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¿Ves estos bloques grises? Son las nuevas rocas; donde el musgo no crece. 
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1 INTRODUCCIÓN 

 
 

La mastitis bovina es definida como una inflamación de la glándula mamaria junto con un 

aumento en el número de células somáticas en la leche. Es considerada la enfermedad más 

común, prevalente y costosa en el ganado bovino lechero. Los efectos son reflejados en la 

producción, economía y en el bienestar animal. 

 

 

Diversos patógenos son capaces de inducir mastitis; sin embargo, dentro de los patógenos 

contagiosos Staphylococcus aureus es destacado debido a los daños que produce en la glándula 

mamaria. Esta bacteria se propaga fácilmente, es prevalente, y provoca una mastitis con ausencia 

de síntomas y en ocasiones de carácter crónico, lo cual se relaciona especialmente al variado 

número de factores de virulencia que expresa, junto con su localización intracelular luego de su 

adhesión e internalización, la generación de variantes de pequeñas colonias que podrían darle 

prevalencia y la resistencia a antibióticos. 

 

 

El tratamiento de la mastitis es un problema vigente debido a que no se erradica la 

enfermedad y se sugiere indagar en métodos sustentables e innovadores que puedan, tanto 

modular la respuesta inmune como tener efectos en el patógeno a través de vías que no 

provoquen resistencia. Los ácidos grasos (AG) de cadena corta y media, representan una 

importante alternativa a esto último, y han demostrado en las investigaciones del grupo de trabajo 

que son capaces de inhibir la internalización de S. aureus en las células epiteliales mamarias 

bonvinas (CEMB) incubadas previamente con estas moléculas carboxílicas, y producir una fuerte 

activación de respuesta de genes relacionados con la inmunidad innata. Sin embargo, no se ha 

evaluado el posible efecto de estos AG en la patogénesis, especialmente en el mecanismo de 

internalización en células epiteliales mamarias bovinas. Estudios de otros grupos señalan que los 

AG pueden modular la expresión de factores de virulencia en bacterias (ej. Salmonella) bajo 
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modelos de cultivo celular intestinal e in vivo. Por lo que se especula que estos ácidos podrían 

tener un efecto en la expresión de genes de virulencia de S. aureus durante la internalización de 

esta bacteria en las CMEB. 

 

 

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo de tesis fue evaluar el efecto de los ácidos grasos 

(butirato de sodio y octanoato de sodio) en la expresión de algunos factores de virulencia de S. 

aureus y su relación con la internalización de esta bacteriaen las CEMB. 
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2 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 
 
 

2.1 Mastitis bovina 

 
 

La mastitis bovina es definida como una inflamación de la glándula mamaria (Blowey y 

Edmondson, 1995) y usualmente expresada por un recuento de células somáticas (RCS) superior 

a 2x105 células/mL en la leche. La inflamación ocurre comúnmente en respuesta a infecciones 

bacterianas, no obstante puede ser producida por otros organismos infecciosos, o por agentes de 

origen etiológico no infeccioso, estos últimos pueden predisponer el éxito a la infección mediada 

por bacterias (Zhao y Lacasse, 2008). Sin embargo, está determinado que la mayoría de los casos 

de mastitis son generados por microorganismos patógenos (Watts, 1988). 

 

 

La mastitis bovina es considerada la enfermedad más común en el ganado bovino lechero, 

es altamente prevalente (Sharma et al., 2012); e impacta directamente a la ganadería lechera, 

debido a los cambios patológicos que experimenta el tejido de la glándula mamaria -

enrojecimiento, calor, hinchazón y dolor, y frecuentemente expresado en un aumento en el 

número de células somáticas en la leche-, los cuales se ven reflejados en los cambios físicos, 

químicos y bacteriológicos en el coloide lácteo (Sordillo et al., 1989; Sordillo et al., 1989b). Es 

considerada una enfermedad infecciosa que conduce a la inflamación de uno o más cuartos de la 

ubre, y no sólo afecta a un individuo, sino puede afectar a todo el hato o al menos varios animales 

del mismo (Barkema et al., 1997). Si la enfermedad no es tratada, la condición conduce a un 

deterioro del bienestar animal que resulta en el sacrificio (Lehenbauer y Oltjen, 1998). Los 

cambios en la leche, tales como grumos, coágulos, y una apariencia acuosa, son las anomalías 

más evidentes; el calor, hinchazón y la sensibilidad de la ubre son ligeros o ausentes. Los 

síntomas sistémicos también pueden estar presentes e incluyen fiebre, pérdida de apetito, 

reducida función del rumen, debilidad, y depresión (Kitchen, 1981; Medrano-Galarza et al., 

2012). 
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La aparición de la mastitis requiere de múltiples factores, por lo que se le considera una 

enfermedad multifactorial donde su incidencia depende de la exposición a los patógenos, los 

mecanismos de defensa de la ubre y los factores ambientales, y de sus interacciones (Oviedo-

Boyso et al., 2007). Los factores de predisposición que contribuyen a la aparición de la mastitis 

pueden ser de carácter fisiológico (edad de la vaca, etapa de lactación, involución de la glándula, 

nutrición, deficiencias de Co, Cu, Se y vitamina E), genéticos (raza, rasgos genéticos de 

resistencia, inmunidad innata y anatomía de la ubre), patológicos y ambientales (prácticas de 

manejo poco higiénicas, tiempo y clima) (Sharma et al., 2012; Tiwari et al., 2013). 

 

 

Las pérdidas económicas son aproximadamente del 38% de los costos directos en 

enfermedades (Kossaibati y Esslemont, 1997), siendo la reducción láctea (70%) el principal 

determinante de los costos económicos (Seegers et al., 2003; Sharma et al., 2012). Otros efectos 

significativos son los cambios de composición en la leche -el contenido de grasa y proteína de la 

leche, se modifican por la infección intramamaria- (Kitchen, 1981; Seegers et al., 2003);la 

existencia de residuos de antibióticos debido a su uso indiscriminado que la hacen no apta para el 

consumo (Oliver y Murinda, 2012); el incremento en los costos veterinarios y de enfermería,  

además de labores adicionales para el tratamiento (Neerhof et al., 2000); y es causa principal del 

sacrificio prematuro lo que conlleva a la pérdida de potencial genético en el hato (Blowey y 

Edmondson, 1995; Seegers et al., 2003). 

 

 

La mayoría de los productores asocia a la mastitis con la inflamación de los cuartos de la 

ubre junto con cambios en la apariencia de la leche; sin embargo, la mastitis puede ocurrir de 

forma asintomática. Sea o no acompañada de signos clínicos, la infección intramamaria se asocia 

a un aumento de las células somáticas en la leche, variando según el tipo de agente infeccioso. Es 

por eso que la mastitis bovina se clasifica en clínica y subclínica dependiendo del grado de 

inflamación de la glándula mamaria, el The National Mastitis Council (Smith, 1997) las define 

como: 
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 Mastitis Clínica: Se experimenta anormalidades visibles en la leche o glándula: la leche 

tiene apariencia acuosa con coágulos. Las anormalidades asociadas con la ubre son el 

calor, hinchazón y sensibilidad al tacto. Esta tipo de mastitis se sub-clasifica en leve, 

moderada y aguda. 

 Mastitis subclínica: No se generan cambios visibles ni en la leche y la ubre, pero la 

producción disminuye al igual que la calidad. Como es indetectable visualmente, se deben 

montar pruebas indirectas como el recuento de células somáticas. 

La mastitis subclínica es la forma más común de la enfermedad, con prevalencia a escala 

internacional (Rainard y Riollet, 2006); y es considerada por los productores lecheros más 

costosa que la mastitis clínica, debido a sus efectos a largo plazo en la producción láctea (Zhao y 

Lacasse, 2008). 

 
 

La presencia en Chile de S. aureus es alta, estudios reportan un 55.53% presente en 

lecherías especializadas, destacando ser el patógeno más frecuente (San Martín et al., 2002). No 

se han efectuado estudios a escala nacional que permitan entregar datos epidemiológicos 

confiables de la mastitis bovina, y la mayoría de los  datos existentes corresponden a estudios de 

los años 70 y a localidades específicas del país. Dentro de estos datos se mantiene la premisa 

internacional de la mastitis subclínica como la más usual. En México, Castañeda Vázquez et al 

(2013) reportaron que la mastitis subclínica es la de mayor incidencia, además de que S. aureus 

fue el microorganismo más relevante. En el mismo sentido, otros estudios reportan la existencia 

de 60% de los casos de mastitis subclínica y 30% en tanques lecheros (Miranda-Morales et al., 

2008). 

 

 

2.2 Patógenos, daño a la glándula e inmunología en la mastitis bovina 

 
 

La ubre del bovino es un ambiente ideal para el crecimiento microbiano, y bajo óptimas 

condiciones, los patógenos pueden multiplicarse de forma importante (Sharma et al., 2012); tanto 

en períodos de lactancia y no lactantes (Zhao y Lacasse, 2008). En la literatura científica se han 
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reportado más de 137 patógenos causante de mastitis (Watts, 1988); en los últimos años este 

número aumentó a más de 200 (Blowey y Edmondson, 1995). Los patógenos predominantes son 

las bacterias, aunque micoplasmas, hongos, levaduras, algas y virus también han sido reportados 

(Watts, 1988; Wellenberg etal., 2002). Dependiendo del vector de transmisión, los patógenos 

bacterianos pueden ser clasificados en no contagiosos (más conocidos como ambientales) y los 

contagiosos (Blowey y Edmondson, 1995): (i)Los ambientales son considerados invasores 

oportunistas de la glándula y no pueden sobrevivir dentro de ella. Se multiplican e inducen una 

respuesta inmune que en general termina eliminando al patógeno (Bradley, 2002). La principal 

fuente de los patógenos ambientales es en donde vive la vaca, y están presentes en materiales 

orgánicos de la cama, junto con el estiércol y en las áreas húmedas de los establos y lotes. Los 

agentes de naturaleza ambiental más importantes son Streptococcus uberis, Streptococcus 

dysgalactiae, Escherichia coli, y especies de Staphylococcus coagulasa negativa. (ii)En el caso de 

los patógenos contagiosos, son descritos como organismos capaces de sobrevivir dentro de la 

glándula mamaria, generan mastitis subclínicas y se propagan de vaca en vaca durante el 

procedimiento de ordeño (Keefe, 2012). Los agentes contagiosos incluyen las bacterias S. aureus 

y Streptococcus agalactiae (Zhao y Lacasse, 2008). 

 

 

Los patógenos que usualmente invaden la ubre, se multiplican y producen toxinas que son 

nocivas para la ubre, resultando en una reacción inflamatoria; sin embargo, la glándula posee una 

fuerte defensa inmunitaria basada en componentes celulares y solubles asociados a los tejidos y a 

las secreciones (Sordillo y Streicher, 2002). Si esta protección no controla la infección, los 

niveles bacterianos alcanzan un umbral en donde se produce daño a la glándula orquestado una 

compleja serie de eventos que reducen la actividad sintética celular láctea, daño en el epitelio 

mamario y en tejidos adyacentes (Harmon, 1994); los alveolos disminuyen su número de 

organelos asociados a la síntesis y secreción de leche (Sordillo et al., 1989). Simultáneamente el 

número de células somáticas sigue incrementándose empeorando el daño tisular. Los alveolos de 

la glándula pierden integridad estructural permitiendo la entrada del líquido extracelular y 

mezclándose con la leche, característica de los visibles cambios en la infección (Zhao y Lacasse, 

2008). 
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Las infecciones comienzan cuando los microorganismos penetran el canal del pezón y se 

multiplican en los tejidos productores de la leche. Durante el ordeño mecánico, los organismos 

presentes en la leche o en la punta del pezón pueden ser propulsados a través del conducto del 

pezón a la cisterna. Tras el ordeño, el canal del pezón permanece dilatado por 1 a 2 horas. Los 

organismos del medio ambiente (presentes en el estiércol, la ropa de cama, etc.) o los que se 

encuentran en la piel lesionada en la punta del pezón pueden invadir fácilmente un canal abierto. 

Las bacterias pueden continuar en la ubre adhiriéndose y colonizando nuevos tejidos. Una vez 

que las bacterias se encuentran dentro de la ubre, la infección y la inflamación de la zona dañada 

comienzan. Las bacterias afectan inicialmente los tejidos que recubren los conductos grandes y 

las cisternas de la leche, esto por la producción de varios factores de virulencia que causan la 

inflamación y muerte de las células productoras de leche. Las células secretoras de la leche 

dañadas liberan sustancias que conducen a un aumento de la permeabilidad de los vasos y atraen 

a los leucocitos que puede engullir y destruir las bacterias. Durante este proceso, los leucocitos 

liberan sustancias que causan el reclutamiento de leucocitos adicionales de la sangre en la leche. 

Si las bacterias no son destruidas totalmente se siguen multiplicando y comienzan a invadir los 

pequeños conductos y áreas alveolares. A veces, los microorganismos son eliminados 

rápidamente y la infección desaparece. En este caso, la obstrucción de los conductos se abre y la 

composición de la leche y la producción retorna a la normalidad en varios días. Sin embargo, si la 

infección persiste y los conductos siguen siendo obstruidos, la leche encerrada hace que las 

células secretoras vuelvan a un estado de descanso y los alveolos empiezan a contraerse. Las 

sustancias liberadas por los leucocitos conducen a la destrucción total de las estructuras 

alveolares, que son sustituidos por los tejidos conectivos. La destrucción del tejido secretor de la 

leche es, en efecto, la tercera línea de defensa de la vaca para el control de la infección. Por lo 

tanto, como la enfermedad progresa, el número de células somáticas en la leche -atribuido 

principalmente a neutrófilos- se eleva y se asocia con una reducción permanente de la producción 

de leche (Akers y Nickerson, 2011; Oviedo-Boyso et al., 2007; Paape et al., 2000). 

 

 

La glándula mamaria es un órgano único y complejo presente en mamíferos, y con 

grandes capacidades de síntesis y secreción. Tiene un increíble nivel de organización y una 
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notable habilidad de convertir nutrientes circulantes a componentes lácteos (Bauman et al., 2006). 

Proporciona alimentación y protección a enfermedades a las crías recién nacidas a través de la 

secreción del fluido coloidal lácteo (Vorbach et al., 2006). En los tejidos y las secreciones de la 

glándula se encuentran factores inmunes innatos y específicos: anatómicos, celulares y solubles, 

que median un papel vital en la protección de la glándula a enfermedades infecciosas, y la 

eficiencia de esos mecanismos de defensa determinan la resistencia de la glándula mamaria a una 

infección intramamaria (Sordillo etal., 1997). 

1) Los factores anatómicos pueden ser el canal del pezón, su esfínter y una matriz similar 

a una malla de queratina asociada a lípidos y proteínas básicas que recubre el canal, la cual posee 

propiedades bactericidas y bacteriostáticas (Oviedo-Boyso et al., 2007; Rainard y Riollet, 2006). 

2) Factores celulares: basada en neutrófilos, macrófagos y linfocitos, los cuales 

intervienen en funciones como la fagocitosis de patógenos, la producción de especies reactivas de 

oxígeno, la síntesis de péptidos antimicrobianos y de enzimas hidrolíticas, además de ser 

presentadores de antígenos e implicados en la detección de patógenos invasores e iniciación de la 

respuesta inflamatoria, representando su función esencial de efectores de la inmunidad innata 

(Oviedo-Boyso et al., 2007;Sordillo et al., 1997). Estos factores perciben la presencia de los 

patógenos y ponen en movimiento el inicio de la defensa inmune a través de receptores de 

membrana que sensan componentes moleculares de los patógenos como lipopolisacáridos (gram-

) y ácido lipoteicoico (gram+), y activan otros componentes que inician la respuesta inmune 

innata y la inducción de citocinas proinflamatorias (O’Neill, 2006; Yang et al., 2008); además de 

otras moléculas lipídicas como leucotrienos y postanglandinas que incrementan la reacción de 

inflamación (Oviedo-Boyso et al., 2007). En el final de la respuesta, los linfocitos T y B son 

estimulados e inician la respuesta inmune adquirida.  

3) Factores solubles: La inflamación es regulada por citocinas proinflamatorias como la 

interleucina-(IL-)1 β, IL-6, IL-8, el factor de necrosis tumoral-(TNF-)α e interferon (IFN) que 

incrementan la capacidad bactericida de los factores celulares, promueven el reclutamiento de 

neutrófilos, la maduración de células dendríticas y el control de la respuesta inmune adquirida 

(Riollet, 2002). 
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El control de la mastitis se basa en métodos preventivos a través de una correcta higiene del 

ordeño (Keefe, 2012), la reducción de la exposición a patógenos ambientales, y la terapia de 

antibiótico de secado (Sordillo et al., 1997). Los tratamientos han ido enfocados especialmente en 

el uso de antibióticos, vacunas y terapias de bacteriófagos, otros enfoques ha sido el 

mejoramiento genético a partir de elementos genéticos de la inmunidad innata. Además, 

estrategias no auxiliares como la adición de inmuno-estimulantes no específicos, terapia de 

lactación, tratamiento al secado y selladores de pezones, también han sido usadas (Sordillo et al., 

1997; Tiwari et al., 2013). A pesar de que existe un mayor entendimiento en las infecciones 

intramamarias, y las prácticas han reducido la aparición de la enfermedad mejorado los 

tratamientos y las medidas de prevención, la mastitis continua siendo un problema para la 

ganadería lechera (Tiwari et al., 2013). Sugiriendo la necesitad de nuevos e innovadores enfoques 

dirigidos hacia alternativas viables y seguras para el control de la mastitis (Sordillo et al., 1997). 

 

 

2.3 Staphyloccocus aureus 

 
 

S. aureus es un miembro de la familia Staphylococcaceae en el orden Bacillales. Fue 

originalmente agrupado a la familia Micrococcaceaepero estudios recientes de homología de 

genes, perfiles bioquímicos de estructuras y componentes celulares, ensayos de susceptibilidad a 

antibióticos, inmunoquímica, hibridación de ADN-ADN,ADN-ARNr y secuenciación de ARNr 

16S, han demostrado claras diferencias tanto genéticas y epigenéticas entre estafilococos y 

micrococos (Dworkin y Falkow, 2006; Toldrá, 2010; Whiley, 2003). Sin embargo, erróneamente 

se sigue usando la familia Micrococcaceae como taxa para S. aureus en diversos textos actuales. 

 

 

En exámenes microscópicos esta bacteria aparece en la forma de cocos grampositivos 

formando racimos, y su distinción frente a las otras especies de estafilococos es su pigmentación 

dorada de las colonias. Su diámetro es de 0.5 – 1.5 µm (Harris et al, 2002). Su metabolismo es 

anaeróbico facultativo, es no móvil, no esporulante, y en pruebas bioquímicas es catalasa 
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positivo, oxidasa negativa y coagulasa positivo (Lowy, 1998). Su genoma consiste en un 

cromosoma circular de aproximadamente 2 megabases, que incluyen elementos genéticos 

móviles extracromosómicos como profagos, plásmidos y transposones, y también secuencias de 

inserción, islas de patogenicidad y casetes cromosómicos; estos elementos anteriormente 

mencionados son identificados como fragmentos de ADN que codifican una variedad de factores 

de virulencia y determinantes de resistencia, como también de la maquinaria enzimática que 

media su  transferencia e integración al ADN diana (Malachowa y DeLeo, 2010).Los genes de 

esos elementos extracromosómicos pueden ser transferidos entre cepas de estafilococos u otras 

especies grampositivas(Lowy, 1998). 

 

 

S. aureus tiene una marcada habilidad de adaptarse a diversos ambientes y genera 

infecciones en animales y humanos. Sus principales hábitat son la piel, la superficie de las 

glándulas y las membranas de las mucosas de mamíferos y aves (Toldrá, 2010). En humanos, es 

un patógeno persistente y es responsable de una serie de enfermedades que varían 

considerablemente en la presentación clínica y en la gravedad. El patógeno puede causar una 

amplia variedad de infecciones, las cuales pueden ser divididas en tres tipos: (i) lesiones 

superficiales, tales como infecciones de heridas; (ii) toxinosis, como intoxicación por alimentos, 

el síndrome de la piel escaldada y del shock tóxico; y (iii) condiciones sistémicas y 

potencialmente mortales, tales como endocarditis, osteomielitis, neumonía, abscesos cerebrales, 

meningitis y bacteremia. Estas infecciones son difíciles de erradicar, frecuentemente reinciden y 

poseen fuerte adaptación a la terapia antibiótica (Bien et al., 2011; Garzoni et al., 2007). Esta 

bacteria también tiene relevancia en infecciones adquiridas en la comunidad y nosocomiales 

(intrahospitalaria) (Bien et al., 2011). En la mastitis bovina esta bacteria gram positiva es 

frecuentemente aislada en casos subclínicos y crónicos alrededor del mundo (Zecconi, 2010). Ha 

adquirido una dramática importancia en la medicina humana debido al incremento de la 

prevalencia de cepas resistentes a antibióticos (Zecconi y Scali, 2013). 
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Su efecto asintomático y crónico, ha establecido durante los últimos años una fuerte 

evidencia de que el patógeno es capaz de sobrevivir dentro de las células, lo que ha conducido a 

denominarlo un patógeno intracelular facultativo (Fraunholz y Sinha, 2012). Es capaz de 

sobrevivir e invadir in vitro una variedad de fagocitos profesionales y no profesionales, 

neutrófilos, células dendríticas y macrófagos, así como también fibroblastos, osteoblastos, 

endotelio y células epiteliales (Kubica et al., 2008). La internalización es promovida por la 

fibronectina de la célula hospedera la cual actúa como un puente entre la integrina α5β1 en la 

superficie de la célula y las proteínas de unión a fibronectina de S. aureus, esto conduce a 

mecanismos de transducción de señales que finalmente produce un rearreglo del citoesqueleto, 

donde la bacteria es internalizada mediada por mecanismos “zipper” (Sinha et al., 1999). En 

consiguiente esta bacteria puede persistir intracelularmente escapando de las defensas inmunes y 

de los agentes antimicrobianos, o continuar multiplicándose y matando células a través del 

mecanismo de apoptosis (Bayles et al., 1998). Mientras esta dentro de las células requiere de 

múltiples factores de virulencia para sobrevivir. 

 

 

2.4 Virulencia de Staphyloccocus aureus 

 
 

A pesar de que la resistencia a antibióticos es considerada como el principal problema 

potencial en una infección, S. aureus posee un amplio arsenal de factores de virulencia que son 

las bases de su patogenicidad y le permiten adaptarse a diversos nichos en el hospedero (Zecconi 

y Scali, 2013). 

 

 

Un factor de virulencia es un componente microbiano que puede dañar a un hospedero 

susceptible (Casadevall y Pirofski, 2009); en S.aureus comprenden componentes estructurales de 

la pared celular tales como proteínas, lípidos, carbohidratos, proteoglicanos, glicolípidos y 

productos de secreción. Basado en sus actividades biológicas, los factores de virulencia pueden 

ser divididos en tres categorías: 1) los que median adhesión (adhesinas); 2) los que promueven el 
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daño tisular y la proliferación (invasinas); y 3) los que los protegen del sistema inmune. Su 

patogenicidad depende de la acción combinada de éstos. 

 

 

La expresión de los factores de virulencia depende de la fase de crecimiento. Una curva 

ideal de crecimiento puede ser dividida en tres fases: lag, exponencial y estacionaria. Los 

componentes de superficie son expresados durante la fase exponencial, mientras que los factores 

de secreción son expresados en la fase post exponencial. Durante la fase exponencial el 

metabolismo bacteriano es rápido y eficiente para garantizar un crecimiento constante. Como la 

tasa de crecimiento disminuye, los nuevos sistemas de regulación se activan para reorganizar el 

metabolismo celular hacia la supervivencia a largo plazo en condiciones desfavorables. Esta 

reorganización se inicia evidentemente durante un período de transición que se refiere como la 

fase post-exponencial. Una característica notable de la fase post-exponenciales la rápida síntesis 

de un conjunto de proteínas no esenciales, muchos de los cuales son secretadas (Harris et al., 

2002; Novick et al., 1995). 

 

 

Las fases de crecimiento se pueden contextualizar biológicamente en los diferentes 

estadios de infección: (i) colonización, (ii) evasión de defensas inmunes, (iii) crecimiento y 

división celular, y (iv) propagación (Cheung etal., 2004). La regulación recíproca facilita la 

progresión de una infección desde los estadios tempranos (fase exponencial) cuando las proteínas 

de superficie con funciones de adhesión se sintetizan activamente, coincidiendo con las fases de 

unión al tejido y la colonización; hasta las fases posteriores (post-exponencial y estacionaria), 

donde la expresión de las proteínas de la pared celulares reprimida, mientras que la síntesis de 

toxinas extracelulares y de enzimas predomina cuando son requeridas para combatir las defensas 

inmunes junto con exoenzimas degradativas que facilitan la adquisición de nutrientes (Cheung et 

al., 2004; Gordonetal., 2013). Las exotoxinas sintetizadas durante la fase post-exponencial 

probablemente facilitan la invasión local (Cheung et al., 2004). S. aureus puede alterarla 

respuesta inmune innata mediante la secreción de un número de diferentes complejos de proteínas 
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de evasión inmune que funcionan inhibiendo el reclutamiento de neutrófilos o activando, o 

matando a los neutrófilos vía lisis (McCarthy y Lindsay, 2013). 

 

 

2.5 Adhesión de Staphyloccocus aureus 

 
 

La adhesión a las células epiteliales es el primer paso para el proceso de infección por S. 

aureus (Cifrian et al., 1994). Este proceso es mediado por adhesinas, las cuales pueden 

interactuar con un gran número de proteínas del hospedero. Las adhesinas pueden ser clasificadas 

en:(i) de naturaleza proteínica y (ii) no-proteínicas. Las proteínicas se clasifican en la familia de 

proteínas MSCRAMM (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules 

/Componentes de la superficie microbiana que reconocen moléculas adhesivas de la matriz) que 

están ancladas a la superficie covalentemente o asociadas por diversos medios como 

interacciones iónicas o hidrofóbicas; por otro lado existe otro grupo de proteínas ancladas a 

superficie no-covalentemente que incluyen las autolisinas/adhesinas, SERAM y proteínas que 

atraviesan membranas. En el caso de las adhesinas no-proteínicas abarcan el polisacárido PIA y 

los ácidos lipoteicoico y teicoico (Clarke y Foster, 2006; Heilmann, 2011b). La familia 

MSCRAMM considera los miembros de proteínas de unión a fibronectina (FnBPA y FnBPB), 

proteínas de unión a fibrinógeno (ClfA y ClfB), la familia de Sdr, Proteína A (spA) entre otros 

(Bien et al., 2011; Heilmann, 2011a). Estas adhesinas son importantes en la mastitis bovina 

(Klein et al., 2012; Stutz et al., 2011). 

 

 

Esta clase de adhesinas MSCRAMM de S. aureus comprenden proteínas ancladas 

covalentemente a peptidoglicanos, que se unen específicamente a componentes de la matriz 

extracelular (MEC). Reconocen los componentes más destacados de la MEC y del plasma 

sanguíneo, como el fibrinógeno, la fibronectina, y el colágeno. La matriz extracelular se organiza 

de un complejo proteico, cuya composición y estructura influye en numerosos procesos 

biológicos tales como la adhesión, migración, proliferación o diferenciación; sin embargo, para 

los microorganismos sirve como un sustrato de anclaje en situaciones de infección. La habilidad 
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de adherirse a la matriz extracelular y las proteínas del plasma depositadas en biomateriales 

(biofilm) es un factor significante en la patogénesis de infecciones basadas en aparatos 

ortopédicos (Harris et al., 2002). El nivel de adhesión es dependiente de la fase de crecimiento  y 

es regulado por específicos mecanismos de regulación a nivel transcripcional principalmente. 

 

 

2.5.1 Regulación de la virulencia de Staphyloccocus aureus 

 
 

La expresión coordinada de diversos factores de virulencia en respuesta a señales 

ambientales durante los estadios de infección alude a la existencia de los reguladores globales, en 

los que un determinante único controla la expresión de muchos genes blanco no vinculados 

(Cheung et al., 2004). Energéticamente, la expresión de factores de virulencia es costosa y por lo 

tanto está estrechamente regulada por intrincadas redes reguladoras de genes y sistemas de 

transducción de señales de dos componentes (Gordon et al., 2013). Estos consisten en un sensor 

de histidina quinasa y un regulador de respuesta. La quinasa sensora es la proteína de 

transducción de señal primaria que interactúa directamente con un ligando o con su receptor. La 

unión del ligando induce una reacción de  autofosforilación  en la cual el gamma-fosfato del ATP 

es transferido a un residuo de histidina en la quinasa. La información de la señal ahora existe 

como un motivo fosforil preparado para ser transferido al regulador de la respuesta. Cada sensor 

quinasa está acoplado a una proteína reguladora de respuesta que lleva a cabo la acción, por lo 

general la activación de la transcripción de genes específicos para responder al estímulo. La 

interacción de la quinasa sensora fosforilada y su regulador de respuesta afín, resulta en una 

reacción de fosfotransferasa en la cual el grupo fosforil es transferido desde la quinasa sensora a 

un residuo de aspartato del regulador de respuesta. En general, los reguladores de respuesta 

consisten en dos dominios principales, el de regulador de respuesta y el dominio de unión a 

ADN. La cascada de fosforilación termina con la unión del regulador de respuesta a secuencias 

específicas de ADN, en la cual se activan las funciones de transcripción y regulación (Barrett y 

Hoch, 1998; Bronner et al., 2004). En muchos casos los reguladores de respuesta pueden ser 
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moduladores transcripcionales de unión a ADN, pero también pueden ser enzimas que modifican 

covalentemente moléculas. 

 

 

La patogenicidad y versatilidad de S. aureus es controlada por un red regulatoria que 

dirige a una integrada expresión de muchos factores de virulencia (Novick, 2003; Ster et al., 

2005). La expresión de los factores de virulencia se controla de una manera temporal y 

dependiente de la densidad celular y es afectada de manera multifactorial por los sistemas 

reguladores globales. S. aureus tiene dos reguladores globales de producción de factores de 

virulencia muy bien caracterizados, el agr (Recsei et al., 1986) y sar (Cheung et al., 1992),que 

regulan la expresión de proteínas de superficie, exoproteínas y otras proteínas esenciales para el 

crecimiento (Ster et al., 2005); los cuales le permiten la adaptación a ambientes hostiles y sus 

formidables defensas antibacterianas (Novick, 2003). 

 

 

El locus agr (accessory gene regulator/gen accesorio regulador) contiene dos promotores 

divergentes P2 y P3. El promotor P2 vía el transcrito RNAII, participa en la transcripción de 

elementos del quórum sensing agr A, C, B y D(Novick et al., 1995). agrA es el regulador de 

respuesta el cual es requerido para la transcripción de RNAIII, la molécula efectora del locus 

regulador, su transcripción ocurre en la transición entre la fase exponencial y la fase estacionaria 

y dirige a la represión de proteínas de superficie (adhesinas) y a la activación de exoproteínas 

(Novick et al., 1993). sar (staphylococcal accesory regulator/regulador accesorio estafilocóccico) 

produce proteínas usadas para responder a los cambios de microambientes(Cheung etal., 

2008),agr es controlada por SarA (Cheung et al., 2008), el cual aumenta la expresión en la fase 

exponencial de toxinas de secreción directa o indirectamente vía regulación positiva de agr 

(Cheung et al., 2008). 

 

 

La proteína A y las proteínas de unión a fibronectina son controladas por Sar y Agr 

(Chien et al., 1999). Rot, otro regulador es un activador de clfB, y agr/RNAIII puede regular clfB 
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vía Rot (Xue et al., 2012). sdrC no es regulado ni por sar ni agr, pero si por msa (Nagarajan y 

Mississippi, 2008) 

 

 

Hay una creciente evidencia que sugiere que inhibiendo la producción de factores de 

virulencia se puede significativamente atenuar la infección, así como la inhibición de la 

producción y la acción de factores de virulencia a través de vías no bactericidas; además, dado 

quela mayoría de los factores de virulencia no son esenciales para la viabilidad bacteriana, en 

principio, el bloqueo de la virulencia puede ejercer una presión menos selectiva para la 

generación de resistencia (Gordon et al., 2013). 

 

 

2.5.2 Mastitis causada por Staphylococcus aureus 

 
 

S. aureus es uno de los patógenos contagiosos con más frecuencia aislados en casos de 

mastitis clínica y subclínica, y es posiblemente el agente más estudiado en mastitis bovina 

(Zadoks et al., 2011). En la mastitis causada por S. aureus los valores de RCC son 333,000 frente 

al control positivo que es 68,000 células/mL–1(Rainard y Riollet, 2003). 

 

 

Las investigaciones de este patógeno han llevado al desarrollo de métodos de control 

basados en higiene y tratamientos de antibióticos (Kerro et al., 2002). Sin embargo, aún es un 

problema vigente, ya que los tratamientos de antibióticos solo pueden curar un 10-30% de los 

casos, debido en parte a la sobrevivencia intracelular de la bacteria que la hace inaccesible para 

los antimicrobanos; además del rango de factores de virulencia que contribuyen a la 

sobrevivencia y al desarrollo de resistencia reportado en algunas cepas. 
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Los principales reservorios de S. aureus son los cuartos infectados, la piel de la ubre y el 

pezón (Roberson et al., 1994); la bacteria coloniza la punta del pezón y se mueve a la zona 

intramamaria ya sea por la colonización progresiva o por los cambios en la presión intramamaria, 

especialmente al final del ordeño. En el área intramamaria puede adherirse a las células 

epiteliales, multiplicarse y colonizar el tejido. La adherencia a células epiteliales juega un rol de 

carácter defensivo importante en la mastitis por S. aureus (Hensen et al., 2000), frente a las 

defensas inmunes y disminuye la eficacia del tratamiento antibiótico (Almeida et al., 1996). Este 

patrón puede ser uno de los factores que explican el carácter crónico de las infecciones 

intramamarias de S. aureus (Almeida et al., 1997). Así mismo, la habilidad de formar variantes 

de colonias pequeñas -formas metabólicamente inactivas- puede ser un aspecto importante de 

sobrevivencia intracelular que promueve el desarrollo de persistencia en infecciones 

estafilocócicas y resistencia a antibióticos (Proctor et al., 1994). La bacteria es capaz de entrar a 

las células epiteliales (Sinha et al., 1999), y sobrevivir en células alveolares y macrófagos (Hebert 

et al., 2000). Es un patógeno silencioso que no induce una alta expresión de citocinas (Lara-

Zárate et al., 2011; Yang et al., 2008). 

 

S. aureus puede adherirse a células epiteliales bovinas in vitro (Cifrian et al., 1994), e 

incluso internalizarse e inducir apoptosis en líneas celulares de epitelio mamario bovino 

(Almeida et al., 1996; Bayles et al., 1998). Ensayos de infección en células epiteliales mamarias 

bovinas demuestran al patógeno realizando la invasión, la replicación intracelular y necesitando 

de la participación activa de componentes del citoesqueleto, como también propios de la bacteria 

(Almeida et al., 1996). 

 

 

2.5.3 Células epiteliales mamarias bovinas 

 
 

El epitelio funciona como un punto de apoyo contra patógenos invasores debido a sus 

múltiples mecanismos de defensa (Ashida et al., 2012). Las células epiteliales tienen interacción 

con patógenos y en respuesta a ello generan una variedad de mediadores de la inflamación como 
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citocinas, quimiocinas, péptidos antimicrobianos y metabolitos del ácido araquidónico (Rainard y 

Riollet, 2006). Las células epiteliales mamarias bovinas (CEMB) tienen contacto directo con las 

bacterias invasoras y ellas juegan un rol importante en la defensa inmune para prevenir a la 

glándula de inflamaciones severas (Rainard y Riollet, 2006; Wellnitz et.al, 2006). Esta respuesta 

rápida se basa a través de la activación de varios receptores de reconocimiento de patrón que 

identifican patrones moleculares asociados a patógenos, esta interacción termina en la producción 

de mediadores de la inflamación y la defensa local en las CEMB (Gilbert et al., 2013). En la 

mastitis bovina, la primera línea de defensa luego que la bacteria logra vencer el pezón, son los 

receptores de reconocimiento asociados a la superficie celular y los péptidos antimicrobianos que 

son secretados directamente por las CEMB, además de simultáneamente citocinas y quimiocinas. 

Es por esto que el epitelio mamario es considerado que juega un rol importante como centinela y 

contribuye de manera significante a la defensa inmune de la glándula mamaria. 

 
 
2.6 Ácidos grasos de cadena corta y media 

Los AG son definidos como ácidos carboxílicos con una cola, de los cuales pueden ser 

clasificados en cadena corta (de 1 a 5 carbonos), media (de 6 a 12 carbonos) y larga (más de 12 

carbonos); el ácido butírico (4C) por ejemplo es de cadena corta y el ácido caprílico (8C) de 

cadena media (Cook y Sellin, 1998; Layden et al., 2013). Los AG han sido utilizados 

ampliamente como aditivos y preservantes alimentarios, en el control microbiano y en 

suplementos en dietas de granjas. Los AG, especialmente los de cadena media, son sustancias las 

cuales pueden ser consideradas como sustitutos de los antibióticos (Hanczakowska et al., 2011). 

 

 

En el intestino, han sido asociados en el rol vital del mantenimiento de la integridad y el 

metabolismo del colon (Cook y Sellin, 1998); destacando como un recurso de energía, 

mantenimiento de un pH alto para prevenir el crecimiento de patógenos, favoreciendo el 

crecimiento celular, estimulando el crecimiento de bacterias beneficiosas. Además, se les 

atribuyen efectos benéficos en casos clínicos como el síndrome metabólico, trastornos 

intestinales (diarrea) y ciertos tipos de cáncer (Roy etal., 2006). También se le han asignado 
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funciones de mediadores de la inflamación, apoptosis y expresión de genes a través de su 

actividad de inhibición de la desacetilación de histonas (Pryde et al., 2002). Además, son 

reconocidos sus efectos en el sistema inmune innato (Vinolo etal., 2011). 

 

 

2.6.1 Ácidos grasos de cadena corta en la leche bovina 

 
 

La leche bovina contiene aproximadamente un 87% de agua, 4.6% lactosa, 3.4% de 

proteína, 4.2% de lípidos, 0.8% minerales y 0.1% de vitaminas. La cantidad de lípidos está 

constituida principalmente por triglicéridos, junto con pequeñas cantidades de otros lípidos como 

fosfolípidos, colesterol y ácidos grasos libres. Del total de lípidos, alrededor del 11% lo 

comprenden los ácidos grasos de cadena corta, y casi la mitad de ellos es ácido butírico (Garton, 

1963; Mansson, 2008). El butirato y el ácido caprílico están en un rango medio de 2-5 % y 1-3% 

respectivamente en la grasa de la leche (Jensen, 2002); otros estudios informan  3.1 - 4.4% y 1.0-

1.7 %, respectivamente (MacGibbon y Taylor, 2006). Sin embargo, la leche bovina resalta en 

comparación a otras, ya que contiene mayores cantidades de ácidos butírico, caproico, caprílico y 

cáprico (Garton, 1963; Jensen, 2002). 

 

 

Los ácidos grasos de la leche bovina derivan de dos fuentes: 1) síntesis de novo en la 

glándula mamaria, y 2) de los lípidos de la alimentación. Los sintetizados de novo son 

principalmente ácidos grasos de cadena corta y media (4:0 a 14:0), aunque también se sintetizan 

algunos de 16:0, mientras que los C18 y algunos 16:0 surgen de los lípidos del plasma. La 

síntesis de novo utiliza principalmente acetato y algunos -hidroxibutirato provenientes de la 

actividad microbiana del rumen y son utilizados por las células epiteliales mamarias para la 

síntesis de ácidos grasos de cadena corta y media (MacGibbon y Taylor, 2006). 
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2.6.2 Efectos de los ácidos grasos de cadena corta y media en la virulencia de patógenos 

bacterianos 

 
 

El efecto de los AG en la virulencia bacteriana se especuló de estudios en intestino de 

ratas, donde se administraba un antibiótico que reducía la flora microbiana en el colon y como 

resultado decrecían los AGCC, reflejando una mayor susceptibilidad para la infección con 

Salmonella typhimurium (Bohnhoff y Miller, 1962).  

 

Se ha demostrado, especialmente en el intestino, que el acetato, propionato, formato o 

butirato, influyen profundamente en la función de la barrera intestinal y reflejan una importante 

función en la inmunidad del hospedador, la proliferación epitelial, y en los últimos años en la 

patogénesis bacteriana (Ashida et al., 2012; Keeney y Finlay, 2011). 

 

Los AGCC y AGCM han sido utilizados como herramientas de control en la producción 

animal de aves de corral, lechones destetados, conejos e incluso en la acuicultura (Defoirdt et al., 

2009; Dierick et al., 2002; Skrivanova et al., 2010; Van Immerseel et al., 2006). Han sido 

intensamente estudiados como bactericidas y bacteriostáticos en enterobacterias tales como 

Salmonella spp, Escherichiacoli y Shigella flexneri (Defoirdt et al., 2009). En la avicultura, los 

AGCC son usados con el propósito de combatir las infecciones por Salmonella (Van Immerseel 

et al., 2004). 

El tracto gastrointestinal de los animales contiene altos niveles de AGCC, incluyendo 

acetato, propionato y butirato, originados de la acción enzimática de bacterias residentes del 

colon. Los AGCC pueden proporcionar energía para el hospedador y altos niveles de éstos 

pueden inhibir el crecimiento de bacterias patogénicas. En el caso del acido caprílico ha sido 

reportado su efecto inhibidor de patógenos de peces (Kollanoor et al., 2007). Otros trabajos con 

S. enterica mostraron un incremento en la invasión de esta bacteria en las líneas celulares HEp-2 

e intestinales cuando esta fue incubada en un medio suplementado con acetato. Sin embargo, en 

un medio suplementado con butirato o propionato disminuyó la invasión del patógeno (Van 

Immerseel et al., 2003). 
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Las actividades de los AG son tanto bacteriostáticas y bactericidas, siendo el pH el efector 

primordial debido a que los AG son débiles, por lo cual pueden disociarse en iones. Los ácidos 

disociados pueden penetrar fácilmente la membrana plasmática y una vez en el citoplasma, el pH 

de este los disocia en aniones y protones, reduciendo de este modo el pH interno (Russell y Diez-

Gonzalez, 1998). A la larga esto representa un problema a la bacteria en el sentido de mantener el 

pH neutro del citoplasma para la síntesis de macromoléculas; el exceso de protones debe 

exportarse provocando un alto uso de ATP que conlleva al agotamiento de la energía celular 

(Guilloteau et al., 2010). Además, los AGCC son propuestos que interfieren con las estructuras 

membranales y en las proteínas de membrana, en el desacoplamiento del transporte de electrones 

y por lo tanto la reducción de la producción de ATP. Esta interferencia puede dirigir al daño de 

membrana, dando lugar a fugas o en la interrupción de la permeabilidad de la membrana externa. 

Otras acciones menos directas es la influencia en la síntesis macromolecular o el transporte de 

nutrientes (Cherrington etal., 1991). 

 

 

Existen reportes de resistencia de las bacterias a los ácidos orgánicos. A pesar que el foco 

ha sido los antibióticos, en los cuales la modificación del blanco, la reducción del acceso al 

blanco o la inactivación por inhibidores han sido los mecanismos descritos; en ácidos orgánicos 

pueden estar funcionando los dos últimos (Chapman, 1998). Algunos organismos permiten una 

disminución de su pH interno y por lo tanto son más resistentes a los ácidos orgánicos que otros. 

También la resistencia inherente vía exclusión de la química antimicrobiana, la secreción del 

compuesto tóxico o de desintoxicación metabólica, puede influir en la eficacia de los ácidos 

orgánicos (Guilloteau et al., 2010). Los patógenos transmitidos por alimentos tienen contacto con 

el bajo pH del estomago, lo que aumenta la respuesta de tolerancia ácida, que podría incrementar 

su supervivencia en el intestino (Foster y Hall, 1991). Por lo que es razonable especular que los 

AGCC influencian en la virulencia.  

 

 

2.6.3 Efectos de ácidos grasos de cadena corta sobre los factores de virulencia bacterianos 
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Diversos estudios demuestran la existencia de efectos de los AG a nivel de la regulación 

de la expresión genética en los factores de virulencia bacterianos, por ejemplo pueden decrecer la 

colonización intestinal por S. enteritidis en cerdos, mediando la expresión de los genes de 

virulencia (Gantois et al., 2006; Van Immerseel et al., 2005; Van Immerseel et al., 2004). En un 

análisis comparativo de transcriptomas, el butirato demostró disminuir genes de la isla de 

patogenicidad 1 en Salmonella(Gantois et al., 2006).En estudios in vivo realizados con ácido 

caprílico, se observó que redujo la colonización  de S.enterica serovar Enteritidis en varias partes 

del tracto intestinal y en órganos internos, tales como el hígado y bazo de pollo de engorde 

comerciales(Kollanoor-Johny et al., 2012). Los autores encontraron que al cultivar a la bacteria 

en un medio suplementado con AGCC se inducen cambios en la expresión de hilA y invF -

principales activadores de la isla de patogenicidad (SPI-1)- en S. typhimurium, regulando genes 

de invasión. Los efectos son positivos para acetato, mientras que con butirato y propionato existe 

decrecimiento en la invasión (Durant et al., 2000; Durant et al., 1999). 

 

 

En otras bacterias, también se han encontrado efectos en la expresión de factores de 

virulencia, como en E.coli, donde los AGCC disminuyeron el efecto de adhesión debido al 

decrecimiento de la producción de la toxina shiga en células de colón bovinas (Cobbold y 

Desmarchelier, 2004). Estudios con acetato, que es producido en alta concentración por bacterias 

benéficas del intestino, demostraron que previene la infección y la liberación de esta toxina 

(Fukuda et al., 2011). Efectos sobre la expresión de genes de virulencia podrían explicar porqué 

los AGCC disminuyen la supervivencia del camarón infectado con V. campbellii cuando 20 mM 

de una mezcla de AGCC fue agregado al cultivo de agua (Defoirdt etal., 2006). Concentraciones 

de AGCC que simulan las presentes en el intestino activan la expresión de genes iha en E.coli, 

responsables de codificar proteínas mediadoras de adherencia (Herold et al., 2009). En E.coli, la 

presencia de AG en el medio DMEM aumentó la expresión de genes del flagelo, vía senso de los 

reguladores Lpr y Pch, permitiendo movilidad al patógeno (Tobe et al., 2011). También se han 

reportado cambios de expresión en elementos extracromosómicos, en el cual los AGCC 
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influencian la expresión de genes de plásmidos de virulencia en Salmonella dublin (El-Gedaily et 

al., 1997). 

 

 

El ácido caprilico posee una demostrada capacidad bactericida y citotóxica contra 

patógenos como E.coli (Annamalai et al., 2004), Salmonella (Vasudevan et al., 2005) y S. aureus 

(Nair et al., 2005). En aves, se ha demostrado que puede disminuir la colonización de 

Campylobacter en pollos en edad de mercado, esto a través del pH, cambios de la microflora 

intestinal o virulencia (Solis de los Santos et al., 2009). El mecanismo de acción del ácido 

caprílico puede ser similar a los de los AGCC, los cuales podrían inactivar a la bacteria creando 

un ambiente ácido o por impacto directo en la expresión de factores de virulencia (Harrison, 

Balan, y Babu, 2013). Recientemente se ha reportado modificaciones post-traduccionales en la 

expresión del regulador HilD por parte de propionato en Salmonella, HilD es una regulador 

transcripcional que activa la expresión de proteínas efectoras requeridas para rearreglos del 

citoesqueleto en células intestinales (Hung et al., 2013). 

 

 

Los métodos alternativos para controlar el nivel de infecciones son importantes respecto a 

la mejora del bienestar animal, como en la producción y salud humana. Estas características, 

actualmente dan importancia a estos ácidos grasos como biocontroladores en la producción 

animal, especialmente en la problemática de la mastitis bovina mediada por S.aureus (Defoirdt et 

al., 2009; Van Immerseel et al., 2006). 
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3 JUSTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 

 
 

La tesis se justifica en base a la problemática de la mastitis bovina producida por 

Staphylococcus aureus. Previamente el grupo de trabajo ha evaluado el efecto de los AG, butirato 

de sodio y octanoato de sodio, entre otros compuestos de naturaleza lipídica, y han demostrado 

que disminuyen la internalización de esta bacteria en células epiteliales mamarias bovinas, junto 

con un pronunciado aumento de la expresión de genes relacionados a la respuesta inmune innata 

(Alva-Murillo etal.,2013; Ochoa-Zarzosa et al., 2009). Estos estudios sugieren que los AG tienen 

efectivas capacidades de modular la respuesta inmune innata. Dentro del área de investigación 

del grupo no se ha evaluado los efectos de estos AG en la bacteria y en el mecanismo de 

internalización. Estudios en Salmonella, demuestran que el ácido butírico y el ácido caprílico 

(ácido octanoico) modulan la expresión de genes de virulencia, que conduce a una reducción de 

la invasión en células intestinales de aves y porcinos. Otros estudios también han reportado 

cambios en la expresión de factores de virulencia que finalmente disminuyen la habilidad de los 

patógenos de realizar la infección. Esas investigaciones especulan en nuestro modelo de que los 

AG podrían inducir cambios de expresión en los mecanismos de síntesis y regulación de factores 

de virulencia de S. aureus, afectando principalmente los involucrados en la adhesión e 

internalización en las CEMB. Resulta interesante evaluar el efecto de estos AG con el fin de 

establecer su papel en el mecanismo de internalización de la bacteria mediada por ácidos grasos 

de cadena corta y media. Además de fijar una posible acción dual de estos ácidos, tanto en el 

hospedero como en la bacteria, el estudio podría entregar valiosas evidencias con el fin de 

mejorar el procedimiento ante la posible inducción o adición de estas moléculas a la glándula 

mamaria bovina y obtener una mejor defensa frente a una infección intramamaria. 
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3.1 HIPÓTESIS 

 

El butirato de sodio y octanoato de sodio regulan diferencialmente la expresión de genes de 

factores de virulencia de Staphylococcus aureus lo que contribuye a la disminución de la 

internalización bacteriana en células epiteliales mamarias bovinas. 

 

3.2 OBJETIVO GENERAL 

 Evaluar el efecto del butirato de sodio y octanoato de sodio en la expresión de genes de 

virulencia de S. aureus y su relación con la internalización de la bacteria en células 

epiteliales mamarias bovinas. 

 

 

3.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Examinar si el pre-tratamiento de S. aureus con AG afecta su internalización en células 

epiteliales mamarias bovinas. 

 Analizar la expresión de los transcritos de genes de virulencia (clfB) y de regulación (sarA, 

agrA y RNAIII) de S. aureus bajo el pre-tratamiento de butirato de sodio y octanoato de 

sodio. 
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4 METODOLOGÍA 

 
 

Los experimentos fueron realizados en el Centro Multidisciplinario de Estudios en 

Biotecnología, Universidad Michoacana San Nicolás de Hidalgo, Morelia, Estado de Michoacán, 

México.  

 

 

4.1 Cepas y reactivos 

 
 

En este estudio se utilizó la cepa Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC 27543) que 

proviene de un caso de mastitis clínica y está demostrada su capacidad de internalizar células 

epiteliales de glándula mamaria bovina (Anaya-Lopez et al., 2006). Las soluciones de trabajo de 

butirato de sodio y octanoato de sodio (Sigma) fueron disueltas en agua desionizada estéril. 

Basados en estudios anteriores del grupo de trabajo, se utilizaron las concentraciones de 0.5 

(disminuye la internalización) y 2 mM (no variación en internalización) de butirato de sodio; y 

0.25 ( aumenta internalización) y 1 mM  (disminuye internalización) de octanoato de sodio 

(Alva-Murillo et al., 2013; Ochoa-Zarzosa et al., 2009). 

 

 

4.2 Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC 27543) tratado con butirato de sodio y 

octanoato de sodio 

 
 

Para aplicar los pre-tratamientos de ácidos grasos de cadena corta y media, las células 

bacterianas fueron crecidas toda la noche y ajustadas a una densidad óptica (DO) 0.2 (600nm), 

luego fueron adicionados los tratamientos descritos anteriormente. Una vez completados los 

tiempos de 2 y 24 h, los cultivos bacterianos fueron ajustados nuevamente a 0,2 (600nm) para 

realizar las infecciones en las CEMB con una multiplicidad de infección (MDI): 30:1 bacterias 
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por células. Cuando las bacterias se utilizaron para la extracción de ARN, no se requirió de ajuste 

de la DO. 

4.3 Cultivo primario de células epiteliales mamarias bovinas (CEMB) 

 
 

Las células se obtuvieron del tejido alveolar de la ubre de vacas en lactancia (Anaya-Lopez 

et al., 2006). Para los experimentos se utilizaron cultivos de pasajes del 2 al 8 sembrados en 

placas Petri (Corning Costar, NW, USA) en medio de cultivo DMEM medium/nutrient mixture 

F-12 Ham (DMEM/F-12 K, Sigma) suplementado con 10% de suero de ternera (Equitech-BioInc, 

Kerrville, TX, USA), 10 �g/mL de insulina (Sigma), 5�g/mL hidrocortisona (Sigma), 100U/mL 

penicilina y estreptomicina (100�g/mL), y 1�g/m Lanfotericina B (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA). Las células fueron cultivadas en una atmósfera de 5% de CO2 a 37°C. Solo se utilizaron 

CEMB con 80-90% de confluencia para los experimentos de internalización. 

 

 

4.4 Ensayo de protección de gentamicina para evaluar la internalización de 

Staphylococcus aureus pretratado con butirato de sodio y octanoato de sodio 

 
 

Se utilizó monocapas de CEMB polarizadas en placas recubiertas con 6–10 �g/cm2 de 

colágeno de cola de rata tipo I (Sigma). Para evaluar la internalización de la bacteria se llevó a 

cabo un ensayo de protección por gentamicina. Para iniciar el ensayo, las células se mantuvieron 

en F12k incompleto por 16 h para sincronizar el ciclo celular y que todas las células estuvieran en 

la misma fase al montar el experimento. Luego se adicionó al medio un control externo de 

butirato de sodio 0.5 mM por 24 h, el cual es reportado que disminuye la internalización al 50%. 

Las células epiteliales fueron infectadas por 2 h a 37°C con bacterias pre-tratadas con butirato de 

sodio y octanoato de sodio, bajo una multiplicidad de infección 30:1 (bacterias por célula). Luego 

de la infección, las células fueron lavadas tres veces con PBS e incubadas en F12K incompleto y 

sin suero, suplementado con 80�g/mL de gentamicina por 1 h a 37°C para eliminar la bacteria 

extracelular. Las CEMB fueron despegadas con Tripsina/EDTA (Sigma) y lisadas en 200�L de 

agua desionizada estéril. Las células lisadas fueron sembradas en placas de LB-Agar a 37°C toda 
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la noche. El número de unidades formadoras de colonias (UFC) fue determinado con técnicas de 

contaje de colonias estándar. Los datos son presentados como porcentaje de internalización 

respecto al control de CEMB. 

 

 

4.5 Extracción de ARN y síntesis de ADNc 

 
 

Para la extracción de ARN total, el cultivo bacteriano fue crecido toda la noche a 37°C y 

150 rpm, y se ajustó la DO a 0.2. Los cultivos fueron tratados con las soluciones de butirato de 

sodio (0.5 mM y 2mM) y octanoato de sodio (0.25 mM y 1mM), en tiempos de 2 y 24 h. Luego 

de finalizado el tiempo de incubación con los ácidos grasos, el cultivo fue centrifugado a 4000 

rpm por 15 minutos. La pastilla fue suspendida por 3 h en  una solución de lisozima (5mg/mL) 

para dañar la pared celular de la bacteria. El RNA total fue extraído con TRIzolReagent (Life 

Technologies) siguiendo las indicaciones del protocolo del fabricante con ligeras modificaciones 

volumétricas. La integridad del ARN fue verificada en un gel de agarosa 2% y la cantidad de 

ARN fue determinada en un espectrofotómetro. Para la síntesis de ADNc, el ARN total fue 

previamente tratado con una solución de DNasa I (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del 

proveedor,con el fin de eliminar contaminación genómica. La síntesis de ADNc fue realizada con 

el kit First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoScientific) utilizando Random primers 

(hexámeros) como cebadores. Se confirmó la presencia de ADNc de S. aureus por amplificación 

de PCR de los oligonucleótidos16Sy nuc, específicos para la especie. 

 

 

4.6 Análisis de la expresión genética 

 
 

Los oligonucleótidosde este estudio (ver Tabla 1) fueron evaluados en PCR punto final, con 

ADNg y ADNc. La cuantificación relativa de la expresión genética (qPCR) fue realizada usando 

el método comparativo (ΔΔCt) en un termociclador StepOne Plus Real-Time PCR System 

(AppliedBiosystems) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Las reacciones fueron 
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llevadas a cabo con SYBR Green PCR Master Mix (AppliedBiosystems, Carlsbad, CA, USA) 

bajo las condiciones de temperaturas indicadas en la tabla 1. 

 

Tabla 1.Oligonucleótidos utilizados en este estudio 

 

Primer  Secuencia (5’-3’) TM 
(C°) 

Referencia 

16S F TAT  GGAGGAACACCAGTGGCGAAG 50 (Klein et al., 2012) 

 R TCATCGTTTACGGCGTGGACTACC   

clfB F TGCAAGTGCAGATTCCGAAAAAAAC 60  

 R CCGTCGGTTGAGGTGTTTCATTTG  (Klein et al., 2012) 

RNAIII F GCATTTATTGGGGCATTGTATT 55  

 R GTGCCGGTCCCTCTTCTTTTAT  Este estudio 

agrA F TGCGAAGACGATCCAAAACAA 60 Este estudio 

 R CCAACTGGGTCATGCTTACGAA   

sarA F CATATGGCAATTACAAAAATCAATGATT
GCTTTGAG 

55 Este estudio 

 R AGCAAGCTTTTA 
TTATAGTTCAATTTCGTTGTTTG 
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5 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
 

5.1 El butirato y octanoato de sodio reducen la internalización de Staphylococcus aureus 

en células epiteliales mamarias bovinas 

 
 

Para evaluar el efecto de los ácidos grasos de cadena corta y media en la internalización de S. 

aureus en las CEMB se llevaron a cabo ensayos de protección por gentamicina, en la cual la 

bacteria fue incubada con estas moléculas carboxílicas previo a la infección. Es pertinente señalar 

que en estudios previos se demostró que los dos AG, a las condiciones utilizadas en este trabajo, 

no afectan la viabilidad ni el crecimiento bacteriano (Alva-Murillo et al., 2013; Ochoa-Zarzosa et 

al., 2009).  

Los resultados indican consistentemente que el pretratamiento de S. aureus por 2 h con 

los AG reduce el número de UFC recuperadas respecto al control (sin ácidos grasos), 

observándose una inhibición del 40 y 30%, respectivamente (Figura 1A y B). Este efecto fue 

independiente de la concentración ya que los efectos fueron similares en todas las condiciones 

evaluadas. Estos resultados demuestran que los AG inhiben la internalización bacteriana en las 

CEMB, ya sea por un pretratamiento de las bacterias o de las CEMB. Sin embargo, el 

comportamiento es distinto en las dos condiciones, ya que en estudios previos se demostró que 

cuando las CEMB son pretratadas con los AG el efecto inhibitorio si es dependiente de la 

concentración (Alva-Murillo et al., 2013; Ochoa-Zarzosa et al., 2009). Este comportamiento no 

es extraño, ya que las células bacterianas no poseen la misma maquinaria de respuesta celular que 

las CEMB, por lo que se esperaría que los AG no tuvieran un efecto similar. Los efectos 

dependientes de la concentración de los AG en la internalización se han observado también en 

otras células. En un estudio realizado con células Caco-2, que imita al epitelio intestinal, la 

incubación de estas células con butirato condujo a una protección contra la invasión de 

Campylobacter jejuni de una manera dependiente de la concentración (Van Deun etal., 2008). En 

función de estos resultados, sería interesante evaluar el efecto conjunto del pretratamiento de las 

bacterias y las CEMB, para ver si existe algún efecto aditivo o potenciador de los AG en la 

internalización. 
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Figura1.Efecto del pretratamiento de Staphylococcus aureus con butirato y octanoato de 
sodio por 2 (A y B) ó 24 h (C y D) en la internalización en las CEMB. El efecto en la 
internalización se muestra como el porcentaje de unidades formadoras de colonia (UFC) 
recuperadas luego de la lisis celular después de 2 h de infección. Los valores fueron determinados 
considerando al control (sin pre-tratamiento del ácido graso) como 100% de internalización.Cada 
barra muestra el promedio de triplicados ± SE de tres experimentos independientes. El símbolo 
(*) indica cambios significativos (P< 0,05) en relación al control. 

 

 

En el caso de las bacterias incubadas con los AG por 24 h, no se observó un efecto del 

ONa en la internalización, ya que las UFC recuperadas fueron similares al control (Figura 1D). 

Respecto al BNa, en ambas condiciones se presentó un incremento en las UFC recuperadas, 
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siendo mayor el efecto en las condición de 2 mM (~2 veces) (Figura 1C). Estos efectos son 

diferentes a los observados a las 2 h de pretratamiento. Las diferencias observadas podrían estar 

en función de la fase de crecimiento en la cual S. aureus fue tratado con los AG. La bacteria a las 

2 h de cultivo está iniciando la fase exponencial de crecimiento, y en ésta expresa algunas de sus 

proteínas que participan en la adhesión celular, ej. la proteína de unión a fibronectina (FnBP), por 

lo que es posible que los AG pudieran estar regulando negativamente la expresión de los genes 

que codifican para estas moléculas. Es conocido que la regulación de la expresión de los factores 

de virulencia es dependiente de la fase de crecimiento, estos resultados indicarían que en la fase 

exponencial, los AG podrían estar modulando moléculas de adhesión importantes, que conduce a 

que la bacteria se internalice menos. Más adelante se discutirá este aspecto con los resultados de 

expresión genética. Por otro lado, el tratamiento de la bacteria por 24 h implica que la célula está 

en contacto con los AG hasta la fase estacionaria. Es posible que la bacteria desarrolle 

mecanismos con el fin de adaptarse al estrés de estas moléculas carboxílicas, ya que la fase 

estacionaria es considerada como más resistente a estímulos externos.  

 

La propiedad de estos ácidos de modularla internalización bacteriana es una importante 

característica que ha sido reportada. Algunos estudios demuestran que el butirato disminuye la 

colonización de Salmonella en células epiteliales cecales, cuando el patógeno fue incubado en 

este ácido graso (Van Immerseel et al., 2004). En el mismo estudio, el ácido acético la aumentó. 

Por otro lado, el acido caprílico (denominación trivial al ácido octanoico) disminuyó la 

colonización en el intestino de aves por el patógeno Campylobacter, luego de que estas fueran 

alimentadas con el ácido (Solis de los Santos et al., 2009). Estos AG son compuestos económicos 

y su suplementación en la glándula mamaria podría resultar una económica estrategia para 

controlar procesos infecciosos. No es claro aún el mecanismo mediante el cual estos ácidos 

disminuyen la internalización en las CEMB, se descarta su actividad antimicrobiana debido a que 

las condiciones en las que se evaluaron no afecta el crecimiento ni la viabilidad bacteriana. Sin 

embargo, se ha reportado que los ácidos dañan proteínas de membrana en E.coli (Royce et al.,  

2013). En este sentido, en S. aureus las proteínas de superficie son importantes para el anclaje a 

las células epiteliales (Clarke y Foster, 2006), por lo que los AG podrían ejercer su efecto 

inhibitorio a través de esta diana. Otro posible mecanismo de acción podría ser que estén 
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regulando la expresión de algunos factores de virulencia en la bacteria que podría perjudicar a la 

bacteria a realizar el anclaje en CEMB. A continuación, se presentan los resultados de la 

evaluación de los efectos de los AG sobre la expresión de algunos genes de virulencia de S. 

aureus. 

 

 

5.2 El butirato y el octanoato de sodio inducen cambios en la expresión de transcritos de 

genes de factores de virulencia de Staphylococcus aureus 

 

Para evaluar los efectos del BNa y ONa en la expresión de genes de virulencia de S. 

aureus, se incubaron las bacterias en las concentraciones descritas y se aisló el ARN total para 

realizar el análisis de la expresión genética a través de PCR cuantitativa (PCR en tiempo real). 

 

 

5.3 Expresión de clfB 

 

El factor clfB se ha identificado en muchos de los aislados de S. aureus obtenidos de casos 

de mastitis, por lo que se le considera un importante factor de virulencia. Ha sido reportado que 

ClfB es capaz de unirse a epitelio nasal (O'Brien et al., 2002), sin embargo no se ha reportado su 

adhesión a células epiteliales mamarias. En este trabajo se evaluó el efecto del BNa y ONa en la 

regulación de la expresión de este gen y su relación con la internalización de S.aureus en las 

CEMB. 

 

Mediante ensayos de cuantificación relativa de la expresión genética, se observó que el 

factor de virulencia clfB disminuyó su expresión (~50%) en los cultivos bacterianos incubados 

por 2 h con BNa respecto al control (sin AG) (Figura 2A).La inhibición fue similar en las dos 

concentraciones. Este resultado correlacionó con la disminución de la internalización observada 

en la mismas condiciones, sugiriendo que esta adhesina tiene una participación directa en la 

internalización de S. aureus reguladas por BNa en las CEMB. En el caso de ONa (2 h) se observó 

que a la concentración de 1mM disminuyó ligeramente la expresión de clfB (Figura 2B), 
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coincidiendo con los resultados de los ensayos de protección por gentamicina, donde la 

internalización se inhibió 40%.Sin embargo, la concentración de 0.25 mM aumentó la expresión 

del mensajero de esta adhesina, lo cual no correlaciona con la inhibición de la internalización 

observada a esa concentración. Se conoce que clfB se expresa preferentemente en la fase 

exponencial(Ní Eidhin et al., 1998), por lo que el BNa podría estar regulando negativamente la 

expresión en dicha fase; sin embargo, en el caso de ONa su efecto modular dependería de la 

concentración. 

 

Respecto a la expresión de clfB en S. aureus después de 24 h de incubación, se observó 

que el BNa 2mM induce una notable expresión (~2.8 veces) de este gen, lo cual correlacionó con 

el aumento de la internalización bacteriana. En la condición de BNa 0.5mM, clfB tuvo una 

expresión similar a la mostrada a las 2 h, y no se observó una correlación con la internalización. 

Los niveles de expresión de clfB detectados con el tratamiento con ONa a las 24 h no 

correlacionaron con los datos de los ensayos de internalización. En las dos concentraciones 

evaluadas se observó un incremento en la expresión de clfB; sin embargo, los niveles de 

internalización de S. aureus no se ven modificados.  
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Figura2. Efecto del pretratamiento de Staphylococcus aureus con butirato y octanoato de 
sodio en la expresión de clfB. Análisis de qPCR que muestra la expresión de clfB en 
Staphylococcus aureus estimulado por 2 h con butirato de sodio (A) y octanoato de sodio (B), y a 
las 24 h con butirato de sodio (C) y octanoato de sodio (D). El control corresponde a las bacterias 
incubadas sin AG. Cada barra muestra la media de los triplicados y el error estándar de tres 
experimentos independientes. Se utilizó el gen 16S como el control endógeno. El símbolo (*) 
indica cambios significantes (P<0.05) en relación al control sin ácidos grasos.  

 
 

5.4 Expresión en agrA 

 

El análisis de la expresión de agrA en bacterias incubadas por 2 h con BNa 2 mM mostró 

que disminuye la expresión ~ 0.5 veces con respecto al control. En el caso del ONa las dos 

condiciones inhibieron la expresión del gen de agrA, siendo mayor el efecto a 0.25 mM (Figura 

3). Estos resultados son interesantes, ya que este gen es un regulador global y su expresión regula 
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negativamente la transcripción de adhesinas (Novick et al., 1995).Es decir, si aumenta la 

expresión de agrA se activa la regulación para inhibir las proteínas de superficie, al contrario una 

disminución de este regulador, como en los resultados obtenidos, permitiría a la bacteria tener 

activamente sus adhesinas expresadas. Por otro lado, como se esperaba a las 24 h de incubación 

con los AG se observó, en general, un aumento de la expresión de este gen. Estos datos coinciden 

con lo reportado, ya que se conoce que en la fase post-exponencial este regulador alcanza su 

máxima expresión. Sin embargo, ésto no coincide con los datos de internalización. Es pertinente 

señalar que en los ensayos de invasión realizados los valores obtenidos corresponden a los 

efectos conjuntos de adhesión e internalización, por lo que es necesario realizar experimentos 

dirigidos a discernir cual de los dos eventos pudiera estar siendo regulados por los AG.  

 
 

5.5 Expresión en sarA 

 

La expresión de sarA fue regulada diferencialmente por el BNa a las 2h. La concentración 

de 0.5 mM indujo la expresión2 veces, pero la concentración de 2mM la inhibió (0.5 veces) 

(Figura 4). Respecto a los efectos del ONa, también mostró un efecto diferencial; aunque estos 

fueron diferentes a los mostrados por el BNa, la concentración inhibitoria fue la de 0.25 mM y la 

de 1 mM tuvo un efecto inductor. Por lo general, la expresión de sarA coincide con la de las 

adhesinas en la etapa exponencial como es en el caso de la concentración 2mM de ONa. Un 

resultado interesantes fue el observado en la concentración a 2mM de BNa en la cual se 

mantienen bajos los niveles de sarA, correlacionado estos resultados con los de agrA, se podría 

sugerir que sarA regula la expresión de agr permitiendo que no se inhiba la transcripción de las 

adhesinas. 

En relación a los efectos de los AG en la expresión de sarA a las 24 h, se observó que el 

BNa, no modificó la expresión de este gen (Figura 4). Sin embargo, el ONa tuvo un efecto 

inductor, el cual fue dependiente de la concentración, observando un efecto inductor notable a 1 

mM (~ 6 veces).  

 
 



 

 

Figura3. Efecto del pretratamiento de 
sodio en la expresión de agrA
Staphylococcus aureus estimulado por 2 h con butirato de sodio (A) y octanoato
las 24 h con butirato de sodio (C) y octanoato de sodio (D). El control corresponde a las bacterias 
incubadas sin AG. Cada barra muestra la media de los triplicados y el error estándar de tres 
experimentos independientes. 
indica cambios significantes (P
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Figura4. Efecto del pretratamiento de Staphylococcus aureus con butirato y octanoato de 
sodio en la expresión de sarA. Análisis de qPCR que muestra la expresión de sarA en 
Staphylococcus aureus estimulado por 2 h con butirato de sodio (A) y octanoato de sodio (B), y a 
las 24 h con butirato de sodio (C) y octanoato de sodio (D). El control corresponde a las bacterias 
incubadas sin AG. Cada barra muestra la media de los triplicados y el error estándar de tres 
experimentos independientes. Se utilizó el gen 16S como el control endógeno. El símbolo (*) 
indica cambios significantes (P<0.05) en relación al control sin ácidos grasos.  

 

 

5.6 Expresión en RNAIII 

 
 

Los dos AG esencialmente no modificaron la expresión del gen de rnaIII a las dos 2 h de 

tratamiento, excepto en la condición de BNa 2 mM, donde se presentó una disminución en la 

expresión (Figura 5A). Estos datos correlacionan con los patrones de expresión de agrA y sarA. 

Esto permite concluir que el butirato 2 mM inhibe la expresión de adhesinas al inicio de la fase 
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exponencial. Un resultado similar se observó para el ONa 0.25 mM (Figura 5B). En el caso de la 

incubación por 24 h, se observaron patrones de expresión similares a agrA para los dos AG, ya 

que se presentó una inducción en la expresión de rnaIII en todas las condiciones evaluadas 

(Figura 5C y D). 

 

 
Figura5. Efecto del pretratamiento de Staphylococcus aureus con butirato y octanoato de 
sodio en la expresión de rnaIII. Análisis de qPCR que muestra la expresión de rnaIII en 
Staphylococcus aureus estimulado por 2 h con butirato de sodio (A) y octanoato de sodio (B), y a 
las 24 h con butirato de sodio (C) y octanoato de sodio (D). El control corresponde a las bacterias 
incubadas sin AG. Cada barra muestra la media de los triplicados y el error estándar de tres 
experimentos independientes. Se utilizó el gen 16S como el control endógeno. El símbolo (*) 
indica cambios significantes (P<0.05) en relación al control sin ácidos grasos.  
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Los resultados indican que el butirato y el octanoato de sodio reducen la internalización 

de S. aureus pre-tratados con estas moléculas en la etapa exponencial. Esta fase es importante ya 

que en ella se sintetizan activamente adhesinas con el fin de cumplir el primer paso crítico en la 

infección en las CMEB. El resultado de la expresión de la adhesina clfB indica que ésta se ve 

inhibida por los AG en la etapa exponencial, esto podría sugerir que los ácidos grasos tienen en 

esa fase su efecto crítico con el fin que la bacteria no se ancle a las CEMB. No obstante, es 

necesario analizar la expresión de otras adhesinas importantes como fnbA,  fnbB y spA los cuales 

están descritos como genes regulados por sarA y agrA, esos resultados podrían dar una idea más 

clara acerca del papel de los AG en la internalización. Incluso, los genes fnbA y fnbB se han 

correlacionado positivamente con la expresión de clfB (Tsompanidou et al., 2012), por lo que 

podría esperarse que también fueran regulados negativamente en la fase exponencial. Además, 

mutaciones en los reguladores globales agr y sar no tienen efectos en la transcripción de clfB 

(Fionnuala etal.,2001). 

 

 

En los ensayos de expresión de agrA, sarA y rnaIII, se observó que con BNa se ve 

aumentada la expresión, pero esto no se correlacionó con los resultados de internalización. Esto 

quiere decir que los BNa no están regulando a nivel transcripcional la expresión de agrA ni sarA, 

si no probablemente afecta la internalización regulando la expresión de otros genes de adhesinas 

o de mecanismos no descritos. A pesar de que los resultados de expresión de los genes 

reguladores agrA, sarA y rnaIII no se esperaban, se observó que los AG modulan su expresión 

diferencialmente, la relevancia de esto aun no está claro y se requiere de más estudios al respecto. 

En el caso del ON a los efectos en la internalización aparentemente no estarían vinculados a los 

cambios de expresión de los genes de las adhesina, por lo que su efecto de decrecer la 

internalización debe ser por otras vías desconocidas. 

 

 

 Es difícil definir con estos resultados los efectos de los AG sobre los genes de las 

adhesinas en un contexto de infección, debido a las complejas interacciones. Además, existen 
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otros reguladores como saeRS, srrAB, arlSR y lytRS (Bronner et al., 2004), que tienen 

implicaciones en la regulación de los factores de virulencia, actuando de manera independiente 

como en conjunto. Entender como participan los factores de virulencia en la habilidad de 

colonizar y mantener infecciones, permitirá encontrar apropiados tratamientos que podrían 

decrecer el impacto de S. aureus en el ganado lechero y en otros hospederos. La adhesión e 

internalización son importantes procesos para la producción de una infección intramamaria, las 

cuales son aparentemente inhibidas por los AG; sin embargo, se requiere estudiar más factores de 

virulencias para encontrar posibles respuestas de cómo los AG están inhibiendo la 

internalización. Para ello, se requiere también considerar los estudios a nivel proteico. 
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6 CONCLUSIONES 

 

Los resultados indican que los ácidos grasos (butirato y octanoato de sodio) decrecen la 

internalización de S. aureus en las células epiteliales mamarias bovinas, cuando la bacteria es 

incubada por 2 h en estos ácidos. En tiempos tardíos se observa incluso un mantenimiento y 

aumento en la internalización. Los resultados de la evaluación de la expresión génica de los 

transcritos de los diversos genes de virulencia de S. aureus analizados, reflejan que los AG 

modulan diferencialmente las tasas de expresión de los transcritos, siendo la expresión de la  

adhesina a tiempos tempranos la que podría explicar la disminución de la internalización. Lo 

genes reguladores no tendrían explicación en el proceso de internalización a ese nivel de 

expresión. Se requiere estudiar otros genes de virulencia además de evaluar expresión a niveles 

proteicos. 
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RESUMEN 

 
 

La glándula mamaria del bovino es frecuentemente alterada por la presencia de patógenos 

que causan mastitis bovina. Esta enfermedad trae graves problemas a la ganadería lechera y al 

bienestar del animal. Staphylococcus aureus es uno de los principales patógenos que causa 

mastitis, principalmente subclínicas y crónicas, muy difíciles de tratar. Este éxito se debe, en 

parte, a diversas características del patógeno reflejado en su arsenal de factores de virulencia que 

es capaz de expresar reguladamente, su localización intracelular que lo protege de antibióticos y 

la respuesta inmune, la formación de variantes de colonias pequeñas que le proporciona 

prevalencia dentro de la glándula y la resistencia a antibióticos de algunas cepas. Los ácidos 

grasos de cadena corta han demostrado propiedades bactericidas y bacteriostáticas contra este 

patógeno. En nuestro grupo de trabajo, se ha demostrado que células epiteliales mamarias 

bovinas (CEMB) tratadas con estas moléculas, disminuyen la internalización de S.aureus ATCC 

27543 y activan la expresión de genes de la respuesta inmune innata. Sin embargo no se ha 

analizado los efectos de estas moléculas en la bacteria y en la expresión de genes de virulencia 

bajo el contexto de internalización. Los resultados indican que las sales de butirato y octanoato de 

sodio disminuyen la internalización de S. aureus de fase exponencial en las CEMB. Además 

inhiben la expresión de la adhesina clfB, pero no la de los reguladores agrA, sarA y RNAIII. La 

modulación que ejercen los AG sobre la expresión de genes de adhesinas y sus reguladores no 

tiene una relación directa con la inhibición de la internalización. Se sugiere realizar un análisis de 

la expresión de otros factores de virulencia para tratar de entender el mecanismo mediante el cual 

los AG disminuyen la internalización de S. aureus en las CEMB. 
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