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RESUMEN

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram (+) asociada a enfermedades
cronicas y persistentes tanto en la medicina humana (ej. osteomielitis) como en la
veterinaria (ej. mastitis). Es el principal patégeno relacionado con la mastitis
bovina subclinica (cronica y asintomatica), enfermedad de gran importancia en la
ganaderia bovina lechera a nivel mundial. Esta bacteria es facultativa intracelular
lo que le permite evadir la respuesta inmune del hospedero y la terapia
antimicrobiana. Esto favorece la generacion de variantes de colonia pequefia
(SCVs) que presentan caracteristicas distintas a la cepa silvestre (ej. crecimiento
lento, auxotroficas, no hemoliticas). Las SCVs se asocian con la persistencia y
cronicidad de diversas enfermedades en humanos, pero hasta el momento existen
pocos estudios de SCVs de S. aureus asociados a mastitis bovina. El objetivo del
trabajo fue generar y caracterizar una SCVs de S. aureus y evaluar su persistencia
intracelular en células de epitelio mamario bovino (CEMB). Se utilizé la cepa S.
aureus ATCC27543 aislada de un caso de mastitis clinica y con capacidad de
internalizar diferentes tipos celulares. Se generdé una SCV estable utilizando
gentamicina (1 pg/ml) como molécula inductora. Esta presentd un crecimiento
lento (tiempo de generacion de 523 min) con respecto a la cepa silvestre S. aureus
ATCC27543 (tiempo de generacion de 119 min), auxotrofia para menadiona y una
disminucion en la expresion de los genes de virulencia agrA, RNAIIl y fnbpA. A
través de ensayos de proteccion con gentamicina se observé que la SCV persistié
intracelularmente en las CEMB aun a las 72 h, sin inducir apoptosis. En
conclusién, se obtuvo una SCV de la cepa de S. aureus ATCC27543 que persiste

intracelularmente sin afectar la viabilidad de las CEMB.

Palabras clave: Mastitis Bovina, Staphylococcus aureus, SCVs, Persistencia,

Auxotrofia.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a Gram (+) bacterium associated with chronic and
persistent diseases in human (eg. osteomyelitis), as well as in animals (eg.
mastitis). It is the main pathogen related to subclinical bovine mastitis (chronic and
asymptomatic), a disease of great importance in dairy cattle worldwide. This
bacterium is facultative intracellular which allows it to evade the immune response
of the host and the antimicrobial therapy. This stimulates the generation of small
colony variants (SCVs) that have different characteristics to the wild strain (eg.
slow growth, auxotrophy, non-hemolytic). The SCVs are associated with the
persistence and chronicity of various diseases in humans; however, there are few
studies of SCVs of S. aureus associated with bovine mastitis. The aim of this study
was to generate and characterize a SCVs of S. aureus and to evaluate its
intracellular persistence in bovine mammary epithelial cells (bMEC). We used the
strain S. aureus ATCC27543 isolated from a case of clinical mastitis and capable
of internalize different cell types. A stable SCV was generated using gentamicin (1
pg/ml) as a selection molecule. This clone showed a slow growth (generation time
of 523 min) with respect to the wild strain S. aureus ATCC27543 (generation time
of 119 min), menadione auxotrophy and a decrease in the expression of genes of
virulence AgrA, RNAIIl and FnbpA. By gentamicin protection assay, we observed
that the SCV persisted intracellularly in the CEMB even at 72 h, without inducing
apoptosis. In conclusion, a SCV was obtained from the strain of S. aureus
ATCC27543 that persists intracellularly without affecting the viability of the bMEC.
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1. INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram (+) que se asocia con una
amplia gama de enfermedades tanto en la medicina humana (ej. osteomielitis)
como en la veterinaria (ej. mastitis). S. aureus es considerado un patégeno
facultativo intracelular, lo cual le permite internalizarse y sobrevivir en fagocitos
profesionales (macréfagos) (Buzzola et al., 2007), y no profesionales (epitelio)
(Almeida et al., 1996), lo que le confiere la ventaja de evadir la respuesta
inmune del hospedero, al mismo tiempo que disminuye la eficacia de la terapia
antimicrobiana y favorece la presencia de enfermedades persistentes.
Adicionalmente, algunas cepas de S. aureus tienen la capacidad de producir
una subpoblacion fenotipicamente diferente de la cepa silvestre, llamadas
variantes de colonia pequefia (SCVs), las cuales son de lento crecimiento y
poseen un menor tamafo que la cepa silvestre (1/10). Ademas, presentan una
disminucién del color dorado caracteristico y de la hemdlisis, la reaccion de la
coagulasa y catalasa son retardadas, y con frecuencia son auxotréfas para
hemina, menadiona o timidina, los cuales son precursores esenciales de
componentes de la cadena de transporte de electrones como el citocromo c o
componentes de la menaquinona (Sendi y Proctor, 2009). Ademas, en
comparacion con la cepa silvestre, las SCVs son mas resistentes a los
antimicrobianos (ej. aminoglucésidos) (Vesga et al., 1996; Sendi y Proctor,
2009).

S. aureus cuenta con diferentes reguladores de virulencia como el
sistema Agr, responsable de la activacion de exoproteinas y de la represion de
proteinas de superficie (Gordon et al.,, 2013). Otro regulador de virulencia
importante es la familia de proteinas SarA, cuya activacion o represion afecta
la expresion de RNAIII, la cual es una molécula efectora de la virulencia de S.
aureus ya que favorece la expresion de agr, y a su vez la expresion de
proteinas de superficie (proteina A, CIfB y FnbpA) (Novick et al., 2003; Manna
et al., 2009). Por otro lado, sigma B es un factor esencial que permite el cambio

de S. aureus de un fenotipo agresivo a un fenotipo silenciado (SCVs),




disminuyendo la expresion de agr y sarA, y como consecuencia la expresion de

los factores de

virulencia y la produccion de exotoxinas (Vestergaard et al., 2016).
Ademas, la sobreexpresion del factor sigma B induce la expresion de proteinas
de adhesién lo que favorece una mayor produccion de biofilm (Mitchell et al.,
2013). Todas estas caracteristicas favorecen la supervivencia y persistencia
del patégeno en condiciones bajas en nutrientes, estrés ambiental y le permite
pasar desapercibido por el sistema inmune de la célula hospedera (Proctor et
al.,1998).

Una enfermedad crénica y persistente en la medicina veterinaria es la
mastitis bovina subclinica. El principal patégeno asociado a ella es S. aureus,
el cual se aisla en el 70% de los casos. Esta enfermedad se caracteriza por
presentar una respuesta inflamatoria moderada en la glandula mamaria; sin
embargo, la produccion de la leche disminuye y aumenta el conteo de las
células sométicas en la misma, por lo tanto es una enfermedad dificil de
diagnosticar y es considerada como la enfermedad mas costosa en las

explotaciones lecheras (Kerro-Dego et al., 2002).

Algunos autores han propuesto que la cronicidad de la mastitis bovina
puede estar relacionada con la presencia de variantes de colonia pequefia o
SCVs de S. aureus (Vesga et al., 1996; Sendi y Proctor, 2009). No obstante,
existen pocos estudios al respecto. Por ejemplo, se han recuperando SCVs de
S. aureus a partir de casos de mastitis bovina cronica sometidas a tratamiento
con gentamicina. Una caracteristica de estas variantes fue su capacidad para
internalizarse en células de endotelio de aorta bovina (Atalla et al., 2008), y
persistir a tiempos cortos (15 h) en células de epitelio mamario bovino (Zhu et
al., 2016). Por todo lo anterior, el objetivo de este trabajo fue generar una SCV
de S. aureus ATCC27543 (cepa obtenida de un caso clinico de mastitis bovina

subclinica) y evaluar su persistencia en las células de epitelio mamario bovino.




2. MARCO TEORICO
2.1 Staphylococcus aureus

S. aureus es una bacteria Gram (+), miembro de la familia
Staphylococcaceae perteneciente al orden Bacillales, posee un diametro de
aproximadamente 0.8 micrometros, es inmovil, no forma esporas y es coagulasa
positivo (Pahissa, 2009). Ademas, es un anaerobio facultativo intracelular lo que le
permite sobrevivir e internalizarse en células fagociticas no profesionales como
células de endotelio, epitelio, fibroblastos y osteoblastos (Hirschhausen et al.,
2010). Presenta un genoma circular de 2,800 kb, contando con plasmidos donde
residen algunos de los genes de virulencia y de resistencia a antibioticos
(Lowy,1998).

S. aureus es un patbgeno comensal y altamente versétil que causa
infecciones del sistema nervioso central e infecciones crénicas como osteomielitis
y endocarditis en humanos (Jarraud et al., 2002). Es una bacteria causante de
infecciones respiratorias como neumonia, infecciones del tracto urinario y es la
principal causa de infecciones nosocomiales (Bustos et al., 2006). En animales es
causante de enfermedades como la mastitis bovina subclinica (Lopez-Meza et al.,
2006).

2.2 Internalizacién de Staphylococcus aureus en células fagociticas no
profesionales

S. aureus se internaliza en fagocitos no profesionales (ej. células epiteliales
mamarias bovinas, CEMB) por el mecanismo denominado “zipper”, para ello la
bacteria requiere de la expresion de diferentes proteinas de superficie conocidas
con el nombre de “componentes de la superficie microbiana que reconocen
moléculas de adhesion de la matriz’ (MSCRAMM) que le permiten adherirse a la
superficie celular (Hauck et al., 2006; Trouillet et al., 2011). Estas proteinas son
reconocidas por receptores en las células del hospedero, principalmente las

integrinas, que se unen a fibrindgeno, fibronectina y colageno. Entre las
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MSCRAMM de S. aureus destacan los factores de aglutinacion Ay B (CIfA, CIfB) y
las proteinas de union a la fibronectina que son expresadas por los genes fnbA y
fnbB; se considera que estas proteinas son un factor determinante para el
establecimiento de la infeccion (Hoffmann et al.,, 2011). EI motivo RGD de la
fibronectina es el sitio de union a los receptores de integrinas. La activacion y
agrupamiento de la integrina a5B1 desencadena rutas de sefializacién y la
acumulacion del complejo de proteinas de adhesion en las inmediaciones de la
bacteria adherida, caracterizado por el reclutamiento de actina, paxilina, zyxina,
tensina, la cinasa de adhesion focal (FAK) y la cinasa Scr (Figura 1). El paso
crucial en estos eventos de sefializacion es la reorganizacion del citoesqueleto de
actina. La cortactina es una proteina de unién a actina que ha sido identificada
como uno de los efectores de activacion de las cinasas FAK y Src, que se asocian
con el complejo Arp2/3 para promover la polimerizacion de actina y unirse a
dinamina-2, como un regulador de la endocitosis (Alva-Murillo et al., 2014). Los
MSCRAMM se producen principalmente en bacterias en fase de crecimiento
logaritmico, lo que favorece la colonizacién de superficies (Pahissa, 2009). Sin
embargo, se ha reportado que S. aureus puede utilizar otros mecanismos de
internalizacion, donde puede interactuar con proteinas de choque térmico (Hsp) o
con receptores tipo Toll (TLR2/TLR6) lo que permite mediar la endocitosis de la
bacteria, aunque estos mecanismos no han sido descritos completamente (Alva-
Murillo et al., 2014).

2.3 Variantes de colonia pequefia en S. aureus

El control de S. aureus mediante la terapia antimicrobiana no es eficiente,
ademas de que no existen vacunas adecuadas que protejan de la infeccion.
Asimismo, la plasticidad genética de este patdgeno ha facilitado la persistencia y
la seleccion de cepas multi-resistentes a antibiéticos que tienen gran impacto en la
salud (Foster et al., 2004). La persistencia de este patdgeno se ha asociado a la
habilidad de formar una poblacion de crecimiento lento llamado “Variantes de

Colonia Pequefia o SCVs” (por sus siglas en inglés Small Colony Variants) que




pueden sobrevivir en células fagociticas profesionales y no profesionales, por lo
que el estudio de las SCVs de S. aureus ha cobrado relevancia en los ultimos
afos (Alexander et al., 2001).

S. aureus

- FnBP
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|
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Figura 1. Mecanismo de internalizacién de Staphylococcus aureus mediada
por la integrina a5B1 en células fagociticas no profesionales. La bacteria
expresa la proteina de union a fibronectina (FnBP) que interactia con el motivo
RGD de la fibronectina (Fn), este sitio sirve de unién para los receptores de
fibronectina, como las integrinas. La activacion y agrupamiento de la integrina
a5B1 desencadena rutas de sefalizaciéon y la acumulacion del complejo de
proteinas de adhesion en las inmediaciones de la bacteria adherida, caracterizado
por el reclutamiento de actina, paxilina, zyxina, tensina, cinasa de adhesion focal
(FAK), y la cinasa Src. El paso crucial en estos eventos de sefalizacion es la
reorganizacion del citoesqueleto de actina. La cortactina es una proteina de unién
a actina que ha sido identificada como uno de los efectores de activacion de
cinasas FAK y Src, que se asocian con el complejo ARP2/3 para promover la
polimerizaciéon de actina y unirse a dinamina-2, como regulador de la endocitosis
(Tomado de Alva-Murillo et al., 2014).




Las SCVs son aisladas con frecuencia a partir de infecciones cronicas y
recurrentes (Schroder et al., 2006; Vesga et al., 1996). Estas SCVs tienen
caracteristicas fisiolégicas diferentes comparadas a las presentes en las cepas
silvestres de S. aureus, ya que presentan una reduccion en la produccion de alfa
toxina, poseen una actividad de coagulasa retardada, una reduccion en la
pigmentacion y hemdlisis, ademas poseen mutaciones en genes asociados con
algunas rutas biosintéticas como la produccion de menadiona y/o hemina,
adicionalmente se han encontrado otras mutaciones como en el citocromo c
(CtaA) y el auxotrofismo a timidina (Figura 2) (Clements et al., 1999).

La auxotrofia para hemina que presentan las SCVs puede ser ocasionada
por la eliminacién del gen hemH y el cambio del marco de lectura de hemA, ambos
genes estan involucrados en la biosintesis de hemina (Schaaff et al., 2003). La
auxotrofia para menadiona es causada por la mutacion del gen menB, este gen
codifica a la enzima naftoato sintasa, una enzima que es parte de la superfamilia
de las crotonasas, cuya funcién es convertir el o-succinilbenzoil coenzima A a 1, 4-
dihidroxi-2-naftoato mas coenzima A (Lannergard et al., 2008). Los defectos en la
biosintesis de hemina o menadiona interrumpen la actividad funcional de la
cadena de transporte de electrones debido a que hay una pérdida del grupo
prostético en los citocromos, lo que conduce a una disminucion del potencial de
membrana y a la reduccion de la produccion de ATP, dando como consecuencia
una baja sintesis de proteinas, carotenoides (no hay pigmentos), pared celular y
una tasa disminuida de crecimiento (Garcia et al.,, 2013). Adicionalmente, la
pérdida de la biosintesis de hemina impacta en la produccion de catalasa en S.
aureus (Pader et al., 2014, Proctor et al., 2014).

En pacientes con fibrosis cistica se han encontrado SCVs con mutaciones
que derivan en auxotrofismo a timidina, y estas interfieren con la ruta del acido
tetrahidrofolato. La enzima timidilato sintetasa (thyA) requiere acido tetrahidrofélico
como cofactor para catalizar el dltimo paso de la ruta de biosintesis de novo del
timidilato, que es esencial para la sintesis de ADN y la replicacién bacteriana,
responsable para la formacion de desoxitimina monofosfato (dTMP) (Melter et al.,

2010; Zhu et al., 2016). También se ha reportado una mutacién en el gen thyA que




altera el ciclo de Krebs al disminuir la abundancia de la enzima aconitasa
(citB) que cataliza la isomerizacion estereoespecifica de citrato a isocitrato a través
de cis-aconitato. De este modo, la mutacién de thyA es una posible explicacion
para la auxotrofia para timidina y el cambio al fenotipo de SCV (Chatterjee et al.,
2007; Kriegeskorte et al., 2014).
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Figura 2. Mecanismos que conducen al fenotipo SCV en Staphylococcus
aureus y su relacion con la resistencia especifica a diferentes clases de
antibiéticos. Las flechas dobles se refieren a metabolitos cuyas concentraciones
son reducidas en el fenotipo de SCV. Las SCVs deficientes en la cadena
transportadora de electrones muestran alteraciones en las rutas que conducen a la
sintesis de menadiona 0 hemina (subsecuentemente a mutaciones en enzimas
biosintéticas), las cuales causan una reduccion en la acumulacion de ATP
producido. Esto provoca una reducida tasa de crecimiento, que puede afectar la
eficacia de los antibidticos cuyo blanco de accién es la division de la pared
bacteriana. La reduccion en el potencial transmembranal deteriora el ingreso de
los aminoglucdsidos. Las SCVs dependientes de menadiona son susceptibles a
las especies oxidantes, posiblemente atribuido al transporte reducido de
electrones y a la alteracion de la induccion de las vias antioxidantes. Los SCVs
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dependientes de timidina no pueden convertir el dUMP en dTMP (usando
dihidrofolato (DHF) como cofactor) debido a mutaciones en la timilidato sintasa
(TS), llevando al agotamiento de dTMP. Estas clonas no son susceptibles a los
agentes antifolatos que actian sobre pasos de esta ruta, llamadas sulfamidas
como el sulfametoxazol (SMX) (inhibidores de la dihidropteroato sintansa (DHPS)
produciendo dihidropteroato (DHP) del pirofosfato de Dihidropteridina (DHPP) vy el
acido para aminobenzoico (PABA)), y a diaminopiridinas, por ejemplo,
trimetroprima (TMP) (inhibidores de la dihidrofolato (THF)) (Modificada de Garcia
et al., 2013).

2.4 Factores de virulencia en S. aureus y en variantes de colonia pequefia

La capacidad de S. aureus para provocar diversas infecciones esta
relacionada con la presencia de diferentes factores de virulencia y moléculas que
permiten la evasion del sistema inmune (Zecconi et al., 2013). La expresion de los
factores de virulencia esta controlada de una manera temporal y es dependiente
de la densidad celular, ademas de ser afectada de manera multifactorial por los
sistemas reguladores globales. S. aureus tiene el regulador de virulencia agr (gen
regulador accesorio) involucrado en el quorum-sensing (Novick, 2003). El locus
agr posee dos promotores divergentes: P2 que transcribe a RNAII, y P3 que
transcribe a RNAIIl. P2 controla la expresion del operén agrABCD que regula la
activacion del circuito agr del quorum sensing (Figura 3). Especificamente, agrD
codifica la molécula del péptido auto inducible (AIP) que es procesada y secretada
por agrB. AgrA y AgrC constituyen dos componentes de sefializacién del sistema,
gue detectan AIP y completan el sistema de quorum sensing Agr. La secrecion de
AIP permite su unién al receptor de sefial de unién transmembranal a quinasa
AgrC vy lo activa, subsecuentemente se somete a una transautofosforilacién y
transfiere el fosfato a AgrA, que es el regulador de la respuesta. La proteina AgrA
fosforilada activa al promotor P2, de tal modo que completa la autoinduccién de la
activacion del circuito. AgrA regula el sistema quorum-sensing a través del
promotor P2; ademas, regula el promotor P3 que transcribe a RNAIII, la molécula
efectora del sistema Agr. RNAIIl inhibe la expresion de proteinas de superficie,
genes y promotores de la expresién de la exotoxina hemolitica (Novick et al.,
1993; Pader et al., 2014; Vuong et al., 2000).




En las SCVs el sistema quorum-sensing esta disminuido debido a que la
densidad de crecimiento no es suficiente para activar el sistema Agr, ademas
RNAIIl estd ausente; ésto es interesante porque S. aureus expresa RNAIIl de
manera basal en la fase de crecimiento exponencial (Proctor et al., 2006). RNAIII
regula la produccion de toxinas y proteasas y regula negativamente las adhesinas;
por lo que en las SCVs existe una disminucion en la produccion de toxinas y
hemolisinas (Gordon et al., 2013; Kahl et al., 2014). Sin embargo, en algunas
SCVs las proteinas de union a fibronectina (FNBP) se ven sobreexpresadas,
siendo esto de manera independiente al sistema Agr (Vaudaux et al., 2002). De
manera que, en las SCVs que tienen disminuido el sistema Agr, se ve
potencializado el factor sigma B (SigB) que resulta en una fuerte expresion de
proteinas de superficie y en la ausencia de la produccién de citolisinas (Novick,
2003; Painter et al., 2015). Ademas, SigB esta asociado con la baja densidad de
crecimiento de las SCVs y un incremento en la formacién de biofilm con respecto a

las cepas silvestres de S. aureus (Tuchscherr et al., 2015).
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Figura 3. Esquema del sistema Agr (azul) y de la familia de proteinas SarA
(naranja). El locus agr estad constituido por dos componentes de transcripcion
divergente llamados RNAIl y RNAIIl, cuya transcripcion depende de los
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promotores P2 y P3, respectivamente. RNAII forma parte de un operdn de cuatro
genes, agrBDCA. agrD es el precursor del péptido autoinductor (AIP), que es
procesado y exportado a través de AgrB, esté tiene funciones cataliticas como una
cistein-endopeptidasa para generar un intemediario acil AgrB-AgrD, que sufre una
trans-tioesterificacion resultando en la liberacion/regeneracion de AgrB. En la
concentracion umbral, AIP se une al receptor AgrC que esta unido a la membrana
con un sensor histidina cinasa. La union de AIP activa la cinasa AgrC, resultando
en una fosforilacion del regulador de respuesta AgrA y la activacion de los
promotores P2 y P3. La familia de proteinas SarA abarca al menos 10 reguladores
transcripcionales que inician cascadas de complejos moleculares que regulan la
expresion de numerosos sistemas de virulencia. La activacion o represion en
Gltima instancia afecta la expresion de ARNIII y se considera una molécula
efectora de la virulencia de S. aureus (Modificado de Gordon et al., 2013).

El fenotipo SCV es inestable, por lo que en algunas cepas este puede
revertir con frecuencia al fenotipo normal (Baumert et al., 2002). Las SCVs de S.
aureus pueden estar particularmente relacionadas con la persistencia,
supervivencia y resistencia en células hospederas. Se ha demostrado que las
SCVs pueden sobrevivir en células fagociticas profesionales y no profesionales
(Alexander et al., 2001). Ademas estas variantes son de dificil tratamiento con
antibiéticos convencionales, ya que se ha encontrado que las SCVs presentan de
8 a 16 veces mas resistencia a los aminoglucésidos (ej. estreptomicina,
kanamicina y gentamicina) respecto a la cepa silvestre (Neut et al., 2007). Esto se
ha atribuido a que las SCVs presentan un desacoplamiento en la cadena
respiratoria que reduce el ingreso de estos farmacos a las células bacterianas, ya
gue éste ocurre a través del transporte activo, el cual es dependiente del potencial
de membrana. Ademas, las SCVs tienen afectada la enzima catalasa lo que
interfiere con el metabolismo oxidativo y la absorcion de los aminoglucésidos
(Taber et al.,, 1987; Vestergaard et al., 2016). Aunado a lo anterior, el bajo
crecimiento de las SCVs, y por consiguiente una baja sintesis de la pared celular,
reduce la eficacia de los farmacos que acttuan a nivel de pared celular como las

penicilinas y cefalosporinas (Looney, 2000).
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2.5 Infecciones causadas por SCVs de S. aureus

La subpoblacién de crecimiento lento de S. aureus (SCVs) se ha reportado
desde hace poco méas de 100 afios, pero no habian sido objeto de estudio debido
a que no son facilmente detectadas por los andlisis de laboratorio convencionales
(Johns et al., 2015; von Eiff et al., 2006). En afos recientes las SCVs de S. aureus
han cobrado relevancia debido a que se han relacionado con la habilidad de
persistir intracelularmente, siendo recuperadas de pacientes con condiciones
predisponentes como osteomelitis y fibrosis quistica, observdndose el mismo
fenotipo y una reincidencia de la enfermedad, aun con el tratamiento
antimicrobiano adecuado (Harris et al., 2006; von Eiff et al., 2006). En este mismo
sentido, las SCVs pueden ser recuperadas de infecciones en la piel, endocarditis,
artritis séptica, todas estas enfermedades tienen la caracteristica de ser cronicas y
ser tratadas con aminoglucésidos para su control (Bhattacharyya et al., 2012;
Glaser et al., 2014).

En las dltimas décadas, las SCVs se han relacionado también con
enfermedades crénicas en animales como la mastitis bovina, la cual es una
enfermedad persistente y de dificil tratamiento, principalmente causada por S.
aureus (Atalla et al., 2008). Sin embargo, los estudios aun son incipientes y
existen pocos reportes donde se asocian las SCVs con esta enfermedad.
Adicionalmente, no existen reportes donde se evalle si la formacion de biofilm
favorece la persistencia de la enfermedad en bovinos, por lo que resulta relevante

el estudio de este mecanismo.

2.6 Mastitis bovina

La mastitis bovina es una de las enfermedades méas costosas dentro del
sector ganadero ya que afecta la salud del animal, reduciendo la cantidad y
calidad de la leche (Millogo, 2010). La mastitis bovina puede ser de origen
infeccioso o traumatico, principalmente se presenta en la etapa de lactancia y
durante el periodo seco. La mayoria de las infecciones se generan cuando los
microorganismos cruzan las barreras fisicas del canal de pezén. Una vez dentro

de la cisterna del pezén, los microorganismos se multiplican y se establecen en el
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tejido de la glandula mamaria (ej. epitelio y endotelio) si la respuesta inmune
innata es insuficiente (Kerro Dego et al., 2002).

La mastitis bovina, de acuerdo a los signos, se puede clasificar en clinica y
subclinica (Ferraro et al., 1999). La mastitis clinica se presenta en forma aguda o
cronica; en la etapa aguda se observa una ubre enrojecida, hinchada y con dolor,
ademas de una disminucion de la producciéon de leche; la forma crénica se
manifiesta por cambios morfolégicos como el aumento del tejido glandular y en la
palpacion (Aitken et al., 2011). La mastitis subclinica no presenta signos visibles
(inflamacién en la ubre); sin embargo, disminuye la produccién de la leche y el
conteo de células somaticas se encuentra elevado (mayor a 200 mil células
somaticas). En la mastitis subclinica el principal patdgeno aislado es S. aureus
(L6pez Meza et al., 2006). Se ha reportado que esta bacteria se internaliza en las
células del epitelio mamario bovino (CEMB) confiriendo cronicidad a la
enfermedad, lo que favorece que la bacteria evada la terapia microbiana y el
sistema inmune de la vaca. Se considera que de los casos de mastitis bovina que
se presentan en los hatos, los antibiéticos solo pueden curar un 20%-70% en el
periodo seco de la vaca y un 10-30% de los casos en periodo de lactacion (Kerro
Dego et al., 2002).

2.7 Respuesta inmune innata de las CEMB durante la infeccion por S. aureus

silvestre y SCVs

La principal funcion del sistema inmune es el proteger al hospedero de
agentes que provocan dafio como infecciones causadas por una diversidad de
patdgenos, en vertebrados éste se divide en sistema inmune adaptativo y sistema
inmune innato. El sistema inmune adaptativo es caracterizado por la produccion
de anticuerpos al reconocer antigenos propios del patdégeno, generando
especificidad; aunque esta respuesta es generada después de dias del evento de
infeccion. Para que se presente una respuesta inmune adaptativa se requiere la
activacion de la respuesta inmune innata (Hernandez-Urzta y Alvarado-Navarro,
2001; Quintin et al., 2014). La respuesta inmune innata es una respuesta rapida

ante el reconocimiento de un patdgeno, éste se presenta por receptores de
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reconocimiento de patdogenos (PRR) presentes en las células del hospedero (ej.
Receptores Tipo Toll (TLRs)), los cuales reconocen patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP). Estos patrones constituyen un conjunto de
moléculas conservadas y compartidas por una gran variedad de microorganismos

y pueden estar presentes en la superficie (Pereyra et al., 2014).

Especificamente los componentes de la respuesta inmune innata en la
glandula mamaria bovina incluyen barreras fisicas, como el esfinter del pezén;
barreras quimicas, como la queratina del canal del pezon; factores solubles como
la lactoferrina, lisozima, proteinas del complemento, citocinas y quimiocinas.
Ademas, participan células fagociticas profesionales como neutréfilos, eosindfilos
y células asesinas naturales (NK), y células fagociticas no profesionales como los
fibroblastos, el endotelio y CEMB (Rainard y Riollet, 2006; Zecconi et al., 2013).

En el caso de la mastitis bovina, las CEMB juegan un papel importante en la
respuesta inmune innata al reconocer a S. aureus a través de receptores tipo Toll,
particularmente TLR2, esto conduce a un incremento en la expresion de citocinas
pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) e interleucina 13
(IL-1B), de quimiocinas como interleucina 8 (IL-8) y RANTES (quimiocina de
regulacion por activacion expresada y secretada por los linfocitos T) para atraer
neutréfilos  al sitio de infeccion, y como resultado, favorecer el proceso
inflamatorio (Nishimura et al., 2003; Oviedo-Boyso et al., 2007; Magro et al., 2017).
Aunado a esto se pueden producir también citocinas anti-inflamatorias como la
interleucina 10 (IL-10) para regular el dafio tisular (Alva-Murillo et al., 2014).
Aunque también se producen otros moduladores de la inmunidad innata como los
péptidos antimicrobianos (ej. péptido antimicrobiano traqueal, péptido
antimicrobiano lingual), que pueden atacar al patégeno cuando se encuentra fuera
de la célula o en el endosoma formado tras la fagocitosis por parte de la célula
hospedera (Tomasinsig et al., 2010; Alva-Murillo et al., 2013).

En las CEMB se ha demostrado que S. aureus puede inhibir la respuesta
inmune innata al apagar factores transcripcionales involucrados en la misma como
NF-xB, E2F-1, EGR o MEF-1 (Alva-Murillo et al., 2015). Sin embargo, se
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encuentra activado el factor AP-1 lo que se relaciona con la expresion de los
genes que codifican para los péptidos antimicrobianos TAP, LAP, BNBD5, BNBD4;
ademas se encuentra disminuida la secrecion de citocinas pro-inflamatorias como
IL-6 e IL-1B e inducida la expresion de IL-10 y TNF-o, promoviendo un estado
antiinflamatorio en las CEMB, lo cual pudiera favorecer el establecimiento de

infecciones crénicas (Alva-Murillo et al., 2015; Alva-Murillo et al., 2017).

Respecto a las SCVs de S. aureus, no se han realizado estudios donde se
evalue la regulacion que ejercen sobre la respuesta inmune innata en las CEMB.
Sin embargo, se ha evaluado el efecto de la SCV WCH-SK2 sobre la respuesta
inmune innata en células humanas de epitelio de pulmoén NuLi-1 comparada con la
infeccion de la cepa silvestre WCH-SK2. La infeccion por la cepa silvestre induce
un perfil pro-inflamatorio (IL-1B, IL-6 e IL-12), ademas de activar factores de
remodelacion de tejidos y la induccion del ARNm de TLR2, a diferencia de la SCV

que solo induce la sobre expresion de TLR2 (Ou et al., 2016).
2.8 S. aureus induce apoptosis en las CEMB

La apoptosis, o también llamada muerte celular programada, es un proceso
genético y bioquimico, en el cual se regula la morfogénesis, la defensa del
hospedero y la homeostasis en todos los tejidos (Sun et al., 1999). Las caspasas
son una familia de cisteinproteasas que median la apoptosis que puede ser
inducida por varios estimulos (Lamkanfi et al., 2002). Se han descrito dos rutas de
apoptosis donde se encuentran involucradas las caspasas: la via intrinseca y la

via extrinseca.

La via intrinseca involucra la liberacion del citocromo C de la mitocondria,
que interactia con Apaf-1 y dATP para promover la auto activacion de la pro
caspasa-9, activando efectores como las caspasa 3, 6 y 7, esta via usualmente es
desencadenada por sefiales de estrés, dafio al ADN y niveles altos de especies
reactivas de oxigeno (Ricci y Zong, 2006). La via extrinseca inicia por la unién de
un ligando a receptores de la superficie celular (CD95/FAS/APO-1/TNF). El

complejo de receptores y ligandos reclutan moléculas adaptadoras como Fas-
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dominio asociado a muerte (FADD) y activan a la caspasa 8 (Yin et al., 2000). En
algunas células la activacion de la caspasa 8 es suficiente para activar
directamente la caspasa 3, mientras que en otras células la caspasa 8
indirectamente media la activacion de la caspasa 3 a través de la union de Bcl2,
un miembro de la familia Bid, lo que induce la liberacion del citocromo C de la
mitocondria, ligAndose asi la apoptosis extrinseca con la intrinseca (Labbé y
Saleh, 2011). Después de la activacion, las caspasas de adhieren a varios
sustratos celulares (ej. PARP), dando como resultado protuberancias en la
membrana, condensacion de la cromatina y la formacion de cuerpos apoptoticos
(Ricciy Zong, 2006).

Se ha reportado que la infeccién provocada por S. aureus en las CEMB
puede activar la apoptosis, ésta es inducida por el dafio que este patégeno
produce en la glandula mamaria. Para la activacion de la apoptosis en las CEMB
por S. aureus es necesaria la sobrerregulacion de Fas y FADD, sucesivamente se
activa la caspasa 8 y caspasa 3, dando como resultado la liberacion de citocromo
C de la mitocondria al citoplasma (Andreotti et al., 2016; Hu et al., 2014). Respecto
al efecto de las SCV sobre la apoptosis en las CEMB, existe un reporte de un caso
cronico de mastitis bovina donde se aislaron dos cepas de S. aureus, una de ellas
con fenotipo de SCV. Cuando se infecté con esta SCV un cultivo primario de
CEMB y se evalud la induccion de apoptosis, se encontré que la SCV disminuye la
apoptosis en un 30% en las CEMB, respecto a la apoptosis inducida por la cepa
silvestre (Zhu et al., 2016). Este es el Unico estudio hasta el momento donde se

evalla la induccién de apoptosis en las CEMB bajo la infeccién de una SCV.
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3. ANTECEDENTES

Las SCVs de S. aureus se han asociado directamente con la mastitis bovina
subclinica; no obstante, los estudios realizados al respecto son pocos. En un
estudio experimental donde se analizaron 11 muestras de leche con mastitis
bovina cronica, se identificaron SCVs después de 48 h de incubacién de las
muestras en agar Columbia suplementado con 5% de sangre de oveja. A partir de
estos resultados los autores asocian a las SCVs con la persistencia de la mastitis
bovina, y con el uso de gentamicina como herramienta terapeutica (Atalla et al.,
2008). Posteriormente, el mismo grupo de trabajo demostro la capacidad de las
SCVs para persistir intracelularmente debido a que no son percibidas por el
sistema inmune de la vaca, ya que no fueron detectadas por los anticuerpos 1gG1
e 1gG2, ésto se relaciond con la capacidad de las SCVs para reprimir la expresion
de exoproteinas y toxinas (Atalla et al., 2010). Por otro lado, se reportd que a
tiempos tempranos de la infeccion, las SCVs pasan desapercibidas por el sistema
inmune del bovino, ya que hasta el dia 21 después de la infeccion se detectd en
suero de leche la presencia de la citocina IL-8, IFN-y y TGF-, lo cual favorece la
persistencia intracelular de las SCVs (Kim et al., 2011).

En otro estudio en leche de bovinos se aislaron dos cepas de S. aureus que
generaban SCVs, con las cuales se realizaron ensayos de persistencia a las 0.5,
3, 9y 12 h, interesantemente los autores reportaron la recuperaciéon de UFC de
SCVs después de eliminar las bacterias que no internalizaron con lisostafina;
ademas, midieron la inducciébn de apoptosis y encontraron que las SCVs
disminuyen la apoptosis en un 30% en las CEMB respecto a la inducida por la
cepa silvestre (Zhu et al., 2016).

Buscando alternativas para eliminar la infecciéon por S. aureus, Coté- Gravel
y colaboradores (2016) generaron una doble mutante de S. aureus en los genes
hemB y vraG dando lugar a una SCV. Al administrar esta doble mutante de
manera subcutanea a ratones, encontraron que se puede inmunizar en contra de
infecciones intramamarias causadas por S. aureus de diferentes cepas,
observandose un incremento en las IgG que permitia una deteccidon mas rapida de

la infeccion y la resistencia a dosis letales con cepas mas virulentas de S. aureus.
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Sin embargo, aun no se han hecho estudios similares en glandula mamaria de
vacas; ademas, como efecto secundario de la vacuna se observo una inflamacion
en el lugar de la inyeccion (Coté- Gravel et al., 2016).

Dentro de nuestro grupo de trabajo se han evaluado diversas moléculas
inmunoreguladoras como posible tratamiento para la mastitis bovina, entre ellas
acidos grasos de cadena corta (AGCC) que puedan ayudar a la eliminacion de S.
aureus. En el caso del AGCC butirato de sodio (0.5 mM), éste disminuyo la
internalizacion (~50%) de S. aureus ATCC27543 en las CEMB, y actla como un
inmunomodulador al favorecer la expresion del gen del péptido antimicrobiano
traqueal (Ochoa-Zarzosa et al., 2009). Sin embargo, los resultados indican que a
pesar de que los AGCC inhiben la internalizacion de S. aureus en las CEMB,
algunas de las colonias recuperadas mostraron una similitud con el fenotipo de
SCVs; pero no se han realizado estudios que confirmen dicha informacion, y
también se desconoce si estas persisten intracelularmente en dichas células. Por
lo anterior, el objetivo de este trabajo fue generar y caracterizar una SCV de la
cepa ATCC27543 de S. aureus y evaluar su persistencia intracelular en las CEMB.
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4. JUSTIFICACION

Las SCVs de S. aureus se asocian con infecciones cronicas recurrentes en
pacientes con tratamiento antimicrobiano convencional (Sendi y Proctor, 2009),
por lo que es de interés el estudio de estas variantes fenotipicas. Ademas, estas
SCVs tienen la capacidad de disminuir la produccion de a-toxina, logrando pasar
desapercibidas por el sistema inmune del hospedero, favoreciendo la formacion de
un biofilm mas robusto, presentando una actividad disminuida del sistema Agr e
incrementando la expresion del factor sigma B, lo que se traduce en una fuerte
expresion de proteinas de superficie y una disminucion en citolisinas (Kahl et al.,
2014). Lo anterior podria ser una estrategia bacteriana para persistir en el interior
de la célula hospedera, dando origen a infecciones cronicas y de dificil manejo.
Adicionalmente, estas SCVs tienen una alta resistencia a antibidticos,
principalmente a los aminoglucdsidos como la gentamicina, que son empleados

comunmente para el tratamiento de la mastitis bovina (Painter et al., 2015).

En el caso de los bovinos existen pocos reportes que asocian a las SCVs
de S. aureus con la mastitis crénica y recurrente. Por lo cual es importante
caracterizar una SCV generada a partir de la cepa S. aureus ATCC27543 aislada
de un caso clinico de mastitis bovina; ademas de evaluar in vitro su persistencia

intracelular en las CEMB.
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5. HIPOTESIS

La cepa de Staphylococcus aureus ATCC27543 produce variantes de
colonia pequefia, las cuales persisten intracelularmente en células de epitelio

mamario bovino.
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6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Aislar y caracterizar una variante de colonia pequefia de Staphylococcus
aureus ATCC27543, y evaluar su persistencia intracelular en células de epitelio

mamario bovino.
6.2 Objetivos especificos

1. Aislary caracterizar una variante de colonia pequefa de Staphylococcus
aureus ATCC27543.

2. Evaluar la persistencia intracelular de la variante de colonia pequefia de
S. aureus ATCC27543 en las células de epitelio mamario bovino.

3. Evaluar la induccién de apoptosis en las células de epitelio mamario
causada por la infeccion de la variante de colonia pequefia de S. aureus
SCV-ATCC27543.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Reactivos y cepas

Se utilizdé una cepa certificada de S. aureus ATCC27543 con la capacidad
de internalizar en epitelio y endotelio bovino (Gutiérrez-Barroso et al., 2008). La
variante SCV de esta cepa se generd utilizando una concentracion subinhibitoria
(1 pg/ml) de gentamicina (AMSA), este antibidtico es utilizado en el tratamiento de

la mastitis bovina (De Oliveira et al., 2000; du Preez et al., 2000).

8.2 Induccidn de variantes de colonia pequefia

Se prepar6 caldo soya tripticaseina (BD Bioxon) con gentamicina (1 pg/ml).
En 50 ml de caldo se inocul6 una colonia de S. aureus ATCC27543 y se cultivd a
37°C a 180 rpm por 24 h. Posteriormente se tomaron 20 pl del cultivo bacteriano y
se inocularon en otros 50 ml de caldo con antibiético, y se crecié a 37°C a 180 rpm
por 24 h. Después, se distribuyeron alicuotas (200 ul) del cultivo en cajas de agar
sangre y agar soya tripticaseina (BD Bioxon), suplementados con 1 pg/ml de
gentamicina. Las posibles SCVs se identificaron realizando subcultivos en agar

sangre evaluando su estabilidad fenotipica.

8.3 Pruebas de estabilidad de las variantes de colonias pequefias

Se realizaron cinéticas de crecimiento de la SCV en caldo infusion cerebro
corazon (Becton Dickinson) sin gentamicina. Para ello, se inoculd una colonia en
25 ml de caldo y se crecieron a 37°C a 180 rpm. El tiempo de generacion de las
posibles variantes y de la cepa silvestre se determiné midiendo la DO a 595 nm en
un espectrofotometro (Bio Rad iMark) cada 4 h por 24 h y usando la siguiente
formula: Gt=t/3.3lg(b/B), donde t: tiempo (min), b: densidad Optica, B: densidad

oOptica inicial.

8.4 Pruebas de identificacion de las variantes de colonias pequefias
Las pruebas bioquimicas para la identificacion de la SCV (actividad

hemolitica, fermentacion de manitol) se realizaron de la siguiente manera:
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Actividad hemolitica: La medicidon se realizd directamente en cajas de agar

sangre preparadas con base de agar sangre (BD Bioxon), suplementado con 5%
de sangre de cordero. Las cajas se inocularon estriando el cultivo de la clona
SCVs-ATCC27543 en medio soya tripticaseina con 1 ug/ml de gentamicina por 24
h a 37°C. Se utiliz6 como control a S. aureus ATCC27543 cultivado en cajas con
medio LB durante toda la noche y se incubaron por 24, 48 y 72 h a 37°C.
Posteriormente se observo el radio de hemodlisis directamente en la caja de agar
sangre, determinando la presencia o ausencia del halo de hemodlisis.

Fermentacion de manitol: Se distribuyé una colonia de las posibles SVC en

cajas de agar sal y manitol (BD BIOXON), las cuales se incubaron a 37°C por 24,
48 y 72 h. Después de estos tiempos se observo el cambio de coloracién del agar.
Los estafilococos coagulasa positiva fermentan el manitol y se visualizan como
colonias amarillas rodeadas de una zona del mismo color. Los estafilococos que
no fermentan el manitol se visualizan como colonias rojas, rodeadas de una zona

del mismo color o purpura.

Pruebas de auxotrofismo: Se prepararon cajas de agar soya tripticaseina

suplementadas con menadiona (10 pg/l) o timidina (100 pg/l). Para las
evaluaciones se inocul6 en las cajas una colonia de las posibles SCVs, y luego se
incubaron a 37°C por 24, 48 y 72 h. Al final de los tiempos de incubacion se

observo la reversion del fenotipo SCV al de la cepa silvestre.

8.5 Extraccién de ARN y analisis de la expresion de genes de virulencia de S.
aureus

Para la evaluacién de la expresion de genes de virulencia se realiz6 una
extraccion del ARN total de la clona SCV y la cepa silvestre. En el caso de la cepa
silvestre las extracciones se realizaron a las 2 y 24 h de cultivo. Para la clona
SCV, las extracciones fueron a 24 y 48 h. Estos tiempos corresponden a la fase
exponencial y estacionaria de crecimiento, respectivamente. La extraccion de ARN
total se realiz6 con Trizol de acuerdo con las indicaciones del proveedor (TRIzol
Reagent, Life Technologies). La sintesis de ADNCc se realiz6 con el kit First Strand

cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) utilizando “random primers” (hexameros,
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Invitrogen). Se realizd la amplificacion de los genes 16S y nuc por PCR en punto
final para corroborar la integridad de ADNCc y verificar que éste perteneciera a S.
aureus. Los niveles de expresion de genes reguladores y de factores de virulencia
de S. aureus se establecieron mediante gPCR a través del método comparativo
(AACt) en un termociclador StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Las reacciones se
llevaron a cabo con el kit Master Mix USB VeriQuest (Affimetrix). Se utilizé el gen
16S como control enddgeno. Las caracteristicas de los oligonucléotidos

especificos utilizados en este estudio son mostradas en la tabla 1.

Tablal. Oligonucledtidos que fueron utilizados en este trabajo.

Primer Secuencia 5°-3° Tm Tamafio Referencias
del
amplicon
(pb)
16S D TATGGAGGAACACCAGTGGCGAAG Klein et al.,
2012
R TCATCGTTTACGGCGTGGACTACC 50°C 260

RNAII D GCATTTATTGGGGCATTGTATT

R GTGCCGGTCCCTCTTCTTTTAT 55°C 196 Este estudio
AgrA D TGCGAAGACGATCCAAAACAA

R CCAACTGGGTCATGCTTACGAA 60°C 203 Este estudio
FnbpA D CGACACACCTCAAGACAATAGCGG

R TGTGGCTTACTTTCTGATGCCGTTC 59°C 192 Este estudio
Nuc D GACTATTATTGGTTGATCCACC

R GCCTTGSCGAACTAAAGCTTCG 54°C 267 Brakstad et
al., 1992
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8.6 Evaluacién del metabolismo de sustratos Unicos (Biolog)

La clona SCV se cultivd en cajas de agar soya tripticaseina con 1 ug/ml de
gentamicina por 24 h a 37°C. Se utilizé como control a S. aureus ATCC27543
cultivado en cajas con medio LB. A continuacion se prepar6 un fluido de
inoculacién bajo las indicaciones del proveedor GN/GP/IF/
(BiOLOG MicroStation™), a dicho fluido se le agregaron 3 gotas de tioglicolato de
sodio concentrado (7.6%) para una concentracion final de 5 mM. Con el fluido de
inoculacién el cultivo se ajusté en un turbidimetro (Biolog 21907) a una
transmitancia del 20% +/- 2%. Posteriormente se colocaron 150 pl del in6culo
preparado en una caja de 96 pozos en las microplacas GP2. Las microplacas GP2
contienen 96 sustratos que se dividen en grupos: aminas y amidas (4 pozos),
polimeros (7 pozos), carbohidratos (41 pozos), acidos carboxilicos (16 pozos),
aminoacidos (8 pozos) y varios (20 pozos). Después, las placas se incubaron a
37°C, realizando lecturas a 590 y 750 nm a las O, 4, 8, 12, 24, 36 y 48 h
posteriores a la incubacion en la unidad Biolog MicroStation, utilizando el

programa Microlog 3 Release 4.20.

8.7 Evaluacion de la formacion de biofilm

Técnica por cristal violeta. Una colonia de la clona SCV fue cultivada en

caldo tripticaseina de soya con 1 ug/ml de gentamicina a 37°C, 180 rpm por 24 h.
La cepa silvestre S. aureus ATCC27543 fue utilizada como control, la cual se
cultivé en caldo LB a 37°C, 180 rpm por 16 h. Posteriormente se ajusto la DOsgs de
los cultivos a 0.2, luego se colocaron 150 ul de cada uno en una placa de 96
pozos (Corning) o en micro placas de Biolog GP2 (BiOLOG) y se incubaron por 24
y 48 h a 37°C. Pasado el tiempo de incubacién se removié cuidadosamente el
medio de cultivo, lavando 3 veces con buffer PBS (buffer salino de fosfatos), se
afadieron 150 ul de cristal violeta 0.4% y se incub6 por 10 min. Finalmente, se
retird el sobrenadante y se lavd 3 veces con buffer PBS, se afiadié 150 ul &cido
acetico 33% y se realizo la lectura a 595 nm en un equipo iMark microplate reader
(Bio-Rad).
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Técnica por MTT. Las bacterias fueron crecidas como se indicé en el

apartado anterior. Se ajusto la DOsgs a 0.2 y se colocaron 200 ul de cada uno de
los cultivos en una placa de 96 pozos (Corning) y se incub6 a 37°C por 24 y 48 h.
Una vez cumplidos los tiempos se removié el medio de cultivo, se lavo 3 veces
con buffer PBS y posteriormente se afiadié 10 ul de MTT (5 mg/ml) (Bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, Sigma) y se incubé durante 2 h.
Finalmente, se adiciond 200 pl de isopropanol: HCI (19:1) y se realizé la lectura a

595 nm en el equipo iMark microplate reader (Bio-Rad).

8.8 Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

Para determinar la susceptibilidad microbiana de la clona SCV y la cepa
silvestre se utilizaron sensidiscos con diferentes antibioticos. La clona SCV-
ATCC27543 fue crecida en caldo soya tripticaseina (BD Bioxon) con gentamicina
(1 pg/ml) y la cepa silvestre fue crecida en caldo LB, ambas a 37°C, 180 rpm
durante toda la noche. Después la DOsgs fue ajustada a 0.1 y se distribuyeron 200
pul en placas de agar Muller-Hinton. A continuacion se colocé un sensidisco

(BIORAD, Multidiscos Gram positivos Il) como se especifica en la Tabla 2.

Tabla 2. Antibidticos usados en las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.

Agente Concentracién Diametro de halo de inhibicién

antimicrobiano g

(mm)

R | S
Ampicilina (AM) 10 28 - =229
Cefalotina (CF) 30 <14 15-17 218
Cefotaxima 30 <14 15-22 223
(CTX)
Cefepime (FEP) 30 <14 15-17 =218
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Cefuroxima 30 <14 15-22 >23
(CXM)

Dicloxacilina 1 <10 11-12 213
(BC)

Eritromicina (E) 15 <13 14-22 223
Gentamicina 10 <12 13-14 215
(GE)

Levofloxacina 5 <13 14-16 217
(LEV)

Pencilina (PE) 10U 28 0 =229
Tetraciclina (TE) 30 <14 15-18 219
Trimetropim- 25 <10 11-15 216
(SXT)

Sulfametoxazol

En la tabla se muestran los diametros de los halos de inhibicion donde R=resistencia
I=intermedio y S= sensible. Multidisco Gram Positivos 1l CAT 71080480-BIO-RAD.

8.9 Cultivo primario de CEMB

Las células de epitelio mamario bovino fueron obtenidas del tejido alveolar
de la ubre de una vaca lactante libre de mastitis, las cuales fueron aisladas y
cultivadas como se ha descrito previamente (Anaya et al., 2006). Para el estudio se
utilizaron solo células de pasajes 4-7. Las CEMB se cultivaron en cajas de Petri
(Costar-Corning) con un medio minimo esencial de Dulbecco (DMEM/F12, Sigma),
suplementado con penicilina-estreptomicina (100 U/ml 'y 100 pug/ml,
respectivamente, Gibco), 10% de suero fetal bovino (Sigma), insulina e
hidrocortisona (10 pg/ml respectivamente, Sigma).
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8.10 Evaluacién de la persistencia intracelular de S. aureus en las CEMB

La persistencia de la clona SCV de S. aureus en las CEMB fue evaluada
mediante ensayos de proteccién con gentamicina. Para ello, las células fueron
crecidas en cajas de 24 pozos hasta una confluencia del 60%, luego se infectaron
con la bacteria durante 2 h. Se evaluaron las siguientes multiplicidades de
infeccion (MDI): 10:1, 20:1, 30:1, 50:1 y 100:1 (bacterias por célula). Después de la
infeccion, las CEMB fueron lavadas con PBS (pH 7.4) tres veces, y se adiciond
gentamicina (80 pg/ml) en medio F12/DMEM con 1% de suero fetal bovino, por 1,
24, 48 y 72 h. El medio con gentamicina fue reemplazado cada 24 h. Finalizados
los respectivos tiempos, las células fueron despegadas con tripsina (5 mg/ml), y se
recuperaron por centrifugacion a 10,000 rpm durante 10 min. Finalmente, las
células se lisaron con 200 pl de H,O destilada estéril y se distribuyé el total del
lisado en cajas de agar soya tripticaseina + 1 pg/ml de gentamicina, las cuales
fueron incubadas a 37°C durante 24 h. Las unidades formadoras de colonias

fueron contadas manualmente.

8.11 Evaluacién de lainduccion de apoptosis por la clona SCV-ATCC27543
La induccién de apoptosis en las CEMB infectadas con la clona SCV de S.
aureus, se analiz6 mediante el uso de anexina V (Invitrogen). Para lo cual, las
CEMB fueron cultivadas como se describié previamente. Después de la infeccidon
(30:1 bacterias/célula), las CEMB fueron lavadas con PBS (pH 7.4) tres veces, y
se adicion6 gentamicina (80 pug/ml) en medio F12/DMEM con 1% de suero fetal
bovino durante 24 y 48 h. El medio con gentamicina fue reemplazado cada 24 h.
Finalizados los respectivos tiempos, las células se despegaron con tripsina (5
mg/ml), la cual posteriormente se inactivd con medio F12K/DMEM con 10% de
suero fetal bovino. Las células fueron recuperadas por centrifugacion a 2500 rpm
durante 10 min, posteriormente fueron lavadas con 100 pl de PBS vy
resuspendidas en 100 pl de PBS. La pastilla fue recuperada centrifugando a 2500
rpm durante 10 min y se les adicion6 20 ul de buffer de anexina V (Hepes 100 mM,
NaCl 140 mM, CaCl, 2.5 mM), posteriormente se le adicion6 1 ul de anexina V
(Invitrigen) y 1 pl de 7AAD (BioLegend) (1:4 en PBS), se incubd 15 min a
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temperatura ambiente y se adiciono 80 ul de buffer de anexina V. Finalmente, la
lectura fue realizada en un citémetro de flujo Accuri C6 de Beckton-Dickinson. Los

datos se analizaron en el programa Flow Jo V10.

8.12 Anélisis de datos

Los resultados que se muestran se obtuvieron del promedio de tres
experimentos independientes por triplicado. Las comparaciones se realizaron por
medio de ANOVA con un factor post hoc Dunnet. Los valores de P <0.05 se
consideraron estadisticamente significativos. Para el andlisis de apoptosis por
citometria de flujo se realizé una prueba t de Student, comparando con el control
sin infeccion en cada tiempo. Los valores de P <0.05 se consideraron
estadisticamente significativos. Para el analisis de RT-gPCR se tomaron como
significativamente diferentes la expresion de ARNm cuyos valores fueran mayores
a 2 y menores a 0.5 (Morey et al.,, 2006). Los datos de RT-gPCR fueron

normalizados respecto al control S. aureus ATCC24573 incubado durante 2 h.
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9. RESULTADOS

9.1 Generacion de una variante de colonia pequefia de S. aureus ATCC27543

Para generar la clona SCV de S. aureus se sometio a la cepa silvestre a un
estrés inducido con gentamicina, de acuerdo a lo descrito en la seccion de
metodologia. Las colonias recuperadas a partir de las placas de agar fueron
seleccionadas mediante sus caracteristicas coloniales (ej. color y tamafio),
ademas del uso de pruebas bioquimicas (ej. prueba de coagulasa). En un primer
escrutinio se seleccionaron 12 posibles variantes no hemoliticas y de color blanco
(Figura 4). Sin embargo, una vez realizados los ensayos de estabilidad y reversion
del fenotipo, solo una de las posibles clonas mantuvo el fenotipo colonial SCV y un
retraso en su crecimiento. A esta clona se le denominé SCV-ATCC27543. La
estabilidad de esta clona se establecié evaluando el tiempo generacional a través
de subcultivos. La clona SCV se consider6 estable debido a que su tiempo de
generacion fue de 523 min, el cual fue ~4 veces mayor respecto a la cepa silvestre
(119 min); esta es una de las caracteristicas que distingue a las SCV (Figura 5).
Este resultado fue la primera evidencia de que se habia seleccionado una SCV
estable de S. aureus ATCC 27543.

a) S. aureus ATCC27543 b) S aureus ATCC27543

SCVs

Figura 4. Generacion de la clona SCV de Stapylococcus aureus ATCC27543.
La bacteria fue crecida a 37°C en caldo LB con 1 ug/ml de gentamicina durante 48
h. a) Agar sangre suplementado con 5% de sangre de cordero por 72 h. b) Agar
TCS con 1 pg/ml gentamicina por 72 h.

30




-~ S. aureus ATCC27543
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Figura 5. Prueba de estabilidad de la clona SCV de S. aureus ATCC27543. La
clona SCV se cultivd en caldo infusién cerebro corazon (BHI) midiendo la D.O.
cada 4 horas por 24 h. La cepa silvestre S. aureus ATCC 27543 fue utilizada como
control. Cada punto representa el promedio de triplicados + desviacion estandar
de dos experimentos independientes.

9.2 Caracterizacion de la clona SCV-ATCC27543

Una vez seleccionada la clona SCV-ATCC27543, se realizaron distintas
pruebas bioquimicas con el fin de caracterizarla. Se inici6 con la prueba de
hemolisis en placas de agar sangre suplementado con 5% de sangre de oveja.
Los resultados mostraron que la clona SCV generaba hemdlisis hasta las 48 h, a
diferencia de la cepa silvestre, la cual desde las 16 h ya presentaba hemdlisis
(Figura 6a). Después se evaluo la fermentacion de manitol en placas de agar sal
manitol, observando que la clona SCV no ferment6 manitol ya que solo se
presentaron colonias rojas rodeadas de una zona del mismo color hasta
tonalidades purpura (Figura 6b). Ademas, se observo la falta de pigmentacion de
la clona SCV, a diferencia del color dorado caracteristico de la cepa silvestre.
Asimismo, el tamafio de la colonia de la clona SCV fue ~10 veces menor respecto

a la cepa silvestre (Figura 6c¢).
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Para determinar el tipo de auxotrofismo de la clona SCV-ATCC27543 se
cultivd la bacteria en placas de agar soya tripticaseina suplementado con 100
pg/ml de timidina y 2 pg/ml de menadiona de manera independiente. En el caso de
timidina la clona SCV no revirtié su fenotipo, lo que indica que esta no presenta
alteraciones en la ruta de sintesis de esta molécula (Figura 6d). Sin embargo, al
crecer la clona SCV en presencia de menadiona se observo una reversion del

fenotipo, lo que indica que la clona tiene alterada la ruta de sintesis de menadiona
(Figura 6e).

2
-

S. aureus ATCC27543

€¥GlZDoL1vY Snaine 'S

SCV-ATCC27543 SCV-ATCC27543

L
L8

S. aureus ATCC27543
€¥G.2OD1V-ADS
€VGL2OD1V-ADS

€¥G12001V-ADS
S. aureus ATCC27543
S. aureus ATCC27543

Figura 6. Caracterizacion de la clona SCV-ATCC27543. Las bacterias fueron
crecidas a 37°C en: a) agar sangre suplementado con 5% de sangre de cordero
(hemdlisis) por 24 h; b) agar sal manitol (fermentacién de manitol) por 48 h; c)
agar TCS 1 pug/ml; d) agar TCS + 100 pug/ml timidina (auxotrofismo en timidina) por
72 h; e) agar TCS + 2 pg/ml menadiona (auxotrofismo en menadiona) por 72 h.
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9.3 Evaluacion de la expresion de genes de virulencia en la clona SCV-
ATCC27543

Continuando con la caracterizacion de la clona SCV-ATCC27543, se evalud
la expresion de los genes de virulencia relacionados con el fenotipo SCV. La
identidad de la clona fue corroborada analizando la expresion del gen nuc, el cual
es utilizado para identificar a S. aureus. Mediante PCR en punto final se obtuvo el
amplicon esperado para este gen (267 pb), con lo cual se demostré que la clona
pertenece a S. aureus (Figura 7a).

Posteriormente, la expresion de los genes agrA, RNAIIl y fnbpA en la clona
SCV-ATCC27543 fue evaluada por gPCR (Figura 7). Se utiliz6 como control la
cepa silvestre S. aureus ATCC27543. Las evaluaciones se realizaron a las 2y 24
h de cultivo para la cepa silvestre, y durante 24 y 48 h para la clona SCVs. Los
resultados mostraron que la expresion del gen agrA en la clona SCV-ATCC27543
disminuy6 ~98% a las 24 h, y ~99% a las 48 h, respecto a la cepa silvestre (2 h de
cultivo) (Figura 7b). Asimismo, la expresién del gen RNAIIl no se modifico
significativamente en la clona SCV (Figura 7c). En el caso de la expresion del gen
fnbpA, en la clona SCV-ATCC 27543 se observé una notable disminucion de la
expresion en ambas condiciones (~99%), respecto a la cepa silvestre (Figura 7d).
En conjunto, estos resultados indican que la clona SCV-ATCC 27543 presenta
disminuido el sistema Agr, lo cual soporta molecularmente el hecho de que se

trata de una variante de colonia pequefia.
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a) (1)

b)

Expresion relativa agrA
(no. veces)

c)

Expresion relativa RNAIII
(no. veces)
[+

(=] - -
o (=] (2.
I 1 1

S. aureus ATCCC27543 2 h
S. aureus ATCCC27543 24 h
SCV-ATCCC27543 24 h
SCV-ATCCC27543 24 h

010+
0.08-
0.064
0.044
0.02-
0.00-

@Eroeye
(no. veces)

-
1

Expresion relativa fnbpA

1)
(2)
(3)
4

Figura 7. Expresion de genes de virulencia en la clona SCV-ATCC27543.
Expresion de genes de S. aureus: a) Amplificaciéon por PCR del gen nuc. Carril 1)
S. aureus ATCC27543, 2 h; 2) S. aureus ATCC27543, 24 h; 3) SCV-ATCC27543,
24 h;y 4) SCV-ATCC27543 a 48 h. Andlisis de gPCR que muestra la expresion de
(b) agrA, (c) RNAIIl y d) fnbpA en S. aureus ATCC27543 alas 2y 24 h, y SCV-
ATCC27453 a las 24 y 48 h. El control corresponde a S. aureus ATCC27543 a las
2 h. Cada barra muestra la media de los duplicados y el error estandar de dos
experimentos. Se consideran significativos los valores mayores a 2 y menores a
0.5. Se utilizé el gen 16S como el control enddgeno. El simbolo (*) indica cambios

significativos en relacion con el control.
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9.4 La clona SCV-ATCC27543 tiene el metabolismo modificado respecto a la
cepa silvestre

A continuacion, se realiz6 una evaluacion de las capacidades metabdlicas
de la clona SCV-ATCC27543 respecto a la cepa silvestre mediante el sistema
Biolog GP2. Las microplacas GP2 contienen 96 sustratos que se dividen en
grupos: aminas y amidas, polimeros, carbohidratos, &cidos carboxilicos,
aminoacidos y varios. Los andlisis se realizaron a las 4,12, 24 y 48 h posteriores a
la incubacidén. Los resultados mostraron que en el caso de la clona SCV-
ATCC27543, ésta metabolizO 90 de los sustratos a las 12 h de crecimiento,
mientras que solo 76 a las 48 h. Por otro lado, la cepa silvestre S. aureus

metabolizé 84 sustratos a las 24 h y solo 69 a las 12 h (Tabla 3).

Tabla 3. Evaluacion del uso de sustratos de carbono en la clona SCV-
ATCC27543 en placas de Biolog.

Grupo quimico Sustrato SCV-ATCC27543 S. aureus ATCC2754
4h |12h | 24h |48h |4h |12h |24h |48h
Carbohidratos | Manana * * * * * * * x
N- acetiD- | = - _ _ _
glucosamina
N- acetiI-B_-D- * * * * * * * *
manosamina
L-arabinosa * * * * * * * *
D-arabitol - * * * N _ * N
Arbutin * * * * _ - * *
D-celobiosa * * * * * * * *
D-fructosa e R e o o e o ey
L-fucosa * * * * R " "
D-galactosa * * * * * *
Gentibiosa * * * * * * * N
a-D- glucosa P R, mr— x o x x e
m-inositol - * * * * * * *
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a-D-lactosa - * * * N _ * B
Lactulosa * N * * * _ * *
MaltOS a *kkk *kkkk *kkkk Fkkk *% *kk *hkk *hkhk
M a|t0tri osa *kkk *kkkk *kkkk Fkkk * *kk *hkk *hkhk
D-manitol * * * * * o x s
D_m anosa Fkk *kkkk Fkkkk *hkk * *kk *kk *kkk
D-melezitosa * * * * * * > *
D-melibiosa * * * - * _ > *
a-metil-D-galactésido * * * * - - - B
B-metil-D-galactdsido * * * * * - * *
3-metil-D-glucosa * * * * * * * *
a-metil-D-glucdsido * * * * * * * *
B'metil'D-ngéSidO * *kk Hkkk Hkkk * * * *k
a-metil-D-mandésido * * * * B N * *
Palatinosa * wx * * * * * o
D-psicosa *xkk *xkrk kkkk kkk * *kk *kk *kkk
D-rafinosa * * * * * _ * *
L-ramnosa * * - B * * * *
D-ribosa * * * * * * * *
Sedoheptulosa * * * - * * * *
D-sorbitol * * * * * * * *
Estaquiosa * * * * * * * *
Sacarosa P P P e * Py P P
D-tagatosa * * * * * * * *
D-trehalosa o e e o > o x e
Turanosa * Kk ok Hkkk * ** *kk Hkkk
Xilitol * * * B * - > m
D-xilosa * * * - * * * *
Acidos
carboxilicos D- acido galacturénico * * - - * * * *
> * * * > *

D-acido glucoénico
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Acido acético

Acido a- hidroxibutirico

Acido B- hidroxibutirico

Acido Y- hidroxibutirico

Acido P- hidroxi-

fenilacético

Acido a-cetoglutarico

Acido a- cetovalérico

Acido L- lactico

*k

*%k

*%k

Acido D- mélico

*k

*%

*%

Acido L-malico

*k

*%

*%

Acido propidnico

Acido piravico

*%

*%

Acido succinico

Acido N-  acetil-L-

glutdmico

Polimeros

Dextrina

*k

*kkk

Tween 40

Inulina

a-ciclodextrina

B-ciclodextrina

Tween 80

Glicoégeno

Aminoécidos

D- alanina

L- alanina

L-alanil-glicina

L- asparagina

Acido L glutamico

Acido glicil-L-glutamico

Acido L piroglutamico
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L- serina

Amidas /

aminas Lactamida - * * m x
Acido succinamico * * * * *
L- alanamida * * * > *
Putrescina * * * * *

Varios
Amigdalina * * * * *
Salicina * * - . N

Acido D- lactico metil
ester

Acido piravico  metil
ester

*%

*%

*%

Acido succinico metil
ester

2,3-butanodiol

Glicerol

*kkk

*%

Adenosina

2’-deoxi adenosina

Inosina

*%

*%k

*%k

Timidina

Uridina

*%

Adenosina - 5
monofosfato

Timidina- 5
monofosfato

Uridina-5"monofosfato

*%

D- fructosa-6 fosfato

a-D- glucosa-1-fosfato

D- glucosa-6- fosfato

*%

D-L-a-glicerol-fosfato

* 0.001-0.75, ** 0.76-1.509, *** 1.51-2.259, ****2.26-3.00. ****3.01 - <, - negativo (Valores

de DO 595 nm)-
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En particular, algunos carbohidratos como la a-D-glucosa fueron metabolizados
por ambas cepas alcanzando un consumo estable a partir de las 12 h. No
obstante, otros sustratos fueron mejor utilizados por la clona SCV-ATCC27543
respecto a la cepa silvestre, como la D-fructosa, sacarosa y maltosa. Asimismo,
hubo sustratos que no fueron metabolizados por la cepa silvestre pero si por la
clona SCV-ATCC27543, como el glicerol y N- acetil-glucosamina. Estos resultados

se presentan en la figura 8.
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Maltosa Sacarosa
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Figura 8. Consumo de sustratos de carbono en placas de Biolog por la clona
SCV-ATCC27543. Se creci0 a S. aureus ATCC27543 y a la clona SCV-
ATCC27453 en fluido de inoculacidn, colocandolas en microplacas GP2 de Biolog
y se evaluo el consumo a las 4, 8, 12, 24, 30 y 48 h. Se muestra el metabolismo
de a) o-D- glucosa, b) N-acetil-glucosamina, c) Maltosa, d) D- fructosa, e)
Sacarosa y f) Glicerol. El control corresponde al consumo en agua en cada tiempo
evaluado. Cada punto muestra la media y el error estdndar de dos experimentos.

9.5 Laclona SCV-ATCC27543 de S. aureus es sobreproductora de biofilm

La formacion de biofilm en la cepa silvestre S. aureus ATCC27543 y la
clona SCV-ATCC27543 fue evaluada a las 24 y 48 h a través de dos métodos
(cristal violeta y MTT). Como se observa en la figura 9, en ambas cepas se detectd
la formacion de biofilm mediante cristal violeta, pero se observdé una mayor
produccion (2.4 veces) en la clona SCV-ATCC27543 a las 24 h, la cual se
mantuvo aun a las 48 h (1.5 veces), respecto a la cepa silvestre. Sin embargo,
cuando se evalu6 la formacion de biofilm con MTT no se observaron diferencias
significativas entre ambas cepas, pero se observo una mayor actividad metabdlica
a las 48 h en ambas cepas (Figura 9b). Esto fue atribuido a un mayor niamero de
UFC recuperadas, para el caso de la cepa silvestre a las 24 h se obtuvieron 2.6
x10° UFC mientras que a las 48 h se recuperaron 5.8 x 10° UFC. En el caso de la
clona SCV-ATCC27543 se obtuvieron 1.3 x 10° UFC a las 24 h, y 2.2 x 10° UFC

las 48 h (Tabla 4). Interesantemente, existen ~3 veces mas UFC recuperadas en
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la cepa silvestre en comparacion de la clona SCV-ATCC24753 a las 48 h, pero

hay mayor actividad metabodlica en esta Utima. Esto puede deberse a que las

bacterias en la cepa silveste podrian encontrarse en la fase estacionaria por lo que

su actividad metabdlica no es muy alta. En este mismo sentido la clona SCV-

ATCC24753 al tener un crecimiento lento, las bacterias aun podrian encontrarse

en la fase exponencial y por lo tanto presentar una mayor actividad metabdlica.

Tabla 4. Numero de UFC recuperadas en Biofilm de la clona SCV-ATCC27543 en

comparacion con la cepa silvestre S. aureus ATCC27543.

Microorganismo Tiempo (h) UFC
S. aureus ATCC27543 24 2.6x10°
S. aureus ATCC27543 48 5.8x10°

SCV-ATCC27543 24 1.3x10°

SCV-ATCC27543 48 2.2x10°
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3) Evaluacion de biofilm por cristal violeta

2.5
Hl S aureus ATCC27543 24 h
2.0+ S. aureus ATCC27543 48 h
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Figura 9. Evaluacion de la formacién de biofilm en la clona SCV-ATCC27543.
Evaluacion de la formacién de biofilm por: (a) cristal violeta y (b) MTT en S. aureus
ATCC27543 y SCV-ATCC27453 a las 24 y 48 h. Cada barra muestra la media de
los triplicados y el error estandar de tres experimentos. Se realizé una ANOVA de
una via post hoc Dunnet (P<0.05). El simbolo (*) indica cambios significativos en
relacion al control (S. aureus ATCC27543 a las 24 h).
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Asimismo, se utilizaron las placas de Biolog del apartado anterior para
evaluar la formacién de biofilm dependiente del sustrato (Figura 10). Para este
ensayo se utilizd como control la condicion de formacion de biofilm en agua, la
cual se consideré como el 100% de formacion de biofilm. En el caso de la clona
SCV-ATCC27543 se observo una mayor formacion de biofilm en los sustratos D-
fructosa 6 fosfato (22%), arbutina (18%), timidina (9%), m-inositol (8%), salicina
(4%) y una inhibicion de la formacion de biofilm en los sustratos &cido a-
hidroxibutirico (83%), acido-L-malico (83%), acido glicil-L-glutamico (82%), acido-
L-lactico (78%), putrescina (77%), é&cido D-lactico metil éster (65%), éacido
succinico (55%), D- psicosa (66%), L-fucosa (46%) y Tween 40 (33%). Respecto a
la cepa silvestre se observé una mayor formacion de biofilm en los sustratos D-
glucosa-6-fosfato (50%) y glicogeno (2%), y una inhibicién en la formacién de
biofilm en los sustratos uridina-5"monofosfato (87%), D-celobiosa (83%), &cido
propiénico (67%), acido succinico metil éster (60%), acido-L-glutamico (57%),
maltotriosa (57%), L-arabinosa (55%), B-metil-D- glucésido (49%), 2,3-butanodiol
(47%), lactulosa (46%), D-arabitol (45%), Tween 40 (45%), B-ciclodextrina (40%),

acido piravico metil ester (36%).
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Figura 10. Evaluacion de la formacion de biofilm con sustratos Unicos
en la clona SCV-ATCC27543. Evaluacion de la formacion de biofilm por cristal
violeta en microplacas GP2 de Biolog en: a) S. aureus ATCC27543, y b) SCV-
ATCC27453 a las 48 h de crecimiento. El control corresponde al biofilm formado
en agua. Cada barra muestra la media y el error estandar de dos experimentos.
Se realiz6 una ANOVA de una via post hoc Dunnet (P<0.05). El simbolo (*) indica
cambios significativos en relacion al control.

9.6 La clona SCV-ATCC2743 es resistente a los antimicrobianos

La sensibilidad antimicrobiana de la clona SCV-ATCC27543 y la cepa
silvestre se evalu6 mediante el uso de sensidiscos en placas de agar Muller -
Hinton. Interesantemente, la clona SCV-ATCC27543 fue resistente a los 12
antimicrobianos probados, mientras que la cepa silvestre solo presento resistencia

a 4 antimicrobianos, como se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Susceptibilidad antimicrobiana de la clona SCV-ATCC27543 en

comparacion con la cepa silvestre S. aureus ATCC27543.

Antimicrobiano S. aureus ATCC27543 SCV-ATCC27543

Ampicilina 10 pg Resistente Resistente
Cefalotina 30 ug Sensible Resistente
Cefotaxima 30 ug Sensible Resistente
Levofloxacina 5 ug Sensible Resistente
Cefuroxima30 pg Sensible Resistente
Dicloxacilina pg Resistente Resistente
Eritromicina 15 pug Sensible Resistente
Gentamicina 10 ug Sensible Resistente
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Cefepime 30 g Resistente Resistente

Penicilina 10 u Resistente Resistente
Tetraciclina 30 pg Sensible Resistente
Trimetroprim-sulfametoxazol 25 pg Sensible Resistente

9.7 Persistencia de la clona SCV-ATCC27543 en las CEMB

La persistencia intracelular de la clona SCV-ATCC27543 en las CEMB fue
evaluada mediante ensayos de proteccibn con gentamicina con algunas
modificaciones, como se describi0 en materiales y métodos. Se utiliz6 como
control la cepa silvestre. Como se observa en la figura 7, la clona SCV-
ATCC27543 (MDI 30) internaliz6 hasta ~200 veces menos respecto a la cepa
silvestre a 1 h de persistencia. En el caso de la clona SCV-ATCC27543 se
observé una relacién directa entre la multiplicidad de la infeccidon con el nUmero de
colonias recuperadas, a mayor MDI mayor nimero de bacterias internalizadas
(Figura 11). Ademas se recuperaron UFC de la clona hasta 72 h después de la
infeccion, sin que se detectara algun dafio morfolégico en las CEMB. Con estos
resultados se concluye que la clona SCV- ATCC27543 persiste intracelularmente
en las CEMB.
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Figura 11. Persistencia intracelular de la clona SCV-ATCC27543 en las
CEMB. Se infectaron las CEMB con una MDI de 10, 20, 30, 50 y 100 bacterias por
célula. La persistencia intracelular de la clona SCV se evalu6é ala 1, 24,48y 72 h.
Se muestra la relacion de UFC recuperadas en relacion con el numero de CEMB.
Se utilizé6 como control la cepa silvestre S. aureus ATCC27543 (MDI 30:1). Cada
barra muestra la media de los triplicados y el error estandar de tres experimentos.

9.8La clona SCV-ATCC27543 no induce apoptosis en las CEMB

La induccion de la apoptosis en las CEMB por efecto de la clona SCV-
ATCC27543 fue evaluada mediante citometria de flujo. Las células infectadas con
la cepa silvestre de S. aureus (1 h) mostraron una induccion de la apoptosis de
~2.6 veces, con relacion a las células sin infectar (Figura 12). Sin embargo, en el
caso de las CEMB infectadas con la clona SCV-ATCC27543 a las 24y 48 h no se
detectd la induccion de apoptosis. Estos resultados demuestran que la clona no

activa la apoptosis en las CEMB
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Figura 12. Evasion de la apoptosis de las CEMB infectadas con la clona SCV-
ATCC27543. Se infectaron las CEMB con una MDI de 30 de S. aureus
ATCC27543 o de la clona SCV-ATCC27543 y se evalud la apoptosis a los tiempos
indicados. La evaluacion se realizo por citometria de flujo haciendo una tincion con
Anexina V/ 7AAD. Como control positivo se utilizaron las células tratadas con
actinomicina (375 ng/ml). Como control negativo se uso a las células sin infectar
en cada tiempo evaluado. Cada barra muestra la media de los duplicados y el
error estdndar de un experimento. Se realiz6 una prueba t- Student (P<0.05). El
simbolo (*) indica cambios significativos en relacion al control.
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10.DISCUSION

S. aureus es una bacteria oportunista relacionada con una variedad de
infecciones cronicas-persistentes en humanos y animales (Wang y Zhu, 2017). El
éxito de este patégeno se ha asociado con la capacidad de adaptarse
rapidamente a condiciones ambientales de estrés para sobrevivir y persistir
intracelularmente por largos periodos de tiempo, lo cual se ha asociado a la
generacion de variantes de colonia pequefia (SCVs) (Onyango et al., 2013;
Proctor et al.,, 2014). Las infecciones causadas por las SCVs de S. aureus se
caracterizan por ser asintomaticas y persistentes, aun con el tratamiento
antimicrobiano adecuado. En afios recientes se ha asociado también a las SCVs
de S. aureus con la mastitis bovina subclinica, esta enfermedad se caracteriza por
cursar sin signos visibles, la cual es de gran importancia en el sector ganadero
debido a las pérdidas econdmicas severas que ocasiona (Atalla et al., 2008; Kim
et al., 2011).

En la busqueda de analizar la relevancia de las SCVs de S. aureus con la
persistencia de la mastitis bovina subclinica, en este trabajo se gener6 una clona
de una variante de colonia pequefia de S. aureus ATCC27543 mediante estrés
ocasionado por gentamicina. La clona SCV-ATCC27543 mostré un crecimiento
retardado con un tiempo de generacion de hasta ~4 veces mayor respecto a la
cepa silvestre (Figura 5); ademas, es auxoétrofa para menadiona, presenta
hemodlisis retardada, sin pigmentacion, con un tamafio colonial menor (~10 veces)
(Figura 6) y con una disminucion notable en la expresion de algunos de los
factores de virulencia del sistema Agr (Figura 7). Estos resultados coinciden con
varios reportes previos de SCVs de S. aureus aisladas de pacientes humanos con
osteomielitis cronica que habian recibido tratamiento con aminoglucosidos, las
cuales especificamente presentan auxotrofia para menadiona cuando el estrés es
inducido por gentamicina (Von Eiff et al., 2006; Acar et al., 1997). La auxotrofia de
menadiona genera un desacople de la cadena de transporte de electrones debido
a que es un precursor importante para la menaquinona, este desacoplamiento

impide la sintesis de carotenoides (Protor et al., 2006), y es por esto que la clona
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SCV-ATCC27543 no presenta el color dorado caracteristico de la cepa silvestre.
Ademas al presentar esta alteracion en menadiona existe una reduccion en la
sintesis de ATP, lo que explica el crecimiento retardado de la clona SCV-
ATCC27543 (Lannergard et al.,, 2008; Balwit et al., 1994). Este crecimiento
retardado concuerda con lo reportado por Proctor y colaboradores (1998) quienes
sefalan que las SCVs de S. aureus recuperadas de pacientes con osteomelitis en
medio liquido tardan en duplicarse ~180 min, mientras que S. aureus silvestre

tarda ~20 min.

Se tienen reportes donde las SCVs de S. aureus recuperadas directamente
de pacientes con una infeccion persistente presentan el sistema de virulencia Agr
inactivado, como consecuencia de que no existe una densidad de crecimiento
bacteriana suficiente para su induccién (Pader et al., 2014). Ademas, la molécula
RNAIII que participa en la expresion de moléculas de superficie y dafio al tejido
segun la fase de crecimiento de S. aureus, se encuentra ausente (Somerville et
al., 2009). Por otro lado, FnbpA gue es una molécula de adhesion en las SCVs, se
encuentra sobreexpresada de manera independiente al sistema Agr (Kriegeskorte
et al., 2014; Proctor et al., 2006; Vaudaux et al., 2002). Al realizar el analisis de la
expresion de algunos de los genes de virulencia relacionados con el fenotipo SCV
en la clona SCV-ATCC27543, se observé que la expresion del gen agrA se
encuentra disminuido, lo cual concuerda con lo mencionado anteriormente.
Asimismo, la expresion del gen RNAIIl no se inhibi6 completamente en la clona
SCV-ATCC27543, inclus6 se encontré una ligera expresion a las 48 h, aunque
esta no es significativa. Esta ligera reduccion en la expresion de RNAIIl puede
estar asociada con el retraso de la hemdlisis que presenté la clona SCV-
ATCC27543 (Figura 6a), ya que se ha reportado que la expresion de RNAIII
favorece la expresion de hemolisinas (Proctor et al., 2006; Vuong et al., 2000). En
el caso del gen fnbpA la expresion fue casi nula en la clona SCV-ATCC27543.
Este es un dato interesante ya que se ha reportado que las SCVs de S. aureus
presentan una sobreexpresion de esta proteina (Buzzola et al., 2007; Vaudaux et
al., 2002); por lo cual se requiere de realizar mas estudios al respecto para

esclarecer la disminucion de la expresion de este gen en la clona SCV-
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ATCC27543, y establecer su participacion en la generacion de la SCV, ya que se
ha descrito que la FnBP media la adherencia y la internalizacion de S. aureus en
células fagociticas no profesionales (Alva-Murillo et al.,, 2014; Clarke y Foster,
2006; Mc Eloroy et al., 2002).

Por otro lado, debido al metabolismo disminuido de las SCVs, éstas tienen
gue adaptarse a las condiciones intracelulares, por lo cual el citoplasma celular les
provee sus requerimientos nutricionales (Johns et al., 2015). De ahi la importancia
de evaluar el uso de diferentes fuentes de carbono. Sin embargo, existen pocos
estudios en la literatura respecto a este tipo de aproximacion. En un estudio
realizado con la cepa S. aureus COL (meticilina resistente), se observd que en
condiciones sin restriccion de nutrientes metabolizaba N- acetil glucosamina, a-D-
glucosa, D-manosa, D-trealosa, D-acido lactico metil ester, acido L-lactico,
sacarosa Yy glicerol (Sobral et al., 2007), mismos sustratos que pueden ser
metabolizados por la cepa silvestre S. aureus ATCC27543. Interesantemente, los
resultados mostraron que la clona SCV-ATCC 27543 puede metabolizar un mayor
namero de fuentes de carbono y lo hace méas rapidamente respecto a la cepa
silvestre (Tabla 3 y Figura 8). En el estudio de Sobral y col (2007), encontraron
gue cuando la bacteria fue sometida a una condicion estresante baja en
nutrientes, la bacteria tuvo la capacidad de utilizar estos mismos sustratos, pero
adicionalmente utiliz6 dextrina, maltosa, o-hidroxibutirico, adenosina, 2-
deoxiadenosina, inosina, timidina, uridina y acido piravico metil ester. Se conoce
que al someter a S. aureus a una condicién estresante se activan genes que
codifican para enzimas relacionadas con el estrés anaerdbico, enzimas del
metabolismo de nitrdgeno y enzimas del metabolismo intermediario de purinas y
pirimidinas (Sobral et al., 2007). Esto podria explicar por qué la clona SCV-
ATCC27543 metaboliza un mayor numero de sustratos respecto a la cepa
silvestre, favoreciendo asi la adaptacion de la variante y su persistencia en el

medio intracelular.

La presencia de biofilm esta frecuentemente relacionada con infecciones

cronicas resistentes a antibioticos en S. aureus (Krismer y Peschell, 2011; Neut et
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al., 2007; Vuong et al., 2000). Esto se ha reportado también para SCVs obtenidas
de infecciones causadas por S. aureus (Johns et al., 2015; Melter et al., 2010).
Esto concuerda con los datos obtenidos en la clona SCV-ATCC27543, la cual es
una mayor productora de biofilm respecto a su cepa silvestre (Figura 9a). Esta
mayor induccion de biofilm ya ha sido reportada para SCVs de S. aureus, siendo
atribuido a la atenuacion del sistema Agr permitiendo la sobreexpresion de
proteinas de superficie fundamentales para el desarrollo del biofilm (Akiyama et
al., 1997; Krismer et al., 2011; Bui et al., 2014). Se observaron resultados
interesantes al evaluar la formacion del biofilm con sustratos unicos de carbono,
ya que se obtuvo una inhibicién en la formaciéon del mismo con ambas cepas en
presencia de diferentes sustratos, en especial con varios tipos de &cidos (Figura
10a y 10b). Hasta nuestro conocimiento, no se han hecho estudios de la inhibicién
de biofilm especificamente con estos sustratos, pero existe un reporte donde se
evaluaron acidos fendlicos, los cuales favorecieron la inhibicion de la formacion de
biofilm en S. aureus, que fue atribuida al cambio de pH que puedan inducir en el
medio (Silva et al., 2016). En otro estudio, se reportd que los acidos grasos
esterificados con azlcar (C16) inhiben la formacion de biofiim de S. aureus,
probablemente debido a que impiden la adhesion al cambiar la carga eléctrica de
la superficie de la membrana celular o al interactuar fisicamente entre la célula 'y la
superficie sélida (Soichi et al., 2010). Con estos estudios se podria hipotetizar que
la inhibicion de biofilm observado en S. aureus ATCC27543 y en la clona SCV-
ATCC27543 podria atribuirse al cambio de pH en el medio celular o a que los
sutratos puedan impedir su adherencia.

Se conoce que las SCVs se generan por una presion selectiva del ambiente
provocada usualmente por antibidticos, péptidos antimicrobianos cationicos, una
alta osmolaridad, pH alcalino, entre otros, lo que provoca un desacoplamiento en
el potencial de membrana, favoreciendo la resistencia a los antimicrobianos
(Proctor et al., 1998). La clona SCV-ATCC27543 fue resistente a todos los
antimicrobianos probados (Tabla 4), este resultado era esperado ya que, en el
caso especifico de los aminoglucésidos como la gentamicina, su ingreso a la

célula depende del potencial de membrana y este es drasticamente reducido
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cuando la cadena trasportadora de electrones disminuye su flujo de electrones
(Vestergaard et al.,, 2016). Como se sefalé anteriormente, la clona SCV-
ATCC27543 presenta alteracion en la sintesis de menadiona (Figura 6e), la cual
esta involucrada a su vez en la sintesis de la menaquinona, por lo cual tiene
alterado el potencial de membrana, esto explica la resistencia a los
antimicrobianos que dependen del potencial de membrana para su ingreso a la
célula. Ademéas, como consecuencia del lento crecimiento, y por lo tanto de la
reduccion en la velocidad de la formacion de la pared celular, las SCVs también
presentan resistencia a los antibiéticos cuyo blanco de accion es la pared celular,
como lo son los B-lactamicos (von Eiff et al.,, 2006). Esto ultimo explica la

resistencia a [3- lactamicos observada en la clona SCV-ATCC27543.

Se ha reportado que S. aureus es una bacteria capaz de internalizar en
células fagociticas no profesionales (ej. endotelio, epitelios, fibroblastos) mediante
el mecanismo denominado “tipo zipper”’, en este mecanismo la bacteria expresa
proteinas de superficie (ej. FNBPA, CIfB) las cuales interactian con la fibronectina
y la integrina a5B1 de la célula hospedera induciendo la activacion de una ruta de
sefalizacion y desencadenando un reacomodo en el citoesqueleto de actina,
formando un endosoma y de esta manera la bacteria se internaliza en las células
(Alva-Murillo et al., 2014). Se ha descrito que las SCVs de S. aureus inducen este
mismo mecanismo para su internalizacion (Johns et al., 2015; Sendi et al., 2009).
Los datos muestran que la clona SCV-ATCC27543 internaliza ~200 veces menos
respecto a la cepa silvestre (Figura 11), esto puede ser atribuido a que la clona
SCV no expresa el gen de la fnbpA (Figura 7d), por lo cual no puede interactuar
con la fibronectina de la matriz extracelular disminuyendo su internalizacién. La
internalizacién de la clona SCV-ATCC27543 en las CEMB podria utilizar otros
mecanismos de internalizacion también descritos para S. aureus, donde puede
interactuar con receptores tipo Toll (TLR2/TLR6), lo que permite mediar la
endocitosis de la bacteria (Alva-Murillo et al., 2014). En soporte de esta hipétesis,
existe un reporte de una SCV aislada de un caso un paciente con septicemia, la
cual induce la expresion del ARNm de TLR2 en células epiteliales de pulmén
NuLi-1 (Ou et al., 2016).
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Esta reportado que las SCVs de S. aureus recuperadas de humanos
pueden persistir en células fagociticas no profesionales (endotelio, fibroblasto,
osteoblastos y queratinocitos) por largos periodos de tiempo sin ser detectadas
por el sistema inmune (Dean et al., 2014; Lannergard et al., 2008; Kahl et
al.,1998). En este estudio se demostr6 que la clona SCV-ATCC27543 puede
persistir hasta por 72 h en las CEMB sin provocar la lisis celular o apoptosis, a
diferencia de lo observado para la cepa silvestre que induce apoptosis a partir de 1
h de infeccién (Figura 11 y 12). Estos resultados concuerdan con un estudio
realizado en CEMB infectadas por una SCV de S. aureus que persistiéo hasta por
15 h, disminuyendo la apoptosis hasta un 30% respecto a su cepa silvestre (Zhu et
al., 2016). Esta caracteristica de persistencia es favorecida en las SCVs de S.
aureus al presentar una atenuacion de los factores de virulencia como en el
sistema Agr, por lo cual no sintetizan proteinas de dafio al tejido (ej. hemolisinas,
proteina A), y de esta manera no activan la respuesta inflamatoria (Buzzola et al.,
2007). Aunado a esto, las SCVs de S. aureus tienen la capacidad de incrementar
la expresion de genes de rutas de la arginina desaminasa, lo cual reduce la
funcién de enzimas del hospedero involucradas en la respuesta inmune y esto es
clave del éxito en la evasién de la misma (Vaudaux et al., 2002); por lo que se
podria sugerir que el éxito de la persistencia de la clona SCV-ATCC27543 en las
CEMB se debe a que tiene disminuida la expresion de sus factores de virulencia, y
a la modulacion de algunas de las enzimas del hospedero que evita que sea

detectada por su sistema inmune.

De acuerdo con los resultados del presente trabajo, se propone un modelo
que permite explicar por que la clona SCV-ATCC27543 puede persistir

intracelularmente en las células de epitelio mamario bovino (Figura 13).
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Figura 13. Mecanismo de persistencia de la clona SCV de S. aureus
ATCC27543 en las CEMB. 1) S. aureus ATCC27543 al estar en condiciones de
estrés, como la exposicion a gentamicina, cambia su fenotipo a SCV-ATCC27543.
2) La clona SCV-ATCC27543 presenta auxotrofismo a menadiona, una atenuacion
del sistema de virulencia Agr, en consecuencia presenta un crecimiento lento,
hemodlisis retardada, una mayor produccién de biofilm y una mayor resistencia a
los antimicrobianos. 3) La clona SCV-ATCC27543 puede internalizar en las
CEMB. 4) La clona SCV-ATCC27543 al tener disminuida la expresion de los
factores de virulencia no es detectada por el sistema inmune ni induce apoptosis,
ademas logra adaptarse a las condiciones intracelulares al tener una mayor
adaptacion al metabolismo de nutrientes, de esta manera logra persistir en las
CEMB por largos periodos de tiempo. a) S. aureus ATCC27543 silvestre
internaliza en las CEMB. b) S. aureus ATCC27543 silvestre expresa proteinas de
dafo al tejido, siendo detectado por el sistema inmune y provocando la apoptosis.
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11.CONCLUSION

Se generd y caracterizé una clona SCV de S. aureus ATCC27543, la cual
es hemolitica reducida, no pigmentada, no fermenta manitol, presenta auxotrofia
en menadiona y una atenuacion en la expresion de los genes de virulencia del
sistema Agr. De igual manera, presenta una amplia resistencia a los
antimicrobianos, siendo una gran productora de biofilm, y con capacidad de

internalizar, persistir y no inducir apoptosis en las CEMB.
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