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RESUMEN

La mastitis bovina es la enfermedad del ganado lechero que causa las mayores pérdidas
econdmicas, tanto al productor como a la industria lechera. Si bien puede ser causada por
varios agentes etiolégicos, Staphylococcus aureus es el patégeno mas frecuentemente aislado de
casos de mastitis en Argentina y en otros paises de gran desarrollo lechero. S. aureus posee la
habilidad de invadir tejidos y sobrevivir intracelularmente, lo cual lo protegeria de la respuesta
inmune humoral del huésped y el tratamiento con antibidticos. Estas particulares caracteristicas
patogénicas de S. aureus determinan que no sea efectivamente controlado por las medidas
preventivas y curativas tradicionales, tendiendo a producir infecciones crénicas, que
ocasionan, en muchos casos, dafos permanentes al tejido mamario. Por consiguiente, se han
propuesto medidas alternativas que permitan una mayor reduccidon de la prevalencia de
mastitis, tendiendo a un menor uso de antimicrobianos. Una de ellas es la manipulacion de los
mecanismos de defensa especificos del hospedador a través del uso de inmundgenos. En las
ultimas décadas se han desarrollado diversas vacunas experimentales. Algunas de ellas,
compuestas por bacterinas o lisados de cultivos de S. aureus, alcanzaron la fase de
comercializacidon. Sin embargo, los resultados obtenidos hasta el momento con estos
inmundégenos muestran un control parcial de la infeccion. Estas observaciones sefialan la
necesidad de explorar nuevas alternativas para mejorar el desempefio de las bacterinas
actualmente disponibles. Se ha propuesto que, para una proteccidn adecuada, la via de
administracién del inmundgeno, asi como el adyuvante utilizado en la formulacién deberian
inducir la produccidn de anticuerpos opsdnicos y la estimulacién de una respuesta celular con
reclutamiento de neutréfilos activados. El adyuvante cldsico utilizado internacionalmente en
vacunas veterinarias es el Al(OH);. Sin embargo, en los Ultimos afios se han desarrollado
nuevos sistemas adyuvantes, entre ellos, los complejos inmunoestimulantes como Iscom
Matrix™. Los mismos estdn compuestos por saponinas, colesterol y fosfolipidos, y se han
mostrado capaces de inducir respuestas humorales/celulares balanceadas. Si bien hay
numerosos antecedentes del uso de estos complejos en la formulacién de vacunas
veterinarias, las mismas estan en su mayoria compuestas por antigenos definidos, y no existe

experiencia en su aplicacidn para la formulacién de bacterias enteras o lisadas.

El objetivo general de este trabajo fue desarrollar un prototipo de vacuna contra mastitis
bovinas causadas por Staphylococcus aureus. Para alcanzarlo, en una primera etapa se
compararon las respuestas inmunes generadas en bovinos por bacterinas de S. aureus
productoras de polisacarido capsular 5 (CP5), formuladas con un adyuvante tradicional,

Al(OHs), o un adyuvante de nueva generacidn, Iscom Matrix"". Se inmunizaron vaquillonas
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prefiadas con 2 dosis de cada uno de los inmundgenos, y se evalud la respuesta inmune innata
y humoral especifica, asi como la funcionalidad de los anticuerpos generados. La formulacion
del inmundgeno experimental con Iscom Matrix™ potencié la respuesta inmune humoral a
través de la produccion de IgG especifica en sangre y leche y un significativo incremento de los
titulos de IgG, sanguineos, lo cual se asocié con una mayor capacidad opsdnica de los sueros.
Sobre la base de estos resultados se seleccioné a Iscom Matrix™ como adyuvante para la
formulaciéon de los siguientes inmundgenos evaluados en este trabajo. Posteriormente, se
compararon las respuestas inmunes generadas en vaquillonas prefiadas por una bacterina y un
lisado de S. aureus CP5 formulados con Iscom Matrix™. Luego de la aplicacién de 2 dosis de los
inmundgenos, se observaron en ambos grupos inmunizados potentes respuestas humorales
especificas en sangre y leche, con anticuerpos capaces de favorecer la fagocitosis del
microorganismo por PMN bovinos e inhibir su internalizacion en células epiteliales mamarias.
Entre ellos, la formulacién con lisado bacteriano fue la que mostré un mejor desempefio en
cuanto a la produccion de anticuerpos especificos e induccién temprana de la expresién de
citoquinas con potencial importancia en el control de IIM por S. aureus. Sin embargo, no se
observé la produccion de anticuerpos dirigidos hacia componentes antigénicos superficiales de
S. aureus, como la proteina de unién a fibronectina A (FnB P-A) y el clumpling factor A (CIfA) o
toxicos, como la B-toxina, en ninguno de los animales inmunizados. Frente a estos resultados,
se obtuvieron, por medio de tecnologia de ADN recombinante, los antigenos de S. aureus B-
toxina, FnBP-A y CIfA, cuyo rol en la patogenicidad del microorganismo y accién en diferentes
etapas de la IIM han sido demostrados. En una ultima etapa del trabajo, los antigenos
recombinantes se utilizaron para complementar una formulacidn basada en células lisadas de
S. aureus CP5 y formulada con Iscom Matrix™. Como hipétesis, la respuesta inmune generada
por este inmundgeno seria dirigida contra componentes que cumplan un rol determinante
tanto en las primeras etapas de la interaccion huésped-patégeno (FnBPA, CIfA), como en la
evasion del sistema inmune (CP), y en etapas mas avanzadas de la infeccion bacteriana (B-
toxina) y que, debido a las caracteristicas del adyuvante, permitiria la generacién de una
respuesta humoral-celular beneficiosa para el control de la infeccién. La inmunizacion de
vaquillonas con 2 dosis del inmundgeno multicomponente potenciéd la respuesta de
anticuerpos en sangre y leche dirigidos hacia los antigenos recombinantes. Los mismos
resultaron eficientes en la opsonizaciéon del microorganismo y en la neutralizaciéon de la
actividad de la B-toxina nativa de S. aureus in vitro, posicionando a estos componentes como
buenos candidatos para ser incorporados en una formulaciéon destinada a la inmunoprofilaxis

de las IIM bovinas causadas por S. aureus.



ABSTRACT

Bovine mastitis causes the greatest economical losses both to the producer and the dairy
industry. Staphylococcus aureus is the most frequently isolated pathogen from bovine mastitis
in Argentina and worldwide. S. aureus has the ability to invade tissues and survive intracellularly,
gaining protection against the host immune response and antibiotic treatment. The peculiar
pathogenic characteristics of S. aureus make it difficult to control through preventive and curative
traditional measures, tending to originate chronic infections that lead, in many cases, to
permanent tissue damage. Hence, other approaches to reduce S. aureus mastitis prevalence
besides antibiotic usage and classical hygiene practices have been proposed. Among these
alternatives, the manipulation of host defense mechanisms through vaccination has been
explored. In the last decades, different experimental vaccines have been generated. Only few
of them, composed by S. aureus bacterins or lysates, are commercially available; however,
these vaccines do not uniformly prevent S. aureus intramammary infection (IMI). These
observations pointed out the need to explore new alternatives to improve currently available
vaccines. It has been proposed that to obtain a suitable protection, immunogen,
administration route and adjuvant used for formulation should induce opsonic antibodies
production and cellular immune response with activated neutrophil recruitment. Most
veterinary vaccines are formulated with the classical adjuvant aluminum hydroxide Al(OH)s.
However, during the last years, new adjuvant systems, among them immune-stimulating
complexes like Iscom Matrix™, have been developed. These complexes are composed by
saponins, cholesterol and phospholipids and are able to produce balanced humoral/cellular
responses. Even though numerous veterinary vaccines have been formulated with these
complexes, these formulations have included defined antigens and there is no experience in

the usage of these complexes with whole or lysed bacteria.

The aim of this study was to develop a prototype vaccine against S. aureus bovine mastitis.
In a first stage, immune responses induced in heifers by S. aureus bacterins from a capsular
polisacharide 5 (CP5) producing strain, formulated either with AI(OH); or a new generation
adjuvant, Iscom Matrix™, were compared. Pregnant heifers were immunized with 2 doses of
each immunogen, and innate and specific humoral immune responses, as well as antibodies
functionality were evaluated. Formulation of experimental immunogen with Iscom Matrix™
strengthened humoral response, through production of specific IgG in blood and milk, and a
significant increase in 1gG, serum titers, which was associated with an augmented opsonic
capacity. Based on these results, Iscom Matrix™ was selected for the formulation of further

inmunogens evaluated in this study. In a second stage, immune responses generated in
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pregnant heifers by either a S. aureus CP5 bacterin or lysate, formulated with Iscom Matrix™
were evaluated. After inoculation of two doses of immunogens, both immunized group
developed potent specific humoral responses in blood and milk, generating antibodies that
favoured S. aureus phagocytosis by bovine PMN and inhibited its internalization in bovine
mammary epithelial cells. The bacterial lysate formulation showed a better performance
regarding production of specific antibodies and induction of cytokines involved in early
immune responses to the immunogen. However, no production of antibodies directed to
selected S. aureus superficial antigens, like fibronectin binding protein A (FnBP-A) and
clumping factor A (CIfA), o toxic proteins, like B-toxin, were detected in any immunized animal.
Accordingly, B-toxin, FnBP-a and CIfA, whose role at different stages of infection has been
demonstrated, were obtained by recombinant technology and used to complement a S. aureus
CP5 lysate formulation, adjuvanted with Iscom Matrix"". Therefore, it was hypothesized that
the immune response generated by the immunogen would be directed against bacterial
components that have a relevant role in first stages of host-pathogen interaction (FNBPA and
CIfA), in immune system evasion (CP) and in advanced stages of infection (B-toxin). In addition,
the use of inmune stimulating complexes would generate humoral/cellular responses
beneficial for infection control. Heifers’ immunization with 2 doses of the multicomponent
immunogen strengthened antibody responses against recombinant antigens in blood and milk.
These antibodies were efficient in opsonizing S. aureus and blocking native B-toxin hemolytic
activity in vitro, positioning these molecules as good candidates to be incorporated in a

formulation for S. aureus bovine mastitis immune prophylaxis.



CAPITULOI. REVISION BIBLIOGRAFICA. CONSIDERACIONES GENERALES

1.1. INTRODUCCION

1.1.1. MASTITIS BOVINA

La mastitis bovina es una inflamacién de la gldndula mamaria en respuesta a una agresion
local al tejido mamario que puede ser de origen infeccioso, mecanico o téxico. Sin embargo, la
gran mayoria de los casos de mastitis son debidos a infecciones intra-mamarias (l1IM) causadas
por microorganismos, principalmente bacterias, que invaden la ubre, se desarrollan y generan
productos toxicos perjudiciales para el tejido mamario (Shalm y col., 1971). La mastitis es, una
de las enfermedades mas prevalentes y perjudiciales del ganado bovino lechero. Por otro lado,
no solo afecta la economia de los productores sino también la imagen del sector lechero,
debido a problemas relacionados con la calidad de la leche y la salud publica, a causa del riesgo
de la presencia de residuos en leche por el inadecuado uso de antimicrobianos y a la potencial
emergencia de bacterias resistentes (De vliegher y col., 2012). Se la considera una enfermedad

compleja, producto de la interaccidn de varios factores de riesgo:

Factores del huésped: presencia o ausencia de resistencia natural a mastitis, estado del

sistema inmune del animal, estadio de lactancia, factores de stress.

Factores de los microorganismos infecciosos: nimero de microorganismos en la glandula,
patogenicidad del microorganismo (relacionada con la capacidad de invadir la glandula
mamaria, adherirse al tejido y multiplicarse), presencia de factores de virulencia del

microorganismo.

Factores ambientales: disefio y funcionamiento de la maquina de ordefiar, practicas de

higiene, tipos de camas y alojamientos, condiciones climaticas.

1.1.1.1. Formas de mastitis

Cuando una bacteria invade la glandula mamaria a través del orificio del pezén puede
establecerse una IIM, la cual provoca una respuesta inflamatoria: mastitis. La misma puede

manifestarse de dos formas:

Mastitis clinica: presencia de signos visibles de la enfermedad, como secrecidon anormal de
la leche, dolor, calor, enrojecimiento del cuarto o de la ubre en general; asi como de signos

sistémicos como fiebre o pérdida de apetito, que pueden en algunos casos conducir a la



muerte del animal (mastitis clinica superaguda).

Mastitis Subclinica: ausencia de sintomatologia; solo puede ser detectada mediante
métodos de diagndstico indirectos (aumento del recuento de células somaticas, RCS) o
microbioldgicos (presencia de bacterias) de la leche. Este tipo de manifestacidn es la causante
de las mayores pérdidas econdmicas de los establecimientos lecheros debido a la disminucidn
de la produccion de leche. Se estima que por cada caso de mastitis clinica existen entre 15 a 40

casos subclinicos (Shalm y col., 1971).

Figura 1. Vaca Holstein cursando mastitis clinica. Se observan signos clinicos como

inflamacidn y enrojecimiento de la gldandula mamaria. Fuente: EEA Rafaela. INTA.

1.1.1.2. Mastitis en vaquillonas

Si bien la mayoria de las IIM se producen durante la lactancia o los periodos no lactantes
subsiguientes, también pueden afectar a las hembras bovinas tanto desde antes del comienzo
de su vida reproductiva como durante la primera gestacion. Muchas de estas infecciones, que
pueden persistir por largos periodos, estdn asociadas a elevacidon del recuento de células
somaticas (Hallberg y col., 1995) y presencia de signos clinicos (Myllys y Rautala, 1995;
Nickerson y col., 1995), pudiendo perjudicar el desarrollo mamario y por lo tanto afectar la
produccién de leche luego del parto, acortando la vida util del animal en el rodeo (Myllys y
Rautala, 1995). La presencia de IIM al preparto estd altamente asociada a las practicas de

manejo de la ternera y la vaquillona; por lo tanto, estas practicas son determinantes de la
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aparicién de IIM subclinicas y clinicas al periparto. Los programas de control de mastitis, deben
consecuentemente, incluir medidas de manejo que eviten las potenciales fuentes de contagio
y factores de riesgo. De esta forma, al minimizar la aparicion de IIM en estas etapas
tempranas, la vaquillona estard en condiciones de desarrollar todo su potencial productivo

durante su primera lactancia.

1.1.1.3. Impacto econémico

Desde el punto de vista econdmico, la mastitis es la enfermedad mds importante del
ganado lechero. Las pérdidas ocasionadas por esta enfermedad se deben principalmente a la
disminucién de la produccién, el descarte de leche, el costo extra de medicamentos y de

honorarios veterinarios y la eliminacién prematura de animales (Saran y Chaffer, 2000).

El Consejo Nacional de Mastitis de EE.UU. (1996), estimé las pérdidas anuales por mastitis
en U$184 por animal, siendo la disminucién en la produccién de leche el factor principal,
representando un 66% de la pérdida total. En Argentina, si bien no existen estadisticas
actualizadas acerca de las pérdidas econdmicas que causa esta enfermedad, estimaciones
realizadas durante la década del 70 indicaban mermas anuales de U$115 millones por menor
produccién (Gonzalez y col., 1977). En la década del 80, se estimaron pérdidas por mas de
US$220 millones por afio, debido no solo a una marcada disminucién de la produccién y a
gastos de tratamiento, sino también a la reduccidon del valor bioldgico del producto (ALMAST,
1983). En un estudio reciente realizado sobre mas de 2.000 vacas en la cuenca de Villa Maria
(Cérdoba) se encontré una prevalencia global de mastitis subclinica del 19,4%, y de mastitis
clinica del 3%; siendo la prevalencia de mastitis subclinica 2 veces superior en vaquillonas
respecto a vacas. El patégeno predominantemente aislado fue Staphylococcus aureus (19%),
seguido por Streptococcocus spp (6%) y Enterobacterias (5%). Los costos totales por rodeo,
representados por la sumatoria de las pérdidas productivas por mastitis subclinica (elevado
RCS), mastitis clinica y gastos de control, fueron promediados en $559/dia y, expresado por

cada vaca en ordefie, de $4,3/vaca/dia (Larriestra y Vissio, 2012).

1.1.2. MASTITIS POR Staphylococcus aureus

Si bien existen cientos de microorganismos causantes de mastitis, entre los asociados a
mayores pérdidas econdmicas se encuentran especies de los géneros Staphylococcus,

Streptococcus, y las bacterias coliformes. Los microorganismos patdgenos de mastitis se



categorizan, segun su reservorio primario, en contagiosos, ambientales y oportunistas de la
flora de la piel (Smith y Hogan, 2001). Dentro de los patégenos contagiosos de mastitis,
Staphylococcus aureus es el agente etiolégico de mayor prevalencia tanto en Argentina
(Calvinho y Tirante, 2005), como en otros paises de gran desarrollo lechero (Zecconi y col.,

2006).

Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo, y su hdbitat natural es la piel y las
mucosas de los mamiferos (Sutra y Poutrel, 1994). En el caso de los bovinos, puede colonizar la
piel de la ubre y el canal del pezdn, pudiendo entonces ser transmitido facilmente entre
animales, durante el ordefio (Roberson, 1999). Las mastitis por S. aureus producen mas dafio al
tejido mamario que las causadas por otros microorganismos contagiosos y pueden generar
disminuciones en la produccidn lactea hasta de un 45% por cuarto infectado y un 15% por

animal (Roberson, 1999).

1.1.2.1. Patogénesis de mastitis por S. aureus

La infeccién de la gldndula mamaria ocurre generalmente por via ascendente. Los
organismos pasan a través del conducto del pezdén hacia la cisterna del mismo y pueden
subsecuentemente establecerse en un area de tejido secretorio (Anderson, 1983). El desarrollo
de la IIM y la respuesta de los tejidos a la presencia de S. aureus dependen no solo de la
efectividad de los mecanismos de defensa del hospedador sino también del indice de
multiplicacion del microorganismo y del tipo y concentracién de los factores de virulencia
bacterianos (Schalm y col., 1971). De hecho, estudios recientes de epidemiologia molecular
han demostrado una asociacidn entre la presencia de determinados factores de virulencia del
microorganismo y la severidad de la mastitis (Fournier y col., 2008). De esta forma, tanto los
factores que hacen a los mecanismos de defensa del hospedador como los relacionados con el
ataque del patdgeno invasor son altamente significativos para determinar el resultado de la

infeccion.

1.1.2.2. Contaminacion del pezén

Staphylococcus aureus no es un patégeno obligado de la glandula mamaria, pero se
mantiene en la piel de la ubre y los pezones, siendo ésta la principal fuente de S. aureus
productores de mastitis (Anderson, 1983). Sin embargo, existen en el pezédn un nimero de
barreras fisicas y quimicas que impiden la entrada de microorganismos a la cisterna del mismo.

Una de ellas es un tapdn de queratina derivado de la epidermis que ocluye el canal del pezdn,
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y el cual se ha demostrado que, ademas de actuar como barrera fisica, contiene componentes
bactericidas (Nickerson, 1985). Sin embargo, S. aureus es en ocasiones capaz de sortear estas
dificultades e ingresar a la cisterna del pezdn por propulsién (fuerzas fisicas), por crecimiento,
0 por una combinacién de ambos mecanismos, en presencia o ausencia de dafio mecanico

(Anderson, 1983).

Se considerara que la colonizacién del extremo del pezdn puede ser facilitada por enzimas
producidas por S. aureus, aunque seria necesario un cierto grado de dafio previo al epitelio
que exponga un substrato sobre el cual actien las enzimas, y el cual puede ser generado por
infecciones virales, variaciones en la temperatura, o dafio quimico o fisico al pezén durante las
practicas de ordefio (Anderson, 1982; Mamo y col., 1986). Otro mecanismo de invasién del
pezén se encuentra relacionado con un mal funcionamiento de la maquina de ordefio, donde
fluctuaciones irregulares de vacio generan que los patdgenos presentes en la leche o en la

punta del pezén sean impulsados dentro del canal y la cisterna (Anderson, 1983).

1.1.2.3. Factores de virulencia.

Staphylococcus aureus se caracteriza por la presencia de multiples factores de virulencia,
algunos de los cuales estarian relacionados con la severidad de la IIM que desarrollan en el
huésped (Fournier y col., 2008). La identificacion de los mismos es crucial para el desarrollo de

potenciales inmundgenos destinados al control de la enfermedad.

La expresiéon de los genes que codifican para los factores de virulencia de S. aureus se
encuentra controlada por una red compleja de factores de regulacién transcripcional (Novick,
2003). Durante el cultivo in vitro del microorganismo, los factores de virulencia asociados a la
superficie bacteriana se expresan preferencialmente en la fase logaritmica de crecimiento,
mientras que los factores de secrecion son liberados en la fase post-logaritmica. Se ha
propuesto que, esta expresidn bifasica de los factores de virulencia cumpliria con la funcién de
organizar el proceso de infeccidn. Inicialmente, las adhesinas de superficie reconocerian las
estructuras del huésped facilitando la colonizacidn, lo cual seria seguido por la multiplicacién
del microorganismo y la secrecion de toxinas (a, B, v y 6 hemolisinas, leucotoxinas,
enterotoxinas) y enzimas (serin proteasas, cisteina proteasas, lipasas) (Lowy, 1998). Sin
embargo, se ha postulado que para lograr la persistencia intracelular, S. aureus debe evitar la
respuesta inmune e inflamatoria del huésped, para lo cual regularia negativamente la
expresion de factores de virulencia. Esta fina red regulatoria seria la clave en la patogénesis de

la infeccion crénica por S. aureus, permitiendo la adaptacién del microorganismo a los cambios
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del microambiente durante el curso de la infeccion, y su supervivencia y persistencia

intracelular (Tuchscherr y col., 2010).

Proteina de union a Fibronectina (FnBP)

Una de las propiedades patogénicas de S. aureus, que ha sido dificil de evaluar in vivo, es el
rol de la invasion celular en el huésped durante la infeccidn. Una vez que el patégeno invadié la
gldandula mamaria, debe superar la accién expulsiva del ordefio frecuente. Es por ello que la
adherencia, supervivencia, y multiplicacién de S. aureus en el epitelio de la gldndula mamaria son
eventos tempranos decisivos en la patogénesis de la mastitis bovina (Kerro Dego y col., 2002).
Este comportamiento protegeria al patégeno de la respuesta inmune del huésped y del
tratamiento con antibidticos, contribuyendo a su persistencia en el tejido mamario (Hebert y
col., 2000). La capacidad de S. aureus de internalizarse en células epiteliales y fagociticas no
profesionales, como células endoteliales y fibroblastos, es considerada uno de los eventos
cruciales de la patogénesis de S. aureus y, a pesar de la presencia de numerosas adhesinas en el
microorganismo, la misma estaria relacionada esencialmente con la expresién de proteinas de
superficie de unién a Fibronectina (FnBPs) (Fowler y col., 2000). Las proteinas FnBP-A y FnBP-B,
codificadas por los genes fnbA y fnbB, localizados en tdndem en el cromosoma, se encuentran
ancladas a la membrana de la pared celular del S. aureus. Cada proteina FnBP posee 3 copias
de un motivo D de 37-38 aminodcidos, llamados D1, D2 y D3. Las repeticiones D son altamente
homdlogas entre FnBP-A y FnBP-B. Cada dominio D puede unirse individualmente a la
Fibronectina (Fn), aunque con baja afinidad, pero al disponerse en tdndem conforman un
dominio de unién, D1-3, de alta afinidad (Signas y col., 1989; Jonsson y col., 1991). En un
estudio realizado con una mutante isogénica de S. aureus deficiente en ambas FnBPs, se
observé una disminucion del 40% en la capacidad de esta cepa de adherirse a células
epiteliales mamarias MAC-T, comparado con la cepa salvaje (Dziewanowska y col., 1999). Otro
factor importante en el mecanismo de adherencia seria la existencia de Fibronectina (Fn)
sanguinea. Fowler y col. (2000) observaron que, al enfrentar S. aureus a una linea celular de
raton en presencia de suero fetal bovino carente de Fn, el nivel de invasiéon se redujo
considerablemente, en comparacién con el uso de suero fetal bovino completo. En el mismo
trabajo, utilizando una linea mutante de fibroblastos de ratdn deficiente en la expresion de la
integrina B1, se observd una reduccidon del 97% en el nivel de invasién celular de S. aureus,
comparado con una linea celular productora de integrina B1l. Basados en estos resultados los
autores propusieron un modelo de invasidn en el cual la Fn formaria un puente entre la FnBP del
patégeno y las integrinas del huésped, conduciendo a la internalizacién bacteriana (Fowler y col.,
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2000). En un estudio posterior, Brouillette y col. (2003) utilizaron un modelo de mastitis en
ratonas en lactancia, en el que se usé una cepa de S. aureus mutante en los genes fnbA y fnbP, y
una salvaje. La presencia de las FnBPs incrementd la capacidad bacteriana de colonizar las
gldndulas mamarias, aun bajo la presion ejercida por el amamantamiento, comparado con la cepa

mutante.

Otro hecho que seiialaria la importancia de estas moléculas en la patogénesis de la
infeccién por S. aureus es su presencia en la mayoria de las cepas tanto bovinas como
humanas. En un estudio realizado en Canada sobre 62 aislados clinicos humanos, el 87% de las
cepas poseia ambos genes fnbA y fnbB (Rice y col., 2001). En otro trabajo realizado en Irlanda
sobre 18 cepas aisladas de pacientes con fibrosis quistica y 14 cepas aisladas de pacientes con
neumonia se detectd la presencia de ambos genes en el 97% de las mismas. Sin embargo, la
capacidad de adherencia a Fn varié entre diferentes cepas, siendo los aislados de casos de
neumonia los que presentaron mayor capacidad de union (Mongodin y col., 2002). Para el caso
de bovinos, la amplificacién del gen codificante para la FnBP-A resultd positiva en el 84% de
229 cepas de S. aqureus aisladas de mastitis bovinas en Bélgica (Ote y col., 2011). En un estudio
realizado en el sur de Brasil con 85 cepas aisladas de casos de mastitis subclinicas, el 63,5%
poseia los genes fnbP, y de ellos, 9 seleccionados al azar presentaron una alta expresién
durante la fase de crecimiento exponencial in vitro, en estudios de PCR cuantitativa (Klein y
col., 2012). Si bien existe escasa informacion sobre la prevalencia de los genes codificantes
para la FnBP en cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovinas y el rol especifico de la misma
en la colonizacién de la glandula mamaria, las observaciones obtenidas hasta el momento
indicarian un importante potencial en el uso de estos antigenos como blancos para el

desarrollo de vacunas contra IIM por S. aureus (Lammers y col., 1999).

En diversos trabajos, la inmunizacién de roedores con FnBP recombinante o con péptidos
sintéticos compuestos por los aminodcidos esenciales para la unién a Fn, generd anticuerpos
capaces de interferir significativamente en la interaccién entre FnBP y Fn (Schennings y col.,
1993; Huesca y col., 2000). En un modelo de mastitis en ratdn, se infectaron las glandulas
mamarias con suspensiones de S. aureus previamente opsonizadas con un antisuero especifico
para FnBP recombinante, o suspensiones de bacterias no opsonizadas. El nimero de bacterias
recuperadas de glandulas inoculadas con S. aureus opsonizado resulté significativamente menor
que el de las glandulas infectadas con bacterias no opsonizadas, observandose ademas, una
menor severidad en el grado de daiio al tejido mamario (Mamo y col., 1995). La inmunizacién de
vaquillonas prefiadas con un fragmento recombinante conteniendo 2 motivos D de la FnBP

adyuvado con Iscom Matrix™, indujo una fuerte produccién de anticuerpos, incluyendo 1gG; e
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IgG,, tanto en sangre como en leche. La misma se prolongd durante toda la lactancia, y los
anticuerpos generados fueron capaces de aumentar la fagocitosis por PMN en ensayos in vitro
(US/PCT/SE2006/000082). En un estudio posterior, la inmunizacién de vaquillonas prefiadas
con una mezcla de pldsmidos codificantes para los dominios D1y D3 de la FnBP y CIfA, seguida
de un booster con las proteinas recombinantes, indujo respuestas celulares y de anticuerpos
significativas contra ambos antigenos. Ademds, proporcioné una proteccién parcial luego de
un desafio experimental con S. aureus, mediante una reduccién en los recuentos de bacterias
recuperadas en leche y alivio de los sintomas clinicos, en comparacién con los controles sin

inmunizar (Shkreta y col., 2004).

Polisacdridos capsulares (CP)

Staphylococcus aureus produce polisacaridos capsulares (CPs) in vitro en condiciones
definidas de cultivo (Sutra y col., 1990; Poutrel y col., 1995), los cuales también han sido
detectados in vivo durante IIM experimentales agudas y crénicas (Hensen y col., 2000). Se ha
demostrado que los CP confieren resistencia a la fagocitosis por neutrdfilos (PMN) bovinos
(Sutra y col., 1990; Guidry y col., 1991), la cual es considerada la principal linea de defensa de
la glandula mamaria frente a patdgenos invasores (Paape y col., 2002). Los anticuerpos
dirigidos contra los CP tienen un efecto protectivo ya que son capaces de opsonizar cepas
encapsuladas de S. aureus, favoreciendo la fagocitosis por PMN (Sutra y col., 1990). La
relevancia de los CPs como candidatos para la generacién de respuestas protectivas ha sido
resaltada en los Ultimos afios por el hecho de que una de las vacunas comerciales disponibles
actualmente para el control de mastitis por S. aureus contiene cepas capsuladas de 2 serotipos
de CP y un polisacarido de superficie, presentes entre aislados bovinos obtenidos en EE.UU.
(Ma vy col., 2004). Sin embargo, el efecto protectivo de los anticuerpos dirigidos contra esos
componentes se encuentra relacionado a la prevalencia y distribucién de los tipos de CPs en

los aislados presentes en cada region geografica.

Se ha propuesto la existencia de 11 serotipos de CP aislados de infecciones en humanos,
sobre la base de aglutinacion con antisuero de conejo adsorbido y precipitacion en
inmunodifusion doble (Karakawa y col., 1985; Sompolinsky y col., 1985). Sin embargo,
solamente se han aislado y caracterizado quimicamente 4 de ellos (1, 2, 5 y 8), y no existe
evidencia suficiente para concluir que los restantes sean capsulas o estructuras quimicamente
diferentes de los anteriores (Mckenney y col., 2000). Posteriormente, se describio la presencia
de otro tipo capsular, 336, en S. aureus aislados de mastitis bovinas (Han y col., 2000); no

obstante, la estructura quimica de este polisacdrido no ha sido caracterizada y se ha
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demostrado recientemente que aislados que expresan el polisacarido de superficie 336,
poseen los genes cap5 o cap8 (Verdier y col. 2007). Los polisacéridos capsulares 1 y 2 son de
hallazgo infrecuente, mientras que los serotipos CP5 y CP8 han sido aislados de infecciones
humanas y bovinas en el mundo (O’Riordan y Lee, 2004). Ambos CP5 y 8 estan compuestos por
los mismos 3 azlcares (ManNAcA, 1-FucNac y d-FucNAc), y comparten 12 de los 16 genes
involucrados en su expresidn (Tuchscherr y col., 2010). La misma ocurre in vitro principalmente
durante la fase de crecimiento post-exponencial, y esta influenciada por diversas sefiales

ambientales, como la concentracién de salesy el pH (Lee y Lee., 2006).

Los aislamientos de S. aureus de rumiantes, muestran cierta variabilidad respecto de la
distribucién de los CP. En un estudio realizado en Francia, el 51% y 18% de las cepas evaluadas
fueron serotipificadas como CP5 y CP8, respectivamente; siendo el resto caracterizadas como
no tipificables (31%) (Poutrel y col., 1988). Por el contrario, en un estudio que incluyé 273
cepas de S. aureus aisladas de [IM bovinas de 4 establecimientos de EE.UU., el 59% resulté no
tipificable, mientras que el 18% y 23% presentaban serotipos 5 y 8, respectivamente (Guidry y
col., 1997). Un estudio posterior que incluyé 636 aislamientos de Suecia, Islandia, Irlanda,
Dinamarca, Finlandia y EE.UU., determind que, si bien existian diferencias entre paises, la
mayoria de las cepas europeas (63%) eran tipificables con antisueros contra los tipos CP5 o
CP8, mientras que estos tipos capsulares se encontraron solo en un 42% de los organismos de
EE.UU. (Tollersrud y col., 2000), concordando con los hallazgos previos reportados por Guidry y
col. (1997). Un estudio realizado en Argentina determind que solo el 14% de 195 aislamientos
de leche bovina fueron caracterizados como serotipos CP5 o CP8 (Sordelli y col., 2000). Sin
embargo, mds del 70% de los aislamientos pertenecian a la misma provincia, mientras que
solamente el 4,6% provenian de las 2 provincias que concentran aproximadamente el 60% de
la produccion lechera del pais (Gutman y col., 2003). En un estudio posterior que incluyé 15
cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovina en distintos rodeos lecheros de la provincia de
Buenos Aires, 7 fueron caracterizadas por métodos genotipicos como tipo CP5, mientras que
ninguna como tipo CP8 (Reinoso y col., 2008). En un estudio realizado recientemente en
nuestro laboratorio se evalud por PCR la presencia de los locus capsulares cap5 y cap8 en 157
S. aureus aislados de mastitis clinicas y subclinicas; pertenecientes a las provincias de Santa Fe
(n=91), Buenos Aires (n=31), Cérdoba (n=22) y Entre Rios (n=13). El 64% de los aislamientos
pudo genotipificarse; resultando el 53% CP5 y el 11% CP8. Ademas, al evaluar fenotipicamente
la presencia de CP, se observé que el 50% de los aislados con genotipo cap5 o cap8, eran
capaces de producirlo in vitro (Camussone y col., 2012). La caracterizacién genotipica es

altamente significativa debido a que varios factores involucrados en la expresidn de capsula no
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han sido completamente definidos, y su expresion in vivo no se correlaciona necesariamente
con la expresidn bajo condiciones in vitro (O’Riordan y Lee, 2004). Por esto, los resultados
obtenidos de los estudios de genotipificacion, remarcan la importancia de la incorporacion de
cepas productoras de CP a una vacuna prototipica, destinada al control de 1IM por S. aureus

prevalentes en nuestra region.

Las propiedades antifagociticas de los CP hicieron que, desde épocas tempranas, hayan sido
blancos de interés en el disefio de vacunas contra mastitis estafilocécicas. La inmunizacién de
vacas con un vacuna experimental compuesta por una cepa capsulada de S. aureus y toxoides,
formulada con un adyuvante oleoso, estimuld respuestas significativas de 1gG;, 1gG,, IgA e IgM
en leche, y resultd eficaz en reducir el nimero de IIM desarrolladas luego de un desafio
experimental (Nickerson y col., 1993). En Argentina, un inmundgeno combinado, compuesto
por dos cepas de S. aureus, una de S. uberis y una de S. agalactiae, y formuladas con Al(OH)s,
confiriéd proteccidon contra mastitis clinicas y subclinicas por S. aureus (Calzolari y col., 1997;
Giraudo y col., 1997). Asimismo, la utilizaciéon de polisacéridos capsulares conjugados con
proteinas en inmundgenos experimentales (Gilbert y col., 1994; Herbelin y col., 1997; Tollesrud
y col., 2001) ha generado la produccién de anticuerpos de tipo IgG; e 1gG,, reconocidos por su
actividad opsonofagocitica. Sin embargo, la inmunizacidon de animales con una cepa de S.
aureus CP5, generd niveles de anticuerpos especificos contra CP5 significativamente
superiores a los detectados en animales inmunizados con CP5 conjugado a albumina sérica

humana (Tollesrud y col., 2001).

Proteina de union a fibrindgeno (Clumping Factor, CIf)

Otro componente de S. aureus que ha sido propuesto como factor importante de virulencia
es el receptor de fibrinégeno de superficie celular, denominado factor de agregacién (clumping
factor, CIf) (Hawiger y col., 1982). Se encuentra presente en la mayoria de las cepas de S.
aureus humanas y bovinas (Gonano y col. 2009; Ote y col., 2011; Klein y col., 2012) y su
nombre se debe a que su interaccién con el fibrindgeno plasmdtico resulta en una
aglomeracién instantdanea de las células bacterianas. Se han descripto dos factores de
agregacion, CIfA y CIfB. El CIfA es una proteina compuesta por 933 aminoacidos. La secuencia
sefial de 39 residuos se ubica en el extremo N-terminal, seguido de una regiéon A de 520
residuos que contiene el dominio de unién a fibrinégeno. Luego, le sigue una regiéon R de 308
residuos, compuesta por 154 repeticiones del dipéptido serina-aspartato. La funcién de la
region R es actuar como soporte para permitir que el dominio de unién al ligando sea expuesto

en forma funcional en la superficie celular (Hartford y col., 1997). El CIfB también se encuentra
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asociado a la pared celular de S. aureus y posee una organizacion estructural similar a la del
CIfA. Posee una secuencia sefial seguida de una regidon A de 540 residuos, luego una region
repetitiva R, y finalmente el dominio de anclaje a membrana. Sin embargo, los dominios N y C-
terminal de ambas proteinas sélo comparten un 41% y 47% de su secuencia nucleotidica,
respectivamente; mientras que la regiéon A de las mismas posee un 26,3% de identidad (NI’
Eidhin y col., 1998). El CIfB se une a las cadenas a y B del fibrinégeno, mientras que el CIfA sélo

reaccionaria con la cadena y (Ni° Eidhin y col., 1998; McDevitt y col., 1997).

Se ha sugerido que el CIfB se expresa sélo durante la fase temprana de crecimiento
exponencial y que luego seria degradado de la superficie por proteasas bacterianas (Ni Eidhin y
col., 1998), mientras que el CIfA estaria presente en todo el ciclo de crecimiento (Hartford ety
col., 1997). Sin embargo, en un estudio reciente realizado en un modelo murino de bacteremia
e infeccién de herida con diferentes cepas de S. aureus, se demostré que la expresion del CIfA
es heterogénea y dependiente del microambiente de infeccién y de la cepa utilizada (Nanra y
col., 2009). Por ejemplo, el cultivo de S. aureus en presencia de altas concentraciones de IL-1
favorecio la expresién de ARNm para CIfA y FnBP; sugiriendo que el entorno inflamatorio
desarrollado por el huésped podria influenciar el potencial patogénico del microorganismo

(Kanangat y col., 2007).

Higgins y col., (2006) evaluaron las propiedades anti-fagociticas del CIfA por PMN humanos
in vitro. La fagocitosis de la cepa Newman salvaje se vio significativamente inhibida, siendo
ingerida por aproximadamente un 46% de PMN, comparado con un 72% obtenido para la cepa
mutante en el gen clfa. Ademas, las propiedades anti-fagociticas de la cepa productora de CIfA
se vieron aumentadas en presencia de fibrindgeno soluble. Estos resultados llevaron a los
autores a proponer dos mecanismos de resistencia a la fagocitosis; uno dependiente de
fibrindgeno y otro independiente del mismo. Esto reflejaria la presencia de diferentes nichos
para la bacteria dentro del huésped durante la progresién de la enfermedad, segin el
fibrinégeno se encuentre o no disponible (Higgins y col., 2006). Otro mecanismo propuesto de
disminucién de fagocitosis seria la escision del componente C3b del sistema complemento en
su forma inactiva, iC3b, mediante el Factor de complemento |. Cuando S. aureus se encuentra
opsonizado con C3b, el CIfA seria capaz de localizar el Factor | en la superficie celular y ademds
actuar como cofactor, aumentado la actividad del mismo y favoreciendo el pasaje de C3b a

iC3b, inhibiendo de esta forma la activacion de la cascada del complemento (Hair y col., 2010).

En investigaciones realizadas en ratones, la inmunizacién con un plasmido codificante para
CIfA indujo una fuerte produccion de anticuerpos especificos; los cuales fueron capaces de
favorecer la fagocitosis in vitro de S. aureus por macréfagos murinos. Las bacterias pre-
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incubadas con los anticuerpos generados mostraron ser menos virulentas en un modelo in vivo
de mastitis murina. Sin embargo, la inmunizacién con la vacuna a ADN no fue efectiva para
proteger a los ratones de un desafio intra-peritoneal (Brouillette y col.,, 2002). La
administracién intra-nasal de una mezcla de vectores plasmidicos codificantes para cuatro
adhesinas de S. aureus, entre ellas, CIfA en ratones indujo niveles elevados de anticuerpos
especificos, los cuales fueron capaces de inhibir la adhesién de la bacteria a células epiteliales
de la gldndula mamaria y de proteger contra la infeccién de las glandulas mamarias, en un
modelo de mastitis murino (Castagliuolo y col, 2006). En un estudio reciente, Tuchscherr y col.
(2008) inmunizaron pasivamente ratones lactantes con anticuerpos anti-polisacarido capsular
5, 8, anti-CIfA y una mezcla de ellos. Los ratones inmunizados con los anticuerpos individuales
tuvieron menores recuentos bacterianos en los tejidos luego de 4 dias de realizado el desafio
experimental con una cepa encapsulada. La inmunizacién con la combinacion de anticuerpos
logré disminuir significativamente la carga bacteriana en las glandulas mamarias y permitié
ademas evitar el desarrollo de mutantes no encapsuladas (Tuchscherr y col., 2008). La
inmunizaciéon de ratones con un péptido conteniendo la regidon A del CIfA, indujo niveles
significativamente mayores de anticuerpos especificos, en comparacidon con una suspension de
células enteras de S. aureus inactivadas; los cuales fueron capaces de favorecer la fagocitosis
por PMN bovinos (Gong y col., 2010). Luego de una infeccion intramamaria experimental, los
animales inmunizados con el antigeno recombinante presentaron los menores recuentos de
bacterias en las glandulas mamarias y una mayor preservacion de la integridad del tejido (Gong

y col., 2010).

En cuanto a la evaluacion en bovinos, la inmunizacién de animales con plasmidos
conteniendo la secuencia codificante para la regién A del CIfA, indujo una fuerte respuesta de
anticuerpos anti-CIfA en sangre y leche, en comparacién con los animales inmunizados con
plasmidos vacios. Los mismos, resultaron eficientes en favorecer la opsonofagocitosis de S.
aureus por PMN bovinos in vitro y bloquear la adherencia del microorganismo a células
epiteliales MAC-T. Luego de un booster con el antigeno recombinante, la respuesta humoral se
vio significativamente incrementada, asi como la funcionalidad de los anticuerpos generados
en cuanto a su capacidad de opsonizacion e inhibicién de la adherencia celular (Nour EI-Din y

col., 2006).

Toxina Beta

La B-toxina de S. aureus es una exoproteina hemolitica, con accidn esfingomielinasa, capaz

de ejercer dafio sobre las membranas de diferentes tipos de células in vitro (McCartney y
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Arbuthnott, 1978). Observaciones tempranas indicaron la predominancia de cepas
productoras de B-toxina entre S. aureus aislados de mastitis bovinas (Bryce y Rountree, 1936),
lo que hizo suponer un rol importante de la misma en la patogénesis de S. aureus en la
glandula mamaria bovina. Mas tarde, en un estudio donde se evalué por PCR la presencia del
gen que codifica para la toxina (h/b) en 105 cepas aisladas de casos de mastitis bovinas, el 96%
de las mismas resultaron positivas, aunque solo el 80% de ellas presentaron actividad
hemolitica en placas con Agar Sangre. Sin embargo, luego de sub-cultivar las cepas que
resultaron negativas en sangre o leche bovina, el 90% de ellas expresaron toxina, sugiriendo
qgue la produccién de la misma se encuentra, de alguna manera, regulada por uno o mas
factores presentes en estos fluidos bovinos (Aarestrup y col., 1999). Larsen y col., (2002)
confirmaron esta prevalencia mostrando que el 97% de cepas aisladas de mastitis bovinas en
Europa y EE.UU. poseian el gen codificante para B-toxina o mostraban accidon hemolitica por
esta toxina en Agar Sangre. En un estudio reciente realizado en Bélgica, donde se
caracterizaron genotipicamente 229 cepas bovinas, el 99% de las mismas presentd el gen hlb

(Otey col., 2011).

Se ha demostrado que la B-toxina de S. aureus es capaz de actuar sobre neutréfilos
(Marshall y col., 2000) vy linfocitos; especificamente, linfocitos T proliferativos (Huseby y col.,
2007). Debido a las probables contaminaciones de las preparaciones de toxina con trazas de
otras citolisinas y la susceptibilidad diferencial entre especies hacia la misma, la literatura ha
sido algo variable en cuanto a los efectos de la toxina en leucocitos. Marshall y col. (2000)
demostraron por microscopia electrénica y ensayos bioldgicos que tanto linfocitos como
neutréfilos humanos son susceptibles a B-toxina, y que la citotoxicidad se ve incrementada en
presencia de Mg™". Sin embargo, ambos tipos celulares se consideran menos sensibles que los
eritrocitos ovinos, probablemente debido a un menor contenido de esfingomielina en la
membrana celular. Utilizando un modelo de mastitis murino se evalud el poder patégeno de la
toxina en términos de mortalidad, cambios clinicos, microscépicos y de recuperacion de
microorganismos de las glandulas mamarias. Para ello se empled toxina parcialmente
purificada o una cepa aislada de mastitis bovina productora de solamente de B-toxina. La
inoculacidn de toxina parcialmente purificada produjo solo una leve infiltracion de neutréfilos
en los alvéolos, mientras que la inyeccién de S. aureus generé lesiones vasculares severas con
presencia de agregados de bacterias (Calvinho y col., 1993), sugiriendo que el rol patogénico
de la misma podria estar influenciado por la interaccién con otras enzimas y toxinas que danan
membrana. De hecho, en un estudio mas reciente realizado in vitro con células humanas se

observé que la toxina B afecta linfocitos de sangre periférica, especificamente, células T
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proliferativas, actuando asi en la evasion de los mecanismos inmunes mediante la interaccién

con factores de virulencia accesorios, como por ejemplo, superantigenos (Huseby y col., 2007).

Debido a la dificultad metodoldgica encontrada en la obtencién de las preparaciones puras
de toxinas, cobraron importancia los estudios realizados con cepas mutantes deficientes en las
mismas. Sin embargo, existen pocos antecedentes de experimentaciones con este tipo de
cepas, y los resultados son poco concluyentes. En 1989, Bramley y col. generaron mutantes
deficientes en la toxina mediante lisogenizacidén con un bacteriéfago que se integra en el gen
codificante. Las glandulas inoculadas con S. aureus productores de toxina mostraron recuentos
significativamente mayores que aquellas inoculadas con las cepas mutantes, asi como un
mayor numero de PMN y macréfagos. Los ratones infectados con las cepas toxigénicas
murieron o presentaron signos mas severos de enfermedad, en comparacién con los
infectados con las cepas mutantes. En un estudio posterior, se generaron cepas mutantes
deficientes en B-toxina mediante la inactivaciéon del gen hlb por insercién de un gen de
resistencia a gentamicina en su secuencia. En el mismo, la B-toxina generd un incremento en el
nimero de S. aureus adheridos a monocapas de células epiteliales mamarias, asi como el
nimero y tamafio de colonias, la proliferacién del microorganismo y el nimero de células
epiteliales infectadas (Cifrian y col., 1996a). Frente a este resultado, los autores propusieron
que el efecto de la B-toxina en el incremento de la adherencia de S. aureus a las células
epiteliales de la glandula mamaria se deberia a un cambio en la carga de la superficie de las
células dafiadas. La B-toxina hidrolisa la esfingomielina presente en la membrana plasmatica
resultando en un incremento de la permeabilidad con pérdida progresiva de la carga de la
superficie celular (Low y Feer, 1977). Asimismo, Shompole y col. (2003) demostraron que el
escape de S. aureus de los endosomas coincide con un pico de expresion de los genes hla y hib,
y que el dafio a las membranas de las células citoplasmaticas infectadas ocurre luego de un
segundo pico de produccidn, por lo que argumentaron que la toxina B podria estar implicada
tanto en la ruptura de la membrana del endosoma, resultando en el escape de la bacteria al
citoplasma, como en la apoptosis celular. En un estudio reciente, una cepa de S. aureus doble
mutante deficiente en las moléculas B-toxina y catalasa, mostré un incremento de la
persistencia intracelular in vitro en cultivos de macréfagos murinos y células MAC-T, y
aumento de la virulencia en ratones, en comparacién con las mutantes simples o la cepa
salvaje (Martinez Pulgarin y col., 2009). Sin embargo, el mecanismo por el cual estas dos
moléculas contribuirian sinérgicamente a la patogénesis intracelular de S. aureus en dichas

lineas celulares, no ha sido aun dilucidado.
Existen pocos antecedentes de la utilizacion de la B-toxina en preparaciones de
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inmunoégenos destinadas al control de infecciones por S. aureus. En un estudio realizado en
Noruega, se inmunizaron vaquillonas prefiadas con un inmundgeno compuesto por una mezcla
de una cepa de S. aureus encapsulada inactivada y los toxoides a y B. Los animales
inmunizados desarrollaron niveles elevados de IgG anti-capsula y anti- a-toxina, aunque los
niveles de anticuerpos especificos para B-toxina no difirieron significativamente de los
presentes en los animales control (Nordhaug y col., 1994b). Sin embargo, las formulaciones no
resultaron efectivas en reducir la aparicion de mastitis clinicas o subclinicas de forma
significativa (Nordhaug y col., 1994a). En un estudio con vacas en lactancia, Hwang vy col.,
(2000) aislaron cepas de S. aureus productoras de a y B hemdlisis de vacas con mastitis
subclinicas, y a partir de las mismas realizaron preparaciones de bacterina-toxoide, que
utilizaron para la inmunizacién autégena de cada uno de los animales. La inmunizacién indujo
un incremento significativo de los anticuerpos especificos en los animales inmunizados,
respecto de los controles. El 27% de los cuartos infectados tuvieron cura bacteriolégica luego
de la inmunizacién, mientras que sdélo lo hicieron un 5% de los cuartos del grupo control.
Ademas, no se registraron nuevos cuartos infectados en los animales inmunizados, mientras

que 3 cuartos en el grupo control presentaron nuevas IIM (Hwang y col, 2000).

1.1.3. INMUNOLOGIA DE LA GLANDULA MAMARIA

1.1.3.1. Mecanismos de defensa

La glandula mamaria estad protegida por una variedad de mecanismos de defensa que
pueden ser separados en dos diferentes categorias: inmunidad innata e inmunidad especifica.
Ambos tipos de respuesta interactian estrechamente en la proteccién contra
microorganismos causantes de mastitis (Sordillo y col., 1997). Primero, la respuesta inmune
innata estimula a la adquirida e influencia sobre su naturaleza. Segundo, la inmunidad
adquirida utiliza muchos mecanismos efectores innatos para eliminar los microoganismos, y su
accion frecuentemente incrementa, a su vez, la actividad antimicrobiana de la respuesta
innata. La eficiencia de estas respuestas determina la susceptibilidad o resistencia de la

glandula mamaria a la infeccion (Oviedo-Boyso y col., 2007).

Diversos autores revisaron, durante los ultimos afios, la inmuno-biologia de la glandula
mamaria, y sus mecanismos de respuesta frente a infecciones (Sordillo y col., 1997; Sordillo y
Streicher, 2002; Rainard y Riollet, 2006; Oviedo-Boyso y col., 2007). La inmunidad innata,
predomina durante el estadio temprano de la infeccidn, y estd mediada por macrdéfagos,

neutroéfilos, células NK y ciertos factores solubles. A pesar de que esta respuesta involucra
21



mecanismos que no son antigeno-especificos, no debe entenderse como una respuesta no
especifica, ya que presenta especificidad molecular (Vivier y Malissen, 2005). La inmunidad
innata existe previamente al encuentro del patégeno y se activa rapidamente en el sitio de
infeccion por numerosos estimulos, pero no aumenta con la exposicién repetida al mismo
antigeno. La accidn de la respuesta innata esta formada por 2 tipos de componentes; los
residentes, que estdn presentes en la escena y son inducidos cuando el patdgeno ingresa, y
aquellos que deben movilizarse hacia el érgano especifico donde se desarrolla la infeccién. La
unién entre estas defensas innatas es mediada por la inflamacién, por lo que, cuando las
defensas residentes no son suficientes para contener o erradicar la infecciéon, las defensas
sistémicas son reclutadas (Rainard y Riollet, 2006). Si los mecanismos de defensa innata
funcionan adecuadamente, muchos patdégenos son eliminados rdpidamente dentro de un
periodo de tiempo corto y antes de que la respuesta inmune especifica se active. La
eliminacion répida de la bacteria con frecuencia no resulta en cambios en la calidad de la leche
o disminucién de la produccion (Sordillo y Streicher, 2002). Si el patdgeno es capaz de evadir el
sistema de defensa innato o no es eliminado, el sistema de defensa de la inmunidad adquirida
es disparado. La respuesta inmune adquirida reconoce determinantes antigénicos especificos
del patégeno, y si el hospedador debe enfrentar al antigeno mas de una vez, un estado
elevado de reactividad inmune puede ocurrir como consecuencia de la memoria inmunoldgica.
En comparacién con la primera exposicion, la respuesta de memoria puede ser mucho mas
rapida, considerablemente mas fuerte, mas duradera y, con frecuencia, mas efectiva en

remover o eliminar al patégeno (Sordillo y Streicher, 2002).

Defensas anatémicas

El canal del pezdn es considerado la primera linea de defensa contra la mastitis, ya que la
bacteria debe penetrar a través de él para causar una IIM (Figura 2). El pezdn contiene un
esfinter muscular cuya funcién es mantener cerrado el canal entre ordefios y por lo tanto,
aislado el interior de la glandula mamaria. El dafio o abrasiéon de esta estructura ha sido
observado como un factor predisponente para el aumento de la colonizacién bacteriana y
desarrollo de [IM (Myllys y col., 1994). El canal del pezén también esta cubierto con queratina,
lo que provee una barrera fisica adicional, previniendo la migracién de bacterias hacia la
cisterna de la glandula mamaria (Sordillo y Streicher, 2002). Debido a su rica composicion en
proteinas basicas y acidos grasos, la queratina actuaria ejerciendo un efecto de adsorcién de
las bacterias, impidiendo su paso y futura colonizacion de la glandula. Ademas, ciertas
proteinas catidnicas asociadas con la queratina son capaces de unirse a los patégenos de
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mastitis incrementando su susceptibilidad a cambios de osmolaridad y ocasionando su lisis
(Paulrud, 2005). A medida que se acerca el momento del parto, aumenta la acumulacién de
fluidos en la glandula mamaria, causando un incremento de la presién intramamaria. Esto trae
como consecuencia la dilatacidn del canal y la pérdida de secreciones mamarias, conduciendo

a una mayor susceptibilidad a mastitis durante ese periodo (Sordillo y Streicher, 2002).
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Figura 2. A) Diagrama esquemadtico mostrando de los factores anatémicos mds importantes de la
gldndula mamaria bovina que actian como barreras de defensa. El esfinter del pezén representa la
primera linea de defensa, mientras que el epitelio queratinizado de la cisterna es considerada la
segunda linea. B) Factores celulares y solubles que participan en la respuesta innata en la gldndula
mamaria. Los macréfagos localizados en los alvéolos fagocitan las bacterias que entran en la cisterna
de la glandula mamaria. Los macrdéfagos activados liberan citoquinas pro-inflamatorias como IL-1B y
TNF-a. C) Células endoteliales de vasos sanguineos adyacentes a los alvéolos expresan moléculas de
adhesion en respuesta a las citoquinas pro-inflamatorias; éstas, a su vez, facilitan el reclutamiento de
neutrofilos del torrente sanguineo al sitio de infeccidn, para eliminar las bacterias invasoras (Oviedo

Boyso y col., 2007).
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Defensas celulares

Si las bacterias son capaces de atravesar el esfinter del pezén y penetrar en el canal del
mismo, la segunda linea de defensa consiste en las células del sistema inmune innato y
adaptativo, como macréfagos, neutréfilos, y linfocitos. EI nimero y actividad de las
poblaciones leucocitarias juega un rol vital en la determinacién de la severidad y duracién de

las IIM (Sordillo y Streicher, 2002).

Macrdéfagos: constituyen el tipo celular predominante en leche y tejidos de la glandula
mamaria bovina sana, durante el periodo de lactancia. En la patogénesis bacteriana, los
macrofagos pueden facilitar la respuesta inmune innata o adquirida. Las funciones de los
macrofagos en el sistema de defensa innato son fagocitar las bacterias y destruirlas con
proteasas y especies reactivas de oxigeno. Mas alld de la actividad como fagocitos
profesionales, la habilidad de los macréfagos para secretar sustancias que faciliten la
migracion y actividad de otros tipos celulares, seria la de mayor importancia en la respuesta
innata de la glandula mamaria (Sordillo y Streicher, 2002). De hecho, cuando los macroéfagos
reconocen bacterias, disparan la liberacién de prostaglandinas y leucotrienos que aumentan el
proceso inflamatorio local, y estimulan la produccién de citoquinas pro-inflamatorias, como IL-
1B y TNF-a, que favorecen la actividad bactericida de los neutrdfilos (Bannerman y col, 2004b).
Los macrofagos también juegan un rol en el desarrollo de la respuesta inmune especifica a
través del procesamiento y presentacién de antigenos en asociacion con el Complejo Mayor de

Histocompatibilidad (MHC) Il (Sordillo y Streicher, 2002).

Una alteracidn dramatica de las capacidades funcionales de los macréfagos ocurre durante
el periparto y ha sido directamente relacionada con la incidencia de enfermedad. Aunque el
nimero de macréfagos bovinos es alto en la ultima semana de gestacién, la capacidad
fagocitica de estas células decrece, posiblemente debido a la baja actividad opsoénica en
secrecién mamaria y a una disminucion de la IgM. Adicionalmente, la expresién de MHC-II por
los macrdéfagos bovinos durante el periparto disminuye, lo cual podria contribuir a una pobre
presentacion de antigenos y como resultado, una débil respuesta inmune especifica de los

linfocitos de la glandula mamaria (Mallard y col., 1998).

Neutrdfilos: Los neutréfilos (PMN) constituyen el principal tipo celular encontrado en tejido
y secrecion mamaria durante el periodo temprano del proceso inflamatorio asociado con la

infeccidn bacteriana (Paape y col., 2000). Aunque el nimero de PMN es relativamente bajo en
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la glandula mamaria sana, estas células pueden constituir un porcentaje mayor al 90% del total
de la poblacién leucocitaria durante la mastitis (Sordillo y Streicher, 2002). Cuando una
bacteria traspasa el esfinter y penetra al canal del pezdn, los macréfagos de la leche reconocen
al patégeno invasor e inician la respuesta inflamatoria, liberando, junto con las células
epiteliales, quemogquinas y citoquinas pro-inflamatorias. Estas, activan la expresién de
moléculas de adhesidn celular, intracelular y vascular, causando la unién de los neutrdfilos al
endotelio y permitiendo su migracion (diapédesis) desde la sangre a través del epitelio y la
matriz subepitelial, y su posterior localizacién en el sitio de infeccién (Oviedo-Boyso y col.,
2007). La accidn mecénica de la maquina de ordefio también causa la migracién de los PMN
de la sangre al tejido mamario, por lo que la glandula mamaria estéril esta abastecida con una
fuente constante de neutréfilos (Paape y col., 1992). Sin embargo, los PMN de la leche son
fagocitos menos eficientes que los de sangre. Por un lado, la diapédesis a través del epitelio
mamario utiliza reservas de energia de los PMN, que resulta en una reduccién de la fagocitosis
y actividades bactericidas. Por otro lado, luego de entrar a la gldndula mamaria, los PMN
ingirieren grasas y caseinas de la leche, lo cual causa una pérdida de los granulos
citoplasmaticos y de los pseuddpodos necesarios para la fagocitosis (Paape y col., 2002). El
ordeiio remueve los PMN comprometidos, y estos son reemplazados por nuevos PMN, lo cual
refuerza las defensas contra las infecciones bacterianas. Este fendmeno podria explicar,
parcialmente, la reducida incidencia de mastitis clinicas en vacas ordefiadas cuatro veces por

dia comparadas con vacas ordefiadas dos veces por dia (Hillerton, 1991).

Los PMN reclutados al sitio de la infeccién fagocitan bacterias y producen especies reactivas
del oxigeno, péptidos anti-bacterianos y defensinas, las cuales eliminan una amplia variedad
de patdgenos que causan mastitis (Paape y col., 2003). Burton y Erskine (2003), revisaron una
variedad de estudios donde se demostré una relacion inversa entre la capacidad de
reclutamiento de PMN en la glandula mamaria y la aparicion de IIM. En general, los animales
que experimentan curas espontdneas, presentan respuestas de PMN rdpidas y masivas,
mientras que los animales con baja o ausente respuesta de PMN, sucumben a formas severas

o hiperagudas de mastitis.

El proceso de fagocitosis de las bacterias causantes de mastitis se ve favorecido si los
patdégenos se encuentran previamente opsonizados con anticuerpos derivados de la sangre,
especialmente de la subclase IgG,. Los anticuerpos especificos reconocen a la bacteria a través
de las regiones Fab, y se unen a los PMN a través de los receptores Fc, presentes en la
membrana plasmatica de los mismos (Paape y col., 2002). El pico de entrada de IgG, a la

glandula mamaria ocurre luego de unas 4 horas de comenzada la infeccién, unas 6-12 horas
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previas al pico de ingreso de los PMN; esta coordinacion permite que los microorganismos ya
se encuentren cubiertos de anticuerpos opsonizantes al momento del primer arrivo de PMN a
la leche, lo que permitiria una eliminacion mas efectiva de la infeccion (Burston y Erskine,

2003).

FLUJO DE SANGRE #

Neutréfilo

L)

Pared del vaso sanguineo

Neutrdfilos

Receptores
Fc para IgG,

IgG, &
opsonica *
Bacteria
GLANDULA . )
MAMARIA Neutroéfilos fagocitando

bacterias opsonizadas con IgG,

Figura 3. Neutrofilos sanguineos reclutados hacia la glandula mamaria cuando los macréfagos
tisulares (M), células epiteliales mamarias y células endoteliales de los vasos sanguineos secretan
citoquinas (puntos rosas) luego de entrar en contacto con la bacteria invasora (barras verdes). En el
camino hacia la glandula, los PMN regulan positivamente los receptores Fc para I1gG, (discos rojos).
Cuando los anticuerpos 1gG, opsonizantes (Y violetas y amarillas) filtran al cuarto inflamado desde la
sangre durante el edema temprano, se unen a antigenos especificos de la bacteria (opsonizacién) y

favorecen la eficiente fagocitosis por los PMN reclutados (Burton y Erskine, 2003)

Durante el periparto, la poblacién de PMN exhibe una funcién disminuida en las actividades
relacionadas con la defensa (fagocitosis, produccién de aniones superoxido) asi como en su
migracion celular y quimiotaxis (Kehrli y col., 1989). Esta ultima actividad puede estar alterada
debido a la proporcion disminuida de células que expresan el receptor de adhesion CD62L (L-
selectina) que es necesario para la penetracion a través del endotelio al sitio de infeccién (Lee
y Kehrli, 1998). Una deplecién de neutrdfilos resulta en un dramatico incremento de la

susceptibilidad a las [IM (Mallard y col., 1998).

26



Linfocitos: Si la bacteria invasora de la glandula mamaria sobrevive, la infiltracion de
neutrofilos es reemplazada, luego de un corto periodo, por linfocitos T y B. Los linfocitos
pueden reconocer una amplia variedad de estructuras antigénicas a través de receptores de
membrana que definen la especificidad, diversidad y las caracteristicas de memoria del

sistema inmune.

Los linfocitos T se clasifican en 2 grupos principales: TaB y Tyd. En la gldndula mamaria
bovina sana predominan los linfocitos TaP que expresan el fenotipo CD8+ fundamentalmente,
en contraste con los de sangre periférica que expresan primariamente el fenotipo CD4+ (Asaiy
col., 1998). Dependiendo del estadio de la lactancia y de la localizacién en el tejido, el
porcentaje de cada subconjunto de linfocitos puede variar significativamente y, en ocasiones,
estos cambios se correlacionarian con una mayor susceptibilidad a enfermedades (Mallard y
col., 1998). Durante la mastitis, prevalecen los linfocitos T CD4+ que son activados en
respuesta al reconocimiento de los complejos antigeno-MHC-II en las células presentadoras de
antigenos, como linfocitos B o macréfagos. Cuando un linfocito T CD4+ madura, puede
diferenciarse hacia, al menos, 4 fenotipos de células Th, caracterizados segun sus factores de
transcripcién, perfiles de citoquinas y funciones efectoras en: células Thl (respuesta citotéxica
pro-inflamatoria, productoras de IFN-y e IL-2), Th2 (respuesta humoral mediada por células B,
productoras de IL-4, IL-5 e IL-13), Th17 (respuesta mediada por neutréfilos, productoras de IL-
17 e IL-22) y Treg (respuesta regulatoria, productoras de IL-10) (Zhu y col., 2010). Durante el
periparto, las células CD4+ expresan menos IFN-y e IL-2 y aumentan la expresion de IL-4, IL-5 e
IL-10, en comparacién con las células CD4+ obtenidas sobre el final de la lactancia (Shafer-
Weaver y col., 1999). Estas observaciones sugieren que la activacion linfocitaria hacia una via
Th,, tendria influencia sobre la respuesta inmune frente al patdgeno vy la susceptibilidad a IIM

presentada en el periparto; aunque dicho mecanismo no ha sido atin confirmado.

Las células T CD8+ poseen funciones tanto citotdxicas como supresoras, y por lo tanto
pueden eliminar células del hospedador que expresen antigenos extrafios (en asociacién con el
MHC-I) o pueden controlar o modular la respuesta inmune durante la infeccion bacteriana. Se
ha sugerido que las células T CD8+ citotéxicas pueden actuar como “depuradores”
(scavengers) removiendo células secretoras viejas o dafiadas, las cuales pueden incrementar la
susceptibilidad de la glandula mamaria a las infecciones (Taylor y col., 1994). La evaluacion de
secreciones lacteas de glandulas mamarias bovinas infectadas con S. aureus revela una
subpoblacidn de linfocitos T CD8+ activados que son capaces de alterar o suprimir la respuesta
proliferativa de los linfocitos T CD4+ (Park y col., 1993). Los roles inmuno-regulatorios de los

linfocitos T CD8+ también dependen del estadio de la lactancia. En un estudio realizado con
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células de sangre periférica de vacas lecheras, se observé que linfocitos T CD8+ obtenidos en la
mitad de la lactancia exhibian actividades citotdxicas y expresaban IFN-y, mientras que los
obtenidos durante el periodo post-parto temprano no presentaban actividad citotdxica y
expresaban principalmente IL-4 (Shafer-Weaver y Sordillo, 1997). La predominancia del
fenotipo supresor de las células CD8+ en el periparto, podria ser una de las razones que

expliquen el incremento de la incidencia de 1IM en dicho momento.

Las células Tyd no han sido bien caracterizadas, pero se sugiere que tendrian capacidad
citotoxica, lo que las convertiria en una importante linea de defensa contra agentes
infecciosos, particularmente patégenos intracelulares (Skyberg y col., 2011). En 1999, Soltys y
Quin mostraron un aumento de estas células en sangre durante [IM estafilocdccicas. Tanto en
humanos como en bovinos, se ha propuesto que las interacciones que desencadenan la
activacion de las células Tyd serian independientes de MHC y dependientes del Receptor de
células T (TCR). Ademads, estas células podrian ser directamente activadas por patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) en ausencia de células presentadoras de
antigeno, lo cual tendria implicancias en su rol en la inmunidad innata (Plattner y Hostetter,
2011). La contribucion de las variaciones de los linfocitos Ty en la inmunidad global de la
glandula mamaria no esta del todo clara, debido a que las funciones bioldgicas de estas células

son aun especulativas.

El rol primario de los linfocitos B es producir anticuerpos contra patdgenos invasores. A
diferencia de los macréfagos y neutréfilos, los linfocitos B utilizan receptores de la superficie
celular para reconocer patégenos especificos. En forma similar a los macréfagos y células
dendriticas pueden funcionar como células presentadoras de antigenos, internalizando,
procesando y presentando al antigeno en el contexto del MHC-II a linfocitos T CD4+. Después
de la presentacion del antigeno procesado, los linfocitos T secretan IL-2, la cual induce a su vez
la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B en células plasmaticas que producen
anticuerpos y células de memoria. A diferencia de los linfocitos T, la poblacién de los linfocitos
B en sangre permanece practicamente constante durante todo el periodo de lactancia (Van

Kampen y Mallard, 1997).

Las células NK son linfocitos grandes y granulares que tienen actividades citotdxicas
independientes del MHC, por lo que pertenecen al sistema inmune innato. Expresan
receptores que reconocen las moléculas MHC-I sin péptido unido vy, a diferencia lo que ocurre
con el receptor T, dicho reconocimiento da lugar a una inhibicidn en lugar de una activacién
celular. Si la célula NK no puede reconocer la molécula de MHC-I en la superficie celular, no se
envia la sefial inhibitoria y la célula diana es eliminada (Lanier, 2005). En su fase efectora, la
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célula NK libera sus granulos conteniendo perforinas y granzimas que destruyen la célula diana
por disrupcion de la membrana celular (Bryceson y col., 2006). También pueden eliminar las
células blanco mediante la induccién de la apoptosis, aunque con menor eficiencia (Screpanti y
col., 2005). Esta funcidn citotdxica las hace vitales para la remocidén de patdgenos intra-
celulares y eliminacion de células tumorales (Rainard y Riollet, 2006). Las células NK también
son capaces de matar bacterias Gram negativas y positivas, lo que les confiere importancia en
la prevencion de las infecciones mamarias (Shafer-Weaver y Sordillo, 1996). Sin embargo,
practicamente no existen estudios donde se aborde el rol exacto de las mismas en las IIM, y los
cambios en dicha poblacién celular, tanto frente a infecciones como en el periparto, no han

sido evaluados.

Defensas solubles:

Los factores solubles especificos e innatos representan una importante linea de defensa
dentro de la glandula mamaria que puede despertar una respuesta protectora efectiva en

contra de la invasiéon de patdgenos.

Sistema complemento: El complemento es un conjunto de proteinas presentes en suero y

leche que pueden impactar en la inmunidad innata y adquirida. Las proteinas que componen el
sistema de complemento son sintetizadas principalmente por los hepatocitos, y por otras
células como monocitos y macréfagos tisulares. Muchas de las actividades bioldgicas del
complemento estdn mediadas por receptores especificos localizados en una variedad de
células. Las funciones efectoras del complemento incluyen lisis de bacterias, opsonizacion y
atraccién de los fagocitos al sitio de la activacién del complemento (Korhonen y col., 2000). La
concentracion de complemento en secreciones mamarias ha sido determinada por la medicién
de sus actividades hemoliticas y bactericidas (Rainard y Poutrel, 1995; Riollet y col., 2000a). La
concentracion mas baja se observa en leche de glandulas mamarias sanas durante la lactancia.
En contraste, la mayor concentracion de complemento se observa en calostro, leches
mastiticas y en secrecién mamaria obtenida durante la involucién, presumiblemente debido a
la filtracion de los componentes desde la sangre (Riollet y col.,, 2000a). Sin embargo, el
significado global del sistema de complemento en la defensa de la glandula mamaria no ha

sido auin bien definido.

Inmunoglobulinas: Los primeros efectores solubles de la respuesta inmune especifica son
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los anticuerpos producidos por los linfocitos B activados por antigenos. Son tres las clases de
inmunoglobulinas (Ig) que influyen en los mecanismos de defensa antibacterianos en la
glandula mamaria: IgM, IgA e IgG, incluyendo, de esta ultima, las subclases 1gG;, 1gG,, (Guidry y
Miller, 1986). En general, las inmunoglobulinas alcanzan su pico maximo de concentracidén en

secreciones mamarias durante la calostrogénesis y los procesos inflamatorios.

Algunos estudios otorgaron a la IgM un importante rol como opsonina para la fagocitosis
por neutrdfilos; sin embargo, esta Ig debe fijar complemento para alcanzar una efectiva
opsonizacion para mediar la fagocitosis por PMN en leche (Nonnecke y Harp, 1989). No
obstante, las concentraciones en leche de los componentes del sistema complemento varian
segun el periodo de lactancia, el estado de salud de la glandula mamaria, o el microorganismo
causante de la IIM; por lo tanto su rol en la defensa de la gldndula mamaria bovina es aun
discutido (Rainard y Riollet, 2006). Ademas, la IgM no es una subclase de anticuerpo
predominante en leche normal ni en leche mastitica y se estima que los PMN se despojan de
los receptores Fc para IgM a medida que migran desde sangre al tejido mamario. Es posible
gue su rol esté relacionado con la neutralizacién de endotoxinas en la glandula mamaria,
aunque no es claro como colaboraria con la funciéon de los PMN en leche (Burton y Erskine,

2003).

La IgG; es la subclase mayoritaria en leche bovina normal debido a su transporte selectivo
desde sangre a glandula mamaria (Guidry y col., 1980), presumiblemente para proveer
inmunidad pasiva a la cria (Kehrli y Harp, 2001). En contraste a lo que ocurre con la 1gG,, los
neutréfilos bovinos generalmente no expresan receptores de Fc para 1gG;; por lo que se
sugiere que el rol de estos anticuerpos estaria relacionado con la neutralizacion de
endotoxinas, bloqueo de la colonizacién bacteriana y promocion de la fagocitosis mediante la
fijacion de complemento (Rainard y Boulard, 1992). Algunos autores proponen que las altas
concentraciones naturales de IgG; en la glandula mamaria sana pueden ser importantes en la
defensa inmune frente a mastitis. Sin embargo, los roles exactos de esta subclase en la defensa
inmune frente a IIM no ha sido aun determinada, incluyendo su impacto en el sistema de

defensa mediado por PMN en leche.

La IgG, se considera la principal opsonina para la fagocitosis por PMN en leche de glandula
mamaria infectadas, ya que los mismos aumentan la expresién de receptores Fc de alta
afinidad especificos para los complejos patdgeno-IgG, a medida que migran al tejido infectado
(Paape y col., 2000). Las concentraciones de IgG, en leche normal son extremadamente bajas,
por lo que la actividad opsdnica en las ubres sanas es reducida. Sin embargo, la actividad
opsoénica de la leche mastitica aumenta durante la fase aguda de la inflamacién mamaria,
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debido a un pasaje masivo de la IgG, sanguinea a leche durante las 4-12 horas post-IIM,
revirtiendo la proporcién 1gG,/IgG, durante el primer dia de inflamacién mamaria (Guidry y
col., 1983). Se ha observado que los animales que mejor eliminan las IIM no sdlo tienen un
rapido y masivo reclutamiento de neutréfilos, sino también altos niveles de IgG, especifica
contra el patégeno y una efectiva respuesta inflamatoria temprana que permite el pasaje de
estos anticuerpos a la leche antes de la llegada de los neutroéfilos (Burston y Erskine, 2003). En
un estudio realizado con bovinos de raza Danesa Roja, los animales que presentaban una
deficiencia en la produccidon de IgG,, tuvieron una mayor incidencia de enfermedades
bacterianas, incluida mastitis, que los animales normales (Jensen y Christensen, 1975).
También se ha reportado una significativa correlacion entre las concentraciones de 1gG, en
suero y la presencia de mastitis clinicas en vacas Holstein; mientras que estas correlaciones no

se observaron para 1gG;, IgM o IgA (Mallard y col., 1983).

Al igual que la IgM, y en contraste con lo que ocurre en leche humana, la IgA se encuentra
presente en bajas concentraciones en leche bovina (Stelwagen y col., 2009). No participa en la
opsonizacion bacteriana, pero tendria funciones en la aglutinacion de bacterias invasoras que
pueden extenderse y causar infecciones bacterianas en la glandula mamaria y en la

neutralizacién de toxinas (Sordillo y Streicher, 2002).

Lactoferrina: Ademas de los efectos especificos de los anticuerpos, la gldndula mamaria
posee factores bacteriostaticos no especificos que pueden actuar en conjunto con las Ig o
independientemente de ellas. Uno de estos factores es la lactoferrina, una proteina producida
por las células epiteliales y leucocitos cuya funcién es unirse a los iones de hierro libres en
leche, previniendo asi el crecimiento de las bacterias que necesitan hierro para su desarrollo
(Schanbacher y col., 1993). En la glandula mamaria bovina en lactancia, la concentracion de
lactoferrina es menor a la observada durante la involucidn e inflamacién de la glandula.
Ademas, los efectos bacteriostaticos de la misma pueden ser inhibidos por la presencia de
citrato, un buffer producido por las células epiteliales que transforma al hierro en una forma
rapidamente utilizable por las bacterias (Bishop y col., 1976). En consecuencia, se ha sugerido
que el principal rol de la lactoferrina en las defensas de la glandula mamaria es proteger contra

infecciones, especialmente durante la involucién (Sordillo y Streicher, 2002).

Citoquinas: las citoquinas son proteinas solubles que afectan una diversidad de procesos
bioldgicos, incluyendo inflamacién e inmunidad. Uno de los mecanismos por los cuales ejercen

sus funciones es a través de la activacion de mecanismos de transduccion de sefales
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intracelulares y la correspondiente regulacidn positiva de la expresion génica (Gouwy y col.,
2005). A pesar de que las citoquinas juegan un rol fundamental en la respuesta del huésped a
la infeccidn, también pueden tener efectos deletéreos sobre el mismo. Por lo tanto, existe un
fino balance entre los efectos positivos y negativos de las citoquinas en el huésped, que esta

establecido por la maduracién, cantidad y ubicacién de su expresién.

La interleuquina 1 es una citoquina pro-inflamatoria producida por monocitos, macréfagos,
células dendriticas, linfocitos, células epiteliales y endoteliales y fibroblastos (Barksby y col.,
2007). Entre sus efectos bioldgicos en la respuesta inmune innata del huésped a la infeccion se
encuentra la activacion de células endoteliales y leucocitos, la induccién de fiebre sistémica y
la sintesis de proteinas de fase aguda (Dinarello, 1996). La IL-1 se expresa como 2 proteinas
estructural y funcionalmente similares: IL-1a e IL-1B. Debido a la expresion diferencial de la
secuencia sefial y el procesamiento proteolitico, la IL-1a permanece intracelular, mientras que
la IL-1B se secreta. Por esto, se postula que la que la IL-1a sirve predominantemente para
regular los eventos intracelulares y mediar la inflamacién local, mientras que la IL-1P afecta las
respuestas locales e inflamatorias sistémicas. Comparada con otras citoquinas, la respuesta de
IL-1B frente a IIM experimentales con E. coli ha mostrado ser altamente variable (Riollet y col.,
2000a; Bannerman y col., 2004b). En el caso de IIM por bacterias Gram positivas o sin pared
celular, la induccién de IL-1B es demorada, en comparacion con la infeccion por bacterias
Gram-negativas (Rambeaud y col., 2003; Bannerman y col., 2004a; Kauf y col., 2007). Si bien la
produccién de ARNm de IL-1 B ha mostrado estar regulada positivamente en células de leche
aisladas de cuartos mamarios infectados con S. aureus (Riollet y col., 2001), se han observado
resultados discordantes en cuanto a la deteccidn de la proteina en leche (Riollet y col., 20003;

Bannermany col., 2004b).

La interleuquina 4 es una glicoproteina producida por linfocitos Th2 maduros, mastocitos y
baséfilos. Esta citoquina promueve el reclutamiento y activacién de mastocitos, actia sobre
células B induciendo la produccion de 1gG; e IgE e impulsa la diferenciacion de linfocitos T
CD4+ en células productoras de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (Brown y Hural, 1997). Estas citoquinas
y las Ig IgG; e IgE son distintivas de una respuesta Th2, y juegan un rol protectivo en la
inmunidad contra patégenos extracelulares. Estas respuestas también cumplen una funcidn
reguladora al controlar los potenciales efectos excesivos de la actividad Thl en las respuestas
inmunes celulares contra patdgenos intracelulares y en reacciones autoinmunes (Weiss y
Brown, 2001). Existen escasos antecedentes donde se evalle la regulacién de IL-4 y sus
funciones bioldgicas en 1IM bovinas. En un estudio realizado en vacas en lactancia infectadas

cronicamente con S. aureus, no se detectaron aumentos en los niveles de ARNm de esta
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citoquinas en células de leche (Riollet y col., 2001).

La interleuquina 10 juega un rol central en la restriccién de la reaccién inflamatoria e
influencia la respuesta inmune adaptativa a la infeccion. Es producida por linfocitos T CD4+
(Th2), linfocitos B, eosinéfilos y mastocitos. Posee un amplio efecto anti-inflamatorio
inhibiendo la produccién de quemoquinas involucradas en el reclutamiento de monocitos,
macrofagos y neutrdfilos, y de citoquinas pro-inflamatorias (Moore y col., 2001). En términos
de su influencia sobre la respuesta inmune adaptativa, la IL-10 reduce la habilidad de
monocitos y macréfagos de presentar antigenos a las células T, mediante la regulaciéon
negativa de la expresién de MHC-Il (Moore y col.,, 2001). Ademads, esta citoquina esta
involucrada en la alteracién del balance Th1/Th2, suprimiendo la produccién de IFN-y e IL-12
(Mocellin y col., 2004). Sin embargo, a medida que los conocimientos sobre IL-10 avanzan, su
actividad biolégica comienza a entenderse como mds compleja; entre otros mecanismos, se ha
sugerido que esta citoquina jugaria ademas un rol directo en la diferenciacidon de células T
CD4+ en células regulatorias (Mocellin y col., 2004). La IIM por S. aureus (Bannerman y col.,
2004b) o la inyeccion intra-mamaria de a-toxina (Riollet y col., 2000b) no induce incrementos
detectables de esta citoquina en leche, y se ha observado que, en animales con una alta
persistencia de bacterias en leche, la inducciéon de IL-10 esta demorada o ausente (Bannerman
y col., 2004 a y b; Kauf y col., 2007). En cambio, las [IM por microorganismos patdégenos Gram
negativos, como E. coli, K. pneumoniae, o P. aeruginosa, cuyas infecciones no tienden a la
cronicidad, han mostrado inducir incrementos en las concentraciones de IL-10 en leche
(Bannerman y col., 2004 a y b). Estas observaciones sugieren que una induccién temprana de
IL-10 seria beneficiosa para la habilidad del animal de limitar el crecimiento bacteriano y

eliminar al patégeno.

La interleuquina 12 es una citoquina producida principalmente por monocitos, macréfagos,
neutrofilos y células dendriticas, que actia como mediador entre la respuesta inmune innata y
adaptativa. La forma activa de IL-12 es una proteina heterodimérica compuesta por dos
subunidades: p35 y p40 (Trinchieri, 1995). Esta citoquina actla en 3 etapas de la resistencia
inmune innata y adaptativa en respuesta a una infeccion: en la infeccién temprana, la IL-12
producida por las células inflamatorias activadas induce la produccién de IFN-y por células Ty
NK, contribuyendo a la activaciéon de macréfagos y neutrdfilos. Luego, la IL-12 y el IFN-y
favorecen la diferenciacion de los linfocitos T CD4+ activados hacia el fenotipo Th1l, induciendo
la produccién de IFN-y por los mismos. Finalmente, la IL-12 contribuye a una produccién
Optima de IFN-y y a una proliferacion de las células Th1 diferenciadas, en respuesta al antigeno

(Trinchieri, 2003). Tanto en células de leche aisladas de bovinos experimentalmente infectados
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con E. coli 0 S. aureus (Alluwaimi y col., 2003; Lee y col., 2006), como de animales con |IM
crénicas por S. aureus (Riollet y col., 2001), se observaron incrementos de los niveles de ARNm
de esta citoquina. A nivel de proteina, se detectaron incrementos en la concentracion de I1L-12
en leche de bovinos experimentalmente infectados con S. aureus (Bannerman y col., 2004b).
Debido a que la IL-12 y el IFN-y inducen una expresidon reciproca, las observaciones de que la
IL-12 se encuentra aumentada en respuesta a la infeccidn por S. aureus es consistente con los

reportes de que dicha bacteria induce la expresién de IFN-y.

El Interferéon-y es producido por linfocitos y células NK y cumple un rol de nexo entre la
inmunidad innata y adaptativa (Schoenborn y Wilson, 2007). Aumenta la actividad microbicida
de macréfagos y neutréfilos al favorecer la fagocitosis mediada por receptores, induciendo la
actividad de estallido oxidativo y activando la produccién de éxido nitrico (Schroder y col.,
2004). El IFN-y también regula positivamente la expresidn celular de MHC-I, promoviendo la
induccion de la inmunidad mediada por células, incrementando la posibilidad del
reconocimiento T-citotdxico de los péptidos presentados en la superficie celular (Schroder y
col., 2004). Ademads, actta sobre los linfocitos B activados induciendo el cambio de la Ig que
producen de IgM a IgG,, favoreciendo asi la produccién de anticuerpos con capacidad opsdnica
(Estes, 1996). Durante el curso de mastitis bovinas experimentales inducidas por S. aureus se
detectaron incrementos en la concentracidn de esta proteina en leche, aunque los mismos se
observaron de forma mas tardia, en comparacién a la infeccién por E. coli (Bannerman y col.,
2004b). Es interesante destacar que las mayores concentraciones de IFN-y han sido detectadas
en IIM caracterizadas por una persistencia de la infeccién, con un aumento en el nimero de
bacterias recuperadas de la glandula mamaria (Bannerman y col., 2004a; Kauf y col., 2007).
Esto puede reflejar un intento del huésped de intensificar las respuestas inmunes mediadas
por células para erradicar los patdégenos que no son efectivamente eliminados por los

mecanismos de defensa innatos del huésped en etapas mas tempranas de la infeccion.

El Factor de necrosis tumoral a es una citoquina pro-inflamatoria producida por
macrofagos, linfocitos, neutrofilos y células epiteliales (Angelini y col., 2005). A nivel local, el
TNF-a promueve la activacion endotelial y el reclutamiento, y posterior activacién, de
leucocitos al sitio de la infeccidn, mientras que los efectos sistémicos incluyen la induccion de
fiebre y de proteinas de fase aguda (Brouckaert y Fiers, 1996). A pesar de que estos efectos
locales y sistémicos son beneficiosos para la respuesta innata del huésped frente a la infeccidn,
el TNF-a estd asociado a respuestas inflamatorias agudas que pueden amenazar la vida del
mismo. Durante las mastitis bovinas causadas por bacterias Gram negativas se han detectado

concentraciones elevadas de esta citoquina en sangre y leche (Shuster y col., 1997; Riollet y
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col., 2000a; Lee y col., 2003; Bannerman y col., 2004b). En cambio, se ha reportado que las
bacterias Gram positivas o sin pared celular promueven una respuesta mediada por TNF-a
minima o demorada (Rambeaud y col., 2003; Bannerman y col., 2004a; Kauf y col., 2007). En 2
estudios independientes donde se infectaron gldndulas mamarias bovinas con diferentes cepas
de S. aureus, se observd que las respuestas hacia dicho microorganismo no produjeron
aumentos significativos en las concentraciones de TNF-a en leche (Riollet y col., 2000a3;
Bannerman y col.,, 2004b). En un trabajo reciente, realizado por técnicas de
inmunohistoquimica en glandulas mamarias de vacas en periodo de involucién, se observé un
incremento significativo del drea imunomarcada para TNF-a, en los cuartos de animales
crénicamente infectados con S. aureus (Dallard y col., 2009). A pesar de que aun se desconoce
porqué los bovinos con IIM por S. aureus no desarrollan una respuesta TNF-a temprana, dicho
microorganismo no pareceria ser el responsable de la regulacién negativa de la citoquina, ya
que la infusién de lipopolisacarido en cuartos mamarios infectados con S. aureus indujo una
produccién de TNF-a en concentraciones comparables con las de las infecciones por bacterias

Gram negativas (Kauf y col., 2007).

1.1.4. CONTROL

Los programas actuales de control de mastitis fueron desarrollados en la década del 60 y
estdn dirigidos a disminuir la tasa de nuevas IIM, asi como a acortar la duracién de las [IM
presentes en el rodeo (Neave y col.,, 1969). Estos programas estan basados en la higiene
durante el ordeio, incluyendo desinfeccion de pezones post ordefio, terapia antibidtica
durante la lactancia y al inicio del periodo seco, descarte de vacas con infeccién crénica y
control periédico de la maquina de ordefiar. La aplicacion de estas medidas condujo a un
progreso considerable en el control de algunos patdgenos contagiosos. Sin embargo, las
particulares caracteristicas patogénicas de S. aureus, determinan que no sea efectivamente
controlado por las medidas preventivas y curativas tradicionales (Zhao y Lacasse, 2008),
tendiendo a producir infecciones crénicas que ocasionan, en muchos casos, dafios
permanentes al tejido mamario. La eficacia de curacidn posterior al tratamiento antibidtico es
baja en casos crénicos y no existe una terapia efectiva para eliminar por completo la infeccién
en el animal (Waage y col.,, 2000). Por consiguiente, se han propuesto alternativas que
permitan una mayor reduccion de la prevalencia de mastitis, tendiendo a un menor uso de
antimicrobianos a los efectos de complementar las medidas de control universalmente

aceptadas (Yancey, 1999). Una de ellas es la manipulaciéon de los mecanismos de defensa
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especificos del hospedador a través del uso de inmunadgenos.

1.1.5. VACUNAS

Antes de discutir cuales son los blancos de las vacunas y su eficacia, debe mencionarse el
objetivo de la vacunacién. En ganado lechero, las IIM por S. aureus son generalmente
subclinicas, siendo la glandula mamaria el reservorio principal del patogeno, el cual se
disemina de vaca a vaca fundamentalmente durante el ordefo. Las IIM subclinicas pueden
ademas hacerse cronicas, alterando la leche y causando pérdidas econdmicas. Entonces, el
objetivo de la vacunacion contra mastitis por S. aureus es la prevencion de nuevas IIM, debido
a que la enfermedad clinica es poco comun mientras que el contagio no lo es (Middleton,

2008).

Un trabajo de revision realizado en 2011 por Pereira y col., resume las diversas vacunas
experimentales destinadas a la prevencion de IIM por S. aureus ensayadas hasta el momento
en modelos bovinos. Mientras que muchas de las vacunas estudiadas parecen estimular una
respuesta inmune humoral, la mayoria de ellas no han sido eficientes en la prevencion de la
infeccidn en el sitio de interés. La falta de éxito de las mismas, puede explicarse en parte, por
la complejidad del microorganismo, su habilidad de evadir el sistema inmune del huésped y la
falta de respuestas inmunes prolongadas luego de la inmunizacién. Por lo tanto, la
composicion final de una vacuna para el control de IIM por S. aurueus no ha sido aun

determinada.

De todos los desarrollos evaluados hasta el momento, sélo algunos alcanzaron la etapa de

comercializacion, los cuales se describen a continuacion.

1.1.5.1. Vacunas comerciales

La vacuna Lysigin™ (Boehringer Ingelheim Vetmedica Inc, St Joseph MO, EE.UU.) ha sido
comercializada en EE.UU. desde la década del 70. Contiene un lisado de 5 cepas capsuladas de
S. aureus (1 cepa CP5, 2 cepas CP8 y 2 cepas productoras del antigeno 336) (Ma y col., 2004)
formuladas con un adyuvante a base de hidroxido de aluminio. Nickerson y colaboradores
inmunizaron terneras de 6 meses con la vacuna Lysigin', seguida de un booster a las 2
semanas y 1 un refuerzo cada 6 meses, hasta el momento del parto. Los animales vacunados
tuvieron un 45% de reduccién de nuevas IIM por S. aureus durante la prefiez y el parto,

relativo a controles sin inmunizar (Nickerson y col., 1999). Frente a estos resultados los autores
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sugirieron que la aplicacién de multiples inmunizaciones previas al parto podria ser util para
controlar la aparicion de mastitis en vaquillonas, aunque consideraron necesarios la realizacion
de estudios a campo de mayor escala. En un estudio posterior, se inmunizaron vaquillonas
prefiadas con 2 dosis la vacuna Lysigin™ o con una mezcla de 3 cepas de las incluidas en la
vacuna (1 CP5, 1 CP8 y otra 336), o las 5 cepas de la vacuna, formuladas con Al(OH);
(Middleton y col., 2006). Los animales se desafiaron a los 6, 7 y 8 dias post-parto con una cepa
heterdloga (S. aureus Newbold 305, CP5). Todos los animales desarrollaron IIM por S. aureus
post-desafio y no hubo evidencia de curas espontaneas en los animales de ninguno de los
grupos. Las vaquillonas inmunizadas con Lysigin™ tuvieron una menor duracién de mastitis
clinica y una menor severidad de la misma con respecto a los controles, pero no hubo
diferencias significativas en los RCS ni en la produccion de leche en ninguno de los grupos
evaluados. Si bien no hubo evidencia de que la vacuna pudiera prevenir la instauracion de
nuevas |IM por S. aureus, los autores sugieren que la misma seria beneficiosa en reducir la
severidad y duracién de la manifestacion clinica (Middleton y col., 2006). En el afio 2007, Luby
y colaboradores, caracterizaron por primera vez la respuesta de anticuerpos inducida en
vaquillonas prefiadas luego de la inmunizacién con Lysigin™. Los animales inmunizados
desarrollaron niveles de 1gG; e I1gG, anti- S. aureus CP5, CP8 y 336 en sangre significativamente
mayores a los de los animales control. En leche, en cambio, sélo se observaron diferencias
significativas en los niveles de 1gG anti- S. aureus CP8 y 336, mientras que no se registraron
niveles detectables de IgG;, 1gG, e IgM. Finalmente, en el afio 2009, Middleton y col.,
realizaron un ensayo a campo en el cual inmunizaron con Lysigin™ a vacas en lactancia, y
observaron la aparicion de IIM por S. aureus producidas de forma natural. Se observé una baja
incidencia de IIM por S. aureus durante la experiencia, por lo que el nimero de cuartos
infectados por S. aureus, asi como el RCS y la produccidén de anticuerpos especificos no
variaron de forma significativa entre animales vacunados y animales control. Esto llevé a los
autores a sugerir que los anticuerpos opsonizantes en leche inducidos por la vacunacion serian
insuficientes para facilitar la fagocitosis y eliminaciéon de S. aureus de la glandula mamaria

(Middleton y col., 2009).

La segunda vacuna que alcanzo la fase de comercializacion es MASTIVAC®, desarrollada en
Israel; aunque la misma ya no se encuentra actualmente disponible para la venta. Se compone
de un lisado de dos cepas de S. aureus aisladas de mastitis clinicas y subclinicas (una alfa y beta
hemolitica y una alfa-hemolitica) obtenido por agitaciéon mecdnica y tratamiento con
nucleasas, y sobrenadante de cultivo de una tercer cepa (no hemolitica) (Leitner y col, 2003b).

En un trabajo inicial con 19 vacas en lactancia, se inmunizé a la mitad de ellas con la vacuna
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formulada con adyuvante incompleto de Freund. Luego de un desafio experimental con la cepa
no hemolitica, los animales inmunizados presentaron una menor proporcion de cuartos
infectados, respecto de los controles (35% vs 90,5%; p < 0,01), y un menor RCS. Las
evaluaciones histopatoldgicas de los cuartos de animales inmunizados mostraron una leve
infiltracidn de linfocitos, sélo en aquellos cuartos que presentaron infeccién por S. aureus post-
desafio; mientras que todos los cuartos control (incluso aquellos de los cuales no se aislo S.
aureus) exhibieron una ligera reaccién inflamatoria supurativa e infiltrado de linfocitos (Leitner
y col, 2003a). En un ensayo a campo posterior en el que se utilizaron 452 vaquillonas Holstein
prefadas, la aplicacidn de 2 dosis de vacuna indujo la produccién de anticuerpos especificos en
sangre de las vaquillonas inmunizadas, significativamente mayores que los hallados en los
animales control. Si bien el ensayo se realizd en establecimientos que presentaban una
prevalencia de 8-25% de S. aureus, un numero muy reducido de animales presentaron
infeccién por S. aureus durante el periodo de estudio, por lo que no pudo evaluarse

estadisticamente la proteccion especifica estimulada por la vacuna (Leitner y col., 2003c).

La ultima vacuna liberada recientemente al mercado es Startvac® (Laboratorios Hipra, S.A.
autorizada por la Agencia Europea de Medicamentos — EMA). La misma esta compuesta por un
lisado de una cepa de S. aureus productora de biofilm, formulada con un adyuvante de base
oleosa. En un estudio reciente, la inmunizacién de vaquillonas prefiadas con dicha formulacién
indujo la estimulaciéon de respuestas humorales con alta produccidn de IgG, IgG; e IgG, en
sangre e IgG en leche. Ademas, los animales inmunizados presentaron menores recuentos de
bacterias y menor severidad en la sintomatologia clinica luego de una IIM experimental con
una cepa heteroldga de S. aureus (Prenafeta y col., 2010). Sin embargo, no existen estudios de
eficacia realizados a campo que evalten esta vacuna y hayan sido publicados en revistas con

referato.

1.1.5.2. Adyuvantes

Los adyuvantes pueden ser definidos funcionalmente como componentes agregados a las
formulaciones de vacunas para aumentar la inmunogenicidad de los antigenos in vivo. Segun
sus caracteristicas, los adyuvantes pueden acelerar la generacidon de respuestas inmunes
robustas, sostener las repuestas por periodos de tiempo mds prolongados, inducir respuestas
locales en mucosas, generar anticuerpos con aumentada avidez y capacidad de neutralizacidn,
desarrollar respuestas mediadas por linfocitos T citotdxicos, aumentar las respuestas en
individuos con sistemas inmunes débiles, y reducir la cantidad de antigeno necesaria en las

formulaciones, permitiendo disminuir los costos de los programas de vacunacién (Pashine y
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col, 2005).

Los adyuvantes pueden dividirse en 2 categorias, segin sus mecanismos de accion
predominantes. Los inmuno-potenciadores, que activan la inmunidad innata (por ejemplo
citoquinas o componentes bacterianos), y los sistemas de delivery (sales minerales,
emulsiones, liposomas), que concentran y exponen los antigenos en patrones repetitivos, los
direccionan hacia las células presentadoras de antigenos y ayudan a co-localizar al antigeno
con el inmuno-potenciador (O’ Hagan, 2004). El adyuvante clasico utilizado hasta el momento
en vacunas veterinarias y aceptado internacionalmente por las agencias reguladoras debido a
su probada inocuidad es el Al{OH);. Sin embargo, entre las limitantes de las sales de aluminio
se encuentran su débil efecto adyuvante con ciertos antigenos vacunales y la inhabilidad de
inducir respuestas inmunes mediadas por células o respuestas de células T citotdxicas
(HogenEsch, 2002). El gran avance realizado en los ultimos afios en el disefio de vacunas ha
llevado al desarrollo de nuevos adyuvantes con propiedades inmunoestimulantes y eficientes a
su vez como vehiculos. Los complejos inmunoestimulantes o ISCOMs son uno de ellos, y se

describen en detalle a continuacion.

Complejos inmuno-estimulantes.

Los complejos inmuno-estimulantes, ISCOMs, son un sistema adyuvante de nueva
generacién desarrollado por Morein y col. (1984). Estos consisten en particulas esféricas con
carga negativa, y estructura de caja, de aproximadamente 40 nm, compuestos por saponinas,
colesterol y fosfolipidos, unidos entre si mediante interacciones hidrofdbicas. En la tecnologia
clasica de vacunas de tipo ISCOM se requiere que el antigeno sea incorporado dentro de la
particula del adyuvante (Morein y col,. 1984), lo que no solo presenta la desventaja de
restringir el tipo de antigeno que puede utilizarse a proteinas con areas hidrofébicas, sino que
ademas consiste en un proceso complejo de dificil control. Es asi como posteriormente se
desarrolla Iscom Matrix™, como adyuvante particulado preparado con los mismos
componentes y la misma estructura que los ISCOMs, pero sin antigeno. De esta forma, las
formulaciones pueden lograrse mediante el simple agregado del adyuvante a la suspension
que contiene el antigeno, lo que permite obtener vacunas con la misma capacidad de
presentacion antigénica y propiedades inmunomuduladoras de los ISCOMs, pero con un rango
mas amplio de aplicacién (Morein y Bengtsson, 1999). Estos complejos han mostrado ser
efectivos tanto en el delivery de antigenos como en la estimulacidn del sistema inmune, por lo
que son considerados como sistemas adyuvantes integrados (Morelli y col., 2012). La principal

diferencia entre estos complejos y otros sistemas de delivery, como liposomas o
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microparticulas, es el rol de las saponinas, las cuales son esenciales para la formacién y el

mecanismo de accién de los ISCOMs (Sjolander y col., 1998).

Figura 4: Micrografia de transmision
electrénica de Iscom Matrix™ en
tincion negativa, demostrando la
tipica estructura de caja de 40 nm

(Pearse y Drane, 2005)

Estudios realizados en diferentes modelos animales permitieron una mejor comprensién de
los mecanismos de accién de estos complejos. Estos incluyen la activacion de aspectos de la
inmunidad innata dependientes de IL-12, y la habilidad de inducir la presentacién antigénica
por ambas vias MHC-l y Il, y la produccidn de citoquinas relacionadas. Estos eventos crearian
un ambiente 6ptimo para la maduracién de células presentadoras de antigenos (APCs), como
células dendriticas, aumentando su habilidad de presentar antigenos y expresar sefiales co-
estimulatorias que facilitan la subsecuente amplificaciéon de la respuesta inmune antigeno-
especifica (Sun y col., 2009). También se ha observado que las vacunas de tipo ISCOM o Iscom
Matrix™ circulan rapidamente hacia los ganglios linfaticos dentro de las 2 horas posteriores a
la inoculacidn, donde son captadas por las células dendriticas residentes. Posteriormente (24-
48 horas), las células dendriticas y APCs presentes en el sitio de inoculacion también se dirigen
a los ganglios linfaticos cargando los antigenos capturados; por lo que la combinacién de estos
2 mecanismos resultaria en una presentacion antigénica rapida y prolongada (Morelli y col.,

2012).

Se ha observado que los complejos inmunoestimulantes son fuertes inductores de
respuestas humorales, asi como de respuestas celulares y citotdxicas, habilidad que adquiririan
mediante la induccidn de mediadores innatos y adaptativos, de procesos celulares y de la
interaccion entre ellos (Pearse y Drane, 2004). Si bien los detalles de este complejo proceso no

han sido aun dilucidados, la expresién de un amplio rango de citoquinas (IL-1, IL-2, L-4, IL-5, IL-
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6, IL-10, IL-12 e IFN-y), asi como de diferentes subclases de inmunoglubulinas (I1gG,, 1gG..,,
IgG,s, 1gGs) inducidas por vacunas de tipo ISCOM o Iscom Matrix™ en diferentes modelos de
raton, serian consistentes con la induccion de respuestas Th1/Th2 balanceadas (Sjolander y
col., 1998; Sjolander y col., 2001). El acceso a la via MHC-I de presentacién antigénica, es critica
para la habilidad de los complejos inmuno-estimulantes de inducir repuestas inmunes
citotéxicas. Si bien no se conoce detalladamente el mecanismo por el cual esta respuesta se
produciria, se ha propuesto que las saponinas ejercerian su accién en la disrupcion de las
membranas de las APCs permitiendo el escape endosomal del antigeno y su posterior

liberacion al citosol (Pearse y Drane., 2004).

En el afio 2009, Sun y col., revisaron las vacunas formuladas hasta el momento con ISCOMs
o Iscom Matrix™ evaluadas tanto en animales de laboratorio como en humanos. Estas
incluyen, en su mayoria, proteinas virales, aunque también estos complejos han sido utilizados
para la formulacién de antigenos bacterianos o parasitarios. En todos los casos, las
formulaciones han mostrado ser seguras y altamente inmunogénicas, incluyendo respuestas
humorales y mediadas por células, asi como respuestas innatas (Sun y col., 2009). Las
caracteristicas claves de las vacunas de tipo ISCOM o Iscom Matrix™ en las respuestas
humorales son el incremento en la magnitud, rapidez y duracién de la respuesta, asi como la
capacidad de reducir la dosis de antigeno presente en la formulacién. En cuanto a las
respuestas celulares, su particularidad radica en la habilidad de inducir fuertes respuestas T
CD4+ y CD8+, y respuestas T citotdxicas duraderas (Pearse y Drane 2004). Estas propiedades,
sumado a la simpleza y reproducibilidad en la fabricacién de Iscom Matrix™, lo convierten en
un adyuvante ideal para la formulacién de vacunas que requieran una rdpida respuesta, o en
las cuales el antigeno es limitado o dificil de obtener, permitiendo ademas reducir los costos

de manufactura.
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1.2. OBJETIVOS

7

«* Objetivo general: Desarrollar un prototipo de vacuna contra mastitis bovinas causadas

por Staphylococcus aureus.

7

«* Objetivos parciales:

1. Comparar las respuestas inmunes generadas en bovinos por bacterinas de S. aureus
preparadas a partir de cepas productoras de Polisacarido Capsular, formuladas con un

adyuvante tradicional y un adyuvante de nueva generacién.
2. Clonary expresar la B-toxina de S. aureus.

3. Comparar las respuestas inmunes generadas en bovinos por una bacterina y un lisado
de S. aureus formulados con el adyuvante seleccionado, contra los antigenos vacunales y

contra subunidades antigénicas.

4. Construir una vacuna prototipica que incluya componentes obtenidos en el
laboratorio, formulada con el adyuvante seleccionado. Inmunizar bovinos con la vacuna
prototipica y evaluar la respuesta inmune humoral y celular, asi como la funcionalidad de los

anticuerpos, inducida por la vacunacién.
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CAPITULOIl. ENSAYO | DE INMUNIZACION EN BOVINOS: EVALUACION DE
ADYUVANTES

I.1. MARCO TEORICO

La fagocitosis por neutréfilos se considera una de las principales lineas de defensa contra
microorganismos patégenos en la glandula mamaria (Paape y col., 2003). Sin embargo, la
actividad fagocitica de los PMN disminuye debido a la reduccidn de las reservas de energia
durante la diapédesis a través del epitelio mamario y la ingestion de grasas y caseina al entrar
a la glandula mamaria (Paape y col., 2003). La utilizacion de inmundgenos con el objetivo de
incrementar las defensas de la glandula mamaria bovina, apunta a mejorar la actividad
fagocitica de los PMN, aumentando los titulos de anticuerpos opsonizantes en las secreciones
mamarias, especialmente de subclase IgG, (O’Brien y col., 2001; Tollersrud y col., 2001;
Middleton, 2008), y a estimular las respuestas citotdxicas, capaces de alcanzar las bacterias

intracelulares (Wallemacq y col., 2012).

La mayor parte de las cepas de S. aureus producen polisacaridos capsulares (CP) que
enmascaran los anticuerpos dirigidos contra componentes de la pared celular e impiden el
mecanismo de activacion por complemento (O’Brien y col., 2001; Paape y col., 2003). Sin
embargo, los anticuerpos dirigidos contra los CP son capaces de opsonizar S. aureus,
favoreciendo la fagocitosis por neutrdfilos (Karakawa y col, 1988; O’Brien y col, 2001). Los CP5
y 8 han sido identificados en S. aureus aislados de infecciones bovinas y humanas en el mundo
(Han y col., 2000; Tollersrud y col., 2000; O'Riordan y Lee 2004; Verdier y col., 2007). En un
estudio reciente realizado en nuestro laboratorio, mas del 50 % de las cepas de S. aureus
aisladas de casos de mastitis bovinas en Argentina fueron genotipadas como CP5, y de ellas, la
mitad, fueron capaces de producir CP in vitro (Camussone y col, 2012). La alta prevalencia de
los CP de S. aureus en cepas causantes de mastitis bovinas, asi como sus caracteristicas anti-
fagociticas, han convertido a estos componentes en importantes blancos de interés para el
disefio de vacunas contra mastitis estafilocdcicas (Gilbert y col., 1994; Guidry y col., 1994;
Giraudo y col., 1997; Tollersrud y col., 2000; O’Brien y col., 2001; Lee y col., 2005). Entre éstas,
las formuladas sobre la base de bacterinas de cepas capsuladas han mostrado cierta
efectividad en la reduccién de la incidencia de IIM subclinicas y la severidad de las mastitis
clinicas en ensayos de desafios experimentales y a campo; sin embargo, ninguna de estas
formulaciones evaluadas han podido prevenir completamente la instauracion de nuevas [IM en

ganado lechero (Middleton, 2008; Pereira y col.,, 2011). Estas observaciones sefialan la
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necesidad de explorar nuevas alternativas para mejorar el desempefio de las bacterinas

actualmente disponibles.

La naturaleza del adyuvante utilizado en la formulacién, ha sido identificada como un factor
critico para el aumento de la eficacia de las vacunas. Diversos adyuvantes y sistemas de
delivery de antigenos en inmundgenos experimentales dirigidos contra mastitis estafilocdcicas
han sido evaluados (O’Brien y col., 2001; Tollersrud y col., 2001; Hu y col., 2003; Cui y col.,
2010). Sin embargo, las formulaciones disponibles comercialmente incluyen adyuvantes
tradicionales. La vacuna comercial para S. aureus mas estudiada (Lysigin™, Boehringer
Ingelheim Vetmedica, Inc), ha sido formulada con AI(OH);; mientras que otra vacuna
recientemente liberada al mercado ha sido formulada con un adyuvante de base oleosa
(Startvac®, Laboratorios Hipra, S.A.). Los complejos inmuno-estimulantes, ISCOMs, son un
nuevo tipo de sistema adyuvante compuestos por saponinas, colesterol y fosfolipidos, que
formulan antigeno y adyuvante en la misma nanoparticula (Morein y col., 1984). Estos
complejos no sélo son eficientes como vehiculos, sino que ademds son capaces de producir
una respuesta humoral/celular balanceada, mediante la induccion de multiples mediadores
innatos y adaptativos (Pearse y Drane, 2004). Por su parte, la matriz del ISCOM, Iscom Matrix"™
se utiliza como adyuvante particulado en una entidad separada del antigeno, presentando la
ventaja de simplemente tener que ser agregado a la suspension del antigeno para lograr la
formulacion (Morein y col. 2007b). En un trabajo de revisién reciente, donde se resume la
diversidad de vacunas experimentales basadas en antigenos definidos y formuladas con Iscom
Matrix™ ensayadas hasta el momento, se muestra el fuerte poder inductor de respuesta de
anticuerpos y de inmunidad celular de este adyuvante, en variadas especies animales (Sun vy

col., 2009).
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Il. 2. OBJETIVOS

* Objetivo general

Considerando que no existen estudios previos acerca del uso de Iscom Matrix™ en vacunas
de células enteras y que las vacunas disponibles comercialmente para el control de mastitis
por S. aureus han sido formuladas sobre la base de adyuvantes tradicionales, se planteé como
primer objetivo del trabajo de tesis comparar las respuestas inmunes innata y humoral
generadas al inmunizar vaquillonas prefadas con una bacterina de S. aureus productora de

CPS5, formulada con un adyuvante tradicional y con Iscom Matrix™.

¢ Objetivos especificos
1. Inmunizar vaquillonas prefiadas con una bacterina de S. aureus productora de CP5,
formulada con Al(OH); y con Iscom Matrix™.

2. Evaluar la respuesta inmune innata y humoral especifica desarrollada por ambas

formulaciones.

3. Evaluar la funcionalidad de los anticuerpos generados para reconocer y favorecer la

fagocitosis de S. aureus por neutrdfilos bovinos.
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11.3. MATERIALES Y METODOS

11.3.1. INMUNIZACION Y MUESTREO

11.3.1.1. Cepas de S. aureus

Se utilizé la cepa de S. aureus Reynolds, considerada como cepa de referencia productora
de CP5, aislada de cultivos de sangre en el Kaiser Permanent Hospital, North Hollywood,
California (Karakawa y col., 1982) y gentilmente cedida por el Dr. B. Poutrel (INRA Nouzilly,
Francia). La seleccién de la misma se realizd sobre la base de resultados previos obtenidos en
el laboratorio, en los cuales, dicho tipo capsular fue identificado como el mas prevalente entre

las cepas productoras de IIM en nuestra regidon (Camussone y col., 2012).

Para periodos cortos de conservacién de las bacterias, se realizaron cultivos en estria en
Agar Base con 5% de sangre de ternero, y se mantuvieron a 4°C. Para conservar las cepas
durante mayores periodos de tiempo, a partir de una colonia aislada se sembré en caldo
Tripteina Soya, incubandose toda la noche a 37°C. Se transfirieron 750 ul del cultivo a un
criovial de 2 ml que contenia un volumen igual de Tripteina Soya suplementado con glicerol

15% (v/v). Se mezclé y conservé a -70°C (Sambrook y col., 1989).

11.3.1.2. Preparacion de bacterina de S. aureus

Staphylococcus aureus Reynolds se cultivdo en Agar Salado durante toda la noche a 37°C,
para favorecer la expresién de capsula (Fattom y col., 1990). Luego el cultivo se resuspendié en
PBS estéril y se inactivd con 0,5% de formalina por 24 horas a 37°C. Se realizaron 3 lavados
mediante centrifugaciones de 10 minutos a 5.000 rpm para eliminar el exceso de formol.
Finalmente el pellet de células se resuspendié en PBS estéril a concentracién final de 1.10°

ufc/ml.

11.3.1.3. Formulacion de las vacunas

Una vez obtenido el inmundgeno se formuld, segin correspondiera, con dos adyuvantes
diferentes: Al(OH); (Alhydrogel™; Biogénesis Bagd) o Iscom Matrix™ (Isconova), gentilmente
cedidos por la Dr. M. Vena y el Dr. B. Morein, respectivamente. Para el caso de Al(OH); el
mismo se agregdé a la suspensidén bacteriana a una concentracion final de 15%, y se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente en agitaciéon a 100 rpm para permitir la adsorcién

entre gel y microorganismo. Para el caso de Iscom Matrix™ se agregaron 2mg/ml del mismo a
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la suspension y se mezcld por inversidn. Todas las preparaciones fueron sometidas a controles
de esterilidad mediante la siembra de 100 pl de las mismas en placas de Agar Sangre e
incubacién por 48 horas a 37°C. Las preparaciones se conservaron en heladera hasta su

utilizacién, por no mas de 72 horas.

11.3.1.4. Animales

Se utilizaron 27 vaquillonas Holstein prefiadas en el ultimo trimestre de gestacidn,
pertenecientes al Tambo Experimental de la Estacion Experimental Agropecuaria Rafaela del
INTA. Se incluyeron 6 animales por grupo para detectar diferencias significativas en la
producciéon de anticuerpos, expresado como Densidad Optica (DO), de 0,75 (SD 0,4) entre
grupos vacunados, respecto de los controles, con un nivel de significancia de 5% y un poder
estadistico de 80%. Considerando la posibilidad de la eliminacién de hasta tres animales por
grupo, en caso que no cumplieran los criterios de inclusion prestablecidos, se conformaron

grupos de 9 vaquillonas cada uno.

Los animales se mantuvieron alimentados con pasturas a base de alfalfa suplementada con
grano de maiz desde los 60 hasta los 30 dias previos al parto. Luego, se alimentaron con una
racién totalmente mezclada (TMR por su sigla en inglés) basada en silo de maiz hasta el parto.
Desde ese momento recibieron TMR suplementada con silo de maiz bajo condiciones de
pastoreo (alfalfa). Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo a la Guia para el

Cuidado y Uso de Animales en Investigaciones Agropecuarias y Ensefianza (FASS, 1999).

11.3.1.5. Inmunizacién y muestreo

Los animales seleccionados se dividieron al azar en 3 grupos (n=9) y cada uno de ellos

recibid una de las siguientes formulaciones:

Grupo Control: 1 ml de solucidn fisioldgica estéril/dosis

Grupo Iscom Matrix: (1.10° ufc de S. aureus + 2 mg Iscom Matrix™)/dosis

Grupo Al(OH)5: (1.10° ufc de S. aureus + 15% v/v Al(OH);)/dosis

Se aplicaron dos inyecciones subcutdneas en el drea del ganglio supramamario de acuerdo
con descripciones previas (Camussone y col., 2010), 45 y 15 dias previos a la fecha estimada de
parto. Al momento de la segunda dosis vacunal las glandulas mamarias de todos los animales

incluidos en el experimento se examinaron clinicamente por palpacién y se tomaron muestras

de secrecion pre-parto para determinar la presencia de [IM por S. aureus. Las muestras fueron
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recolectadas en forma aséptica siguiendo procedimientos estandar (Oliver y col., 2004) y luego
del muestreo los pezones de las vaquillonas se sumergieron en una solucién antiséptica
conteniendo 0,5% de yodo disponible. Solo se incluyeron en el ensayo a vaquillonas libres de

IIM por S. aureus y sin signos clinicos de inflamacién.

Antes del comienzo del protocolo de inmunizacién se colecté una muestra de sangre por
puncién en la vena coccigea, lo cual se repitié cada 15 dias hasta el dia del parto. Dentro de las
24 horas post-parto se tomaron muestras de sangre y de leche de cada cuarto mamario, lo
cual se repitié a los 7, 15, 21, 30 y 60 dias (Tabla 1). Una alicuota de leche de cada cuarto
mamario fue utilizada para cultivo bacteriolégico. Quinientos ul de leche de cada cuarto
mamario de las muestras obtenidas a partir del dia 7 post-parto se utilizaron para la
preparacion de muestras compuestas para determinacién de anticuerpos. Estas muestras se
centrifugaron por 15 minutos a 10.000 rpm y se recuperaron los sobrenadantes. Las muestras
de sangre se dejaron coagular mediante incubacién a temperatura ambiente y posteriormente
se obtuvo el suero por centrifugacién a 1.500 rpm por 10 minutos. Todas las muestras se
mantuvieron a -20°C hasta su procesamiento. Se determind la aparicién de reacciones

adversas al inmunégeno a través de la observacién clinica periddica.

Dias / Tratamiento -45 -30 -15 (pa:)to) 7 15 30 60
Dosis de vacuna 1°%° 2%

Muestras de sangre X X X X X X X X
Muestras de leche X X X X X X

Tabla 1. Esquema de inmunizacion y muestreo de sangre y leche de vaquillonas seguido en el

ensayo a campo.

11.3.1.6. Analisis bacterioldgico de muestras de leche

Para cada una de las instancias de muestreo, se tomaron 10 pl de las muestras obtenidas
de cada cuarto mamario de todos los animales en ensayo y se sembraron en un cuadrante de
placa de cultivo con Agar Sangre. Las mismas se incubaron 18 horas a 37°C para detectar la
presencia de organismos de crecimiento rapido. En caso de no observarse desarrollo, se re-
incubaron por otras 24 horas (Oliver y col., 2004). La presencia de una colonia de S. aureus en
Agar Sangre se consideré como identificacion positiva; con lo cual el limite de deteccidon fue de
100 ufc/ml. Las vaquillonas que arrojaron un cultivo positivo en cualquier muestra a lo largo

del estudio fueron excluidas del mismo.
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La caracterizacion de los microorganismos aislados se realizdé mediante observacion

microscopica y sobre la base de reacciones bioquimicas cldsicas:

- Tincidén de gram
Se realizd un examen microscépico (100X) de extendidos de diferentes colonias coloreados

con la tincién de Gram (modificacidén de Hicker).

- Observacion del patrén de hemdlisis
La produccién de las hemolisinas a y B se observé luego de 24 horas de cultivo en Agar
Sangre como una estrecha zona transparente de hemdlisis completa (a) o una amplia zona de

hemodlisis incompleta (B).

- Prueba de la coagulasa (en tubo de ensayo)

Se colocaron 200 pl de plasma de conejo estéril en un tubo de hemdlisis estéril. Se
introdujeron de 2 a 3 colonias puras de un cultivo en placa y se resuspendid por agitacion. Se
incubd a 37°Cy se observo coagulacion a las 4, 8 y 24 horas.

Interpretacion de los resultados:

Prueba (+): se forma un coagulo o filamentos de fibrina definidos que ocupa parcial o
totalmente el volumen de plasma.

Prueba (-): no hay formacién de coagulo, la suspension se mantiene homogénea.

- Prueba de la catalasa (Método del porta objetos)

Se recogid el centro de una colonia pura de un cultivo en placa con una aguja de
inoculacién y se colocé en un portaobjetos de vidrio limpio. A continuacién se agregd sobre las
bacterias una gota de H,0,; al 10%.

Interpretacion de los resultados:

Prueba (+): formacién inmediata de burbujas bien visibles por la liberacién de O,.

Prueba (-): no hay formacién de burbujas (no se forma O,).

11.3.2. OBTENCION DEL POLISACARIDO CAPSULAR TIPO 5 DE S. aureus.

Se cultivo S. aureus Reynolds en placas de Agar Sangre durante toda la noche a 37°C. Una
colonia aislada de dicho cultivo se repicé en placas de Agar Salado, incubando toda la noche a
37°C. Las bacterias se cosecharon con 5 ml de PBS y se agitaron con agitador magnético

durante 90 minutos. Luego se centrifugd durante 30 minutos a 10.000 rpm a 10°C y se
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conservd el sobrenadante. El mismo se llevé a 80°C en bafio de agua durante media hora y
posteriormente se centrifugd a 10.000 rpm a 10°C durante 30 minutos. Se agregé etanol al
sobrenadante en proporcion 80% (v/v) y se estacion6 toda la noche a -20°C. Transcurrido dicho
tiempo se centrifugd a 10.000 rpm a 10°C durante 30 minutos y se conservé el pellet. El mismo
se disolvid en un volumen minimo de etanol frio al 80% (v/v) en H,O destilada y se estaciond a
-20°C por 30 minutos. Se centrifugd nuevamente a 10.000 rpm durante 30 minutos a 10°Cy se
disolvié el pellet en un volumen minimo de PBS. Luego, se incubd con 0,1mg/ml de Proteinasa
K (Promega) durante toda la noche a 37°C en agitacidn, para eliminar los restos de proteinas.
La enzima se inactivd por shock térmico a 80°C por 30 minutos. Por ultimo se incubd con
10,7mg/ml de Peryodato de Sodio (Cicarrelli) durante 45 minutos en oscuridad. La reaccién se
detuvo con etilenglicol al 20% (v/v) y se centrifugd a 10.000 rpm durante 30 minutos a 10°C. El
sobrenadante se transfirié a bolsas de didlisis (corte 30 kDa) y se dializé contra H,O destilada
durante 48 horas con recambio de agua cada 3 horas. El producto se almacend a -20°C

(Raffaelli, 2009).

La concentracién de polisacdrido purificado se determind mediante el método de Dubois y
col. (1956) del fenol-sulfurico, modificado por Cuesta (2003). En placas de 96 pocillos con
fondo plano se sembraron 40 pl de muestra mas 40 pl de una solucién de fenol al 5%. Luego
de homogeneizar se agregaron 200 pl de acido sulfurico y se incubé durante 30 minutos a
80°C. Se leydé la DO a 490 nm (Infinite® F50, Tecan) y se calculd la concentracion de

polisacarido mediante comparacién con una curva de concentraciones conocidas de sacarosa.

11.3.3. EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL

11.3.3.1. Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

Se sensibilizaron placas de 96 pocillos con fondo plano (GBO) con una suspensién de 1.10°
ufc de S. aureus Reynolds inactivado con formol o 5 pug de CP5 purificado (Ver seccién 11.2.4.),
ambos resuspendidos en PBS (pH 7,2). Las placas se incubaron a 37°C durante 1 hora y a
continuacién se bloquearon con solucién de bloqueo durante 30 minutos a 37°C. Luego de tres
lavados de 1 minuto con PBS-Tween se incubaron a 37°C durante 1 hora con las muestras de
sangre o leche diluidas en PBS suplementado con 1% de leche de cabra descremada.
Transcurrida la incubacidn, se realizaron nuevamente tres lavados con PBS-Tween y
seguidamente las placas fueron incubadas con los anticuerpos secundarios diluidos en PBS
suplementado con 1% de leche de cabra descremada. Para la determinacidn de 1gG, se incubd

con un anticuerpo secundario anti-IgG bovina conjugado a peroxidasa alcalina (Sigma) durante
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45 minutos a 37°C. Luego de ese tiempo, se realizaron tres lavados con PBS-Tween y se
incubaron las placas con la solucidn de sustrato/cromdgeno TMB (Pierce) durante 5 minutos.
Para el caso de la determinacidn de 1gG,, en un primer paso se incubaron las placas con un
anticuerpo monoclonal anti-IgG, bovina obtenido en ratén (Sigma) durante 1 hora a 37°C.
Transcurrida dicha incubacién, se realizaron nuevamente tres lavados con PBS-Tween y se
incubo durante 45 minutos a 37°C con un anticuerpo anti-IgG de raton (Jackson). Finalmente,
se realizaron tres lavados con PBS-Tween y se incubaron las placas con la solucién de
sustrato/cromoégeno TMB (Pierce) durante 5 minutos. La reaccion se detuvo con H,SO, 0,5N y
se leyd la DO a 450 nm en un lector de microplacas (Infinite® F50, Tecan). La confirmacion de la
ausencia de anticuerpos contra S. aureus en la leche de cabra descremada fue realizada por
ELISA, utilizando la solucién de bloqueo (PBS + leche de cabra al 5%) como una muestra. Los

valores de DO para esta solucién fueron menores que los de los controles negativos.

Para el andlisis comparativo de las respuestas de anticuerpos de los diferentes grupos de
tratamiento a través del tiempo, se utilizé un disefio con datos recogidos en una secuencia de
puntos espaciados en el tiempo en forma desigual, empledndose un modelo factorial para los
factores tratamiento y tiempo. Las medias de DO obtenidas en el test de ELISA para IgG e IgG,
de los diferentes grupos de tratamiento, fueron comparadas en cada estacién de muestreo por
medio de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguido por el test de Mann-Whitney

para detectar diferencias entre pares (p< 0,05).

11.3.3.2. Ensayos de fagocitosis para la evaluacidon de la capacidad opsénica de los anticuerpos

11.3.3.2.1. Marcacion de las bacterias.

Se cultivd S. aureus Reynolds en Agar Salado toda la noche a 37°C. Las bacterias se
resuspendieron en PBS y se centrifugaron 3 minutos a 10.000 rpm. Luego se resuspendieron
en 1 ml de FITC/NaCOs; y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad.
Posteriormente se lavaron 3 veces con PBS hasta obtener un sobrenadante limpio. Finalmente

se resuspendieron en solucién de fagocitosis hasta concentracién de 1.10° ufc/ml.

11.3.3.2.2. Purificacion de los neutrofilos bovinos

Se extrajeron 50 ml de sangre bovina de un animal sano y que no haya sido incluido en el
ensayo de inmunizacién, mediante puncidon de vena yugular y se transfirieron a un tubo

plastico conteniendo 5 ml de EDTA 1%. La muestra se centrifugd durante 10 minutos a 1.400
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rom. Luego de la centrifugacion y utilizando una pipeta plastica se removié el plasma y la
fraccion leucocitaria. A la capa de gldbulos rojos presente en el fondo del tubo se le agregd 50
ml de solucién de lisis y se incubd durante 10 minutos en hielo. La reaccién se detuvo con 50
ml de PBS y posteriormente se centrifugé durante 5 minutos a 1.400 rpm. El pellet celular se
resuspendié en 9 ml de PBS, se transfirid a un tubo conteniendo 3 ml de Histopaque 1083
(Sigma) y se centrifugd nuevamente por 20 minutos a 2.000 rpm. Se descarto el sobrenadante
y se lavé el pellet de neutréfilos con 10 ml de PBS. El pellet de células se resuspendié en 1 ml
de solucién de fagocitosis y se realizd el recuento y la determinacion de la viabilidad celular
mediante exclusion con Azul de tripan en cdmara de Neubauer. Finalmente las células se

diluyeron en solucién de fagocitosis hasta concentracién 1.10” cel/ml.

11.3.3.2.3. Ensayo de fagocitosis

Se utilizaron los sueros obtenidos al dia 7 post-parto para cada uno de los grupos
evaluados. Se utilizaron placas estériles de 24 pocillos con fondo plano (Nunc). Cien pl de la
suspension de bacterias/FITC (1.10” ufc) y 300 pl de solucién de fagocitosis se sembraron en
cada pocillo. Se agregaron 5 pl de los sueros a evaluar y se incubd en oscuridad durante 30
minutos a 37°C con agitacion suave. Posteriormente se agregaron 100 ul de la suspension de
neutrdfilos (1.10° cél.) y se incubd por otros 30 minutos. Transcurrido dicho tiempo se frend la
reaccién con 500 pl de solucion de “stop” fria. El contenido de cada pocillo se transfirié a un
tubo de microcentrifuga y se centrifugd durante 5 minutos a 1400 rpm. Las muestras se
resuspendieron en 500 pl de PBS-BrEt y se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugd 5 min a 1.400 rpm para eliminar los restos de BrET y se resuspendieron los pellets
en 500 pl de solucidn de citometria suplementado con 1% de formol. Las determinaciones se
realizaron por triplicado. Se utilizaron como controles bacterias opsonizadas sin neutrofilos,
neutréfilos sin bacterias, y neutrdfilos con bacterias sin anticuerpos. Las muestras se

conservaron a 4°C por 1 mes hasta su lectura.

11.3.3.2.4. Citometria de flujo:

Se adquirieron 50.000 eventos en un citometro de flujo FACSCanto Il (BD Biosciences;
Centro de Investigaciones en Bioquimica Clinica e Inmunologia (CIBICI), Departamento de
Bioguimica Clinica, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba). La region
1 (R1), conteniendo a los PMN, se seleccioné teniendo en cuenta los parametros de tamafo Vs

complejidad citoplasmatica. La intensidad de fluorescencia sobre R1 se graficé en histogramas
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de escala logaritmica. Los datos se analizaron con el programa WinMDI. Se calcul6 el
porcentaje de PMN con bacterias internalizadas y se utilizé el parametro de Intensidad Media
de Fluorescencia (IMF) como una estimaciéon del nimero de bacterias internalizadas por

neutréfilo positivo.

11.3.3.2.5. Andlisis estadistico

Las medias de los porcentajes de neutrdfilos positivos, o IMF para cada grupo de
tratamiento, fueron comparadas, en caso de comprobarse los supuestos de normalidad de la
distribucién (Kolmogorov Smirnov) y homogeneidad de varianzas (Levene), por medio de
andlisis de la varianza para muestras repetidas (ANOVA), seguido por el test de Duncan en caso
de obtener diferencias significativas (p< 0,05). En los casos donde no se comprobaron los
supuestos del ANOVA, las diferencias se analizaron mediante Kruskal Wallis, seguido por test

de Mann Whitney para detectar diferencias entre pares (p< 0,05).

11.3.4. EVALUACION DEL PERFIL DE CITOQUINAS EN ANIMALES INMUNIZADOS

11.3.4.1. Toma de muestras

Se tomaron 5 ml de sangre de vena yugular de todos los animales vacunados, 24 horas
después de aplicada la segunda dosis de vacuna. La misma se transfirio a tubos estériles
conteniendo 500 pl de EDTA 1% y se mezcld por inversion. Se centrifugd durante 20 minutos a
1.000 rpm, luego de lo cual el plasma y la fase leucocitaria se trasfirieron a un tubo limpio. Se
centrifugd nuevamente por 5 minutos a 1.500 rpm, el plasma se pasé a otro tubo y se
conservd a -20°C. El pellet de células se resuspendié en 500 ul de TRizol Reagent (Invitrogen) y

se conservo a -80°C.

11.3.4.2. Extraccion de ARN total

El ARN total fue extraido seglin protocolo del fabricante (Invitrogen). Antes de comenzar
con la extracciéon se incubaron las muestras durante 5 minutos a temperatura ambiente para
permitir la disociacion de los complejos de nucleoproteinas. Se agregaron 100 ul de
cloroformo, se agité durante 15 segundos y se incubd 2 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugd durante 15 minutos a 4°C a 10.000 rpm, luego de lo cual se transfirié la fase acuosa
a un tubo nuevo. Se agregaron 250 ul de alcohol isopropilico, se mezclé por inversién y se

incubd otros 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd nuevamente durante 10
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minutos a 4°C a 10.000 rpm y se descartd el sobrenadante. Se agregaron 500 pl de etanol 75%
y se agité en vortex por 15 segundos. Se centrifugd a 7.000 rpm por 5 minutos a 4°C y se
descartd el sobrenadante. El pellet se secéd durante 10 minutos a temperatura ambiente y
finalmente se resuspendié en 20 pl de H,0 libre de nucleasas (Gibco). Las muestras se

conservaron a -80°C.

El ARN se cuantific6 midiendo la Abs. a 260 nm en espectofotometro (NanoDrop 2000,
Thermo Scientific), y se evalud la pureza del mismo mediante la determinacién de la relacién

de Abs. 260/280.

11.3.4.3. Transcripcién reversa del ARN

Se procedié segun instrucciones del fabricante (Fermentas). Un pug de ARN total de cada
muestra se mezcld con 0,2 pg de Primers Random (Biodynamics) y se incubd a 65°C por 5
minutos. Transcurrida la incubacién se enfrié rapidamente la mezcla y se agregaron 4 pl de
buffer de reaccion 5X (Fermentas), 1 mM de dNTPs (Productos Bio-ldgicos), 20 U de inhibidor
de proteasas (Fermentas), y 200 U de MMLYV transcriptasa reversa (Fermentas). La mezcla se
sometid al siguiente ciclo de temperaturas en un termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Perkin Elmer): 10 minutos a 25°C, 1 hora a 42°C y 10 minutos a 70°C. Los ADNc obtenidos se

conservaron a -20°C hasta su uso.

11.3.4.4. PCR en Tiempo Real

Se cuantificaron los niveles ARNm de las citoquinas IL-4, IL-10, IL-12 p-40, IFN-y y TNF-q,
utilizando oligonucledtidos especificos (Tabla 2). Los oligonucleédtidos para la amplificacion del
IFN-y se disefiaron sobre la base de la secuencia reportada en GenBank (N2 Acceso
NM_174086) con el programa Primer Blast. El resto de las citoquinas se amplificaron con los
oligonucledtidos reportados por Riollet y col. (2001). Cada determinacién se realizé por
triplicado en un volumen final de 10 pl conteniendo: 10 ng de ADNc, 5 ul de mezcla de PCR 2X
(Real Mix, Biodynamics) y 0,15 uM de cada oligonucleétido sentido/antisentido. Las
amplificaciones se llevaron a cabo en un Rotor Gene Q (Qiagen) utilizando el siguiente
programa de ciclado: una desnaturalizacién inicial de 3 minutos a 95°C, seguida de 40 ciclos de
20 segundos a 95°C, 30 segundos a la temp. de hibridizacidn correspondiente y 30 segundos a
72°C, y una extension final de 3 minutos a 72°C. Los resultados se analizaron con el programa
REST 2009 V2.0.13, el cual determina la diferencia en la expresion relativa (ER) de genes entre

muestras tratadas y muestras control, teniendo en cuenta la eficiencia de reaccién vy la
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normalizacion mediante un gen de referencia (B-Actina) (Pfaffl y col., 2002).

. . , Temp. de Referencia
Sentido Secuencia (5'>3’) o
Hibridizacion
. Sentido CTTTTACAACGAGCTGCGTG Riollet y col.,
B-Actina 55°C
Antisentido  CACGTTCCGTGAGGATCTTC 2001
Sentido TGCCCCAAAGAACACAACTG Riollet y col.,
IL-4 59°C
Antisentido  TTTAGCCTTTCCAAGAGGTC 2001
Sentido TGCACAGCTTACTGTTGACC Riollet y col.,
IL-10 58°C
Antisentido  CGCAGGGTTCTTCAGCTTCTC 2001
Sentido AGGTCGTGGTAGAAGCTGTG Riollet y col.,
IL-12 p4a0 55°C
Antisentido  CCTTGTGGCATGTGACTTTG 2001
Sentido AATGCAAGTAGCCCAGATG
IFN-y 59°C NM_174086
Antisentido  GATCTGCAGATCATCCACCGG
Sentido AACAGCCCTCTGGTTCAAAC Riollet y col.,
TNF-a 55°C 2001
Antisentido  TCTTGATGGCAGACAGGATG

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados para la amplificaciéon de citoquinas de muestras de ARNm

extraido de células mononucleares bovinas.
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11.4. RESULTADOS

De los 27 animales incluidos inicialmente en el estudio, 1 del grupo Iscom Matrix" y 1 del
grupo Al(OH); fueron descartados debido a la presencia de IIM por S. aureus al preparto, 2 del
grupo Iscom Matrix™ vy 1 del grupo Al(OH); parieron fuera de las fechas de rango estipuladas, y
1 del grupo control murié a causa de prolapso uterino post-parto. Las vaquillonas que se
mantuvieron en el ensayo parieron, en promedio, 38 y 10 dias después de la aplicacidn de la

primera y segunda dosis de vacuna, respectivamente.

La inmunizacidén no causo reacciones adversas en el sitio de inyeccidn en los animales de
ninguno de los grupos evaluados. Sélo se observé una minima dureza (< 2,5 cm) en 1 animal
del grupo S. aureus en Al(OH)s;, 5 animales del grupo S. aureus en Iscom Matrix™, y 1 animal

del grupo control, durante las 72-96 horas posteriores a las inoculaciones.

Los andlisis bacterioldgicos resultaron negativos para S. aureus en todos los animales

incluidos en el ensayo, durante los 60 dias de muestreo.

11.4.1. RESPUESTA DE ANTICUERPOS EN SANGRE

11.4.1.1. Respuesta de anticuerpos anti- S. aureus

Se realizo la determinacion de los niveles de IgG e IgG, especifica para S. aureus Reynolds,
en todas las muestras de sangre de todos los animales en estudio. No se detectaron

anticuerpos anti-S. aureus en ninguno de los animales, al comienzo del ensayo (Figura 5.A 'y B).

Luego de la inmunizacién, las vaquillonas inoculadas con S. aureus en Iscom Matrix™
presentaron los mayores niveles de 1gG anti-bacterina en sangre (Figura 5.A). Estos niveles se
incrementaron luego de la segunda dosis de vacuna y se mantuvieron significativamente
elevados respecto de los del grupo AI(OH); o del grupo control, durante todo el estudio (p <
0,05). La mayor produccion de anticuerpos se registré al dia 7 post-parto, donde los niveles de
IgG resultaron 18 veces mayores a los del grupo control y casi 4 veces mayores a los del grupo
AI(OH);. Los anticuerpos remanentes a los 60 dias post-parto fueron de casi el 50% del nivel
maximo obtenido a la semana posterior al parto, y 6 veces mayores a los presentes en los
sueros pre-inmunes. Los animales inmunizados con S. aureus en Al(OH);, mostraron niveles de
IgG significativamente superiores a los del grupo control (p < 0,05) desde el momento del
parto hasta el final del periodo de observacion.

Los niveles de 1gG, especifica hacia S. aureus en sangre (Figura 5.B) de los animales que
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recibieron la formulacién con Iscom Matrix™, se mantuvieron significativamente elevados
respecto de aquellos en el grupo AI(OH); o control (p < 0,05), luego de la segunda dosis de
vacuna y hasta el final de ensayo. Para esta subclase de inmunoglobulina, los mayores niveles
también se detectaron en la semana subsiguiente al parto, alcanzando valores 3 y 10 veces
superiores a los de los grupos Al(OH); y control, respectivamente. Los niveles de IgG, en los
animales vacunados con S. aureus en Al(OH);, fueron significativamente mayores que los del

grupo control (p < 0,05) desde el dia cero al dia 60, relativos al parto.

2,0
1,8
1,5 7
1,3 1
1,0
0,8 A
0,5 1
0,3 T
0,0

60 -45 -30 -15 0 15 30 45 60 75
' ' Dias relativos al parto

2,3 1
2,0 A
1,8 A
1,5 1
1,3 1
1,0 1
0,8 A

0,0

-60 -45 -30 -15 0 15 30 45 60 75
1 1 Dias relativos al parto

Figura 5. Niveles de IgG (A) e 1gG, (B) anti-S. aureus en sangre de vaquillonas inmunizadas con S. aureus
inactivado en Iscom Matrix™ (m), S. aureus en inactivado Al(OH); (4 ) o control (e). Las flechas indican los

momentos de las inmunizaciones. Letras diferentes corresponden a diferencias significativas (p < 0,05).
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11.4.1.2. Respuesta de anticuerpos anti- CP5

Dada las caracteristicas opsonofagociticas de los anticuerpos dirigidos hacia los
polisacaridos capsulares de S. aureus, se evalud la capacidad de los inmundgenos de generar

anticuerpos especificos para CP5.

Previamente a la vacunacidn, no se detectaron anticuerpos especificos anti-CP5 en ninguno
de los animales incluidos en el estudio (Figura 6). Los niveles de IgG anti-CP5 en sangre (Figura
6.A) de los animales inmunizados con S. aureus en Iscom Matrix™ fueron los mayores entre los
3 grupos evaluados (p < 0,05), desde el dia del parto y hasta el fin del periodo de observacion.
La mayor produccién de estos anticuerpos se observd entre la primera y segunda semana
posteriores al parto, con valores que duplicaron a los obtenidos en el grupo AI(OH); y
triplicaron a los de los controles. Por su parte, la inmunizacidn con la formulacidn con Al(OH);
indujo niveles de IgG anti-CP5 significativamente mayores a los del grupo control desde la

primera hasta la cuarta semana post-parto (p < 0,05).

Desde el momento del parto y hasta el final del estudio, las vaquillonas del grupo Iscom
Matrix™ desarrollaron niveles de IgG, anti-CP5 en sangre (Figura 6.B) significativamente
mayores a los del resto de los grupos evaluados (p < 0,05); excepto para el dia 7 post-parto,
donde no se encontraron diferencias significativas entre los titulos obtenidos para los grupos
Iscom Matrix™ y Al(OH);. Los niveles de 1gG, anti-CP5 en el grupo que recibié la formulacién
con Al(OH); se mostraron significativamente elevados respecto a los detectados en el grupo

control (p < 0,05) desde el momento del parto y hasta los 60 dias posteriores.
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Figura 6. Niveles de 1gG (A) e 1gG, (B) anti-CP5 en sangre de vaquillonas inmunizadas con S. aureus

. . . T
inactivado en Iscom Matrix

M (m), S. aureus inactivado en Al(OH)s (

) o control (e). Las flechas indican los

momentos de las inmunizaciones. Letras diferentes corresponden a diferencias significativas (p < 0,05).

11.4.2. RESPUESTA DE ANTICUERPOS EN LECHE

Se evalud la presencia de 1gG e 1gG, especifica para S. aureus y polisacarido capsular 5 en

leche de todos los animales en estudio. Debido a la naturaleza de las muestras pre-calostrales

y calostrales, las determinaciones se realizaron con las muestras obtenidas a partir de la

primera semana posterior al parto.

Los niveles de 1gG especifica para S. aureus en leche (Figura 7) resultaron significativamente

superiores en los animales del grupo Iscom Matrix™ con respecto a aquellos en los grupos

AI(OH); o control (p < 0,05), desde la primera semana post-parto y hasta el final del periodo de
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observacién. En ambos grupos inmunizados se observé un pico maximo de producciéon de IgG
anti- S. aureus a los 21 dias post-parto. En los animales que recibieron la formulacién con
Iscom Matrix™ estos valores resultaron 10 y 5 veces superiores a los detectados en los
animales de los grupos Al(OH); o control, respectivamente. Los animales del grupo Al(OH);
desarrollaron niveles de IgG anti- S. aureus significativamente superiores al de los animales

control (p < 0,05) durante las 3 primeras semanas subsiguientes al parto.

No se encontraron niveles detectables de IgG, anti- S. aureus ni IgG e 1gG, anti-CP5 en esta

secrecién, en ninguno de los 3 grupos evaluados.

1,4 A
1,2 4

0,6 1
0,4 -

0,0

0 15 30 45 60 75
Dias relativos al parto

Figura 7. Niveles de 1gG anti-S. aureus en suero de leche de vaquillonas inmunizadas con S. aureus
inactivado en Iscom Matrix™ (m), S. aureus inactivado en AI(OH); (A) o control (e). Letras diferentes

corresponden a diferencias significativas (p < 0,05).

11.4.3. OPSONIZACION Y FAGOCITOSIS POR NEUTROFILOS BOVINOS

Se evalud in vitro, la capacidad de los anticuerpos generados por la vacunacién de
opsonizar S. aureus Reynolds, y mediar la fagocitosis por PMN bovinos. Se utilizaron los sueros
obtenidos a los 7 dias posteriores al parto de todos los animales incluidos en el estudio, dado
que fue en dicho momento donde se detecté la mayor concentracién de anticuerpos
especificos. Los mismos se incubaron con una suspension de S. aureus marcada con FITC y
luego se agregaron los PMN. Finalizado el tiempo de reaccién, la mezcla se sometid a tincion

con BrEt (Figura 8).
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Figura 8. Opsonofagocitosis de S. aureus in vitro por neutrdfilos bovinos, observada en microscopio de
fluorescencia (100X). A) PMN bovino marcado con BrET; B) S. aureus marcado con FITC; C) y D) S.

aureus/FITC fagocitados por PMN bovinos.

Las muestras se analizaron mediante citometria de flujo. Se seleccioné la poblacién R1
conteniendo a los PMN, sobre la base de los pardmetros de tamafo y complejidad celular
(Figura 9.A). Dentro de dicha region se realizd el andlisis de incorporacion de bacterias
mediante el recuento de células FITC positivas en histogramas de escala logaritmica. (Figura
9.B). Los sueros de los animales inoculados con S. aureus en Iscom Matrix™ aumentaron 1,4 y
2,7 veces el porcentaje de neutrdfilos con bacterias fagocitadas (74,5% + 11,5%), comparado
con los sueros de los animales vacunados con S. aureus en AI(OH); (53,9% * 12,5), o los
animales control (27,3% = 6,3), respectivamente (p < 0.05) (Figura 9.C). El nimero de bacterias
ingeridas por PMN positivo se estimé utilizando el pardmetro IMF (Figura 9.D). Este, también
resulté significativamente mayor cuando los sueros de los animales del grupo Iscom Matrix™
se utilizaron en los experimentos de fagocitosis (367 * 90), que al utilizar los sueros de los

grupos Al(OH); (244 + 56) o control (143 + 31) (p < 0,05).
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Figura 9: Fagocitosis por neutrdfilos bovinos de S. aureus Reynolds opsonizado con sueros obtenidos a los
7 dias post-parto de vaquillonas inmunizadas con S. aureus inactivado en Iscom MatrixTM, S. aureus
inactivado en AI(OH); y control. A) poblacion de PMN seleccionada sobre la base de tamafio vs
complejidad citoplasmatica. B) Histogramas representativos mostrando la intensidad de fluorescencia
para PMN control incubados con medio de cultivo (vacio) o PMN incubados con sueros de animales
inmunizados con S. aureus en Iscom Matrix (2), S. aureus en Al(OH); (3) o control (1) (gris). La fagocitosis
por PMN se expresé como porcentaje de células positivas (C) y como IMF (D). Letras diferentes

corresponden a diferencias significativas (p < 0,05).

11.4.4. EXPRESION DE CITOQUINAS

Como una medida indirecta de activacién celular se evaluaron los perfiles de citoquinas
producidos por cada una de las formulaciones. Para ello, se obtuvo ARN de células
mononucleares de sangre periférica de muestras tomadas a las 24 horas de aplicada la
segunda dosis de vacuna. Se analizaron los niveles de ARNm de IL-4, IL-10, IL-12 p40, IFN-y y
TNF-o. La expresion se normalizé con un gen de referencia (B-Actina) y se compararon los
niveles de expresion en animales inmunizados, respecto de los niveles en animales control
(Figura 10).
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Se detectaron transcriptos para todas las citoquinas en todos los animales ensayados. Los
andlisis cuantitativos mostraron niveles significativamente incrementados de IL-10 en el grupo
Iscom Matrix™, relativos a los controles (ER 4,011; p < 0,05). Sin embargo, esta diferencia no
se observd para el grupo AI(OH);. Si bien no se hallaron diferencias significativas en la
expresion de IL-12 para ninguno de los grupos inmunizados respecto de los controles, 3 de los
6 animales del grupo Iscom Matrix™" presentaron niveles elevados de la misma. La formulacién
con Iscom Matrix™ indujo un incremento de TNF-a en 2, e INF-y en 1 animal; mientras que la
inmunizacion con S. aureus en Al(OH); se asocid con altos niveles de estas citoquinas en 1y 2
animales, respectivamente. No se observaron diferencias significativas en ninguno de los
grupos vacunados respecto de los controles para ninguna de estas citoquinas. La expresién de

IL-4 no se vio afectada por ninguno de los tratamientos.
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Figura 10. Niveles de expresion las citoquinas IL-4, IL-10, IL-12, IFN-y y TNF-a relativa al grupo control,
observados in vivo luego de 24 horas de aplicada la segunda dosis de vacuna, en animales inmunizados
con S. aureus en Iscom Matrix'" o con S. aureus en AI(OH)s. Los valores medios de ER se muestran en el

extremo superior derecho de cada grafico y se representan como lineas horizontales.
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11.5. DISCUSION

En esta primera parte del trabajo, se compard la respuesta inmune desarrollada en
vaquillonas prefiadas a la inmunizacién con una bacterina de S. aureus CP5 formulada con
AI(OH); o con el adyuvante de nueva generacién Iscom Matrix"". Existe escasa informacion
sobre el uso de complejos inmuno-estimulantes en la formulacidn de vacunas contra mastitis
bovinas producidas por S. aureus. En un estudio preliminar, Nelson y col. (1991), inmunizaron
bovinos con una proteina de union a fibronectina (FnBP) formulada con ISCOMs, confiriendo
proteccion contra mastitis luego de un desafio experimental, comparado con los animales en
un grupo control. En estudios mas recientes, el agregado de Iscom Matrix"" al antigeno FnBP
(US/PCT/SE2006/000082) generd una respuesta humoral hacia el péptido FnBP tanto en
sangre como en leche de vaquillonas primiparas, que se mantuvo durante todo el periodo de
lactancia (Morein y col., 2007b). El presente estudio es el primer informe del uso de este

adyuvante de nueva generacion en la formulacién de vacunas de células enteras de S. aureus.

Las vaquillonas recibieron 2 dosis de vacuna antes del parto, de modo de alcanzar niveles
de anticuerpos elevados durante el primer mes post-parto, debido a la alta susceptibilidad a
IIM en ese periodo (Sordillo y Streicher, 2002; Burton y Erskine, 2003). La cinética de
anticuerpos resultd similar entre ambos grupos vacunados, mostrando un pico de mdaxima
produccién durante la primera y segunda semana post-parto para los anticuerpos dirigidos
hacia la bacterina y CP5, respectivamente. Entre los inmundégenos evaluados, la formulacidn
con Iscom Matrix™ indujo respuestas de 1gG e IgG, anti-bacterina y anti-CP5 significativamente
mayores que aquellas obtenidas para la formulacion con AI(OH);, manteniéndose estas
diferencias hasta el final del periodo de observacién (dia 60 post-parto). Sjélander y col. (1997)
describieron un modelo de inmunizacién con ovalbumina (OVA), formulada con ISCOMs y con
AI(OH);, en el cual los titulos de las subclases 1gG,, y 1gG,, fueron varias veces superiores para
los ratones inmunizados con OVA+ISCOMs, comparado con aquellos inmunizados con
OVA+AI(OH);. No obstante, las diferencias entre las especies animales y los inmundgenos
utilizados dificultan las comparaciones. En un estudio realizado en vaquillonas prefiadas, la
inmunizacion con una vacuna trivalente de células enteras formuladas con Al(OH)s, incrementd
las respuestas de IgG, contra los antigenos CP5 y CP8 purificados, pero este efecto se mantuvo
solamente por 14 dias luego del parto (Lee y col., 2005). En el presente estudio, en cambio, si
bien se observé una disminucion en los niveles de 1gG, anti-CP5 para los animales del grupo
AI(OH); luego de 15 dias de ocurrido el parto, los valores siguieron manteniéndose

significativamente elevados respecto de los controles. Sin embargo esta disminucién no se
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observé en los animales vacunados con la formulacién con Iscom Matrix™.

Se determind la presencia de 1gG,, en sangre y leche, dado que esta subclase es
considerada la opsonina mas importante involucrada en la fagocitosis por neutréfilos en la
glandula mamaria infectada (Sordillo y Streicher, 2002; Paape y col., 2003). A pesar de que la
IgG, es la subclase predominante en leche normal debido a la transferencia selectiva de la
sangre a leche, su concentracion disminuye durante la inflamacidn y el rol exacto de la misma
en la defensa inmune frente a IIM no se encuentra aun definido (Burton y Erskine, 2003). La
IgG, aumenta considerablemente durante la inflamacién, actuando como opsonina para
incrementar la actividad fagocitica de los PMN bovinos; teniendo un rol trascendental en la
eliminacion de patégenos de la glandula mamaria (Paape y col., 2003; Sordillo y Streicher,
2002). Los niveles significativamente elevados de 1gG, en los animales del grupo Iscom
Matrix™, en comparacién con aquellos que recibieron la formulacién con Al(OH);, concuerdan
con observaciones previas sobre la capacidad de los ISCOMs de producir diferentes subclases
de IgG antigeno-especificas (Sjolander y col., 1997; Morein y Bengtsson, 1999; Morein y col.,
2007a). A pesar de que la presentacion antigénica de antigenos particulados por ISCOMs ha
sido ampliamente estudiada (Sun y col., 2009), los mecanismos involucrados en la
presentacion y el efecto adyuvante de una vacuna de células enteras formulada con estos

complejos inmuno-estimulantes atn no han sido abordados.

Con respecto a la deteccién de anticuerpos en leche, aquellas vaquillonas que recibieron la
bacterina adyuvada con Iscom Matrix" mostraron niveles de 1gG anti-S. aureus
significativamente mayores a aquellos que recibieron la formulacion con Al(OH);. Sin embargo,
no se detectd IgG, anti-S. aureus ni anti-CP5 en esta secrecion. Estos resultados concuerdan
con hallazgos previos donde la inmunizacion intra-mamaria con S. aureus CP5 y CP8 inactivado
por calor (Barrio y col., 2003), o la administracion subcutanea de una bacterina comercial
conteniendo S. aureus CP5, CP8 y tipo 336 (Luby y col., 2007; Middleton y col., 2009) o de una
mutante avirulenta de S. aureus (Pellegrino y col., 2010), no produjeron niveles detectables de
IgG, en leche. A pesar de que la ausencia de IgG, podria sugerir que no se encuentre presente
en leche en concentraciones suficientes durante la interaccion temprana entre S. aureus y las
defensas del huésped, esta subclase aumenta sustancialmente durante la inflamacién debido a
una entrada masiva a leche y la unién a receptores Fcy2 de los neutréfilos reclutados (Zhang y
col., 1995; Sordillo y Streicher, 2002). Por lo tanto, el sinergismo entre los altos niveles de 1gG,
especifica en sangre de los animales del grupo Iscom Matrix™ y los neutréfilos migrantes
resultarian en la estimulacion de una respuesta efectora especifica, que aumentaria la

capacidad de fagocitosis y la eliminacidon de bacterias en la glandula mamaria infectada
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(Burton y Erskine, 2003; Paape y col., 2003). Sin embargo, este efecto protector debe aun ser

comprobado.

La capacidad opsonica de los anticuerpos generados por la vacunacion se evalué in vitro
mediante ensayos de opsonofagocitosis con PMN bovinos. Se utilizaron las muestras de suero
tomadas en la primera semana post-parto dado que, en promedio, fueron las que presentaron
mayores titulos de anticuerpos. Se observé un porcentaje significativamente mayor de PMN
positivos para S. aureus con los sueros de los animales inmunizados con la formulaciéon con
Iscom Matrix™. Ademas, se evalué la IMF generada por cada grupo como una medida
indirecta de la cantidad de bacterias fagocitadas por célula positiva (Zetterlund y col., 1998).
Este factor, también resultd significativamente mayor para el grupo Iscom Matrix"", indicando
gue, no solo un mayor nimero de PMN fue capaz de fagocitar bacterias, sino que ademas,
tuvieron una capacidad de ingestion acrecentada. Esta actividad aumentada puede atribuirse a
la presencia de anticuerpos especificos hacia el CP5 dado que, en estudios previos, se mostrd
gue sdlo los anticuerpos generados hacia los CPs fueron capaces de incrementar la actividad

fagocitica de los PMN bovinos (Guidry y col., 1991; Guidry y col., 1994).

La estimulacion del sistema inmune innato posee un importante rol en la evolucién hacia la
respuesta inmune adaptativa (Hoebe y col, 2004). Por esto, la inclusion de
inmunopotenciadores capaces de desencadenar respuestas inmunes innatas tempranas que
colaboren en la generacidn de respuestas inmunes adaptativas robustas y duraderas, son de
crucial importancia en la eficiencia de las vacunas. En este estudio se evalud la activacidn
innata y de células T mediante la determinacién de la expresidn relativa de las citoquinas IL-4,
IL-10, IL-12 p40, IFN-y y TNF-a (Zhu y col., 2010) en células mononucleares de sangre periférica
24 horas después de la administracion de la segunda dosis de vacuna, como una medida
indirecta de la activacién de las subpoblaciones de células T. Los resultados concuerdan con
experiencias previas obtenidas con formulaciones con ISCOMs (Morein y col., 2004 y 2007b).
Las vaquillonas inmunizadas con S. aureus en Iscom Matrix'™ mostraron, en promedio,
mayores niveles de IL-10 e IL-12 relativos al control, que aquellas que recibieron la formulacién
con Al(OH);. La IL-12 juega un rol central en el mecanismo de accion de los ISCOMs. Estos
inmuno-complejos pueden estimular células dendriticas ya sea por su naturaleza particulada o
por la presencia de moléculas como QuilA, aumentando la expresion de IL-12 e interferones de
Tipo | (Robson y col., 2003). Ademas, se demostré que la inmunogenicidad de los ISCOMs
depende de una cascada de respuestas inmunes innatas mediada por IL-12 (Smith y col.,
1999). Con respecto a IL-10, un incremento en esta citoquina se describié previamente en un

modelo de inmunizacion murina contra Leishmania utilizando ISCOMs (Papadopoulou y col.,
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1998). En un estudio realizado en vacas en lactancia previamente inmunizadas con 2 dosis de
a- toxina en adyuvante incompleto de Freund, el desafio intramamario con la toxina no indujo
niveles detectables de IL-10 en ninguno de los tiempos evaluados (Riollet y col., 2001). Sin
embargo, se debe tener en cuenta que no existe informacién previa sobre la cinética de
expresion de citoquinas luego de la inmunizacién para mastitis por S. aureus en bovinos
(Pereira y col., 2011), y que la expresion de las mismas fue evaluada, en este estudio, en un
Unico momento. A pesar de estas limitaciones, se observé una tendencia hacia una mayor
estimulacion de una citoquina pro-inflamatoria, como la IL-12, como de una regulatoria, IL-10,

en el grupo vacunado con Iscom Matrix™.

En conclusién, la inmunizacién con un inmundgeno experimental compuesto por células
enteras de S. aureus y formulado con Iscom Matrix™ potencid la respuesta inmune humoral a
través de la produccion de IgG especifica en sangre y leche y un significativo incremento de los
titulos de 1gG, sanguineos, lo cual aumenté la capacidad opsénica comparada con una vacuna
formulada con un adyuvante tradicional. Sobre la base de estas caracteristicas se seleccioné a
Iscom Matrix™ como adyuvante para la formulacién de los préximos inmundgenos a evaluar

en este trabajo de tesis.
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CAPITULO Ill: OBTENCION DE ANTIGENOS RECOMBINANTES DE Staphylococcus aureus

l11.1. MARCO TEORICO

Staphylococcus aureus se caracteriza por la presencia de multiples factores de virulencia,
algunos de los cuales estarian relacionados con la severidad de la IIM que desarrollan en el
huésped (Fournier y col., 2008). Investigaciones realizadas durante las ultimas dos décadas,
destinadas a la obtencidon de inmundgenos para el control de las mastitis estafilocdcicas,
centraron su atencién en aquellos factores que contribuyen al desarrollo de la enfermedad,
estimulando a su vez las defensas inmunes de la glandula mamaria bovina (Foster, 1991; Sutra

y Poutrel, 1994; Kerro Dego y col., 2002; Zeconi y col., 2006).

La B-toxina de S. aureus, es una exoproteina hemolitica que dafia la membrana, presente
en la mayoria de las cepas de S. aureus aisladas de casos de mastitis bovina (Aarestrup y col.,
1999; Larsen y col., 2002; Ote y col., 2011). Posee funcién de esfingomielinasa y es capaz de
actuar sobre neutrdfilos (Marshall y col, 2000) y linfocitos de sangre periférica,
especificamente, células T proliferativas, actuando asi en la evasiéon de los mecanismos
inmunes (Huseby y col., 2007). Para determinar el poder patégeno de la toxina se realizaron
estudios en ratones y cultivos celulares in vitro, con cepas mutantes de S. aureus deficientes en
B-toxina. La expresion de B-toxina pudo asociarse con mayores recuentos bacterianos, mayor
severidad de la sintomatologia clinica y mayor capacidad de adherencia a células epiteliales
mamarias (Bramley y col., 1989; Calvinho y col., 1993; Cifrian y col., 1996a). Este ultimo efecto
seria producto de la hidrélisis de la esfingomielina de la membrana plasmatica, conduciendo a
un incremento de la permeabilidad celular (Low y Feer, 1977). Ademas, la expresion de B-
toxina estaria relacionada tanto con el escape de S. aureus al citoplasma mediante la ruptura
de la membrana del endosoma, como en la apoptosis celular y dafio tisular (Shompole y col.,

2003).

Staphylococcus aureus posee la habilidad de internalizarse en células epiteliales y
fagociticas no profesiones (Almeida y col., 1996; Gresham y col., 2000; Sinha y Fraunholz,
2010), lo cual lo protegeria de la respuesta inmune humoral del huésped y del tratamiento con
antibidticos (Hebert y col., 2000). Dicha capacidad estaria relacionada con la expresion de
proteinas de superficie de unién a Fibronectina, FnBP-A y FnBP-B (Fowler y col., 2000), las
cuales se encuentran presentes en la mayoria de las cepas de S. aureus aisladas de infecciones

humanas y bovinas, (Rice y col., 2001; Mongodin y col., 2002; Ote y col., 2011; Klein y col.,
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2012). Cada FnBP posee 3 dominios D de unidén a Fn, que si bien pueden unirse
individualmente a la Fn, su disposicion en tandem conforma un dominio de unién, D1-3, de
mayor afinidad (Signas y col., 1989; Jonsson y col., 1991). Diversos trabajos realizados con
cepas mutantes permitieron demostrar una asociacion entre la expresién de FnBP y la invasion
celular (Fowler y col., 2000; Dziewanowska y col., 1999; Brouillette y col., 2003), mediante un
mecanismo por el cual la Fn plasmdtica actuaria como puente entre la FnBP del
microorganismo y la integrina- 1 de las membranas celulares del huésped, conduciendo a la

ingestion bacteriana (Fowler y col., 2000).

Las proteinas de unién a fibrindgeno, denominadas factores de agregacion (Clumping
factor, CIf), son otros de los antigenos de S. aureus que han sido propuestos como candidatos
para la formulacién de inmundgenos destinados el control de IIM. Se han descripto dos
factores de agregacion, CIfA y CIfB, los cuales se encuentran presentes en la mayoria de las
cepas de S. aureus humanas y bovinas (Gonano y col. 2009; Klein y col., 2012). Ambas
moléculas se componen de una secuencia sefal, seguida de una regién A que contiene el
dominio de unién a fibrindgeno, una regién repetitiva R y finalmente un dominio de anclaje a
membrana (Hartford y col., 1997; Ni" Eidhin y col., 1998). Su interaccidén con el fibrindgeno
plasmatico resulta en una aglomeracién instantanea de las células bacterianas. Cada una de
estas proteinas reconocen diferentes partes de la molécula de fibrindgeno, y actuarian de
forma sinérgica para permitir a la bacteria adherirse mas firmemente en la circulacion
sanguinea (Ni” Eidhin y col., 1998). Sin embargo, seria CIfA el que cumpliria el principal rol de
adhesina en células en fase temprana de crecimiento (Ni” Eidhin y col., 1998). CIfA posee
ademas propiedades anti-fagociticas, las cuales no son necesariamente dependientes de
fibrinégeno (Higgins y col., 2006), ya que esta molécula, seria también capaz de inhibir la
activacién de la via alternativa del complemento mediante la escision de C3b en su forma

inactiva (Hair y col., 2010).
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lll. 2. OBJETIVOS

Objetivo general

Obtener moléculas recombinantes de los antigenos B-toxina, CIfA y FnBP-A de S. aureus.

2.

3.

Objetivos especificos
Obtener la secuencia codificante para la B-toxina de S. aureus.
Clonar el fragmento en el vector de expresion pET32a y expresar en células de E.coli.

Purificar la B-toxina recombinante, asi como las proteinas recombinantes FnBP-A y

CIfA, a partir de clones disponibles previamente en el laboratorio.

4.

5.

Obtener la B-toxina nativa de S. aureus.

Evaluar la actividad hemolitica de las toxinas obtenidas.
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111.3. MATERIALES Y METODOS

111.3.1. OBTENCION DE LOS ANTIGENOS RECOMBINANTES 3-TOXINA, FNBP-A Y CLFA DE S. aureus

1ll.3.1.1. Obtencion del fragmento codificante para la B-toxina de S. aureus

111.3.1.1.1. Seleccion de una cepa de S. aureus productora de 8 -toxina

Se evalud la produccién de las toxinas a, B y 6 en 10 cepas de S. aureus pertenecientes al
cepario del Laboratorio de Microbiologia del Area de Investigacién en Produccién Animal
(A.ILP.A.) de la EEA Rafaela. Se preparon placas con Agar Base suplementado con 5 % de
glébulos rojos (GR) de carnero, previamente lavados 3 veces con solucidén salina estéril. Se
sembraron a lo largo de la placa 1 estria de la cepa Corynebacterium pseudotuberculosis NCTC
3450 y 1 de la cepa Streptococcus agalactiae ATCC 27956 y se incubd por 24 horas a 37°C en
atmosfera con 10% CO,. Luego de la incubacién se sembraron las cepas de S. aureus a evaluar,
asi como la cepa de referencia Reynolds, en angulo recto a las estrias previamente crecidas y
se incubd nuevamente por 24 horas a 37°C en atmésfera con 10% CO,. C. pseudotuberculosis
es capaz de producir sustancias que inhiben el efecto litico de la a y B toxinas de S. aureus pero
no afectan la & hemdlisis. Streptococcus agalactiae produce sustancias que lisan los glébulos

rojos de carnero en presencia de B-toxina de S. aureus (Calvinho y Dodd, 1994).

1l1.3.1.1.2. Obtencion de ADN gendémico de S. aureus

La cepa productora de B-toxina seleccionada se cultivd en 10 ml de caldo Tripteina Soya
durante toda la noche a 37°C en agitacion. Las bacterias se centrifugaron durante 10 minutos a
10.000 rpm y se descarté el sobrenadante. A partir del pellet obtenido se procedié a la
purificacién del ADN gendmico utilizando el kit comercial Genomics DNA Extraction Kit (Real
Biotech Corporation), siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion de ADN en
las muestras se cuantificd midiendo la Abs. a 260 nm en espectofotémetro (NanoDrop 2000,
Thermo Scientific), y se evalué la pureza de las mismas mediante la determinacién de la

relacién de Abs. 260/280.

111.3.1.1.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para obtener la secuencia codificante correspondiente a la proteina de interés, se

realizaron reacciones de amplificacién por PCR. El disefio de los oligonucleétidos cebadores se
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realizé sobre la base de secuencias reportadas en GenBank (N° Acceso X13404; Projan y col.,
1989). Como apoyo se utilizé el programa para disefio de oligonucledtidos PrimerBlast. Estos
fueron sintetizados comercialmente (Productos Bio-légicos).

Se introdujeron en los extremos 5’ de los oligonucleétidos las secuencias correspondientes
a sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion, para facilitar el posterior clonado de los

mismos (Tabla 3).

Sentido Secuencia (5’—»> 3’) Enzima de restriccion
Sentido ggatccAAAGGAGTGATAATGATG BamHI
B-toxina
Antisentido gaattcCTATTTACTATAGGCTT EcoRlI

Tabla 3. Oligonucledtidos cebadores utilizados en las reacciones de PCR para la amplificacion del

fragmento codificante para la B-toxina de S. aureus.

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Perkin Elmer), por duplicado, en un volumen final de 50 ul conteniendo la siguiente mezcla de
reactivos (Productos Bio-Ldgicos): 5 ul de buffer termofilico 10X, 2,5 mM de MgCl,, 0,2mM de
cada dNTP, 0,3 uM de cada uno de los oligonucledtidos sentido y antisentido, 1,25 U de Taq
ADN polimerasa y 50 ng de ADN gendmico, siguiendo el programa de ciclado detallado en la
Tabla 4. En todas las reacciones se realizaron controles negativos utilizando una mezcla
formulada de igual manera a lo descripto anteriormente, pero reemplazando el volumen de

ADN molde por agua bidestilada estéril.

Numero de ciclos Temperatura (°C) Tiempo (seg.)
1 95 3 min
95 30
10 50 30
72 60
95 30
25 58 30
72 60
1 72 5 min

Tabla 4. Programa de ciclado utilizado en la amplificacion del gen de B-toxina mediante reaccién de PCR.
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111.3.1.1.4. Andlisis de los productos de amplificacion

Para la evaluacion de los productos de ADN obtenidos se sembraron las muestras en la
proporcion correspondiente de buffer de muestra 6X en geles al 1% de agarosa. Los geles
fueron preparados en buffer TAE 1X, adicionandose GelRed™ 10.000X (Biotium, Inc) a una
concentracién final 1X. Las corridas electroforéticas se realizaron en cubas horizontales
(BioRad) en el mismo buffer a 85 V. Como marcadores de tamafio se utilizé una mezcla de
fragmentos de ADN de tamaio escalonado (100 bp ladder, Productos Bio-Légicos). Los
fragmentos de ADN resueltos en el gel se visualizaron en un transiluminador de luz UV (A 255

nm) (DNR, Bio - Imaging Systems).

111.3.1.1.5. Purificacion de los fragmentos amplificados

Para aislar los fragmentos de interés, se corrié el ADN obtenido en la reaccién de PCR en un
gel de agarosa, segun se describié anteriormente. Una vez identificada la banda a purificar, se
cortd la porcién de gel que la contenia y se purificéd el fragmento utilizando el kit comercial

HiYield™ Gel/PCR DNA Mini Kit (Real Biotech Corporation), segtin instrucciones del fabricante.

111.3.1.1.6. Andlisis de la secuencia de los fragmentos codificantes

Para determinar la secuencia de los fragmentos de ADN obtenidos por PCR, luego de su
purificacién, se realizd una ligacion de los mismos al vector pGEM-T Easy (Promega) (Ver
[11.3.1.2.5.) segun indicaciones del fabricante. Con el producto de ligaciéon se transformaron
células de E. coli de la cepa DH5a (I11.3.1.2.6.). A las colonias identificadas como positivas, se
les realizd una minipreparacion de ADN plasmidico (I11.3.1.2.3.), y se procedié a la
secuenciacion del ADN en el C.I.C.V.yA. INTA-Castelar (Bs. As), en un secuenciador ABI3130xI
(Applied Biosystems) con la quimica BigDye (Amersham), utilizando los oligonucledtidos T7

promotor y SP6.

111.3.1.2. Obtencion de los clones recombinantes de - toxina

111.3.1.2.1. Cepas

Las caracteristicas de las cepas de Escherichia coli empleadas para el clonado y expresion de

proteinas recombinantes se describen en la siguiente tabla:
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Cepa Genotipo Referencia

E. coli BL21(DE3) F  ompT gal dcm lon hsdSg(rg” mg’) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 Novagen®

gene 1ind1 sam7 nin5])

E. coli DH5a F— ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl Invitrogen®
hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A— thi-1 gyrA96 relAl

Tabla 5. Cepas de Escherichia coli utilizadas en las técnicas de clonado molecular y expresion de la

proteina recombinante.

111.3.1.2.2. Vectores plasmidicos

Las caracteristicas de vectores plasmidicos utilizados para el clonado de las secuencias

codificantes se describen en la Tabla 6:

Plasmido Caracteristicas Referencia

PGEM-T Easy 3018 pb, resistencia a Ampicilina, promotor T7, linealizado, Promega, EE.UU.
extremos 3’ con agregado de T. Este vector fue utilizado para el

subclonado de productos de PCR en la cepa DH5a de E. coli.

pET-32a 5900 pb, resistencia a Ampicilina, promotor T7lac, produce Novagene, EE.UU.
proteinas fusionadas a 6 Histidinas y a la proteina tiorredoxina
(TRX), de 20,4 kDa, lo que permite su purificaciéon en columna de
NTA-Ni**. Este vector fue utilizado como sistema de expresion en

la cepa BL21(DE3) de E. coli.

Tabla 6. Vectores plasmidicos utilizados para el clonado de los fragmentos codificantes.

111.3.1.2.3. Minipreparacion de ADN plasmidico

Se cultivaron E. coli BL21(DE3) portando el plasmido pET32a y E. coli DH5a portando la
construccion pGEM-T Easy / fragmento codificante, en 10 ml de medio LB suplementado con
0,1mg/ml de ampicilina, a 37°C durante toda la noche en agitacion a 180 rpm. El cultivo se
centrifugd a 10.000 rpm durante 3 minutos y se descartd el sobrenadante. EIl ADN plasmidico
se purificd a partir del pellet celular con el kit comercial HiYield™ Plasmid Mini Kit (Real

Biotech Corporation) segun instrucciones del fabricante.

111.3.1.2.4. Digestion del ADN
Las minipreparaciones de pET32a y pGEM-T Easy / fragmento codificante, se sometieron a
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digestiones enzimaticas con las endonucleasas de restriccion BamHl y EcoRI, segun
instrucciones del fabricante (Promega, EE.UU.). Se prepararon mezclas de ADN (0,1-1 ug), ASB
0,1mg/ml y 3 U de enzima, en un volumen final de 20 pl, las cuales se incubaron durante 90

minutos a 37°C.

Los productos de la reaccién se corrieron en un gel de agarosa al 1%, y se aislaron las
bandas conteniendo al fragmento codificante y al vector pET32a digeridos. Los mismos se
purificaron utilizando un kit comercial HiYield™ Gel/PCR DNA Mini Kit (Real Biotech

Corporation), siguiendo las instrucciones del fabricante.

111.3.1.2.5. Ligacion de los ADN digeridos

Para realizar la reaccidn de ligacidon se mezclé el fragmento de ADN codificante con el
vector pET32a, ambos previamente digeridos, en una relacion molar 3:1. A la mezcla se le
adicionaron 1 pl de buffer 10X de T4 DNA Ligasa (Fermentas) para un volumen final de 10 uly
2 U de la enzima T4 DNA Ligasa (Fermentas). La mezcla de ligacidn se incubd toda la noche a

4°Cy posteriormente se conservo a -20°C hasta su utilizacion.

111.3.1.2.6. Clonado molecular

Células de E. coli de la cepa BL21(DE3) se cultivaron en medio liquido LB a 37°C y en
agitacion a 180 rpm hasta saturacién. El cultivo saturado fue diluido 100 veces en el mismo
medio y cultivado en las mismas condiciones hasta DOss, = 0,5 — 0,6. Las células se cosecharon
por centrifugacion a 5.000 rom durante 5 minutos y se resuspendieron en 500 pl de solucién
de transformacién (ST) 1. Se centrifugd nuevamente y el pellet obtenido se resuspendié en 500
ul de ST2. La suspension obtenida se incubd durante 20 minutos en hielo y se centrifugd.

Finalmente el pellet se resuspendié en 100 ul de ST2.

La transformacion propiamente dicha de las células se realiz6 mediante el agregado de 10
ul de la mezcla de ligacién a las mismas. Esta suspension se incubé primero en hielo por 1 hora
y luego a 42°C por 45 segundos. Se agregd 1 ml de medio LB fresco y se incubd a 37°C con
agitacion durante 60 minutos. Finalmente, las células se centrifugaron a 4.200 rpm por 5
minutos, se resuspendieron en 50 pl de medio LB y se distribuyeron sobre placas de Petri con
LB-agar suplementado con 100 pg/ml de ampicilina. Las placas se incubaron durante toda la
noche a 37°C. Las bacterias que contenian el plasmido de interés se seleccionaron por la
diferencia de peso molecular (PM) de la proteina expresada comparada en un SDS-PAGE (Ver

111.3.1.3.3.). A las mismas se les realizé una minipreparacién de ADN plasmidico (111.3.1.2.3.), y
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se procedié a la secuenciacién del ADN en el C.I.C.V.yA. INTA-Castelar (Bs. As), en un
secuenciador ABI3130xI (Applied Biosystems) con la quimica BigDye (Amersham), utilizando los

oligonucledtidos T7 promotor y T7 reverse.

Las secuencias obtenidas se ensamblaron con el paquete informatico Staden (Bonfield y
col., 1995), utilizando los programas PreGap4 para el control de calidad y filtrado de
secuencias de vector, y Gap4 para el ensamblado de las secuencias directas y reversas. La
secuencia consenso obtenida se alined con la secuencia reportada en GenBank (N° Acceso

X13404) utilizando el programa BioEdit (Hall, 1999).

En los casos en que las transformaciones se realizaron con el vector pGEM-TEasy
(11.3.1.1.6.), el cual permite una discriminacién de las bacterias transformadas con pldsmidos
conteniendo insertos mediante el sistema de a-complementacién para la actividad PB-
galactosidasa, se agregd Xgal (Promega) 0,006 (%p/v) e IPTG (Promega) 0,3 mM para

reconocer las colonias recombinantes.

111.3.1.3. Obtencidn de las proteinas recombinantes

Se trabajé con los clones recombinantes de B-toxina obtenidos segun se describid
previamente, y con clones disponibles en el laboratorio de las proteinas FnBP-A y CIfA. Los
mismos fueron obtenidos mediante clonado de las secuencias codificantes correspondientes
en el vector de expresion pET32a y su posterior transformacion en células de E. coli BL21(DE3)

(Pujato y col., 2011).

111.3.1.3.1. Induccion de la expresion de las proteinas recombinantes

Células de E. coli BL21(DE3) conteniendo las distintas construcciones plasmidicas se
cultivaron durante toda la noche en agitacion a 37°C en 5 ml de medio liquido LB
suplementado con 100 pug/ml de ampicilina. Una alicuota de este cultivo fue diluido 100 veces
en el mismo medio e incubado en iguales condiciones hasta alcanzar una DOsso= 0,5 - 0,6. Para
la induccion de la expresion de las proteinas recombinantes se agregd 7,5 mM de lactosa, para
el caso de la B-toxina, y 0,5 mM de IPTG para CIfA y FnBP-A; y se continud incubando a
temperatura ambiente durante toda la noche. Luego, se recogieron las células centrifugando a
4.500 rpm durante 15 minutos, se resuspendieron en solucion de siembra y se agregé PMSF
(Sigma) a concentracion final 1mM. La suspension se sonicéd mediante pulsos de 50% durante 2
minutos a 600W, se centrifugd a 12.000 rpm durante 10 minutos a 4°C y se recolecté el
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sobrenadante.

111.3.1.3.2. Purificacion de las proteinas:

El sistema utilizado consiste en una columna de IDA-Sepharosa (Amersham) sobre la cual se
inmoviliza Ni**. Se utilizé una columna de 1 ml la cual se lavé con 10 volimenes de solucién de
lavado y luego se sembrd con el sobrenadante obtenido con la proteina recombinante,
recirculandolo 2 veces. Se lavé con 10 volumenes de solucidn de lavado. Para el caso de la B-
toxina, posteriormente, se lavd con 4 volimenes de cada una de las soluciones SR1, 2,3y 4,y
luego nuevamente con solucion de lavado. La elucién de las proteinas de interés se realizé con
5 volumenes de cada una de las soluciones SE1, 2, 3 y 4. La pureza de las fracciones obtenidas

fue analizada por SDS-PAGE al 15%, seguida de tincidn con azul de Coomasie (I11.3.1.3.3.).

111.3.1.3.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para la separacién y el anadlisis de proteinas totales y purificadas, se empled la técnica de
separacion electroforética de proteinas descrita por Laemmli (1970). Las proteinas se
separaron electroforéticamente en mini-geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). El gel de
apilamiento se realizé a una concentracién del 4,8% de Acrilamida/Bisacrilamida en tanto que

el gel de separacidn se prepard a concentracién de 15%.

Las muestras se diluyeron en buffer de muestra 4X, se sometieron a ebullicién durante 5
minutos y se centrifugaron a 10.000 rpm durante 30 segundos. Se sembraron 10 ul de la
mezcla en cada pocillo del gel. La electroforesis se realizd en el sistema MiniPROTEAN II
(BioRad®) con buffer de corrida, a un voltaje constante de 150 V. Se utilizaron los marcadores
de PM de proteinas Page Ruler Prestained (Fermentas) o SDS-Page Standars Low Range (Bio-

Rad).

La fijacion y tincion de geles se efectué por inmersiéon en solucién colorante y
posteriormente se decoloré mediante incubacién de 1 hora en solucion decolorante |, seguida

de 2 horas de incubacidon en solucion decolorante Il.

111.3.1.3.4. Cuantificacion de las proteinas

La concentracidn de proteina en las muestras se cuantificé midiendo la Abs. a 280 nm en

espectofotémetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific).
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111.3.2 OBTENCION DE LA B-TOXINA NATIVA DE S. aureus.

Se trabajé con una cepa de S. aureus productora de B-toxina (Ver 111.3.1.1.1.). La misma se
cultivé en caldo Tripteina Soya a 37°C durante toda la noche. Cinco ml de dicho cultivo se
utilizaron para inocular 100 ml de caldo Tripteina Soya fresco, incubando durante 7 horas a
37°C en agitacién. Transcurrido dicho tiempo se centrifugé a 16.000 g durante 40 minutos a
10°C. Se descartd el pellet y el sobrenadante se pasé por un filtro de 0,22 um para eliminar
restos de bacterias enteras. Se agregd sulfato de amonio hasta 80% de saturacién (56g/100ml),
con agitacion hasta disolucion completa y se incubd durante toda la noche a 4°C. Se centrifugd
nuevamente a 16.000 g durante 40 minutos a 10°C y el pellet obtenido se resuspendié en un
volumen minimo de sulfato de amonio a 80% de saturacidn. Se centrifugd a 27.000 g durante
15 minutos a 10°C y se resuspendié el pellet en minimo volumen de PBS. Finalmente se dializd
contra 50 volimenes de PBS durante 24 horas (Low y Freer, 1977). El producto se conservé a -

20°C hasta su utilizacion.

El extracto proteico obtenido se evalud por SDS-PAGE al 15%, seguido de tincidn con azul

de Coomasie (111.3.1.3.3.).

111.3.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA DE LAS TOXINAS PURIFICADAS

Se obtuvieron 20 ml de sangre de carnero por puncién de la vena yugular. Tres ml de
sangre se llevaron a 10ml con PBS y se centrifugd durante 5 minutos a 2.500 rpm para
sedimentar los GR. Se extrajo el sobrenadante con pipeta Pasteur y se repitié el lavado 2 veces,
hasta obtener un sobrenadante limpio. Finalmente se tomaron 500 ul de GR y se diluyeron en

10 ml de Solucién diluyente de GR.

En una placa de 96 pocillos con fondo en U se colocaron 100 pl de diluciones seriadas de
ambas proteinas (en solucién diluyente de GR) y se agregaron 100 ul de la suspension de GR.
Se incubd durante 1 hora a 37°C, luego 1 hora a temperatura ambiente, y por ultimo toda la
noche a 4°C. Se registraron los titulos obtenidos al final de cada incubacién (Wadstrom y

Méllby, 1971).
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11l.4. RESULTADOS

111.4.1. OBTENCION DE LA B-TOXINA RECOMBINANTE (rBT)

Se evalué la produccién de hemolisinas en 10 cepas de S. aureus aisladas de casos de
mastitis bovinas en el Laboratorio de Microbiologia del A.l.P.A. La cepa 226, aislada de un caso
de mastitis subclinica en la provincia de Cérdoba, mostré producciéon de B-toxina, pero no de a
ni 6 toxinas (Figura 11), por lo cual fue seleccionada para la obtencién de la proteina de

interés.

Figura 11. Evaluacion de la
produccién de hemolisinas en cepas
de S. aureus aisladas de casos de
mastitis bovinas.

Referencias: Vertical izquierdo, C.
pseudotuberculosis; Vertical
derecho, S. agalactiae; Horizontal
superior, cepa Reynolds productora
de a y B toxinas; Horizontal inferior,

cepa 226 productora de B-toxina.

Se extrajo el ADN gendmico de la cepa 226 y se utilizé como molde para la amplificacién
por PCR de la secuencia génica codificante para la B-toxina de S. aureus. Luego de las
reacciones de amplificacion, se obtuvo un fragmento de 1.022 pb, correspondiente al gen
completo de la B-toxina de S. aureus y los sitios de restriccion BamHI — EcoRl, insertados en los
extremos 5°y 3’, respectivamente (Figura 12). El fragmento amplificado se cloné en el vector
pET32a y con la construcciéon obtenida se transformaron células de E. coli BL21(DE3). La
identidad de la secuencia clonada se analizé mediante secuenciaciéon automatica y se comparé
con la secuencia reportada en GenBank. Se observé un 98,3% identidad entre las mismas a
nivel nucleotidico, y un 100% de identidad a nivel de proteina (Ver Anexo Il). Se registraron 17
sustituciones de nucleédtidos, las cuales en su totalidad, se localizaron sobre la tercera base del
coddn, dando lugar a mutaciones silenciosas. La secuencia obtenida fue enviada a la base de

datos GenBank y se le asignd el N° de acceso KC242859.
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Figura 12. Amplificacion del fragmento codificante
de la B8-toxina de S. aureus.

Evaluaciéon en gel de agarosa al 1% de los
productos de reaccidn obtenidos por PCR a partir

de ADN gendmico de S. aureus. Lineas: 1)

1000 —
Marcadores de tamafio de fragmento (100 bp
500 — ladder, Productos Bio-Ldgicos); 2 y 3) Producto de
la reaccidn de PCR a partir de ADN gendmico de la
100 cepa de S. aureus Reynolds; 4 y 5) Producto de la

reacciéon de PCR a partir de ADN gendmico de la

cepa de S. aureus 226; 6) Blanco de reaccion.

Para la obtencién de la B-toxina recombinante (rBT), se realizé una puesta a punto de la
induccion de la expresidon, utilizando lactosa e IPTG como inductores, y bajo diferentes
condiciones (Tabla 7). Los resultados se visualizaron en un SDS-PAGE y compararon con un

extracto de células sin inducir.

Inductor Condiciones de incubacion Concentracion
15 mM
4 horas —37°C
7,5 mM
Lactosa
7,5 mM
ON-TA
3,75 mM
4 horas —37°C 1 mM
IPTG
1mM
ON-TA
0,2 mM

Tabla 7: Descripcion de los diferentes inductores y condiciones de incubacion de los cultivos

ensayados para la optimizacion de la expresion de la B-toxina recombinante de S. aureus.

En todas las condiciones ensayadas se observd una banda de sobreexpresién de
aproximadamente 60 kDa, correspondiente a la proteina de fusién TRX (aportada por el vector
de expresion)- B-toxina. Sin embargo, el mejor rendimiento de rBT se obtuvo con el agregado
de 7,5 mM de lactosa al cultivo e incubando durante toda la noche a temperatura ambiente y

con agitacion (Figura 13).
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20,5

14,2 9

Figura 13. Induccion de la expresion de la rBT bajo diferentes condiciones. Electroforesis en gel de
poliacrilamida 15 %, tefiido con Azul de Coomasie. Lineas: 1) Marcador de Peso Molecular (Bio-Rad); 2 y
3) 7,5 mM y 15 mM de lactosa con 4 horas de incubacion a 37°C; 4) 1mM de IPTG con 4 horas de
incubacién a 37°C; 5y 6) 3,75 mM y 7,5 mM de lactosa con incubacion ON aTA; 7y 8) 0,2 mMy 1 mM
de IPTG con incubacién ON a TA.

Se realizd entonces una segunda induccién de la expresion, esta vez partiendo de mayores
cantidades de cultivo. Para la purificacién de la proteina, se trabajé en condiciones
desnaturalizantes, mediante el agregado de urea 4M a la solucion de siembra, de forma de
favorecer el pegado de la proteina a la matriz. La elucién se realizd con 4 soluciones,
conteniendo cantidades crecientes de imidazol. Las diferentes fracciones colectadas fueron
analizadas por SDS-PAGE (Figura 14). No se obtuvieron cantidades detectables de proteina al
eluir con la solucién SE1 (No mostrado). Luego de la elucidon con SE2, 3 y 4 se obtuvieron
fracciones conteniendo proteina purificada. Se recolectaron las 2 ultimas fracciones por ser las
que contenian mayor concentracién de rBT y menor presencia de impurezas. Con esta
metodologia se logré obtener la proteina en elevada concentracion y altamente purificada,
con un rendimiento de 4 mg de proteina por litro de cultivo. Para evitar la formacién de
agregados y precipitacion de la proteina, inmediatamente después de finalizada la purificacion,
la misma se diluyd 10 veces en PBS, logrando asi mantenerla soluble y facilitando su

conservacion.
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Figura 14. Purificacion de la rBT

1 2 3 4 5 6 7 8
en condiciones desnaturalizantes.
97,4 -
66,2 | . Electroforesis en gel de
- o~ poliacrilamida 15%, tefiido con
45 ,
- Azul de Coomasie. Lineas: 1)
Marcador de Peso Molecular
31

(Bio-Rad); 2) Flow through; 3y 4)
Extractos recuperados luego de
20,5 ' la elucién con SE2; 5 y 6)

” Extractos recuperados luego de
142 % ’ ' la elucién con SE3; 7 y 8)
Extractos recuperados luego de

la elucién con SEA4.

Finalmente se evalud la actividad hemolitica de la rBT obtenida frente a gldbulos rojos de
carnero. Se partié de una dilucién 1/40 de toxina purificada, seguida de diluciones seriadas al
medio, en placa de 96 pocillos. Luego de las incubaciones correspondientes, se observd un

titulo de hemdlisis de 1/5120 para la B-toxina recombinante (Figura 15).

1/40 : » Control

»

Diluciones seriadas 1/2 (-)

Figura 15. Evaluacion de la actividad hemolitica de la rBT frente a GR de carnero.

111.4.2. OBTENCION DE LOS ANTIGENOS FNBP-A Y CLFA RECOMBINANTES

Mediante la induccién con IPTG de cultivos de E. coli conteniendo los fragmentos
codificantes correspondientes, se obtuvieron 2 péptidos de 137 aa y 519 aa, de las proteinas
FnBP-A y CIfA, respectivamente. Los mismos se expresaron como proteinas de fusion a TRX,
aportada por el vector de expresion. El péptido de CIfA (rCIfA) corresponde a la region A 5" de
la proteina, que contiene el dominio de union a fibrindgeno; mientras que el péptido de FnBP-

A (rFnBPA) contiene los 3 dominios de unién a fibronectina consecutivos: D1, D2, D3.

En ambos casos, luego de la purificacion de los antigenos por columna de afinidad, se

recolectaron las fracciones obtenidas a partir de la elucién con las soluciones SE3 y SE4, por ser
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las que presentaron mayores concentraciones de proteina de interés y menor cantidad de
impurezas (No mostrado). El rendimiento de produccién de proteina por 100 ml de cultivo
inducido fue de 4,3 mg para rCIfA y 6 mg para rFnBPA, (Figura 16). Las muestras se

conservaron diluidas 1/10 en PBS para evitar su precipitacion.

1 2 3
170 Figura 16. Obtencion de los antigenos
130 e
T - recombinantes CIfA y FnBP-A de S.
100 s
aureus.
70 il Electroforesis en gel de poliacrilamida
o . .
55 | . — 15%, teflido con Azul de Coomasie.
Lineas: 1) Marcador de Peso Molecular
0 (Fermentas); 2) rCIfA; 3) rFnBPA.
35 .-

111.4.3. OBTENCION DE LA B-TOXINA NATIVA (nBT)

Para la purificacién parcial de la nBT de S. aureus se trabajé con la misma cepa de campo
utilizada para la obtencién de la rBT; cepa 226. Mediante centrifugaciones se separd el
sobrenadante de un cultivo de 7 horas del microorganismo, el cual luego se precipité con
alcohol para la obtencion de los componentes proteicos extracelulares. La presencia de toxina
en el extracto parcialmente purificado se evalué por electroforesis en geles de poliacrilamida
(Figura 17). Se detecté la presencia de una banda de aproximadamente 35 kDa,
correspondiente al PM de la nBT, aunque también se observaron otras bandas de diversos

tamafios, correspondientes a componentes extracelulares del microorganismo.
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Figura 17. Purificacion de la nBT de

66,2

a5 sobrenadante de cultivo de S. aureus.
Electroforesis en gel de poliacrilamida

31 15%, tenido con Azul de Coomasie.
Lineas: 1) Marcador de Peso Molecular

20,5 (Bio-Rad); 2) extracto proteico obtenido a
partir de precipitaciones alcohdlicas de

14

sobrenadante de cultivo de S. aureus; 3)

rBT purificada.

1/10 » Control
Diluciones seriadas 1/2 ()

Figura 18. Evaluacion de la actividad hemolitica de la nBT frente a GR de carnero.

La actividad del extracto conteniendo la nBT se evalué mediante ensayos de hemdlisis con
GR de carnero (Figura 18). Se trabajo con una dilucién 1/10, a partir de la cual se realizaron
diluciones seriadas al medio, en placa de 96 pocillos. Se obtuvo un titulo de actividad de

1/2560.

85



111.5. DISCUSION

La B-toxina de S. aureus, es considerada uno de los principales factores de virulencia del
microorganismo, indicado no solo por su presencia en gran parte de las cepas aisladas de [IM
bovinas (Aarestrup y col., 1999; Larsen y col., 2002; Ote y col., 2011), sino también por sus
demostrados efectos téxicos hacia células del sistema inmune (Marshall y col., 2000; Huseby y
col., 2007) y epiteliales de glandula mamaria de diferentes especies (Bramley y col., 1989;

Calvinho y col., 1993; Cifrian y col., 1996a).

Diversos autores han reportado las dificultades en la obtencidn de la B-toxina a partir de
sobrenadantes de cultivo de S. aureus, debido a la presencia de impurezas provenientes de
otros productos extracelulares (Calvinho y col., 1993; Cifrian y col., 1996a). Estas preparaciones
contienen una baja concentracidon de proteina especifica, que puede, en muchas ocasiones,
complicar el analisis de los resultados. Otro obstaculo presentado en la purificacién de la
toxina nativa es que aun no ha sido exactamente dilucidado el momento en la cual ocurre la
maxima expresion de la misma. Esto llevé a la aplicacién de diferentes metodologias de
obtencién, con resultados también diversos. Por ejemplo, las preparaciones obtenidas de
sobrenadantes de cultivos exponenciales de S. aureus mostraron titulos de actividad
hemolitica 1.000 veces mayores a los extractos purificados de cultivos estacionarios de 48
horas (Calvinho y col., 1993; Cifrian y col., 1996a). En el presente estudio se trabajo con
sobrenadante de 7 horas de cultivo de una cepa de S. aureus que presentd B-hemdlisis pero no
a ni 6. El extracto crudo obtenido presentd una importante cantidad de bandas al ser evaluado
por SDS-PAGE, ademas de la de interés de 35 kDa. A pesar de haber seguido la metodologia de
purificacién reportada por Calvinho y col. (1993), la actividad hemolitica del producto de
extracciéon resultd 10 veces menor a la descripta previamente por los autores. Esto podria
atribuirse a la utilizacién de cepas distintas de S. aureus, asi como a una diferencia en el
proceso de conservacién del extracto obtenido, durante el cual se ha reportado una
disminucién de la actividad hemolitica de la proteina (Calvinho y col., 1993). El agregado de
aditivos estabilizadores, asi como la preservacién a menores temperaturas han sido reportados
como eficientes para la estabilizacién de proteinas y disminucién de la pérdida de la actividad
bioldgica (Simpson, 2010).

En este estudio se propuso también obtener la P-toxina de S. aureus de forma
recombinante, presentando esta metodologia la ventaja de ser facilmente escalable y de
producir buenos rendimientos de proteina altamente purificada. Para ello se trabajé con una

cepa aislada de un caso de mastitis bovina que mostrd solamente presencia de hemolisina
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beta en agar sangre. Los andlisis de secuenciacién nucleotidica del gen codificante para la B-
toxina mostraron un alto porcentaje de identidad con la cepa reportada, que habia sido
seleccionada para el disefio de oligonucleétidos para la amplificacion (Projan y col., 1989). Las
minimas variaciones encontradas no condujeron, sin embargo, a alteraciones a nivel
aminoacidico, indicando una conservacién en la estructura de la proteina. De hecho, las
secuencias aminoacidicas codificadas por el gen de B-toxina (h/b) en las cepas cuyos genomas
han sido secuenciados son exactamente idénticas; excepto casos aislados de mutantes
generadas por inserciones de fagos (Coleman y col., 1991). Incluso, la comparacion del sitio
activo de las B-toxinas de S. aureus, S. epidermidis, y S. schleiferi mostraron una alta
conservacién en sus residuos aminoacidicos (Huseby y col., 2007). La toxina recombinante
obtenida, luego de la expresion en células de E. coli, presenté un elevado titulo de actividad
hemolitica frente a globulos rojos de carnero, incluso mayores a los observados para la
proteina nativa. Estos resultados sugieren que dicha variacién no se deberia a una diferencia
en la funcionalidad de los productos obtenidos sino simplemente a una disparidad en la

concentracién de proteina especifica en los preparados.

Las proteinas superficiales FnBP y CIf han sido descriptas como factores involucrados en la
patogénesis de S. aureus en cuanto a su capacidad de promover la invasién celular y de inhibir
la fagocitosis por PMN (Fowler y col., 2000; Higgins y col., 2006; Hair y col., 2010). Se ha
propuesto que estas moléculas se expresarian principalmente durante la fase temprana de
crecimiento exponencial del microorganismo. Ni° Eidhin y col. (1998) demostraron que el
factor de agregacion CIfB se expresaria sélo durante las 2 primeras horas del cultivo in vitro de
S. aureus, y luego sufriria una degradacion proteolitica (Ni” Eidhin y col., 1998). Sin embargo, el
CIfA seria menos susceptible a la accion de proteasas, ya que se ha observado su presencia
durante toda la fase del ciclo de crecimiento del microorganismo (Hartford y col., 1997). En
cuanto a las proteinas de unién a Fn, estudios realizados con cepas mutantes permitieron
demostrar que la expresion de los genes fnb también ocurriria solamente durante la etapa
temprana de crecimiento exponencial, y que el mecanismo estaria regulado por el sistema agr
(Saravia-Otten y col., 1997). Sin embargo, se han evidenciado variaciones en la expresion in
vivo de estas moléculas, las cuales estarian influenciadas por caracteristicas intrinsecas de la
cepa y por el microambiente en el cual el microorganismo se esta desarrollando (Nanra y col.,
2009). Esta discordancias, sumadas a la complejidad de la estandarizacion de las metodologias
de purificacion de las proteinas en su forma nativa, hacen que la obtencién de las mismas por
técnicas de ADN recombinante sea de gran utilidad. En este trabajo se utiliz6 un clon

recombinante disponible en el laboratorio (Pujato y col., 2011) a partir del cual se obtuvo un
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fragmento peptidico de CIfA compuesto por los aminodcidos 40 a 559, el cual se ha descripto,
contiene el dominio unién a fibrindgeno (Hartford y col., 1997). Dicha fracciéon ha sido
previamente evaluada en diferentes modelos animales, en los cuales la inmunizacion con el
fragmento recombinante, o pldsmidos que lo codifican, generaron una fuerte respuesta de
anticuerpos especificos, capaces de favorecer la fagocitosis, disminuir la invasiéon celular y
reducir el ndmero y severidad de las infecciones por S. aureus, luego de un desafio
experimental (Josefsson y col., 2001; Brouillette y col., 2003; Gong y col., 2010). En cuanto a la
FnBP, se han descripto 3 dominios de unién a Fn D1, D2 y D3, que al estar codificados en
tandem en el genoma, pueden unirse a la Fn con alta afinidad (Signas y col., 1989). A partir de
un clon previamente obtenido en nuestro laboratorio, se expresé un péptido recombinante
conteniendo el dominio de unién a Fn D1-D3 de la FnBP-A de S. aureus. La funcionalidad e
inmunogenicidad de esta region de la molécula habia sido previamente reportada por otros
autores en diferentes modelo murinos, mostrando la capacidad de la misma de generar
agregados bacterianos, atraccién de PMN y macréfagos y anticuerpos con capacidad

opsonizante (Rozalska y Wadstrom, 1992; Mamo y col., 1995).

Como conclusidn, se logré obtener la B-toxina de S. aureus tanto de manera recombinante
como en su forma nativa, mostrando ambas preparaciones actividad hemolitica para GR de
carnero. A partir de clones disponibles en el laboratorio se obtuvieron también fragmentos

recombinantes de las proteinas CIfA y FnBP-A de S. aureus.
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CAPITULO IV. ENSAYO Il DE INMUNIZACION EN BOVINOS: COMPARACION DE
INMUNOGENOS BASADOS EN CELULAS ENTERAS O LISADAS DE S. aureus.

IV.1. MARCO TEORICO

Dentro de las vacunas experimentales ensayadas en los ultimos afios por diversos grupos
de investigacién, se encuentran las basadas en lisados de células de S. aureus, obtenidos por
diversos métodos. De hecho, dos de los desarrollos que han alcanzado la etapa de
comercializaciéon, se encuentran preparados con lisados de varias cepas de S. aureus vy
formulados con diferentes adyuvantes. Uno de ellos es la vacuna Lysigin™ (Boehringer
Ingelheim Vetmedica Inc, St Joseph MO, EE.UU.), que contiene un lisado de 5 cepas capsuladas
de S. aureus (1 cepa CP5, 2 cepas CP8 y 2 cepas productoras del polisacarido de superficie 336)
(Ma y col., 2004), formuladas con Al(OH);. En estudios realizados en terneras, la aplicacién de
multiples dosis de la misma permitié una reduccién significativa del nimero de nuevas IIM por
S. aureus (Nickerson y col., 1999). Si bien la inmunizacidon de vaquillonas prefiadas con la
vacuna indujo la produccion de anticuerpos especificos en leche (Luby y col., 2007), los
resultados obtenidos en bovinos adultos, en ensayos a campo o con desafios experimentales,
no han sido concluyentes, y sélo muestran cierta efectividad en la reducciéon de la severidad y
duracién de la infeccién (Middleton y col., 2006; Middleton 2009). La vacuna MASTIVAC®,
desarrollada en Israel, se compone de un lisado de dos cepas de S. aureus (una alfa-hemolitica
y una alfa y beta hemolitica) y sobrenadante de cultivo de una tercera cepa (no hemolitica),
aisladas de mastitis bovinas (Leitner y col, 2003b). Trabajos realizados en vaquillonas prefiadas
o vacas en lactancia reflejaron la capacidad de la formulacién de inducir anticuerpos
especificos en sangre (Leitner y col., 2003c), asi como de reducir el nimero de cuartos

infectados por S. aureus luego de un desafio experimental (Leitner y col., 2003a).

O’ Brien y col. (2001), desarrollaron un inmundgeno experimental preparado sobre la base
de células lisadas de una cepa capsulada de S. aureus, incorporada en microesferas y
formulado con dos adyuvantes diferentes. La inoculacién del mismo en vacas no lactantes,
indujo una respuesta de anticuerpos IgG; e 1gG, especificos en sangre capaces de favorecer la
fagocitosis de S. aureus por PMN bovinos e inhibir la adherencia de este organismo a células
epiteliales mamarias in vitro (O’ Brien y col., 2001). Prenafeta y colaboradores (2010)
inmunizaron vaquillonas prefiadas con lisados obtenidos por tratamiento con calor de dos

cepas de S. aureus con diferente contenido de SAAC (complejo antigénico asociado a slime).
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Los animales inmunizados con la cepa con alta produccion de SAAC, desarrollaron altos niveles
de 1gG, IgG; e 1gG, en sangre e I1gG en leche. Ademds, presentaron menores recuentos de
bacterias y menor severidad en la sintomatologia clinica luego de una IIM experimental con

una cepa heteroldga de S. aureus (Prenafeta y col., 2010).

Los resultados obtenidos en el ensayo de inmunizacién descripto en el Capitulo I,
demostraron la capacidad de un inmundgeno experimental compuesto por células enteras de
S. aureus y formulado con Iscom Matrix™, de lograr una fuerte produccién de anticuerpos
especificos, con una aumentada capacidad de fagocitosis, y regulacién positiva de citoquinas
pro-inflamatorias y regulatorias, al ser comparado con una formulacién con un adyuvante
tradicional. Si bien la capacidad de estos complejos inmunoestimulantes de inducir fuertes
respuestas humorales y celulares al ser incorporados en vacunas en distintas especies ha sido
apropiadamente revisada (Sun y col.,, 2009), estas formulaciones incluyen, principalmente,
antigenos definidos, y no existe experiencia en el uso de los mismos para la formulacién de

bacterias enteras o lisadas.
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IV.2. OBJETIVOS

* Objetivo general

Dado que las vacunas disponibles comercialmente en la actualidad estan compuestas
principalmente de lisados de diferentes cepas de S. aureus, seleccionadas sobre la base de
distintas caracteristicas del microorganismo, y que no existe informacidn acerca del uso de
Iscom Matrix™ en la formulacidn de vacunas compuestas por lisados bacterianos, la propuesta
de esta segunda etapa del trabajo fue comparar la respuesta inmune obtenida al inmunizar
bovinos con una bacterina o un lisado de S. aureus CP5, ambos formulados con Iscom
Matrix™. Por otra parte, conociendo que los métodos de obtencién de preparaciones de
lisados o bacterinas de microorganismos pueden generar transformaciones en proteinas
consideradas relevantes desde el punto de vista inmunogénico, se propuso ademas evaluar las

respuestas humorales dirigidas hacia factores de virulencia representativos de S. aureus.

¢ Objetivos especificos:
1. Desarrollar un esquema de inmunizacion de vaquillonas prefiadas con una bacterina o
un lisado de S. aureus CP5, formulados con Iscom Matrix™.

2. Evaluar la respuesta inmune innata y humoral especifica inducida por las vacunaciones,

hacia los componentes vacunales asi como hacia factores de virulencia de S. aureus.

3. Evaluar el efecto de los anticuerpos generados por la vacunacién en la opsonizacién de

S. aureus y fagocitosis por PMN y en la inhibicidn de la invasién a células epiteliales mamarias.
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IV.3. MATERIALES Y METODOS:

1V.3. 1. INMUNIZACION Y MUESTREO

IV.3.1.1. Preparacion de bacterina de S. aureus

Se cultivd S. aureus Reynolds en medio en Agar Salado durante toda la noche a 37°C, para
favorecer la expresion de capsula (Fattom y col., 1990). El desarrollo obtenido se resuspendid
en PBS estéril y se inactivé con 0,5% de formalina por 24 horas a 37°C. Se realizaron 3 lavados
mediante centrifugaciones de 10 minutos a 5.000 rpm para eliminar el exceso de formol.
Finalmente el pellet de células se resuspendié en PBS estéril a concentracién final de 1.10°

ufc/ml.

IV.3.1.2. Preparacion de lisado de S. aureus

Se cultivd S. aureus Reynolds en Agar Salado durante toda la noche a 37°C (Fattom y col.,
1990). Las bacterias se resuspendieron en PBS estéril a concentracién 1.10° ufc/ml; se agregd
35 U de lisostafina (Sigma) y se incubd durante 6 horas a 37°C en agitacion (100 rpm). La
reaccién se monitoreé midiendo periddicamente Abs. DOgy. Transcurrida la incubacién se
inactivd la lisostafina mediante la incubacidon en bafio de agua a 75°C por 15 minutos.
Cincuenta pl de la suspension se sembraron en placas con Agar Sangre y se incubaron toda la
noche a 37°C para confirmar la lisis total de las células. Finalmente, se paso la mezcla por un

filtro de 0,45 Um para asegurar la remocidn total de bacterias intactas (O Brien y col., 2001).

1V.3.1.3. Formulacion de las vacunas

Las suspensiones de los inmundgenos se formularon con 2mg/ml de Iscom Matrix™ y se
mezclaron por inversion. Se prepard también una formulacién de PBS y adyuvante como
placebo. Todas las preparaciones fueron sometidas a controles de esterilidad mediante la
siembra de 100 pl de las mismas en Agar Sangre e incubacion por 48 horas a 37°C. Las

preparaciones se conservaron en heladera hasta su utilizacién, por no mas de 72 horas.

IV.3.1.4. Animales

Se utilizaron 35 vaquillonas Holstein prefiadas en el Ultimo trimestre de gestacion,
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pertenecientes al rodeo experimental de la Estacion Experimental Agropecuaria Rafaela del
INTA. Los animales se mantuvieron alimentados con pasturas a base de alfalfa suplementada
con grano de maiz desde los 60 hasta los 30 dias previos al parto. Luego, se alimentaron con
TMR basada en silo de maiz hasta el parto. Luego del parto estuvieron bajo condiciones de
pastoreo (alfalfa) recibiendo TMR suplementada con silo de maiz. Todos los procedimientos se
llevaron a cabo de acuerdo a la Guia para el Cuidado y Uso de Animales en Investigaciones

Agropecuarias y Ensefianza (FASS, 1999).

IV.3.1.5. Inmunizacion y muestreo

Los animales se dividieron al azar en 3 grupos, y cada uno de ellos recibié una de las

siguientes formulaciones:

Grupo Control: (1 ml de solucién fisiolégica estéril + 2 mg Iscom Matrix"")/dosis
Grupo Bacterina: (1.10° ufc de S. aureus inactivado + 2 mg Iscom Matrix™)/dosis

Grupo Lisado: (1.10° ufc de S. aureus lisado + 2 mg Iscom Matrix"")/dosis

Se aplicaron dos inyecciones subcutaneas en el area del ganglio supramamario de acuerdo
con descripciones previas (Camussone y col., 2010), 45 y 15 dias previos a la fecha estimada de
parto. Al momento de la segunda dosis vacunal las gldndulas mamarias de todos los animales
incluidos en los experimentos se examinaron clinicamente por palpacién y se tomaron
muestras de secrecidén pre-parto para determinar la presencia de infecciones intramamarias
por S. aureus. Las muestras fueron recolectadas en forma aséptica siguiendo procedimientos
estandar (Oliver y col., 2004) y luego del muestreo los pezones de las vaquillonas se
sumergieron en una solucidon antiséptica conteniendo 0,5% de yodo disponible. A las 31
semanas posteriores al parto se aplicé una tercera dosis de refuerzo, utilizando la misma via de
administracion del inmundgeno. Solo fueron incluidos en el ensayo animales libres de IIM por

S. aureus y sin signos clinicos de inflamacion.

Antes del comienzo del protocolo de inmunizacién se colecté una muestra de sangre por
puncién en la vena coccigea, lo cual se repitié cada 15 dias hasta el dia del parto. Dentro de las
24 horas post-parto se tomaron muestras de sangre y de leche de cada cuarto mamario, lo
cual se repitié a los 7, 15, 21, 30 y 60 dias y a las 31, 32 y 33 semanas (Tabla 8). Una alicuota de
leche de cada cuarto mamario fue utilizada para cultivo bacteriolégico. Quinientos pl de leche
de cada cuarto mamario de las muestras obtenidas a partir del dia 7 post-parto se utilizaron
para la preparacion de muestras compuestas para determinacion de anticuerpos. Estas

muestras se centrifugaron por 15 minutos a 10.000 rpm y se recuperaron los sobrenadantes.
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Las muestras de sangre se dejaron coagular mediante incubacién a temperatura ambiente y
posteriormente se obtuvo el suero por centrifugacidon a 1.500 rpm por 10 minutos. Todas las
muestras se mantuvieron a -20°C hasta su procesamiento. Se controlé la aparicién de

reacciones adversas a los inmundgenos a través de la observacion clinica periddica.

S 0

emanas / 6 -4 -2 2 4 8 31 32 33
Tratamiento (parto)

Dosis de vacuna 1°° 2% 3"

Muestras de sangre X X X X X X X X X X X
Muestras de leche X X X X X X X X X

Tabla 8. Esquema de inmunizacion y muestreo de sangre y leche de vaquillonas en el ensayo a campo.

IV.3.1.6. Analisis bacteriolégico de muestras de leche

Para cada una de las instancias de muestreo, se tomaron 10 pl de las muestras obtenidas
de cada cuarto mamario de todos los animales en ensayo y se sembraron en un cuadrante de
una placa de Agar Sangre. Las mismas se incubaron 18 horas a 37°C para detectar la presencia
de organismos de crecimiento rapido. En caso de no observarse desarrollo, se re-incubaron
por otras 24 horas (Oliver y col., 2004). La presencia de una colonia de S. aureus en Agar
Sangre se consideré como identificacion positiva; con lo cual el limite de detecciéon fue de 100
ufc/ml. Las vaquillonas que arrojaron un cultivo positivo en cualquier muestra a lo largo del
estudio fueron excluidas del mismo. La caracterizacion de los microorganismos aislados se
realizé mediante observacidon microscépica y sobre la base de reacciones bioquimicas clasicas

(Ver seccion 11.3.1.6.).

IV.3.2. EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL

IV.3.2.1. Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

Se sensibilizaron placas de 96 pocillos con fondo plano (GBO) con 1.10° ufc de S. aureus
Reynolds inactivado con formol, 1.10° ufc de S. aureus Reynolds lisado, 5 pg de CP5, 0,5 ug de
rBT, 0,5 pg de rFnBPA, o 0,5 pg de rCIfA, segln corresponda. Todos los antigenos se
resuspendieron en PBS (pH 7,2). Se procedid de acuerdo a la metodologia descripta

previamente (Ver Seccién 11.3.3.1.)

Para el andlisis comparativo de las respuestas de anticuerpos de los diferentes grupos de

tratamiento a través del tiempo, se utilizé un disefio con datos recogidos en una secuencia de
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puntos espaciados en el tiempo en forma desigual, empledandose un modelo factorial para los
factores tratamiento y tiempo. Las medias de DO obtenidas en los test de ELISA para IgG e 1gG,
de los diferentes grupos de tratamiento, fueron comparadas en cada estacién de muestreo por
medio de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguido por el test de Mann-Whitney

para detectar diferencias entre pares (p< 0,05).

IV.3.2.2. Ensayos de fagocitosis para la evaluacion de la capacidad opsénica de los anticuerpos

Se utilizaron los sueros obtenidos a los 7 dias post-parto de todos los animales incluidos en
el estudio. Para la marcacidn de bacterias, purificacion de neutréfilos y ensayo de fagocitosis
se procedié de igual manera a la descripta previamente (Ver Seccién 11.3.3.2.). Las
determinaciones se realizaron por triplicado. Las muestras se conservaron en buffer de
citometria suplementado con 1% de formol hasta 30 dias a 4°C hasta su analisis por citometria
de flujo. Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente por medio de la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis seguido por test de Mann-Whitney para detectar diferencias

entre pares (Ver Seccion 11.3.3.2.) (p< 0,05).

IV.3.2.3. Ensayos de inhibicién de la internalizacion de S. aureus a células epiteliales mamarias

bovinas

1V.3.2.3.1. Preparacion de las bacterias

Se cultivé S. aureus Reynolds en Agar Salado durante toda la noche a 37°C. Posteriormente,
las bacterias se resuspendieron en PBS y se llevd la suspensién a una escala de 0,5 Mc Farland
(aproximadamente 1,8 x 10° ufc/ml). Para el inéculo inicial se preparé una dilucién 1/100 de la

suspension anterior en medio de cultivo de células (MCC) sin antibidtico.

1V.3.2.3.2. Cultivo de células epiteliales mamarias bovinas

Se utilizé una linea de células epiteliales de glandula mamaria bovina, MAC-T, (Huynh y col.,
1991) que ha sido empleada en trabajos previos por miembros de nuestro grupo de trabajo
(Calvinho y col., 1996; Calvinho y Oliver, 1998). Dicha linea fue producida mediante la
transfeccion de células alveolares mamarias bovinas con el antigeno T SV-40 (Huynh y col.,

1991).
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1V.3.2.3.3. Ensayo de internalizacién

Las monocapas de las células MAC-T en confluencia se lavaron 3 veces con PBS. Tres ml de
la suspensién de S. aureus se opsonizaron durante 1 hora a 37°C con los sueros de los animales
obtenidos al dia 7 posterior al parto. Luego, cada mezcla se agregé a las monocapas de MAC-T
crecidas en placas estériles de 24 pocillos con fondo plano (Axygen), utilizando 3 pocillos por
cada suero a evaluar. Las mezclas se incubaron durante 2 horas a 37°C en 5% de CO,, previa
centrifugacion durante 5 minutos a 600g. Luego, los pocillos se lavaron 3 veces con PBS. Las
bacterias extracelulares se eliminaron mediante la incubaciéon con MCC suplementado con
Gentamicina (100ug/ml), durante 2 horas a 37°C en 5% de CO,. Se lavé nuevamente 2 veces
con PBS. Las bacterias internalizadas se liberaron mediante tratamiento de las monocapas con
Triton X-100 0,025 %(v/v) por 15 minutos en agitacidn. Se realizaron 3 diluciones seriadas al
décimo de los contenidos de cada pocillo, los cuales se sembraron, por duplicado, en placas
con Agar Sangre. Luego de incubar durante 18 horas a 37°C se conté el nimero de ufc

recuperadas.

IV.3.2.3.4. Andlisis estadistico

Las medias de los porcentajes de internalizacion de bacterias para cada grupo de
tratamiento, fueron comparadas por medio de analisis de la varianza para muestras repetidas

(ANOVA), seguido por el test de Duncan en caso de obtener diferencias significativas (p < 0,05).

IV.3.3. EVALUACION DEL PERFIL DE CITOQUINAS EN ANIMALES INMUNIZADOS

Luego de transcurridas 24 horas desde la aplicacién de la segunda dosis de vacuna, se
extrajeron 5 ml de sangre de la vena yugular de 4 animales de cada grupo evaluado, los cuales
se transfirieron a tubos estériles conteniendo 500 pl de EDTA 1%. Se centrifugd durante 20
minutos a 1.000 rpm, luego de lo cual el plasma vy la fase leucocitaria se trasfirieron a un tubo
limpio. Se centrifugé nuevamente por 5 minutos a 1.500 rpm, el plasma se pasé a otro tubo y
se conservo a -20°C. El pellet de células se resuspendié en 500 pl de TRizol Reagent

(Invitrogen) y se conservo a -80°C.

A partir de las células purificadas se realizé la extraccion y posterior transcripcidn reversa
de ARN. Se cuantificaron los niveles de ARNm de las citoquinas IL-4, IL-10, IL-12 p-40, IFN-y y
TNF-a, mediante PCR en Tiempo Real (Rotor Gene Q, Qiagen), utilizando primers especificos

(Ver Seccién 11.3.4.).
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IV.4. RESULTADOS

Los inmundgenos utilizados en este ensayo consistieron en una suspension de células
enteras inactivadas de S. aureus y una fraccion soluble preparada sobre la base de células
lisadas del microorganismo (Figura 19). El tratamiento enzimatico para la lisis celular resulté un
100% eficiente, evidenciado por la ausencia de desarrollo bacteriano, luego del cultivo

microbioldgico de la suspension.

1 2 3 4 470 Figura 19. Obtencion de los inmundgenos
138 utilizados en el ensayo de inmunizacion de
w70 vaquillonas prefiadas. Electroforesis en gel
w55 de poliacrilamida 15%, tefiido con Azul de
40 Coomasie. Lineas: 1) S. aureus sin
35 tratamiento; 2) S. aureus inactivado con
25 0,5% de formalina durante 24 horas; 3) S.
aureus lisado por tratamiento con lisostafina
por 6 horas; 4) Marcador de Peso Molecular
B e - (Fermentas).

De los 35 animales involucrados inicialmente en el estudio, 8 fueron excluidos debido a que
parieron fuera del rango de fechas estipuladas, 1 animal sufrié aborto y 1 presentdé mastitis
clinica por Bacillus cereus al parto. De esta forma, los grupos finales se conformaron por: 8

vaquillonas en cada uno de los grupos control y bacterina, y 9 vaquillonas en el grupo lisado.

No se detectaron reacciones adversas a la inmunizacién en ninguno de los animales en
estudio. Las vaquillonas parieron, en promedio, 34 y 7 dias después de la primera y segunda
aplicacion de vacuna, respectivamente. Todos los animales se mantuvieron libres de [IM por S.

aureus durante la totalidad de los muestreos.

1V.4.1. RESPUESTA DE ANTICUERPOS EN SANGRE

IV.4.1.1. IgG anti-bacterina y anti-lisado de S. aureus

Se evalud en sangre la produccién de anticuerpos especificos tanto para células enteras

como lisadas de S. aureus, en todos los animales incluidos en el estudio (Figura 20). No se
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encontraron anticuerpos especificos para estos inmundgenos en las muestras pre-inmunes de

ninguno de ellos.

Ambos grupos vacunados presentaron niveles de IgG anti-bacterina en sangre
significativamente superiores a los presentes en los animales control (p < 0,05). Los mismos se
mantuvieron significativamente elevados desde el momento del parto, para el grupo
bacterina, y desde la primera semana post-parto, para el grupo lisado, hasta la octava semana
post-parto (p < 0,05). La mayor concentracién de esta inmunoglobulina se registré en ambos
grupos luego de 7 dias de ocurrido el parto, alcanzando valores aproximadamente 6 veces
superiores a los del grupo control. Los niveles de anticuerpos entre los grupos inmunizados no
resultaron significativamente diferentes entre si desde la primera semana post-parto hasta el

final del periodo de observacidén (Figura 20. A).

En cuanto a la determinacion de 1gG anti-lisado en sangre, si bien al momento del parto,
ambos grupos inmunizados habian desarrollado niveles de anticuerpos significativamente
superiores a los presentes en los animales del grupo control (p < 0,05), el grupo inmunizado
con lisado de S. aureus fue el que presentd los mayores niveles desde la primera hasta la
octava semana post-parto (p < 0,05). Los mismos alcanzaron su valor maximo a los 7 dias
posteriores al parto, superando por 4 y 17 veces a los detectados en los grupos bacterina, o
control, respectivamente. Los niveles de IgG anti-lisado en los animales inmunizados con
bacterina se mantuvieron significativamente elevados respecto de los animales control, desde

la primera hasta la octava semana post-parto (p < 0,05) (Figura 20.B).
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Figura 20. Niveles de IgG especifica anti-bacterina (A) y anti-lisado (B) de S. aureus, en sangre de
vaquillonas inmunizadas con S. aureus inactivado en Iscom Matrix™ (m), S. aureus lisado en Iscom Matrix™
(®) o control (e). Las flechas representan los momentos de inmunizacidn. Letras diferentes corresponden a

diferencias significativas (p < 0,05).

IV.4.1.2. IgG, anti-bacterina y anti-lisado de S. aureus

Se evalud la presencia de IgG, especifica para ambos inmundgenos, en todos los sueros de
todos los animales en estudio. No se observaron niveles detectables de esta subclase en
ninguna de las muestras pre-inmunes evaluadas (Figura 21).

Durante el periodo transcurrido desde las 24 horas hasta los 60 dias post-parto, ambos
grupos inmunizados desarrollaron niveles similares de I1gG, anti-bacterina en sangre, los cuales
resultaron significativamente superiores a los detectados en el grupo control (p < 0,05) (Figura

21.A.). La maxima produccion de estos anticuerpos se alcanzd, en ambos grupos, en la primera
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semana posterior al parto, alcanzando valores que superaron por aproximadamente 10 veces a

los hallados en los animales control.

Para el caso de los niveles de I1gG, anti-lisado en sangre, en ambos grupos vacunados
superaron significativamente a los presentes en los animales control (p < 0,05), desde las 24
horas hasta la octava semana post-parto. A partir de los 7 dias posteriores al parto, los niveles
de esta subclase en los animales inmunizados con lisado bacteriano se diferenciaron de los
detectados para el grupo bacterina (p < 0,05), alcanzando valores maximos que superaron por
mas de 2 y 10 veces a los obtenidos para los animales inmunizados con bacterina o controles,

respectivamente (Figura 21.B.).

1,4 A
Bacterina

1,0 1

0,6 T

0,0

L
60 -45 -30 -15 O 15 30 45 60 75
1 1 Dias relativos al parto

1,4 7
Lisado T

1,0 A

0,0
-60 -45 -30 -15 O 15 30 45 60 75
t t Dias relativos al parto

Figura 21. Niveles de 1gG, especifica anti-bacterina (A) y anti-lisado (B) de S. aureus, en sangre de
vaquillonas inmunizadas con S. aqureus inactivado en Iscom Matrix™ (m), S. aureus lisado en Iscom
Matrix"™ (¢) o control (e). Las flechas representan los momentos de inmunizacion. Letras diferentes

corresponden a diferencias significativas (p < 0,05).
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IV.4.1.3. Respuesta de IgG frente a determinantes antigénicos de S. aureus

Para conocer qué determinantes antigénicos de S. aureus son expuestos al huésped cuando
se inoculan células enteras o lisadas del microorganismo, se evalué la produccién de
anticuerpos especificos para las moléculas recombinantes B-toxina, CIfA y FnBP-A, obtenidas
en capitulo anterior de este trabajo, y polisacarido capsular 5 purificado. Para la realizacion de
estos ensayos se utilizaron los sueros obtenidos en el dia 7 post-parto de todos los animales

estudiados.

Ambos grupos inmunizados presentaron niveles de IgG anti-CP5 al dia 7 post-parto
significativamente superiores a los detectados en animales control (p < 0,05), aunque no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ellos (Figura 22). No se

evidenciaron niveles detectables de IgG especifica para el resto de los antigenos evaluados.

0 0,7 1 b
0,6 1
0,5 1
0,4 A
0,3 1
0,2 1

Control Bacterina Lisado

Figura 22. Niveles de IgG especifica anti-CP5 en muestras de sangre tomadas a los 7 dias post-parto de
. . . . . .. TM . .. TM
vaquillonas inmunizadas con S. aureus inactivado en Iscom Matrix ', S. aureus lisado en Iscom Matrix = o

control. Letras diferentes corresponden a diferencias significativas (p < 0,05).

1V.4.2. RESPUESTA DE ANTICUERPOS EN LECHE

Se evalud la capacidad de las formulaciones de inducir la produccién de anticuerpos

especificos en leche, 1gG e 1gG,, en todos los animales en estudio (Figura 23).

Los animales inmunizados con la formulacién a base de lisado de S. aureus presentaron los
mayores niveles de IgG anti-bacterina en suero de leche (Figura 23.A). Estos valores alcanzaron
a duplicar a los obtenidos para los animales inmunizados con bacterina, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa para las muestras tomadas a los 15 y 21 dias posteriores al parto
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(p < 0,05). Ademas, los valores maximos detectados en este grupo, obtenidos durante la
primera semana de estudio, superaron por mas de 10 veces a los obtenidos para el grupo
control. Por su parte, los niveles de IgG anti-bacterina en leche de los animales del grupo
inmunizado con bacterina resultaron significativamente mayores a los del grupo control

durante las 8 semanas de observacién (p < 0,05).

En cuanto a la determinacion de IgG anti-lisado en leche, los animales inmunizados con
lisado de S. aureus desarrollaron los mayores niveles en esta secrecion durante las primeras 4
semanas de observacién (p < 0,05); con valores maximos que superaron por aproximadamente
10 veces a los obtenidos tanto para el grupo inmunizado con bacterina como para el grupo
control. Sélo se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de
anticuerpos desarrollados por los animales inmunizados con bacterina y los animales control
en la segunda y cuarta semanas posteriores al parto (p < 0,05) (Figura 23.B). Al final del
periodo de observacién, en la octava semana post-parto, los niveles de IgG anti-lisado no

difirieron entre los 3 grupos evaluados.

No se detectd 1gG, anti- S. aureus en las muestras de leche de ningin animal de los 3

grupos evaluados.
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Figura 23. Niveles de IgG especifica anti-bacterina (A) y anti-lisado (B) de S. aureus en leche de
vaquillonas inmunizadas con S. aureus inactivado en Iscom Matrix™ (m), S. aureus lisado en Iscom

Matrix"™ (¢ ) o control (e). Letras diferentes corresponden a diferencias significativas (p < 0,05).

IV.4.3. RESPUESTA DE ANTICUERPOS FRENTE A UNA DOSIS REFUERZO DE LOS INMUNOGENOS

EXPERIMENTALES

A fin de evaluar la respuesta de las vaquillonas ante una re-estimulacién llegando al final de
su periodo de primera lactancia, a las 31 semanas post-parto se administré una tercera dosis
de vacuna. Se tomaron muestras de sangre en el momento de la inoculaciéon y a los 7 y 14 dias
posteriores, y se evalué en las mismas la produccién de IgG anti-bacterina y anti-lisado de S.

aureus (Figura 24).

Al momento de la inoculacidn, los animales del grupo lisado contaban con un mayor nivel

de anticuerpos especificos anti-bacterina, remanentes de la inmunizacién anterior, respecto de
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los grupos control (p < 0,05) y bacterina (p = 0,074). Luego de 7 y 15 dias de aplicado el
refuerzo, los niveles de IgG anti-bacterina en ambos grupos inmunizados superaban
significativamente a los detectados en el grupo control (p < 0,05); llegando a alcanzar
aproximadamente un 70 % de los niveles maximos registrados al dia 7 posterior al parto
(Figura 24.A).

En cuanto a la respuesta de IgG anti-lisado, los niveles desarrollados por los animales
inmunizados con lisado bacteriano fueron los mayores en los 3 puntos de muestreo (p < 0,05).
Los valores maximos detectados a los 15 dias de aplicado el refuerzo superaron por 4 y 20
veces a los obtenidos para los grupos bacterina o control, respectivamente; y alcanzaron el
90% de la produccién mdéxima observada a los 7 dias post-parto. Los animales que recibieron la
formulacién con bacterina lograron niveles de IgG anti-lisado significativamente mayores a los
controles durante las 2 semanas siguientes a la aplicacidén de la tercera dosis de vacuna (p <
0,05), alcanzando niveles de IgG similares a los valores maximos observados a la primera

semana post-parto (Figura 24.B).
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Figura 24. Niveles de IgG especifica anti-bacterina (A) y anti-lisado (B) en sangre de vaquillonas luego
de la aplicacién de una tercera dosis de vacuna con S. aureus inactivado en Iscom Matrix™ (m), S. aureus
lisado en Iscom Matrix™" (¢) o control (e). Las flechas representan los momentos de inmunizacién.

Letras diferentes corresponden a diferencias significativas (p < 0,05).

1V.4.4. OPSONIZACION Y FAGOCITOSIS POR NEUTROFILOS BOVINOS

La funcionalidad de los anticuerpos generados por la vacunacidn, con respecto a su
capacidad de opsonizar bacterias, fue evaluada a partir de las muestras de sangre tomadas al
dia 7 post-parto, en ensayos de opsonofagocitosis in vitro. Luego del analisis mediante
citometria de flujo y teniendo en cuenta las caracteristicas de tamafio y complejidad celular, se
selecciond la poblacién R1 conteniendo a los PMN, (Figura 25.A), sobre la cual se analizé luego
la incorporacion de bacterias (Figura 25.B). Los sueros de los animales del grupo bacterina y

lisado favorecieron la fagocitosis de S. aureus por neutréfilos bovinos en un 56,3% (+10,2) y
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54,2% (+17,5), respectivamente. Estos valores, superaron por 2,6 y 2,4 veces, respectivamente,
a los obtenidos para el grupo control (22,6% * 4,3) (p < 0,05) (Figura 25.C). La Intensidad Media
de Fluorescencia (IMF) se utilizé como estimacién de la cantidad de bacterias fagocitadas por
célula positiva, resultando también significativamente superior cuando los sueros de los
grupos bacterina (337 * 95) o lisado (317 + 124) se utilizaron en la opsonizacidén, en
comparaciéon con la obtenida con los sueros de los animales control (117% + 29) (p < 0,05)

(Figura 25.D).
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Figura 25. Fagocitosis por neutrdfilos bovinos de S. aureus Reynolds opsonizado con sueros obtenidos a los
7 dias post-parto de vaquillonas inmunizadas con S. aureus inactivado en Iscom Matrix™, s. aureus lisado
en Iscom Matrix™ o control. A) poblacion de PMN seleccionada sobre la base de tamafio Vs complejidad
citoplasmadtica. B) Histogramas representativos mostrando la intensidad de fluorescencia para PMN control
incubados con medio de cultivo (vacio) o PMN incubados con sueros de animales inmunizados con S.
aureus inactivado en Iscom Matrix" (2), S. aureus lisado en Iscom Matrix™ (3) o control (1) (gris). La
fagocitosis por PMN se expresdé como porcentaje de células positivas (C) y como IMF (D). Letras diferentes

corresponden a diferencias significativas (p < 0,05).
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IV.4.5. INHIBICION DE LA INTERNALIZACION EN CELULAS EPITELIALES MAMARIAS

Se evalud la funcionalidad de los anticuerpos generados por la vacunacién en cuanto a su
capacidad de inhibir la internalizaciéon de S. aureus en células epiteliales mamarias in vitro.
Células MAC-T se infectaron con una suspensién de S. aureus Reynolds, previamente
opsonizada con los sueros obtenidos a los 7 dias post-parto de todos los animales incluidos en
el estudio. El recuento de ufc obtenido cuando las células MAC-T se enfrentaron a bacterias
previamente opsonizadas con los sueros del grupo control, se consider6 como 100% de
internalizacién. La previa opsonizacion de S. aureus con los sueros extraidos de las vaquillonas
de ambos grupos inmunizados disminuyd significativamente el porcentaje de internalizacion
de las bacterias, en comparacién con la incubacidn con los sueros control (p < 0,05). Sélo un
11,3 % y un 11,4 % de las bacterias fueron capaces de invadir a las células epiteliales mamarias,
cuando las mismas fueron previamente opsonizadas con los sueros de las vaquillonas de los

grupos bacterina o lisado, respectivamente (Figura 26).
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Figura 26: Ensayos de inhibicion de la invasion de S. aureus a células epiteliales mamarias bovinas.

Porcentaje de internalizacion de S. aureus Reynolds alcanzado tras la incubacion con sueros obtenidos a
, . . . . . .. TM

los 7 dias post-parto de vaquillonas inmunizadas con S. aureus inactivado en Iscom Matrix ", S. aureus

lisado en Iscom Matrix™ o control. Letras diferentes corresponden a diferencias significativas (p < 0,05).
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1V.4.6. EXPRESION DE CITOQUINAS

Para comparar los perfiles de respuesta innata desarrollados por las formulaciones
ensayadas, se analizaron los niveles de ARNm de las citoquinas IL-4, IL-10, IL-12 p40, IFN-y y
TNF-a, utilizando B-Actina como gen normalizador. Para esto, luego de transcurridas 24 horas
de la aplicacion de la segunda dosis de vacuna, a 4 animales de cada uno de los grupos en
estudio se les tomd una muestra de sangre periférica por puncién en la vena yugular, de las
cuales se extrajo ARN total. Los niveles de expresidn en animales inmunizados se compararon

con los niveles en animales control (Figura 27).

Se detectaron transcriptos para todas las citoquinas en todas las muestras evaluadas.
Ambos grupos inmunizados presentaron niveles de TNF-a significativamente mayores a los del
grupo control (ER bacterina 21,807, p < 0,05; ER lisado 25,438, p < 0,05). Si bien ambas
formulaciones indujeron un aumento en la expresion de IL-12 relativa a los controles, sélo para
el caso del grupo inmunizado con lisado de S. aureus esta diferencia resulté estadisticamente
significativa (ER 5,210; p < 0,05). La expresién de IL-10 se vio incrementada en ambos grupos
inmunizados, respecto del grupo control, aunque de manera no significativa. La formulacidn
con lisado bacteriano indujo una regulacién positiva, aunque no estadisticamente significativa,
de IL-4. No se observaron diferencias significativas en la expresion relativa de IFN-y respecto
de los controles en ninguno de los grupos inmunizados; la formulacidn con lisado de S. aureus

se asocid con niveles elevados de dicha citoquina en sélo 1 animal.
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Figura 27. Niveles de expresion de las citoquinas IL-4, IL-10, IL-12, IFN-y y TNF-a relativa al grupo

control, observados in vivo luego de 24 horas de aplicada la segunda dosis de vacuna, en animales

. . . . . TM . . TM
inmunizados con S. aureus inactivado en Iscom Matrix " o con S. aureus lisado en Iscom Matrix . Los

valores medios de ER se muestran debajo de cada grafico y se representan como lineas horizontales.
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IV.5. DISCUSION

No existen reportes previos sobre el uso de los adyuvantes de tipo ISCOMs en la
formulacién de vacunas basadas en células enteras o lisadas de microorganismos (Sun y col.,
2009). En el Capitulo Il de este trabajo de tesis se demostrd la capacidad de Iscom Matrix™ de
desarrollar potentes respuestas humorales con produccidn de citoquinas en vaquillonas
prefiadas, al ser utilizado en la formulacién de una bacterina CP5 de S. aureus, comparado con
una bacterina formulada con un adyuvante cldsico. En esta parte del trabajo, se compararon
las respuestas inmunes generadas por la bacterina previamente ensayada y por un lisado de

células de S. aureus, formulados con Iscom Matrix™, al ser administrados en bovinos.

Trabajos previos reportaron la capacidad de preparaciones obtenidas por lisis de células de
S. aureus adyuvadas con diferentes compuestos para inducir la produccién de anticuerpos
contra los antigenos vacunales (O’ Brien y col., 2001; Luby 2007). En este estudio, la aplicacion
de 2 dosis pre-parto en vaquillonas prefiadas de ambos inmundgenos formulados con Iscom
Matrix™, estimulé la generacién de anticuerpos especificos en sangre, de tipo 1gG e IgG,
Concordando con los resultados obtenidos en el ensayo anterior, el esquema de inmunizaciéon
aplicado, generd un nivel maximo de anticuerpos hacia la primera semana post-parto
(aproximadamente 20 dias luego de la segunda inoculacién), lo cual podria traducirse en un
potencial beneficio para la proteccién de los animales en el periodo con mayor susceptibilidad
a mastitis. Entre ambos inmundgenos evaluados, el preparado sobre la base de células lisadas
de S. aureus estimuld una mayor produccion de anticuerpos dirigidos hacia sus componentes
vacunales. Al igual que en un estudio realizado en terneras, donde los anticuerpos producidos
por la inmunizacién con Lysigin™ fueron capaces de reconocer células enteras de S. aureus
(Nickerson y col., 1999), los anticuerpos de los animales inmunizados con S. aureus lisado
tuvieron reconocimiento hacia la bacteria entera en los ensayos de ELISA. Incluso, aunque la
diferencia no haya sido estadisticamente significativa, se observé una tendencia hacia una
mayor deteccion de IgG e IgG, anti- bacterina en los animales inmunizados con lisado de S.
aureus. Esta superioridad en la respuesta inmune humoral podria explicarse por una mayor
capacidad de interaccidn entre los multiples componentes generados a partir de la ruptura de
las células del microorganismo y la particula de adyuvante. Las nanoesferas de Iscom Matrix"™
poseen carga negativa, lo que les permite unir antigenos con carga positiva, conduciendo a la

formacién de complejos con mayor eficiencia de exposicién y delivery (Pearse y Drane, 2005).

Para evaluar la presencia de células de memoria, llegando al final del periodo de primera
lactancia de los animales y antes del inicio de la etapa de involucién mamaria determinada por
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el fin de la lactancia, se aplicé una tercera dosis de vacuna luego de aproximadamente 8 meses
de comenzado el ensayo de inmunizacién. La misma, indujo una respuesta de IgG especifica en
ambos grupos vacunados, que alcanzd, en solo 15 dias, mas del 70% de los niveles observados
luego de la aplicacién de las 2 dosis iniciales. En un estudio previo realizado en vaquillonas,
donde se compararon las respuestas inmunes generadas por células inactivadas de S. aureus
CP5 o CP5 conjugado, la aplicacién de una tercera dosis de los inmundgenos a los 11 meses de
la segunda aplicaciéon, generd una respuesta de anticuerpos secundaria que alcanzé en 21 dias
niveles similares a los observados durante la respuesta primaria (Tollersrud y col., 2001). Estas
observaciones permiten sugerir que un esquema de inmunizacidn basado en la aplicacion de 2
dosis iniciales de vacuna, y un refuerzo anual previamente a la finalizacion de la lactancia,
induciria respuestas inmunes significativas, que serian beneficiosas para el control de aparicién
de IIM por S. aureus en la involucion temprana de la glandula mamaria, ya que en esta etapa

se incrementa la susceptibilidad a las [IM (Oliver y Sordillo, 1989).

Durante décadas se han realizado numerosos intentos de estimular la produccién de
anticuerpos opsonizantes en la glandula mamaria bovina, utilizando diferentes adyuvantes (O’
Brien y col., 2001: Pereira y col., 2011) y vias de inoculacién (Brock y col., 1975; Guidry y col.,
1980; Nonnecke y col., 1986; Barrio y col., 2003). En este trabajo, coincidiendo con los
resultados presentados previamente, la inmunizacién con S. aureus inactivado o lisado,
formulado con Iscom Matrix"", indujo la produccién de IgG especifica en leche que superé
significativamente a la observada en los animales control. Sin embargo, no se detectaron
niveles elevados de IgG, en esta secrecidn, para ninguna de las formulaciones evaluadas. Estos
resultados concuerdan también, en parte, con los reportados por Luby y col. (2007); si bien la
administracion de una vacuna comercial conteniendo un lisado de cepas de S. aureus CP5, CP8
y 336, incrementd los niveles de 1gG en leche hacia las cepas CP8 y 336, no se observé 1gG anti-
S. aureus CP5, ni 1gG, especifica para ninguna de las cepas estudiadas. La leche de glandulas
mamarias sanas contiene bajos niveles de 1gG, (Caffin y Poutrel, 1988). Si bien la ausencia de
IgG, en leche en el presente estudio sugiere una capacidad opsonica reducida, la 1gG, se
incrementa significativamente en leche durante la inflamacion de la glandula mamaria (Sordillo
y Streicher, 2002). Sin embargo un potencial pasaje de esta subclase a leche deberia ser
evaluado luego de un desafio experimental.

Considerando que los métodos de inactivacién o lisis de células de S. aureus pueden afectar
la conformacion de los determinantes antigénicos del microorganismo, se evalud la produccién
de anticuerpos dirigidos hacia componentes de S. aureus implicados en la interaccién

temprana entre el microorganismo y las células del huésped (Kerro Dego y col., 2002; Foster,
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2005; Fournier y col., 2008), al utilizar como inmundgeno células enteras formalinizadas o
lisadas del mismo. Por otro lado, los inmundgenos disponibles comercialmente no incluyen
proteinas extra-celulares, como son las toxinas de S. aureus, ya que son liberadas al medio
durante el cultivo del microorganismo y eliminadas en los lavados de las células realizados
durante la preparacion de las formulaciones. Sin embargo, se ha demostrado, que la ruptura
de células de S. aureus produce la liberacién de proteinas del citoplasma al medio de cultivo
(Jones y col., 2008). Frente a esto, se desed determinar si la lisis enzimatica de las células del
microorganismo produciria la liberacién de las toxinas preformadas en el citoplasma para su
posterior secrecion. Utilizando CP5 purificado, y los antigenos recombinantes B-toxina, FnBP-A
y CIfA, se evalud por ELISA la presencia de anticuerpos especificos para cada una de estas
moléculas, en los sueros de los animales incluidos en el ensayo de inmunizaciéon. Ambos
grupos vacunados desarrollaron una respuesta de IgG especifica para CP5 en sangre
significativamente superior a la detectada en los animales control, concordando con estudios
previos en donde, la inmunizacién con un lisado de una cepa CP2 de S. aureus incorporado en
microesferas, indujo respuestas especificas para CP2 que se mantuvieron por, al menos, 16
semanas (O’ Brien y col 2001). Sin embargo, no se encontraron niveles detectables de
anticuerpos dirigidos hacia los demas antigenos evaluados. Los inmundgenos utilizados en este
estudio han sido preparados a partir de células de cultivos en fase estacionaria, en condiciones
favorables para aumentar la expresion de polisacaridos capsulares. La ausencia de anticuerpos
hacia las moléculas FnBP-A y CIfA, podria deberse a que la maxima expresion de las mismas, asi
como de gran parte de las proteinas de superficie de S. aureus, se observé in vitro en la fase de
crecimiento exponencial del microorganismo (Lowy, 1998). Ademas, se ha demostrado que la
misma esta influenciada in vivo por caracteristicas intrinsecas de la cepa, asi como por el
microambiente y sitio de infeccidon (Nanra y col., 2009), e in vitro, por las condiciones de
cultivo, como ser la presencia de citoquinas en el medio (Kanangat y col., 2007). Por otra parte,
Risley y col. (2007) demostraron que la expresién de CP en cepas de S. aureus CP5 o CPS,
enmascararia las adhesinas de superficie, ya que inhibe la unién mediada por CIfA de la
bacteria a fibrindgeno y plaquetas. En cuanto a la ausencia de anticuerpos hacia la B-toxina, los
resultados de la presente experiencia sugieren que la lisis de células de S. aureus no seria

suficiente para la liberacién de la pre-proteina y su exposicién al sistema inmune del huésped.

Uno de los principales mecanismos de virulencia de S. aureus radica en su habilidad de
evadir la fagocitosis por neutréfilos a través de la produccién de polisacdridos capsulares, y en
adherirse y penetrar en los tejidos del hiesped (Kerro Dego y col, 2002). En esta parte del

trabajo, si bien la inmunizacién de vaquillonas con ambos inmundgenos experimentales, indujo
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una fuerte respuesta de anticuerpos especificos, se evalué la funcionalidad de los mismos en
cuanto a su habilidad de reconocer a S. aureus e inhibir sus mecanismos patogénicos. Para
esto, los sueros obtenidos a los 7 dias post-parto de los animales involucrados en el estudio se
utilizaron para la opsonizacién de S. aureus en ensayos de fagocitosis in vitro. Los anticuerpos
generados en ambos grupos inmunizados favorecieron la fagocitosis de S. aureus por un mayor
nimero de neutrdfilos, con un nimero superior de bacterias internalizadas por cada neutrdfilo
positivo respecto del grupo control. Ademas, no se encontraron diferencias significativas en los
resultados obtenidos entre los sueros de ambos grupos inmunizados. Estos resultados
concuerdan con la similitud en los niveles de I1gG anti-CP5 desarrollados por las formulaciones,
ya que se ha propuesto que el favorecimiento de la actividad fagocitica de los PMN seria
mediado por los anticuerpos dirigidos hacia los CPs de S. aureus (Guidry y col., 1991; Guidry y

col., 1994).

Se estudié también la capacidad de las defensas humorales generadas por la vacunacién
para inhibir la internalizacién de S. aureus en células epiteliales mamarias, MAC-T. La pre-
incubacién de las bacterias con los sueros obtenidos a los 7 dias post-parto de los animales de
ambos grupos inmunizados, redujo significativamente los recuentos de ufc en las células
epiteliales mamarias, respecto de los sueros control; no halldndose diferencia entre los
resultados observados entre ellos. Si bien el mecanismo de internalizacién de S. aureus en las
células del huésped mas estudiado ha sido el mediado por la FnBP del microorganismo (Fowler
y col., 2000), diferentes estudios han mostrado la implicancia de otras moléculas en la invasién
celular, como la proteina de adherencia extracelular (Eap) (Sinha y Fraunholz, 2010), proteina de
union a colageno (Foster y H60K, 1998) o los acidos teicoicos y lipoteicoicos (Sinha y Herrmann,
2005). Esto podria explicar la capacidad de los sueros de los animales inmunizados en este estudio
de inhibir la adherencia e internalizacidn de S. aureus a células MAC-T, a pesar de que los mismos
no incluyan anticuerpos hacia la rFnBPA. Cifrian y col. (1996b), demostraron la capacidad de
anticuerpos dirigidos hacia la cepa M60 de S. aureus de disminuir la adherencia del
microorganismo a cultivos primarios de células epiteliales mamarias. Posteriormente, en un
estudio realizado por O’ Brien y col., (2001), los anticuerpos generados por la inmunizacidn de
bovinos con un lisado de una cepa CP2 incorporada en microesferas, redujo significativamente
el nimero de bacterias adheridas a células MAC-T, en comparacién con los sueros pre-
inmunes. Por otra parte, la inmunizacién de vacas en lactancia con un plasmido conteniendo la
secuencia codificante para CIfA, seguido de un booster con el antigeno recombinante, estimulé
la produccidn de anticuerpos en sangre y leche, que redujeron la adherencia del patégeno a

células MAC-T, en comparacién con los sueros generados por la inmunizacion con el pldasmido
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vacio (Nour EI-Din y col., 2006). La posibilidad de contar con inmundgenos capaces de generar
anticuerpos que logren disminuir la internalizacién de S. aureus en los tejidos mamarios
resultaria beneficiosa en la reduccién del establecimiento de IIM dando también una
oportunidad adicional a los neutréfilos presentes en la glandula mamaria de fagocitar al

microorganismo.

Los perfiles de respuesta innata inducidos por los inmunégenos compuestos por células de
S. aureus lisadas o inactivadas formuladas con Iscom Matrix™, se evaluaron mediante el
andlisis de la expresion relativa de las citoquinas IL-4, IL-10, IL-12, IFN-y y TNF-a, en células
mononucleares de sangre periférica a las 24 horas de aplicacién de la segunda dosis de vacuna.
Ambas formulaciones ensayadas regularon positivamente la expresion relativa de IL-10, IL-12 y
TNF-a. Estos resultados concuerdan con los obtenidos previamente en este trabajo de tesis en
donde, la administracién de una bacterina CP5 de S. aureus formulada con Iscom Matrix™
estimuld una mayor produccién de IL-10 e IL-12, en relacidn al inmunogéno formulado con
AI(OH); (Capitulo Il). Sin embargo, en dicho estudio, solo se observd una regulacidn positiva de
TNF-a en 2 de los 6 animales inmunizados con S. aureus en Iscom Matrix™. No obstante, una
tendencia hacia una regulacién positiva de la citoquina regulatoria IL-10, y de la pro-
inflamatoria IL-12, se mantiene para todas las formulaciones con Iscom Matrix"™ ensayadas a
lo largo de este trabajo de tesis. Se ha demostrado que tanto IL-10 como TNF-a, no
incrementan sus niveles en bovinos frente a la infeccion temprana por S. aureus, por lo que la
obtencién de inmundgenos capaces de regular positivamente la expresién de estas citoquinas
seria de potencial importancia en el control de dichas infecciones por el microorganismo. Estos
resultados concuerdan ademas con los numerosos estudios previos, revisados por diferentes
autores, donde se destaca la capacidad de los complejos inmunoestimulantes de tipo ISCOMs
de generar respuestas celulares/humorales balanceadas (Sjolander y col., 1998; Pearse y
Drane, 2004). Sin embargo, la produccién temprana de las citoquinas IL-10, IL-12 y TNF-a, se
encontré mas marcada luego de la inmunizaciéon con la formulaciéon conteniendo células

lisadas de S. aureus.

Como conclusién, la inmunizacion de vaquillonas prefiadas con dos inmunégenos
compuestos por células enteras o lisadas de S. aureus, formulados con Iscom Matrix™ generé
potentes respuestas humorales en sangre y leche, con anticuerpos capaces de favorecer la
fagocitosis del microorganismo por PMN bovinos e inhibir su internalizacion en células
epiteliales mamarias. La formulacién con lisado bacteriano mostré un mejor desempefio en
cuanto a la produccién de anticuerpos especificos y regulacion de citoquinas regulatorias e

inflamatorias con potencial importancia en el control de [IM por S. aureus.
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CAPITULO V: ENSAYO Il DE INMUNIZACION EN BOVINOS: INCORPORACION DE
ANTIGENOS RECOMBINANTES AL LISADO DE S. aureus

V.1. MARCO TEORICO

En el capitulo anterior de este trabajo de tesis, se demostro la capacidad de un inmundgeno
compuesto por células lisadas de S. aureus formuladas con Iscom Matrix'" de generar una
potente respuesta inmune humoral en vaquillonas, con produccion de anticuerpos especificos
capaces de favorecer la fagocitosis del microorganismo por PMN vy de inhibir su adherencia e
internalizacién en células epiteliales mamarias. Sin embargo, no se observé la produccién de
anticuerpos dirigidos hacia componentes antigénicos de S. aureus, que se consideran
relevantes en la infeccién por este organismo, en los animales inmunizados con dicha

formulacion.

En investigaciones previas, el agregado de toxoides estafilocdccicos y componentes
capsulares y pseudocapsulares a células inactivadas de S. aureus, ha sido una estrategia comun
en el desarrollo de vacunas contra mastitis estafilocdccicas. En 1992, Watson mostré que un
inmundgeno experimental compuesto por cepas de S. aureus crecidas en condiciones
favorables para la expresion de pseudocdpsula, combinada con toxoides estafilocdccicos en
aceite mineral y dextran sulfato, proporciond proteccién frente a mastitis clinicas en
vaquillonas desafiadas con diferentes cepas de S. aureus. Mas tarde, Nickerson y col., (1993)
confirmaron que la vacuna desarrollada por Watson era, ademas, efectiva en reducir el
numero de nuevas IIM desarrolladas luego de desafios experimentales. Con el advenimiento
de la tecnologia de ADN recombinante surgieron en los uUltimos afios nuevas estrategias para el
desarrollo de inmundgenos, incluyendo componentes individuales de S. aureus, que fueron
identificados como esenciales por su rol en la patogénesis de la infeccion por este organismo.
En diferentes modelos murinos y bovinos de mastitis estafilocdcicas, la inmunizacién con
pldsmidos codificantes para antigenos individuales de S. aureus, como CIfA y FnBP, o con las
moléculas recombinantes, indujeron fuertes respuestas humorales especificas, que
aumentaron la opsonofagocitosis por PMN, inhibieron la adherencia a células epiteliales
mamarias y confirieron una proteccidn parcial luego de desafios experimentales (Nelson y col.,
1991; Brouillette y col., 2002; Nour EI-Din y col., 2006; Gong y col., 2010;). Los resultados de
efectividad parcial de los estudios realizados, tanto con bacterinas y lisados de S. aureus como
con antigenos individuales, han conducido a la propuesta que, para una profilaxis efectiva

contra las [IM causadas por S. aureus, se deberia contar con inmundgenos compuestos por una
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multiplicidad de determinantes antigénicos del microorganismo, los cuales actuarian en
diferentes etapas de la infeccidn, e incluso tendrian, en algunos casos, influencia sobre la
severidad de la enfermedad desarrollada por el huésped (Fournier y col., 2008). Sin embargo
existen pocos antecedentes sobre el uso de inmundgenos multicomponentes para el control

de IIM causadas por S. aureus y, en su mayoria, no han sido evaluados en modelos bovinos.

La inmunizacién de conejos con una mezcla de CP5 purificado, sobrenadante de cultivo de
una cepa productora de a-toxina, y la molécula recombinante FnBP, indujo la produccién de
anticuerpos especificos hacia los antigenos vacunales. Luego de un desafio, los animales
inmunizados mostraron ademas menores recuentos de bacterias tanto en sangre como en
bazo e higado, en comparacién con animales control (Park y col., 1999). En uno de los primeros
estudios realizados en bovinos con vacunas a ADN para mastitis estafilocéccicas, se
inmunizaron vaquillonas prefiadas con dos dosis de un pldsmido codificante para fragmentos
peptidicos de los antigenos FnBP-A y CIfA, seguidas de un booster con los antigenos
recombinantes (Shkreta y col., 2004). La inmunizacion indujo respuestas celulares y humorales
con producciéon de anticuerpos funcionales, y proporciond una proteccion parcial luego de un
desafio experimental, mediante la reduccion de los recuentos de bacterias en leche y alivio de
la sintomatologia clinica. Mas recientemente, Castigluolo y col. (2006) desarrollaron un
esquema de inmunizacién intranasal en ratones con una mezcla de plasmidos codificantes
para las proteinas FnBP-A, CIfA, proteina de unién a fibrindgeno (EfB) y proteina de unién a
coldgeno (Cna). Los animales inmunizados desarrollaron niveles elevados de IgG en sangre y
mucosas, que inhibieron la adhesién a células epiteliales mamarias in vitro, y mostraron un
menor recuento de bacterias en las glandulas mamarias, luego de un desafio experimental. Si
bien estos resultados sugieren que los inmundgenos evaluados producen una respuesta
inmune que contribuiria a la proteccidén contra la infeccidn por S. aureus, deben interpretarse
con precaucién debido a diferencias entre los diferentes modelos animales utilizados. Por otra
parte, S. aureus posee una compleja red de factores de regulacién que controlan la expresién
de los genes de virulencia, permitiéndole adaptarse a cambios del microambiente de la
infeccién (Novick, 2003; Tuchscherr y col., 2010). Es por esto, que las preparaciones de
bacterinas o lisados del microorganismo obtenidas a un tiempo fijo de cultivo pueden no ser
representativas de la totalidad de los determinantes antigénicos expuestos al huésped durante
el desarrollo de la IIM. La combinacién de células inactivadas de S. aureus, con proteinas
bacterianas que se expresen durante diferentes estadios de la infeccion y en diferentes cepas
proveerian herramientas utiles en futuros desarrollos de vacunas contra mastitis

estafilocéciccas (Gaudreau y col., 2007, Middleton, 2008). Como hipdtesis, la respuesta
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inmune generada por el inmundgeno deberia dirigirse contra componentes que cumplan un
rol determinante tanto en las primeras etapas de la interaccién huésped-patégeno, como en la
evasion del sistema inmune, y en etapas mas avanzadas de la infeccion bacteriana y que, en
presencia de un adyuvante adecuado, permitiria la generacién de una respuesta humoral-

celular beneficiosa para el control de la infeccién.
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V.2. OBJETIVOS

* Objetivo general

Sobre la base de los antecedentes anteriormente expuestos y de los resultados obtenidos
en las evaluaciones realizadas en los ensayos previos a campo, se propuso obtener un
inmundgeno prototipico compuesto por lisado de S. aureus CP5 como base de la formulacién,
suplementado con los antigenos recombinantes B-toxina, FNBP-A y CIfA, y formulado con el

adyuvante de nueva generacién Iscom Matrix™.

¢ Objetivos especificos

1. Desarrollar un esquema de inmunizacién de vaquillonas prefiadas con un lisado de S.
aureus CP5, y un lisado del mismo suplementado con antigenos recombinantes, ambos

formulados con Iscom Matrix™.

2. Evaluar la respuesta inmune humoral especifica inducida por las vacunaciones, hacia S.

aureus asi como hacia factores de virulencia del microorganismo.

3. Determinar la capacidad de los anticuerpos generados de favorecer la fagocitosis de S.

aureus por PMN y neutralizar la actividad de |la B-toxina nativa de S. aureus.

4. Evaluar la respuesta inmune celular y de memoria mediante la estimulacidn de células

mononucleares in vitro.

5. Evaluar la aparicién de IIM por S. aureus durante la primera lactancia de los animales

incluidos en el estudio, mediante seguimiento bacteriolégico.
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V.3. MATERIALES Y METODOS

V.3.1. INMUNIZACION Y MUESTREO

V.3.1.1. Preparacion de lisado de S. aureus

Se cultivd S. aureus Reynolds en Agar Salado durante toda la noche a 37°C, para favorecer
la expresidon de capsula (Fattom y col., 1990). El microorganismo se resuspendié en PBS estéril
a concentracidn 2.10° ufc/ml. Se agregaron 35 U de lisostafina (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO) y se incubod durante 6 horas a 37°C en agitacion (100 rpm). La reaccidn se monitored
midiendo periédicamente Abs. ODgy. Transcurrida la incubacién se inactivd la lisostafina
mediante la incubacidn en bafio de agua a 75°C por 15 minutos. Finalmente, se pasé la mezcla

por un filtro de 0,45 um para remover las bacterias intactas (O Brien y col., 2001).

V.3.1.2. Antigenos recombinantes

Se utilizaron los antigenos recombinantes rBT, rFnBPA y rCIfA (Ver Capitulo Ill). Previamente
a la formulacién de las vacunas, la actividad hemolitica de la rBT se neutralizd mediante la
incubacién con formol 1%, durante 24 horas a 4°C (Nickerson y col., 1993). Posteriormente, el
antigeno inactivado se incubd con GR de carnero para confirmar la pérdida total de actividad
(Ver 111.3.3.). Luego, se preparé una mezcla conteniendo a los 3 antigenos recombinantes a una
concentracion final de 400 ug/ml de cada uno de ellos. La misma se pasé por filtro de 0,2 umy
se sometid a controles de esterilidad mediante la siembra de 100 ul de las mismas en placas de

Agar Sangre e incubacion por 48 hs a 37°C.

V.3.1.3. Formulacion de las vacunas

Sobre la base de los componentes descriptos en los items previos, se prepararon 2
inmundgenos experimentales. Uno de ellos consistié en una suspension de 1.10° ufc/ml de S.
aureus lisado y el otro en una mezcla de 1.10° ufc/ml de S. aureus lisado y 200 pg/ml de cada
uno de los antigenos rBT, rFnBPA y rCIfA. A ambas preparaciones se les agregé 2mg/ml de
Iscom Matrix™ y se mezcld por inversién. Una tercera formulacién de solucién fisioldgica y
adyuvante se utilizé como placebo. Todas las preparaciones fueron sometidas a controles de
esterilidad mediante la siembra de 100 pl de las mismas en placas de Agar Sangre e incubacion

por 48 horas a 37°C. Las preparaciones se conservaron en heladera hasta su utilizacién, por no
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mas de 72 horas.

V.3.1.4. Animales

Se utilizaron 27 vaquillonas Holstein prefiadas en el ultimo trimestre de gestacidn,
pertenecientes al rodeo experimental de la Estacién Experimental Agropecuaria Rafaela del
INTA. Los animales se mantuvieron alimentados con pasturas a base de alfalfa suplementada
con grano de maiz desde los 60 hasta los 30 dias previos al parto. Luego, se alimentaron con
TMR basada en silo de maiz hasta el parto. Luego del parto estuvieron bajo condiciones de
pastoreo (alfalfa) recibiendo TMR suplementada con silo de maiz. Todos los procedimientos se
llevaron a cabo de acuerdo a la Guia para el Cuidado y Uso de Animales en Investigaciones

Agropecuarias y Ensefianza (FASS, 1999).

V.3.1.5. Inmunizacién y muestreo

Se conformaron 3 grupos de 9 vaquillonas Holstein prefiadas, los cuales recibieron las

siguientes formulaciones:

Grupo Control: (1 ml de solucién fisioldgica + 2 mg Iscom Matrix™)/dosis
Grupo Lisado: (1.10° ufc de S. aureus lisado + 2 mg Iscom Matrix"")/dosis

Grupo Lisado + Recombinantes: (1.10° ufc de S. aureus lisado + 200 ug rBT + 200 pug rFnBPA
+ 200 pg rCIfA + 2 mg Iscom Matrix™)/dosis

Se aplicaron dos inyecciones subcutaneas en el area del ganglio supramamario de acuerdo
con descripciones previas (Camussone y col., 2010), 45 y 15 dias previos a la fecha estimada de
parto. Al momento de la segunda dosis vacunal, las glandulas mamarias de todos los animales
incluidos en el experimento se examinaron clinicamente por palpacién y se tomaron muestras
de secrecidn pre-parto para determinar la presencia de infecciones intramamarias (1IM) por S.
aureus. Las muestras fueron recolectadas en forma aséptica siguiendo procedimientos
estandar (Oliver y col., 2004) y luego del muestreo los pezones de las vaquillonas se
sumergieron en una solucidon antiséptica conteniendo 0,5% de yodo disponible. Solo se
incluyeron en el ensayo a vaquillonas libres de IIM por S. aureus y sin signos clinicos de

inflamacion.

Antes del comienzo del protocolo de inmunizacidn se colecté una muestra de sangre por
puncién de la vena coccigea, lo cual se repitié cada 15 dias hasta el dia del parto. Dentro de las

24 horas post-parto se tomaron muestras de sangre y de leche de cada cuarto mamario, lo
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cual se repitié a los 7, 15, 21, 30 y 60 dias (Tabla 9). Una alicuota de leche de cada cuarto
mamario fue utilizada para cultivo bacteriolégico. Quinientos ul de leche de cada cuarto
mamario de las muestras obtenidas a partir del dia 7 post-parto se utilizaron para la
preparacion de muestras compuestas para determinacién de anticuerpos. Estas muestras se
centrifugaron por 15 minutos a 10.000 rpm y se recuperaron los sobrenadantes. Las muestras
de sangre se dejaron coagular mediante incubacién a temperatura ambiente y posteriormente
se obtuvo el suero por centrifugacién a 1.500 rpm por 10 minutos. Todas las muestras se
mantuvieron a -20°C hasta su procesamiento. A partir del tercer mes y hasta el final de la
lactancia, se realizaron muestreos de leche de forma mensual, para su anadlisis bacteriolégico
(Tabla 9). Se controlé la aparicion de reacciones adversas a los inmundgenos a través de la

observacidn clinica periddica.

Semanas/ 0 2 3 9
i -6 -4 -2 1 2 a4
Tratamiento (parto) meses meses meses
Dosis de vacuna 1% 2% //
Muestras de sangre X X X X X X X X //
Muestras de leche X X X X X X // X

Tabla 9. Esquema de inmunizacion y muestreo de sangre y leche de vaquillonas en el ensayo a campo.

V.3.1.6. Analisis bacteriolégico de muestras de leche

Para cada una de las instancias de muestreo, se tomaron 10 pl de las muestras obtenidas
de cada cuarto mamario de todos los animales en ensayo y se sembraron en un cuadrante de
una placa de Agar Sangre. Las mismas se incubaron 18 horas a 37°C para detectar la presencia
de organismos de crecimiento rapido. En caso de no observarse desarrollo, se re-incubaron
por otras 24 horas (Oliver y col., 2004). La presencia de una colonia de S. aureus en Agar
Sangre se consideré como identificacion positiva; con lo cual el limite de detecciéon fue de 100
ufc/ml. Las vaquillonas que arrojaron un cultivo positivo en cualquier muestra a lo largo del
estudio fueron excluidas del mismo. Se definié como IIM la obtencién de 2 cultivos positivos
consecutivos (Smith y col., 1990). La caracterizacidn de los microorganismos aislados se realizo
mediante observacién microscépica y sobre la base de reacciones bioquimicas clasicas (Ver

seccion 11.3.1.6.).
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V.3.2. EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL

V.3.2.1. Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

Se sensibilizaron placas de 96 pocillos con fondo plano (GBO) con una suspensién de 1.10°
ufc de S. aureus lisado, 5 ug de CP5, 0,5 pg de rBT, 0,5 ug de rFnBPA, 0 0,5 pg de rCIfA, segln
correspondiera. Todos los antigenos se resuspendieron en PBS (pH 7,2). ). Se procedié de

acuerdo a la metodologia descripta previamente (Ver Seccién 11.3.3.1.).

Para el analisis comparativo de las respuestas de anticuerpos de los diferentes grupos de
tratamiento a través del tiempo, se utilizé un disefio con datos recogidos en una secuencia de
puntos espaciados en el tiempo en forma desigual, empledndose un modelo factorial para los
factores tratamiento y tiempo. Las medias de DO obtenidas en los test de ELISA para IgG e 1gG,
de los diferentes grupos de tratamiento, fueron comparadas en cada estaciéon de muestreo por
medio de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguido por el test de Mann-Whitney

para detectar diferencias entre pares (p< 0,05).

V.3.2.2. Western Blot (WB)

Diez pl de cada una de las proteinas rBT y nBT se separaron electroforéticamente por SDS-
PAGE (Ver Seccidn 111.3.1.3.3.) y posteriormente se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
de 0,45 um (BioRad®), utilizando el sistema de transferencia humeda Mini Trans-blot Cell
(BioRad®). La transferencia se realiz6 durante una hora a un voltaje constante de 100 V, en
buffer de transferencia. Las membranas fueron incubadas a temperatura ambiente durante 45
minutos en solucién de bloqueo. A continuacidn, se incubaron con pooles de sueros obtenidos
a los 7 dias post-parto para cada uno de los grupos evaluados, diluidos en PBS suplementado
con 1% de leche de cabra descremada. Se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora.
Transcurrida la incubacion, se realizaron tres lavados con PBS-Tween y un lavado con PBS para
eliminar los anticuerpos no unidos y evitar asi reacciones inespecificas. Posteriormente las
membranas fueron incubadas con un anticuerpo secundario anti-IgG bovina conjugado a
peroxidasa (Sigma) diluido en PBS suplementado con 1% de leche de cabra descremada, a
temperatura ambiente durante 45 minutos. Transcurrido dicho tiempo, las membranas se
lavaron nuevamente para eliminar el exceso de anticuerpo conjugado y finalmente, se
incubaron en solucidn de equilibrado de peroxidasa. La reaccion colorimétrica se desarrollé en
oscuridad hasta que el color alcanzé la intensidad deseada, y se detuvo sumergiéndola en agua

destilada.
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V.3.2.3. Ensayos de fagocitosis para la evaluacién de la capacidad opsénica de los anticuerpos

Se utilizaron los sueros obtenidos al dia 7 post-parto de todos los animales incluidos en el
estudio. Para la marcacién de bacterias, purificacion de neutréfilos y ensayo de fagocitosis se
procedié de igual manera a la descripta previamente (Ver Seccion 11.3.3.2.). Las
determinaciones se realizaron por triplicado. Las muestras se conservaron en buffer de
citometria suplementado con 1% de formol a 4°C hasta su analisis por citometria de flujo. Las
medias de los porcentajes de neutréfilos positivos, o IFM para cada grupo de tratamiento,
fueron comparadas por medio de analisis de la varianza para muestras repetidas (ANOVA),
seguido por el test de Duncan en caso de obtener diferencias significativas (Ver Secciéon

11.3.3.2.) (p < 0,05).

V.3.2.4. Inhibicion de actividad hemolitica

Se obtuvieron 50 ml de sangre de carnero por puncién de la vena yugular. Tres ml de
sangre se llevaron a 10ml con PBS y se centrifugd durante 5 minutos a 2.500 rpm para
sedimentar los GR. Se extrajo el sobrenadante con pipeta Pasteur y se repiti6 el lavado 2 veces
mas, hasta obtener un sobrenadante limpio. Finalmente se tomaron 500 pl de GR y se

diluyeron en 10 ml de Solucién diluyente de GR.

En una placa de 96 pocillos con fondo en U se colocaron 100 pl de diluciones seriadas de
nBT o rBT (en solucién diluyente de GR) y se agregaron 100 ul de las diluciones
correspondientes de los pooles de sueros preparados para cada uno de los grupos a evaluar.
Se incubd durante 1 hora a 37°Cy luego se agregaron 100 pl de la suspension de GR. Se incubé
durante 1 hora a 37°C, luego 1 hora a temperatura ambiente, y por ultimo toda la noche a 4°C.
Se registraron los titulos obtenidos al final de cada incubacién de acuerdo con descripciones

previas (Wadstrom y Méllby, 1971).

V.3.3. EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR.

V.3.3.1. Linfoproliferacion in vitro

V.3.3.1.1. Obtencion de los linfocitos bovinos

Se seleccionaron al azar 3 animales de cada uno de los grupos en estudio. A los 60 dias
posteriores al parto, se tomaron 10 ml de sangre de vena yugular en jeringas conteniendo 1 ml

de EDTA 1%. En flujo laminar, las muestras obtenidas se pasaron a tubos plasticos de 50 ml
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estériles, y se diluyeron al medio con PBS. Nueve ml de sangre diluida se transfirieron a tubos
conicos de 15 ml conteniendo 3 ml de Histopaque 1083 (Sigma), y se centrifugd durante 20
minutos a 1.400 rpm a temperatura ambiente. Con pipeta Pasteur de vidrio se recogio la capa
de células mononucleares contenida en la interfase, y se transfirié a tubos limpios conteniendo
5 ml de PBS. Este procedimiento se realizé por duplicado para cada muestra, reuniendo las
células obtenidas para cada una en un mismo tubo. Se centrifugd durante 10 minutos a 1.400
rom a temperatura ambiente y se descarté el sobrenadante. Este lavado se repitid
nuevamente y posteriormente las células se resuspendieron en 1 ml de PBS para recuento y
determinacidn de la viabilidad celular (Ver seccién 11.3.3.2.3.). Luego se centrifugd durante 10
minutos a 1.400 rpm a temperatura ambiente y el pellet celular se resuspendié en 900 pl de
SFB y se transfirid a crioviales estériles. Los tubos se colocaron en bafio de hielo y luego se
agregaron, gota a gota, 100 ul de DMSO (Merck). Se mezcld por inversién y se llevé a -20°C
durante 3-4 horas. Posteriormente, los tubos se incubaron durante la noche a -86°C y

finalmente se pasaron a tanques con N, liquido para su conservacién hasta su uso.

V.3.3.1.2. Estimulacion in vitro

Las células se descongelaron mediante incubacidn en bafio de agua a 37°C. Posteriormente,
las mismas se transfirieron a tubos pldsticos de 15 ml estériles que contenian 5 ml de RPMI
1640 (Sigma). Se centrifugé durante 10 minutos a 1.400 rpm a temperatura ambiente y se
descartd el sobrenadante. El pellet celular se resuspendié en 1 ml de RPMI 1640 para la
determinacién del recuento y la viabilidad celular. Las suspensiones se llevaron a

concentracion final 4.10° cél/ml en medio RPMI completo.

Se sembraron 2.10° células/pocillo en placas estériles de 96 pocillos con fondo plano
(Axygen), las cuales se incubaron durante 96 horas a 37°C en 5% de CO, en presencia de los
estimulos especificos correspondientes (Tabla 10), en 100 ul de volumen final. Células
incubadas con 0,5 pg de Concanavalina A (Sigma) actuaron como control positivo, mientras
qgue células incubadas solamente con medio de cultivo se utilizaron como controles de
proliferacién basal. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. La proliferacion
celular se determind mediante inmuno-ensayo colorimétrico, basado en la incorporacién de
bromodeoxiuridina (BrdU) durante la sintesis de ADN, segun instrucciones del fabricante (Cell
Proliferation ELISA SYSTEM, Pharmacia Biotrak, Piscataway, NJ). Brevemente, 10 pl de solucidn
100 uM de BrdU se agregaron a cada pocillo al tercer dia de cultivo. Dieciocho horas después,
las placas se centrifugaron y las células se desnaturalizaron por calor e incubaron por 120
minutos con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-BrdU conjugado a peroxidasa. El exceso
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de anticuerpo conjugado se elimind mediante lavados y posteriormente se agrego la solucion
de substrato cromogénico. Se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente y luego se
frend la reaccién mediante el agregado de H,SO,4 0,1M. Finalmente se midié DO a 450 nm en

lector de microplacas (Infinite® F50, Tecan). La proliferacién celular se calculé como:

IE = (E-B)/B
Siendo,
IE: indice de Estimulacién
E: DO células estimuladas
B: DO células basales (no estimuladas)
Grupo Estimulo especifico
Control 1.10” ufc S. aureus lisado
Lisado 1.10” ufc S. aureus lisado

1.107 ufc S. aureus lisado + 1,6 ugrBT+1,6
Lisado + Recombinantes
ug rCIfA + 1,6 pug rFnBP-A

Tabla 10. estimulos especificos utilizados en los ensayos de proliferacion in vitro de células
. . ~ . . o . TM
MN aisladas de vaquillonas prefiadas inmunizadas con S. aureus lisado en Iscom Matrix ", S.

. , . .. TM
aureus lisado + antigenos recombinantes en Iscom Matrix ", o control.

V.3.4. DIAGNOSTICO DE IIM. CARACTERIZACION DE LAS CEPAS DE S. aureus AISLADAS DE IIM EN LOS

ANIMALES EN ESTUDIO

V.3.4.1. Caracterizacion molecular

Los microorganismos aislados por cultivo bacteriolégico de leche de los animales en
estudio, e identificados como S. aureus por reacciones bioquimicas clasicas, se caracterizaron
por metodologias moleculares. Se obtuvo el ADN gendmico de los microorganismos aislados
utilizando el kit comercial Genomics DNA Extraction Kit (Real Biotech Corporation), segun la

metodologia descripta previamente (111.3.1.1.2.).
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V.3.4.1.1. Confirmacion de especie mediante Multiplex PCR

Se confirmd la especie S. aureus mediante reacciones de Multiplex PCR, segun la
metodologia descripta por Martineau y col. (1998). Las reacciones de PCR se realizaron en
presencia de 2 pares de oligonucledtidos (Tabla 11); un par especifico para S. aureus (Sa442),
cuyas secuencias derivan de regiones conservadas del gen codificante para el ARNr 16S, y un

par de oligonucleétidos universales que actian como control interno.

Producto de

Sentido Secuencia (5'—»> 3’)
amplificacion (pb)
Sentido GGAGGAAGGTGGGGATGACG
Universales 241
Antisentido ATGGTGTGACGGGCGGTGTG
Sentido AATCTTTGTCGGTACACGATATTCTTCACG
Sad442 108

Antisentido CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAACA

Tabla 11. Oligonucledtidos cebadores utilizados en las reacciones de Multiplex-PCR para la

identificacion de S. aureus.

Cada determinacion se realizd por duplicado, en un volumen final de 20 pl conteniendo la
siguiente mezcla de reactivos: 2 pul de Buffer termofilico 10X (Fermentas), 1,25 mM de MgCl2,
0,2mM de cada dNTP (Productos Bio-Légicos), 0,3 uM de cada uno de los oligonucleédtidos
Sa442 sentido y antisentido (Productos Bio-Logicos), 0,08 UM de cada uno de los
oligonucledtidos universales sentido y antisentido (Productos Bio-Légicos), 0,5 U de Tag ADN
polimerasa (Fermentas) y 50 ng de ADN gendmico. Las amplificaciones se llevaron a cabo en
un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Perkin Elmer), utilizando el siguiente programa
de ciclado: una desnaturalizacién inicial de 3 minutos a 96°C, seguida de 30 ciclos de 1 segundo

a2 95°Cy 30 segundos a 55°C.

V.3.4.1.2. Evaluacién de la presencia de genes codificantes para factores de virulencia de S.

aureus

Se evalud la presencia de los genes codificantes para las proteinas CIfA y FnBP-A, asi como
para los polisacdridos capsulares 5y 8. Los oligonucledtidos utilizados se muestran en la Tabla

12:
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Temp. de
Sentido Secuencia (5'—» 3’) Referencia
hibridacion (°C)

Sentido GTCAAAGATTATGTGATGCTACTGAG Verdier y col,
CP5 55
Antisentido  ACTTCGAATATAAACTTGAATCAATGTTATACAG 2007
Sentido GCCTTATGTTAGGTGATAAACC Verdier y col'
CP8 55
Antisentido GGAAAAACACTATCATAGCAGG 2007
Sentido GGCGTGGCTTCAGTGCTTG
clfa 51 Al_629121
Antisentido ATTTCACCAGGCTCATCAG
Sentido GGTGGCCAAAATAGCGGTA
FnBPA 51 718852
Antisentido TTGGTGGCACGATTGGAG

Tabla 12. Oligonucledtidos cebadores utilizados en las reacciones de PCR para la identificacién de la

presencia de factores de virulencia de S. aureus.

Las reacciones de PCR se realizaron por duplicado, en un volumen final de 20 ul
conteniendo la siguiente mezcla de reactivos: 2 ul de Buffer termofilico 10X (Fermentas), 2,5
mM de MgCl,, 0,2mM de cada dNTP (Productos Bio-Ldgicos), 0,3 uM de cada oligonucleétido
sentido y antisentido (Productos Bio-Légicos), 0,5 U de Tag ADN polimerasa (Fermentas) y 50
ng de ADN gendmico. Se utilizé un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Perkin Elmer),
con el siguiente programa de ciclado: una desnaturalizacién inicial de 5 minutos a 94°C,
seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a la Temp. de hibridacién adecuada
para cada par de oligonucleétidos y 1 minuto a 72°C, y una extensién final de 5 minutos a 72

oC.

V.3.4.2. Caracterizacion fenotipica. Andlisis de la expresion in vitro de hemolisinas

Se evalud la produccién de las hemolisinas a, B y 6 de S. aureus en placas con Agar Base
suplementado con glébulos rojos de carnero, en presencia de los microorganismos
Corynebacterium pseudotuberculosis NCTC 3450 y Streptococcus agalactiae ATCC 27956, de
acuerdo con descripciones previas (Calvinho y Dodd, 1994) (Ver 111.3.1.1.1.).
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V.4. RESULTADOS

De los 27 animales incluidos inicialmente en el estudio, 1 animal del grupo control fue
descartado debido a la presencia de I[IM por S. aureus al pre-parto, y 1 animal del grupo
control y otro del grupo lisado fueron excluidos por causa de abortos. Las 24 vaquillonas
restantes parieron en promedio 41 dias después de la primera dosis de vacuna y 12 dias
después de la segunda dosis. Un animal del grupo lisado + recombinantes murié a los 50 dias

post-parto.

No se observaron reacciones adversas a la inmunizacién en ninguno de los animales
incluidos en el ensayo. Solo se observé una minima dureza (<2.5 cm) en 1 animal del grupo
inmunizado con lisado y 1 animal del grupo lisado + recombinantes, luego de 72-96 hs de

realizadas las inoculaciones.

V.4.1. RESPUESTA DE ANTICUERPOS EN SANGRE

V.4.1.1. Respuesta de anticuerpos anti-lisado de S. aureus

Se evaluaron los niveles de IgG e IgG, especificas para lisado de S. aureus. No se detectaron
anticuerpos anti-lisado en los sueros obtenidos previamente a la inmunizaciéon de las

vaquillonas (Figura 28).

Ambos grupos vacunados presentaron niveles de IgG anti-lisado en sangre
significativamente superiores a los del grupo control, luego de la segunda inoculacién y hasta
el final del periodo de observacién (p < 0,05). Entre los animales inmunizados, aquellos que
recibieron la formulacion con lisado de S. aureus fueron los que desarrollaron los mayores
niveles de IgG anti-lisado, manteniéndose esta diferencia durante las 8 semanas post-parto
que se prolongé el periodo de observacion (p < 0,05). La maxima produccidn de anticuerpos se
detecté en la semana posterior al parto, con valores de IgG para los grupos lisado y lisado +
recombinantes que superaron por 13 y 8 veces a los detectados en los animales control,

respectivamente. (Figura 28.A).

Con respecto a la evaluacion de IgG, anti-lisado en sangre, luego de la aplicacion de 2 dosis
de los inmundgenos, ambos grupos inmunizados incrementaron los niveles de forma
significativamente superior a los del grupo control (p < 0,05). Estos se mantuvieron durante 4
semanas post-parto para el grupo lisado + recombinantes y hasta el final del estudio para el

grupo lisado (8 semanas post-parto). Luego de la primera semana post-parto y por las 7
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semanas siguientes, los niveles de IgG, anti-lisado en los animales inmunizados con lisado
bacteriano resultaron ademas, significativamente mayores a los del grupo inmunizado con
lisado + recombinantes (p < 0,05). Los valores maximos de anticuerpos para las vaquillonas del
grupo lisado, obtenidos el dia 7 post-parto, duplicaron a los presentes en los animales
vacunados con la formulacién multicomponente, y superaron por 20 veces a los detectados en

los sueros control. (Figura 28.B).
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Figura 28. Niveles de IgG (A) e IgG, (B) anti-lisado en sangre de vaquillonas inmunizadas con S. aureus
lisado en Iscom Matrix™ (¢), S. aureus lisado + antigenos recombinantes en Iscom Matrix"™ (A) o
control (e). Las flechas indican los momentos de las inmunizaciones. Letras diferentes corresponden a

diferencias significativas (p < 0,05).
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V.4.1.2. Respuesta de anticuerpos especificos para determinantes antigénicos de S. aureus.

Se evalué ademas la capacidad de las formulaciones de inducir anticuerpos especificos
hacia componentes antigénicos de S. aureus. Para esto, se midieron los niveles de IgG
especifica hacia los antigenos CP5, rBT, rCIfA y rFnBPA en los sueros obtenidos en la primera

semana post-parto de todos los animales incluidos en el estudio.

Ambos grupos inmunizados presentaron niveles de IgG anti-CP5 en las muestras de sangre
tomadas a los 7 dias post-parto, superiores a los obtenidos para el grupo control (p < 0,05); no
observandose diferencias significativas entre ellos. Sélo en las muestras de los animales
inmunizados con la formulacidn multicomponente se detecté la produccion de anticuerpos

especificos anti-rBT, rCIfA y rFnBPA (p < 0,05) (Figura 29).

D
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Figura 29. Niveles de IgG especifica anti-CP5, rBT, rCIfA y rFnBPA de S. aureus en muestras de sangre

, . . . . . TM
tomadas a los 7 dias post-parto de vaquillonas inmunizadas con S. aureus lisado en Iscom Matrix , S.

. , . .. TM .
aureus lisado + antigenos recombinantes en Iscom Matrix , o control. Letras diferentes corresponden a

diferencias significativas (p < 0,05).

V.4.2. RESPUESTA DE ANTICUERPOS EN LECHE

V.4.2.1. Respuesta de anticuerpos anti-lisado de S. aureus
Se determinaron los niveles de IgG e IgG, anti- lisado de S. aureus en las muestras de leche
de todos los animales incluidos en el estudio.

Ambos grupos inmunizados comenzaron su primera semana de lactancia con niveles de IgG
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anti-lisado de S. aureus superiores a los presentes en el grupo control (p < 0,05). Los mismos se
mantuvieron elevados por 3 semanas para el grupo inmunizado con la formulacién
multicomponente y hasta el final de periodo de observacion para el grupo lisado (8 semanas
post-parto) (p < 0,05). Desde la tercera hasta la octava semana post-parto, los niveles de 1gG
anti-lisado en leche de los animales inmunizados con S. aureus lisado se mantuvieron
significativamente elevados respecto de los detectados en los animales inmunizados con lisado

y antigenos recombinantes (p < 0,05) (Figura 30).

No se detectd IgG, anti- lisado de S. aureus en esta secrecidn, en ninguno de los 3 grupos

evaluados.
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Figura 30. Niveles de IgG anti-lisado en suero de leche de vaquillonas inmunizadas con S. aureus lisado

en Iscom Matrix"™ (¢), S. aureus lisado + antigenos recombinantes en Iscom Matrix " (A) o control (®).

Letras diferentes corresponden a diferencias significativas (p < 0,05).

V.4.2.2. Respuesta de anticuerpos especificos para determinantes antigénicos de S. aureus.

También en suero de leche se evalud la capacidad de las formulaciones de generar IgG
especifica hacia los distintos factores de virulencia de S. aureus. Las determinaciones se

realizaron con las muestras obtenidas en la primera semana post-parto (Figura 31).

Sélo las muestras de los animales inmunizados con la formulacién multicomponente
presentaron niveles significativamente elevados de 1gG anti - rBT, rCIfA y rFnBPA, respecto de
los obtenidos para los animales control (p <0,05) (Figura 31). No se detectd IgG especifica para

CP5 en ninguna de las muestras de leche evaluadas.
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Figura 31. Niveles de IgG especifica anti- rBT, rCIFA y rFnBP de S. aureus en leche obtenida a los 7 dias
post-parto de vaquillonas inmunizadas con S. aureus lisado en Iscom Matrix™, S. aureus lisado +
antigenos recombinantes en Iscom Matrix™, o control. Letras diferentes corresponden a diferencias

significativas (p < 0,05).

V.4.3. OPSONIZACION Y FAGOCITOSIS POR NEUTROFILOS BOVINOS

Se evalué mediante ensayos in vitro, la capacidad de los anticuerpos generados por la
vacunacion de opsonizar a S. aureus Reynolds y favorecer su fagocitosis por PMN bovinos. Las
determinaciones se realizaron con los sueros obtenidos a los 7 dias post-parto de todos los
animales incluidos en el estudio. Mediante analisis por citometria de flujo se adquirieron
50.000 eventos y sobre la base de los pardmetros de tamafio y complejidad citoplasmatica se
selecciond la poblacion R1 conteniendo a los PMN (Figura 32.A). Sobre la misma, se analizé

luego la incorporacién de S. aureus FITC (Figura 32.B).

La Figura 32 muestra las medias del porcentaje de PMN FITC+ (C) e Intensidad Media de
Fluorescencia (IMF) (D), para cada grupo evaluado. Los sueros generados por la vacunacion
tanto con S. aureus lisado como con la mezcla de lisado y antigenos recombinantes
aumentaron aproximadamente 3 veces el porcentaje de neutréfilos con bacterias fagocitadas
(38,1% £ 9,7% y 40,3% * 6,2%, respectivamente), comparado con los sueros de los animales
control (13,1% * 1,8%) (p < 0.05). El nimero de bacterias ingeridas por PMN positivo, estimado
mediante el parametro IMF, también resulté significativamente mayor cuando los sueros de

los animales de los grupos lisado o lisado + recombinantes se utilizaron en los experimentos de
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fagocitosis (200 + 15 y 199 + 14, respectivamente), que al utilizar los sueros de los animales

control (148 + 8) (p < 0,05).
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Figura 32. Fagocitosis por neutrdfilos de S. aureus Reynolds opsonizado con sueros obtenidos a los 7 dias
post-parto de vaquillonas inmunizadas con S. aureus lisado en Iscom Matrix™, S. aureus lisado + antigenos
recombinantes en Iscom Matrix™ o control. A) poblacidon de PMN seleccionada sobre la base de tamafio Vs
complejidad citoplasmatica. B) Histogramas representativos mostrando la intensidad de fluorescencia para
PMN control incubados con medio de cultivo (vacio) o PMN incubados con los sueros de animales
inmunizados con S. aureus lisado en Iscom Matrix™ (2), S. aureus lisado + antigenos recombinantes en
Iscom Matrix™ (3) o control (1) (gris). (C) La fagocitosis por PMN se expresé como porcentaje de células

positivas (C) y como IMF (D). Letras diferentes corresponden a diferencias significativas (p < 0,05).

V.4.4. RECONOCIMIENTO Y NEUTRALIZACION DE LA ACTIVIDAD DE B-TOXINA NATIVA DE S. aureus

V.4.4.1. Western Blot

Se disefié un ensayo de Western Blot para evaluar la capacidad de los anticuerpos
generados por la inmunizacién con B-toxina recombinante de reconocer al antigeno nativo
purificado a partir de sobrenadante de cultivo. Para ello, se corrié en gel de poliacrilamida una

muestra de nBT seguido por una de rBT, por cuatriplicado. Una de las fracciones se tifié con
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Azul de Coomasie (Figura 33.A) y las 3 restantes se transfirieron a membranas de nitrocelulosa,
sobre las cuales se realizd la determinacion (Figura 33.B-D). No se observaron bandas de
reconocimiento hacia ninguno de los antigenos evaluados en las membranas incubadas con los
pooles de sueros de animales inmunizados con S. aureus lisado o control. Los sueros del grupo
de animales que recibieron la formulacién multicomponente reconocieron, en la calle donde
se sembrd la rBT, una banda de aproximadamente 60 kDa correspondiente con el PM del
antigeno recombinante, asi como otras bandas de PM mayores. Ademas, en la calle donde se
sembrd la nBT, presentaron reconocimiento hacia una banda de aproximadamente 35 KDa,

correspondiente con el PM la B-toxina purificada de sobrenadante de cultivo de S. aureus.

Figura 33. A) Gel de Poliacrilamida. Lineas: 1) Marcador de Peso Molecular; 2) nBT; 3) rBT. B-D)
Western Blot. Reconocimiento hacia la nBT o rBT por pooles de sueros de sangre obtenidos a los 7 dias
post-parto de vaquillonas inmunizadas con S. aureus lisado en Iscom Matrix™ ; (C) o con S. aureus lisado

+ antigenos recombinantes en Iscom Matrix™ (D) control (B).

V.4.4.2. Ensayos de Inhibicidn de la Actividad hemolitica

Para evaluar la funcionalidad de los anticuerpos generados de inhibir la actividad hemolitica
de la B-toxina nativa purificada de sobrenadante de cultivo de S. aureus, se disefiaron ensayos
de inhibicién con glébulos rojos de carnero. Se prepararon 2 pooles de los sueros obtenidos al
dia 7 post-parto, para cada grupo ensayado, reuniendo en el Pool 1 a aquellos sueros que
presentaron los mayores niveles de 1gG especifica y en el Pool 2 los de menores niveles. Se

ensayaron 4 concentraciones seriadas al medio de nBT (1/40, 1/80, 1/160, 1/320) y 3
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concentraciones seriadas al medio de anticuerpo (1/100, 1/200, 1/400). El mismo
procedimiento se repitié para la rBT, como control positivo. Se partié de suspensiones iniciales
de ambas proteinas que presentaron el mismo titulo de actividad hemolitica frente a GR de

carnero (1/2560).

Los pooles control 1y 2 no fueron capaces de inhibir completamente la actividad de la nBT
en ninguna de las condiciones ensayadas. Solo pudieron inhibir la lisis de GR a bajas
concentraciones de rBT (dilucién 1/320). Un comportamiento similar se observd para los
pooles lisado 1 y 2 donde, en ninguna de las condiciones ensayadas se logré inhibir
completamente la hemdlisis de GR producida por la nBT. El pool 1, sélo inhibié la accién
hemolitica de la rBT a muy bajas concentraciones de la misma (dilucién 1/320). Por el
contrario, ambas mezclas de sueros del grupo lisado + recombinantes lograron inhibir
completamente la lisis de GR en todas las condiciones experimentales ensayadas, para ambas

proteinas, aun a altas concentraciones de toxina y bajas de anticuerpos (Figura 34).
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Figura 34. Evaluacién de la inhibicién de la actividad hemolitica de las toxinas nBT y rBT por pooles de los

sueros generados a los 7 dias post-parto en vaquillonas inmunizadas con S. aureus lisado en Iscom
. TM . , . . TM

Matrix ", S. aureus lisado + antigenos recombinantes en Iscom Matrix ", o control.
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V.4.5. EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR

V.4.5.1. Linfoproliferacion in vitro

Con el objetivo de estudiar la respuesta inmune celular y de memoria inducida por las
formulaciones, se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica a partir de muestras
tomadas a los 60 dias post-parto. Las mismas se re-estimularon in vitro con sus antigenos

especificos y se evalud su capacidad de proliferacion.

La puesta a punto de las experiencias y comprobacién de la ausencia de componentes
capaces de estimular una proliferacién inespecifica en las suspensiones de los estimulos S.
aureus lisado o S. aureus lisado + antigenos recombinantes, se realizé mediante el cultivo y
estimulacién in vitro de células extraidas de animales sanos que no habian sido incluidos en el

ensayo de inmunizacion.

Luego de 24 horas de cultivo, las células se observaron en microscopio invertido a 40X para
estimar el estado de activaciéon de las mismas y la ausencia de contaminaciones. De los 9
animales utilizados inicialmente en los experimentos, 1 de cada uno de los grupos inmunizados
presentaron contaminaciones bacterianas, con lo cual el nimero final de animales para dichos
grupos resulto igual a 2. Los 7 animales restantes presentaron respuestas linfoproliferativas
hacia el estimulo inespecifico (ConA). Luego de 4 dias de incubacién con los antigenos
especificos, un animal del grupo lisado presento un IE = 3,6, mientras que en un animal del
grupo lisado + recombinantes este indice fue de 7,2. No se observé proliferacién en las células

de los animales control estimuladas con S. aureus lisado (Figura 35).
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Figura 35. indices de Estimulacién linfocitaria (IE) de células mononucleares de sangre periférica obtenida
, . . . . . TM .
a los 60 dias post-parto de vaquillonas imunizadas con S. aureus lisado en Iscom Matrix ", S. aureus lisado
, . .. TM . .
+ antigenos recombinantes en Iscom Matrix ~, o control; estimuladas con S. aureus lisado o S. aureus

lisado + antigenos recombinantes, segun corresponda.
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V.4.6. CARACTERIZACION DE S. aureus AISLADOS DE [IM

V.4.6.1. Aislamiento

La primera lactancia de las vaquillonas incluidas en el presente ensayo de inmunizacién se
mantuvo por aproximadamente 10 meses. Durante ese periodo, se controld la aparicién de [IM
en los animales incluidos en el estudio, para lo cual se obtuvieron muestras mensuales de
leche de cuartos mamarios para su analisis bacterioldgico. De tres de ellos se aislaron
Staphylococcus coagulasa positivos, los cuales se confirmaron como Staphylococcus aureus

mediante una reaccion de PCR multiplex (Figura 36).

Un animal del grupo control presentd S. aureus (aislamiento N2 5011) en el cuarto anterior
derecho, a los dos meses de lactancia, manteniéndose la infeccion hasta el final de la misma.
En los muestreos realizados al noveno y décimo mes de lactancia, la infeccién se detectd
también en los cuartos posteriores derecho e izquierdo de dicho animal. De un segundo animal
del grupo control se aisld S. aureus (aislamiento N2 5038) en su cuarto posterior derecho, por
Unica vez, al quinto mes de lactancia. Finalmente, una vaquillona del grupo inmunizado con S.
aureus lisado presentd infeccion por S. aureus (aislamiento N2 5128) en el cuarto posterior
derecho a los 2 meses de lactancia. La misma se detectd también en el cuarto posterior
izquierdo en el quinto mes de lactancia, sumandose el anterior derecho al mes siguiente. Los 3

cuartos de este animal permanecieron infectados hasta el final de la lactancia.

Figura 36. PCR multiplex para la
identificacion de S. aureus.

1000 Evaluacién en gel de agarosa al 2% de los
500 productos de reaccidn obtenidos por PCR a

250 partir de ADN gendmico de S. aureus.
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Lineas: 1) S. aureus 5011; 2) S. aureus 5038;
3) S. aureus 5128; 4) S. aureus Reynolds; 5)
50 E. coli DH5a; 6) Blanco de reaccién; 7)
Marcadores de tamafo de fragmento (50

bp ladder, Productos Bio-Ldgicos).
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V.4.6.2. Evaluacion de la presencia de factores de virulencia

Se analizé por PCR, en las 3 cepas de S. aureus aisladas de 1IM, la presencia de los genes
codificantes para las moléculas CIfA, FnBP-A y de los loci cap5 y cap8. Los resultados de estas
evaluaciones se resumen en la Tabla 13. Todas las cepas presentaron los genes para las
proteinas CIfA y FnBP-A. Los 3 aislamientos resultaron ademas tipificables en cuanto a la

presencia de los loci capsulares, siendo 2 de ellos CP5 y el restante CP8.

Los microorganismos se caracterizaron también de forma fenotipica, con respecto a su
capacidad de expresion de hemolisinas in vitro. Todos los aislamientos expresaron al menos 2

toxinas; sin embargo, la distribucién de las mismas resulté diferente para cada uno de ellos

(Tabla 13).
Grupo cp CIfA FnBP-A Hemolisinas
5011 Control 8 X X B, 6, trazas a
5038 Control 5 X X a, §, trazas B
5128 Lisado 5 X X B, 6, ausencia a

Tabla 13. Distribucién de los antigenos CP5, CP8, CIfA, FnBP-A y hemolisinas estafilocdccicas

en S. aureus aislados de IIM en vaquillonas.
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V.5. DISCUSION

La estrategia de preparacion de inmundgenos a partir de bacterinas o lisados de S. aureus
suplementados con toxoides inactivados (Watson 1992; Nickerson y col., 1993; Nordhaug y
col., 1994ay b; Hwang y col., 2000), productos capsulares (Calzolariy col., 1997; Giraudo y col.,
1997) o productos bacterianos extracelulares (Leitner y col., 2003a-c) ha sido utilizada en la
inmunizacion de bovinos, con la finalidad de lograr inmunidad frente a diferentes
componentes de S. aureus. Sin embargo, no existen antecedentes del uso de inmundgenos
compuestos por células enteras inactivadas, o lisadas de S. aureus, suplementadas con
antigenos recombinantes (Pereira y col.,, 2011). En esta parte del trabajo se obtuvo un
inmundgeno prototipico compuesto por un lisado de células de S. aureus de una cepa
productora de CP5, y los antigenos recombinantes CIfA, FnBP-A y B-toxina; el cual se formuld
con Iscom Matrix™. Su desempefio, en cuanto a la estimulacién de respuestas inmunes
humorales y celulares especificas en vaquillonas se comparé con el de un inmunégeno

preparado con lisado de S. aureus CP5 adyuvado con Iscom Matrix"", previamente evaluado.

Coincidiendo con los resultados obtenidos previamente en este trabajo con diferentes
inmunégenos adyuvados con Iscom Matrix™", ambas formulaciones evaluadas generaron
fuertes respuestas humorales con produccién de IgG e 1gG, especificas en sangre e 1gG en
leche, significativamente superiores a las observadas en los animales control. Sin embargo, el
agregado de los antigenos recombinantes al lisado de S. aureus, disminuyé la respuesta de IgG
e 1gG, anti-lisado en sangre, en comparacion a la observada en los animales inmunizados sélo
con lisado bacteriano. El inmundgeno multicomponente, por su parte, generd potentes
respuestas de anticuerpos hacia los antigenos rBT, rCIfA y rFnBPA incluidos en la formulacidn.
Los niveles de 1gG especifica para los antigenos recombinantes y para el lisado de S. aureus
observados en este grupo resultaron similares, indicando un balance en la respuesta humoral
del huésped hacia todos los componentes del inmundgeno. La disminucién en la respuesta
humoral hacia el lisado de S. aureus y el direccionamiento de la misma hacia las moléculas
recombinantes puede explicarse sobre la base de la estructura de las mismas y su interaccion
con el adyuvante: Los antigenos recombinantes fueron obtenidos por clonado de sus
secuencias codificantes en el vector de expresién pET32a, el cual genera proteinas fusionadas
a TRX, con el agregado de dos “Tags” de histidina, uno interno y otro en el extremo C-terminal,
que facilitan la purificacion de las mismas por cromatografia de afinidad (LaVallie y col., 1993).
Las particulas de Iscom Matrix"" poseen carga negativa, lo que le permitiria interaccionar mas
estrechamente con estos antigenos con colas de aminoacidos positivos y de esta forma
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favorecer su “delivery” e incrementar su eficiencia de exposicién al sistema inmune del
huésped (Pearse y Drane, 2005). De hecho, ha sido ampliamente demostrado que el arreglo
repetitivo de epitopes sobre una superficie particulada estimula la produccion de fuertes
respuestas de anticuerpos (Wilschut, 2009). La metodologia de agregado de colas de histidinas
ha sido, ademas, utilizada para aumentar las respuestas inmunes citotéxicas producidas en
ratones frente a la inmunizacién con antigenos recombinantes formulados con Iscom Matrix

(Malliaros y col., 2004).

Solo los animales inmunizados con la mezcla S. aureus lisado y antigenos recombinantes
desarrollaron respuestas de IgG especificas para rBT, rCIfA y rFnBP-A, tanto en sangre como en
leche. En un estudio previo realizado en ratones, la inmunizacién con dos dosis de una mezcla
de plasmidos cargando las secuencias codificantes de 4 adhesinas de S. aureus, no generé
respuestas humorales igualmente eficientes hacia a las proteinas recombinantes, indicando
una diferencia en la inmunodominancia de los antigenos expresados y su habilidad de
interaccion con las APCs (Castiguolo y col., 2006). En un estudio realizado en vaquillonas, en el
cual se aplicaron 2 dosis de una vacuna a ADN para las proteinas CIfA y FnBP-A, sélo se observé
un aumento de la respuesta humoral luego de un booster con los antigenos recombinantes. Sin
embargo, las respuestas especificas hacia FnBP-A resultaron al menos 5 veces inferiores a las
dirigidas hacia CIfA (Shkreta y col., 2004). En el presente estudio, en cambio, tanto en sangre
como en leche, se observaron niveles similares de IgG especifica para los 3 antigenos
recombinantes evaluados, indicando una respuesta balanceada del huésped hacia cada uno de
los componentes incluidos en la formulacién. Se ha observado, que las vacunas a ADN son
generalmente menos efectivas en grandes animales que en ratones debido posiblemente a
una baja capacidad de expresion de los plasmidos (Babiuk y col., 2003). Los resultados
obtenidos en la presente experiencia indicarian que la estrategia de aplicaciéon de 2 dosis de
los antigenos recombinantes formulados con Iscom Matrix™, cuya eficiencia en la produccién
de anticuerpos especificos ha sido previamente demostrada, seria mas efectiva para la
obtencién de las respuestas humorales deseadas en bovinos. Por ultimo, coincidiendo con los
resultados observados en experiencias anteriores en este trabajo y en estudios previos (O’
Brien y col 2001), ambas formulaciones desarrollaron niveles de IgG anti-CP5 en sangre
similares, demostrando que el tratamiento enzimatico de lisis de células de S. aureus no afecta
la conformacidn de dicha estructura. Sin embargo, no se detecté 1gG anti-CP5 en leche de
ninguno de los animales evaluados, en concordancia con las experiencias reportadas
previamente en este trabajo con inmundgenos compuestos por bacterinas de S. aureus CP5

formuladas con Iscom Matrix™ o AI(OH); y con estudios previos con una vacuna trivalente
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comercial (Luby y col., 2007).

La funcionalidad de los anticuerpos generados en cuanto a su capacidad de reconocer S.
aureus y favorecer su fagocitosis, se evalud in vitro con PMN bovinos. A pesar de las
diferencias observadas en los titulos de anticuerpos especificos hacia lisado de S. aureus entre
los animales de ambos grupos inmunizados, los mismos opsonizaron a S. aureus y favorecieron
su fagocitosis por PMN bovinos in vitro, de manera similar. Por un lado, estas observaciones
concuerdan con estudios previos en los cuales, al inmunizar bovinos con un lisado de S. aureus
incorporado en microesferas (O’'Brien y col., 2001), o una mutante avirulenta de S. aureus
(Pellegrino y col., 2010), los niveles de IgG, desarrollados no se relacionaron directamente con
la fagocitosis de S. aureus in vitro. Sin embargo, en experiencias realizadas anteriormente en
este trabajo de tesis con células enteras de S. aureus formuladas con Iscom Matrix™ o Al(OH)s,
los mayores titulos de IgG, anti-S. aureus como anti-CP5 en sangre de los animales del grupo
Iscom Matrix™ se relacionaron con una mayor capacidad opsénica de los antisueros. La
similitud en la eficiencia de opsonizaciéon de S. aureus experimentada en este estudio por
ambos grupos inmunizados podria explicarse por los niveles similares de IgG anti-CP5 en
sangre observados entre ellos, reforzando la hipdtesis previamente discutida de que los
anticuerpos dirigidos hacia los CPs serian los responsables del aumento de la actividad
opsoénica de los antisueros (Guidry y col., 1991; Guidry y col., 1994). Si bien la determinacion
de 1gG,; anti-CP5 no ha sido evaluada en este punto, la determinacion de 1gG total engloba la
presencia de otras Ig con capacidad opsdnica, como por ejemplo 1gG;, la cual también podria
contribuir en la opsonofagocitosis de S. aureus. Por otra parte, las propiedades antifagociticas
del CIfA, también han sido previamente reportadas (Higgins y col., 2006). De hecho, la
inmunizacion de ratones con regiones peptidicas de CIfA (Gong y col., 2010), como de bovinos
con plasmidos codificantes para CIfA (Shkreta y col., 2004; Nour EI-Din y col., 2006), generaron
anticuerpos especificos que favorecieron la fagocitosis por PMN bovinos in vitro. En el
presente estudio, una contribucién de los anticuerpos dirigidos hacia el fragmento
recombinante de CIfA incluido en la formulacién multicomponente, podria haber influenciado
positivamente en la capacidad opsénica de los sueros obtenidos de los animales de dicho
grupo. Sin embargo, esta hipdtesis deberia ser confirmada mediante la comparacién de dichos
sueros con los generados por una formulacién que solamente incluya CIfA recombinante.

Tanto en el Capitulo Il de este trabajo de tesis como en estudios previos (Huseby y col.,
2007), se demostré que la B-toxina producida de forma recombinante en células de E. coli
posee actividad bioldgica frente a GR de carnero. Sin embargo, dado que no se han reportado

antecedentes del uso de dicha molécula en inmunizaciones destinadas al control de IIM por S.
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aureus (Pereira y col., 2011), no se ha evaluado si los anticuerpos dirigidos contra ella serian
capaces de neutralizar las acciones de la toxina nativa de S. aureus. Ensayos de Western Blot
realizados en este trabajo, mostraron la capacidad de los anticuerpos generados por la
formulacién con lisado de S. aureus y los antigenos rBT, rCIfA y rFnBPA, de reconocer a la nBT
de S. aureus presente en sobrenadante de cultivo del microorganismo. Esto concordaria con
los anadlisis de secuenciacién de la rBT previamente reportados en este trabajo de tesis, en los
cuales no se observaron alteraciones en la secuencia génica clonada, que puedan traducirse a
modificaciones en los aminodcidos de la proteina obtenida, respecto de la secuencia reportada
en GenBank (Projan y col., 1989). Ademas, se evalud in vitro la capacidad de estos anticuerpos
de neutralizar la actividad hemolitica de la B-toxina nativa frente a GR de carnero. Aun a altas
concentraciones de nBT, los anticuerpos generados por la inmunizacién con la formulacién
multicomponente inhibieron completamente la accién litica de la toxina. Estos resultados
concuerdan con los observados para otros antigenos de S. aureus obtenidos de forma
recombinante, en los cuales, los anticuerpos generados contra ellos fueron capaces de inhibir
la unién a las moléculas por cuales presentan afinidad y neutralizar sus acciones bioldgicas
(Schennings y col., 1993; Huesca y col., 2000). Sin embargo, la confirmacién de la funcionalidad

de los anticuerpos anti-rBT deberia evaluarse in vivo en modelos experimentales.

Debido a la naturaleza intracelular de S. aureus, la inducciéon de respuestas inmunes
celulares, especialmente de tipo citotdxicas, serian requeridas para la proteccion del huésped
frente a las IIM causadas por dicho microorganismo (Wallemacq y col., 2012). La respuesta
inmune celular y de memoria inducida por las formulaciones se evalué mediante la re-
estimulacion antigeno-especifica de células mononucleares de sangre periférica obtenida a los
2 meses post-parto, tanto de animales de ambos grupos inmunizados como de animales
control. Sélo se contd con muestras de 2 vaquillonas de cada uno de los grupos inmunizados,
lo cual impidié la realizacién de test estadisticos. Sin embargo, se observd, que un animal de
cada uno de los grupos inmunizados presentd IE elevados, en comparacién con los de los
animales control. Si bien estudios complementarios con mayor cantidad de animales son
necesarios, las respuestas linfoproliferativas desarrolladas en las muestras obtenidas a los 75
dias de aplicada la ultima dosis de vacuna en las vaquillonas inmunizadas sugieren la presencia
de clones de linfocitos especificos para el inmunégeno y el desarrollo de respuestas de
memoria. Ademas, ensayos preliminares, indican la produccién de IFN-y en respuesta a los
estimulos especificos en los animales inmunizados (No mostrado), sugiriendo la capacidad de
las formulaciones de inducir respuestas citotéxicas. En un estudio previo donde se

inmunizaron vaquillonas con dos dosis de células enteras de S. aureus CP5, o CP5 conjugado a
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albimina sérica humana, células mononucleares de sangre periférica extraidas luego de 1 afio
de inmunizacién desarrollaron respuestas linfoproliferativas in vitro hacia CP5 purificado
superiores a la de los controles sin inmunizar (Tollersrud y col., 2001). No obstante, el limitado
nimero de animales incluidos en dicho estudio impidié la deteccion de diferencias
estadisticamente significativas. En otro estudio posterior, la inmunizacién de vaquillonas
prefiadas con una mezcla de plasmidos codificantes para fragmentos peptidicos de los
antigenos CIfA y FnBP-A, desarrollé respuestas linfoproliferativas significativas luego de la
estimulacion in vitro de células mononucleares con los antigenos recombinantes (Shkreta y
col., 2004). Sin embargo, la respuesta humoral hacia los péptidos recombinantes inducida por
la formulacion resulté baja. Estas observaciones hicieron sugerir a los autores que la
inmunizacion con vacunas a ADN activarian preferiblemente linfocitos T CD4+ y CD8+, en lugar

de linfocitos B.

Entre los principales objetivos de la vacunacién contra mastitis bovinas por S. aureus, se
encuentra la disminucién de la aparicion de nuevas IIM, y por lo tanto, del contagio entre
animales (Middleton, 2008). De las 24 vaquillonas que cumplieron con los criterios de
elegibilidad para el estudio, y que se evaluaron bacteriolégicamente durante toda la lactancia,
una de cada uno de los grupos control y lisado presentaron |IM por S. aureus, mientras que un
segundo animal control mostré una infeccién transitoria. Ninguno de los animales que
recibieron la formulaciéon con lisado de S. aureus y antigenos recombinantes presentd
infeccidn por el microorganismo en condiciones de exposicidn natural. La inmunizacion de 452
vaquillonas Holstein prefiadas con 2 dosis de la vacuna MASTIVAC®, indujo la produccién de
anticuerpos especificos en sangre de las vaquillonas inmunizadas, significativamente mayores
que los hallados en los animales control. Sin embargo, un nimero muy reducido de animales
presentaron infeccion por S. aureus durante el periodo de estudio, por lo que no pudo
evaluarse estadisticamente la proteccidén especifica estimulada por la vacuna (Leitner y col.,
2003c). En un ensayo de inmunizacién con la vacuna Lysigin™ en condiciones de exposicion
natural realizado en un hato con una baja prevalencia (3%) de IIM por S. aureus, no se
observaron diferencias entre los grupos vacunado y control respecto de la incidencia de
nuevas IIM por este organismo o del recuento de células somaticas (Middleton y col., 2009). Si
bien la aparicién de nuevas IIM resulté baja (6 cuartos en total), los resultados obtenidos en
este ensayo experimental, sugeririan un efecto protectivo ejercido en las vaquillonas por la
inmunizaciéon con la formulacién multicomponente. Estudios de desafio experimentales y
ensayos a campo, seran realizados en el futuro para caracterizar la respuesta inmune de

vaquillonas inmunizadas frente a la IIM por S. aureus, asi como la capacidad de proteccién de
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la formulacién frente a infecciones naturales.

Coincidiendo con estudios previos en donde se observé la elevada prevalencia de los genes
para los antigenos FnBP o CIf de S. aureus tanto de cepas humanas como bovinas (Rice y col.,
2001; Mongodin y col., 2002; Gonano y col. 2009; Ote y col., 2011; Klein y col., 2012), las 3
cepas aisladas de IIM en este estudio presentaron los genes codificantes para dichas
moléculas. Los 3 aislamientos resultaron ademds genotipificables para los polisacaridos
capsulares; presentando dos de ellos los loci cap5 y el restante el cap8; siendo estos tipos
capsulares los mas prevalentes en nuestro pais (Camussone y col., 2012). Por otra parte, si
bien no fue posible la realizacion de analisis estadisticos de asociacién entre el
genotipo/fenotipo del microorganismo aislado y las caracteristicas de la IIM desarrollada, se
observé que los microorganismos que desarrollaron infecciones crénicas producian B-toxina in
vitro, mientras que la cepa que se aisld sélo en una oportunidad, expresd a-toxina y sélo trazas
de B. En un estudio previo en el que se infectaron glandulas mamarias de ratones con cepas
mutantes que expresan toxina B pero no a, los recuentos bacterianos luego de 48 horas
resultaron superiores con respecto a los observados en animales infectados con la cepa
doblemente mutante, sugiriendo un rol de la proteina en la virulencia in vivo (Bramley y col.,
1989). Cifrian y col. (1996a) observaron que una cepa mutante de S. gureus en el gen de B-
toxina presentd una menor adherencia en un cultivo primario de células epiteliales mamarias y
una menor proliferacion en comparacién con la cepa parental, por lo que sugirieron que la B-

toxina podia favorecer la colonizacion de la glandula mamaria bovina por S. aureus.

En conclusidn, un inmundgeno prototipico compuesto por células lisadas de S. aureus y
suplementado con las moléculas rBT, rCIfA y rFnBPA, potencid las respuestas de anticuerpos
dirigidas hacia los antigenos recombinantes, los cuales resultaron eficientes en la opsonizacidn
del microorganismo y en la neutralizacion de sus factores de virulencia in Vvitro,
posiciondndolos como buenos candidatos para ser incorporados en una formulacién destinada

a la inmunoprofilaxis de la mastitis bovina.
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CONCLUSIONES

1- Se compararon las respuestas inmunes generadas en bovinos por bacterinas de S.
aureus CP5, formuladas con un adyuvante tradicional y un adyuvante de nueva generacion. La
formulacién del inmundgeno experimental con Iscom Matrix™ potencié la respuesta inmune
humoral a través de la produccion de IgG especifica en sangre y leche y un significativo
incremento de los titulos de IgG, sanguineos, lo cual aumentd la capacidad opsonica en

comparacién con la formulacion con Al(OH)s.

2- Se obtuvo una molécula recombinante de PB-toxina de S. aureus, que presentd

actividad hemolitica para glébulos rojos de carnero.

3- Se compararon las respuestas inmunes generadas en bovinos por una bacterina y un
lisado de S. aureus CP5 formulados con Iscom Matrix™. Ambos inmundgenos indujeron
potentes respuestas humorales especificas en sangre y leche, con anticuerpos capaces de
favorecer la fagocitosis del microorganismo por PMN bovinos e inhibir su internalizacién en
células epiteliales mamarias. La formulacién con lisado bacteriano mostré un mejor
desempefio en cuanto a la produccién de anticuerpos especificos y estimulacion de citoquinas

regulatorias e inflamatorias con potencial importancia en el control de IIM por S. aureus.

4- Se obtuvo un inmundgeno prototipico compuesto por lisado de S. aureus CP5,
suplementado con las moléculas rBT, rCIfA y rFnBPA y formulado con Iscom Matrix™. Su
desempefio se compard en bovinos con el de una formulacién compuesta sélo por células
lisadas de S. gureus. La inmunizacidon de vaquillonas con el inmundgeno multicomponente
potencid la respuesta de anticuerpos en sangre y leche dirigidos hacia los antigenos
recombinantes. Los mismos resultaron eficientes en la opsonizacion del microorganismo y en
la neutralizacidn de la actividad de la B-toxina nativa de S. aureus in vitro, posicionando a estos
componentes como buenos candidatos para ser incorporados en una formulacién destinada a

la inmunoprofilaxis de las IIM bovinas causadas por S. aureus.
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APENDICE I: SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

1. MEDIOS DE CULTIVO

- Caldo Tripteina Soya

- Agar Base

- Agar Sangre

- Agar Salado

- Medio Luria - Bertani (LB)

- LB-agar

Tripteina
Peptona de soya
NaCl

K;HPO,

Glucosa

pH

Peptona

Tripteina

Extracto de levadura
Extracto de corazén
Almidén

NacCl

Agar - agar

Agar Base

Sangre bovina

Agar Base
Nacl

Peptona

Extracto de levadura
NaCl

pH

Medio LB
Agar-agar

1,7 % (p/v)
0,3 % (p/v)
0,5 % (p/v)
0,25 % (p/v)
0,25 % (p/v)
7,3

0,5 % (p/v)
1% (p/v)

0,5 % (p/v)
0,3 % (p/v)
0,1% (p/v)
0,5 % (p/v)
1,5 % (p/v)

5% (v/v)

2,5% % (p/v)

1% (p/v)
0,5 % (p/v)
1% (p/v)
7,3

2% (p/v)
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2. SOLUCIONES

Soluciones de uso general

- PBS

- PBS-Tween

- Solucién de bloqueo

Tincidon de Gram

- Cristal Violeta

- Lugol

- Decolorante

- Safranina

Ensayo de Opsonofagocitosis:

- FITC/NaCO,

- Solucién de fagocitosis

- Solucion de lisis

NacCl

KCl
Na,HPO,
KH,PO,
pH

PBS
Tween-20 (Sigma)

PBS
Leche de cabra descremada

Cristal Violeta

Yodo en cristal
loduro de K

Alcohol 96%
Acetona

Safranina

Isotiocianato de Fluoresceina
(FITC) (Sigma)

NaCO;
pH

RPMI 1640 (Sigma)
MgS0,

CaCl,

Albumina sérica bovina
pH

CI(NH),

KHCO;

137 mM
2,7M
10M
1,8 mM
7,4

0,05 % (v/v)

5% (p/v)

1% (p/v)

1% (p/v)
2% (p/v)

66,6% (v/v)
33,3% (v/v)

1%% (p/v)

0,1 mg/ml
0,1M
9

0,6 mM
2mM

0,1 % (p/v)
7,2

150 mM
1mM
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- Azul de Tripan

- Solucién de “stop”

- PBS-BrEt

- Solucién de citometria

Electroforesis en geles de agarosa

- Buffer de muestra 6X

- TAE

EDTA
pH

PBS
Azul de Tripan

NaCl
EDTA
pH

PBS
Bromuro de Etidio

PBS

EDTA

Azida sédica

Albumina sérica bovina (Sigma)
pH

Azul de Bromofenol
Glicerol

Tris-acetato pH 8
EDTA

Transformacién de bacterias por técnica cldsica

- Solucién de
transformacion (ST) 1

- ST2

Buffer Mops,
KCl
pH

Buffer Mops
KCl

CaCl,

pH

Purificacion de proteinas en columna de pseudoafinidad a Niquel

- Solucidén de siembra

Tris-HCI

Nacl
B-mercaptoetanol
Imidazol

0,1 mM
7,2

0,4 % (p/v)

0,85%
0,04%
7,2

5 mg/ml

0,5mM
0,01 % (p/v)
1% (p/v)
7,2

0,25 % (p/v)
30 % (v/v)

40 Mm
1mM

10 mM
10 mM
pH7

100 mM
10 mM
50 mM
6,5

20 mM
0,5M
1mM
5mM
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- Solucion de Lavado

- Solucién de refolding (SR) 1

- SR2

- SR3

- SR4

- Solucién de elucién (SE) 1

-SE2

- SE3

Tris-HCI

Nacl
B-mercaptoetanol
Imidazol

Tris-HCI

NacCl
B-mercaptoetanol
Imidazol

Urea

Tris-HCl

Nacl
B-mercaptoetanol
Imidazol

Urea

Tris-HCI

Nacl
B-mercaptoetanol
Imidazol

Urea

Tris-HCI

NacCl
B-mercaptoetanol
Imidazol

Urea

Tris-HCI

Nacl
B-mercaptoetanol
Imidazol

Tris-HCI

Nacl
B-mercaptoetanol
Imidazol

Tris-HCI
Nacl
B-mercaptoetanol

20 mM
0,5M
1mM
20 mM

20 mM
0,5M

1mM

5mM

3M

20 mM
0,5M

1mM

5mM

2M

20 mM
05M

1mM

5mM

1M

20 mM
0,5M
1mM
5mM
0,5M

20 mM
0,5M
1mM
50 mM

20 mM
0,5M
1mM
100 mM

20 mM
0,5M
1mM
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-SE4

Imidazol

Tris-HCl

Nacl
B-mercaptoetanol
Imidazol

Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS

- Gel de apilamiento

- Gel de separacién

- Buffer de muestra 4X

- Buffer de corrida

Tincion de Coomasie

- Solucién colorante

- Solucién decolorante |

- Solucién decolorante I

Tris - HCl pH 6.8

SDS

Acrilamida/Bisacrilamida (29:1)
TEMED

Persulfato de amonio

Tris - HCl pH 8,8

SDS

Acrilamida/Bisacrilamida (29:1)
Glicerol

TEMED

Persulfato de amonio

Tris-HCl pH 6,8
Glicerol

SDS
B-mercaptoetanol
Azul de bromofenol

Tris- HCl pH 8,3
Glicina
SDS

Azul de Coomasie G-250
Etanol
Acido acético

Etanol

Acido acético

Etanol

Acido acético

250 mM

20 mM
0,5M
1mM
500 mM

130 mM
0,05 % (p/v)
4.8 % (p/v)
0.1 % (v/v)
0.05 % (p/v)

375 mM

SDS 0.1 % (p/v)

15 % (p/v)
10 % (v/v)
0.06 % (v/v)
0.05 % (p/v)

250 mM
40 % (v/v)
8% (p/v)
10 % (v/v)
0.4 % (p/v)

25 mM
192 mM
0.1 % (p/v)

0,5 % (p/v)
45 % (v/v)
10 %(v/v)

45 % (v/v)
10 % (v/v)

10 % (v/v)
10 %(v/v)
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Actividad hemolitica

- Solucién diluyente de GR

Western Blot:
- Buffer de transferencia

- Solucién de equilibrado

Ensayos de internalizacidon

- Medio de cultivo de células
(MCC)

Linfoproliferacion in vitro

- RPMI completo

PBS
Mg(SO)s
Albumina sérica bovina

Tris - HCl pH 8,3
Glicina
Etanol

PBS

DMSO (Merck)

H,0,

Diaminobezidina (Sigma)

RPMI 1640 (Sigma)

Medio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) (Gibco)
Suero Fetal Bovino (Gibco)
L-Glutamina (Sigma)

Piruvato de Sédio (Sigma)
Buffer Hepes (Sigma)

Insulina bovina (Sigma)

Hidrocortisona (Sigma)

RPMI 1640 (Sigma)

Suero fetal bovino (Gibco)
Penicillina (Gibco)
Estreptomicina (Gibco)
amphotericin B (Gibco)

L- Glutamina (Sigma)
Piruvato de Na (Sigma)

2 mM
0,1%

25 mM
192 mM
20% (v/v)

1,5 % (v/v)
0,1 % (v/v)
0,05 %(p/v)

40%

40%
10%

2 mM
1mM
40 mM
5 pg/ml
1 pg/ml

5% (v/v)
100 Ul/ml
100 pg/ml,
0,25 pg/mL
2 mM,
1mM
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APENDICE 1I: ALINEAMIENTO DE LA SECUENCIA DE B-TOXINA PARA LA CEPA 226

(KC242859) Y LA SECUENCIA REPORTADA (Projan y col., 1989; X13404)

X13404

KC242859

X13404

KC242859

X13404

KC242859

X13404

KC242859

X13404

KC242859

X13404

KC242859

X13404

KC242859

X13404

KC242859

X13404

KC242859

1

61

61

181

181

241

241

301

301

361

361

421

421

481

10 20 30 40 50 60
N N T I T R e E e ey
aaaggagt gat aat gat ggt gaaaaaaacaaaat ccaat t cact aaaaaaagtt gcaaca 60
M MV K K T K S NS L KKV A T

............. M. M.'V.‘k..k"f.‘k‘.é.‘NIIéI.L.‘k‘.k‘.V..A“f. 60
70 80 90 100 110 120
Ch§ bl At 1 A LA Lt gt genel§ het Bachnl bt heARagEegAn 120
L AL A N L L L V A L T DN S A K A E
.L..A..L..A..N..L..L..L..v ..... A..L..f..b..N..é..A..k..A..E. 120
130 140 150 160 170 180

N R R T e T T T e e e e
t ct aagaaagat gat act gattt gaagtt agt t agt cat aacgt ttatatgttatcgacc 180
S K K DDTWDULI KLV SHNWVY ML ST

............................................................ 180
S K K DDTWDULI KLV SHNWVY ML ST
190 200 210 220 230 240
T PR B DEUEE DU BN DS DS BN DU D B
gttttgtat ccaaact gggggcaat at aaacgeget gat t t aat cggllcaat cttcttat 240
VLYPNW QY KR AD L I QS S vV
............................................... Q........... 240
V L Y P N W QY K R A D L I Q S S Y
250 260 270 280 290 300
T PR B DEUEE DU SR DT DURSE BN DU DU BN
at t aaaaat aat gat gt cgt aat at t caat gaagcat t t gat aat ggftjgcat cagalcjaag] 300
| K NN DV VI F N E A F D N A S D K
............................................... g .......[1-[@ 300
| K NN DV VI F N E A F D N A S D K
310 320 330 340 350 360
e I I I T Y I T e e e
[t at t aagt aat gt [glaaaaaagaat at cct t afjcaaacacct gt act cgglclegt t ct caa 360
L L S NVKIKEYPY QTP VL R S Q
............. B oD || DI 360
L L S NVKIKEYPY QTP VL R S Q
370 380 390 400 410 420
T I I T Y T P e e
t cagggt gggacaaaact gaaggt aget act cat caact gt t gcllgaagat ggt ggegt a 420
S W D K T E S Y S S TV A E D \Y
........................................................... 420
S W D K T E S Y S S TV A E D \Y
430 440 450 460 470 480
gcgat t gt aagt aaat at cct at t aaagaaaaaat ccageat gt t t t caaaageggt t gt 480
Al v s K Y P I KEIKI QHV F K S C
............................................................ 480
Al v s K Y P I KEIKI QHV F K S C
490 500 510 520 530 540
T I T Y T e e e
ggat t cgaffjaat gat agcaacaaaggct t t gt t t at acaaaaat agagaaaaat ggfijaag 540
F DN D S N K Fv Yy T K I E K N K
........ Q.. ... Q.. 540
F D N D S N K F Vv Y T K I E K N K
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X13404

KC242859

X13404

KC242859

X13404

KC242859

X13404

KC242859

X13404

KC242859

X13404

KC242859

X13404

KC242859

X13404
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601
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550 560 570 580 590 600

PR FEEY FEREY FEEEY PP N PR PR PR FEET PR
aacgtt cagt tat cggt acacat acacaat ct gaagatt cacgt t gt ggt gct ggacat 600
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........ L <10 0]
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610 620 630 640 650 660
P PR PR PR PR PR PR PR FETEY EEEE PR
gat cgaaaaat t agagct gaacaaat gaaagaaat cagt galclt t t gt t aaaaagaaaaat 660
DRKI RAEQMIKEI S DF V KK K N
........................................................... 660
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670 680 690 700 710 720
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730 740 750 760 770 780

B R s B I I FEETY PR P I e
gagt t caaagat at gct t aaaaact t gaat gt aaat gat gt t ct at at gcaggt cat aat 780
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790 800 810 820 830 840
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970 980 990 1000
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