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INTRODUCCION

La mastitis es la inflamacién de la glandula mamaria (GM) en respuesta a una agresion local
al tejido. El origen puede ser infeccioso, mecanico o téxico. La mayoria de los casos de
mastitis bovina se deben a infecciones intramamarias (IIM) causadas por microorganismos,
principalmente bacterias, que invaden la glandula, se desarrollan y generan productos toxicos
perjudiciales para el tejido mamario. Dicha patologia, es la mas frecuente de las vacas
lecheras y tiene efectos perjudiciales sobre el bienestar animal y la rentabilidad del
establecimiento lechero (Ruegg, 2017).

Si bien puede ser causada por numerosos agentes etiolégicos, Staphylococcus aureus es el
patdgeno contagioso mas frecuentemente aislado de casos de mastitis, tanto en Argentina
(Dieser y col., 2014), como en otros paises de gran desarrollo lechero (Bardiau y col., 2016).
Este microorganismo posee la habilidad de invadir y sobrevivir dentro de células epiteliales
mamarias (CEM), neutréfilos y macréfagos (Almeida y col., 1996; Hebert y col., 2000; Sinha 'y
Fraunholz, 2010). Esta forma de vida intracelular podria facilitar la persistencia de S. aureus
en la GM, protegiéndose de los tratamientos antimicrobianos y de las defensas inmunes del
hospedador. De esta manera, S. aureus tiende a permanecer en la GM dando origen a
infecciones crénicas que ocasionan, en muchos casos, dafios permanentes al tejido mamario
sin producir inflamacién aparente y/o manifestacién clinica (Ruegg, 2017).

Trabajos previos han demostrado que determinadas caracteristicas fenotipicas y genotipicas
de las cepas de S. aureus guardan relacion con la capacidad de adherencia, invasion y
persistencia en las células de la GM bovina (Sacco y col., 2020). En este contexto, se han
observado asociaciones entre la capacidad de formar biopeliculas, la formacién de capsula,
el grupo agr y la expresion de genes que codifican para proteinas superficiales (como las
proteinas de unién a fibronectina) con la capacidad de adherencia e invasion de S. aureus en
CEM bovinas (Pereryra y col., 2016; Sacco y col., 2020). Por otro lado, numerosos trabajos
han demostrado que este patégeno posee un conjunto de factores bacterianos asociados con
la persistencia intracelular, incluyendo el sistema Agr, el factor alternativo SigB, la a-toxina 'y
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la capacidad de formar fenotipos bacterianos alterados o variantes de colonias pequenas
(SCV) (Tuchscherr y col., 2015).

OBJETIVO
e Evaluar la capacidad de persistencia en células de epitelio mamario bovino de cepas
de S. aureus aisladas de infecciones transitorias (T) y persistentes (P), seleccionadas segun
criterios fenotipicos y genotipicos.

METODOLOGIA

Se seleccionaron 5 cepas de S. aureus con diferentes perfiles genéticos y capacidad de
adaptacion a la GM bovina. Las relaciones clonales entre los aislados se evaluaron en
estudios previos mediante electroforesis en campos pulsados (PFGE) (Pereyra y col., 2016).
Ademas, para asegurar la diversidad genética, las cepas fueron caracterizadas mediante
genotipificacion de ADN basado en microarreglos lo que permitié asignar cada cepa a un
complejo clonal (Sacco y col., 2020). Las cepas aisladas por Unica vez del cuarto mamario y
que no fueron re-aisladas durante la lactancia en muestreos consecutivos mensuales luego
del tratamiento antibiotico, fueron consideradas de baja adaptacion ala GM bovinao T (cepas:
3 y 17). Las cepas que fueron aisladas del mismo cuarto mamario durante tres o mas
muestreos consecutivos mensuales durante la lactancia en un periodo de 6 meses fueron
consideradas altamente adaptadas a la GM bovina o P (cepas: 37,1595y 5011).

Se evaluo la capacidad de las cepas de S. aureus de sobrevivir intracelularmente en una linea
de células epiteliales mamarias bovinas (Transformed mammary epithelial cells, MAC-T)
durante 4, 10, 24, 48, 72 y 96 hs post infeccién. Las monocapas de células MAC-T fueron
infectadas con las cepas de S. aureus empleando una multiplicidad de infeccién (MOI) de 30:1
bacterias/célula. Las placas se incubaron durante 2 hs a 37°C en atmésfera de 5% de CO:
para permitir la adherencia e internalizacion de las bacterias. Posteriormente, se lavaron con
una solucion de PBS estéril y se incubaron 2 hs con medio de cultivo conteniendo gentamicina
(100 pg/ml) a fin de eliminar las bacterias extracelulares. Post-incubacion, las monocapas
celulares se lavaron 2 veces con PBS 1X y se agreg6 Triton en agua destilada estéril a los
pocillos correspondientes a las 4 hs post-infeccién. Se realizaron diluciones en base 10, las
cuales se sembraron por triplicado en placas de agar manitol salado que fueron incubadas
por 24 hs a 37°C. Finalmente, se contabilizé el nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC) intracelulares recuperadas. Al resto de los pocillos se les realizé el cambio de medio
de cultivo suplementado con gentamicina (300 ug/ml) a fin de evitar el agotamiento de
nutrientes y la reinfeccidon de la monocapa por las bacterias que fueran liberadas por las
células que mueren. Este procedimiento se repiti6 cada 24 hs. Finalizado cada uno de los
tiempos de infeccién se procedié de la misma manera que se mencion6 anteriormente con los
pocillos correspondientes a las 4 hs. Estos ensayos se realizaron por triplicado para cada una
de las cepas evaluadas. El andlisis estadistico de los datos se efectu6 mediante ANOVA y
post test de Duncan utilizando el programa SPSS 11.0 para Windows.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

En todas las cepas de S. aureus estudiadas se observo una disminucién gradual del numero
de UFC recuperadas durante los diferentes tiempos de infeccion (Figura 1). No se observé
relacion entre la capacidad de este microorganismo de persistir en células MAC-T y el origen
de las cepas (T o P) para cada uno de los tiempos evaluados. A las 4 hs y 24 hs post-infeccién
se observd una diferencia significativa (p<0,05) en el numero de UFC recuperadas entre la
cepa 37 (P) y el resto. A ambos tiempos dicha cepa sobrepasé el valor medio de bacterias
recuperadas de las cepas restantes. Las cepas 5011,1595, 37 (P) y 17 (T) lograron persistir
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en el interior de las células MAC-T durante 48 hs. Mientras que la cepa 3 (T) mostré una mayor
capacidad de supervivencia intracelular recuperandose hasta 96 hs post-infeccion.
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Figura 1. Supervivencia intracelular de cepas de S. aureus en células MAC-T. Diferentes letras
indican diferencias significativas (p<0,05).

En funcién de los resultados se puede concluir que la capacidad de supervivencia intracelular
de las cepas de S. aureus en células MAC-T no se asocid con el origen de las mismas (T o
P). La expresion diferencial de numerosos genes que codifican para proteinas de adherencia,
invasion y supervivencia intracelular, podrian explicar el comportamiento particular de cada
una de las cepas de S. aureus en la compleja red de interaccion patégeno-hospedador. Estos
resultados constituyen el paso inicial para investigar si la capacidad de persistencia en células
MAC-T de las cepas se relaciona con la expresion diferencial de factores de virulencia
asociados al proceso de infeccidn, por lo que se proponen ensayos futuros de evaluaciéon de
la expresion génica de estos factores en las cepas de S. aureus a diferentes tiempos post-
infeccion.
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