o]lo]2]o]o
92/002.03 S. aureus 32]628 6 [v]o|lo[o|lo]o]olo[2]o]o
92/002.05 S. aureus 808(888| 6 | G | o |o|ol2]ololol2a]o]o
92/002.06 S. aureus 810(844| 6 | G | o | o | o|lo]o]o]lo]la]o]o
92/002.07 S. aureus 169(639 6 [N | olo | olo]o]o|lola]|o]o
92/003.04 S. xylosus 208[71] 1| R[oJo]o]lo]o]o]lo]a2]o]o
92/003.05 S. xylosus 44123 s [R[o o[ oflo]o]olo[a2]o]o
92/020.03 S. epidermidis 720(968| 6 | R [ 2 [ 2] o]lo]o]o]lof]o|lo]o
92/021.04 S. aureus 569(691] 6 | R | o | o] o|lo]o|]o|lo]o|lo]o
92/022.02 Subesi'c E}’éﬂw’zgenes 11147 4| R|o0o|lo]ofl21]o]|ofl1]1]|o0]1
92/024.01 S. aureus 232[456] 5 | R | o | o] o|lo]o|lo]lol2a2]o]o
92/024.03 S. aureus 160(594| 4 [R| ool olo]o]o|lola2]|o]o
92/024.04 S. aureus 164]652] 4 |[R| oo olo]o]o|lo[a]o]o
92/024.05 S. aureus 641476] 6 | R | olo ] olo]lo]o|lo[2]o]o
92/025.03 S. epidermidis 22170 s [ v]ololololo]ol2]o|o]1
92/032.01 S. xylosus 12255/ 3| R ol 2] 2ol ofolol2]o]1
92/032B S.haemolyticus | 010625 1 | c [ ool o[ o|lo[o|o]lz1]o]o
92/039.01 S. aureus 99459 2 || oo ool o]olo[2]o]o
92/039.02 S. aureus 87330l o | R|[o o[ o|lo]o]olo[2]o]o
92/039.03 S. aureus 60389 2 |[R| o |lo ool o]olol2]o]o
92/039.05 S. epidermidis 201136/ 3 [ R[22 ]2l 2]ofold|2]o0]o0
92/040.03 S. aureus 165/15| 1 | R|]olo]olo]o]o|lo[]a]]o]au1
92/040.05 S. aureus 348[502] 1 [R[o o] ol2]of]o]lof]2a]o]1
92/040.07 S. xylosus o8|os|l 6 | v]ol2][a2]lolo]olo[za]o]o
92/042.01 S. aureus 394405 2 || ool olo]o|lolola]o]o
92/046.03 S. xylosus 17/01] 1| R[oJo]olo]lololol2]lo]o
92/047.01 S. xylosus 1245/ 3| R[oJo]ofl2]of]ol2]o|o]1
92/047.02 S. xylosus 14146 3| R[olo]ololo]olo[2]o]o
S. xylosus 04|04l 2 R]o|lo[o]lo]o]lolo]o|lo]o
- S. xylosus 05|16l 3| R oo ool o]olo]o|lo]o
92/047.08 S. epidermidis 23129 7 [N ol o[ olo]ofol2]2]o0o]o
92/047.11 S. epidermidis 07|03l 2| R[o[2]oflo]o]ol2]o]lo]o
92/047.14 S. xylosus 41]183] 6 [ R o | o[ ool o]o]lo|]o]o]o
92/051.01 S. aureus 470201 4 R o o[ o2 o]lolo[2]o]o
92/051.02 S. aureus 67104 6 | R| 0o|lo|]olo]o]olol2]|lo]o
92/051.03 S. xylosus 1311729 s [N oo olo]o]o|lola2]|o0o]o
92/052.01 S. aureus 127/576] 7| R oo olo]o]o|lof|]o|o]o
92/052.02 S. aureus 263]601] 4 [R[o o[ ol2]o]o]lo[2]o]o
92/052.04 S. aureus 590492 6 | R | o | o[ o|lo]o]olo|l2]o]o
92/052.05 S. aureus 51166 3 | R|o|o|o|lo]o]olol2]o]o
92/052.06 S. aureus 25131 6 |[R| oo ol212]o]olo[2]o]o
92/052.08 S. aureus 251234 7 | R ool o2l o]olol2]o]o
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Tabla D11. Cepas estudiadas y resultados de las pruebas MATS, Christensen, Rojo Congo y PCR

(continuacion).

MATS | £ | 8§
REF. Identificacién g L§ g8 8|e % 218|288
HEX| XIL | § =

92/062.03 S. aureus 52137/ 6 IN|] o|o|o[2]o]o]loflz2a]olo
92/063.01 S. epidermidis 21281 6 [R| oo |o[2|lo]olofla]ol]o
92/063.04 S. epidermidis 23389/ 6 | R 2|12 |o|lolo|lolo]lo|o]o
92/063.06 S. epidermidis 761282 7 | R| 2120l oflofo]lolo]o]o
92/063.08 S. epidermidis 53128 7 | R| 2] 2]lo|lo]olo]o]lo|o]o
92/063.10 S. epidermidis  |151(580| 4 | R | 2 | 2 | o | o | ool o] oo/ o
92/063.11 S. epidermidis  |120,9(119] 5 | R | o | 2 | o | o | ool o] oo o
92/063.12 S. epidermidis 5101200 5 | R| o] 12 |lo|o]o|lo|o]o|o]o
92/063.13 S. epidermidis  |19,8(563| 6 | R | 2 | 1 | o | o | ool o] oo/ o
92/063.14 S.epidermidis  |12,1(390 6 | R [ 2 | 2 | 1 o | ool o] oo o
92/063.15 S. epidermidis 64240 7 |[R| 2120l oflolo]lolo]o]o
92/063.16 S. epidermidis 50/236| 6 | R | 1 | 12]o0o|o]o|lo]o]o|o]o
92/063.17 S. epidermidis 39l214] 6 [ R| 2|2 ]lo|o]o|lof]o]o|o]o
92/063.19 S. epidermidis 70|20l 7| R[22 ]2 o]lo]o]o|lo]o]o
92/063.23 S.epidermidis  |11,1(285| 6 | R | 2 | 2 | 1 |o | ool o] oo/ o
92/063.30 S. aureus 20(5908] 7 [N o | olof[2]oflolo[z2]o]lo
92/063.31 S. aureus 435798 s I[N o | ool 2] oflolol2]o0o]lo0
92/066.01 S. epidermidis 08|34 9 | R[22 |olz2]ololz2]1]0]o
IR s eridermidis 02170/ 3| R|o|o|o|lof]olo]o]o|o]o
92/066.03 S. epidermidis 60|20/ 4 [R| 2 [ 12| o[o|lo]o]lo|lo]o]o
92/066.04 S.epidermidis  |17,1(479| 8 | R | 2 | 2 | o | o | o | o | o] oo o
92/066.05 Subesi'c E‘r’éﬁggenes 771401 2 | R | o | 0| o0o|o0o]o|o|lo|1]o0o]o
92/066.07 S. epidermidis  |20,6(551| 7 | R | 2 | 2 | o | o | oo | o] o|lo]o
92/066.08 S. epidermidis 211328 5 |[R| 2 [ 1|0l o|lolo]olo]o]o
92/066.12 S. epidermidis orls4| 7| Rl2 ]2 ]oflo]olofo]o|o]o
92/066.13 S. epidermidis  |49,3(681| 6 | R |0 | o | o | o] o]o|lo]o]o]|o
92/066.14 S.epidermidis  |380(627| 5 | R | 2 | 1 | o | o] o]o|lo]o]o]lo
92/066.15 S. aureus 163/485| 5 [IN| o | o | o2 |ool2l2]o]o
92/066.16 S. epidermidis 801346 3 | R | 1 | 12 |lo|o]lo|lo]o]o|o]o
92/080.01 S. aureus 124|519 9 [R|o|o|o|o|lo]o]oflza]olo
92/080.02 S. epidermidis o05[158] 7 [ R[22 lo|lof]olo]o]o|o]o
92/080.03 Subesi'c E)r/écnledenes 86489 1 |R| 1|2 |lo|olo]|oflo|lo]olo
92/080.05 S. epidermidis 74378 7| R[22 o[ o|lo]oflo|lo]o]o
92/080.06 S.epidermidis |288(782| 4 | R | 2 | 1 | oo o]o|lo]o]o]o
92/080.07 S. epidermidis  |27,2(529| 6 | R | 1 | 2 | o |o | o | o | o] oo/ o
92/080.08 S.epidermidis  |41,7(580| 5 | R | 2 | 2 | o | o | o | o | o] oo/ o
92/080.09 S. aureus 64441 2 |[R| oo | o[ o|lo]o]o|lo]o]o
92/080.10 S. epidermidis  |256(588| 3 | R | 2 | 1 | o | o | o] o|lo]o]o]lo
92/080.11 S. aureus 353|678 8 R 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0
92/080.13 S. aureus 111]275] 5 [IN|] oo | o2 |o]o]o|lo]o]o
92/080.14 S. epidermidis  |12,9(512| 5 | R | 0 | o | o | o | o | o | o] oo/ o
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Tabla D11. Cepas estudiadas y resultados de las pruebas MATS, Christensen, Rojo Congo y PCR

(continuacion).

MATS | £ | §
REF. Identificacion 5 L? 8% 8= % 2181888
HEX | XIL | § =

92/094.05 S. aureus 339(798 2 [ R oo |lo[2]o|ololz]ol1
92/094.06 S. xylosus 134|768 9 |[R| oo |o|o|lo]o]o|lo]o]o
92/101.05 S. epidermidis 68170 6 | R | 2| 1| o o|lo]o]lo|lo]o]o
| 92110108 | S.simulans 17|18 ol R|[0oJo|o[o|lo]o]o|lo]o]o
92/140.02 S.epidermidis | 20| 12| 4 | R | 0o | 12|l 0 | o] o] o|lo|o]|o]o
92/140.09 S.epidermidis |12 13| 5 | R | 2 | 2|0 | o | o] o|lo|o]|o]o
92/140.12 S.gallinarum 07|41/ 6 |[R|o|2|lolo]olo]olo|o]o
| 92114015 | S. hominis 081200 5 [ R| o] o|lo|o]o|lo]o]o|o]o
92/172.05 S. aureus 31/09| 4 |[R|o|olo[z2]olololz]o]o
92/172.06 S. aureus 62]631] o | R | o] o |ol2]o|ololz]ol]o
92/172.10 S. aureus 22500 7 [ M| o] o|lo|lo]olo]o]o|o]o
92/201.01 S. aureus 204|505 4 [N| o] o|o|o]o|lo]ol1]|o]o
92/201.02 S. aureus 395770 7 [R| o] oo |oflolo]ol1]|o0]o
92/201.05 S. xylosus 09214 3 | R| 2|2l ofo]o|ololo]o]o
92/201.06 S. xylosus 62|05| 6 | R | o | o|o|lo]o]olo|o]o]o
S. xylosus 61|19 4 |[R|o|o|o|o|lo]olo|lo]o]o

S. epidermidis 106/582] 5 | R | ol 2] o]o]oflolo|lo]o]o
S. xylosus 13|22/ 3| R oo oloflolo]olo]o]o

92/204.06 S. aureus 440409 6 [ M| o | ololz2]olololz]o]o
92/213.02 S. epidermidis  |244|767] 1 | R | 1 | 1|0 | o] o] o|lo|o]|o]o
92/213.06 S. epidermidis 27134 6 | R| 12|10 o|lolo]lo|lo]o]o
92/213.07 S. epidermidis 341375 4 |[R| 1|12 ]lo|lo]olo]o]o|o]o
92/216.02 S. aureus 211372 o Rl o | oo 2o oflz[21]o0o]o
92/218.01 S. aureus 33/559] 7 [N | o | ol o|o|o|o|lo|o]|o]o
92/225.03 S.epidermidis 133|572 4 | R | 2 | 2 | 2 | o | o | o|o|o]| oo
92/225.06 S. epidermidis  |280(556| 0 | R | 2 | 2 | 1 |o | ool o] oo/ o
92/225.11 S. epidermidis |41,5(863| 0 | G | 21 | 2 | o | o | oo |lo] oo/ o
92/225.15 S. epidermidis 163|468 0 | R | 1 | 1 | 0o | o | o | o | o | o] o] o
93/096.01 S. aureus 34470l 1t [R| o] o |lo]o]lo|ololz]o]o
R s epidermidis 441299 4 [R| o] o|lo|o]o|lof]o]o|o]o
93/120.02 S. xylosus 24441 o [R| 2 [ 2|2 ofloloflolo]o]o
93/129.02 S. aureus 293/536] 0o [R| o] oo |2 ]o|lo]ol1]|o0o]o
93/160.05 S. xylosus 170625/ 6 | R | o | 2] o|lo|o]o]o|lo|o]o
93/172 S. aureus 191562 5 |[R | o | ooz |ofo]oflz|o]o

| 9321506 | S.simulans 0567 4 |[R|o|o|lo|lo]o|lo]o]o|o]o
93/220.01 S. aureus 188520 2 [R| oo o2 |olol2l2]o]o
93/230.02 S. xylosus 210272l 2 [ R oo | ol ool o]lo|lo]o]o
93/231.cl S. xylosus 14103 8 [ | o] ololo|o|olo]o]o]o
_ S. xylosus 03(09] 7| Rl 2[2]lofo]loflo]lo]ol]ol]o
93/231.c3 S. aureus 143|561 5[N] o|lo|o[z2|lolol2lz2]o]o
93/234.01 S. xylosus 510188 4 [N|o|o|2]o]o|lo]o]o|o]o
| 93123402 | S. aureus 270/-185| 4 [R| o] o |o|o]o|lo]o]o|o]o
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Tabla D11. Cepas estudiadas y resultados de las pruebas MATS, Christensen, Rojo Congo y PCR

(continuacion).

MATS 5|8
REF. Identificacion 5 L§ 8% 8= % 2181888
HEX | XIL | § =
_ S. xylosus 1449l 0| Rlololoflo]lolo]o]ol]ol]o
93/234.04 S.epidermidis  |308(308] 3 | R | o | o | oo |lo[o|o]o]ol]o
93/234.05 S. epidermidis 178302l o [R[ 22 olo]lo]lo|lof]o|lo]o
93/234.08 S. aureus 0988 1| R|O]Jo|o]12]ololol1]ol]o
93/234.09 S. aureus 75100 1| RloJolol2lololol2]ol]o
93/234.11 S. aureus 381(154] 8 | R | 0| oo | o]lolo]ol1]ol]o
93/234.14 S. epidermidis 135192 2 [ R[22 olo]lo]olof]o|o]o
93/240.01 S.simulans 04]230l 5 [ NJo|lo[o|lo]o]o|lo]o|lo]o
93/240.02 S. epidermidis 19154 4 a2 2 lofloloflololo]ol]o
93/240.03 S.epidermidis |338]261] 5 | G | 2 | 2|22 olololololo
93/240.04 S.epidermidis  |405]-271] 5 | R | 2 |12 | o[ 2| o[ o|o]o]ol]o
93/240.05 S.epidermidis  |397]292] 5 | R | 2 |12 [ 2] oo o|lo]o]ol]o
93/240.06 Subesi'c E‘r’éﬁggenes 43201090l 6 | R | o | o] o|lo|lo|o|o|o]o]o
93/240.07 S. epidermidis 55023 7| R[22 ]2 ]loflo]ol2]o]lo]o
93/241.01 S.epidermidis  |428|-91] o [ R | o | o | oo |lo|o|lo]1]o]o
93/251.02 S. aureus 4812770 7 [N | o[ o[ o] o] o[ o] oo o] o
93/251.03 S. aureus 77lool 7N ololol2lololol2]ol]o
93/251.06 S. aureus 671163 6 [N|] o|lo | ool o]o|lo|l2]o]o
93/256.01 S. aureus 64 51| 6 |R|o|lo|]ol1]ololola]lo]o
93/256.02 S. aureus 81|58l 6 | R|o|lo|ol2]olololz2]o]o
93/256.03 S. aureus 39(165] 4 | R | 0| oo 1]oflolol1]ol]o
93/257.02 S.gallinarum 12lo04l 0ol loflolololoflol2]o]ol]o
93/257.05 S.gallinarum 90 14| 2 || ool ololo]ol2]o|lo]o
| 9327303 | S. xylosus 421123 3| R o] ool o]olo]o]o|o]o
93/273.04 S. epidermidis 6036| 7 | R| ol 2] ololo]olo]o|lo]o
93/273.05 S. epidermidis 10148 6 |[R|o 212 lolololololo]ol]o
93/273.06 S.epidermidis |495]|47] 6 | R | 2] 2] 2o |lolololo|lolo
93/281.00 S. xylosus 1122l 2| Rlo]Jolololololol21]o]o
93/281.01 S. epidermidis 05|93 4 | R 2] 22 ]of]olo]o|lo]o]o
93/281.02 S.epidermidis |324]231] 3 [ R | 2| 2|2 lo|lolololo|lo]lo
93/281.03 S.epidermidis  |67,7]319] 7 | R | 2] 2] oo |lolololo|lolo
93/281.04 S.epidermidis  |370]215] 3 | R | 2] 2] oo |lolololo|lolo
93/281.12 S. xylosus 133/130/ 5 | R|o|lo]ololo]o|lo[z2]o]o
93/281.13 S.simulans 211129l 1[R[ ool olo]o]olol2]lo]o
93/281.18 Subesi'c E}’éﬂw’zgenes 1063 3| R|0|lo0]2|lo0o]o0o]|o|lo]|21]|o0]o
93/281.19 S. epidermidis 195154 3 [ R[22 ]2 ]lo]lo]olofo|lo]o
93/281.20 S. aureus 11537 1 [Rlololol2lolololz2]ol]o
93/281.21 S. aureus 133118 3| Ro ool 2]lololol2]ol]o
93/283.01 S. aureus 166(196] 4 [N o oo lolololol2]ol]o
93/283.02 S. aureus 49231 5 [NJ ol o[ o|lo]ofolo|l2]o]o
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Tabla D11. Cepas estudiadas y resultados de las pruebas MATS, Christensen, Rojo Congo y PCR

(continuacion).

MATS | & | g
REF. Identificacion g L§ 28| 8= % :J'é g é 8|3
HEX | XIL | § =

93/285.02 S.epidermidis  |136| 45| 4 | R | 1 | 12|l o0o | o | o] o|lol12]o]o
93/285.05 S. epidermidis 21]214] 5 [ M| 2] 2| o0o|lo]o]ololz2]o]o
93/285.06 S.gallinarum 18|44 4 [R| 2|2 lo]o]olololz]o]o
93/285bis S. aureus 268|157 7 [N ] oo o[o]o|olo]lo]o]o
93/291.05 S. xylosus 12]91] 4a [ NJo|o|olo]o[olo[z]o]o
93/303.03 S. xylosus 16876 9 |R|o|]o|olo|lolo|[2lz|o]o
93/323.01 S. xylosus 2213 3N ] o|o|o|lo]o]o|lo|o]o]o
93/323.04 S. xylosus 02|68 3| N|]o|o|lo|o|o|olol[z]o]o
93/328.11 S.epidermidis  |228]125| 4 | R | 2 | 2 | 1 | o | o] oo 2] oo
93/328.13 S. haemolyticus |19,8|150| 7 | R | 0o | 0o | o | o | o | ol o[ 2] o] o
93/328.14 S. epidermidis 42|26 5 |R| 1] o0|lo]lo]lo|lololz]ol]o
93/354.03 S. epidermidis 37/00l 2 |[R| 2|2 lofo]o|ololz]ol]o
93/354.06 S. haemolyticus  |226|249| 3 | R | 0o | 0o | o | o] o] oo 2] o]o
93/389.02 S. aureus 12129 6 |[R|o | ooz ]o]olo[z2]o]o
93/406.01 S. aureus 251|114 3 | R | o | ool 2]oolz|[2]o]o
93/406.02 S. aureus 40109 3 | R| o] ool 2]o|oflz]212]o]o
93/406.03 S. aureus 65|148| 3 | R | o | ool 2]o]olz|12]o]o
93/469.02 S. aureus 202|576 | R| o] o|o|o|o|o|lolz]ol]o
93/487.01 S. aureus 84131/ 6 | R| 0| o0o|lo|o|o|olo]lo]o]o
93/494.01 S. aureus 27152 6 |R | o | o|of[2]o]|olof[z1]ol]|1
| 93149403 | S. xylosus 21|11 5| R|olo|oloflolo]lo|lo]o]o
93/500.00 S. aureus 191/85| 6 [N| o | o] o[z |o|o|of[z]|o]1
93/501.02 S. aureus 92189 7 [R| o] ooz |olo|olz]|o0o]o
93/504.03 S. aureus 48142 6 |[R| 0| ololo|o]ololz]ol]o
93/506.04 S.epidermidis  |279]| 77| 6 | R | 2 | 2|1 | o] o] o|lo|o]|o]o
| 93/508.00 | S. xylosus 0059 1 | R|o]o|lo|o]o|lo]o]o|o]o
93/510.03 S. xylosus 50|97l 2 | R| 2] ozt |o|o|olo|o]|o]o
93/510.04 S. xylosus 04]102 2 [ R 2] ol 2o ololo]lo]o]o
93/512.01 S. aureus 57|63| 6 |G | o | o|o|2]o|olo[z2]ol]|1
_ S. xylosus 510150 2 | R oo |lo]lo]loflo]o]ol]ol]o
94/023.02 S. epidermidis 33204 5 | R | 1] 12 ]lo0o]o]o|ololz]o]o
94/023.03 S. xylosus 172]/155] 9 (M| o] o] o|lo|o|o|olz|o]o
94/024.01 S. aureus 69137 6 M| 2| 12| of[z2]o]ololz]o]o
_ S. xylosus 2309 1| Rlo|lo|lo]loloflo]o]ol]ol]o
94/025.01 S. xylosus 28199 4 [IN| o | o |z |o]lo]olo|o]o]o
94/025.02 S. xylosus 8229 8 [N| o |12 lo[z2]oolol[z]o][1
94/025.04 S. epidermidis  |164]162| 6 | R | 1 | 1 | o | o | o | oo | o] o] o
94/032.00 S. aureus 43|65 6 |R| 2|2 lolz2]ololz]12]o]o
94/034.02 S. aureus 71]/68| 6 | R|o|o|o|lo]o|olo[z]ol]o
94/034.05 S. aureus 50|45 6 | N | 1] 1ol 2]o|ololz]o]o
94/092.04 S. aureus 40|53 3| R 2|2 lolz2]ooflz]1z1]o0]1
94/092.05 S. aureus 2849 3 | R | 2| 2ol 2]o]olz]12]o0]1

240




Discusion

Tabla D11. Cepas estudiadas y resultados de las pruebas MATS, Christensen, Rojo Congo y PCR

(continuacion).

MATS é g
REF. Identificacion 5 § 218 8|e % 818888
HEX| XL | § | &
94/093.01 S. aureus 4.4 | 8,7 4 N 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1
94/093.02 S. aureus 8,4 | 6,8 3 N 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1
94/108.06 S. xylosus 0,8 429 6 R 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0
94/114.01 S.gallinarum 57,0947 6 M 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
94/114.02 S.gallinarum 84,7196,2| 9 R 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
94/114.04 S.gallinarum 58,1953 | 6 M 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
94/143.00 S. aureus 52,4169,7| 0 R 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1
94/165.01 S. xylosus 43 (483 7 R 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0
94/165.02 S. aureus 13,2|37,3| 4 R d 0 0 1 0 0 0 1 0 1
94/166.02 S. hominis 1,7 |-04| 3 N 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
94/174.01 S.gallinarum 15,8 (67,2 6 R 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0
94/174.02 S.gallinarum 145(69,9| 7 R 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0
94/175.00 S. aureus 81 (17,3| 4 R 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
94/177.00 S. aureus 28,01433| 5 G 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
94/205.01 S. aureus 12,7750 5 R 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
94/205.02 S. aureus 218|754 | 6 R 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
94/205.03 S. aureus 15,4 |52,0| 6 R 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
S01 S. aureus 72 1221 0 R 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
S02 S. aureus 95 |743| O R 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
S03 S. aureus 43,2 149,3| 0 R 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
S04 S. aureus 19,9578 O \% 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
S06 S. aureus 13,8(53,1| O \% 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
S07 S. aureus 77,21920| O G 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
S08 S. aureus 55,4851 O V 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
S09 S. aureus 54,7179,1| O V 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1
S10 S. aureus 41,1180,7| O \% 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
S12 S. aureus 40,1183,0| 1 \% 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
S13 S. aureus 20,3|785| 1 V 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
S14 S. aureus 71,9896 | 1 N 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
S15 S. aureus 86 56,7 1 R 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
S16 S. aureus 73,1910 O R 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S18 S. aureus 40,0|78,0| O \% 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1
S19 S. aureus 43,8 | 54 0 V 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
S20 S. aureus 17,0(36,0| 1 R 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
S21 S. aureus 343566 O R 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
S22 S. aureus 20,1 (451 | 2 R 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
S23 S. aureus -0,5(402| O R 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0
S24 S. aureus 70 (36,4 O V 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1
S25 S. aureus 10,9 {50,0| O R 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0

Leyenda: MATS: adhesion microbiana a solventes (sombreado

fuertemente adherente, negrita

moderadamente adherente); Hex: hexadecano; Xil: xileno; ADH: adherencia; Chri: método de Christensen;
RC: agar Rojo Congo (color de la colnia: Rojo, Negro, Gris, Marrén, presencia de Variantes); Proteinas

codificadas por los genes detectados por PCR

: bap (asociada al biofilm); bbp (unién a la sialoproteina del

hueso); cna (union al colageno); fib (unién al fibrinégeno); fnbA y fnbB (unién a la fibronectina); icaA e
icaAB (adhesinas intercelularares); atlE (unién a la vitronectina); fbe (unién al fibrindégeno). En cada columna

se resaltan los resultados positivos en el color del titulo de columna.

241




Discusion

En su amplio estudio con cepas clinicas humandsertet al. (1988) establecen,
mediante la técnica de Christensen, una adherarstigerficies inertes de sus cepas de un
82,7% pares. epidermidisun 56,3%, par&. hominisun 84.6%, par&. xylosusun 70,8
%, paraS. simulany un 73,4%, par&. aureusen dicho trabajo, el 69% de los aislados
eran adherentes, aunque sélo el 18% eran fuertermenitivos, frente a nuestro 36,6% de
cepas adherentes si consideramos como tales adéllpuntuacion alta en la prueba de
Christensen (puntuando mas de 5), de forma quéstabdcion de cepas adherentes por

especie es como figura enTlabla D12.

Tabla D12. Resumen por especie de las cepas adherentes halladas en este estudio segun el
método de Christensen.

N Adherentes % Adherentes sobre | % Adherentes sobre
(% de la especie) el total de adherentes el total de cepas

S. aureus 109 40 (36,7) 44.4 16,3

S. epidermidis | 73 30 (41,1) 33,3 12,2
S. xylosus 41 12 (29,3) 13,3 4,9
S. gallinarum 9 6 (66,7) 6,7 2,4
Sembe? s | 1600)
S. haemolyticus | 3 1(33,3) 1,1 0,4
S. simulans 4 0 0,0 0,0
S. hominis 2 0 0,0 0,0

Totales 246 90 100,0 36,6

Comparando su investigacion y nuestros resultddssiiferencias existentes entre
los datos de Hébeet al.(1988) y los nuestros pueden deberse a factores ebarigen de
las cepas (de origen humano en su caso) y, ercydarti al sistema de valoracion de la
adherencia. En el método de Christensen, la vaforadel cumulo bacteriano en las
paredes de los tubos se realiza partiendo de umagarias establecidas de manera
arbitraria (adherencia débil, moderada y fuertesencaso; puntuacion de 0 a 3 en el
nuestro) y la asignacion del cimulo observado encapa a un grupo u otro es subjetiva,
por lo que la comparacion de resultados es im@e8s embargo, si comparamos qué
especie resulta mas adherente en cada uno de ashabBos, podemos comparar los
resultados entre especies, de forma que tanto &alsjo como en el nuestro se observa
queS. epidermidigs la especie mas adherente, seguid& paureus
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Uno de los aspectos que se descubren al consub#sliografia de la investigacion
realizada sobre la adherencia de los estafilocasofa confusion o imprecision existente
debida a que, en muchos casos, se equipara ldsadesude adherencia obtenidos con el
método de Christensen con los del agar Rojo Codgoforma que se considera la
adherencia y la produccion dimecomo sinénimos cuando, evidentemente, no lo san. L
primera cualidad es valorada mediante el métodGhtéstensen, y la segunda se valora
mediante el método del agar Rojo Congo, aunqueyiaflen la anterior. Sin embargo,
puesto que ambas caracteristicas estan relacigrelhan realizado comparaciones entre
ambos métodos. Sobre la concordancia entre lokadss del método de Christensen y el
agar Rojo Congo, Baselgd al. (1992) encuentran, entre 125 cepas de mastiiea oy
bovina soélo 15 (12%) positivas segun ambos métatfagnicovaet al. (1993), estudiando
aislados clinicos de hemocultivos humanos de S@bhreraron que el 13% de las cepas
eran adherentes por los dos métodos, de forma eggendnaron que la sensibilidad y
especificidad del agar Rojo Congo frente al méel€hristensen se situaba en un 85% y
un 99%, respectivamente. En nuestro caso, las ideimdas entre las 43 cepas que
consideramos como productoras gfiene segun el método del agar Rojo Congalla
D09), y sus respectivas puntuaciones en el métodohdisténsen (que valora, de forma
general, la adherencia a superficies inertesgpaegen en lIdabla D13,

Tabla D13. Cepas productoras de slime en agar Rojo Congo y datos segun el método de

Christensen.

Cepa Identificacion Christensen Rojo Congo
92/002.03 S. aureus 6 \
92/002.07 S. aureus 6 N
92/062.03 S. aureus 6 N
92/063.30 S. aureus 7 N
92/063.31 S. aureus 5 N
92/066.15 S. aureus 5 N
92/080.13 S. aureus 5 N
92/201.01 S. aureus 4 N
92/218.01 S. aureus 7 N
93/231.c3 S. aureus 5 N
93/251.02 S. aureus 8 N
93/251.03 S. aureus 7 N
93/251.06 S. aureus 6 N
93/283.01 S. aureus 4 N
93/283.02 S. aureus 5 N
93/285hbis S. aureus 7 N
93/500.00 S. aureus 6 N
94/034.05 S. aureus 6 N
94/093.01 S. aureus 4 N
94/093.02 S. aureus 3 N

S04 S. aureus 0 V
S06 S. aureus 0 \
S08 S. aureus 0 V
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Tabla D13. Cepas productoras de slime en agar Rojo Congo y datos segun el método de
Christensen (continuacion).

Cepa Identificacion Christensen Rojo Congo
S09 S. aureus 0 \%
S10 S. aureus 0 \
S12 S. aureus 1 \
S13 S. aureus 1 \
S14 S. aureus 1 N
S18 S. aureus 0 V
S19 S. aureus 0 V
S24 S. aureus 0 \
92/025.03 S. epidermidis 4 V
92/047.08 S. epidermidis 7 N
94/166.02 S. hominis 3 N
93/240.01 S.simulans 5 N
92/051.03 S. xylosus 5 N
92/040.07 S. xylosus 6 V
93/291.05 S. xylosus 4 N
93/234.01 S. xylosus 4 N
93/323.01 S. xylosus 3 N
93/323.04 S. xylosus 3 N
94/025.01 S. xylosus 4 N
94/025.02 S. xylosus 8 N
30 Negras
Méas de 5 puntos: 14 13 Variantes
43 Total
Total de cepas N +>5 12 12/30 (40,00)
V + >5 2 2/13 (15,38)
S. aureus N +>5 10 10/12 (83,33)
Coincidencias (%): \N/ : zg i iﬁz(s(ggg;
S. epidermidis Vo5 0 0.00
N +>5 1 1/12 (8,33)
S. xylosus V+>5 1 1/ 2 (50,00)

Notas : N; colonia negra en agar Rojo Congo; V; presencia de variantes en agar Rojo Congo. N+>5; cepas
negras y positivas en Christensen; V+>5: cepas con variantes y positivas en Christensen. Sombreado ;
coincidencias.

Segun el método de Christensen, unicamente coasider adherentes 12 de las
cepas slime positivas segun el método del agar Rojo Congo, lo que supaome
coincidencia del 40% entre ambos métodos, mieqtrasentre las cepas con variantes ésta
coincidencia desciende al 15,38%, que es similas @atos de otros autores, como los de
Baselgeet al. (1992). Si valoramos en qué especies se encuanagares coincidencias,
es enS. aureusen la que se concentra el 83,33%, mientrassqepidermidiy/ S. xylosus

s6lo coinciden en un 8,33% de los casos.

En laTabla D14 se recogen los resultados obtenidos sobre agarGujgo de las

90 cepas adherentes segun el método de Christensen.
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Tabla D14. Cepas adherentes segun Christensen, indicando el color de sus colonias en agar Rojo

Congo.
Especie (%sobre las adherentes)

S. aureus S. epidermidis || S. gallinarum | S. haemolyticus | S'C%iocrl:;sgs::p' | S. xylosus

Negras 10 (25,00) 1(3,33) 0 i 0 i 0 ~1(8,33)
Variantes 1 (2,50) 0 0 0 0 1(8,33)
Mixtas 3 (7,50) 0 2 (33,33) 0 0 1(8,33)
Grises 3 (7,50) 0 0 0 0 1(8,33)
Rojas 23 (57,50) 29 (96,67) 4 (66,67) 1(100,00) 1 8 (66,67)

Total 40 30 6 1 1 12

Se observa un considerable porcentaje de las eslbesentes segun la prueba de

Christensen y, sin embargo, no presentan el cagronde las productoras diémesegun

el agar Rojo Congo: si sOlo consideramos colonigesr(clasicamente consideradas no

productoras dslimé la proporcion oscila desde el 57,50%Sraureushasta el 96,67%

de las cepas d&. epidermidi® incluso el 100% enti®. haemolyticus

En la Tabla D15 se compara el numero de cepas de cada especisogue

adherentes segun Christensen, productoragimie segun el agar Rojo Congo, se calcula

sus porcentajes con respecto al numero total dascdp cada especie y también el

porcentaje de coincidencias entre ambas técnicasdebecta un namero de cepas

adherentes (90) mucho mas alto que de cepas poodsialeslime segun el método del

agar Rojo Congo (30), ya que una cantidad abund#mtecpas adherentes, incluso con

puntuaciones altas, presentan colonias rojas en Rg@ Congo, por lo que no son

productoras delime(Tabla R24 de Resultados).

Tabla D15. Cepas adherentes segun Christensen, productoras de slime en agar Rojo Congo y
coincidencias entre ambos métodos.

Christensen Rojo Congo Coincidencia
N | >5 %" n %" ny>5 %2
S. aureus 109 | 40 36,70% 20 18,35% 10 25,00%
S. epidermidis 73 30 41,10% 1 1,37% 1 3,33%
S. gallinarum 9 6 66,67% 0 0,00% 0 0,00%
S. haemolyticus 3 1 33,33% 0 0,00% 0 0,00%
S. hyicus 5 1 20,00% 0 0,00% 0 0,00%
S. hominis 2 0 0,00% 1 50,00% 0 0,00%
S. simulans 4 0 0,00% 1 25,00% 0 0,00%
S. xylosus 41 12 29,27% 7 17,07% 1 8,33%
Total 246 | 90 30 12

Notas: (%) % sobre el total de cepas de la especie; (°) % entre colonias negras y adherentes
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Por otro lado, las cepas que presentan coloniaolde negro no son adherentes
segun la técnica de Christensdmlfla D12), por lo que nuestros datos indican que hay
poca relacion entre los resultados obtenidos mexliambos métodos. EI maximo de
coincidencias se obtiene &h aureus un 25,00%, mientras que entre las cepasSde
epidermidis pese a que porcentualmente es de las especiemapieepas adherentes
presenta (41,10% frente al 36,70% Sleaureuy soOlo presentana cepa positiva al agar
Rojo Congo. Es llamativo el hecho de que entrecégms deS. xylosuse encuentra un
elevado numero de cepas adherentes (29,27%), tesstampaslimepositivas (el 17,07%)
pero, de nuevo, un escaso porcentaje de coincaken@,33%). En conclusién, no
encontramos coincidencia entre ambos métodos, dadioan otros autores en cepas

aisladas de mastitis bovinas (Vasudegtal.,, 2003).

En lo referente a la concordancia entre la adh&enbidrofobicidad, Molnaet al.
(1994), estudiando aislados clinicos de SCN, nouamtcan relacion entre ambas
caracteristicas. En nuestro caso, si observamosdianel resumen de los resultados de
hidrofobicidad por los métodos de adhesion micmdia solventes (MATS) obtenidos
(Tabla D15), se puede concluir que practicamente tampocdeexisncordancia con la
determinacion de la produccion digmesegun el método del agar Rojo Congo: 43 cepas
positivas en el mejor caso, un 17,47% del total.

Tabla D16. Resumen de los resultados de hidrofobicidad mediante MATS

MATS
Especie Xileno Hexadecano

hidrofobaq intermediag total | hidréfobagintermediag Total

S. aureus 19 34 53 9 28 37

S. epidermidis 4 16 20 2 20 22
S. xylosus 2 4 6 0 1 1
S. haemolyticus 0 1 1 0 1 1
S. hominis 0 0 0 0 0 0
S. hyicusubespchromogeneg 0 2 2 0 2 2
S. simulans 0 0 0 0 0 0
S. gallinarum 3 2 5 3 0 3
Totaleg 28 69 97 14 52 66

% /| 11,38 28,05 1]39,43| 5,69 21,14 |26,83

MATS: adhesién microbiana a solventes.
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Si estudiamos ahora también la capacidad de adfi@rensuperficies inertes

determinada segun el método de Christensen, ten8thaslherentes, lo que supone un

36,6% de los aislados, como aparecia eddhla D11, en la que se mostraban los

resultados de MATS (hexadecano y xileno), adheaeft@inristensen), produccion gdime

(agar Rojo Congo) y los factores de adherenciarm@iados mediante PCR. Si

observamos los resultados de las 246 cepas, s¢®I20%) de ellas son negativas a todos

los factores estudiados.

Si observamos las cepas que han resultado pos#til@s factoresca, que se han

relacionado con la produccion déme (Ziebuhret al, 1997; McKenneyet al, 1998),

aparecen las siguientégapla D17):

Tabla D17. Cepas positivas a genes ica.

MATS & =X
e 2 S o | w o Q ) < < 2 | <
REF. Identificacién 9(7)_) S| & | % g | 8 § 25|22 8
HEX | XIL | & | & -

92/025.03 S. epidermidis 2,2 7,0 5 \ 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
92/032.01 S. xylosus 1,2 [255| 3 R 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1
92/040.03 S. aureus 165 | 1,5 1 R 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
92/040.05 S. aureus 348 |50,2| 1 R 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1
92/047.01 S. xylosus 12 |45 3 R 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1
93/494.01 S. aureus 2,7 | 52 6 R 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1
93/500.00 S. aureus 191 [ 85| 6 N 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1
93/512.01 S. aureus 57 | 63| 6 G 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1
94/092.04 S. aureus 4,0 53 3 R 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1
94/092.05 S. aureus 2,8 |49 3 R 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1
94/093.01 S. aureus 44 | 87| 4 N 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1
94/093.02 S. aureus 84 | 68| 3 N 1 1 0 1 0 0 0 1 d 1
92/094.05 S. aureus 339 | 798| 2 R 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1
94/143.00 S. aureus 524 69,7 O R 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1
94/165.02 S. aureus 13,2 |373| 4 R D 0 0 1 0 0 0 1 0 1
S09 S. aureus 54,7 |79,1| O V 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1
S18 S. aureus 40,0 (780 O V 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1
S24 S. aureus 70 (364| O Vv 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1
92/022.02 S. hyicus sub.chr 11 | 4,7 4 R 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1
94/025.02 S. xylosus 8,2 2,9 8 N 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1

Leyenda: MATS: adhesion microbiana a solventes (sombreado = fuertemente adherente, negrita =
moderadamente adherente); Hex: hexadecano; Xil: xileno; ADH: adherencia; Chri: método de Christensen;
RC: agar Rojo Congo (color de la colnia: Rojo, Negro, Gris, Marron, presencia de Variantes); Proteinas

codificadas por los genes detectados por PCR

: bap (asociada al biofilm); bbp (unién a la sialoproteina del

hueso); cna (union al colageno); fib (union al fibrinégeno); fnbA y fnbB (union a la fibronectina); icaA e
icaAB (adhesinas intercelularares); atlE (unién a la vitronectina); foe (unién al fibrindgeno). En cada columna

se resaltan los resultados positivos en el color del titulo de columna.
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De las 20 cepas positivas a icaA, solo cuatro sitherantes segun Christensen y
dos de ellas, ademas, producen slime en agar RmjgdC De las 16 cepas restantes, dos
presentan colonias negras aunque no son adhererelrofobicas, mientras que cuatro
exhiben variantes, siendo dos de ellas fuertenta@dtefobicas. Por tanto, siete de las 20
cepas (35,00%) positivas a icaA son hidrofilicas adherentes y no producen slime, por
lo que fenotipicamente no expresan dicho gen. \Gasud et al. (2003) encontraron en
cepas de mastitis bovinas portadoras del gen ie&b81,42% no formaban slime in vitro,
por lo que parece que la equivalencia entre préselecica y formacion de slime no es tan
directa como se pensé en un principio (Beenkeh,62@G04; Yazdani et al., 2006; Tu Quoc
et al., 2007).

Tras observar estos resultados, queda patente @uhérencia de los estafilococos
no se debe a un solo factor (Moledral, 1994), sino que es un proceso multifactorial que,
segun Parisi (1985), en el casoSleepidermidisncluiria la produccién dslime tensién
superficial, energia libre de superficie, cargaesfigial e hidrofobicidad, a lo que
podemos afadir la existencia de adhesinas, mugioekdas con todos los factores

antedichos.
2.2.- Estudio de otros factores de virulencia

Aparte de las caracteristicas ya expuestas, exst@s factores de virulencia
investigados en esta Tesis Doctoral, que incluy@n gertenecientes a estafilococos

distintos deS. aureusy la produccion de bacteriocinas.

2.2.1.- Determinaciobn de otros factores de virukenen

estafilococos distintos d&. aureus

La determinacion los factores de virulencia debksterias patdogenas resulta critica
para comprender su patogénesis, para la idenidicade dianas terapéuticas y para el
disefio de nuevas vacunas (Otto, 2004; aWval, 2008). Los SCN han sido identificados
como agentes etioldgicos de diversas infeccionastyalmente son los microorganismos
aislados mas frecuentemente de infecciones nosatEs{Barrettet al, 2009), aunque se
conoce poco de los factores de virulencia que medy que contribuyen a la patogénesis
de las infecciones causados por estos microorgasisBe hecho, todas las especies de
SCN aisladas en el ser humano han sido relaciorcastaglguna enfermedad (Otto, 2008).
Sin embargo, algunos de ellos, coBicepidermidisparecen haber evolucionado mas para

convivir con su hospedador que para causarle estlades (Otto, 2009)y, de hecho, la
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produccion de alguno de estos factores no se pomds siempre con la virulencia del
aislado (Lambet al, 1990).

Pese a ello, Ribeiret al (2006) descubrieron que eran las cepaS.dspidermidis
de su estudidtas que mostraban mas factores de virulencia ¢éssr&CN, detectando la
presencia de uno o mas en el 77,8% de los aistlel&CN, lo que parece proporcionarles
ventajas adaptativas para la colonizacion (Ott6420

En este trabajo se han estudiado nueve factoresrulencia enzimaticos que,
resumidamente, se comparan entre los de las cefasadreuson los correspondientes a
las otras cepas remreus(Tabla R42).

En cuanto a la actividad DNAsa en nuestro estusi85,62% de las cepas &e
epidermidisson positivas a esta enzima y el 98,17% deSloaureusLa presencia de
dicho factor de virulencia en la primera especieney variada; en dependencia de los
autores oscila entre el 0,3 y el 60,2% (GemmelB3)9aunque Malegt al. (1975)
hallaron mas frecuentemente esta enzima en las aifa. epidermidigprocedentes de
hemocultivos humanos (54,1%). En cepas hospitaldmiemanas de SNC, Ribeied al.
(2006) llegan a detectgproduccion de este enzima en un 15,4% de los aslad
incluyendo cepas positivas 8e epidermidis S. haemolyticusy S. hominisSin embargo,
Barretti et al. (2009), en sus cepas & epidermidishumanas, no detectaron cepas
positivas a este enzima, si en un 14,8% de otrds. SBucha y Latre (1989), en cepas
aisladas de leche ovina, sélo la encontraron eascdgS. hyicusmientras que en nuestro
caso se obtuvieron cepas productoras de todaspasies salvo d8. haemolyticysen el
extremo opuesto se encontré que todas las cep& tgicusfueron positivas a esta
enzima.

En el estudio citado, de Ducha y Latre (1989), atraoon que un 10% de sus SCN
de origen ovino producian hialuronidasa, frenten&88,58% en nuestro caso. Hattal.
(2009) solo encuentran actividad hialuronidasal &3% de cepas clinicas & aureusle
origen humano y en ninguna de las cepas de SCNldec@®n, por lo que deducen que la
falta de este enzima es mas prevalent8.esureusle lo esperado y opinan que quiza no
sea un factor de virulencia importante en dicha@sp El 83,73% de nuestras cepasde
aureusla presentan.

Ducha y Latre encontraron en 1989 un 20% de laasceg@e ovino, frente a un
27,59% en nuestro caso, que es similar a los dioKaradzhowet al, que en 1981

obtuvieron un 27,8% de cepas con actividad deniitisina entre SCN procedentes de
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mastitis subclinicas bovinas. Las cepasSJeaureus de nuestro estudio presentaron
fibrinolisina en un 24,24% de los casos.

En el estudio sobre SCN de origen clinico en l&esphumana, Fulet al. (1996)
encuentran un 58,97% de las cepas positivas adsafeaDucha y Latre (1989) observaron
gue sus cepas de origen ovino producian fosfatasa 5% de los aislados mientras que
nosotros encontramos esta actividad en un 73,72%sdepas de SNA y en un 97,25% de
los aislados deS. aureus Nuestros resultados, en concreto sobre las cdpaS.
epidermidis(100% de cepas positivas), estan en linea coddddéberiet al. (1988), que
encontraron un 90% de cepas clinicas positivas.

Coincidiendo con Ducha y Latre (1989), el factocartrado mas frecuentemente
fue el de la ureasa, que en nuestro caso se situd 88,54% de los SNA y en un 100% de
los S. aureusmientras que ellos la encontraron en un 60% sledpas de SCN. Males
al. (1975) destacaron la frecuencia de esta enzinta@as virulentas de. epidermidisie
origen humano.

En relacion con la gelatinasa, Ducha y Latre (19809)a pudieron detectar en sus
cepas; mientras que en nuestro caso un 68,61%sdefms resultaron productoras, asi
como el 91,64% de las & aureus

Males et al. (1975) encuentran que mas del 50% de las cepaisas deS.
epidermidisestudiadas poseen caseinasa. Ducha y Latre (198%mbargo, encontraron
que el 30% de sus cepas produjeron esta enzinmée faé50,36% en los SNA de nuestro
estudio y el 87,16% de las 8eaureus

Segun Rollofet al. (1988), inicialmente la lipasa d® aureuses intensamente
quimiotactica, aunque luego acaba inhibiendo langocitos, sin ser todo el efecto
debido Unicamente a la actividad enziméatica, siepdo ello un importante factor de
virulencia. Por tanto, puede que en SCN tambiémaeeste caracter de factor de
virulencia, tal como afirman Lambet al. (1990). De hecho, Long y Kapral (1993)
demostraron que los SCN productores de lipasa @okar mejor en abscesos, aunque
Molnar et al. (1994) practicamente no la detectan entre susagpaemocultivos. Barretti
et al (2009) detectan un 16,7% de las cepas procedaatesritonitis dé&. epidermidisy
un 18,5% de otros SCN, positivas a este enzimah®yclLatre (1989) indicaron que la
produccion de lipasa puede ser responsable den&xag@dn de lesiones supurativas: en su
estudio, el 50% de las cepas la producen, alcanzéreh nuestro caso hasta el 64,23% en
SNA vy disminuyendo hasta el 24,77% entre las cepds aureusRibeiroet al. (2006),
en su estudio con cepas hospitalarias, indicaregl#,53% presentan dicho enzima.
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La lecitinasa, factor que tradicionalmente se @oonS. aureusfue encontrada
en el 30% de las cepas ovinas estudiadas por Dutladre (1989). En este estudio fue
detectada en el 75,18% de las cepas de SNA y &8,80% de las d&. aureus Sin
embargo, Ribeiret al. (2006), en su investigacion con cepas hospitalasdlo detectan

esta actividad en un 1,92% de sus aislados.

Como se puede observar, la mayoria de los SNAdaislan este trabajo presentan
factores de virulencia enzimaticos con una frecizaenglativamente elevada, que puede

representar un signo de virulencia que afadir aldsres de adherencia estudiados.

2.2.2.- Bacteriocinas

La prolongacion del periodo de incubacion hastatBasoras tuvo por objeto para
lograr que la observacién de los halos de inhibididera mas sencilla, posiblemente
debido al lento desarrollo de las colonias de [zaa#e prueba d€ellulomonas fimy a
que las bacteriocinas suelen producirse hacia da &stacionaria del crecimiento de

StaphylococcugRogolsky y Wiley, 1977).

En sus estudios sobre colonizacion de mucosad gipigumanos, Shinefielet al.
(1975) sugerian que la colonizacién llevada a gaiyauna cepa d8. aureusimpedia la
de otra cepa, mientras que los SCN ejercian uniceggmilar aunque algo mas deébil. No
conocian el mecanismo que producia este hechoepa® las hipotesis causales incluian
el que se producian condiciones de crecimientoadesibles debido a la colonizacién
inicial, incluyendo la produccién de inhibidoreftencion de condiciones de pH o redox
desfavorables, acumulacion de metabolitos téxicpsduccion de sustancias bacterianas.
Las comunidades de estafilococos en el interidsiod@mes, a diferencia de lo que ocurre
con otras bacterias, estan integradas por unaespkcie, o que podria deberse a sefales
guorum-sensingque incluso podrian producir la inhibicion deekpresion de factores de
virulencia (Otto, 2008). De modo similar, se hatplaglo que se podrian introducir cepas
productoras de bacteriocinas, de aparente bajdengia, en poblaciones bacterianas
establecidas con el fin de interferir la colonibacpor cepas virulentas (De Oliveetal,
1998). De hecho, hay que considerar que la pidbslenamiferos, los epitelios y varios
tipos celulares de los mamiferos producen pépaatisicrobianos defensivos tales como
las defensinas, protegrinas y proteinas microkscuaquetarias en respuesta a la infeccion

por S. aureus mientras que esta bacteria excreta productosestmictura y actividad
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similares, llamados bacteriocinas, que inhibermiagoorganismos competidores (Peschel
y Collins, 2001).

En nuestro caso, el 56,50% de las cepas estudmdsisaron cierta actividad de
bacteriocinas, siend®. epidermidis y S. simulanslas especies que presentaron la
actividad maxima, aunque mas del 30% de las cepasntpstraron alguna actividad
pertenecian a la espe@e aureusEn un estudio efectuado en 2005 por Dos Sattas
en cepas de SCN aisladas en mastitis bovinas,cemted que Unicamente el 6,4% de las
cepas producian bacteriocinas. Esta diferencianoestros datos puede deberse al tipo de
muestra (especie de origen, mastitis subclinicagp@e si se valoran Unicamente los
resultados de produccién en los SCN de nuestrosiigaeion, realmente el porcentaje
desciende hasta el 42,33% de cepas con algunaadtisi s6lo contemplamos las cepas
de SCN con actividad marcada, obtuvimos un 10,2&%eapas positivas, un dato mas

cercano al obtenido por dichos autores.
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Conclusiones

Primera

AunqueStaphylococcus aurees la especie aislada con mas frecuencia en lastras de
leche ovina, independientemente de la condicidétosleanimales de origen (sanos o con
mastitis clinica), el conjunto de especies coagulagkgativas (SCN) ha sido
porcentualmente el mas abundante, o que pone ddiesto el interés de su estudio en

muestras de leche de oveja.

Segunda

El fagotipado de cepas d& aureusde origen ovino aisladas de muestras de leche,
utilizando el set internacional, resulta de poca utilidad practidapido a la escasa
sensibilidad observada en las cepas estudiadas.

Tercera

El uso combinado de la determinacion deimping factory el crecimiento en SSA es un

meétodo practico y fiable para la deteccion de émas capsuladas &e aureus

Cuarta

El uso de polisacaridos capsulares semipurificgddsnciadoxon adyuvante de Freund,
resulta poco eficaz en términos cuantitativos Iftitde anticuerpos especificos) en la
hiperinmunizacion de conejos, y los sueros obtenigiesentan abundantes reacciones

cruzadas, lo que los hace inadecuados en técrecseratipado capsular.

Quinta

La deteccion de la presencia de los genes capsulardos tipos 1, 5 y 8 d&. aureus
mediante PCR mudltiple permite descubrir cepas aqguotencialidad de presentar capsula,
lo que puede ser utilizado como un sistema de coadion de otras metodologias de tipo
fenotipico.
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Sexta

Aunque no existe concordancia en los resultadosleleccion de cepas adherentes a
superficies inertes utilizando el método de Chnis¢ém y las formadoras ddéime con el
uso del agar Rojo Congo, se consigue optimizar ambarocedimientos
independientemente si se utiliza caldo BHI y tincan cristal violeta en el método de
Christensen y si en la preparacion del agar RojogB@ae utiliza un 1,2% de colorante sin
incorporacion de CINa. En cualquier caso, es reodaige la incubacion de los cultivos
durante 48 h a 37°C en el método de Christensen g| caso del agar Rojo Congo, 24 h a
37°C seguidas de otras 24 h adicionales a temparatabiente, y el uso de controles

adecuados.

Séptima

La determinacion de la hidrofobicidad bacterianadiargte la adhesion a los solventes
(MATS) xileno y hexadecano, plantea diferenciasl@n resultados, como con los de
determinacion de adherencia (método de Christepsagar Rojo Congo). En cualquier

caso, la hidrofobicidad aumenta con el subcultiedadcepa en agar Columbia sangre.

Octava
La presencia de genes asociados a la adherendeforanacion deslime (bap, ica) no se
corresponde con la determinacion fenotipica destalaracteristicas, lo que hace

conveniente la practica de nuevos estudios.

Novena
Entre los estafilococos coagulasa negativos (S@N\)resencia de factores de virulencia
resulta mas importante de lo esperado, lo que persuiponer su potencialidad como

agentes de mastitis en ganado ovino.

Décima

Considerando que una importante proporcion dedpasaisladas, independientemente de
su especie§. aureuso SCN) producen bacteriocinas, parece pertinesfi@lar que su
estudio y mejor conocimiento podria ayudar a estanl estrategias de control de las

mastitis del ganado ovino.
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APENDICE MO01: Cepas tipo utilizadas

1.- Cepas capsuladas de referencia

Referencia Identificacion Observaciones
M S. aureus capsula tipo
Smith S. aureus capsula tipo 9
Mardi S. aureus capsula tipo 8
7007 S. aureus capsula tipo @
PS30 S. aureus capsula tipo 8
Reynolds S. aureus capsula tipo 9
Becker S. aureus capsula tipo 8

(1) Cepas cedidas amablemente por el Dr. Jean C.Lee, Harvard Medical School, Boston, EEUU.
(2) Cepas cedidas amablemente por el Dr. Chia Lee, University of Kansas Medical Center, Kansas City,

EEUU.

(3) Cepa cedida amablemente por el Dr. Fernando de Oliveira e Noronha, Cornell University, Ithaca, EEUU.

2.- Cepas control en la identificacion

Estas cepas fueron proporcionadas amablemente por el Dr. Lucas Dominguez, Facultad de Veterinaria,
Universidad Complutense de Madrid.

Referencia Identificacion
Tipo 1 S. homini27844
Tipo 2 S. warneri27836
Tipo 3 S. capitis27840
Tipo 4 S. cohnii 29974
Tipo 5 S. haemolyticug9970
Tipo 6 S. saprophyticu$5305
Tipo 7 S. aureud 2600
Tipo 8 S. aureud 2661

3.- Cepa control de bacteriocinas

Referencia Identificacion Observaciones
_ Cellulomonas fimi . . ..
C. fimi CECT 4283 Cepa tipo sensible a bacteriocinas
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4.- Cepas des. epidermidiscontrol positivo y negativo deslime

Referencia Identificacion Observaciones
4184 S. epidermidi€ECT4184 formadora de slime
231 S. epidermidi€ECT231 no formadora de slime

5.- Cepas empleadas en el fagotipado

Todas estas cepas fueron cedidas amablemente por la Dra. Ana Vindel, del Instituto de Salud Carlos Il

Referencia Identificacion Observaciones
3A S. aureus
3C S. aureus
6 S. aureus
29 S. aureus
42E S. aureus
47 S. aureus
52 S. aureus
52A S. aureus
53 S. aureus
54 S. aureus
5 S. aureus Cepas propagadoras de fago
71 S. aureus
75 S. aureus
77 S. aureus
80 S. aureus
81 S. aureus
83 A S. aureus
84 S. aureus
85 S. aureus
94 S. aureus
95 S. aureus
96 S. aureus
1030 S. aureus
W57 S. aureus Cepas control de fagos
18042 S. aureus
2009 S. aureus

6.- Cepa de Pasteurella multocida para la prueba de la
hialuronidasa

Referencia Identificacion Observaciones
: P. multocida Cepa con capsula de acido
P. multocidaA NCTC10322 hialurénico
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7.- Cepas utilizadas como control positivo para [aBCR de los
factores de adherencia

Referencia Identificacion Observaciones
639 S. aureu$39/46/05 cnad
25923 S. aureu5923 fnbA"
761 S. aureus’61/38/05 fnbB"
Smith S. aureusSmith fib
4184 S. epidermidis 4184 icaAB, fnbB
Becker S. aureuBecker Cna
M S. aureuM fnbA, icaA
PS80 S. aureu$’S80 fnbA, bbp
93/240.07 S. epidermidis fbe, atlE, bap

(1) Cepas cedidas amablemente por el Dr. Lammler, Institut fir Pharmakologie und Toxikologie, Justus-Liebig-
Universitat Giessen, D-35392 Giessen, Alemania.

8.- Cepas seleccionadas para hacer las comparacisre
deteccidn fenotipica deslime

Capsulacion Adherencia yslime

referencia| Identificacion | clumping| SSA 2 BHI RC

93/406.01 S. aureus ; D <5

92/080.13 S. aureus - D >5
93/234.08 S. aureus C <5

93/500 S. aureus C >5
93/241.01| S. epidermidis NP <5
92/066.01| S. epidermidis NP >5
93/520.01 S. xylosus NP <5
94/165.01 S. xylosus NP >5

z|n|z|o|z|m|Z| o

Notas:

tipo: establecemos estos 8 tipos como criterio dajmab

cod: cada cepa tipo se identifica en ciertas pruebas 1C a 8C.

2 BHI: suma de la puntuacion en la prueba clasica dist€hsen sobre caldo BHI.
RC: color en agar Rojo Congo (N=Negro, R=R0j0).

NP: no procede.
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APENDICE MO02 : Medios, soluciones y reactivos empéelos

1.-Medio de conservacion de cepas

Leche descremada (Merck) ............. 20 ¢
Triptona (Pronadisa)............cccc.uuuee. 10 ¢
Glicerol (Sigma) ........ccevvvvevvvvvnnnnnnnn. 80 m
Agua destilada..............ccceeveveviininnnns 3210

Esterilizar a 110°C durante 10 minutos

2.- Tincion de Gram (modificada por Hucker)

2.1.Reactivos:
Solucién de cristal violeta

Cristal violeta (PANREAC) ............ 20g
Etanol (PANREAC), al 95%................ 10 ml

Soluciéon de oxalato

Amonio oxalato 1-hidrato (PANREAC) 1,09
Agua destilada..............cceoeeeiiiiiiinnnnnn 0

Solucion de lugol

Yodo (PANREAQC)..........ccoeeeeennnns 1lg
Yoduro potasico (PANREAC) ........ 29
Agua destilada .........cccoeevveeeiiiiiinnn. 3010

Afadir unos ml de agua destilada al yodo y yodurtagico, mezclar a fondo
afiadiendo poco a poco mas agua destilada hastasejudisuelvan y aforar

finalmente a 300 ml.

Solucién de safranina

Safranina (PANREAC) .......ccccceeenn. 25¢
Etanol (PANREAC), al 95%............ 10 ml
Agua destilada ............ceeeeeiiiiiiiiiiiiinnne. 90 ml

2.2. Método

Preparar un frotis sobre un portaobjetos. Fijavsmente a la llama. Tefir 1 minuto con
una mezcla de un volumen de solucion de cristdetaomezclado con 4 volumenes de

solucién de oxalato amonico. Lavar con agua. Afi&isolucion de lugol durante un
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minuto. Lavar con agua y decolorar con etanol. Laea agua y tefiir con la solucién de

safranina durante 1 minuto.

3.- Solucién de lisostafina.

Partiendo de un vial de lisostafina (Lysostaphignta L-7386, 1000 unidades), se
procedié al arrastre y rehidratacion de su contetiwfilizado, utilizando PBS pH 7,2

hasta llevarlo a un volumen final de 18,5 ml.

Esta solucién se alicuotd en eppendorf estérilemzan de 500ul/ eppendorf y se

almacen6 a —80°C hasta su uso.

4.- Agar con furazolidona(De la Fuente, 1985)

Una vez esterilizado el medio base (TSA), se satawoclave y se coloca en un bafio a
48-50°C.

A 900 ml de este medio basal se afiaden asépticanmi®@® ml de una solucion de
furazolidona al 0,025 % en acetona y se homogeiseazemente. Antes de distribuirlo en
placas se deja el matraz que contiene el medimhgente abierto en el bafio durante unos

10 minutos para permitir la evaporacion de la aweto

5.- Agar base con purpura(Difco)

Bacto Purple Agar Base (x litro)

Peptona Proteosa n°3 de Difco................. 10 g
Extracto de carne..........cccceevvvvvvvvnnnmmnn 19
Cloruro sOdiCO......ccceevveeiiiiiiiieeet 59
AGAr ... 15¢g
Parpura de bromocresol .............cccvvveeeee. ,02Q

pH final 6,8+ 0,2 a 25°C

6.- Medio fluido con tioglicolato (Difco)

Bacto Fluid Thioglycollate Medium (x litro)

Extracto de levadura.............ccccceeeeeiieen.. 5¢
CasitoNa.........ccevvvvivviiiiiiieeee e 159
DEeXIrOSA ...uovvvveeiiiieeeeie e e 550
Cloruro SOdiCO......ccceeveeieiiiiiiieeee s 250
L-cistina, DifCO.........ccuvvvvvieiiiiiiee e, 0,59
Tioglicolato sédico.............cccecvvrrrinneee. 0,59
AGAr ... 0,759
ReSazUNNa ........uvveiiiiiiiiieeeeeieee e 0,001 g

pH final 7,1+ 0,2 a 25°C
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7.- Medio MR-VP (Difco)

Bacto MR-VP Medium

Peptona tamponada .........cccceeevveeeeeeeienn. 749
K2HPOA ... 50
DEeXIrOSA. .. oiveveeeeeiiieeeeii et emmmae e 59
Agua destilada ............coeeeeeiiiiiiiiiiiiinne. 1.000 ml

pH 6,9+ 0,2 a 25°C
Se distribuye en tubos de hemolisis a razén de 8uimb y se esteriliza a 121°C durante 15
minutos.

8.- Reactivos de la prueba de Voges-Proskauer (Lanyw987)

Reactivo A:

1-naftol (MERCK)........coovvvvvviiiiiiiccann 59

Etanol absoluto (Panreac).........ccccceeeeeennnn. 100 mi
Reactivo B:

NaOH (Prolabo)...........cooviiiiiiiiiiiiii e, 409

Agua destilada.............cceeeevvveeiiiiiiinnnns 100 ml

9.- Caldo base con purpuraDifco)

Bacto Purple Broth Base (x litro)

Peptona Proteosa n°3 de Difco ................. 10g
Extracto de carne............ccooveeeeiiiiv s 1lg
Cloruro SOAICO ....ceevvvveiiiiiiieee e e 5¢
AQAr ... 15¢g
Parpura de bromocresol............ccccceeeeeennnn. 0,02 g

pH final 6,8+ 0,2 a 25°C

10.- Caldo con nitrato(Difco)

Bacto nitrate broth

Extracto de carne ............ccoooeveiiiiiiv s 39
Peptona.....ccooooiiiiiii e 509
Nitrato POtASICO ....cvvvvveieieeeeeeiiiiece 19
Agua destilada .............cceeeevvvvviiiiiiinnnns 1.000 ml

pH final 7,0+ 0,2 a 25°C

11.- Reactivos de Griess-llosvay para la prueba datratos

(Harrigan y McCance, 1966)

Reactivo i

Acido sulfanilico (Panreac) ...................... 0,89
Acido acético (Sigma), 5 N ...cccoeeeereeeeenn. olal
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Reactivo Il

1-naftilamina (MERCK) ...........cccoviinn.
Acido acético (Sigma), 5 N..........cceeeenn

12.- Agar para la prueba de DNAsdDifco)

Bacto DNAse Test Agar

ADN ..o

pH final 7,3+ 0,2 a 25°C

13.- Agar blando suerg(Serum Soft AgaiSSA)
(Finkelstein y Sulkin, 1958).

Triptona (Pronadisa)..........cccccvvvvveniinnnnnn.
Extracto de levadura (Difco)....................
Glucosa (SIgma) .....ccevvvvveveiiiiiieeeeeeeeeen,

KoHP Oy (MErcK) ..covvvveeeiiiiiiieiieeeeeeeeeeee,
Agar Bacteriological N°1(Oxoid) ............

14.- Agar Rojo Congo “Clasico” (RCC)

BHI Broth (OX0id) ......cuvviiiiiiniiieiiiiiieene,
Sacarosa (FIuka) ............coevvvvveiines e
Agar Bacteriological N°1(Oxoid).............

o1al

209
29
59

15¢g

10 g/l
5 g/l
5 g/l

1,3 g/

37 g/l
509/l
10lg /

Al medio anterior se le afiadia, tras autoclavag swlucion esterilizada por
calor de Rojo Congo (Merck) a 0,8 g/l y se distigbdirectamente en placas de uso

inmediato.

15.- Agar Rojo Congo (RC)

Caldo Infusién Cerebro-Corazon (Pronadisa) 37 g/l

Sacarosa (FIuka) .........cccccevvvvviiiiiiamn.

Agar industrial (Pronadisa) ............. c........

50 g/l
0 du/l

Al medio anterior se le afadia inicialmente, tragoeavar, una soluciéon

esterilizada por calor de Rojo Congo (Merck) a /8y se distribuia directamente en

placas de uso inmediato. Finalmente se empledalneién a 1,2 g/l.
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16.- Caldo HHW (Husseiret al, 1991)

Dada su complejidad, el medio se elaboraba pregaraarias soluciones por
separado, para aforar finalmente a 1.000 ml, siglaidas recomendaciones de los autores.

Componente mg/L
Grupo 1
Na,HPQO,.2H,0O (Merck) 10.000,p
KH,PQ, (Panreac) 3.000,0
Acido aspartico (L) (Sigma) 154,0
L-Alanina (Sigma) 100J0
L-Arginina (Sigma) 100)0
L-Cistina (Sigma) 500
Glicina (Sigma) 1000
Acido glutamico ) (Sigma) 150,p
L-Histidina (Sigma) 100J0
L-Isoleucina (Sigma) 15,0
L-Lisina (Sigma) 100)0
L-Leucina (Sigma) 150|0
L-Metionina (Sigma) 100]0
L-Fenilalanina (Sigma) 104,0
L-Prolina (Sigma) 150]0
L-Serina (Sigma) 100]0
L-Treonina (Sigma) 150]0
L-Tript6fano (Sigma) 100|0
L-Tirosina (Sigma) 100]0
L-Valina (Sigma) 150)0
Disuelto en (ml) 700,(
Grupo 2
Glucosa (Sigma) 10.00Q,0
MgSO,. 7H,O 500,(
Disuelto en (ml) 100,0
Grupo 3
Biotina (Sigma) 0,1
Acido nicotinico (Sigma) 210
Acido D-pantoténico,sal calcica (Sigma) P,0
Piridoxal (Sigma) 40
Piridoxamina dihidrocloruro (Sigma) 4,0
Riboflavina (Sigma) 200
Tiamina hidrocloruro (Sigma) 2,0
Disuelto en (ml) 10
Grupo 4
Adenina sulfato (Sigma) 2(,0
Guanina (Sigma) 20,0
Disuelto en (ml| 50,0
Grupo 5
CaCb.6H,O (Merck) 10,0
MnSGQ, (Merck) 5,0
(NH4)QSO4FeSQ6H20 (Slgma) 6, D
Disuelto en (ml 10
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17.- Medio para la prueba rapida de ureasa
(Lanyi, 1987)

Solucion A:
Urea (Serva) ......ceeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeiiiieenns 2 g
Etanol (Panreac), al 95%..............cccevveeeee 2 mi
Agua destilada............ccoevvviiiiiiiiiinnnn. 4 mi
Esterilizar por filtracion, mantener a 4°C.
Solucion B:
KH2POy (Panreac) .....cooveeeeeeeeeeeeeiieeeeiiiis 10,
KoHPOy (MErcK) .ocvvvvveeeeiiiiiieiieeeeeeeeeeee, 1q
NaCl (FIUKQ)........covvvrieiiiiiiiiieieeeeeeee 0,59
Sol Rojo Fenol Difco (al 0,2%)................ ml
Agua destilada............ccooeeveiiiiiiniiinnnnn. 100 ml

Esterilizar a 115°C durante 15 minutos.

El medio se preparaba mezclando 1 volumen de l&igol A con 19 voliumenes de la
solucion B.

18.-Agar para la prueba de la gelatinasa

BHI (Pronadisa)............eeeeeiiiieeeeeeees s 59
Gelatina (SIgma) ........cvvvvviiiiiieeeeeeeeeeean. 12 g
Agua destilada............ccoevvviiiiiiiiiinnnn. 1000 ml

19.- Agar para la deteccidon de caseinasa

Agar de Mueller Hinton ( Pronadisa).... 200 ml
Leche descremada (Fluka) al 10%.......... . 23 ml

20.- Agar nutritivo con iones

Agar nutritivo (Biolife) ...........cceeevviiinnens 1000 ml
ClCa (Merck) IM.......evveeiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 1 mi
CloMg (Sigma)IM.......coovvvveeeee, 1mi

21.- Agar semisolido de propagacion de fagos.

Agar industrial (Pronadisa) ...................... 7549
Triptona (Pronadisa)...........cccccvvvvniiennnn. 8,09
NaCl (FIUKQ)) ....uoeeeniieieiiiiiieeeiiiiiee 500¢9
Agua destilada............cccoevvvvviiiiininnnnnnn. 1000 ml
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22.- Colorantes para el método de Christensen.

Solucién de safranin@incion de Gram, ver 2).

Solucién de tripan azul

Tripan azul (Merck) .......ccccccvvvvvvvivneeennn. 0,49
Agua destilada .............cceeeevvveeiiiiiiinnnns 100 ml

Solucién de azul de toluidina

Azul de toluidina (MerckK) ..........cccceeeeeennn. 19
Isopropanol (Aldrich) al 50% en agua...... 100 mi

Solucién de cristal violeta de la tincion de Grdimcion de Gram, ver 2).

23.- Tampon Tris-Borato (TBE) para electroforesi{5x).

Tris base (TRIZMA) (Sigma)................... ,64
Acido borico (FIUKA) ........ceeveeveereireenimnnn 2759
EDTA (Sigma) 0.5 MpH 8,0..........cee..... Qonl
Agua MQ hasta..........ccceevvvviviiviiiiininnn. 1000,0 ml

24.- Tampdén de carga para electroforesis (6Xpambroolet al, 1989)

Azul de bromofenol (Sigma).................... 0%5
Xilencianol (Sigma).........cceeeeeiieeeeeeiiiienee. 0,25%
Sacarosa (Fluka) al 40% p/v en agua
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REACTIVOS Y MATERIALES EMPLEADQOS

= Acido acético glacial. Sigma. Codigo A-6283.

= Acido aspartico (L). Sigma. Cédigo A-9256.

= Acido borico. Fluka. Cédigo 15663.

= Acido glutamico [). Sigma. Codigo G-6904.

= Acido nicotinico. Sigma. C6digo N-4126.

= Acido D-pantoténico, sal célcica. Sigma. Cédigo P-5710.
= Acido sulfanilico. Panreac. Cédigo 131057.

» Adenina sulfato. Sigma. Codigo A-9126.

» Adyuvante completo de Freund. Sigma. Codigo F-5881.
» Adyuvante incompleto de Freund. Sigma. Cédigo F6550
» Agar industrial. Pronadisa. Cédigo 1804.00.

= Agar bacteriologico (Agar N°1). Oxoid. Codigo LPQ01

= Agar Columbia +5% de sangre de cordero. bioMéri@ddigo 43 041.
= Agar de Mueller Hinton. Pronadisa. Codigo 1058.00.

= Agarosa D-1 medium EEO. Pronadisa. Codigo 8023.

= L-Alanina. Sigma. Codigo A-5824.

= Amonio oxalato 1-hidrato. Panreac. Cdédigo 141136.

» L-Arginina. Sigma. Cédigo A-5006.

= Azul de bromofenol. Sigma. Codigo B-8026.

= Azul de toluidina. Merck. Cédigo 15930.

= Azul de metileno. Merck. Cédigo 1.59270.

»= Agar base con purpura. Difco. Cédigo 222810.

= Caldo base con purpura. Difco. Cadigo 222710.

= Agar para la prueba de DNAsa. Difco. Codigo 211179.
»= Medio fluido con tioglicolato. Difco. Codigo 225650

* Medio para la prueba del MR-VP. Difco. Cédigo 213.38
= Caldo nitrato. Difco. Cadigo 226810.

= Base de Agar Columbia. Pronadisa. Codigo 1104.00.

» Biotina. Sigma. Codigo B-4501.

» Caldo infusién cerebro-corazén. Oxoid. Codigo CM225
» Caldo infusién de Cerebro Corazén (BHI). Pronadixadigo 1400.00.
= Caldo Soja Tripticaseina (TSB). Pronadisa. Codi2@4100.
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Cloruro calcico dihidrato. Merk. Cadigo 156182.

Cloruro magnésico. Sigma. Cédigo M-8266.

Cloruro sadico. Fluka. Codigo 71381.

Cristal violeta. Panreac (Cl 42555) Cédigo 251762.
L-Cistina. Sigma. Cddigo C-6195.

EDTA. Sigma, Codigo E-5134.

Egg Yolk Emulsion. Fluka. Codigo 17148.

Etanol absoluto. Panreac. Cédigo 141086.

L-Fenilalanina. Sigma. Codigo P-8324.

O-fenilendiamina dihidrocloruro (OPD). Sigma. P-1526.
Fosfato dipotasico trihidrato KIPO,.3H,0). Merck. Codigo 1.05099.
Fosfato disodico dihidrato (MdPOy.2H,0). Merck. Cédigo 1.06580.
Fosfato potasico (KpPQy). Panreac. Codigo 1415009.
Fosfato s6dico monobdasico 1 hidrato (NBBy.H,0). Panreac
Gelatina. Sigma. Cddigo G-6144.

Glicerol. Sigma. Codigo G-7757.

Glicina. Sigma. Cédigo G-7403.

D(+)- Glucosa. Sigma. Cdodigo G-7528.

Guanina. Sigma. Codigo G-0381.

Hexadecano. Sigma. Codigo H-0255.

Hidrogeno perdxido 30% p/v (100 vol.) estabiliz&RS. Panreac. Codigo 141076.
Hidréxido sddico. Prolabo. Codigo 28 244.295.

L-Histidina. Sigma. Codigo H-8776.

Ig de cabra anti Ig de conejo. Sigma. Codigo A-9169
L-Isoleucina. Sigma. Codigo 1-2752

Isopropanol. Aldrich. Cddigo 19076-4.

Leche descremada. Merck. Cédigo 1.15363.

L-Lisina. Sigma. Cédigo L-5626

Lisostafina. Sigma Cdédigo L-7386.

L-Metionina. Sigma. Cédigo M-6039.

1-naftol. Merck. Cddigo 106223.

1-naftilamina. Merck. Codigo 822291.

Nutrient Agar. Biolife. Cédigo 401810.

Nutrient Broth. Biolife. Cédigo 401815.
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» Leche en polvo desnatada. Fluka. Codigo 70166.

» L-Leucina. Sigma . Cddigo L-8000.

» Lisostafina. Sigma. Codigo L-7386.

» Piridoxal. Sigma. Cédigo P-9130.

» Piridoxamina dihidrocloruro. Sigma. Cdodigo P-9380.

» Placas PolySorp. Nunc.Cédigo 735-0033.

» Plasma de conejo. bioMérieux. Codigo 55181.

» L-Prolina. Sigma. Cddigo P-8449.

* Proteasa. Sigma. Cédigo P-5147.

» Riboflavina. Sigma. Cédigo R-4500.

* Rojo Congo (Cl 22120). Merck. Codigo 101340.

* Rojo Fenol. Difco. Cédigo 220310.

» Sacarosa. Fluka. Cédigo 84100.

» Safranina. Panreac. Codigo 251622.

» L-Serina. Sigma. Codigo S-8407.

= Solucién colorante negro amido para electrofor&ssystems. Codigo 20009.

» D(+)- Sucrosa (Sacarosa). Fluka. Codigo 84100.

» Sulfato amoénico. Sigma. Cédigo A-2939.

= Sulfato amonico ferroso hexahidrato ((N$Os.FeSQ.6H,0). Sigma. Cédigo F-
3754.

» Sulfato magnésico. Sigma. Cédigo A-2939.

» Sulfato de manganeso monohidrato. Merck. Cédig®596

= Tampon n°l para electroforesis. Biosystems. Co2§D0.

» Tiamina hidrocloruro. Sigma. Codigo T-4625.

» Tiras CELLOGEL para electroforesis 2,5 x 17 cn)-250um. Atom. Cddigo 1900.

» L-Tirosina. Sigma. Cédigo T-8909.

= Tween-20 Sigma. Cdodigo P-1369.

» Tripan Azul. Merck. Cédigo 11732.

» L-Triptéfano .Sigma. Cddigo T-0254.

» Triptona. Pronadisa. Codigo 1612.00.

» Tris base (TRIZMA). Sigma. Cddigo T-1503.

» Urea. Serva. Cadigo 24524.

» L-Valina . Sigma. Cddigo V-0500.

= Xilencianol. Sigma. Cddigo X-4126.

272



Apéndices

» p-Xileno. Calidad HPLC. Aldrich. Cédigo 31,719-5 .
* Yodo. Panreac. Codigo 141771.
» Yoduro potasico. Panreac. Codigo 131542.
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APENDICE MO03: Cadigos de identificacion

En el listado se relacionan los cddigos tipo engueaen la identificacion de las
cepas aisladas. La metodologia empleada se detals apartado 1.1.2. del capitulo de
Material y Métodos .

Los cbdigos generados se identifican con las sigesepruebas bioquimicas:

o - © ©

e SE| R |G| &8 &z 8|2 8|8 5&]¢

= a o | 2 = D I S I

Especie Caodigo Tipo

S. aureus 11011111111110
S. aureus 11010110111110
S. aureus 11011110111110
S. aureus 11011111111010
S. auricularis 01011001010000
S. auricularis 00011001010000
S. auricularis 00011001000000
S. auricularis 01001001010000
S. auricularis 01001001000000
S. auricularis 01011001000000
S. auricularis 00001001010000
S. capitis 11010110010010
S. capitis 10010110010010
S. capitis 11010110000010
S. capitis 10010110000010
S. caprae 11000111111010
S. caprae 11001011111010
S. caprae 11001111111010
S. caprae 11000011111010
S. carnosus 11000110111010
S. carnosus 11000111011010
S. carnosus 11000111111010
S. carnosus 11000110011010
S. caseolyticus 00001000111000
S. caseolyticus 00011001110010
S. caseolyticus 00001000110000
S. caseolyticus 00001000110010
S. caseolyticus 00001000111010
S. caseolyticus 00001001110000
S. caseolyticus 00001001110010
S. caseolyticus 00001001111000
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Especie Caodigo Tipo

S. caseolyticus 00011000110000

S. caseolyticus 00011000111000

S. caseolyticus 00011001110000

S. caseolyticus 00001001111010

S. caseolyticus 00011001111000

S. caseolyticus 00011001111010

S. caseolyticus 00011000111010

S. caseolyticus 00011000110010
S. cohniisubesp 1 01001001000001
S. cohniisubesp 1 00000111000001
S. cohniisubesp1 10000111000001
S. cohniisubesp 1 10001001000001
S. cohniisubesp 1 10001101000001
S. cohniisubesp 1 10001111000001
S. cohniisubesp 1 11000001000001
S. cohniisubesp1 10000001000001
S. cohniisubesp 1 01001111000001
S. cohniisubesp 1 00000101000001
S. cohniisubesp1 01001011000001
S. cohniisubesp 1 10000101000001
S. cohniisubesp 1 01000111000001
S. cohniisubesp1 01000101000001
S. cohniisubesp 1 10000011000001
S. cohniisubesp 1 01000011000001
S. cohniisubesp 1 01000001000001
S. cohniisubesp 1 00001111000001
S. cohniisubesp 1 11000011000001
S. cohniisubesp1 00001101000001
S. cohniisubesp 1 00001001000001
S. cohniisubesp 1 00001011000001
S. cohniisubesp 1 01001101000001
S. cohniisubesp 1 11001001000001
S. cohniisubesp 1 00000011000001
S. cohniisubesp1 11001111000001
S. cohniisubesp 1 10001011000001
S. cohniisubesp 1 11001011000001
S. cohniisubesp1 11000111000001
S. cohniisubesp 1 11000101000001
S. cohniisubesp 1 00000001000001
S. cohniisubesp 1 11001101000001
S. cohniisubesp?2 11001011100001
S. cohniisubesp?2 10001111100001
S. cohniisubesp?2 11001111100001
S. cohniisubesp?2 10001011100001




Especie Caodigo Tipo
S. epidermidis 11011010111000
S. epidermidis 11011010011000
S. epidermidis 11011011111000
S. epidermidis 11011000111000
S. epidermidis) 11011010111010
S. epidermidis 10011010111010
S. epidermidis 10011010111000
S. epidermidis 11010110011010
S. gallinarum 10111111111011
S. gallinarum 10111111111001
S. gallinarum 10111111011011
S. gallinarum 10111111011001
S. haemolyticus 10011001010000
S. haemolyticus 11011001010000
S. haemolyticus 10011001000000
S. haemolyticus 10011001000010
S. haemolyticus 11011001100000
S. haemolyticus 11011101110010
S. haemolyticus 11011101110000
S. haemolyticus 11011101100010
S. haemolyticus 11011101100000
S. haemolyticus 11011101010010
S. haemolyticus 11011101010000
S. haemolyticus 11011101000010
S. haemolyticus 11011101000000
S. haemolyticus 11011001110010
S. haemolyticus 11011001000000
S. haemolyticus 11011001100010
S. haemolyticus 10011001010010
S. haemolyticus 11011001010010
S. haemolyticus 10011101010010
S. haemolyticus 11011001000010
S. haemolyticus 10011101110010
S. haemolyticus 10011101110000
S. haemolyticus 10011101100000
S. haemolyticus 10011101010000
S. haemolyticus 10011101000010
S. haemolyticus 10011101000000
S. haemolyticus 10011001110000
S. haemolyticus 10011001100010
S. haemolyticus 10011001100000
S. haemolyticus 11011001110000
S. haemolyticus 10011101100010

S. hominis 01011001000000
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Especie Caodigo Tipo
S. hominis 01011001010000
S. hominis 01011001100000
S. hominis 01011001110000
S. hominis 00011001100000
S. hominis 00011001010000
S. hominis 00011000000000
S. hominis 00011001000000
S. hominis 00011000110000
S. hominis 00011000100000
S. hominis 00011001110000
S. hominis 01011000100000
S. hominis 01011000110000
S. hominis 01011000000000
S. hominis 00011000010000
S. hominis 01011000010000
S. hyicussubespchromogenes 10011111111010
S. hyicussubespchromogenes 10010011111000
S. hyicussubespchromogenes 10010011111010
S. hyicussubespchromogenes 10010111111000
S. hyicussubespchromogenes 10010111111010
S. hyicussubespchromogenes 10011011111000
S. hyicussubespchromogenes 10011011111010
S. hyicussubespchromogenes 10011111111000
S. hyicusubesphyicus 10010011111110
S. hyicusubesphyicus 10010011111010
S. intermedius 10010111111110
S. intermedius 10010111011110
S. intermedius 10010011011110
S. intermedius 10010011111110
S. lentus 00010111111011
S. lentus 00011111011011
S. lentus 00001111111101
S. lentus 00010111011011
S. saccharolyticus 10000010010000
S. saccharolyticus 10000010010010
S. saccharolyticus 11000010010010
S. saccharolyticus 10000010011000
S. saccharolyticus 11000010011000
S. saccharolyticus 11000010011010
S. saccharolyticus 10000010011010
S. saccharolyticus 11000010010000
S. saprophyticus 11011001000001
S. saprophyticus 11011101000001
S. sciuri 10011101011011




Especie Caodigo Tipo
S. sciuri 10010111011011
S. sciuri 10011111011011
S. sciuri 10010101011011
S. simulans 10010111111010
S. simulans 10010101111010
S. simulans 10010110111010
S. simulans 10010100111010
S. simulans 10010101110000
S. simulans 10011111110000
S. warneri 11011001100010
S. warneri 11011001000000
S. warneri 11011001100000
S. warneri 11011101000000
S. warneri 11011101000010
S. warneri 11011101100000
S. warneri 11011101100010
S. warneri 11011001000010
S. xylosus 11111111000001
S. xylosus 00111011111001
S. xylosus 11111011111001
S. xylosus 11111011000001
S. xylosus 11111011001001
S. xylosus 11111011010001
S. xylosus 11111011011001
S. xylosus 11111011110001
S. xylosus 00111011001001
S. xylosus 00111011000001
S. xylosus 11111111110001
S. xylosus 11111111101001
S. xylosus 11111111100001
S. xylosus 00111111001001
S. xylosus 11111111010001
S. xylosus 11111111001001
S. xylosus 00111011010001
S. xylosus 00111011011001
S. xylosus 00111011100001
S. xylosus 00111011101001
S. xylosus 00111011110001
S. xylosus 00111111000001
S. xylosus 00111111010001
S. xylosus 11111111011001
S. xylosus 01111111101001
S. xylosus 00111111100001
S. xylosus 10111011100001
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Especie Caodigo Tipo

S. xylosus 00111111011001
S. xylosus 10111011010001
S. xylosus 10111011001001
S. xylosus 10111011000001
S. xylosus 10111011110001
S. xylosus 01111111110001
S. xylosus 10111011101001
S. xylosus 01111111100001
S. xylosus 01111111011001
S. xylosus 01111111010001
S. xylosus 01111111001001
S. xylosus 01111111000001
S. xylosus 01111011011001
S. xylosus 01111011111001
S. xylosus 01111011000001
S. xylosus 01111011001001
S. xylosus 01111111111001
S. xylosus 11111011101001
S. xylosus 01111011010001
S. xylosus 00111111101001
S. xylosus 00111111110001
S. xylosus 00111111111001
S. xylosus 01111011100001
S. xylosus 01111011101001
S. xylosus 10111011011001
S. xylosus 01111011110001
S. xylosus 10111011111001
S. xylosus 11111011100001
S. xylosus 10111111111001
S. xylosus 10111111110001
S. xylosus 10111111101001
S. xylosus 10111111100001
S. xylosus 10111111011001
S. xylosus 10111111010001
S. xylosus 10111111001001
S. xylosus 11111111111001
S. xylosus 10111111000001
S. xylosus 00110111111001
S. xylosus 11111111111011
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APENDICE MO04: Secuencias utilizadas de las cepaspt

capsuladas

1.- Serotipo capsular 1

LOCUS U10927 456 bp DNA I'i near BCT 11- JAN- 2007
DEFINITION St aphyl ococcus aureus M type 1 capsular polysaccharide
biosynthesis gene cluster, complete sequence and un known genes.

ACCESSION U10927 REGION: 18496..18951

VERSION U10927.2 GIl:16579831
KEYWORDS .
SOURCE  Staphylococcus aureus
ORGANISM  Staphylococcus aureus
Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Staph ylococcus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 456)
AUTHORS  Luong, T.T., Quyang, S., Bush, K and Lee, C.Y.
TI TLE Type 1 capsul e genes of Staphyl ococcus aureus are carried
in a staphyl ococcal cassette chronosonme genetic el enent
JOURNAL  J. Bacteriol. 184 (13), 3623-3629 (2002)
PUBMED 12057957
REFERENCE 2 (bases 1 to 456)
AUTHORS Luong,T.T., Shu,0., Bush,K. and Lee,C.Y
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (01-NOV-2001) Department of M icrobiology,
University of Kansas Medical Center, 3901 Rainbow B Ivd., Kansas City, KS
66106,USA
REMARK Sequence update by submitter
COMMENT  On Nov 1, 2001 this sequence version re placed gi:567035.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..456
/organism="Staphylococcus aure us
/mol_type="genomic DNA"
[strain="M"
/db_xref="taxon:1280"
gene <1..>456

/ gene="caplH'
/note="ORF CM22"
CDS <1..>456
/gene="cap1H"
/note="CapH"
/codon_start=1
/trans|_table=11
/product="type 1 capsule synth esis gene"
/protein_id="AAA64647.1"
/db_xref="GI:506704"

1 aaggggcgaa ttagatgatg aattagaatc tatgggta tt acgatacatt atttagatat

61 taaaaaattt agttttcctt tcaagttcat aaagttat tg aaaaagaaaa atatagatgt
121 tgtacatagt cacatacttt ttatgagtgg attgattc aa ttactttctt titcagcaaa
181 tgtaagaaat agaataacac actttagaac ttccaaag at agtaaagaac aatataataa
241 aataagaaaa gctagaaata aagtactgaa agccatta ta gaaatcttta gtacgaaaat
301 cttatatgta agtaatatag caaataggaa tttaatct ca atgaaacttt ttccgaaaaa
361 acataaaact atttacaatg gatttgaaat aagtaata ta aacaaaaatt ttaaaaaaga

421 ggaaaatagt tttatttatg tcggtaggtt cattca
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2.- Serotipo capsular 5

LOCUS SAU81973 18131 bp DNA l'i near BCT 10- FEB- 1998

DEFINITION Staphylococcus aureus capsule gene clus ter Cap5A through
Cap5P genes, complete cds.
ACCESSION U81973
VERSION U81973.1 GI:1773339
KEYWORDS
SOURCE  Staphylococcus aureus

ORGANISM  Staphylococcus aureus

Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Staph ylococcus.

REFERENCE 1 (bases 1 to 18131)
AUTHORS  Sau, S., Bhasin,N., wann,E. R, Lee,J.C , Foster,T.J. and
Lee, C. Y.
TI TLE The Staphyl ococcus aureus allelic genetic loci for serotype 5
and 8 capsul e expression contain the type-specific genes flanked by
conmon genes
JOURNAL M crobi ol ogy 143 (Pt 7), 2395-2405 (1997)

MEDLINE 97388587

PUBMED 9245821

REFERENCE 2 (bases 1to 18131)

AUTHORS Kiser,K.B. and Lee,J.C.

TITLE  Staphylococcus aureus cap50 and cap5P g enes functionally
complement mutations affecting enterobacterial comm on-antigen
biosynthesis in Escherichia coli

JOURNAL J. Bacteriol. 180 (2), 403-406 (1998)

MEDLINE 98101481

PUBMED 9440531
REFERENCE 3 (bases 1to 18131)

AUTHORS Bhasin,N., Albus,A., Michon,F., Livolsi ,P.J., Park,J.S. and
Lee,J.C.

TITLE Identification of a gene essential for O-acetylation of the
Staphylococcus aureus type 5 capsular polysaccharid e

JOURNAL Mol. Microbiol. 27 (1), 9-21 (1998)
MEDLINE 98125727

PUBMED 9466251
REFERENCE 4 (bases 1 to 18131)

AUTHORS Bagga,N., Wann,E.R., Foster,T.J. and Le e,J.C.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (11-DEC-1996) Medicine, Brigh am and Women's
Hospital, 181 Longwood Avenue, Boston, MA 02115, US A
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..18131
/organism="Staphylococcus aure us"

/mol_type="genomic DNA"

/strain="Reynolds and Newman"

/serotype="5"

/db_xref="taxon:1280"

/note="Smal G fragment; capsul e gene cluster"”
gene 6500..7624

/gene="cap5G"
CDS 6500..7624

/gene="cap5G"

/codon_start=1

ftrans|_table= 11
/product="Cap5G"
/protein_id=" AAC46090.1 "
/db_xref="Gl:1773346"

gene  7627.8253
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/gene="cap5H"

CDS 7627..8253

/gene="cap5H"

/note="putative O-acetyltransf erase"

/codon_start=1

ftrans|_table= 11

/product="Cap5H"

/protein_id=" AAC46091.1 "

/db_xref="GI:1773347"
6481 tttcttggag gtatagcgca tggaaaaact gaaattaa tg acaatagttg gtacaaggcc
6541 tgaaatcatt cgtttatcat caacgattaa agcatgtg at caatacttta atcagatatt
6601 agtacacact ggtcaaaatt atgattatac attgaatc aa attttctttg atgatttgga
6661 attaagacaa ccggaccact acttagaggc agttggaa gt aaccttggag aaacgatggg
6721 gaatattatt gcgaagacat atgacgtttt attacgcg aa caaccagatg cacttttaat
6781 tcttggtgat acaaatagtt gtttagcagc agtatctg ct aaacgattaa agattcctgt
6841 gttccacatg gaagcgggta atagatgctt tgatcaga at gtacctgaag aaatcaatcg
6901 taaaattgtt gaccatgtca gtgatgtgaa tctacctt at acggaacata gcagacgtta
6961 tttattagat gaaggcttca ataaagcgaa tatctttg tg acaggatcac cgatgacaga
7021 agtgatagaa gcgcatcgag ataaaattaa tcacagtg ac gttttaaata aactaggatt
7081 agaatcgcaa caatacattt tagtatctgc gcatagag aa gagaatatcg ataatgaaaa
7141 gaattttaaa tcattaatga atgcgataaa tgatattg CC aaaaagtata aaatgcctgt
7201 gatttattca acgcatccaa gaagttggaa gaaaattg aa gaaagtaaat ttgaatttga
7261 tccattagtt aaacagttaa agccatttgg tttctttg at tataatgcat tgcaaaaaga
7321 tgcatttgtt gtgctatcag atagtggaac attgtcag aa gagtcgtcta ttttgaagtt
7381 ccctggtgtc cttattcgaa cttccacaga aagaccgg aa gtactagata aaggtacggt
7441 tattgtaggt ggtattacct ataacaatct aatccaat cc gttgaactag caagagagat
7501 gcaaaacaat aacgaaccga tgattgatgc tattgatt at aaagacacta acgtttcgac

7561 aaaggtagtt aaaattattc aaagctataa agatatta
7621 atgacgatga

tc aatcgaaata cttggaggaa
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3.- Serotipo capsular 8

LOCUS SAU73374 17539 bp DNA

DEFINITION Staphylococcus aureus type 8 capsule ge
cap8C,cap8D, cap8E, cap8F, cap8G, cap8H, cap8l, cap
cap8M, cap8N, cap80, cap8P, complete cds.
ACCESSION U73374
VERSION U73374.1 GIl:1657639
KEYWORDS
SOURCE  Staphylococcus aureus
ORGANISM  Staphylococcus aureus
Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Staph
REFERENCE 1 (bases 1 to 17539)
AUTHORS Sau,S. and Lee,C.Y.
TITLE Cloning of type 8 capsule genes and analy
for the production of different capsular polysaccha
St aphyl ococcus aur eus
JOURNAL J. Bacteriol. 178 (7), 2118-2126 (1996)
MEDLINE 96178981
PUBMED 8606192
REFERENCE 2 (bases 1to 17539)
AUTHORS Sau,S., Sun,J. and Lee,C.Y.
TITLE Molecular characterization and transcri
type 8 capsule genes in Staphylococcus aureus
JOURNAL J. Bacteriol. 179 (5), 1614-1621 (1997)
MEDLINE 97197525
PUBMED 9045821
REFERENCE 3 (bases 1to 17539)
AUTHORS Sau,S. and Lee,C.Y.
TITLE Direct Submission
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Resumen

La microbiota bacteriana que se ha aislado a pastia leche de origen ovino es
muy variada, siendo capaz parte de ella dar lugdesarrollo de patologias variadas, con
consecuencias de tipo sanitario y, especialmernda, repercusiones econdémicas de
importancia. Las bacterias que se encuentran declee de los pequefios rumiantes
proceden fundamentalmente del ambiente que rodies @animales y también de su piel,
pudiendo ademas ser transmitidas facilmente deafarracanica entre individuos, siendo
incluso vehiculadas por insectos de animal a aniomaho se ha demostrado en ganado

vacuno.

El géneroStaphylococcues el mas frecuentemente aislado de leche ovina. Se
caracteriza por una gran versatilidad metabol@gue le permite una buena supervivencia
en las condiciones ambientales y también, en sietasiones, hace que pueda hallarse en
la leche y acabar provocando procesos patologitds ebre, que lleguen incluso a causar
la muerte del animal afectado. Esta caracterificiiita su gran adaptabilidad al entorno,
lo que explicaria la capacidad de estas bacteaiasipfectar tejidos diferentes y dar lugar

a patologia variadas, entre las que destacan lastisia

Se ha llevado a cabo numerosos estudios sobreidigéa de las mamitis
estafilocOcicas, especialmente las mamitis clinigasn particular las ocasionadas por
Staphylococcus aureugue son las que suelen revestir mayor gravedaderSbargo, al
disminuir la aparicion de mastitis clinicas, conmajora de los programas sanitarios y
profilacticos, y las mayores exigencias de calidada produccion lactea, las mastitis de
tipo subclinico causadas por estafilococos coagufegjativos (SCN) han ido ganando
importancia, e interés los aspectos relativos eosiwcimiento con vistas a su prevencion.
Todo ello ha producido un considerable estimulaleastudio de miembros del género
distintos deS. aureus globalmente denominados SCBpmo causantes de procesos
morbosos menos evidentes. A partir de dichas imgasbnes, se ha demostrado la
implicacion en ciertos tipos de mastitis subclisicke diversas especies de SCN que,
aungue en general no provocan cuadros clinicosoagued ocasionan procesos de tipo

cronico y subclinico que causan importantes pésdedanomicas.

Fruto de alguno de dichos estudios ha sido el desciento de que la capacidad
de permanencia de estos microorganismos en la mbna puede relacionarse con la
presencia, rodeando a las células de las cepagsauas$, de ciertos polisacaridos (capsula,
slimé, que podrian ser factores de virulencia asociadasresistencia a la opsonizagion

fagocitosis y al aumento de la capacidad de adbierate los estafilococos a diversas
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estructuras del hospedador. Estos polisacariddesmdan sido asociados a una mayor

resistencia a los tratamientos antibi6ticos.

La descripcion de tales estructuras, junto conxiatencia de otros factores de
virulencia en cepas de especies no considerad@gepatsper se ha favorecido un
resurgimiento en el estudio de los mecanismos @mgie patogenicidad y factores de
virulencia de los estafilococos. Por otro lado, datos que se han ido obteniendo en lo
relativo a las infecciones hospitalarias estan isgndo el estudio en profundidad de
dichas especies bacterianas y de sus factoresrulendia asociados. La descripcion de
resistencias bacterianas relacionadas con la miesée estructuras superficiales como el
mucus oslime impulsa el aumento del volumen de investigaciélacionada con el

control inmunologico de dichas infecciones.

Existe una gran cantidad de estudios efectuadometticina humana sobre la
existencia de cepas d®. aureuscapsuladas, la predominancia de ciertos serotipos
capsulares, y la capacidad de otras especiesafdaestcos, en especi8l. epidermidisde
adherirse de forma tenaz a soportes inertes. Rmmédario, son escasos los efectuados en

medicina veterinaria sobre cepas aisladas de &cespvina.

Puesto que opinamos que el estudio de la existelecdichas estructuras y otros
posibles factores de virulencia en cepas aislagadeche ovina facilitara un mayor
conocimiento sobre los posibles agentes causalesaddtis ovinas, el propdsito de este
trabajo se centré en su deteccion en cep&ajehylococcuaisladas de leche de ovejas de
aptitud lactea y en la observacion de la influers#a factores nutricionales sobre el
desarrollo y permanencia de dichas estructuragsecelpas aisladas.

Hemos llevado a cabo el aislamiento, utilizando oti@iogia microbioldgica
convencional, de 246 cepas del géeretaphylococcupresentes en muestras individuales
o colectivas de leche ovina procedentes de ovegasptitud lechera que presentaban
mastitis clinica, subclinica, o de individuos saromsno control de la microbiota presente.
Las cepas aisladas fueron conservadas tras el migérpases en medios de cultivo de
laboratorio y se identificaron utilizando una condwion de catorce pruebas bioquimicas
principales. Se aislaron cepas pertenecientes aspécies:S. aureus(44,31%), S.
epidermidis (29,67%), S. xylosus(16,67%), S. gallinarum (3,66%), S. hyicussubesp.
chromogene$2,03%) S. simulang1,63%),S. haemolyticu€l,22%) yS. hominig0,81%).
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Las cepas d&. aureudueron fagotipadas con sétinternacional y con tres fagos
aislados de cepas lis6genas del propio estudiag@ien general poco sensibles a RTD a
los fagos desetinternacional (solo 2 cepas, el 0,81%) mientrasgjle fueron a los fagos
de ovino aislados (entre el 32,11 y el 57,80% dedapas sensibles, segun el fago
considerado).

Los factores de virulencia estudiados comprendiefactores de superficie
(capsulaslime hidrofobicidad y otros), factores de virulencrienaticos y la produccion
de bacteriocinas.

La deteccion de capsula en las cepasSdaureusse efectué mediante métodos
fenotipicos (deteccion de la presenciadiigmping factor crecimiento en agar blando
suero —SSA-), y moleculares (PCR frente a los g@®tapsulares 1, 5y 8). Se determino
que 29 cepas (26,60%) eran capsuladas; mediaRtéRanultiplexcapsular puesta a punto
en este estudio, 15 de las 109 cepaS.dmireugran portadoras de los genes del serotipo 8
(13,76%), uno de los dos més frecuentemente askadldeche de pequefios rumiantes. El
intento de obtener sueros hiperinmunes en conegligaar a cabo el serotipado capsular
fue infructuoso.

La adherencia a superficies inertes se valor6 eangle el método de Christensen,
cultivando las cepas aisladas en caldo BHI, incdbaturante 48 horas, tifiendo el cimulo
bacteriano con cristal violeta y valorando su catti mediante una baremacion en tres
puntos, de manera que se considero adherente @épdacon una puntuaciéon mayor que 5.
Siguiendo esta metodologia, 90 cepas resultaroerextes (36,58%), de las que la
mayoria ereS. aureug44,44% de las adherentes) aunque la especiergaenpaba mas
cepas adherentes fi epidermidig41,09% de las de su especie). De las 6 cepas de
puntuacion maxima, la mitad e8a xylosus

Para la determinacion de la formacion slene se utilizé el agar Rojo Congo.
Puesto que la respuesta inicial no era la espesadestudio la influencia que las materias
primas, la proporcion y el método de esterilizaaiéh colorante, el tiempo y temperatura
de incubacién, asi como la concentracion de CINacign sobre las caracteristicas
diferenciales del medio. Una vez estudiadas diclaagbles, se determiné que, para
obtener los mejores resultados, el agar Rojo Caegdebia elaborar con las materias
primas habituales, con el colorante al 0,12% éitadio con el medio, sin CINa afadido y
realizando una incubacion a 37°C durante 24 hasaguida de otras 24 horas a
temperatura ambiente. Utilizado de esta manera, 3®I(12,19%) de los aislados podian

considerarse productores digme segun el criterio clasico; de ellos, 20 pertenecida
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especieS. aureusComparando estos resultados con los de adhe@sciperficies inertes,
segun el método de Christensen, sb6lo 12 de lassce@n productoras dglime y
adherentes (4,87% del total).

La hidrofobicidad de los aislados se determindladécnica MATS, utilizand@-
xileno y hexadecano tras dos pases rapidos enGaambia sangre, llevando a cabo la
prueba simultaneamente partiendo de una suspegsidiin. El porcentaje de cepas
hidrofobas o de hidrofobicidad intermedia fue sigreutilizando p-xileno (39,4%) que
hexadecano (26,8%), con algunas diferencias ingec#ficas.

La deteccion de genes de factores de adhereneifest®d empleando varias PCR
multiples. Ninguna de las especies resultd negativados ellos, aunque no se detectd
ninguna cepa positiva a los factofedB e icaAB. El porcentaje de cepas positivas, en
orden decreciente de frecuencia, ftrthA (56,50%),atlE (33,74%),fbe (30,49%), fib
(29,67%),bap (10,98%),cna(9,76%),icaA (8,13%) ybbp (0,41%). Proporcionalments,
epidermidisfue la especie en la que mas genes se detectagnida deS. aureusPor
otro lado, el 39,02% de aislados 8exylosudueron negativos a todos los factores. No
parece haber correlacion entre los genes de lderégcde adherencia detectados y la
deteccion fenotipica de la adherencia a superfiogr$es o la produccion ddime

Puesto que no son soélo las propiedades de supetfisi Unicos factores de
virulencia que considerar entre los estafilocoses determind la existencia de algunos
otros de tipo enzimatico, comparando su frecuemretéiva entre los aislados & aureus
con respecto al resto de cepas. La ureasa reduftter mas frecuente: todos I1&
aureusla presentaron y un 98,54% del resto de los aslaseguida por la lecitinasa y
fosfatasa, entre los SCN, y la DNAsa y fosfataséSemureus Los SCN presentaron
globalmente mas frecuentemente lipasasS.yepidermidislecitinasa, queS. aureus
mientras que éste presentd mas actividad DNAsaalirbnidasa que el resto de las
especies.

La deteccibn de bacteriocinas se efectu6 mediahtese de una cepa de
Cellulomonas fimisembrada por hisopado y con incubacion de 4&htas 24 primeras a
37°C y las ultimas a 30°C. EIl 63,82% de las c@pasentaron actividad, especialmente
intensa entré&. epidermidiyy S. simulansaunque fue entre los miembros de la espgcie
aureusdonde aparecio el mayor porcentaje de cepas\assiiel 80,73% de la especie).

292



Bibliografia

XIl.- Bibliografia

293






Bibliografia

Albizu, I.; Baselga, R.; De la Cruz, M.; Monleon,, Bmorena B. 1993. Implicaciones
ecoldgicas de la produccion de exopolisacaridoSaaphylococcus aureus/
Jornadas sobre producciéon animal. Zaragoza 11-b3age de 1993: 525-527.

Albus, A.; Arbeit, R.D.; Lee, J.C. 1991. Virulencé Staphylococcus aureumutants
altered in type 5 capsule productidnfect. Immun59(3) 1008-1014.

Alves, P.D.; McCulloch, J.A.; Even, S.; Le Maréh@.; Thierry, A.; Grosset, N.;
Azevedo, V.; Rosa, C.A.; Vautor, E.; Le Loir, Y. (D Molecular
characterization oStaphylococcus aureustrains isolated from small and large
ruminants reveals a host rather than tissue spigifVet. Microbiol.137: 190-
195.

Anderson, J.C. 1976. Mechanisms of staphylococaailence in relation to bovine
mastitis.Br. Vet. J132 229-243.

Anderson, J.C. 1983. Veterinary aspects of staglogid. En: Easmon, C.S.F.; Adlam, C.
(eds).Staphylococci and staphylococcal infectiohendon. Academic Press; pp.
193-242.

Anderson, J.C. 1984. Absence of encapsulation nainst of Staphylococcus aureus
isolated from bovine mastitiRes. Vet. ScB7: 359-361.

Andénimo. 1984. Manual Difco. Medios de cultivo delshtados y reactivos para
microbiologia. Difco Laboratories Inc. Detroit. Nigan .USA. 102 edicion.

Arbeit, R.D.; Karakawa, W.W.; Vann, W.F.; RobbidsB. 1984. Predominance of two
newly described capsular polysaccharide types amodigcal isolates of
Staphylococcus aureuBiagn. Microbiol. Infect. Dis2:85-91.

Arciola, C.R.; Baldassarri, L.; Montanaro, L. 20@esence ataA andicaD genes and
slime production in a collection of staphylococsthins from catheter-associated
infections.J. Clin. Microbiol.39: 2151-2156.

Arciola, C.R.; Campoccia, D.; Gamberini, S.; Celat&l M.; Donati, E.; Montanaro, L.
2002a. Detection of slime production by means obptimised Congo red agar
plate test based on a colourimetric scale&taphylococcus epidermiddinical
isolates genotiped faca locus.Biomaterials23: 4233-4239.

Arciola, C.R.; Campoccia, D.; Montanaro, L. 200Retection of biofilm-forming strains
of Staphylococcus epidermidend S. aureusExpert. Rev. Mol. Diagn2: 478-
484.

Baddour, L.M.; Barker, L.P.; Christensen, G.D.;i8lar J.T.; Simpson, W.A. 1990.
Phenotypic variation oStaphylococcus epidermidis infection of transvenous
endocardial pacemaker electrod&<Clin. Microbiol.28: 676-679.

Baird-Parker, A.C. 1974. Genus I&taphylococcusgEn: Buchanan, R.E.; Gibbons,

N.E.(eds).Bergey's Manual of Determinative Bacteriolo@? Edicion. Part 14
pp. 483-489. Williams & Wilkins. Baltimore.

295



Bibliografia

Baldassarri, L.; Donelli, G.; Gelosia, A.; Simpsof,W.; Christensen, G.D. 1997.
Expression of slime interferes with vitro detection of host protein receptors of
Staphylococcus epidermidigsfect. Immun65; 1522-1526.

Baleona, M.C.; Morifiigo, M.A.; Borrego, J.J. 2061ydrophobicity and adhesion to fish
cells and mucus ofibrio strains isolated from infected fislmt. Microbiol. 4:21-
26.

Barber, C.; Taga, S. 1965. Contribution a I'étuds dntigenes des staphylocoques. lIl.
Variations quantitatives et qualitatives des amtéagede souches appartenant a des
lysotypes différents. Modifications qualitatives gtiantitatives des antigénes
d'une méme souchAnn. Inst. Pasteut09. 487-498.

Barbier Frebourg, N.; Lefevre, S.; Baert, S.; Leandl, J.F. 2000. PCR-based assay for
discriminating between invasive and contaminat8tgphylococcus epidermidis
strains.J. Clin. Microbiol.38: 877-880.

Barker, L.P.; Simpson, W.A.; Christensen, G.D. 19B@ferential production of slime
under aerobic and anaerobic conditiah<Clin. Microbiol.28: 2578-9.

Barretti, P.; Montelli, A.C.; Batalha, J.E.N.; Carari, J.C.T.; Cunha, M.L. 2009 . The
role of virulence factors in the outcome of staplegiccal peritonitis in CAPD
patients BMC Infect. Dis9:212.

Baselga, R.; Penadés, J.R.; Albizu, I.; Amorena,1891. Comparacion entre cepas
mucosas dé&taphylococcus aureyssus variantes no mucosas con respecto a la
sensibilidad a antibiotico$sTEA 11: 754-756.

Baselga, R.; Albizu, I.; Penadés, J.R.; Aguilar, Burralde, M.; Amorena, B. 1992.
Hydrophobicity of ruminant mastitisStaphylococcus aureusn relation to
bacterial aging and slime productigurr. Microbiol. 25: 173-179.

Baselga, R.; Albizu, I.; de la Cruz, M.; del Cacko, Barberan, M.; Amorena, B. 1993.
Phase variation of slime production 8taphylococcus aureusmplications in
colonization and virulencénfect. Immun61: 4857-4862

Baselga, R.; Amorena, B. 199&taphylococcus aureuwsmpsule and slime as virulence
factors in ruminant mastitis. A revieWet. Microbiol.39: 195-204.

Bayles, K.W.; Wesson, C.A.; Liou, L.E.; Fox, L.BBphach, G.A.; Trumble, W.R. 1998.
IntracellularStaphylococcus aurewescapes the endosome and induces apoptosis
in epithelial cellsinfect. Immun66: 336-342.

Bayston, R.; Penny, S.R. 1972. Excessive producixdnmucoid substance in
StaphylococcuSIIA: a possible factor in colonisation of Holtunts Dev. Med.
Child. Neurol.14: 25-28.

Bayston, R.; Rodgers, J. 1990. Production of es#taidar slime byStaphylococcus

epidermidisduring stationary phase of growth: its associatiothh adherence to
implantable devicesl. Clin. Pathol.43: 866-870.

296



Bibliografia

Beck, G.; Puchelle, E.; Plotkowsky, C.; Peslin,1R88a. Effect of growth on surface
charge and hydrophobicity oftaphylococcus aureusAnn. Inst. Pasteur/
Microbiol. 139 655-664.

Beck, G.; Puchelle, E.; Plotkowski, C.; Peslin,1R88b.Streptococcus pneumoniaad
Staphylococcus aurewsirface properties in relation to their adheretaceuman
buccal epithelial cellsAnn. Inst. Pasteur/ Microbioll40 563-567.

Beenken, K.E.; Dunman, P.M.; McAleese, F.; Macaphdga Murphy, E.; Projan, S.J.;
Blevins, J.S.; Smeltzer, M.S. 2004. Global generesgion inStaphylococcus
aureusbiofilms. J. Bacteriol.186(14): 4665-4684.

Begun, J.; Gaiani, J.M.; Rohde, H.; Mack, D.; CalM®d, S.B.; Ausubel, F.M.; Sifri,
C.D. 2007. Staphylococcal biofilm exopolysaccharideotects against
Caenorhabditis elegansnmune defense®LoS Pathog3: 526-540.

Bergonier, D.; de Crémoux, R.; Rupp, R.; Lagriffo8l; Berthelot, X. 2003. Mastitis of
dairy small ruminants/et. Res34: 689-716.

Beveridge, T.J; Graham, L.L. 1991. Surface laydrbazteria.Microbiol. Rev.55: 684-
705.

Blobel, H.; Bruckler, J.; Kitzrow, D.; Schaeg, W98D. Antiphagocytic factors of
Staphylococcus aureu€omp. Immun. Microbiol. Infect. Di8: 447-453.

Boutonnier, A.; Nato, F.; Bouvet, A.; Lebrun, L.udurier, A.; Mazie, J.C.; Fournier,
J.M. 1989. Direct testing of blood cultures foretgion of the serotype 5 and 8
capsular polysaccharides 8taphylococcus aureug. Clin. Microbiol. 27: 989-
993.

Brouillette, E.; Grondin, G.; Shkreta, L.; LacasBe, Talbot, B.G. 2003n vivo andin
vitro demonstration theBtaphylococcus aureus an intracellular pathogen in the
presence or absence of fibronectin-binding protdsrob. Pathog.35: 159-168.

Burriel, A.R. 1997. Dynamics of intramammary infect in the sheep caused by
coagulase-negative staphylococci and its influeaneudder tissue and milk
compositionVet. Rec140. 419-423.

Burriel, A.R. 1998. Isolation of coagulase-negatstaphylococci from the milk and
environment of sheep. Dairy Res65: 139-142.

Burriel, A.R; Scott, M. 1998. A comparison of metlsoused in species identification of
coagulase-negative staphylococci isolated from & of sheep.Vet. J. 155
183-188.

Bykowska, K.; Ludwicka, A.; Wegrzynowicz, Z.; Lopaek, S.; Kopec, M. 1985.
Anticoagulant properties of extracellular slime samce produced by
Staphylococcus epidermidiBhromb. Haemosb4: 853-856.

Cameron, C.M. 1966. The immunizing properties obtaphylococcus aureugriant
possessing surface antigénderst. J.Vet.Re83: 25-38.

297



Bibliografia

Chilek, K.; Simurda, M.C. 2003Serratia marcescensmorphological studies on
swarming motility and biofilm formation. http:// thecollege.wlu.edu
research_service / RELee /Bio2003 /ChilekFinal.asp

Christensen, G.D.; Simpson, W.A.; Bisno, A.L.; Beay, E.H. 1982. Adherence of
slime-producing strains @taphylococcus epidermidie smooth surfacesnfect.
Immun.37: 318-326.

Christensen, G.D.; Parisi, J.T.; Bisno, A.L.; Simps W.A.; Beachey, E.H. 1983.
Characterization of clinically significant strain®f coagulase-negative
staphylococcid. Clin. Microbiol.18 258-269.

Christensen, G.D.; Simpson, W.A.; Younger, J.Jdd®ar, L.M.; Barrett, F.F.; Melton,
D.M.; Beachey, E.H. 1985. Adherence of coagulagmiiee staphylococci to
plastic tissue culture plates: a quantitative modet the adherence of
staphylococci to medical devicek.Clin. Microbiol.22: 996-1006.

Christensson, B. ; Boutonnier, A.; Ryding, U.; FRaer, J.M. 1991. Diagnosing
Staphylococcus aureusndocarditis by detecting antibodies agaiBstaureus
capsular polysaccharide types 5 and.8nfect. Dis163 530-533.

Christie, R.; Wilson, H. 1941. A test of staphylocal fibrinolysis.Aust. J. Expl. Biol.
Med. Scil9: 329-332

Cifrian, E.; Guidry, A.J.; O'Brien, C.N.; Marquaydtv.W. 1995. Effect of alpha-toxin
and capsular exopolisaccharide on the adherenc®tagfhylococcus aureu®
cultured teat; ductal and secretory mammary epéhetlls.Res. Vet. Scb8: 20-
25.

Clarke, S.R.; Foster, S.J. 2006. Surface adhesiBsaphylococcus aureuddv. Microb.
Physiol.51: 187-225.

Clements, A.C.; Taylor, D.J.; Fitzpatrick J.L. 20@aluation of diagnostic procedures
for subclinical mastitis in meat-producing sheg@airy Res70: 139-148.

Clutterbuck, A.L.; Woods, E.J.; Knottenbelt, D.QClegg, P.D.; Cochrane, C.A;
Percival, S.L. 2007. Biofilms and their relevance vieterinary medicineVet.
Microbiol. 121:1-17.

Cobb, B.D.; Clarkson, J.M. 1994. A simple procedtoe optimising the polymerase
chain reaction (PCR) using modified Taguchi methddiscleic Acids Res22:
3801-3805.

Cocchiaro, J.L.; Gomez, M.l.; Risley, A.; SolindR,; Sordelli, D.O.; Lee, J.C. 2006.
Molecular characterization of the capsule locusifirmon-typeablé&taphylococcus
aureus Mol. Microbiol. 59: 948-960.

Corrales, J.C.; Sanchez, A.; Luengo, C.; Contre&xa4999. Variacion en la prevalencia;

etiologia y resistencia antibiotica entre rebaf@grioos sometidos a control de
mamitis.Med. Vet16: 187-195.

298



Bibliografia

Corstvet, R.E.; Gentry, M.J.; Newman, P.R.; Rummagd.; Confer, AW. 1982.
Demonstration of age-dependent capsular materiaPasteurella haemolytica
serotype 1J. Clin. Microbiol.16: 1123-1126.

Costerton, J.W.; Stewart, P.S.; Greenberg, E.P9.1B&cterial biofilms: a common cause
of persistent infectionsScience284 1318-22.

Craven, N.; Williams, M.R. 1985. Defences of thevihe mammary gland against
infection and prospects for their enhancem¥et. Immun. Immunopathologd:
71-127.

Cree, R.G.; Aleljung, P.; Paulsson, M.; Witte, \Wqgble, W.C.; Ljungh, A.; Wadstrém,
T. 1994. Cell surface hydrophobicity and adheretaeextra-cellular matrix
proteins in two collections of methicillin-resistarStaphylococcus aureus
Epidemiol. Infectl112 307-314.

Cree, R.G.; Noble, W.C. 199%n vitro indices of tissue adherence Staphylococcus
intermediusLett. Appl. Microbiol.20: 168-170.

Cucarella, C.; Solano, C.; Valle, J.; Amorena, Basa, |.;Penadés, J.R. 20@Bap a
Staphylococcus aurewsirface protein involved in biofilm formatiod. Bacteriol.
183 2888-2896.

Cucarella, C.; Tormo, M.A.; Knecht, E.; Amorena, Basa, |.; Foster, T.J.; Penadés, J.R.
2002. Expression of the biofilm-associated proteierferes with host protein
receptors oStaphylococcus aureasd alters the infective processect. Immun.
70: 3180-3186.

Cucarella, C.; Tormo, M.A.; Ubeda, C.; Trotonda,PM. Monzon, M.; Peris, C.;
Amorena, B.; Lasa, |.; Penadés, J.R. 2004. Roleafiim-associated proteiBap
in the patogenesis of bovirgtaphylococcus aureugnfect. Immun.72 2177-
2185.

Dall, L.; Wang, J.; Herndon, B.; Suvarna, P. 198Acterial characterization in
Staphylococcus epidermidigpticemiad. Lab. Clin. Med124 802-807.

Das, A.K.; Panda, S.N.; Kar, B.C. 1990. StudiesStaphylococcus aureusf bovine
origin including phage typindnd.. J. Anim. HlthJune: 17-22.

Daum, R.S.; Fattom, A.; Freese, S.; Karakawa, WA41%Capsular polysaccharide
serotypes of coagulase-positive staphylococci #@ssat with tenosynovitis;
osteomyelitis; and other invasive infections inc&eins and turkeys: evidence for
new capsular typedéwvian Dis.38. 762-771.

Davenport, D.S.; Massanari, R.M.; Pfaller, M.A.;I&aM.J.; Streed, S.A.; Hierholzer,
W.J.Jr. 1986. Usefulness of a test for slime priddocas a marker for clinically
significant infections with coagulase-negative bidpcocci.J. Infect. Dis.153
332-339.

299



Bibliografia

Davies, A.J.; Stone, J.W. 1987. Problemas habguale la quimioterapia de las
infecciones por estafilococos coagulasa negatiRes. Esp. Microbiol. Clin2:
351-355.

De la Cruz, M.; Baselga, R; Albizu, I.; Monledn, Marco, J.; Contreras, A.; Montoro,
V.; Amorena, B. 1993. Produccion y variacion deefakel exopolisacarido de
estafilococos coagulasa-negativos aislados de nsamit Jornadas sobre
produccion animal. Zaragoza. 11-13 de mayo de 1993522-524.

De la Fuente Lopez R. Estudio del génStaphylococcugRosenbach 1884) en ovinos
(estirpes coagulasa negativas y agente etiologeolad enfermedad de los
abcesos). Tesis doctoral, Facultad de veterindhayersidad Complutense de
Madrid.(1985)

De Magalhaes Lopes, C.A.; Moreno, G.; Curi, P.Agtt€&halk, A.F.; Modolo, J.R;
Horacio, A.; Correa, A.; Pavan, C. 1990. Charasties ofStaphylococcus aureus
from subclinical bovine mastitis in BrazBr. Vet. J.146 443-448.

De Oliveira, S.S.; Abrantes, J.; Cardoso, M.; Shird®.; Bastos, M.C.F. 1998
Staphylococcal strains involved in bovine mastitere inhibited by
Staphylococcus aureatimicrobial peptided.ett. Appl. Microbiol 27: 287-291.

DeLeo, F.R.; Diep, B.A.; Otto, M. 2009. Host defensand pathogenesis in
Staphylococcus auretsfections.Infect. Dis. Clin. North. AnR23: 17-34.

Devriese, L.A. 1984. A simplified system for biolyg Staphylococcus aureusrains
isolated from different animal specids. Appl. Bacteriol56: 215-220.

Dos Santos Nascimento, J.; Carlin Fagundes, Pcoviaglos de Paiva Brito, M.A.; Netto
dos Santos, K.R.; de Freire Bastos, M.C. 2005. iitimh of bacteriocins by
coagulase-negative staphylococci involved in bounastitis. Vet. Microbiol.
106 61-71.

Ducha, J.; Latre, M.V. 1992. Factores de viruleremacepas de estafilococos coagulasa
negativos aislados de mamitis ovinas. En: AmorBraBaselga, R.; Marco, J.C.,
(eds) Mamitis Ovina 1.Ovis, 21: 45-58.

Ekstedt, R.D. 1963a. Studies on immnunity to stéggwoccal infection in mice. I. Effect
of dosage; viability; and interval between immutima and challenge on
resistance to infection following injection of wieotell vaccinesJ. Infect. Dis.
112 143-151.

Ekstedt, R.D. 1963b. Studies on immunity to staptgtcal infection in mice. Il. Effect
of immunization with fractions oftaphylococcus aureysrepared by physical
and chemical method3. Infect. Dis112 152-157.

Entenza, J.M.; Foster, T.J.; Ni Eidhin, D.; VaudaBx Francioli, P.; Moreillon, P. 2000.

Contribution of clumping factor b to pathogenesiserperimental endocarditis
due toStaphylococcus aureuimfect. Immun68: 5443-5446.

300



Bibliografia

Fattom, A.; Shepherd, S.; Karakawa, W. 1992. Capspblysaccharide serotyping
scheme foStaphylococcus epidermidis Clin. Microbiol.30: 3270-3272.

Fattom, A.; Schneerson, R.; Watson, D.C.; Karakawap.; Fitzgerald, D.; Pastan, I.;
Li, X.; Shiloach, J.; Bryla, D.A. 1993. Laboratognd clinical evaluation of
conjugate vaccines composed Sfaphylococcus aureug/pe 5 and type 8
capsular polysaccharides bound ®seudomonas aeruginosaecombinant
exoprotein Alnfect. Immun61: 1023-1032.

Fattom, A.l.; Sarwar, J.; Ortiz, A.; Naso, R. 1996.Staphylococcus aureusapsular
polysaccharide (CP) vaccine and CP-specific ant@sogbrotect mice against
bacterial challengdnfect. Immun64: 1659-1665.

Filloux, A.; Vallet, 1. 2003. Biofilm: mise en placet organisation d'une communauté
bactérienneMed./Sciel9: 77-83.

Finkelstein, R.A.; Sulkin, S.E. 1958. Charactecstf coagulase-positive and coagulase-
negative staphylococci in serum-soft agamBacteriol.75:339-344.

Fisher, M.W.; Devlin, H.B.; Erlandson, A.L. 1963.n&w staphylococcal antigeNature
(London)199 1074-1075.

Fisher, S. 1960. A heat stable protective staplogloal antigenAust. J. Exp. Biol38:
479-486.

Fluckiger, U.; Ulrich, M.; Steinhuber, A.; DorinG.; Mack, D.; Landmann, R.; Goerke,
C.; Wolz, C. 2005. Biofilm formation, icaADBC transcription, and
polysaccharide intercellular adhesin synthesistagts/lococci in a device-related
infection modelilnfect. Immun73: 1811-1819.

Forsgren, A.; Ghetie, V.; Lindmark, R.; Sjoquist,1983. Protein A and its exploitation.
En: Easmon, C.S.F.; Adlam, C. (eds$taphylococci and Staphylococcal
infections Vol.2. The Organisnn Vivo andin Vitro. Academic Press.

Forsum, U.; Forsgren, A.; Hjelm, E. 1972. Role obtpin A in the serum-soft agar
techniquelnfect. Immun6: 583-586.

Foster, T.J. 2009. Colonization and infection oé thuman host by staphylococci:
adhesion, survival and immune evasignt. Dermatol20: 456-70.

Fournier, J.M.; Vann, W.F.; Karakawa, W.W. 1984riffzation and characterization of
Staphylococcus auretigpe 8 capsular polysaccharidiefect. Immun45: 87-93.

Fournier, J.M.; Hannon, K.; Moreau, M.; Karakawa,WV, Vann, W.F. 1987. Isolation
of type 5 capsular polysaccharide fr@m@phylococcus aureu&nn. Inst. Pasteur/
Microbiol. 138 561-567.

Fox, K.F.; Stewart, G.C.; Fox, A. 1998. Synthedismicrocapsule byStaphylococcus

aureusis not responsive to enviromental phosphate cdretgmns.Infect. Immun.
66: 4004-4007.

301



Bibliografia

Fox, L.K.; Zadoks, R.N.; Gaskins, C.T. 2005. Biafilproduction byStaphylococcus
aureusassociated with intramammary infectidfet. Microbiol.107: 295-299.

Fragkou, I.A.; Mavrogianni, V.S.; Cripps, P.J.; @oulis, D.A.; Fthenakis, G.C. 2007.
The bacterial flora in the teat duct of ewes caotgmt against and can cause
mastitis.Vet. Res38: 525-545.

Freeman, D.J.; Falkiner, F.R.; Keane, C.T. 1989w Nwethod for detecting slime
production by coagulase negative staphylocakdtlin. Pathol42: 872-874.

Fthenakis, G.C.; Jones, J.E.T. 1990. The effecinotulation of coagulase-negative
staphylococci into the ovine mammary gladdComp. Path102 211-2109.

Fthenakis, G.C.; Marples, R.R.; Richardson, J.6med, J.E. 1994. Some properties of
coagulase-negative staphylococci isolated from sasé ovine mastitis.
Epidemiol. Infectl12 171-176.

Fule, R.P.; lyer, L.; Saoji, A.M. 1996. Study oftipagenicity markers of staphylococci
isolated from clinical specimenisid. J. Pathol.Microbiol39: 127-130.

Galliani, S.; Viot, M.; Cremieux, A.; Van der AuveerP. 1994. Early adhesion of
bacteremic strains of Staphylococcus epidermidigdtystyrene: influence of
hydrophobicity; slime production; plasma; albumiilirinogen; and fibronectin.
J.Lab.Clin.Med123685-692.

Gallimore, B.; Gagnon, R.F.; Subang, R.; Richa@l&. 1991. Natural history of chronic
Staphylococcus epidermidigoreign body infection in a mouse mod
J.Infect.Dis.164 1220-1223.

Garcia Armesto, M.R. 199QCalidad higiénica y sanitaria de la leche de ovea
Castillay LednTesis Doctoral. Universidad de Leon.

Gemmell, C.G. 1983. Extracellular toxins and enzymef coagulase-negative
staphylococci. En: Easmon, C.S.F.; Adlam, C. (edS)aphylococci and
staphylococcal infectiond.ondon. Academic Press; pp. 809-827.

Gilbert, 1. 1931. Dissociation in an encapsulat&plsylococcusJ. Bacteriol.21:157-
160.

Gillespie, B.E.; Owens, W.E.; Nickerson, S.C.; @livS.P. 1999. Deoxyribonucleic acid
fingerprinting of Staphylococcus aureusom heifer mammary secretions and
from horn flies.J. Dairy Sci.82 1581-1585.

Giridhar, G.; Kreger, A.S.; Myrvik, Q.N.; GristinaA.G. 1994. Inhibition of
Staphylococcuadherence to biomaterials by extracellular slim&.cepidermidis
RP12.J. Biomed. Mater. Re&8: 1289-1294.

Gonzalez-Fernandez, A.; Faro, J.; Fernandez, C.8.20hmune responses to
polysaccharides: Lessons from humans and mviaecine26: 292-300.

302



Bibliografia

Gonzalez Rodriguez, M.C. 199%5tiologia y diagnéstico de las mastitis subclinieasel
ganado ovino de aptitud lacte@esis Doctoral. Universidad de Ledn.

Gonzalo, C.; Ariznabarreta, A.; Carriedo, J.A.; SAnmitivo, F. 2002. Mammary
pathogens and their relationship to somatic celint@and milk yield losses in
dairy ewesJ. Dairy Sci.85. 1460-1467.

Gofi, P.; Vergara, Y.; Ruiz, J.; Albizu, I.; Vild,.; Gémez-Lus, R. 2004. Antibiotic
resistance and epidemiological typing $faphylococcus aureustrains from
ovine and rabbit mastitignt. J. Antimicrob. Agent23: 268-272.

Gray, B.M. 1979. ELISA methodology for polysacddarantigens: protein coupling of
polysaccharides for adsorption to plastic tuBesmmun. Method28: 187-192.

Greene, R.T.; Lammler, C.; Schmitt, M. 1992. Swfagdrophobicity oStaphylococcus
intermediusand Staphylococcus hyicuRes. Vet. Sch2: 90-96.

Gross, M.; Cramton, S.E.; Gétz, F.; Peschel, A126&y role of teichoic acid net charge
in Staphylococcus aureusolonization of artificial surfacednfect. Immun.69:
3423-3426.

Guérin-Faublée, V.; Brun, Y. 1999. La résistancex aantibiotiques chez les
staphylocoques d’origine animaRev. Méd. Véts50 299-312.

Guidri, A.; Fattom, A.; Patel, A.; O'Brien, C.; Siexd, S.; Lohuis, J. 1998. Serotyping
scheme foiStaphylococcus aureusolated from cows with mastiti&m. J. Vet.
Res.59: 1537-1539.

Guidry, A.J.; Oliver, S.P.; Squiggins, K.E.; ErtieF.; Dowlen, H.H.; Hambleton, C.N.;
Berning, L.M. 1991. Effect of anticapsular antibeglion neutrophil phagocytosis
of Staphylococcus aureu$. Dairy Sci.74: 3360-3369.

Guidry, A.J.; O'Brien, C.N.; Oliver, S.P.; Dowled,H.; Douglass, L.W. 1994. Effect of
whole Staphylococcus aureuend mode of immunization on bovine opsonizing
antibodies to capsuld. Dairy Sci.77: 2965-2974.

Hajek, V. 1978. Identification of enterotoxigenitaghylococci from sheep and sheep
cheeseAppl. Environ. Microbiol 35: 264-268.

Han, H.R.; PaK, S.I.; Kang, S.W.; Jong, W.S.; YoGn]. 2000. Capsular polysaccharide
typing of domestic mastitis-causin§taphylococcus aureustrains and its
potential exploration of bovine mastitis vaccine velepment. [.Capsular
polysaccharide typing; isolation and purificatiohntlee strainsJ. Vet. Scil: 53-
60.

Hancock, I.C. 1989. Encapsulation of coagulase-tnegastaphylococci.Zentralbl.
Bakteriol.272 11-18.

Harraghy, N.; Hussain, M.; Haggar, A.; Chavakis, Sinha, B.; Herrmann, M.; Flock,

J.l. 2003. The adhesive and immunomodulating ptagseof the multifunctional
Staphylococcus aureysoteinEap. Microbiology 149 2701-2707.

303



Bibliografia

Harrigan, W.F; McCance, M.E. 196Baboratory methods in MicrobiologyAcademic
Press. London & New York.

Hart, M.E.; Hart, M.J.; Roop, A.J. 2009. Genoty@ad phenotipic assessment of
hyaluronidase among type strains of a select gafigbaphylococcal specieknt.
J. Microbiol. Article ID 614371 doi: 10.1155/2009/614371.

Hartford, O.; McDevitt, D.; Foster, T.J. 1999. Mzatbinding proteins ofStaphylococcus
aureus functional analysis of mutant and hybrid molesulicrobiology 145
2497-2505.

Hébert, G.A.; Crowder, C.G.; Hancock, G.A.; Jarw§,R.; Thornsberry, C. 1988.
Characteristics of coagulase-negative staphyloctiati help differentiate these
species and others members of the family MicroooeaaJ. Clin. Microbiol. 26:
1939-1949.

Heikens, E.; Fleer, A.; Paauw, A.; Florijn, A.; EJLA.C. 2005. Comparison of genotypic
and phenotypic methods for species-level identifice of clinical isolates of
coagulase-negative staphylocockiClin. Microbiol.43: 2286-2290.

Heilmann, C.; Scheweitzer, O.; Gerke, C.; Vanittama N.; Mack, D.; Gotz, F. 1996.
Molecular basis of intercellular adhesion in thefitm-forming Staphylococcus
epidermidis Mol. Microbiol. 20: 1083-1091.

Hjelm, E.; Lundell Etherden, I. 1991. Slime prodaotby Staphylococcus saprophyticus
Infect. Immun59: 445-448.

Hochkeppel, H.K.; Braun, D.G.; Vischer, W.; Imm, ;ASutter, S.; Staeubli, U.;
Guggenheim, R.; Kaplan, E.L.; Boutonnier, A.; FaarnJ.M. 1987. Serotyping
and electron microscopy studies $taphylococcus aureudinical isolates with
monoclonal antibodies to polysaccharide types 5 &ndl Clin. Microbiol. 25:
526-530.

Hogt, A.H.; Dankert, J.; Feijen, J. 1983. Encapsoita slime production and surface
hydrophobicity of coagulase-negative staphylocoEE&MS Microbiol. Lett.18:
211-215.

Hunt, G.A.; Moses, A.J. 1958. Acute infection of ceni with Smith strain of
Staphylococcus aureuSciencel28 1574-1575.

Hussain, M.; Hastings, J.G.; White, P.J. 1991. Anaitally defined medium for slime
production by coagulase-negative staphylocakdiled. Microbiol 34: 143-147.

Hussain, M.; Wilcox, M.H.; White, P.J.; Faulkner,B;, Spencer, R.C. 1992. Importance
of medium and atmosphere type to both slime pradlicand adherence by
coagulase-negative staphylocockiHosp. Infect20: 173-184.

Hussain, M.; Wilcox, M.H.; White, P.J. 1993. Theing of coagulase-negative
staphylococci: biochemistry and relation to adheeeREMS Microbiol. Rev10:
191-207.

304



Bibliografia

Ichiman, Y. 1984. Applications of fluorescent aotly for detecting capsular substances
in Staphylococcus epidermidis Appl. Bacteriol56: 311-316.

Ikeda, F.; Yokota, Y.; Mine, Y. 1991. Formation ofofilm by slime producing
Staphylococcus epidermidisand bactericidal activity of cefazolin.
Kansenshogaku-ZassBi: 875-82

Ishak, M.A.; Groschel, D.H.; Mandell, G.L.; Wenz&,P. 1985. Association of slime
with pathogenicity of coagulase negative staphytotocausing nosocomial
septicemiad. Clin. Microbiol.22: 1025-9.

Jarp, J. 1989. Surface propertiesStdéiphylococcus aureusolated from caprine mastitis.
Acta vet.scand30: 335-339.

Jarp, J. 1990. Staphylococci from mastitis in ruanis: virulence properties and
classification of speciefissert. Abstr. Intern. C.Worldwidgl: 209-C.

Jarp, J. 1991. Classification of coagulase - negattaphylococci isolated from bovine
clinical and subclinical mastiti§/et. Microbiol.27: 151-158.

Jeljaszewicz, J.; Switalski, L.M.; Adlam, C. 198Staphylocoagulase and clumping
factor. En: Easmon, C.S.F.; Adlam, C. (ed&faphylococci and Staphylococcal
Infections Vol. 2. The Organisnm Vivo andin Vitro. Academic Press.

Johne, B.; Jarp, J.; Haaheim, L.R. 198&%aphylococcus aureusxopolysaccharidén
vivo demonstrated by immunomagnetic separation andrefeenicroscopy.J.
Clin. Microbiol. 27: 1631-1635.

Johnson, G.M.; Lee, D.A.; Regelmann Gary E.D.; Ret&s.; Quie, P.G. 1986.
Interference with granulocite function b$taphylococcus epidermidislime.
Infect. Immun54: 13-20.

Johnston, B.A.; Eisen, H.; Fry, D. 1991. An evalatof several adjuvant emulsion
regimens for the production of polyclonal antiseraabbits.Laboratory Animal
Sciencetl: 15-21.

Jones, J.E.T. 1991. Mastitis in sheep. En: Owéh; Axford, R.F.E. (eds)Breeding for
Disease Resistence in Farm Animajyp. 412-423. Wallingford; UK. CAB
International.

Jonsson, P.; Wadstrom, T. 1984. Cell surface hydrbigity of Staphylococcus aureus
measured by the salt aggregation test (S&Tyr. Microbiol. 10: 203-210.

Julianelle, L.A.; Weighard, C.W. 1934. Immunolodispecifity of carbohydrates derived
from staphylococciProc. Soc. Exp. Biol. N. 81: 947-949.

Kalorey, D.R.; Shanmugam, Y.; Kurkure, N.V.; Chdikag K.K.; Barbuddhe, S.B.
2007. PCR-based detection of genes encoding voeledeterminants in
Staphylococcus auredsom bovine subclinical mastitis casds.Vet. Sci8: 151-
154.

305



Bibliografia

Karadzhov, 1.; Mekhandzhiiska, L.; Gerganova, E.819 Coagulase-negative
staphylococci isolated from the milk of cows witlbslinical mastitisVet. Med.
Naukil8: 51-54.

Karakawa, W.W.; Young, D.A. 1979. Immunological sifiey of heat-stable opsonins in
immune and nonimmune sera and their interactiom wibn-encapsulated and
encapsulated strains 8faphylococcus aureusifect. Immun25: 175-186.

Karakawa, W.W.; Vann, W.F. 1982. Capsular polysaddes ofStaphylococcus aureus
Semi. Infect. Diseask 285-293.

Karakawa, W.W.; Fournier, J.M.; Vann, W.F.; ArbdR,; Schneerson, R.S.; Robbins,
J.B. 1985. Method for the serological typing of ttegpsular polysaccharides of
Staphylococcus aureu$. Clin. Microbiol.22: 445-447.

Kenny, G.E.; Foy, H.M. 1975. Detection and quatittaof circulating polysaccharide in
pneumococcal pneumonia by immunoelectroosmophoresis
(counterelectrophoresis) and rocket electrophardsms Schlessinger, D. (ed.).
Rapid diagnostic techniques in clinical microbiojogop. 97-102. American
Society for Microbiology. Washington; D.C.

Kenny, K.; Reiser, R.F.; Bastida-Corcuera, F.D.;rdd@ss, N.L. 1993. Production of
enterotoxins and toxic shock syndrome toxin in hevmammary isolates of
Staphylococcus aureus. Clin. Microbiol.31: 706-707.

Klug, D.; Wallet, F.; Kacet, S.; Courcol, R.J. 2008volvement of adherence and
adhesion Staphylococcus epidermidigienes in pacemaker lead-associated
infections.J. Clin. Microbiol.41: 3348-3350.

Knobloch, J.K-M; Bartscht, K.; Sabottke, A.; Rohdte; Feucht, H-H.; Mack, D. 2001.
Biofilm formation byStaphylococcus epidermidiepends on function&sbU an
activator of thesigB operon: differential activation mechanisms duett@nol and
salt stress]). Bact.183 2624-2633.

Koenig, M.G. 1962. Factors relating to the viruleraf Staphylococci. I. Comparative
studies on two colonial variantgale J. Biol. Med34: 537-559.

Koenig, M.G.; Melly, M.A.; Rogers, D.E. 1962. Fatorelating to the virulence of
staphylococciJ. Exp. Med116. 601-610.

Koenig, M.G.; Melly, M.A. 1965. The importance airface antigens in staphylococcal
virulence.Ann. N. Y. Acad. Sci28 231-250.

Kouidhi, B.; Zmantar, T.; Hentati, H.; Bakhrouf, 2010. Cell surface hydrophobicity;
biofilm formation; adhesives properties and molacualetection of adhesins genes
in Staphylococcus aurewassociated to dental caridéicrob. PathogMar.16.

Lafi, S.Q.; Al-Majali, A.M.; Rousan, M.D.; Alawneld.M. 1998. Epidemiological studies
of clinical and subclinical ovine mastitis in Awasheep in northern Jordan.
Prev. Vet. Med33: 171-181.

306



Bibliografia

Lambe, D.W.; Ferguson, K.P.; Keplinger, J.L.; Gerime.G.; Kalbfleish, J.H. 1990.
Pathogenicity oStaphylococcus lugdunens&taphylococcus schleifeand three
other coagulase-negative staphylococci in a mousgehand possible virulence
factors.Can. J. Microbiol.36: 455-463.

Lammers, A.; Kruijt, E.; Van de Kuijt, C.; NuijtenP.J.M.; Smith, H.E. 2000.
Identification ofStaphylococcus auregenes expressed during growth in milk: a
useful model for selection of genes important ivibe mastitis?Microbiology
146 981-987.

Lanyi, B. 1987. Classical and rapid identificatiomethods for medically important
bacteria. En: Colwell, R.R. ; Grigorova, R. (edglethods in microbiologyVol
19. Current Methods for classification and idenéfion of microorganisms.
Academic Press.

Lee, J.C.; Betley, M.J; Hopkins, C.A.; Perez, NEer, G.B. 1987a. Virulence studies;
in mice; of transposon-induced mutants Sthphylococcus aureudiffering in
capsule sizel. Infec. Dis156 741-750.

Lee, J.C.; Michon, F.; Perez, N.E.; Hopkins, C.Rier, G.B. 1987b. Chemical
characterization and immunogenicity of capsularygatcharide isolated from
mucoidStaphylococcus aureusfect. Immun55; 2191-2197.

Lee, J.C.; Takeda, S.; Livolsi, P.J.; Paoletti, .L1093. Effects ofn vitro andin vivo
growth conditions on expression of type 8 capsupalysaccharide by
Staphylococcus aureusfect. Immun61: 1853-1858.

Lee, J.C. 1996. The prospects for developing aimacagainstStaphylococcus aureus
Trends Microbiol 4:162-166.

Lee, J.C.; Hopkins, C.A.; Pier, G.B. 1985. The roi¢he Staphylococcus aureuspsule
in abscess formation. En: Jeljaszewicz, J. (ed) $tephylococci.Zbl. Bakt.
Suppll4: pp. 219-224. Gustav Fischer Verlag - Stuttg&iew York.

Lee, J.C.; Park, J-S.; Shepherd, S.; Carey, ViofatA. 1997. Protective efficacy of
antibodies to theStaphylococcus aureutype 5 capsular polysaccharide in a
modified model of endocarditis in ratafect. Immun65: 4146-4151.

Leenaars, M.; Hendriksen, C.; De Leeuw, W.A.; Gafat Delahaut, P.; Fisher, R.;
Halder, M.; Hanly, W.C.; Hartinger, J.;Hau, J.; dblad, E.B.; Nicklas, W.;
Outschoorn, 1.M.; Stewart-Tull, D.E.S. 1999. Theodguction of policlonal
antibodies in laboratory animal&TLA27: 79-102.

Lin, W.S.; Cunneen, T.; Lee, C.Y. 1994. Sequencelyars and molecular
characterization of genes required for the biosssith of type | capsular
polysaccharide istaphylococcus aureud. Bacteriol.176. 7005-7016.

Ljungh, A.; Hjerten, S.; Wadstrom, T. 1985. Highrfage hydrophobicity of
autoaggregatingstaphylococcus aureustrains isolated from human infections
studied with the salt aggregation tdatect. Immun47: 522-526.

307



Bibliografia

Ljungh, A.; Wadstrom, T. 1995. Growth condition$luence expression of cell surface
hydrophobicity of staphylococci and other woundeation pathogendicrobiol.
Immunol.39; 753-757.

Long, J.P.; Kapral F.A. 1993. Host response to clzag-negative staphylococci in
abscesses induced within mideMed. Microbiol.39; 191-195.

Lorbacher, H. 1967lsolierung und Characterisierung von Phagen augpByéokokken
vom Rind Tesis Doctoral. Giessen.

Luong, T.; Sau, S.; Gomez, M.; Lee, J.C.; Lee, C2002a. Regulation of
Staphylococcus aureusapsular polysaccharide expression dyr and sarA
Infect. Immun70: 444-450 .

Luong, T.T.; Ouyang, S.; Bush, K.; Lee, C.Y. 200Zkype 1 capsule genes of
Staphylococcus aureuare carried in a staphylococcal cassette chromesom
genetic elementl. Bacteriol.184 3623-3629.

Ma, J.; Cocchiaro, J.; Lee, J.C. 2004. Evaluatibeevotypes ofStaphylococcus aureus
strains used in the production of a bovine madbiéisterin.J. Dairy Sci.87: 178-
182.

Mack, D.; Siemssen, N.; Laufs, R. 1992. Paralldliction by glucose of adherence and a
polysaccharide antigen specific for plastic-adhe&aphylococcus epidermidis
evidence for functional relation to intercellulaihesionInfect. Immun60: 2048-
2057.

Mack, D.; Nedelmann, M.; Krokotsch, A.; Schwartzkofp.; Heesemann, J.; Laufs R.
1994. Characterization of transposon mutants of fillsigoroducing
Staphylococcus epidermidisnpaired in the accumulative phase of biofilm
production: genetic identification of a hexosamawoeraining polysaccharide
intercellular adhesirinfect. Immun62: 3244-3253.

Mack, D.; Rohde, H.; Dobinsky, S.; Riedewald, Jeddimann, M.; Knobloch, J.; Elsner,
H.; Feucht, H. 2000. Identification of three essd@ntegulatory gene loci
governing expression @taphylococcus epidermidpolysaccharide intercellular
adhesin and biofilm formatiofnfect. Immun68: 3799-3807.

McKenney, D.; Hubner, J.; Muller, E.; Wang, Y.; @olann, D.A.; Pier, G.B. 1998. The
ica locus of Staphylococcus epidermidisncodes production of the capsular
polysaccharide / adhesimfect. Immun66: 4711-4720.

Maisi, P.; Riipinen, I. 1991. Pathogenicity of @ifént species of staphylococci in caprine
udder.Br. Vet. J.147 126-132.

Makizumi, K. 1993. Experimental studies on uringmact infection - bladder and kidney
lodgement in mice by strains &taphylococcus epidermidilippon Hinyokika
Gakkai Zassh84: 1602-1610.

Males, B.M.; Rogers, W.A.; Parisi, J.T. 1975. Vemte factors of biotypes of
Staphylococcus epidermidi®m clinical sourcesl. Clin. Microbiol.1: 256-261.

308



Bibliografia

Mamo, W.; Froman, G.; Wadstrém, T. 1988. Interacttid sub-epitelial connective tissue
components withStaphylococcus aureuand coagulase-negative staphylococci
from bovine mastitisvVet. Microbiol.18: 163-176.

Mamo, W.; Lindahl, M.; Jonsson, P. 1991a. Enhaneedlence of Staphylococcus
aureusfrom bovine mastitis induced by growth in milk wh&et. Microbiol.27:
371-384.

Mamo, W.; Sandgren, C.H.; Lindahl, M.; Jonssorl$01b. Induction of anti-phagocytic
surface properties dbtaphylococcus aureudsom bovine mastitis by growth in
milk whey.J. Vet. Med. B8: 401-410.

Marco, J.C.; Romeo, L.; Romeo, M. 1992a. Etiologta: Amorena, B.; Baselga, R.;
Marco, J.C., (edsMamitis Ovina 1.Ovis, 21: 25-43.

Marco, J.C.; Romeo, M.; Romeo, L.; Pérez, |. 198hidemiologia y patogénesis. En:
Amorena, B.; Baselga, R.; Marco, J.C., (etamitis Ovina I.Ovis, 21: 59-74.

Martin Lopez, J.V.; Pérez Roth, E.; Claverie Martln; Diez Gil, O.; Batista, N;
Morales, M.; Méndez Alvarez. 2002. DetectionStaphylococcus aureudinical
isolates harboringca gene cluster needed for biofilm establishmehtClin.
Microbiol. 40: 1569-1570.

Martin Lépez, J.V.; Diez Gil, O; Morales, M.; Bsta, N.; Villar, J.; Claverie Martin, F.;
Méndez Alvarez. 2004. Simultaneous PCR detectidnaotluster and methicillin
and mupirocin resistance genes in catheter-isola&tdphylococcus Int.
Microbiol. 7: 63-66.

Martin, M.A.; Pfaller, M.A.; Massanari, R.M.; WerizeR.P. 1989. Use of cellular
hydrophobicity, slime production, and species ideation markers for the
clinical significance of coagulase-negative isagdatém. J. Infect. Controll7:
130-135.

Maslow, J.N.; Mulligan, M.E.; Arbeit, M.D. 1993. Nezular epidemiology; application
of contemporary techniques to the typing of micgamismsClin. Infect. Dis.17:
153-164.

Matthews, K.R.; Oliver, S.P.; King, S.H. 1991a. Eegsion of glycocalix by coagulase-
negativeStaphylococcuspecies isolated from bovine milk. Appl. Bacteriol 70:
227-232.

Matthews, K.R.; Oliver, S.P.; Guidry, A.J. 1991 mdapsulation of coagulase-negative
staphylococci of bovine origid. Appl. Bacteriol71: 38-45.

Matthews, K.R.; Jayarao, B.M.; Guidry, A.J.; ErlieF.; Wergin, W.P.; Oliver, S.P.
1994. Encapsulation obtreptococcus uberignfluence of storage and cultural
conditionsVet. Microbiol.39: 361-367.

309



Bibliografia

Matthews, K.R.; Kumar, S.J.; O'Conner, S.A.; HarmBnJ.; Pankey, J.W.; Fox, L.K;
Oliver, S.P. 1994. Genomic fingerprints 8taphylococcus aureusf bovine
origen by polymerase chain reaction-based DNA fipgeting. Epidemiol. Infect.
112 177-186.

Mattila-Sandholm, T.; Alivehmas, T.; Kaartinen, LHonkanen-Buzalski, T. 1990.
Growth characteristics dbtaphylococcus aureusnd Escherichia coliin whey
from sequentially infected millActa vet. scandB1: 169-174.

Mavrogianni, V.S.; Cripps, P.J.; Fthenakis, G.CO20Bacterial flora and risk of
infection of the ovine teat duct and mammary glémdughout lactationPrev.
Vet. Med.79: 163-173.

Mittal, K.R.; Higgins, R.; Lariviere, S. 1982. Ewuaition of slide agglutination and ring
precipitation for capsular serotyping Haemophilus pleuropneumoniag Clin.
Microbiol. 15: 1019-1023.

Molnar, C.; Hevessy, Z.; Rozgonyi, F.; Gemmell, C1894. Pathogenicity and virulence
of coagulase negative staphylococci in relatioadberence, hydrophobicity, and
toxin production in vitroJ. Clin. Pathol47: 743-748.

Mark, T.; Waage, S.; Tollersrud, T.; Kvitle, B.; ind, S. 2007. Clinical mastitis in
ewes, bacteriology, epidemiology and clinical feasuActa Vet. Scand49: 23.
doi: 10.1186/1751-0147-49-23.

Mudd, S. 1965. Capsulation; pseudocapsulation;thedomatic antigens of the surface
of Staphylococcus aureu&nn. N. Y. Acad. Sci28 45-58.

Murray, R.G.E.; Pearce, R.H. 1949. The detectiah @say of hyaluronidase by means
of mucoid streptococcCan. J. Ressection E27: 254-260.

Myllis, V.; Ridell, J.; Bjorkroth, J.; Biese, I.;y@rala, S. 1997. Persistence in bovine
mastitis of Staphylococcus aureuslones as assessed by random amplified
polymorphic DNA analysis, ribotyping and biotypinget. Microbiol. 51: 245-
251.

Nag, N.C.; Ghosh-Ray, B. 1990. Susceptibility ofnzal strains of staphylococci to
individual phages of the international basic set bhasic bovine setndian J. An.
Hlth June: 37-41.

Nelles, M.J.; Niswander, C.A.; Karakawa, W.W.; VanW.F.; Arbeit, R.D. 1985.
Reactivity of type-specific monoclonal antibodiesthwStaphylococcus aureus
isolates and purified capsular polysacchardfect. Immun49: 14-18.

Nemati, M.; Hermans, K.; Devriese, L.A.; Maes, Baesebrouck, F. 2009. Screening of
genes encoding adhesion factors and biofilm fownaitn Staphylococcus aureus
isolates from poultryAvian Pathol38: 513-517.

Nilsson, I.; Lee, J.C.; Bremell, T.; Ryden, C.; Rawski, A. 1997. The role of
staphylococcal polysaccharide microcapsule expressi septicaemia and septic
arthritis.Infect. Immun65: 4216-4221.

310



Bibliografia

Nilsson, M.; Frykberg, L.; Flock, J.1.; Pei, L.;rdberg, M.; Guss, B. 1998. A fibrinogen-
binding protein ofStaphylococcus epidermidiafect. Immun66: 2666-2673.

Nitzsche, S.; Zweifel, C.; Stephan, R. 2007. Pheiotand genotipic traits of
Staphylococcus aureustrains isolated from pig carcas&&t. Microbiol. 120
292-299.

Norcross, N.L.; Opdebeeck, J.P. 1983. Encapsulatidtaphylococcus aureusolated
from bovine milk.Vet. Microbiol.8: 397-404.

Ochoa, |. 1988 . Diagndstico serologico de lasdrahias poiStaphylococcus aureus
Rev. Esp. Microbiol. Clin3: 392-396.

Odierno, L.; Rampone, H.; Giraudo, J.; Calzolari, ©92. Elevada frecuencia &
aureuscapsulados aislados de leche bovina no proceBada.Med. Vet. Buenos
Aires73: 202-204.

Odierno, L.; Zandarin, A.; Ferrari, M.; Rampone, &iraudo, J.; Calzolari A. 1995.
Comparison of detection methods for tBephylococcus aureusapsule.Rev.
Latinoam. Microbiol.37: 245-255.

Oeding, P. 1952. Serological typing of staphyloto&cat. Path. Microbiol. Scan®3:
356-365.

Oeding, P.; Haukenes, G. 1963. IdentificationStphylococcus aureusntigens and
antibodies by means of the gel precipitation teghei Acta Path. Microbiol.
Scand57: 438-450.

Oeding, P. 1983. Taxonomy and identification. Easiaon, C.S.F.; Adlam, C. (eds).
Staphylococci and Staphylococcal infection¥olume 1 Clinical and
epidemiological aspects. Academic Press.

O'Gara, J.P.; Humphreys, H. 20@taphylococcus epidermidisofilms: importance and
implications.J. Med. Microbiol 50: 582-587.

Ohshima, Y.; Ichiman, Y.; Usui, Y.; Ko, H.L.; Beyth.; Pulverer, G.; Yoshida, K. 1987.
Cell surface antigen of encapsulat@dphylococcus epidermiddisTCC 31432.J.
Clin. Microbiol. 25: 1338-1340.

Ohshima, Y.; Schumacher Perdreau, F.; Peters,uB/efer, G. 1988. The role of capsule
as a barrier to bacteriophage adsorption in an psutated Staphylococcus
simulansstrain.Med. Microbiol. Immunol177: 229-233.

Ohtomo, T.; Ichiman, Y.; Narikawa, S.; Yoshida, ¥X082. Growth ofStaphylococcus
epidermidisin soft agar in relation to respiration, dehydmogge activity and
biotype.J. Gen. Microbiol128 2141-2147.

Oliveira, M.; Bexiga, R.; Nunes, S.F.; Carneiro; Cavaco, L.M.; Bernardo, F.; Vilela,

C.L. 2006. Biofilm-forming ability profiling of Staphylococcus aureuand
Staphylococcus epidermidisastitis isolates/et. Microbiol.118 133-140.

311



Bibliografia

Opdebeek, J.P.; Frost, A.J.; O'Boyle, D.; Norcrokg, 1987. The expression of capsule
in serum-soft agar b$taphylococcus aureusolated from bovine mastiti¥/et.
Microbiol. 13: 225-234.

O'Riordan, K.; Lee, J.C. 2004&taphylococcus aureusapsular polysaccharide€lin.
Microbiol. Rev.17: 218-234.

Otto, M. 2004. Virulence factors of the coagulasgative staphylococckront Biosci.
1: 841-863.

Otto M. 2008. Staphylococcal biofilm&urr. Top. Microbiol. Immunol322 207-228.

Otto M. 2009. Staphylococcus epidermidis - the idmatal” pathogenNature Reviews
Microbiol. 7: 555-567.

Ouyang, S.; Sau, S.; Lee, C.Y.1999. Promoter aisabfsthecap8 operon; involved in
type 8 capsular polysaccharide productio®siaphylococcus aureud. Bacteriol.
181 2492-2250.

Parker, M.T. 1983. The significance of phage-typnmagterns inStaphylococcus aureus
En: Easmon, C.S.F.; Adlam, C. (eds$taphylococci and Staphylococcal
Infections Vol. 1. Clinical and Epidemiological Aspects. Aleanic Press.

Parisi, J.T. 1985. Coagulase-negative staphylocandi the epidemiological typing of
Staphylococcus epidermidiglicrob.Rev49: 126-139.

Peacock, S.J.; Moore, C.E.; Justice, A.; Kantzahu,Story, L.; Mackie, K.; O'Neill,
G.; Day, N.P.J. 2002. Virulent combinations of alheand toxin genes in natural
populations oStaphylococcus aureusfect. Immun?z: 4987-4996.

Pengov, A. 2001. The role of coagulase-negaSt&phylococcuspp. and associated
somatic cell counts in the ovine mammary glahdairy Sci.84: 572-574.

Perdreau-Remington, F.; Sande, M.A.; Peters, Gantiers, H. 1998. The abilities of a
Staphylococcus epidermidiwild-type strain and its slime-negative mutant to
induce endocarditis in rabbits are comparalbliect. Immun66; 2778-2781.

Pérez, M.M.; Prenafeta, A.; Valle, J.; PenadésRdta, C.; Solano, C.; Marco, J.; Grill6,
M.J.; Lasa, l.; Irache, J.M.; Maira-Litran, T.; Bmez-Barbero, J.; Costa, L.; Pier,
G.B.; De Andrés, D.; Amorena, B. 2009. Protectimonf Staphylococcus aureus
mastitis associated with poly-N-acetyl beta-1;6cghamine specific antibody
production using biofilm-embedded bacteNaccine27: 2379-2386.

Pérez-Giraldo, C.; Rodriguez-Benito, A.; Moréan, .F.Burtado, C.; Blanco, M.T.;
Gomez-Garcia, A.C. 1995. Influence of the incubatiatmosphere on the
production of slime byStaphylococcus epidermidigur. J. Clin. Microbiol.
Infect. Dis.14: 359-362.

Persson, L.; Johansson, C.; Ryden, C. 2009. Anilaith Staphylococcus aureusone

sialoprotein-binding protein indicate infectious temsmyelitis. Clin. Vaccine
Immunol.16: 949-952.

312



Bibliografia

Peschel, A.; Collins, L.V. 2001. Staphylococcalisesice to antimicrobial peptides of
mammalian and bacterial origiReptide22: 1651-1659.

Pohimann-Dietze, P.; Ulrich, M.; Kiser, K.B.; DognG.; Lee, J.C.; Fournier, J.M.;
Botzenhart, K.; Wolz, C. 2000. AdherenceStéphylococcus aureus endotelial
cells: influence of capsular polysaccharide; glotedulatoragr, and bacterial
growth phasenfect. Inmun68; 4865-4871.

Poutrel, B.; Boutonnier, A.; Sutra, L.; FournietMJ 1988. Prevalence of capsular
polysaccharide types 5 and 8 amdigphylococcus aureusolates from cow,
goat, and ewe milkl. Clin. Microbiol.26: 38-40.

Poutrel, B.; Rainard, P.; Sarradin, P. 1997. Hegeneity of cell-associated CP5
expression orStaphylococcus aureustrains demonstrated by flow cytometry.
Clin.Diagn.Lab.ImmunolM: 275-278.

Poutrel, B.; Sutra, L. 1993. Type 5 and 8 capsplallysaccharides are expressed by
Staphylococcus aureussolates from rabbits; poultry; pigs and horses.
J.Clin.Microbiol. 31: 467-4609.

Pyorala, S.; Pyordla, E. 1994. Efficacy of bovineical mastitis therapy during
lactation. Proceedings; XVII Nordic Veterinary Coegs; 26-29 July; Reykjavik;
Iceland.

Quinn, P.J.; Markey, B.K.; Carter, M.E.; DonnellyV.J.; Leonard, F.C. 2004.
Microbiologia y enfermedades infecciosas veteramri Editorial Acribia.
Zaragoza . Espafa.

Rather, P.N.; Davis, A.P.; Wilkinson, B.J. 1988inf® production by bovine milk
Staphylococcus aureuand identification of coagulaseegative staphylococc
isolates.J. Clin. Microbiol.23: 858-862.

Rennermalm, A.; Nilsson, M.; Flock, J-l. 2004. Thbrinogen binding protein of
Staphylococcus epidermidis a target for opsonic antibodidsfect. Immun72:
3081-3083.

Ribeiro de Souza, M.L.; Suppo, L.M.; De Magalha@€sA. 2006. Study of virulence
fectors in coagulase-negative staphylococci isdldtem newbornsMem. Inst.
Oswaldo CruZ01: 661-668.

Risley, A.L.; Loughman, A.; Cywes-Bentley, C.; FastT.J.; Lee, J.C. 2007. Capsular
polysaccharide masks clumping factor A-mediatedeestice ofStaphylococcus
aureusto fibrinogen and platelets. Infect. Dis196 919-927.

Rivera, J.; Vannakambadi, G.; H66k, M.; Speziale2®07. Fibrinogen-binding proteins
of Gram-positive bacteridhromb. Haemos@8: 503-511.

Robertson, J.R. ; Williams, E.l. 1994. The epiddogy of Staphylococcus aureus
mastitis in dairy heifers. Proceedings; 27th anngahvention American
Association of Bovine Practitioners; 22-25 SeptemPBétsburgh; USA .

313



Bibliografia

Rodrigues da Silva, E.; Simeao do Carmo, L.; Da&SiN. 2005. Detection of the
enterotoxins A, B and C genes $taphylococcus aureudsom goat and bovine
mastitis in Brazilian dairy herd¥et. Microbiol.106. 103-107.

Rogolsky, M.; Wiley, B.B. 1977. Production and pedges of a staphylococcin
genetically controlled by the staphylococcal plasnior exfoliative toxin
synthesisinfect. Immunl5: 726-732.

Rohde, H.; Kalitzky, M.; Krdger, N.; Scherpe, S.priskotte, M.A.; Knobloch, J.K.M;
Zander, A.R.; Mack, D. 2004. Detection of viruleragsociated genes not useful
for discriminating between invasive and commer&alphylococcus epidermidis
strains from a bone marrow transplant uhitClin Microbiol.42: 5614-5619.

Rolloof, J.; Braconier, J.H.; Soderstrom, C.; Nols=hle, P. 1988. Interference of
Staphylococcus aureulpase with human granulocite functiokur. J. Clin.
Microbiol. Infect. Dis.7: 505-510.

Rosenberg, M.; Gutnick, D.; Rosenberg, E. 1980.ekdhce of bacteria to hidrocarbons:
a simple method for measuring cell-surface hydrbptity. FEMS Microbiol.
Lett.9: 29-33.

Rozgonyi, F.; Szitha, K.R.; Ljungh, A.; Baloda, S.Bijertén, S.; Wadstrém, T. 1985
Improvement of the salt aggregation test to studhctdrial cell-surface
hydrophobicity FEMS Microbiol. Lett30: 131-138.

Rupp, R.; Bergonier, D.; Dion, S.; Hygonenq, M.8urel, M.R.; Robert-Granié, C.;
Foucras, G. 2009. Response to somatic cell cowsgebaelection for mastitis
resistance in a divergent selection experimenh@ep.Dairy Sci.92: 1203-1219.

Saa, E.; Kruze, J. 1995. Virulence factors of ctespinegative Staphylococcus of
human and bovine origifRev. Latinoam. MicrobioB7: 201-208.

Salasia, S.l.; Khusnan, Z.; Lammler, C.; Zschock, 2004. Comparative studies on
pheno- and genotypic properties of Staphylococausus isolated from bovine
subclinical mastitis in central Java in Indonegsid &lesse in Germany. Vet. Sci.
5: 103-109.

Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. 198@olecular cloning Cold Spring Harbor
Laboratory Press. New York.

Sau, S.; Lee,C.Y. 1996. Cloning of type 8 capseleeg and analysis of gene clusters for
the production of different capsular polysacchaide Staphylococcus aureus
Bacteriol.178 2118-2126.

Sau, S.; Bhasin, N.; Wann, E.R.; Lee, J.C.; Fosied.; Lee, C.Y. 1997. The
Staphylococcus aurewslelic genetic loci for serotype 5 and 8 capsau{pression
contain the type-specific genes flanked by commeneg.Microbiology 143
2395-2405.

314



Bibliografia

Schaffer, A.C.; Solinga, R.M.; Cocchiaro, J.; Pm$p M.; Kiser, K.B.; Risley, A.;
Randall, S.M.; Valtulina, V.; Speziale, P.; Wal&h; Foster, T.; Lee, J.C. 2006.
Immunization with Staphylococcus aureuslumping factor B; a major
determinant in nasal carriage; reduces nasal adton in a murine model.
Infect. Immun74: 2145-2153.

Schleifer, K.H.; Kandler, O. 1972. Peptidoglycapdyg of bacterial cell walls and their
taxonomic implicationsBacteriol Rev36: 407-477.

Schleifer, K.H.; Kloos, W.E. 1975. A simple tests®m for the separation of
staphylococci from micrococci. Clin. Microbiol.1: 337-338.

Schleifer, K.H. 1983. The cell envelope. En: Easm@sS.F.; Adlam, C.(eds).
Staphylococci and Staphylococcal Infection®lume 2. The Organisrin Vivo
andIn Vitro. Academic Press.

Schleifer, K.H. 1986. Gram-Positive Cocci. En: HaltG. (ed).Bergey's Manual of
Systematic Bacteriologg? Ed. Section 12. Williams & Wilkins. Baltimore.

Shimizu, A.; Kawano, J.; Yamamoto, C.; Kakutani; Bujita, M. 1997. Comparison of
pulsed-field gel electrophoresis and phage typiag discriminating poultry
strains ofStaphylococcus aureu8m. J. Vet. Re&8: 1412-1416.

Shinefield, H.R.; Aly, R.; Maibach, H.; Ribble, J;®oris, M.; Eichenwald, H.F. 1975.
Factors influencing colonization of mucous membsaaad skin surfaces with
Staphylococcus aureukn: Schlessinger, D. (edRapid diagnostic techniques in
clinical microbiology pp 110-115. American Society for Microbiology.
Washington; D.C.

Shiro, H.; Muller, E.; Gutierrez, N.; Boisot, S.rdst, M.; Tosteson, T.D.; Goldmann, D.;
Pier, G.B. 1994. Transposon mutantsStdphylococcus epidermidieficient in
elaboration of capsular polysaccharide/adhesisséinge are avirulent in a rabbit
model of endocarditisl.Infect. Dis.169 1042-1049.

Sivadon, V.; Rottman, M.; Quincampoix, J-C.; Prunke; Le Moal, M.; De Mazancourt,
P.; Hoffmeyer, P.; Lortat-Jacob, A.; Piriou, P.déty T.; Bernard, L.; Gaillard, J-
L. 2009. PartialatlE sequencing ofStaphylococcus epidermidistrains from
prosthetic joint infectionsl. Clin. Microbiol.47: 2321-2324.

Smeltzer, M.S.; Gillaspy, A.F. 2000. Molecular pagkenesis of staphylococcal
osteomyelitisPoultry Sci.79: 1042-1049.

Smith, M.R.; Yoshida, K.; Naito, Y. 1971. Use oktklumping factor reaction for the
identification of encapsulated strains 8taphylococcus aureufom human
sourceslinfect. Immun3: 707-708.

Sompolinsky, D.; Samra, Z.; Karakawa, W.W.; VannFW Schneerson, R.; Malik, Z.
1985. Encapsulation and capsular types in isolat&taphylococcus auredsom
different sources and relationship to phage typeSlin. Microbiol.22: 828-834.

315



Bibliografia

Souto, M.J.; Ferreiros, C.M.; Criado, M.T.; SaiNz, Carballo, J.; Del Rio, M.C. 1989.
Influencia del limo (8limé") en la resistencia a los antibiéticos y a la &aailel
suero humano en cepas $taphylococcus epidermidilev. Esp. Microbiol. Clin.
4: 565-568.

Souto, M.J.; Ferreiros, C.M.; Criado, M.T. 1991iltr@ of phenotipic characteristics to
distinguish between carrier and invasive isolateStaphylococcus epidermidis
Hosp. Infect17: 107-115.

Stamp, L.; Edwards, H.H. 1964. The immunizing astiin rabbits of fractions isolated
from Staphylococcus pyogen®s. J. Path45: 264-270.

Straub, J.A.; Hertel, C.; Hammes, W.P. 1999. A 2BSIA-targeted polymerase chain
reaction-based system for detection Sthphylococcus aureum meat starter
cultures and dairy product$. Food. Prot62 1150-1156

Sutra, L.; Mendolia, C.; Rainard, P.; Poutrel, B9Q. Encapsulation ddtaphylococcus
aureusisolates from mastitic milk: relationship betwesapsular polysaccharide
types 5 and 8 and colony morphology in serum-sgtiraclumping factor;
teichoic acid; and protein AJ. Clin. Microbiol.28: 447-451.

Switalski, L.M.; Ryden, C.; Rubin, K.; Ljungh, AHook, M.; Wadstrém, T. 1983.
Binding of fibronectin tdStaphylococcustrainsInfect. Immun42: 628-633.

Szics, l.; Sztroj, T.; Papp-Falusi, E.; Andirkg, Rédai, I.; Rozgonyi, F. 1993. A
comparative study on growth in soft-agar; adheretacglass and haemolysis
types of coagulase-negative staphyloco&cta Microbiol. Hung40: 181-189.

Tollersrud, T.; Kenny, K.; Reitz, J.R.; Lee, J.00R. Genetic and serologic evaluation of
capsule production by bovine mammary isolatesSwiphylococcus aureusnd
other Staphylococcuspp. from Europe and the United StatesClin. Microbiol.
38: 2998-3003.

Tormo, M.A.; Knecht, E.; Gotz, F.; Lasa, |.; Penad&R. 2005Bap-dependent biofilm
formation by pathogenic species $faphylococcusevidence of horizontal gene
transfer™Microbiology 151 2465-2475.

Tormo, M.A.; Ubeda, C.; Marti, M.; Maiques, E.; Guella, C.; Valle, J.; Foster, T.;
Lasa, |.; Penadés, J.R. 2007. Phase-variable exqmnesf the biofilm-associated
protein Bap) in Staphylococcus aureullicrobiology153 1702-1710.

Tristan, A.; Ying, L.; Bes, M.; Etienne, J.; Vandsh, F.; Lina, G. 2003. Use of
multiplex PCR to identifyStaphylococcus aureuadhesins involved in human
hematogenous infectiod. Clin. Microbiol.41: 4465-4467.

Tu Quoc, P.; Genevaux, P.; Pajunen, M.; Savilahti,Georgopoulos, C.; Schrenzel, J.;

Kelley, W.L. 2007. Isolation and characterizatidnb@film formation-defective
mutants ofStaphylococcus aureusfect. Immun75: 1079-1088.

316



Bibliografia

Valle, J.; Gomez-Lucia, E.; Piriz, S.; Goyache, Orden, J.A.; Vadillo, S. 1990.
Enterotoxin production by staphylococci isolateanir healthy goatsAppl.
Environm. Microbiol 56: 1323-1326.

Valle, J.; Da Re, S; Henry, N.; Fontaine, T.; Btles, D.; Latour-Lambert, P.; Ghigo J-
M. 2006. Broad-spectrum biofilm inhibition by a seed bacterial
polysaccharidePNAS.103 12558-12563.

Vancraeynest, D.; Hermans, K.; Haesebrouck, F. Z&fdotipic and phenotypic
screening of high and low virulen&aphylococcus aureusolates from rabbits
for biofilm formation and MSCRSMM&4/et. Microbiol.103 241-247.

Vancraeynest D; Hermans K; Haesebrouck F. 2006vaimece of genes encoding
exfoliative toxins; leucotoxins and superantigensoag high and low virulence
rabbitStaphylococcus aurewssrains Vet. Microbiol.117: 211-218.

Van Duijkeren, E.; Box, A.T.A.; Heck, M.E.O.C.; Waet, W.J.B.; Fluit, A.C. 2004.
Methicillin-resistant staphylococci isolated fromimals.Vet. Microbiol.103 91-
97.

Vasudevan, P.; Nahir, M.K.M.; Annamalai, T.; Vemkiarayanan, K.S. 2003. Phenotipic
and genotipic characterization of bovine mastigslates of Staphylococcus
aureusfor biofilm formationVet. Microbiol.92: 179-185.

Vautor, E.; Cockfield, J.; Le Marechal, C.; Le Lo¥.; Chevalier, M.; Robinson, D.A;
Thiery, R.; Lindsay, J. 2009a. Difference in vinte betweerStaphylococcus
aureusisolates causing gangrenous mastitis versus sudallimastitis in a dairy
sheep flockVet. Res40: 56-66.

Vautor, E.; Magnone, V.; Rios, G.; Le Brigand, Bergonier, D.; Lina, G.; Meugnier,
H.; Barbry, P.; Thiéry, R.; Pépin, M. 2009b. Geoetlifferences among
Staphylococcus aureusolates from dairy ruminant species: a single-Dyp¢A
microarray approacht/et. Microbiol.133 105-114.

Verdrengh, M.; Tarkowski, A. 1998. Granulocite-n@anage colony-stimulating factor
in Staphylococcus aureusduced arthritisinfect.Immun66: 853-855.

Verdier, I.; Durand, G.; Bes, M.; Taylor, K.L.; lan G.; Vandenesch, F.; Fattom, A.l;
Etienne, J. 2007. Identification of the capsulalygaccharides irstaphylococcus
aureusclinical isolates by PCR and agglutination tesfis.Clin. Microbiol. 45:
725-729.

Von Rheinhaben, K.E.; Hadlok, R.M. 1981. Rapidtidi®on between micrococci and
staphylococci with furazolidone agawntoine van Leeuvenhoek. J. Microbiol.
Serol.47: 41-51.

Watkins, G.H.; Burriel, A.R.; Jones, J.E.T. 1991.fiald investigation of subclinical
mastitis in sheep in Southern EnglaBd. Vet. J.147: 413-420.

Watson, D.L. 1981. Immunologically-specific resigta to infection with particular
reference to staphylococcal mastifislv. Exp. Med. Bioll37: 579-90.

317



Bibliografia

Watson, D.L. 1988. Vaccination against experimestaphylococcal mastitis in ewes.
Res. Vet. Scil5: 16-29.

Watson, D.L. 1989. Expression of a pseudocapsultaghylococcus aureumfluence
of cultural conditions and relevance to mastiss. Vet. Sci7: 152-157.

Watts, A.; Ke, D.; Wang, Q.; Pillay, A.; Nicholsoieller, A.; Lee, J.C. 2005.
Staphylococcus aureustrains that express serotype 5 or serotype 8utz@ps
polysaccharides differ in virulencifect. Immun73: 3502-3511.

Wheat, L.J.; Kohler, R.B.; White, A. 1983. Diagmosind management of deep seated
infection. En: Easmon, C.S.F. ; Adlam, C. (edsJtaphylococci and
Staphylococcal infectionsVol. 1. Clinical and Epidemiological Aspects.
Academic Press. Chapter 4; pp. 121-148.

West, T.E.; Burdash, N.M.; Boehm, A.M.; West, MIB83. Evaluation of a commercial
counterimmunoelectrophoresis kit for detectiorstdphylococcus aureusichoic
acid antibodies]. Clin. Microbiol.17: 567-570.

West, T.E.; Apicella, M.A. 1984. Detection of ensafation inStaphylococcus aureursy
use of antiserum agat. Clin. Microbiol.20:141-144.

Whitfield, C.1988. Bacterial extracellular polyshaddes.Can. J. Microbiol.34: 415-
420.

Wiley, B.B. 1961. A new virulence test f@taphylococcus aurewnd its application to
encapsulated strainGan. J. Microbiol.7: 933-943.

Wiley, B.B.; Maverakys, N.H. 1974. Capsule prodoctand virulence among strains of
Staphylococcus aureu&nn. N. Y. Acad. S@36. 221-232.

Wilkinson, B.J. 1983. Staphylococcal capsules dimges En: Easmon C.S.F.; Adlam, C.
(eds).Staphylococci and Staphylococcal infectiovisl. 2. The Organisnn Vivo
andIn Vitro. Academic Press.

Wilkinson, B.J.; Peterson, P.K.; Quie, P.G. 1979ypfic peptidoglycan and the
antiphagocytic effect of theStaphylococcus aureusapsule: model for the
antiphagocytic effect of bacterial cell surfaceypaérs.Infect. Immun23: 502-
508.

Winter, P.; Colditz, 1.G. 2002. Immunological resges of the lactating ovine udder
following experimental challenge witaphylococcus epidermidiget. Immunol.
Immunopathol89: 57-65.

Woznicova, V.; Votava, M.; Skalka, B. 1993. Compan of 2 methods of detecting
slime production by coagulase-negative staphyldacodCesk Epidemiol.
Mikrobiol. Imunol.42: 51-53.

Wu, H-J.; Wang, A.H.J.; Jennings, M.P. 2008. Dissgvof virulence factors of
pathogenica bacteri&urr. Opin. Chem. Bioll2:1-9.

318



Bibliografia

Wu, T.C.M.; Park, J.T. 1971. Chemical characteiiratof a new surface antigenic
polysaccharide from a mutant 8taphylococcus aureud. Bacteriol.108 874-
884.

Yamada, T.; Ichiman, Y.; Yoshida, K. 1988. Possidemmon biological and
immunological properties for detecting encapsulag&dins of Staphylococcus
epidermidisJ. Clin. Microbiol.26: 2167-2172.

Yamada, T.; Tochimaru, N.; Nakasuiji, S.; Hata,Kaobayashi, H.; Eguchi, M.; Kaneko,
J.; Kamio, Y.; Kaidoh, T.; Takeuchi, S. 2005. Letdkon family genes in
Staphylococcus aureusolated from domestic animals and prevalencéukif-
lukF-PV genes by bacteriophages in bovine isolafes. Microbiol.110 97-103.

Yazdani, R.; Oshaghi, M.; Havayi, A.; Pishva, Ealeéhi, R.; Sadeghizadeh, M.;
Foroohesh, H. 2006. Detection ofaAD gene and biofilm formation in
Staphylococcus aureusolates from wound infectionsranian J. Publ. Health
35: 25-28.

Yokomizo, Y.; Isayama, Y.; Takahashi, M.; Yoshi#ta,1977. Isolation of encapsulated
strains of Staphylococcus aureuBom bovine mastitis milk. Res. Vet. Sci.
22:158-160.

Yoshida, E.; Ichiman, Y.; Suganuma, M.; Yoshida, 1091. Conversion of biological
and immunological properties during a process afagsulation in a strain of
Staphylococcus hyicud. Appl. Bacteriol71: 347-53.

Yoshida, K.; Ektedt, R.D. 1968. Relation of mucgrwth of Staphylococcus aureus
clumping factor reaction; morphology in serum safiar; and virulenced.
Bacteriol.96: 902-908.

Yoshida, K.; Takeuchi, Y. 1970. Comparison of cootpend diffuse variants of strains
of Staphylococcus aureulsifect. Immun2: 523-527.

Yoshida, K.; Smith, M.R.; Naito, Y. 1970. Biologicand immunological properties of
encapsulated strains ddtaphylococcus aureuffom human sourceslnfect.
Immun.2: 528-532.

Yoshida, K. 1971. Demonstration of serologicallffetient capsular types among strains
of Staphylococcus aurelny the serum-soft agar techniqu&ect. Immun3: 535-
539.

Yoshida, K.; Smith, M.R.; Naito, Y. 1971. Compagp¢ growth ofStaphylococcus
epidermidisstrains in Serum-Soft Aganfect. Immun4: 656-657.

Yoshida, K.; Nakamura, A.; Otomo, T.; Iwami, S. 49Detection of capsular antigen
production in uncapsulated strains $tiaphylococcus aureugnfect. Immun.9:
620-3.

Yoshida, K.; Ohtomo, T.; Minegishi, Y. 1977. Mecami of compact-colony formation

by strains ofStaphylococcus aureus Serum Soft AgarJ. Gen. Microbiol.98:
67-75.

319



Bibliografia

Yoshida, K.; Umeda, A.; Ohshima, Y. 1987. Inductioh resistance in mice by the
capsular polysaccharide antigensStéphylococcus aureublicrobiol. Immunol.
31(7): 649-56.

Yoshida, K.; Umeda, A.; Ichiman, Y.; Suganuma, M9Q. Cross protection between an
encapsulated strain obtaphylococcus hyicuand an encapsulated strain of
Staphylococcus epidermidisansenshogaku-Zassiei: 584-591.

Young, D.A.; Dobson, P.; Karakawa, W.W. 1979. Immilogical specificity of natural
opsonins and their role in the cross-reactivitywsein Staphylococcus aureus
Mardi andEscherichia colil01.Infect. Immun25: 954-959.

Younger, J.J.; Christensen, G.D.; Bartley, D.L.mBions, J.C.; Barrett, F.F. 1987.
Coagulase-negative staphylococci isolated from kbrespinal fluid shunts:
importance of slime production; species identifmat and shunt removal to
clinical outcomeJ. Infect. Dis156: 548-54.

Ziebuhr, W.; Heilmann, C.; Goétz, F.; Meyer, P.; W4, K.; Straube, E.; Hacker, J. 1997.
Detection of the intracellular adhesion gene clugt®) and phase variation in
Staphylococcus epidermidislood culture strains and mucosal isolatiedect.
Immun.65: 890-896.

Zmantar, T.; Chaieb, K.; Makni, H.; Miladi, H.; Abtlah, F.B.; Mahdouani, K
Bakhrouf, A. 2008. Detection by PCR of adhesinsegeand slime production in
clinical Staphylococcus aureud Basic Microbiol 48: 308-14.

320



