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SUMMARY

Background. Staphylococcus aureus is considered the main causal agent of mastitis in dairy herds globally, affecting
milk production and constituting a potential risk to public health. The presence of virulence factors such as biofilm
formation and slime production favor colonization and persistence of the mammary gland infections. Objective. The
study aims to characterize the phenotypes of slime-producing and biofilm-forming S. aureus associated with
subclinical mastitis with different CMT (California Mastitis Test) degrees and their relationship with the persistence
of infection. Methodology. To characterize the slime-producing and biofilm-forming S. aureus phenotypes, 116
individual milk samples were taken from cows with subclinical mastitis through the CMT, obtaining 80 S. aureus
isolates. Slime production on Congo Red agar was determined in vitro, and the conformation of bacterial clusters
adherent identified biofilm formation to rigid surfaces and crystal violet staining. Results. 68.8% (55) of the isolates
produced slime, of which 20% (16) were considered as producers and 48.8% (39) as intermediate producers. 82.5%
(66) of the total isolates were related to the formation of biofilm in different degrees; 1.25% (1) very high trainer,
41.25% (33) high trainer, and 40.0% (32) moderately trainer. Highly biofilm-forming isolates were associated with
subclinical mastitis degrees 2 and 3 of the CMT. Implications. The verification of slime and biofilm formation in most
of S. aureus isolations obtained from subclinical mastitis may imply that their presence is related to the condition's
persistence and severity. Conclusion. The association between the phenotypes of slime-producing and biofilm-forming
S. aureus was established with high degrees of the CMT and mammary infection persistence in the cows studied.
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RESUMEN
Antecedentes. Staphylococcus aureus es considerado el principal agente causal de mastitis en los hatos lecheros en el
mundo, afectando la produccién lechera y constituyendo un riesgo potencial para la salud publica. La presencia de
factores de virulencia como la formacion de biofilm y la produccion de slime favorecen la colonizacion y persistencia
de la infeccién en la glandula mamaria. Objetivo. El estudio tiene como objetivo caracterizar los fenotipos de S. aureus
productores de slime y formadores de biofilm asociados con la mastitis subclinica con diferentes grados de CMT
(California Mastitis Test) y su relacién con la persistencia de la infeccion. Metodologia. Para caracterizar los fenotipos
S. aureus productores de slime y formadores de biofilm se tomaron 116 muestras individuales de leche de vacas con
mastitis subclinica a través de la prueba de CMT, obteniéndose 80 aislamientos de S. aureus. Se determind in vitro la
produccién de slime en agar Rojo Congo y la formacion de biofilm fue identificada por la conformacion de
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conglomerados bacterianos adherentes a superficies rigidas y la tincidn de cristal violeta. Resultados. EI 68.8% (55)
de los aislamientos produjeron slime, de los cuales 20% (16) se consideraron como productores y 48.8% (39) como
productores intermedios. El 82.5% (66) del total de aislamientos se relacionaron con la formacion de biofilm en
distintos grados; 1.25 % (1) muy alto formador, 41.25% (33) alto formador y 40.0% (32) moderadamente formador.
Los aislamientos altamente formadores de biofilm se relacionaron con mastitis subclinicas grados 2 y 3 de la prueba
de CMT. Implicaciones. La comprobacién de la formacién de slime y biofilm en la amplia mayoria de los asilamientos
de S. aureus obtenidos de mastitis subclinicas, puede implicar que su presencia esté relacionada con la persistencia y
la severidad del cuadro. Conclusidn. Se estableci6 la asociacién entre los fenotipos de S. aureus productoras de slime
y formadores de biofilm con grados altos de la prueba de CMT y con la persistencia de la infeccion mamaria en las

vacas estudiadas.
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INTRODUCCION

El Staphylococcus aureus (S aureus) es considerado el
principal agente causal de la mastitis en los hatos
lecheros a nivel mundial (De Oliveira et al., 2000). La
persistencia de la infeccion y la inflamacion crénica de
la glandula mamaria (Veldzquez et al., 2005a)
provocan altos conteos de células somaticas (Kelly et
al., 2000) y alteracién en la composicion fisico-
quimica de la leche (Jgrgensen et al., 2005, Silvaet al.,
2016). La expresion de los factores de virulencia del S.
aureus se relaciona con el desarrollo y persistencia de
la infeccion en el ganado lechero (Velazquez et al.,
2005b, Zecconi y Scali, 2013). La virulencia del S.
aureus determina la severidad de la infeccién
intramamaria (Begum et al., 2004) y esté asociada con
la habilidad de adhesion y colonizacion del agente en
la glandula mamaria (Aguilar et al., 2001, Dhanawade
et al., 2010) y la evasién de los mecanismos de la
inmunidad innata (Foster et al., 2014). En la infeccién
por S. aureus se identifican cepas productoras de
exopolisacaridos de la pared bacteriana que
intervienen en la citoadherencia al tejido glandular
(Citack et al., 2003, Takamatsu et al., 2008). El slime
y el biofilm son factores de virulencia derivados de
exopolisacéridos estructurales de la pared bacteriana,
los cuales intervienen en la colonizacion y resistencia
a la opsonizacidn, y fagocitosis del S. aureus (Von Eiff
et al.,, 1999, Hanke y Kielian, 2012, Scherr et al.,
2015). Al mostrar resistencia a la fagocitosis por los
neutréfilos las cepas de S. aureus tienden a desarrollar
la cronicidad de la mastitis en las vacas lecheras
(Zecconi y Scali, 2013, Montoya et al., 2015, Bardiaua
et al., 2016). En la epidemiologia de la infeccién por
S. aureus, la formacion de biofilm puede asociarse con
la disminucidn de la sensibilidad a los antibidticos
(Fox et al., 2005, Arslan y Ozkardes, 2007). Las cepas
de S. aureus productoras de biofilm producen
infecciones hospitalarias y lesiones cutaneas cronicas
en humanos (Costerton et al., 1999, Archer et al.,
2011), las presentes en el ganado lechero pueden
producir infecciones cruzadas con el humano (Zadoks
et al., 2004, Schmidt et al., 2017). Mediante el uso de
biomarcadores de virulencia de S. aureus (Begum et
al., 2007), los fenotipos productores de slime y biofilm
se pueden identificar, en medios de cultivo con Rojo
Congo que evidencia la produccion de slime (Freeman

et al., 1999). La deteccion in vitro de la formacion de
biofilm se determina por la capacidad de adherencia
del S. aureus a superficies inertes, evidenciada
mediante la tincién de cristal violeta (Christensen et
al., 1982; Christensen et al., 1985). La persistencia de
S. aureus en la glandula mamaria es el origen de la
contaminacion de la leche lo cual interfiere en la
inocuidad de los procesos y en los productos obtenidos
de transformacién de la leche (Ginestre et al., 2017).

En los hatos lecheros la deteccion de animales con
mastitis subclinica, asi como los cuartos glandulares
afectados se determinan con la prueba de mastitis
California, estableciendo su posible relacion con la
infeccion de la glandula mamaria (Manjarrez et al.,
2012). En el valle de Toluca el tipo de produccién
lechera predominante es la familiar a baja escala,
mostrando una alta prevalencia de mastitis por S.
aureus asociada a biotipos de origen humano-bovino,
afectando la calidad de la leche implicando un riesgo
en salud publica (Manjarrez et al., 2012). Lo anterior
vuelve necesario determinar la relacion existente entre
la severidad y persistencia de la mastitis subclinica en
las vacas lecheras relacionada con los fenotipos de S.
aureus productores de slime y biofilm con el fin de
establecer medidas de prevencion y control efectivas.
Con estos puntos de partida el objetivo del estudio fue
caracterizar los fenotipos de S. aureus productores de
slime y formadores biofilm asociados con diferentes
grados de mastitis subclinica y su relacion con la
persistencia de la infeccion en la glandula mamaria.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo de corte longitudinal
en un hato lechero a baja escala ubicado en el
municipio de Toluca, Estado de México, localizado a
19°24 Latitud norte y 99°40" Longitud oeste del
meridiano de Greenwich, a 2600 metros sobre el nivel
del mar, con un clima C(w2)(w)b(l)g, templado
subhimedo con lluvias en verano-otofio de acuerdo,
con la clasificacion de Koeppen, con un rango de
temperatura de 12 a 18°C y una media anual de 16°C
y una precipitacion pluvial anual de 800 a 1200 mm.
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Poblacion animal y manejo del ordefio

El hato lechero estudiado contaba con una poblacién
total de 30 vacas de la raza Holstein de 3.5 partos en
promedio y lactancias de 2 a 7 meses, con sistema de
ordefio mecénico en linea. Las vacas se encontraban
bajo un sistema de produccién tradicional semi-
intensivo en condiciones de pastoreo diurno de 6 a 7
hrs., en praderas de Rye Grass (Lolium perenne) y
trébol blanco (Trifolium repens), complementado en
pesebre con pradera de corte y ensilado de maiz (Zea
maize), y suministro de concentrado balanceado con
17% de proteina cruda de acuerdo con la etapa de
lactacion y nivel de produccion de leche. El hato se
encontraba en un programa sanitario de prevencion de
la brucelosis y tuberculosis (SAGARPA-SENASICA,
2010), sin embargo, el manejo del ordefio no
contemplaba medidas para la prevencién y control de
la mastitis como higiene adecuada de la ubre previo al
ordefio, pre-sellado y sellado de pezones, ni controles
rutinarios de la salud de las ubres de las vacas del hato
a través del CMT. Con respecto a la higiene y
mantenimiento del equipo de ordefio se constatd la
presencia de pezoneras con hules agrietados con
presencia de suciedad en el interior, no se contaba con
un plan preestablecido de lavado combinando
diferentes detergentes y desinfectantes, ni controles
calendarizados para el mantenimiento. El estudio se
llevé a cabo sin realizar cambios en la rutina del ordefio
y en las condiciones de manejo sanitario o productivo
del hato. El alojamiento, el manejo de los animales y
las condiciones de higiene no cumplian en su totalidad
con lo establecido en el Manual de Buenas Préacticas
pecuarias en unidades de produccién de leche bovina
(SAGARPA-SENASICA, 2010).

Obtencion de las muestras

Se realizé la prueba de California para la deteccion de
mastitis (CMT) al total de las vacas en linea de
produccién, durante un periodo consecutivo de cuatro
semanas, de manera semanal antes de realizar la toma
de la muestra de leche para el estudio bacteriolégico
(Capuco et al., 1986). Se obtuvieron un total de 116
muestras de leche individuales por cada cuarto
mamario funcional de las vacas en produccién con
reacciones CMT positivas, de grado traza (T) a grado
3. La toma de muestra se realiz6 en tubos Falcon
estériles de 50 ml, previa eliminacion de los primeros
chorros de leche y asepsia del pezén con alcohol etilico
70 % v/v. Las muestras se transportaron en
refrigeracién a 4°C y se procesaron en un tiempo no
mayor de 4 hrs.

Aislamientos e identificacion bacteriana
El aislamiento e identificacién bacterioldgica del S.

aureus se llevo a cabo bajo el protocolo descrito por el
National Mastitis Council (2004). Brevemente, se
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homogeneizé la leche, se tomaron 10 ul de esta que se
inocularon en placas de agar sangre y sal manitol, las
placas se incubaron a 37°C durante 24 hrs. Las
unidades formadoras de colonia (UFC), se
describieron e identificaron mediante la tincion de
Gram, hemdlisis en las placas de agar sangre,
oxidacion manitol en placas de medio sal y manitol; las
pruebas de catalasa y coagulasa en tubo (Llarrull et al.,
2009), produccion de DNAsa reaccion Voges
Proskauer, fermentacion anaerobia de manitol y
aerobia de la maltosa. Los aislamientos de S. aureus se
conservaron a -20°C, con caldo infusiéon cerebro y
corazon y glicerol 30% v/v (Bautista et al., 2013) para
posteriormente realizar las pruebas de biofilm y slime.
Se determiné la persistetencia de la infeccion por el
aislamiento positivo de S. aureus en al menos dos
muestreos del mismo cuarto mamario con presencia de
algln grado de mastitis subclinica.

Identificacion de fenotipos Staphylococcus aureus
productores de slime y biofilm

La produccion de slime se determind en ensayos por
triplicado utilizando el método cualitativo de
crecimiento de S. aureus en agar Rojo Congo (infusién
cerebro corazén 37g/L, 12 grs de agar agar,
suplementado con 50 g/L de sucrosa y 0.8 g/L de Rojo
Congo), siguiendo el procedimiento descrito por
Freeman et al., (1989). Brevemente, de cada
aislamiento se prepar6 el inoculo en caldo cerebro y
corazon (BHI) que se incubd 4 hrs. a 37°C, una vez
obtenido el indculo se depositd sobre las placas de agar
Rojo Congo incubandose en aerobiosis durante 24 hrs.
a 37°C, las placas con las unidades formadoras de
colonia (UFC), se retiraron y mantuvieron a
temperatura ambiente por 48 hrs. La produccion de
slime positiva en las UFC se identifico por una
coloracién negra y consistencia cristalina y seca,
mientras que las UFC de produccién intermedia de
slime presentaron coloracién obscura con ausencia de
apariencia cristalina y seca. Las UFC slime negativas
en la superficie de las placas de agar Rojo Congo
mostraron una coloracién roja o rosa (Freeman et al.,
1989; Milanov et al., 2010; Pefia y Uffo, 2013).

La formacion de biofilm en los aislamientos de S.
aureus se caracteriz6 por la formacion de
conglomerados de UFC adherentes en superficies
rigidas, identificadas por la prueba de tincion de cristal
violeta de poblaciones bacterianas adheridas a
superficies inertes, por el método de Christensen et al.,
(1982). Brevemente, la formacion de biofilms se
evalud en tubos Falcon conteniendo 5 mL de BHI, se
inocularon los aislamientos de S. aureus y se incubaron
a 37°C por 48 hrs. La adherencia de los conglomerados
de UFC en la superficie del tubo se determind mediante
tincion con una solucidén de cristal violeta al 3% v/v, la
cual fue distribuida por rotacion manual en la
superficie de los tubos durante tres minutos,
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posteriormente se extrajo cuidadosamente y los tubos
se dejaron secar a 37°C durante una noche.

La formacién de biofilm se evalué a partir de una
escala de puntuacion de 0 a 3 para cada tercio de la
porcion del tubo. De la abundancia de agregados
bacterianos adheridos a las diferentes porciones del
tubo se obtuvo un puntaje cuya suma determind la
puntuacion general de 0 a 9 (Christensen et al., 1985).
Los aislamientos de S. aureus positivos a la formacion
de biofilm fueron considerados en una escala de
puntuacion general mayor a 5 puntos (6 a 9) en la
sumatoria obtenida de las diferentes porciones
evaluadas del tubo Falcon.

Se determind la relacion entre la formacion de biofilm
y el grado de mastitis, asi como la persistencia de la
infeccion en la glandula mamaria con la presencia de
biofilm y slime a través de la prueba Ji-cuadrada con
p<0.05. Se utilizd el software SPSS 16 (IBM, USA).

RESULTADOS

Del total de las vacas en produccién del hato lechero
90% (27 vacas) resultaron positivas a las pruebas de
California en al menos dos cuartos. Del total de las 116
muestras de leche analizadas se obtuvieron 80
aislamientos de S. aureus, determinando una
frecuencia de aislamiento de 69%.

Fenotipos de Staphylococcus aureus formadores de
slime

En los aislamientos obtenidos se identificaron los tres
fenotipos con respecto a la produccion de slime:
productores de slime (20%), productores intermedios
(48.8%) y negativos (31.2%) (Tabla 1, Figura 1).
Algunos aislamientos expresaron la produccion de
slime de forma débil a las 24 hrs., mejorando sus
caracteristicas fenotipicas y diferenciacion en el medio
de Rojo Congo a las 48 hrs., después de la incubacion
a temperatura ambiente.

Formacién de biofilm por aislamientos de
Staphylococcus aureus

En este estudio el 41.25% de aislamientos evaluados se
consideraron altamente productores de biofilm (6-8
puntos), 1.25% aislamientos fueron identificados
como muy altamente formadores (9 puntos), 40% del
total de los aislamientos evaluados se identificaron
como medianamente formadores (4-5 puntos) y 17.5%
se caracterizaron negativos (2-3 puntos) (Tabla 1,
Figura 2).
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Del total de los aislamientos obtenidos de vacas con
mastitis subclinica, 55 (el 68.8%) resultaron
productoras de slime en algin grado. Mientras que 66
aislamientos (82.5%) resultaron formadoras de biofilm
en algin grado. (Tabla 1, Figuras 1 y 2).

La relacién entre la formacion de biofilm y las
reacciones de la prueba de mastitis California con el
ntmero de aislamientos de S. aureus determind que los
aislamientos alto formadores y muy alto formadores se
relacionaron significativamente (p<0.05) con las
pruebas de California grados 2 y 3. En tanto que
aquellos aislamientos que tuvieron una formacion
moderada se relacionaron con pruebas de California
que variaron entre grados de trazas a 2. Finalmente, las
pruebas de California de trazas a 1 se relacionaron con
aislamientos que no formaron biofilm (Tabla 2).

Tabla 1. Produccion de slime y formacion de
biofilm In vitro de Staphylococcus aureus obtenidos
de vacas con mastitis subclinica.

Fenotipo Caracteristica  Staphylo- %
In vitro coccus
aureus
NUmero
N 25 31.2
Slime* | 39 48.8
P 16 20.0
N 14 17.5
Biofilm** M 32 40.0
A 33 41.2
MA 1 1.25

Caracteristica In vitro: *Slime: N, negativos; I,
productores intermedios; P, productores. **Biofilm:
N, no formadores; M, moderados formadores; A, altos
formadores; MA muy altos formadores.

La relacion de los aislamientos de S. aureus
productores de slime y formadores de biofilm y la
persistencia de la infeccion en la glandula mamaria en
las vacas lecheras se observan en la Tabla 3.

La produccion de slime relacionada con la persistencia
de la infeccién por S. aureus en vacas lecheras
estudiadas con mastitis subclinica mostré diferencias
significativas (p<0.025). Al realizar el andlisis de la
formacion de biofilm en relacién con la persistencia de
la infeccion también hubo diferencias significativas
(p<0.025) entre los aislamientos procedentes de vacas
gue presentaron mastitis persistente y no persistente.
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Figura 1. Expresion in vitro fenotipo slime cultivos de S. aureus en agar Rojo
Congo. A) Positivo: color negro apariencia cristalina seca, B) Negativo, color
rosa. C) Intermedio: oscuras y ausencia de apariencia cristalina y seca.

Figura 2. Formacién de biofilm superficies rigidas. Tubo Falon, 1) superficie,
2) pared y 3) fondo, se observa fuerte presencia de adherencia bacteriana.

Tabla 2. Distribucién Staphylococcus aureus productores de biofilm en la prueba de mastitis California.

Escala Aislamientos Aislamientos Formacién biofilm  Prueba de mastitis
General NUmero % California*
Puntuacion
0-3 14 17.5% No formadores T, 1
4-5 32 40% Moderado formador T, 2
6-8 33 41.25% Alto formador? 2,3
9 1 1.25% Muy alto formador 2 3

Aislamientos Staphylococcus aureus (n=80).*Grados Prueba de mastitis California (nimero estimado Células
Somaticas/mL leche): Grado T (200,000 a 400,000), Grado 1 (500,000 a 1,200,000), Grado 2 (1,200,000 a 5,000,000),

Grado 3 (> 5,000,000).
2 p<0.05

Tabla 3. Infeccion por Staphylococcus aureus productores de slime y formadores de biofilm.

Tipo de Infeccion Numero de Vacas Slime (%) Biofilm (%6)
mamaria

Persistente 28 (93.3%) 552 (69.9%) 66° (82.8%)

No persistente 2 (6.7%) 25° (31.1%) 149 (17.2%)

ab significativo al p<0.025 para produccion de slime, 9 significativo al (p>0.025) para formacion de biofilm.
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DISCUSION

El estudio confirma la presencia de altos porcentajes
de S. aureus formadores de slime y biofilm
relacionados con grados altos de mastitis subclinica en
los animales estudiados. Las condiciones del ordefio,
asi como el inadecuado mantenimiento del equipo de
ordefio pueden haber contribuido a la alta frecuencia
de vacas con mastitis subclinica y de aislamientos de
S. aureus formadores de biofilm y productores de
slime (Cucarella et al., 2004; Camussone y Calvinho,
2013). En los aislamientos evaluados se observaron
diferencias en la frecuencia de fenotipos de S. aureus
asociados con la produccion slime y formacién de
biofilm, coincidiendo los resultados con los obtenidos
por Aguilar et al., (2001), al estudiar cepas de S. aureus
obtenidas de bovinos y ovinos de Espafia. El fenotipo
de slime identificado correspondié con lo descrito por
Freeman et al., (1989). En el estudio se presentaron
aislamientos con expresion débil de slime a las 24
horas de incubacién mejorando su diferenciacion a las
48 horas a temperatura ambiente, lo cual fue observado
también por Arciola et al., (2001), quienes evaluaron
S. aureus obtenidos de catéteres involucrados en
infecciones humanas hospitalarias. Asi mismo se han
identificado  diferencias en las caracteristicas
morfoldgicas de las UFC de S. aureus asociadas al
fenotipo de slime (Milanov et al.,2010), mostrando las
diferencias en coloracion, consistencia, brillo y
apariencia de la superficie (lisa o rugosa). Pefia y Uffo,
(2013), confirman las caracteristicas morfolégicas del
S. aureus del fenotipo slime en las placas de agar, los
aislamientos slime positivos desarrollan UFC oscuras
de aspecto cristalino seco, los aislamientos negativos a
la produccién de slime desarrollan una coloracién roja
0 rosécea, lo que coincide con lo observado en los
aislamientos evaluados en este estudio. Asi mismo la
interpretacion de los ensayos para identificar los
aislamientos de S. aureus positivos a la produccién de
slime sobre las placas de agar Rojo Congo, fue similar
con los estudios realizados por Citack et al., (2003)
quienes coinciden al indicar que los fenotipos slime
positivo, correspondieron a UFC de color obscuro,
aspecto seco y brillante. Otros autores sefialan UFC
productoras de slime a aquellas que muestran
solamente una coloracién negra (Oliveira et al., 2006,
Arslan y Ozkardes, 2007, Jain y Agarwal, 2009), estos
mismos autores caracterizaron las UFC de S. aureus
negativas a la produccion de slime aquellas de color
rojo o rosado. Cucarella et al., (2004), indica que las
variaciones interpretacion en la coloracion de las UFC
en los fenotipos de S. aureus slime positivos dependen
de la composicién y caracteristicas del medio de
cultivo empleado.

En este estudio la frecuencia del fenotipo alto
productor de slime fue de 20% lo que se asemeja con
frecuencia de aislamientos S. aureus slime positivos en
Turquia de 37.5% (Ciftci et al., 2009) y Polonia 37.2%
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(Krukowski et al., 2008). Mientras que en Estados
Unidos mas de 90% de S. aureus expresaron el
fenotipo slime (Vasudevan et al., 2003) sin embargo
estos aislamientos provenian de casos clinicos de
mastitis. En los estudios realizados por Citak et al.,
(2003), y por Milanov et al., (2010), indican una
frecuencia menor de aislamientos de S. aureus
productores de slime del 51 y 11.42%
respectivamente. Existe una amplia variabilidad en los
porcentajes de deteccién en la produccion de slime
descritos a lo largo del mundo, esto se puede deber el
origen de los aislamientos estudiados algunos de los
cuales proceden de casos clinicos y en otros de casos
de mastitis subclinica, en este sentido el trabajo logra
relacionar el grado de la mastitis subclinica, con la
persistencia y las caracteristicas del slime producido.

En el presente estudio la expresion en la formacion de
biofilm del S. aureus en los aislamientos se considerd
alta 42.4% con 33 aislamientos alto formadores y un
aislamiento muy alto formador de biofilm, pero si
consideramos también a los moderadamente
formadores el porcentaje asciende al 82.8%. El
hallazgo difiere de lo en encontrado en cuba con un
98% de asilamientos altamente formadores de biofilm,
es relativamente similar a lo encontrado en Portugal
por Oliveira et al., (2006) con una frecuencia de 37,5
y muy superior a lo encontrado Milanov et al., (2010)
en Serbia que fue de 12.85%. Por otro lado, los
porcentajes de deteccion fenotipica del biofilm pueden
depender de variaciones en la técnica empleada o en su
interpretacion (Oliveira et al., 2006; Milanov et al.,
(2010), asi mismo la determinacion de los genes
responsables de la produccion de biofilm como ica A
y D no garantiza su expresion ya que puede haber otros
genes implicados (Pefia y Uffo, 2013). Debido a que el
biofilm constituye una estructura que permite a las
bacterias resistir las condiciones ambientales adversas
como la desecacién, la falta de nutrientes o de
hospedero (Stewart et al., 2013), las cepas altas
productoras de biofilm tendran mas opciones de
sobrevivir en el entorno de la vaca, por ejemplo: en el
equipo de ordefio (pezoneras, tuberias, tanques de
almacenamiento), cama del animal, piel, instrumentos.
Teniendo en cuenta que se ha demostrado que los
biofilm no suelen ser removidos luego de sucesivos
lavados en biomateriales (Dego et al., 2002), se debe
considerar y estudiar si la rutina de limpieza es
suficiente para eliminar el biofilm en el equipo de
ordefio. Posiblemente la falta de una rutina y control
adecuados en la higiene y mantenimiento del equipo de
ordefio contribuya a la alta frecuencia de aislamientos
en los casos de mastitis subclinica (Pefia y Uffo, 2013).
Si bien el objetivo de este trabajo no fue comparar los
sistemas de producciébn con la presencia de
aislamientos altamente productores de slime, las
caracteristicas del establecimiento de estudio con falta
de mantenimiento y programas de limpieza y
desinfeccion del equipo puede haber contribuido a los
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altos porcentajes de aislamientos productores de
biofilm obtenidos de las vacas del estudio.

En este estudio los aislamientos de S. aureus
formadores de biofilm se identificaron asociados a la
mastitis subclinica en diferentes grados determinada
por prueba de mastitis California concordando con los
resultados de los estudios de Pefia y Uffo, (2013),
quienes ademas identificaron diferencias en los grados
de formacion de slime relacionados con diferentes
genotipos Spa en aislamientos de S. aureus obtenidos
en hatos lecheros de Cuba. Asi mismo se ha
establecido una relacién de los tipos capsulares de S.
aureus con la formacion de biofilm (moderada, alta y
muy altamente formadores), determinando al tipo
capsular 5 como el mas virulento y asociado con mayor
frecuencia a la presentacion y persistencia de la
mastitis subclinica (Bardiaua et al., 2016). La
infeccion por S. aureus productores de biofilm, en la
glandula mamaria en las vacas lecheras (Fox et al.,
2005), se relaciona con la contaminacion de la leche y
los derivados lacteos frescos elaborados con leche no
pasteurizada, lo cual representa un problema de salud
publica (Diaz et al., 2017).

CONCLUSIONES

Se identificaron fenotipos de S. aureus productores de
slime y formadores de biofilm en vacas con mastitis
subclinica. La mayoria de los aislamientos S. aureus
fueron productores y productores intermedios de slime
y altamente y muy altamente formadores de biofilm los
cuales se asociaron con los grados altos de la prueba de
CMT (2 y 3) y con la persistencia de la infeccién. Es
posible considerar que la produccion de slime y la
formacion de biofilm serian mecanismos importantes
de patogenicidad responsables de la persistencia de la
infeccion en la glandula mamaria.
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