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murino luego de la inoculacién de 1x10° UFC/glindula de las cepas A (17) y B
(5128) de S. aureus y de solucion fisiolégica (grupo control) en diferentes
tiempos.

Inmunomarcacioén de linfocitos t con CD4 en tejido de glindula mamaria murina
(96 hs pi).

Numero de linfocitos CD4 positivos/mm” en tejido mamario murino luego de la
inoculacién de 1x10° UFC/glindula de las cepas A (17) y B (5128) de S. aureus
y de solucién fisiolgica (grupo control) en diferentes tiempos.

Inmunomarcacién de linfocitos con CD8en tejido de glindula mamaria murina
(96 hs pi.) Las flechas muestran linfocitos reactivos al cromégeno utilizado.

Numero de linfocitos CD8 positivos/mm” en tejido mamario murino luego de la
inoculacién de 1x10° UFC/glindula de las cepas A (17) y B (5128) de S. aureus
y de solucién fisiolgica (grupo control) en diferentes tiempos.

Inmunomarcacién de linfocitos B con anti CD79 en glindula mamaria murina
(264 hs post inoculacion.)

Nimero de linfocitos CD79 positivos/mm” en tejido mamario murino luego de
la inoculacién de 1x10° UFC/glandula de las cepas A (17) y B (5128) de S.
aureus y de solucién fisiolégica (grupo control) en diferentes tiempos.
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RESUMEN

Staphylococcus aureus es el principal agente causante de mastitis bovina en Argentina y
en el mundo. Esta bacteria ocasiona infecciones crénicas que generan importantes
pérdidas a los productores y la industria lechera. El objetivo general de esta tesis fue
investigar aspectos de la interaccion patdgeno-hospedador y caracterizar la respuesta
inmune inducida, durante la infeccion mamaria experimental en un modelo murino, con
cepas de S. aureus seleccionadas segun criterios clinicos, epidemiolégicos, fenotipicos y
genotipicos que permitan establecer diferencias y asociaciones entre las mismas. Se
realizaron ensayos in vitro en células epiteliales mamarias bovinas a los fines de
estudiar la interaccion patdgeno-hospedador. Por otra parte, se realizaron ensayos in
vivo desarrollando un modelo de mastitis en raton a los fines de caracterizar aspectos de
la respuesta inmune del hospedador frente a la infeccion con bacterias diferenciadas en
base a su comportamiento clinico y a criterios fenotipicos y genotipicos. Los aislados
procedentes de infecciones intramamarias (IIM) clinicas y subclinicas se agruparon en
diferetnes pulsotipos demostrando una elevada diversidad genética. La invasion al
epitelio mamario y la expresion de genes de adherencia y formacion de biofilm se
encontr6 ligada a cada aislado de S. aureus, sin mostrar asociacion con el tipo de
infeccion establecida en la glindula mamaria bovina. Las velocidades de crecimiento en
cultivo se asociaron con las caracteristicas de la IIM. La respuesta inmune del
hospedador fue diferente para cada cepa evaluada reflejando el comportamiento clinico
observado en bovinos. Los resultados obtenidos aportan nuevos conocimientos sobre la
interaccion patogeno-hospedador a nivel de la glindula mamaria y pueden ser de
utilidad al momento de planificar la formulacion de compuestos inmunoprofilicticos

contra la mastitis bovina.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is the major causative agent of bovine mastitis in Argentina and
the world. This microorganism causes chronic infections that generate significant losses
to farmers and the dairy industry. The overall objective of this thesis was to investigate
aspects of the host-pathogen interaction and characterize the induced immune response
during experimental mammary infection in a mouse model, with strains of S. aureus
selected based on clinical criteria, epidemiologic, phenotypic and genotypic that
establishes differences and associations between them. In vitro assays were performed
on bovine mammary epithelial cells in order to study the host-pathogen interaction.
Moreover, in vivo studies were conducted to develop a model of mastitis in mouse in
order to characterize aspects of the host immune response against infection with bacteria
differentiated based on their clinical behavior and genotypic and phenotypic criteria.
The isolated from clinical and subclinical intramammary infections (IMI) were grouped
mnto different pulsotypes showing a high genetic diversity. The invasion of mammary
epithelium and expression of adhesion and biofilm genes was linked to each isolated of
S. aureus, showing no association with the type of infection established in the bovine
mammary gland. Rates of growth in culture were associated with the characteristics of
the IMI. The host immune response was different for each strain evaluated reflecting the
clinical behavior observed in cattle. The findings provide new insights into host-
pathogen interactions at the level of the mammary gland and can be helpful when

planning the development of immune prophylactics compounds against bovine mastitis.






1. Introduccion

1.1. Mastitis bovina

1.1.1. Generalidades

La mastitis bovina es una inflamacién de la gldndula mamaria (GM) en respuesta
a una agresion local al tejido mamario que puede ser de origen infeccioso, mecdnico o
toxico. Sin embargo, la gran mayoria de los casos de mastitis se deben a infecciones
intramamarias (IIM) causadas por microorganismos, principalmente bacterias, que
invaden la glindula, se desarrollan y generan productos téxicos perjudiciales para el
tejido mamario (Shalm y col, 1971).

La ocurrencia y la intensidad de un caso de mastitis dependen de numerosos
factores que estin asociados al animal infectado, a la bacteria patégena y al medio
ambiente en que ambos se encuentren. El medio ambiente estd a su vez determinado
principalmente por las condiciones de manejo que se utilizan. Esta caracteristica
multifactorial convierte a la mastitis en un problema complejo que requiere un abordaje
multidisciplinario (Reza, 2000; Menzies y Ramanoon, 2001).

Se han descripto mds de 140 microorganismos que causan mastitis, incluyendo
especies de bacterias, hongos, micoplasmas y algas (Castro y col, 2006). Las
infecciones por bacterias invasoras u otros microorganismos (hongos y virus) son las
principales causas de la enfermedad (Wattiaux, 2001; Castro y col, 2006).

La inflamacién de la GM es inducida cuando los microorganismos patdgenos
penetran en la ubre via canal del pezdn, superando los mecanismos defensivos y
multiplicindose en el tejido mamario, dafiando el 6rgano y alterando la composicion
normal de la leche (Hillerton y Berry, 2005; Castro y col, 2006). Uno de los
indicadores mds importantes para comprobar el estado de salud de la GM es el recuento
de células somiticas (RCS) en leche, que indica la respuesta inflamatoria a una 1IM
(Castro y col, 2006). Cuanto, mayor es el grado de inflamacién que presenta la
gldndula, aumenta el RCS, lo cual estd asociado a una menor calidad y cantidad de
leche producida (Bedolla y Ponce De Le6n, 2008).

La constitucién anatémica de la ubre, la expone constantemente a lesiones y
agentes patologicos de diversos origenes. El propdsito de la respuesta inflamatoria es
destruir o neutralizar al agente causal y preparar a la GM para el retorno a su funcion

normal (Philpot y Nickerson, 2000).
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1. Introduccion

1.1.2. Importancia econémica

La mastitis bovina es una de las enfermedades mds importantes que afecta
mundialmente a la industria lechera. Esta enfermedad ocasiona grandes pérdidas
econdémicas debido a la disminucién en el rendimiento de la leche (Wellenberg y col,
2002; Rabello y col., 2005), al aumento en el nimero de tratamientos de casos clinicos y
al desecho temprano de vacas (Saran y Chaffer, 2000; Nash y col, 2003). Ademads,
provoca 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
para el tratamiento de casos clinicos y a la potencial emergencia de bacterias resistentes
(De Vliegher y col, 2012).

A nivel mundial, las pérdidas causadas por mastitis bovina son de
aproximadamente 35 mil millones de pesos anuales y representa el 70 % de los gastos
totales para los ganaderos lecheros (Philpot y Nickerson, 1992; Dos Santos y col., 2002;
Welleberg y col, 2002). En Argentina, a pesar del avance en el control de mastitis en
los ultimos 15 afios, la prevalencia de la enfermedad sigue siendo elevada. La media
geométrica de los valores de RCS en leche de tanque, sobre un nimero aproximado de
6.640 tambos, entre agosto de 2012 al mismo mes de 2013, fue de 374.500 cél/ml
(MinAgri, 2013). Considerando que las pérdidas econdémicas, solamente por menor
produccién, son al menos del 5% del total de leche producida, y teniendo en cuenta que
la produccion mensual promedio de esos establecimientos lecheros fue de 592 millones
de litros se puede estimar en forma conservadora una pérdida anual cercana a los 355,2
millones de litros solamente para esos tambos. En un estudio reciente realizado sobre
mas de 2.000 bovinos en la cuenca lechera 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 dos veces superior en vaquillonas respecto a vacas.
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 ordefe, de $4,3/vaca/dia

(Larriestra y Vissio, 2012).
1.1.3. Formas de manifestacion

La mastitis bovina puede clasificarse en clinica y subclinica dependiendo de la

presencia de signos evidentes de enfermedad (Dos Santos y col., 2002; Castro y col,
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2006) y en cronica, aguda e hiperaguda dependiendo de la persistencia del patdgeno y
de la severidad con que la ubre reaccione ante el agente infeccioso (Reza, 2000).

A la mastitis clinica se la reconoce por su aparicion repentina y por los cambios
macroscopicos en la ubre y/o en la leche (Tollersrud y col., 2000; Gasque GOmez,
2008). La inflamaciéon de la glindula varia de un edema ligero a una inflamaciéon
dolorosa, caliente y consistente. La secrecidon de la leche disminuye y puede tener
apariencia de suero sanguineo. A menudo se evidencian signos sist¢ micos, como fiebre,
pérdida de apetito, que en algunos casos pueden conducir a la muerte del animal
(mastitis clinica hiperaguda). Suseveridad varia entre estados agudos y crénicos durante
el transcurso de la enfermedad (Wattiaux, 2001).

La mastitis subclinica no se reconoce a menos que se realice alguna de las
pruebas de campo y laboratorio; como la prueba de Mastitis California, la medicion de
conductividad eléctrica, el conteo leucocitario en leche, la prueba de Mastitis
Wisconsin, pruebas quimicas (deteccion de albimina, cloro, proteina, lactosa vy
globulina) y pruebas microbiologicas en muestras de leche (Gasque Gémez, 2008).
Dado que la enfermedad transcurre sin provocar una inflamacion glandular visible, ni
cambios organolépticos de la leche, es dificil detectarla (Castro y col., 2006). Sin
embargo, el RCS en la leche se encuentra elevado, al igual que el nimero de
microorganismos. Esto se encuentra acompafiado de una disminucién del nivel de
produccién de la secrecion lactea, asi como de la alteracion de la composicion de dicho
producto (Heringstad y col., 2000).

La reduccion en la capacidad de sintesis y secrecion de la GM en las mastitis
subclinicas es responsable del 70 % (Philpot y Nickerson, 1992) al 75 % (NMC, 1996)
del total de las causas de pérdidas; mientras que el resto de las mermas econdémicas son
ocasionadas por la mastitis clinica. Los animales con mastitis subclinica son reservorios
de microorganismos patégenos y pueden contagiar a otras vacas sanas y en algunos
casos el estado subclinico puede volverse clinico (Wattiaux, 2001; Hillerton y Berry,
2005). Este tipo de manifestacion es el que causa mayores perjuicios a los productores
lecheros debido a su elevada prevalencia y carencia de sintomas evidentes, lo que
contribuye a que animales asintomadticos actien como reservorios de la enfermedad y
contribuyan a la rdpida propagacion de la bacteria dentro del rodeo (Bradley y col,
2007).

Ademds, segin la persistencia de la infeccion, ésta puede clasificarse en:
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Aguda: corto plazo o transitoria, con cura o reversidon espontinea de la
enfermedad.

Crénica: largo plazo, infeccion persistente. La etapa terminal consiste en la atrofia
de la glandula.

1.1.4. Principales patégenos causantes de mastitis

Se han identificado al menos 140 especies de microorganismos como agentes
etiologicos de mastitis bovina (hongos, micoplasmas, algas, entre otros) (Watts, 1988);
sin embargo entre los mds comunes se encuentran las bacterias. Dependiendo de su
habitat principal y de su forma de transmision, las bacterias causantes de mastitis han
sido divididas en patdégenos contagiosos y ambientales (Bedolla y Castafieda, 2003).

Los patégenos ambientales se encuentran en el ambiente donde vive la vaca;
pasturas, cama, excremento, entre otros, (Smith y Hogan, 1993) y pasan a la ubre en los
periodos entre ordefie. Al no estar adaptados a la GM, algunos de estos patégenos
producen respuestas inflamatorias importantes que se traducen en casos de mastitis
clinica que suelen durar poco tiempo. Incluyen un grupo heterogéneo donde se
encuentran bacterias Gram positivas como Streptococcus dysgalactiae (Smith y Hogan,
1997), Streptococcus uberis y los estafilococos coagulasa negativos (ECN) y por otra
parte, bacterias Gram negativas representadas principalmente por coliformes (Smith y
col, 1985; Oliver, 1988). El reservorio primario de estos patégenos es elambiente de la
vaca, y la exposicion de los cuartos no infectados a los patdgenos ambientales puede
ocurrir en cualquier momento durante la vida del animal (Zadoks, 2002). La mastitis
ocasionada por patdgenos ambientales es el principal problema que afecta a los rodeos
lecheros bien manejados, que aplican un programa de control basado en higiene y
terapia antibidtica de los patdgenos contagiosos de la mastitis (Calvinho y col, 1998).

Los patégenos contagiosos viven y se multiplican sobre y dentro de la GM
infectada, ademds se propagan entre cuartos de un mismo animal o de un animal a otro,
principalmente durante procedimientos de ordefie poco higiénicos (Zadoks y col., 2001;
Rossitto y col.,, 2002). Este grupo incluye: Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, especies de Mycoplasma spp. y Corynebacterium spp. (Djabri y col., 2002;
Tenhagen y col, 2006; Smulski y col, 2011).

Esta clasificacion cldsica es de uso muy difundido, aunque la evidencia mas

reciente sugiere que muchos patdgenos ambientales pueden comportarse como
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contagiosos y viceversa, aportando un grado mds de complejidad al abordaje de esta

enfermedad.

1.2. Mastitis por Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria inmdvil Gram positiva, esférica y
usualmente agrupada en racimos, anaerobia-aerobia facultativa, no esporulada, catalasa
positiva. Esta bacteria produce generalmente la enzima coagulasa, fermenta el manitol u
otros azucares, formando dcido pero no gas (Kloos y col, 1986). Su crecimiento ocurre
en un amplio rango de temperaturas (6.5 a 50°C), siendo su temperatura 6ptima 30-
40°C. Staphylococcus aureus tolera altas concentraciones de cloruro de sodio (Figura
1). Se destruye facilmente por altas temperaturas y por casi todos los agentes
desinfectantes, por lo cual la presencia de esta bacteria en alimentos procesados o en
equipos indica generalmente higiene deficiente o contaminacidn post proceso por causa

humana (Todar, 2011).

Figura 1: Colonias y caracteristicas morfolégicas de Staphylococcus aureus. (A)
Crecimiento de S. aureus en placa de agar sangre. Colonias doradas y PB-hemoliticas
caracteristicas de S. aureus. (B) Tincién de Gram de S. aureus. Se observan cocos dispuestos en
tétradas y en racimos caracteristicos del género Staphylococcus. Adaptado de Gonzalez (2013).

Dentro de los patégenos contagiosos de mastitis, Staphylococcus aureus es el
agente etiologico de mayor prevalencia tanto en Argentina (Calvinho y Tirante, 2005),
como en otros paises de gran desarrollo lechero (Zecconi y col, 2005). Aunque S.

aureus puede causar mastitis aguda y clinica con alteracién macroscépica de la leche, la
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forma mds frecuente de presentacion es la subclinica con tendencia a la cronicidad, sin
alteracion macroscépica de la leche, pero con recuentos elevados de células somadticas y
persistencia de las bacterias en la GM (Bardiau y col., 2014).

Debido a que la mayoria de las IIM causadas por S. aureus son subclinicas, con
frecuencia no son detectadas. Clasicamente, S. aureus se ha caracterizado como un
patégeno extracelular (Finlay y Cossart, 1997). Sin embargo, un niimero creciente de
estudios ha demostrado la habilidad de S. aureus de invadir y sobrevivir dentro de
varios tipos celulares del hospedador, incluyendo células epiteliales mamarias (CEM),
neutréfilos y macréfagos (Almeida y col, 1996; Hebert y col., 2000), lo cual contribuye
a su persistencia en numerosas enfermedades en animales y seres humanos (Gresham y
col, 2000). Estas particulares caracteristicas patogénicas de S. aureus determinan que
no sea efectivamente controlado por las medidas preventivas y terapéuticas tradicionales
(Zhao y Lacasse, 2008), tendiendo a producir infecciones crénicas que ocasionan, en
muchos casos, dafos permanentes al tejido mamario. En este sentido, las mastitis por S.
aureus producen mis dafio al tejido mamario que las causadas por otros
microorganismos contagiosos y pueden generar disminuciones en la produccion lictea
hasta de un 45% por cuarto infectado y un 15% por animal (Roberson, 1999).

La infeccion de la GM ocurre generalmente por via ascendente. Los
microorganismos pasan a través del canal del pezon hacia la cisterna del mismo y
pueden en consecuencia establecerse en un drea de tejido secretorio (Anderson, 1983).
Al comienzo se verdn dafiadas s6lo pequefias dreas del cuarto afectado, con pérdida
funcional de los alvéolos involucrados. Las células epiteliales que revisten los alvéolos
y pequefios conductos mamarios degeneran, mueren y son descamadas. Este material,
mds los leucocitos y la fibrina producen codgulos que bloquean los conductos mayores,
impidiendo la remocién de la leche que proviene de dreas atn funcionales. La leche
acumulada, que no puede ser drenada trae al menos dos consecuencias negativas: 1)
regresion prematura del tejido secretor por aumento de la presion intramamaria y por los
efectos inhibidores del factor proteico inhibidor de la secreciéon de leche (FIL); esta
regresion puede ser permanente sin recuperacion de la funcionalidad del tejido por el
resto de la lactancia y 2) la leche residual “atrapada” se transforma en un medio de
cultivo ideal para que progrese la infeccion. Los conductos cerrados pueden reabrirse,
liberando bacterias a otras partes del cuarto infectado. Este proceso se repite una y otra
vez en cuestion de dias o semanas, perpetuando un ciclo continuo de infecciones en

areas vecinas. Durante los estadios tempranos, el dafio tisular es minimo y generalmente
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reversible. Si las bacterias sobreviven, los microabscesos irdn aumentando de tamafio
hasta hacerse clinicamente palpables. El curso cronico de la mastitis por S. aureus
implica destruccidon de alvéolos, oclusién de conductos galactéforos y regresion del
epitelio alveolar, que es reemplazado por tejido fibroso afuncional (Corbellini, 1996;
Akers y Nickerson, 2011). Este tipo de infecciones usualmente responden en forma
deficiente a los tratamientos antimicrobianos lo que se traduce en graves pérdidas
econdmicas para el productor.

Estudios in vitro han demostrado que S. aureus se adhiere a la CEM y a
componentes de la matriz extracelular y posteriormente la invade. La adhesion es un
requisito previo y un paso temprano crucial para la infeccidon de la GM. Staphylococcus
aureus puede escapar del interior del fagosoma al citoplasma de la CEM e inducir la
apoptosis (Bayles y col., 1998). En vacas crénicamente infectadas, se ha demostrado la
presencia de S. aureus viables en el interior de macréfagos y en células alveolares
aisladas de leche (Hebert y col.,, 2000). Por lo tanto, la infeccién subclinica repetida
puede resultar de la existencia intracelular de la bacteria preserrvada de las defensas del
hospedador asi como del efecto de los antibidticos.

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 el tipo y concentracién de
los factores de virulencia bacterianos (Fournier y col., 2008). Estudios recientes han
demostrado la asociacion entre genotipos y factores de virulencia de S. aureus con las
manifestaciones clinicas y comportamiento epidemioldgico de las [IM causadas por este
microorganismo, que ponen en perspectiva atributos que favorecerian la persistencia de
las infecciones mamarias (Haveri y col, 2007; 2008; Fournier y col., 2008; Piccinini y
col, 2010; 2012). Teniendo en cuenta estos antecedentes, las interacciones entre
microorganismos, sistema inmune del hospedador y factores ambientales pueden
modular el progreso o resolucion de la enfermedad (Piccinini y col., 2012).

El patrén de IIM causadas por S. aureus difiere frecuentemente entre rodeos y
estas diferencias podrian estar relacionadas con distintas caracteristicas de las cepas
(Zecconi y col, 2005; 2006), aunque otros estudios sugieren que solo pocos clones
estarian involucradas en el desarrollo de la mastitis bovina (Akineden y col., 2001;
Zecconi y col, 2006, Buzzola y col., 2007). La importancia de evaluar la combinacion
de factores de virulencia de S. aureus se ha enfatizado recientemente tanto en medicina

humana como en veterinaria (Haveri y col, 2005; 2007; Le Maréchal y col., 2011;
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Melchior y col., 2011, Szweda y col, 2012; Bardiau y col., 2014) y los resultados
obtenidos avalan la teoria de que el progreso de la I[IM hacia la resolucién o hacia la
cronicidad podria estar relacionado con las caracteristicas de la cepa y con la expresion

de combinaciones especificas de factores de virulencia.

1.2.1. Estructura y factores de virulencia de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus posee una pared celular compuesta por una gruesa capa de
péptidoglicano asociada a 4cidos teicoicos, proteinas estructurales y otros compuestos
(Castro y col.,, 2006). La membrana celular es una estructura bilaminar convencional, en
cuya capa mds externa se encuentran anclados dcidos lipoteicoicos unidos por un puente
disacarido a un glicolipido (Murray y col, 2005).

El crecimiento y la supervivencia de esta bacteria dependen de su capacidad para
adaptarse a los cambios del medio ambiente. Es por ello que S. aureus ha desarrollado
diversos mecanismos para superar esos cambios, sobre todo en una infeccidon. Durante
la fase exponencial del crecimiento, el metabolismo de estas bacterias es rdpido y
eficiente para garantizar un crecimiento constante. A medida que transcurre el tiempo
dejan de multiplicarse y el metabolismo celular se reorganiza para la supervivencia a
largo plazo bajo condiciones desfavorables (Harris y col, 2002).

La mayoria de las infecciones causadas por S. aureus se deben a sus mdltiples
factores de virulencia. Estos actiian de manera coordinada para promover la infeccion,
lo que dificulta el estudio del rol preciso que cumple cada factor en la patogenia de las
IIM (Zecconi y Scali, 2013). Sin embargo, se han descripto correlaciones entre cepas de
S. aureus aisladas de mastitis bovina y la expresion de determinados factores de
virulencia, lo cual permite inferir sobre el modo en que estos factores contribuyen al
desarrollo de la infeccién (Melchior y col, 2011, Szweda y col., 2012; Bardiau y col,
2014).

En estudios previos sobre IIM persistentes se ha observado que las cepas
bacterianas que causan este tipo de infeccion difieren de las que causan infecciones
transitorias. Estas diferencias entre cepas fueron estudiadas usando técnicas de
tipificacion molecular descriptivas (Haveri y col., 2007; 2008; Founier y col, 2008;
Graber y col., 2009; Ote y col, 2011), encontrdndose ademas, diferencias funcionales
en ensayos in vitro. Estos ensayos funcionales incluyeron adhesion e invasion a las
CEM (Tuchscherr y col., 2005; Buzzola y col., 2007; Bardiau y col., 2014) y dindmica

del crecimiento bacteriano en macréfagos mamarios (Lewandowska-Sabat y col., 2013).
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Por su parte, Schukken y col. (2011) sugieren que la adaptacion de las cepas dominantes
al hospedador daria lugar a infecciones asociadas con patrones de enfermedad
clinicamente menos severa y mayor oportunidad de permanencia y transmision en el
rodeo. Dado que diferentes cepas de S. aureus utilizan estrategias de infeccidon y
supervivencia unicas, se ha teorizado que la respuesta inmune del hospedador también
variard de acuerdo con la cepa infectante (Kim y col, 2011).

Entre la gran variedad de factores de virulencia, S. aureus produce toxinas
extracelulares (o, B, vy y O hemolisinas, enterotoxinas, leucocidina), enzimas
(estafiloquinasas, lipasas, esterasas, proteasas, nucleasas), proteinas asociadas a la pared
celular (proteina A, proteina de unién a coldgeno, proteina de unién a fibronectina,
proteina de unién a fibrindgeno, proteina de unién a elastina), polisaciridos capsulares
(PC) y biofilm (Garzoni y Kelley, 2009). 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 expresion
bifdsica de los factores de virulencia cumpliria con la funcién de organizar el proceso de
infeccion. Inicialmente, las adhesinas de superficie reconocerian las estructuras del
hospedador facilitando la colonizacién, seguido por la multiplicacién del
microorganismo y la secrecion de toxinas y enzimas (Lowy, 1998). Sin embargo, se ha
postulado que para lograr la persistencia intracelular, S. aureus debe evitar la respuesta
inmune e inflamatoria del hospedador, para lo cual regularia negativamente la expresion
de factores de virulencia. Esta fina red regulatoria seria la clave en la patogénesis de la
infeccidn crénica por S. aureus, permitiendo la adaptacidon del microorganismo a los
cambios del microambiente durante el curso de la infeccién, y su supervivencia y
persistencia intracelular (Tuchscherr y col, 2010).

En la dltima década numerosos genes de virulencia de S. aureus (spa IgG-binding,
spa X-region, nuc, clfA, clfB, coa, hla, hlb, fnbA, fnbB, cap, agrl, agrll, agrlIll, icaA,
icaD, icaC, bap) han sido descriptos en aislamientos provenientes de mastitis bovina
(Haveri y col., 2007; Reinoso y col., 2008; Bardiau y col., 2014). Ademds, ciertos genes
pueden estar asociados con determinantes de resistencia a antimicrobianos (mecA, blaZ)
e hipervirulencia (genes que codifican Panton-Valentine leucocidina) (Haveri y col,
2007). Por otra parte, se ha demostrado que S. aureus posee diferentes habilidades para
colonizar el tejido y diseminarse dentro de la GM y que estas diferencias son debidas a

la expresion de los factores de virulencia (Zecconi y col, 2006; Fournier y col., 2008;
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Piccinini y col,, 2010; 2012; Klein y col., 2012), los cuales influyen en la difusién en el
rodeo. Considerando estos antecedentes, para lograr avances futuros en el control de la
mastitis bovina por S. aureus, los estudios deberian enfocarse en incrementar los
conocimientos sobre las cepas especificas que causan infecciones persistentes en el

rodeo.

1.2.1.1. Adhesinas

La adhesion representa una fase fundamental en la patogénesis de S. aureus,
donde este patdgeno expresa una amplia variedad de moléculas que colaboran en el
proceso, denominadas adhesinas (Zecconi y Scali, 2013). Estas moléculas median la
adhesion a diferentes sustratos en el hospedador. Estas proteinas de adherencia estidn
involucradas en el proceso infectivo temprano, son expresadas en la superficie del
organismo patdgeno y se consideran moléculas importantes bajo el punto de vista
inmunoldgico (Foster, 2005) resultando blancos interesantes para el desarrollo de
futuras vacunas.

Como se ha mencionado, S. aureus expresa un amplio rango de factores de
virulencia, incluyendo proteinas de la superficie que se unen en forma covalente a los
péptidoglicanos, las cuales son conocidas como proteinas de unién a la pared (del
inglés: cell wall-anchored, CWA). Estas proteinas de superficie son cruciales para el
éxito del microorganismo como comensal o como patégeno. Foster y col. (2014) en una
reciente revision, proponen dividir a las CWA en cuatro grupos sobre la base de la
presencia de motivos que se han definido en base al andlisis de la estructura y funcion.
El grupo mas prevalente son las adhesinas que pueden estar ancladas en la superficie de
la bacteria definidas como "Componentes de la Superficie Microbiana que Reconocen
Moléculas Adhesivas de la Matriz" bajo las siglas en inglés MSCRAMM (microbial
surface components recognizing adhesive matrix molecules). Entre ellas se encuentran
las proteinas de union a fibronectina A y B (FnBP-A, FnBP-B), la proteina A (SpA),
factor de agregacion (Clumping factor, CIf) A y B (CIfA y CIfB), entre otras (Joh y col,,
1999). Otro grupo de adhesinas son las designadas SERAMs (secretable expanded
repertoire of adhesive molecule). Estas proteinas poseen la capacidad de ser secretadas
al medio y luego volver a unirse a la superficie bacteriana. A este grupo pertenecen la
proteina de unidén a la matriz extracelular (Emp), adhesina de unién a coligeno (Cna),
proteina de union al fibrindgeno extracelular (Efb) y proteina de adherencia extracelular

(Eap) (Nitsche-Schmitz y col., 2007).
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La Figura 2 resumen las funciones principales de las proteinas de unién a la pared
(CWA) de S. aureus, entre las cuales se incluye a las MSCRAMMs, y su contribucién a

la evasion de la respuesta inmune del hospedador.
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Figura 2: Funciones de las proteinas de uniéon a la pared celular (CWA) de S. aureus. Las
proteinas de unién a la pared celular (CWA), que se encuentran reguladas por hierro, se unen a
la hemoglobina y transportan el grupo hemo a través de la pared celular y la membrana al
citoplasma, donde el hierro queda libre. La Proteina A actda como un superantigeno para los
linfocitos B y altera la respuesta inmune adaptativa y la memoria inmunoldgica. La fagocitosis
por los neutréfilos es inhibida por la unién de proteinas CWA a la IgG mediante la reduccion
del nivel de receptores de neutrdfilos a la opsonina C3b del complemento. Las proteinas CWA
promueven la adhesion de S. aureus a la matriz extracelular. Las interacciones entre proteinas
CWA sobre las células adyacentes contribuyen a la fase de acumulaciéon de la formacién de
biopeliculas. Las Proteinas CWA interactian directa o indirectamente con las integrinas y
promueven la invasion a las células hospedadoras. Las bacterias intracelulares pueden causar la
apoptosis o necrosis de la célula hospedadora o pueden entrar en un estado de repsoso como el
de las bacterias conocidas como “small colony variants™ de S. aureus. Mediante la unién y la
activacion al receptor TNFR1 en las células epiteliales, la proteina A desencadena la sintesis de
citoquinas como IL-6 y el factor de transcripcién nuclear-kB causando inflamacién, lo que
contribuye a la patogénesis (Adpatado de Foster y col., 2014).

Por otra parte, S. aureus puede valerse de adhesinas para interaccionar con
proteinas extracelulares del hospedador como ser: coligeno (Holderbaum, 1986)
fibronectina, fibrindgeno, entre otras (Fowler y col., 2000). Una vez que el patdgeno
invadié la GM, debe superar la accion expulsiva del ordefie frecuente. Es por ello que la

adherencia, supervivencia y multiplicacién de S. aureus en el epitelio mamario son
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eventos tempranos decisivos en la patogénesis de la infeccion. Este comportamiento
protegeria al patdgeno de la respuesta inmune innata del hospedador y del tratamiento

con antibidticos y contribuiria a su persistencia en el tejido mamario (Hebert y col,
2000).

Proteinas de union a fibronectina (FnBP)

A pesar de la presencia de numerosas adhesinas en el microorganismo, la
patogénesis estaria relacionada esencialmente con la expresion de proteinas de
superficie de unidn a fibronectina (fibronectin binding proteins (FnBP) (Fowler y col,
2000). Las proteinas FnBP-A y FnBP-B estdn codificadas por los genes fnbA y fnbB
localizados en tindem en el cromosoma, y se encuentran ancladas a la pared celular de
S. aureus. Cada FnBP posee tres copias de un motivo D, llamadas D1, D2 y D3. Cada
dominio D puede unirse individualmente a fibronectina (Fn) aunque con baja afinidad,
pero al disponerse en tdndem conforman un dominio de unién DI1-3 de alta afinidad
(Jonsson y col, 1991) (Kd= 51.8 nM), de modo que la reaccidén es practicamente
irreversible bajo condiciones fisiologicas (Maxe y col, 1986). Adicionalmente, la
interaccion indirecta de FnBP-A con integrinas a5f1 de la célula hospedadora
desencadena eventos de seflalizacion intracelular, reorganizacion de moléculas de actina
e internalizacion de la bacteria a través de mecanismos que dependen enteramente de las

células hospedadoras (Dziewanowska y col., 1999) (Figura 3).

Staphylococcus aureus

FnBPs

Membrana de la " Integrinas asP:
célula hospedera

itegrinas

Figura 3: Modelo del mecanismo de invasion de S. aureus. Las proteinas de unién a
fibronectina (FnBP) de S. aureus se unen a través de fibronectina (Fn) de la célula hospedadora
como molécula puente con los principales receptores celulares de Fn, las integrinas asf3;. Esto
conduce a la reorganizacién de la actina-F y a la invasién de la célula hospedadora. Adaptado de
Sinha y col. (2010).
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Aquellas cepas que no expresan estas proteinas presentan una reduccidn
importante en la capacidad de invasion in vitro a células del epitelio mamario bovino;
mientras que cepas con mutaciones en genes que codifican otras proteinas de superficie
(clumping factor y proteina A) se internalizan s6lo con una eficiencia levemente menor
(Dziewanowska y col, 1999). En un estudio realizado con una mutante isogénica de S.
aureus deficiente en ambas FnBPs, se observé una disminucién del40% en la capacidad
de esta cepa de adherirse a una linea de células epiteliales mamarias bovinas (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 ratén en
presencia de suero fetal bovino carente de Fn, el nivel de invasidon se redujo
considerablemente, comparado con el uso de suero fetal bovino completo. En un estudio
posterior, Brouillette y col. (2003) utilizaron un modelo de mastitis en ratdn para
evaluar una cepa de S. aureus mutante carente de los genes fnbA y fnbB y una salvaje.
La presencia de las FnBPs en la cepa salvaje incrementd la capacidad bacteriana de
colonizar las GMs, atin bajo la presion ejercida por el amamantamiento, comparada con
la cepa mutante.

Otro hecho que resalta la importancia de estas moléculas en la patogénesis de la
infeccidn por S. aureus es su presencia en la mayoria de las cepas de origen bovino. En
un estudio realizado en Bélgica a partir de 229 cepas de S. aureus aisladas de mastitis
bovina, la amplificacion del gen codificante para la FnBP-A resulté positiva en el 84%
(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 expresion durante la fase de crecimiento

exponencial in vitro, en estudios de PCR cuantitativa (Klein y col., 2012).

Proteina de unioén al fibrin6geno (CIf)

Uno de los factores de virulencia mds valiosos para S. aureus es el receptor de
fibrin6geno de superficie celular o también denominado factor de agregaciéon (Clumping
factor, CIf), su nombre se debe a la interaccion con el fibrin6geno plasmitico
conduciendo a una aglomeracion instantinea de las células bacterianas (Ote y col,
2011; Klein y col., 2012). Se sabe que el mismo, incrementa la virulencia estafilocécica

en modelos de infeccién animal (Moreillon, y col., 1995). Ademads se encuentra presente
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en la mayoria de las cepas de S. aureus humanas y bovinas (Gonano y col. 2009; Ote y
col, 2011; Klein y col, 2012)

Se han descripto dos factores de agregacion, CIfA y CIfB. El CIfB se une a las
cadenas a y B del fibrinbgeno, mientras que el CIfA solo reaccionaria con la cadena vy
(McDevitt y col, 1997; Ni Eidhin y col, 1998). Se ha sugerido que el gen clfB se
expresa s6lo 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 clfA estaria presente en todo el ciclo de crecimiento (Hartford y col., 1997). Sin
embargo, en un estudio reciente realizado en un modelo murino de bacteriemia e
infeccién de herida con diferentes cepas de S. aureus se demostrd que la expresion del
clfA es heterogénea y dependiente tanto del microambiente de infeccion como de la
cepa utilizada (Nanra y col, 2009). A diferencia de la mayoria de las proteinas de la
superficie, que se expresan predominantemente durante la fase exponencial, el gen clfA
se mantiene activo en la fase estacionaria de crecimiento. En la Figura 4 se muestran las

principales proteinas secretadas y de superficie de S. aureus.
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Figura 4: Estructura de S. aureus. A. Superficie de la bacteria con sus proteinas secretadas y
de superficie. La sintesis de varias de las proteinas depende de la fase de crecimiento. B y C.
Seccién transversal de la envoltura de la célula (Franklin y Lowy, 1998).
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Proteina A (Spa)

Entre los factores de virulencia expresados por S. aureus, la proteina A (SpA) es
una molécula conservada de la superficie de 42-kDa presente en el 50-60% de las cepas
aisladas de IIM bovinas (Sutra y Poutrel, 1994) y juega un rol muy importante en la
patogenia. SpA consiste de 5 dominios conservados localizados en la regidn amino
terminal, seguido, en la porcién carboxi terminal, por una region polimérfica llamada
Xr, que contiene un ndmero variable (1-22) de 24 pb de secuencias repetidas cortas
(SSRs). Este polimorfismo ha sido extensivamente usado como una herramienta en
epidemiologia para la tipificacién molecular de S. aureus (Shopsin y col., 1999; Hwang
y col., 2010). SpA ha sido reconocida como un factor de virulencia de S. aureus en base
a su presunta propiedad antifagocitica atribuida a su habilidad para unirse al
componente Fc de la IgG impidiendo la unién de la bacteria a receptores especificos de
las células del sistema inmune (Foster, 2005). Asimismo, se ha demostrado que SpA
ejerce otros importantes roles tales como, activacion de plaquetas (Hartleib y col,
2000), estimulacién de la proliferacion de linfocitos B (Graille y col, 2000), e
induccién de inflamacion por su habilidad para activar las cascadas de sefializacion de
TNF-a e IFN-B (Gomez y col., 2004; Martin y col, 2009). La gran variabilidad en el
nimero de SSRs de SpA en aislamientos clinicos de S. aureus ha sugerido un papel
potencial para la region Xr en la patogénesis de la infeccion crénica. Trabajos recientes
han postulado que la reduccion en el nimero de SSR de la regién polimoérfica del gen
que codifica la SpA, podria asociarse con un posible mecanismo de evasién empleado
por S. aureus para persistir en el hospedador. En este sentido, un nimero bajo de SSR
(<7) en cepas aisladas de humanos se ha asociado en forma significativa con
osteomielitis cronica, observandose una relacion inversa entre el nimero de secuencias
repetidas y la duracion de la evolucion de la infeccidon crénica (Garofalo y col., 2012).
Sin embargo, la importancia de este mecanismo en las IIM en bovinos no estd

dilucid ada.

1.2.1.2. Polisacaridos capsulares

Staphylococcus aureus produce PC tanto in vivo como bajo condiciones definidas
de cultivo (Stringfellow y col, 1991; Lee y col., 1993). Estos PC son importantes en la
patogénesis de infecciones estafilocdcicas y han sido postulados como uno de los

principales factores de virulencia de la bacteria (O'Riordan y Lee, 2004).
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Se han descripto 11 serotipos, pero s6lo los polisacdridos de los serotipos 1, 2, 5
y 8 han sido purificados y caracterizados quimicamente (O'Riordan y Lee 2004).
Existen diferentes métodos para tipificar cepas de S. aureus segin el tipo de PC que
posean. Uno de los mds utilizados consiste en enfrentarlas a anticuerpos policlonales o
monoclonales especificos contra las cdpsulas de tipo 1, 2, 5 y 8 (Karakawa y col., 1985)
(Figura 5).

). A - i

A B

Figura 5: Micrografias de transmision electronica de células de S. aureus en fase
estacionaria. Previo a la fijacion, las bacterias fueron incubadas con anticuerpos especificos
anti-PC5 para estabilizar y visualizar la cdpsula. A: Cepa Reynolds productora de PCS5; B:
mutante acapsular de S. aureus (Schaffery Lee, 2008).

Las cepas que no reaccionan con ninguno de estos anticuerpos se denominan no
tipificables (NT), debido a que no se hallan disponibles cepas prototipos ni sus
correspondientes antisueros (Guidry y col., 1994; O'Riordan y Lee, 2004; Jones, 2005).
Los serotipos 1 y 2 son clasificados como altamente encapsulados, ya que dan colonias
mucoides en medio s6lido y son ficilmente observables por microscopia. Los serotipos
5 y 8 se denominan microcdpsulas, ya que producen escaso material capsular, dando
colonias no mucoides, compactas en medio sélido, que resultan indistinguibles de las
colonias generadas por cepas no capsuladas (O'Riordan y Lee 2004; Sutra y Poutrel,
1994).

Los serotipos de polisacdridos capsulares 5 y 8 (PC5 y PC8) son los de mayor
prevalencia en bovinos, estando asociados al 70-80% de los aislamientos (Guidry y col,
1997; Tollersrud y col., 2000). Mientras que los serotipos PC1 y PC2 son de hallazgo
infrecuente (Sompolinsky y col, 1985).

Un estudio realizado en Argentina determiné que solo el 14 % de 195

aislamientos de S. aureus a partir de leche bovina fueron caracterizados como serotipos
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PC5 o PC8 reportando una alta prevalencia de aislamientos no tipificables (NT)
(Sordelli y col, 2000). Sin embargo, mds del 70 % de los aislamientos pertenecia a la
misma provincia, mientras que solamente el 4,6 % provenia de las dos provincias que
concentran aproximadamente el 60 % de la produccion lechera del pais. En trabajos mds
recientes se demostré que la falta de expresion de PC en aislamientos de S. aureus se
debe a mutaciones puntuales dentro de los genes esenciales que codifican la cdpsula, ya
sea en las regiones promotoras, en los genes reguladores de la produccion de cdpsula, o
también por supresion del locus cap5(8) (Cocchiaro y col, 2006). En este ultimo caso,
se observd que dicho locus se sustituia por un elemento o secuencia de insercion (IS)
denominado IScap, el cual posee un 93% de identidad con IS257 (Tuchscherr y col,
2007). En unestudio reciente se evalud por PCR la presencia de los loci capsulares cap5
y cap8 en 157 S. aureus aislados de mastitis clinicas y subclinicas registradas en las
provincias de Santa Fe (n=91), Buenos Aires (n=31), Cérdoba (n=22) y Entre Rios
(n=13). E164 % de los aislamientos pudo genotipificarse donde €153 % resulté PC5 yel
11 % PC8. Ademas, al evaluar fenotipicamente la presencia de PCs, se observé que el
50 % de los aislamientos con genotipo cap5 o cap8 eran capaces de producirlo in vitro
(Camussone y col., 2012).

La produccion de PC por S. aureus enmascara los anticuerpos dirigidos contra
componentes de Ila pared celular e impide el mecanismo de activacibn por
complemento, por lo cual las cepas capsuladas son mis resistentes a la fagocitosis
(Paape y col., 2003). De este modo los PC dificultan la eliminaciéon de la bacteria e
incrementan su habilidad para diseminarse y sobrevivir en el torrente sanguineo y
tejidos (O'Riordan y Lee, 2004). La activacion del complemento se ve impedida debido
a la disminucién en la unién de los fragmentos de C3b en bacterias que poseen PC. El
enmascaramiento de dichos fragmentos conlleva a una marcada disminucion de la
fagocitosis por neutréfilos (Cunnion y col, 2003). La opsonofagositosis tampoco podria
llevarse a cabo por medio de anticuerpos especificos contra moléculas de la membrana
ni por la unién del complemento a receptores bacterianos, debido al impedimento
estérico que presentaria la cdpsula (O'Riordan y Lee, 2004). Sin embargo, anticuerpos
contra la cdpsula favorecerian la opsonizacidn, la fagocitosis y subsecuentemente la
eliminacion de las bacterias que se encuentran dentro de los fagosomas de macréfagos
humanos y bovinos (Cunnion y col., 2003, Guidry y col., 1994).

En cuanto a la influencia de la produccion de la cdpsula en la adherencia de S.

aureus a las células del endotelio, se encontré que la adherencia es madxima durante la
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fase logaritmica de crecimiento, cuando la produccién de PC es minima (O'Riordan y
Lee, 2004). Luego, en la fase estacionaria del crecimiento bacteriano, la expresion del
PC es mdxima y la capacidad de adherencia de la bacteria disminuye, lo cual sugiere
que la expresion de los PC5 y 8 enmascara a las adhesinas presentes en la superficie
celular impidiendo la unién de la bacteria a las células endoteliales (O'Riordan y Lee,
2004).

Se ha demostrado que la ausencia de expresion de PC aumenta la adherencia
(Pohlmann-Dietze y col., 2000) e invasiéon de S. aureus a las células endoteliales y
epiteliales mamarias bovinas in vitro (Buzzola y col, 2007; Thurlow y col, 2011;
Bardiau y col., 2014). Ademas, se ha observado que cepas de S. aureus PC negativas
indujeron mastitis experimentales crénicas en ratones, sugiriendo que la pérdida de la
expresion de cdpsula podria aumentar la persistencia de S. aureus en la GM (Tuchscherr
y col., 2005). Estos hallazgos sugieren que la modulacién de la expresion de la cédpsula
puede ser un atributo importante de este patdgeno, mejorando su capacidad de
sobrevivir en una gran variedad de nichos ambientales.

La expresion de los PC5 y 8 es altamente sensible a varias seflales del entorno y
probablemente influenciada por el ambiente (O'Riordan y Lee, 2004). Ciertas
condiciones de crecimiento bacteriano, tales como el medio de cultivo, han demostrado
tener una influencia muy importante en la produccion de la cdpsula (Dassy y col., 1991;
Poutrel y col., 1995).

El crecimiento de S. aureus bajo concentraciones limitantes de hierro y en medio
s6lido aumenta la produccién de PC8 (Lee y col., 1993). El incremento en la producciéon
del tipo capsular 5 fue observado bajo condiciones de elevada tensién de oxigeno, pero
se redujo bajo condiciones alcalinas de crecimiento o en presencia de extracto de
levadura (Dassy y col, 1991; Stringfellow y col., 1991; Herbert y col., 1997). La
produccién de cdpsula in vitro se incrementa con el crecimiento de las bacterias en leche
(Sutra y col., 1990) o en medios suplementados con cloruro de sodio (Pohlmann-Dietze
y col., 2000). Sin embargo, no se ve afectada por cambios en el contenido de fosfatos en
el medio (Fox y col, 1998).

Se ha determinado que el diéxido de carbono regula la expresion del PC5 tanto in
vivo como in vitro (Herbert y col., 1997). Aunque PC5 fue expresado bajo condiciones
normales de oxigeno, la expresion de éste por 3 cepas diferentes serotipo 5 fue inhibida
cuando se cultivaron en atmésfera suplementada con CO, (Herbert y col, 1997). En

contraste, la deteccidon cuantitativa del PC8 en diferentes cepas de S. aureus cultivadas
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en presencia de CO, generé resultados conflictivos; algunas cepas desarrollaron
mientras que otras se vieron inhibidas (Herbert y col., 2001).

Varios estudios han demostrado la producciéon de cdpsula in vivo (O'Riordan y
Lee, 2004). Arbeit y Nelles (1987) fueron capaces de detectar PC8 en suero de ratas con
endocarditis inducida por catéter provocada por una cepa de serotipo 8, pero no en el
suero de los animales infectados con una cepa de serotipo 5. Por otra parte, utilizando
una cepa productora de PCS5, Hensen y col (2000) pudieron detectar su presencia in

vivo en infecciones mamarias bovinas tanto agudas como crénicas.

1.2.1.3. Biofilm

En la infeccidn de la GM, S. aureus se localiza fundamentalmente dentro de los
alvéolos y conductos lacteos en forma de conglomerados y en asociacidon con el tejido
epitelial (Melchior y col, 2006). Estos conglomerados corresponden a un crecimiento
bacteriano en forma de colonias adherentes rodeadas por una matriz de exopolisacaridos
cuya estructura completa constituye el biofilm o biopelicula. Se denomina biofilm a una
comunidad microbiana sésil donde las bacterias se unen a una superficie o a otras
bacterias embebidas en una matriz polimérica extracelular de protecciéon. Este modo de
crecimiento produce alteraciones con respecto a la expresion génica y la produccion de
proteinas (Parsek y Singh, 2003; Archer y col., 2011; Kiedrowski y Horswill, 2011).

Se ha documentado que la formacion de biofilm es un importante factor de
virulencia de S. aureus que facilita la adherencia y colonizacion del epitelio de la GM y
que constituye un medio por el cual las bacterias evaden las defensas inmunoldgicas del
animal causando IIM persistentes en los bovinos (Cucarella y col, 2002; 2004;
Melchior y col,, 2006). La formacion de biofilm perjudica la accién tanto del sistema
inmune del hospedador, como de los agentes antimicrobianos, y por lo tanto representa
uno de los mecanismos de supervivencia mds importantes de bacterias que colonizan en
forma persistente el nicho extracelular (Melchior y col., 2006). Sin embargo, varios
factores del medio, asicomo genéticos, influyen en la formacién de biofilm por parte de
S. aureus (Bardiau y col., 2014).

A pesar del consenso general que indica que la formacidn de estas biopeliculas
conforma la base para el desarrollo de infecciones crénicas o persistentes, los
conocimientos acerca del mecanismo de formacién de las mismas son incompletos. En
la Figura 6 se muestran las diferentes etapas en la formacion de biofilm. Aparentemente

la primera etapa, conocida como fase de acondicionamiento o etapa reversible, en la
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cual se produce la interaccion de las bacterias con la superficie a colonizar (Marshall y
col, 1971), las mismas presentan ciertos comportamientos especificos como, por
ejemplo, rodar, reptar, formacion de agregados e hileras bacterianas (Lappin-Scott y col
1995) antes de comenzar a exudar material polimérico extracelular (EPS) y adherirse
irreversiblemente. La segunda etapa (etapa de adherencia primaria o fijacion
irreversible) comprende la unidn de las bacterias a la superficie, lo cual es facilitado por
adhesinas asociadas a la pared celular (MSCRAMMs) (Cucarella y col, 2001; Toledo-
Arana y col, 2001).

Figura 6: Etapas en el proceso de formacion del biofilm. 1: unién reversible, 2: unién
irreversible, 3: maduracién inicial, 4: maduracién final, 5: dispersion (Adaptado de Sauer,
2003).

La tercera etapa se caracteriza por la multiplicacion celular (maduracion inicial),
donde las células hijas se extienden al sitio de uniéon formando una estructura madura
compuesta por muchas capas de células, conectadas entre si por polisacdridos
extracelulares (Melchior, 2006). Uno de los principales polisacdridos constituyentes de
la matriz del biofilm es poli-N-acetil B-1,6 glucosamina (polysaccharide intercellular
adhesin [PIA]/PNAGQG), sintetizado por proteinas codificadas por el grupo de genes
icaADBC denominado locus de adhesién intercelular (intercelullar adhesion locus)
(Cramton y col., 1999; Maira-Litran y col., 2002).

El oper6n ica estd compuesto por los genes icaA, icaD, icaB, icaC y el gen
represor icaR, donde cada gen cumple con funciones especificas en la formacion del
biofilm. El icaA contiene una secuencia seflal tipica que codifica para N-
acetilglucosaminiltransferasa, anclada en la membrana citoplasmitica, una enzima

involucrada en la sintesis de oligdmeros de N-acetilglucosamina a partir de UDP-N-
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acetilglucosamina (Arciola, 2001), necesaria para la actividad del gen icaD (Gotz, 2002;
O'Neill, 2007). La expresion de icaA sélo induce una baja actividad enzimatica, pero la
coexpresion de icaA e icaD incrementa significativamente la actividad de la N-
acetilglucosamina transferasa (Otto, 2008). Los genes icaC son necesarios para la
exportacion de la cadena naciente de PIA desde el citoplasma de la célula hasta la
superficie de la pared celular bacteriana. Por otra parte, se ha demostrado que la
proteina IcaB codificada por icaB es la responsable de la desacetilacion de la molécula
de PIA (Otto, 2008).

La expresion de icaADBC es regulada en parte por icaR, un miembro de la familia
de proteinas regulatorias TetR. El gen icaR estd localizado corriente arriba del operén
icaADBC, transcribe divergentemente de icaADBC y codifica una proteina regulatoria
IcaR (represor transcripcional). IcaR se une al promotor icaADBC, especificamente en

la porcion 5’ del inicio del codon icaA, regulando negativamente la expresion de ica

(Jefferson y col., 2003; O’Gara, 2007).
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Figura 7: Regulacion de la sintesis de PIA. a) Biosintesis del PIA. b) Operon ica ADBC
(Adaptado de Otto, 2010).
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Como consecuencia de la desacetilacion se introducen cargas positivas en la
molécula de PIA lo cual es crucial para la localizacién de PIA en la superficie de la
célula bacteriana que estd cargada negativamente, la no desacetilacion resulta en pérdida
de la capacidad de adherirse del PIA a la superficie de la células bacteriana (O”Gara,
2007) (Figura 7).

En general el desarrollo del biofilm en S. aureus causante de mastitis bovina esta
regulado por los locus ica, bap, agr (gen accesorio regulador), SarA, SigB, IcaR, TcaR,
ArIRS, SrrAB, MgrA, y Rbfby sar (accesorio regulador staphylococal), los cuales
responden a estimulos del huésped y del medio ambiente como; concentracion de
glucosa, hierro, Ca2+, Mn2+, pH, niveles de CO2, anaerobiosis, a través del mecanismo
de quérum sensing para coordinar la adherencia (Oliveira y col., 2006; O’Neill y col,
2007).

En la cuarta etapa de la formacion del biofilm (maduracién final) se genera una
capa mucosa denominada slime que protege la biopelicula bacteriana (Figura 6). A su
vez las bacterias de la matriz se liberan del mismo para poder colonizar nuevas
superficies, cerrando el proceso del desarrollo del biofilm. Finalmente, la quinta etapa
corresponde a la liberacion de las bacterias (dispersion) desde el biofilm es el proceso
que menos se conoce. En el caso de S. aureus se ha descrito un proceso de variacion de
fase producido por la insercion reversible de un elemento de insercidon (IS256) en el
interior del operon (icaADBC) responsable de la sintesis del exopolisacarido del biofilm.
El proceso de insercidon del elemento parece ocurrir aleatoriamente en la poblacion con
una frecuencia de 107 y produce bacterias deficientes en la sintesis del exopolisacédrido
y por tanto deficientes en la formacion del biofilm. Esto permite a la bacteria mantener
un pequefio porcentaje de la poblacidn incapaz de sintetizar el exopolisacirido y poder
escapar del biofilm. Como la insercidon es un proceso reversible, el salto de la secuencia
de inserciéon desde el operdn ica provocard una nueva variacion de fase. Otra alternativa
consiste en la obtencion de variantes deficientes en la formacion del biofilm debido a la
eliminacién de una isla de patogenicidad que contiene elementos esenciales para este
proceso de biosintesis (Ubeda y col., 2003).

El crecimiento estd limitado por la disponibilidad de paso de los nutrientes para
las bacterias a través del slime (Stoodley y col., 2002) asicomo por factores ambientales
como el pH, la perfusiéon de oxigeno, las fuentes de carbono y la osmolaridad (Dunne,
2002). Cuando la biopelicula alcanza una masa critica, llega a un equilibrio dindmico en

el cual las capas mds externas se escapan de aquel y colonizan otras superficies (Dunne,
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2002). Esta conformaciéon de biopelicula adoptada por los microorganismos les otorga
ventajas, en comparacion con sus contrapartes planctonicas. Esta estructura permite que
aquellas cepas de S. aureus capaces de formar biopeliculas, se adhieran y colonicen
eficazmente el epitelio de la GM. No obstante, esta estructura libera células planctonicas
de las capas externas permitiendo infecciones persistentes, las que generan los mayores
problemas a la hora de intentar erradicar este tipo de infecciones de la GM (Melchior,
2006). Estudios realizados in vitro con lineas celulares epiteliales mamarias
demostraron que existe una interaccion especifica entre las bacterias recubiertas por esta
capa mucoide y las células epiteliales, la cual seria un paso fundamental en la
colonizaciéon de la glaindula (Pahissa, 2009).

Se ha descripto un mecanismo alternativo independiente de icaADBC para la
formaciéon de biofilm por parte de aislados de S. aureus causantes de mastitis,
destacdndose la participacion de una proteina de la superficie bacteriana denominada
bap (biofilm associated protein). La utilizacién de cepas bap+ con el operdon ica
perturbado no alter6 la formacién de biofilm in vitro lo que sugiere que la proteina bap
podria compensar la deficiencia del producto exopolisacaridico PNAG (Cucarella y col.,
2004; Lasa y Penadés, 2006). Se ha postulado que bap promueve la adhesién primaria
de la bacteria a la superficie inerte y la adhesion intercelular, mientras que PNAG
promueve la adhesion intercelular solamente. Por otra parte, Cucarella y col. (2002) han
demostrado que bap interfiere con la actividad de las proteinas MSCRAMM
disminuyendo: la adhesion a fibrindbgeno y fibronectina, la adherencia al tejido
glandular mamario en ensayos ex vivo, la internalizacion por las células epiteliales y la
colonizacidn inicial de la GM en ovejas. En un estudio reciente, Valle y col (2012)
demostraron que la proteina bap promueve la adhesion de S. aureus a las linea celular
epitelial mamaria MAC-T; sin embargo, previene la entrada de la bacteria a las mismas.
En un intento de explicar el mecanismo, se demostré que la unién directa de bap a la
proteina chaperona Gp96 de la CEM, provoca una reduccion significativa de la
capacidad invasiva de S. aureus por interferir con la via de invasion mediada por FnBP
(Valle y col, 2012). Por otra parte, bacterias deficientes en bap mostraron una
capacidad aumentada para invadir las CEM en un modelo de mastitis en raton. Estos
hallazgos, sumados a los de trabajos previos (Cucarella y col, 2001; Ubeda y col,
2003; Cucarella y col., 2004), demuestran que bap afecta la colonizacidon inicial del
tejido mamario estimulando la formaciéon de agregados bacterianos que sobreviven

adheridos a las CEM lo cual promueve la evasion del sistema inmune por el
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enmascaramiento de los antigenos de superficie, lo cual facilita la persistencia de S.
aureus a largo plazo.

La formaciéon de biofilm de S. aureus también se ve influenciada por la
composicidon genética particular del aislado de S. aureus. El tipo agr (gen regulador
accesorio), el subtipo agr y sistema trap (target of RAP) (Gilot y col, 2002), ica, bap y
genes IS257, son ejemplos de componentes del bagaje genético de una cepa particular
relacionada con la formacion de biofilm in vitro (Cucarella y col, 2004).

Por otra parte, la formacién de biofilm contribuye a que S. aureus pueda resistir a
la terapia antibidtica (Cucarella y col., 2004; Fey y Olson, 2010). Estudios in vitro han
demostrado que el crecimiento bacteriano en biofilm puede transformar 10-1000 veces
mds resistentes a las bacterias a los efectos de los antimicrobianos cuando se comparan
con bacterias de la misma cepa crecidas en forma planctonica (Conley y col, 2003). La
resistencia antimicrobiana es a menudo transferida horizontalmente entre bacterias
relacionadas y esto ocurre con notable facilidad dentro de un biofilm (Melchior y col,
2006). El locus blaZ que codifica la resistencia a penicilina (Sidhu y col., 2001), asi
como la formacion de biofilm, estd asociado con fallas de la terapia antibidtica y
conduce a un mayor riesgo de presentacion de IIM persistentes (Haveri y col., 2007). En
los dltimos afios, se agregd un nuevo agravante al problema de la resistencia, con la
aparicion de reportes de casos de mastitis bovina producidos por S. aureus resistente a
la meticilina (SARM) (Moon y col., 2007; Turutoglu y col, 2009; van Duijkeren y col,,
2014; Paterson y col., 2014). Sumado a que la presencia de los genes mecA y mecC en
aislamientos SARM provenientes de bovinos con mastitis puede representar unriego de
potencial zoondtico para los humanos, ya que estudios utilizando epidemiologia
tradicional y secuenciacion gendmica han identificado posible transmision entre
bovinos y humanos (Petersen y col. 2013; Harrison y col., 2013). Sin embargo, cabe
destacar que sibien la deteccion de SARM es un evento frecuente en aislamientos de S.
aureus de seres humanos en Argentina (Bermejo y col., 2012), hasta el momento no se
ha informado la deteccion de SARM en aislados de S. aureus provenientes de mastitis
bovina en nuestro pais.

Estudios realizados por Melchior y col. (2009) con diferentes cepas de S. aureus,
mostraron una alta correlacion entre: el gen accesorio regulador (agr-tipo) de la cepa y
la cantidad de biofilm formado por la misma; entre cepas agr-I y la presencia de genes
de resistencia a -lactamasa (blaZ) y entre cepas agr-1II y la presencia del elemento de

insercion I1S257. Asimismo, Buzzola y col. (2007), observaron que cepas agr-I
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mostraron mayor habilidad para internalizarse en células MAC-T, asi como mayor
persistencia en tejido mamario murino, en comparacion con cepas agr-tipo II, IIl y IV.

En un estudio reciente, Bardiau y col. (2014) correlacionaron diferentes
propiedades de una coleccidn de cepas de S. aureus de leche de vacas con mastitis, con
la persistencia intracelular de la bacteria en MAC-T. Estos autores encontraron
asociaciones entre el tipo de PC, la supervivencia intracelular y el tipo agr; concluyendo
que los aislamientos pertenecientes al grupo agr-II, que expresaron el antigeno capsular
PC8 y que mostraron una baja supervivencia intracelular probablemente estén mejor
adaptados al nicho extracelular. Por el contrario, los aislamientos pertenecientes al
grupo agr-I, que no expresaron ningin antigeno capsular (PC8 o PCS5) pero que
mostraron alta sobrevivencia intracelular, probablemente estén mejor adaptados a un
nicho intracelular. Estos autores también observaron que las cepas que mostraron una
baja tasa de invasion no fueron capaces de producir biofilm (agr-II) o lo hicieron
débilmente; mientras que las cepas que mostraron alta tasa de invasion fueron capaces
de producir biofilm en forma moderada o fuerte (agr-I). Una hipétesis que podria
plantearse en base a estos resultados es que las cepas del primer grupo, probablemente
mejor adaptadas a un nicho extracelular, podrian llevar a infecciones agudas siendo mds
facilmente eliminadas por el hospedador y las cepas del segundo grupo, probablemente
mejor adaptadas a un nicho intracelular podrian conducir a infecciones persistentes, por
su capacidad de sobrevivir dentro de las células del hospedador. Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que los resultados mencionados fueron obtenidos a partir de estudios
in vitro e in vivo en modelos murinos de infeccidn experimental, por lo cual se necesitan
futuros estudios in vivo en GM bovina para confirmar estos hallazgos.

Estudios realizados sobre patologias cronicas que afectan al ser humano han
demostrado que los biofilms de S. aureus son capaces de limitar las respuestas
inflamatorias, lo que se asociarfa con la persistencia de estas infecciones en un
hospedador inmunocompetente (Thurlow y col,, 2011). Los resultados de estos trabajos
demuestran que durante el establecimiento de un biofilm se induce una respuesta
inflamatoria temprana de tipo T helper 1 (Thl) y Thl7 con disminucién de las
respuestas de tipo Th2 y Treg. Sumado a estos resultados, se ha observado que
macréfagos murinos co-cultivados con biofilm de S. aureus han mostrado una
fagocitosis limitada con respuestas inmunolégicas de tipo Th2 (Thurlow y col., 2011).
Sibien estos estudios abren nuevas expectativas sobre la importancia de los biofilm de

S. aureus como mecanismo de persistencia en los tejidos de diferentes hospedadores, se
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necesitan futuras investigaciones que develen la participacién de los biofilm de S.
aureus en el microambiente de la GM bovina y su contribucién en la evasion de la
respuesta inmune y persistencia en el tejido.

La produccién de biofilm de S. aureus de origen mamario ha sido reportado en
varios paises (Dhanawade y col, 2010; Milanov y col., 2010; Oliveira y col, 2011;
Chavhan y col, 2012; Szweda y col, 2012). Sin embargo, en Argentina existe escasa
informacion sobre prevalencia de cepas de S. aureus con capacidad de formar biofilm
aisladas de casos de mastitis bovina (Felipe y col, 2013) clinica o subclinica, ni
tampoco estudios que vinculen la prevalencia de genes relacionados con la formacion de

biofilm y la persistencia in vivo en la GM.

1.3. Inmunidad de la glandula mamaria

El sistema de defensa de la GM contra los patdgenos causantes de mastitis estd
mediado por factores inmunolégicos innatos y adquiridos asociados a este tejido, que
actdan en forma coordinada, siendo la eficiencia de estos mecanismos determinante de
la resistencia a nuevas infecciones (Sordillo y col, 2002; Rainard y Riollet, 2006;
Schukken y col, 2011).

Los mecanismos de la respuesta inmune en la GM bovina consisten en diversos
factores fisicos, celulares y moleculares que se engloban dentro de la inmunidad innata
y adaptativa. La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa durante las
etapas tempranas de la interaccidn con el organismo, siendo el factor clave determinante
del establecimiento, progresion y gravedad de la infeccién, asi como del desarrollo de la
respuesta inmune adaptativa (Aitken y col, 2011). Algunos mecanismos de defensa
innatos preexisten en la GM, mientras que otros se activan rdpidamente después de la
exposicion al organismo y sus productos. Dependiendo de la eficiencia de estos
mecanismos, los patégenos pueden ser eliminados en cuestion de minutos u horas
después de la invasidon. Siesto ocurre, no se producirdin cambios notables en la funcion
de la GM o en la calidad de la leche (Wellnitz y Bruckmaier, 2012). Los componentes
del sistema de defensa innato de la GM incluyen factores solubles conformados por: la
lactoerrina (Lf), lisozima, proteinas del complemento, citoquinas y quimioquinas.
Ademis incluyen barreras fisicas como el esfinter del pezon, barreras quimicas como

la queratina del canal del pezon y elementos celulares como macréfagos, células
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dendriticas (CD), mastocitos, neutréfilos, eosinéfilos y células asesinas naturales (NK)
(Rainard y Riolet, 2006).

Por otra parte, la inmunidad especifica o adaptativa se orquesta en poblaciones
celulares que reconocen antigenos particulares de los patégenos y estd mediada por
linfocitos B, a través de la sintesis de anticuerpos y por linfocitos T, en forma directa o a
través de la sintesis de factores solubles. Esta respuesta tiene la particularidad de ser
mds efectiva luego de cada exposicidon al patdgeno y su activacidn secundaria mediada

por linfocitos T y B permitiria la eliminacién del mismo (Schukken y col, 2011).

1.3.1. Reconocimiento del patégeno e iniciacion de la respuesta inmune
innata

El contacto entre las bacterias que ingresan a la GM tanto con las células del
sistema inmune presentes en la leche como con las células epiteliales que recubren los
conductos excretores, desencadena la induccién de la respuesta inmune innata, la cual
constituye la primera linea de defensa contra los patdgenos causantes de mastitis
(Wellnitz y Bruckmaier, 2012). Una respuesta inmune rdpida y efectiva se basa en el
reconocimiento precoz de los patdgenos potenciales (Akira y col, 2006). La respuesta
inmune innata se inicia cuando receptores de reconocimiento de patrones (PRR: pattern
recognition receptors) especificos, en la superficie o dentro de las células del
hospedador, se unen a moléculas particulares de las bacterias, denominadas patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMP: pathogen-associated molecular patterns).
Estos patrones moleculares constituyen un conjunto de moléculas conservadas y
compartidas por grupos diversos de microorganismos y estin presentes en su superficie
o se liberan cuando los mismos se replican o degradan (Takeda y Akira, 2005). Los
PRR son expresados por los leucocitos de la leche y por las células epiteliales que
recubren la GM (Strandberg y col, 2005).

Los receptores tipo toll (TLR: toll-like receptors) forman parte de los PRR, son
proteinas estructuralmente relacionadas que reconocen diferentes PAMP e inducen la
produccién de factores secretados como citoquinas (Akira y col., 2006). En bovinos, en
los ultimos afios, se han descripto las secuencias de 10 TLR (Werling y col., 2006). Los
receptores TLR2 y TLR4 estdn involucrados en forma significativa en infecciones
bacterianas, activindose principalmente en respuesta a las IIM con bacterias Gram
positivas y Gram negativas, respectivamente (Takeda y Akira, 2005). La unién del

ligando al TLR estimula la activacién del factor de transcripcién nuclear-kB (NF-kB) y
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quinasas activadas por mitégenos (MAPK) conduciendo a la produccién de importantes
mediadores de la inmunidad innata, tales como interleuquina (IL) 6, 1L-12, IL-18,
interferon (IFN)-o e IFN-y. Concomitantemente, la sefializacion por TLR induce
moléculas coestimuladoras esenciales para la iniciacion de la respuesta inmune
adaptativa, como B7.1 (CD80) y B7.2 (CD86), las cuales son proteinas de superficie
expresadas por células presentadoras de antigeno (CPA). La presencia de estas
moléculas coestimuladoras y la presentacion de los componentes antigénicos
microbianos activan las células T CD4+ requeridas para iniciar la respuesta inmune
adaptativa (Takeda y Akira, 2005).

Todas las vias de transduccion de sefiales de TLR activan finalmente el NF-xB
(Akira y Takeda, 2004). La via dependiente de MyD88 (proteina de diferenciacion
mieloide primaria) se asocia con la fase de respuesta temprana de NF-kB, mientras que
la via independiente de MyD88 se asocia con la fase de respuesta tardia de NF-xB
(Glinther y col., 2011). La produccién de mediadores cuya transcripcion ocurre tras la
activacion de NF-kB juega un rol critico en la respuesta inmune de la GM frente a las
infecciones. Se ha determinado que la expresion de citoquinas durante la mastitis bovina
se correlaciona con la activaciéon de NF-kB (Yang y col., 2008; Lara-Zirate y col,
2011) y que la magnitud y duracién de la respuesta de citoquinas en las [IM depende del
patdgeno actuante (Bannerman, 2009). En general, las bacterias Gram negativas que
expresan LPS en su superficie, como los organismos coliformes, inducen una respuesta
de citoquinas pro-inflamatorias rdpida y de mayor magnitud que las bacterias Gram
positivas como S. aureus (Wellnitz y Bruckmaier, 2012). Estas diferencias explican en
parte, por qué las bacterias coliformes causan generalmente mastitis agudas con signos
clinicos, que pueden ser de moderados a severos; mientras que S. aureus causa mastitis
que pueden comenzar con episodios agudos o subagudos, que generalmente

evolucionan hacia la cronicidad con signos clinicos escasos o ausentes.

- Factores determinantes de la respuesta diferenciada de citoquinas frente a
distintos patégenos

En infecciones mamarias experimentales por Escherichia coli se ha observado un
incremento en las concentraciones de IL-1B, INF-y, IL-12, factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) e IL-8 en leche en las primeras 48 horas post inoculaciéon; mientras que las
ultimas dos citoquinas no fueron detectadas tras la infeccion experimental por S. aureus,

sugiriendo que esta respuesta limitada favoreceria el establecimiento de la infeccién por
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este organismo (Bannerman y col., 2004). Sin embargo, los mecanismos determinantes
de esa respuesta no han sido totalmente esclarecidos. En las IIM causadas por S. aureus,
TNF-o0, IL-1B e IL-6 son las citoquinas pro-inflamatorias predominantes. Transcriptos
de ARNm para estas citoquinas han sido detectados a partir de leche proveniente de
vacas con IIM crénicas (Riollet y col., 2000; Riollet y col, 2001), e IIM agudas
experimentales por S. aureus (Lee y col, 2006), aunque la transcripcion fue
marcadamente menor a la observada frente a infecciones experimentales por E. coli
(Lee y col, 2006). Un incremento en la transcripcién de TNF-o fue observado en
células de leche en mastitis clinica causada por S. aureus a las 24 horas post inoculaciéon
de la bacteria, con una fuerte disminucién 8 horas mds tarde (Alluwaimi y col., 2003).
Esta disminucidon coincidi6 con un incremento en la produccién de IL-1f que se
mantuvo elevada por 8 horas.

La expresion de citoquinas en cultivos primarios de células epiteliales mamarias
bovinas (ppbMEC) cocultivadas con E. coli inactivadas con calor, se agrupa en una red
regulatoria con una posicion central de TNF-o e IL-1, mientras que en un entorno
idéntico para S. aureus, estas citoquinas fueron reguladas negativamente. Ambas
bacterias mostraron regulacion positiva para IL-6 posiblemente debida a un mecanismo
independiente de la via de MyD88, ya que la anulacién completa de esta via de
sefializacion del TLR en ppMEC no modificé la expresion de esta citoquina (Giinther y
col, 2011). Por otra parte, en células cocultivadas con S. aureus inactivados con calor
se observd una regulacion positiva para IFN-f, también atribuida a una activacion de
NF-xB independiente de MyD88 (Giinther y col, 2011). El bloqueo o falta de
activacion de la sefializacion del TLR mediante la via dependiente de MyD88 por S.
aureus en CEM bovinas, podria ser la causa por la cual genes efectores clave en la
respuesta inmune innata, no se activan tempranamente luego de la IIM, siendo que este
tipo de células predominan en la GM sana. Tales genes codifican la sintesis de enzimas
bactericidas como B-defensinas (Yang y col, 2006) y 6xido nitrico sintetasa inducible
(INOS), entre otros. Particularmente, la falta de activacion de estos genes en las CEM,
podria explicar, en parte, la falla en la eliminacién del patégeno observada en mastitis
subclinicas persistentes causadas por bacterias Gram positivas (Petzl y col., 2008).

Estudios recientes han demostrado que el cocultivo de CEM bovinas con S.
aureus aislado de mastitis clinica afecta la activacion NF-xB dando como resultado una
expresion muy baja de ARNm para TNF-a (Lara-Zarate y col, 2011). Yang y col
(2008) examinaron la activacion de los receptores de patdgenos TLR2 y TLR4 por
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ligandos derivados de S. aureus. Estos investigadores observaron que el cocultivo de
pbMEC con E. coli y S. aureus inactivados por calor, inducian la expresion de genes
para IL-8 y TNF-q; sin embargo, la induccion por parte de S. aureus fue un 5% menor a
la observada para E. coli. Esta respuesta disminuida en la expresidon de citoquinas
estuvo acompaifilada por una pérdida completa de la activacion de NF-«B por S. aureus o
acido lipoteicoico (LTA) en ppbMEC. Los autores concluyeron que la causa de la
inadecuada respuesta inmune inducida por S. aureus no se debi6 a una alteraciéon en la
unién del TLR a su ligando, sino a una regulacion negativa de la activacion de NF-xB
en pbMEC por el patdgeno, debilitando la respuesta inmune en la GM. La falta de
sefializacién del NF-kB por PAMP de S. aureus podria relacionarse con el incremento
en la produccién de factor transformante del crecimiento beta (TGF-B) en la GM
infectada con S. aureus, lo cual causaria el bloqueo de la via de sefalizacion
dependiente de MyD88 tal como lo propone Naiki y col. (2005). Por otra parte, Gilbert
y col. (2013) postulan que S. aureus en pbMEC, a diferencia de E. coli, utilizaria la via
de activacion de la proteina de activacion 1 (AP-1) en vez de NF-kB induciendo una
respuesta inmune mds restrictiva que la de E. coli con la consecuente disminucidn en la
activacion de genes involucrados en el reclutamiento de células y defensas inmunes

locales.

- Evasion del reconocimiento de TLR y respuesta celular

La evasion del reconocimiento de TLR ha recibido un creciente interés en los
ultimos afos, aunque los estudios disponibles son escasos. Recientemente, se ha
propuesto un nuevo mecanismo de escape de las defensas inmunes del hospedador por
parte de S. aureus que involucra la interferencia con la via de reconocimiento de las
células inmunes (Yokoyama y col, 2012). Al respecto, se ha demostrado que la proteina
SSL3, un superantigeno de S. aureus, bloquea la activacién de TLR2 a través de la
interaccion extracelular directa con el receptor (Bardoel y col., 2012). Particularmente,
SSL3 se uniria al dominio extracelular del TLR2 inhibiendo la produccién de TNF-a
por parte de macrofagos murinos en respuesta a la estimulacién con S. aureus
inactivado por calor, péptidoglicanos (PGN) o lipopéptidos. Este nuevo mecanismo de
evasion descripto incrementa el conocimiento actual sobre la interaccién bacteria-
hospedador y abre nuevos caminos para el estudio de la patogenia de la mastitis bovina
causada por este patdgeno. En relacion al conocimiento actual sobre este tipo de

exoproteinas de S. aureus aislados de IIM en bovinos, Smyth y col. (2007), examinaron
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la ocurrencia de 7 genes que codifican para la familia de exoproteinas SSL observando
que todas las cepas analizadas contenian el locus ssl con pequefias variaciones en el
nimero de genes ssl presentes.

Para examinar el posible rol de TLR2 en la respuesta celular, Watanabe y col.
(2007) determinaron los niveles de fagocitosis y consecuente muerte de las bacterias
fagocitadas por macréfagos obtenidos de ratones deficientes en TLR2 y enratones wild-
type, observando que la fagocitosis de S. aureus y E. coli fue similar entre macréfagos
provenientes de ambas cepas de ratones. Sin embargo, la supervivencia de S. aureus
fagocitados, pero no de E. coli, disminuy6 en mayor medida en los macréfagos
deficientes en TLR2 en comparacion con los wild-type. Por otra parte, luego de la
incubacién de macréfagos de ratones wild-type con S. aureus observaron incrementos
en los niveles de las formas fosforiladas de tres MAPK (JNK, ERK1/ERK2 y p38). En
cambio, en macréfagos provenientes de ratones deficientes en TLR2, los niveles de JNK
fosforilados permanecieron bajos luego de la incubacién con S. aureus mientras que la
activacion de ERK1/ERK?2 y p38 ocurrié normalmente. Estos resultados sugieren que
de las tres MAPK solo JNK se fosforila y activa en macr6fagos estimulados con S.
aureus en una manera dependiente de TLR2. Ademds, ambas cepas de ratones
demostraron un nivel reducido de superéxido en los macr6fagos que habian fagocitado
S. aureus. Estos investigadores proponen que tras haber reconocido a S. aureus, el
receptor TLR2 activaria la quinasa JNK para suprimir la produccién de superéxido, lo
que conducirfa a prolongar la vida de las bacterias en los fagosomas (Watanabe y col,
2007). Sin embargo, se necesitan futuros estudios que clarifiquen el mecanismo de
regulacion negativa en la producciéon de superoxido mediada por JNK en las bacterias
fagocitadas.

Si los resultados obtenidos de los estudios mencionados se aplican a las IIM por S.
aureus en bovinos, se podria inferir que la disminucién de la habilidad de reconocer al
patégeno solo o en combinacién con una respuesta inmune reducida a la colonizacién
bacteriana, podrian contribuir a la habilidad de S. aureus para evadir la respuesta

inmune innata del hospedador y favorecer su establecimiento en la GM.

1.3.2. Células mas relevantes que participan en la respuesta inmune
Las células somiticas de la leche en GM sanas estin compuestas principalmente
por macréfagos, pero también incluyen linfocitos, neutréfilos y CEM (Sordillo, 2005).

El cambio a una poblaciéon predominante de neutr6filos en la GM ocurre luego del
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reconocimiento bacteriano y liberacion de quimioquinas por los macroéfagos y las CEM.
La infeccién por S. aureus resulta en un incremento mds gradual de RCS a lo largo de
un periodo de 48 a 72 horas (Bannerman y col., 2004).

Las CEM que revisten el canal del pezon, la cisterna de la glandula y los alvéolos
constituyen en conjunto las primeras células que reconocen a los patdgenos y participan
en el desencadenamiento de la respuesta inflamatoria. Recientemente, en infecciones
experimentales con S. aureus en GM bovina se demostrd que las células epiteliales, en
sus diferentes localizaciones, proporcionan una respuesta inmune activa y temprana
contra el patdgeno, destacando su importancia en la patogenia de las IIM en bovinos
(Whelehan y col,, 2011)

Las CEM han demostrado ser altamente inmunocompetentes (Yang y col., 2006;
Lahouassa y col., 2007 Giinther y col, 2009). En la GM sana, las CEM superan en
nimero a cualquier otro tipo celular, por lo cual la probabilidad de tomar contacto con
los patdégenos invasores es mayor. En un estudio reciente en cabras, Brenaut y col
(2014) investigaron la respuesta transcripcional in vivo de las CEM luego de la IIM
experimental con S. aureus utilizando métodos no invasivos para obtener ARN. Estos
autores demostraron que las CEM son capaces de reaccionar durante las primeras 24-30
horas post infeccion expresando una amplia bateria de genes que codifican para
diferentes citoquinas pro-inflamatorias, quimioquinas y proteinas de fase aguda, lo cual
destaca su rol en el inicio y desarrollo del proceso inflamatorio.

La induccion de las funciones inmunes en las CEM luego del contacto con el
patdgeno depende de la especie bacteriana. Escherichia coli activa la expresion de un
amplio repertorio de genes, tanto centinelas como efectores de las funciones inmunes,
incrementdndose dentro de las 24 horas unas 1000 veces las concentraciones de ARNm
para citoquinas claves (TNF-a, IL-1, IL-8) y aproximadamente 100 veces las
concentraciones de varios genes efectores de las defensas inmunes como [-defensinas,
NOS2A y SAA3 (Yang y col., 2006; Giinther y col, 2009). En cambio, luego del
contacto con S. aureus, la induccidn de estos genes se ve disminuida (Lara-Zarate y col,
2011). Esto se debe en parte al impedimento de la cascada de sefalizacion dependiente
de MyD88 en los receptores transmembrana TLR2 y TLR4, ya que S. aureus
imposibilitaria la formacion del llamado myddosome alrededor del dominio TIR del
receptor TLR, alterando la formacién de una plataforma estructural para la unién de
otros factores de la cascada de sefializacidn intracelular (Lin y col, 2010). Por lo tanto,

el contacto de S. aureus con la membrana de la célula hospedadora provoca el deterioro
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de los mecanismos auxiliares de sefializacion de TLR que son indispensables para el
reclutamiento de MyD88 al dominio TIR del receptor (Kagan y Medzhitov, 2006).
Como consecuencia, S. aureus induce una reaccion inmune en las CEM exclusivamente
dominada por la IL-6, mientras que E. coli también activa citoquinas adicionales (IL-1y
TNF-0). En resumen, la retroalimentacion positiva que inducen IL-1 y TNF-a en la
produccion de citoquinas estd disminuida en la respuesta inmune desencadenada por S.
aureus en las CEM, lo cual podria favorecer la persistencia de la bacteria en la GM
(Giinther y col., 2011).

Gilbert y col. (2013) demostraron que la estimulacién de ppbMEC, tanto con LPS
de E. coli como con sobrenadante de cultivo de S. aureus proveniente de mastitis
bovina, no lograron aumentar los niveles de IL-1 y TNF-a en sobrenadante de cultivo.
En concordancia con estos hallazgos, Bougarn y col (2010) también reportaron que
ciertos PAMP de Staphylococcus como muramil dipéptido (MDP) y LTA, no lograron
aumentar la produccién de citoquinas pro-inflamatorias en sobrenadante de cultivo de
pbMEC. Sin embargo, estos autores encontraron que MDP y LTA actuaron
sinérgicamente para inducir la produccion de varios factores quimioticticos de
neutréfilos secretados por las CEM, la cual fue dependiente de la activacion de NF-«B.
En conjunto, estos estudios sugieren que las CEM podrian afectar diferencialmente la
respuesta inflamatoria global en funcién de cOémo reconocen y responden a los
diferentes PAMP bacterianos. Por lo tanto, la severidad y duraciéon de la mastitis podria
estar relacionada, no solamente con la expresion de TLR, sino también con las vias de
seflalizacion inducidas por TLR que se activan en las CEM.

Los macroéfagos constituyen el tipo celular predominante en leche de la GM
bovina sana durante el periodo de lactancia, participando en la respuesta inmune innata
y adquirida. Durante las IIM los macréfagos estdn implicados en multiples niveles y son
indispensables para el reconocimiento y eliminacién de las bacterias causantes de
mastitis. Las funciones de los macr6fagos en el sistema de defensa innato consisten en
fagocitar las bacterias y destruirlas con proteasas y especies reactivas de oxigeno. Mds
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 GM (Sordillo y Streicher, 2002). De
hecho, cuando los macréfagos reconocen bacterias, disparan la liberacion de
prostaglandinas, leucotrienos y citoquinas pro-inflamatorias, como IL-1p y TNF-a, que

aumentan el proceso inflamatorio local y favorecen la actividad bactericida de los
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neutréfilos. Los macr6fagos también juegan un rol en el desarrollo de la respuesta
inmune adaptativa a través del procesamiento y presentacidon de antigenos en asociacion
con el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase II (Sordillo y Streicher,
2002).

Una alteracién dramdtica de las capacidades funcionales de los macréfagos ocurre
durante el periparto y ha sido directamente relacionada con la incidencia de enfermedad.
Aunque el ndimero de macrdéfagos bovinos es alto en la dltima semana de gestacion, la
capacidad fagocitica de estas células decrece, posiblemente debido a la baja actividad
opsdnica en secrecion mamaria y a una disminucién de la IgM. Adicionalmente, la
expresion de MHC-II por los macr6fagos 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 GM (Mallard y col, 1998). Los
macréfagos también cumplen un rol en la resolucién de la infeccién, a través de la
fagocitosis de neutr6filos senescentes para minimizar el dafio celular y tisular debido a
los componentes tdxicos antibacterianos liberados por los neutréfilos en el sitio de
infeccion.

Recientemente, se demostré que la infeccion in vitro de macréfagos bovinos con
S. aureus indujo su activacion tanto a través de la via cldsica como de la alternativa
(Lewandowska-Sabat y col., 2013). La activacion alternativa del macréfago podria ser
un mecanismo que contribuye a la persistencia intracelular de S. aureus enel curso de la
inflamacién mamaria en bovinos, ya que se ha propuesto que induciria la produccién de
IL-10 (citoquina anti-inflamatoria) inhibiendo en consecuencia la via cldsica de
activacion del macréfago.

En un estudio realizado en tejido mamario proveniente de vacas en periodo de
involucién activa, se observd un incremento del nimero de monocitos/macréfagos
inmunomarcados con anti CD14 en las GM de animales crénicamente infectados con S.
aureus en comparacion con glindulas no infectadas (Dallard y col., 2009); indicando
que estas células podrian jugar un rol importante en las IIM causadas por este
microorganismo asociado a un intento de reparar el dafio tisular durante la infeccion
crénica.

Los neutroéfilos juegan un rol clave en las defensas de la GM vy su rdpida
movilizacion desde la sangre hacia la leche es crucial para prevenir la proliferacion de
bacterias de crecimiento rdpido y la subsecuente mastitis aguda. La infiltracion

neutrofilica en la GM es impulsada por la deteccion de la bacteria o compo nentes de la
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misma como toxinas o PAMP, por sensores del sistema inmune innato (Aitken y col,
2011).

Elcambio a una poblacién predominantemente neutrofilica en la GM ocurre luego
del reconocimiento bacteriano y liberacién de quimioatrayentes por parte de los
macréfagos y células epiteliales. Los neutréfilos eliminan al patdgeno principalmente
por fagocitosis 'y muerte intracelular empleando numerosos mecanismos
antibacterianos: formacion de trampas extracelulares de neutréfilos (NET, del inglés
Neutrophil Extracellular Trap), estallido respiratorio, péptidos antibacterianos y
defensinas. Los neutr6filos activados liberan el material nuclear y el contenido de sus
grdnulos de manera similar a una red (NET), que fisicamente atrapa bacterias. Estas
trampas contienen al patégeno y lo ubican en un entorno local con altas concentraciones
de agentes antimicrobianos liberados por los neutréfilos, lo cual aumenta las
posibilidades de muerte de la bacteria (Brinkmann y col., 2004). Las funciones
fagociticas y el estallido oxidativo de los neutr6filos se reducen dristicamente cuando
toman contacto con la leche, debido a la ingestion de grasa y caseina (Mehrzad y col,
2005). Sin embargo, las funciones alternativas de los neutréfilos tales como la
liberacion de NET, no parecen verse afectadas por la presencia de leche (Lippolis y col,
2006). Por lo tanto, los NET podrian constituir importantes mecanismos bactericidas
empleados por los neutréfilos durante las IIM (Lippolis y col., 2006).

El reclutamiento de neutréfilos a la GM bovina varia en intensidad y rapidez de
acuerdo con el agente infeccioso (Rainard y Riollet, 2006). Trabajos realizados en
mastitis bovinas experimentales subclinicas por S. aureus, demostraron un
reclutamiento moderado (>106 células/ml) y tardio (entre 24 y 48 horas post infeccion)
de neutréfilos a las GM inoculadas coincidiendo con el aislamiento del microorganismo
de leche durante ese lapso (Riollet y col., 2000). En un estudio posterior, Riollet y col.
(2001) determinaron que durante la infeccion crénica de la GM bovina por S. aureus,
los neutréfilos constituyen el tipo celular predominante en leche, representado el 55 al
96% del total de células. Sibien el nimero de neutr6filos durante la infeccidon cronica se
incrementa notablemente, la actividad de los mismos se encuentra disminuida,
manifestada por la menor expresion de moléculas de adhesion en su superficie (Riollet y
col, 2001). Este tipo de respuesta podria favorecer el establecimiento de una [IM
crénica durante la cual la inflamacién y migracién leucocitaria contintian durante meses,

con el consecuente dafo al parénquima mamario.
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Estudios realizados in vitro en neutr6filos aislados de leche bovina demostraron
que la produccion de leucotoxinas (Luk) por parte de S. aureus puede contribuir a la
evasion inmune en la GM (Barrio y col., 2006). Las Luk forman poros en los leucocitos
inhibiendo la fagocitosis y favoreciendo la persistencia de la bacteria en la GM. Se ha
demostrado que la totalidad de los aislamientos de S. aureus de mastitis bovina poseen
genes para la produccion de y-hemolisina (hlg), la gran mayoria para LukE/D y del 10 al
50% de los para LukM/LukF -PV (Fueyo y col, 2005). En neutréfilos aislados de leche
bovina, LukM/LukF -PV han demostrado ser las leucotoxinas mds citotoxicas (Barrio y
col., 2006).

En la Tabla 1 se resumen las funciones principales de las células que participan en
la respuesta inmune innata en la GM bovina y los mecanismos potenciales que utiliza S.
aureus para evadir la respuesta inmune celular.

Si la bacteria invasora de la GM sobrevive, la infiltracién de neutréfilos 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: Taf y Tyd. En la
GM bovina sana predominan los linfocitos Tofl que expresan el fenotipo CD8+
fundamentalmente, en contraste con los de sangre periférica que expresan
primariamente el fenotipo CD4+ (Asai y 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 CPA, como
linfocitos B 0o macr6fagos. Cuando un linfocito T CD4+ madura, puede diferenciarse
hacia, al menos, 4 fenotipos de células Th, caracterizados segin sus factores de
transcripcion, perfiles de citoquinas y funciones efectoras en: células Thl (respuesta
citotoxica 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 1L-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
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observaciones sugieren que la activacidon linfocitaria hacia una via Th2, tendria

influencia sobre la respuesta inmune frente al patégeno y la susceptibilidad a [IM

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

Tabla 1: Funciones principales de las células que participan en la respuesta inmune innata en la
GM y mecanismos potenciales utilizados por Staphylococcus aureus para evadir la respuesta

mmune celular.

Células

Funciones inmunes principales
en la GM

Potenciales mecanismos de evasion

Células epiteliales
mamarias (CEM)

Rol clave en el reconocimiento
del pat6genoy en el inicio y
desarrollo del proceso
inflamatorio.

Capacidad de sintetizar y secretar
citoquinas pro-inflamatorias,
quimioquinas y proteinas de fase
aguda.

El contacto de S. aureus con la CEM
imposibilitarfa la formacién del myddosome
alrededor del dominio TIR del TLR,
alterando la cascada de sefalizacion
intracelular (Kagan y Medzhitov, 2006; Lin
y col., 2010).

S. aureus induce en las CEM una reacciéon
inmune dominada por la IL-6 (Giinther y
col, 2011).

Macréfagos Fagocitosis y muerte intracelular Activacién de la quinasa JNK y supresién en
de la bacteria. la produccién de superdxido por parte de los
» ) ) macréfagos que han fagocitado S. aureus,
Sec.:re.c1on. de citoquinas y prolongando la vida de las bacterias en los
quimioquinas.
fagosomas (Watanabey col., 2007).
Presentacion antigénica en . L .
asociacién con MHC-IL Per§1st§nc1a mtracelglar de la bacteria por
activacion  alternativa del  macréfago.
Mecanismo posible: la inducciéon de Ila
produccién de IL-10 inhibirfa la via cldsica
de activacidon del macréfago (Lewandowska-
Sabat y col., 2013).
Neutrofilos Fagocitosis y muerte intracelular En infecciones cronicas por S. aureus:

de la bacteria.

Secrecién de factores
antibacterianos.

incremento significativo en el nimero de
neutréfilos pero disminucién de su actividad
y menor expresiéon de moléculas de adhesion
en su supertficie (Sears y McCarthy, 2003).

Las leucotoxinas de S. aureus forman poros
en los leucocitos inhibiendo la fagocitosis y
favoreciendo la persistencia de la bacteria en
la GM (Barrio y col, 2006; Fueyo y col,
2005).

Las células T CD8+ poseen funciones tanto citotdxicas como supresoras, y por lo

tanto pueden eliminar células del hospedador que expresen antigenos extrafios (en

asociacion con el MHC-I) o pueden controlar o modular la respuesta inmune durante la

infeccidn bacteriana. Se ha sugerido que las células T CD8+ citotdxicas pueden actuar

como “depuradores” (scavengers) removiendo células secretoras viejas o dafiadas, las
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cuales pueden incrementar la susceptibilidad de la GM a las infecciones (Taylor y col,
1994). La evaluaciéon de secreciones licteas de GM bovinas infectadas con S. aureus
revela una subpoblacion 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 células de sangre periférica de vacas lecheras, se
observd que linfocitos T CD8+ obtenidos en la mitad de la lactancia exhibfan
actividades citotéxicas y expresaban IFN-y, mientras que los obtenidos durante el
periodo post-parto temprano no presentaban actividad citotoxica 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 IIM en dicho momento.

Las células Tyd no han sido bien caracterizadas, pero se sugiere que tendrian
capacidad citotdxica, lo que las convertiria en una importante linea de defensa contra
agentes infecciosos, particularmente patdgenos intracelulares (Skyberg y col., 2011).
Soltys y Quin (1999) mostraron un aumento de estas células en sangre durante [IM
estafilococcicas. 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). Ademds, estas células
podrian ser directamente activadas por PAMPs en ausencia de CPA, lo cual tendria
implicancia en la respuesta inmune innata (Plattner y Hostetter, 2011). La contribucién
de las variaciones de los linfocitos Tyd en la inmunidad global de la GM no esta del
todo clara, debido a que las funciones bioldgicas de estas células son atin especulativas.

El rol primario de los linfocitos B es producir anticuerpos contra patgenos
invasores. A diferencia de los macréfagos y neutréfilos, los linfocitos B utilizan
receptores de la superficie celular para reconocer patdégenos especificos. En forma
similar a los macréfagos y células dendriticas pueden funcionar como CPA,
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 plasmadticas que producen anticuerpos y células de memoria. A diferencia
de los linfocitos T, la poblacion de los linfocitos B en sangre permanece practicamente

constante durante todo el periodo de lactancia (Van Kampen y Mallard, 1997).
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Las células NK son linfocitos grandes y granulares que tienen actividades
citotoxicas independientes del MHC, por lo que pertenecen al sistema inmune innato.
Expresan receptores que reconocen las moléculas MHC-I sin péptido unido y, a
diferencia de lo que ocurre con el receptor T, dicho reconocimiento da lugar a una
inhibicién en lugar de una activacion 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 célula NK libera sus granulos
conteniendo perforinas y granzimas que destruyen la célula diana por disrupcién 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 funcién citotoxica las hace vitales para la remocién de patégenos
intracelulares 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 poblacion celular, tanto frente a

infecciones como en el periparto, no han sido evaluados.

1.3.3. Citoquinas y quimioquinas

El papel de las citoquinas y quimioquinas en la GM se ha estudiado intensamente
en los ultimos afios. No s6lo juegan un papel importante en la fisiologia sino en los
aspectos de la inflamacién y la inmunidad. Sin embargo, a pesar de su rol fundamental
en la respuesta del hospedador a la infeccidn, también pueden generar efectos deletéreos
sobre el mismo. Por lo tanto, existe un fino balance entre los efectos positivos y
negativos de las citoquinas en el hospedador, que estd establecido por la maduracidn,
cantidad y ubicacion de su expresion. La capacidad fisioldgica e inmunomoduladora de
las citoquinas es compleja, la mayoria tiene vidas medias muy cortas y pueden actuar en
forma individual o interactuar con otras (Aitken y col., 2011).

Citoquinas pro-inflamatorias: Las dos citoquinas mds importantes que
claramente promueven la inflamacién son IL-1f y TNF-a. Estas interleuquinas son
mediadores claves de la respuesta inmune sist¢mica y local. No solo regulan la
expresion de una amplia bateria de genes incluyendo otras citoquinas, enzimas y
proteinas de fase aguda, sino también de genes relacionados con la proliferaciéon y

apoptosis. La IL-6 es la tercera citoquina pro-inflamatoria clave que media la respuesta
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de fase aguda en la inflamacién, aunque también puede tener propiedades anti-
mflamatorias (Bannerman, 2009).

La IL-1 estd relacionada con la estimulacién de la respuesta de fase aguda
(Tracey, 1994). Ha sido reportado que tiene efectos especificos quimioticticos y
activadores sobre células fagociticas, ademds de otros tipos de células (Di Giovine y
Duff, 1990; Di Giovine y col., 1991; Dinarello, 1994). Es secretada por distintos tipos
celulares (linfocitos T y B, células NK, granulocitos, células endoteliales, fibroblastos,
células del musculo liso, queratinocitos, células de Langerhans, osteoclastos, astrocitos,
células mesangiales, células del timo y cérnea), aunque son los monocitos/macréfagos
la principal fuente de producciéon (Fernidndez-Botran y col., 1996). Ademas, se ha
demostrado que estimula la produccién de varias citoquinas secundarias que actdan
amplificando la inflamacién como las IL-6 e IL-8 (Cork y Duff, 1994).

Existen dos tipos de IL-1, laIL-1a e IL- 1B, que poseen una homologia de un 25%.
LalL-1q, es producida en grandes cantidades por queratinocitos y en menor medida por
macréfagos. En bovinos, la IL-1p es producida por monocitos/macréfagos y células
epiteliales. Durante la respuesta inflamatoria, IL-1p regula la expresion de adhesinas en
células endoteliales y el transito de neutréfilos en infecciones causadas por E. coli. El
rol de la IL-1B en infecciones causadas por S. aureus es importante solo en etapas
tempranas de infeccion (Yamanaka y col, 2000; Zhang e Issekutz, 2002).

Comparada con otras citoquinas, la respuesta de IL-1B frente a IIM
experimentales ha mostrado ser altamente variable (Riollet y col, 2000). En el caso de
IIM por bacterias Gram positivas o sin pared celular, la induccién de IL-1p fue
demorada en comparaciéon con la infeccidn por bacterias Gram negativas. Si bien la
produccion de ARNm de IL-1p ha mostrado estar regulada positivamente en células de
leche aisladas de GM infectadas con S. aureus (Riollet y col., 2001), se han observado
resultados discordantes en cuanto a la deteccion de la proteina en leche. Riollet y col.
(2000) no detectaron esta citoquina en leche luego del desafio experimental con S.
aureus; en cambio, Banneman y col. (2004) observaron un aumento en las
concentraciones de IL-1B en leche luego de las 32 horas post desafio con este
organismo, manteniéndose por 8 horas adicionales.

El TNF-a es una citoquina pro-inflamatoria producida por macréfagos, linfocitos,
neutréfilos y células epiteliales (Angelini y col, 2005), secretada tempranamente en
respuesta a la estimulacién microbiana. La rapidez de la liberacion de esta citoquina

reside en que el TNF-a se acumula como una proteina preformada de 26 kDa (pro-TNF-
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a) sobre la membrana plasmatica y es clivada rapidamente hasta quedar como una
proteina soluble de 17 kDa por una enzima unida a la membrana, la enzima
convertidora de TNF-a (TACE) (Solomon y col., 1999; Murray y col., 2005). El TNF-a
es producido por macr6fagos, neutréfilos y células epiteliales Participa en la actividad
quimiotictica de neutréfilos, ya que induce la expresion de moléculas de adhesion por
células endoteliales. EI TNF-a es la principal citoquina producida durante la etapa de
infeccién temprana y es el responsable del shock endotéxico que se produce en una
infeccion aguda causada por E. coli. La infusién intramamaria de TNF-o induce un
incremento en el nimero de células somdticas, principalmente un aumento en la
cantidad de neutr6filos (Persson y col., 1996). Al igual que la IL-1, el TNF-a es un
poderoso inductor de respuesta inflamatoria, la cual puede mediar directamente o por
intermedio de la IL-1 y otras citoquinas proinflamatorias. Asi, el TNF-a puede inducir
la producciéon de IL-2, 1L-4, IL-6, IL-10, IL-1, IL-18 IFN-y, factor transformante del
crecimiento beta (TGF-B), factor inhibidor de la migracion (MIF), entre otros.
Igualmente, el TNF-a puede estimular la produccion de hormonas como el cortisol, la
epinefrina, el glucagdn, la insulina y la norepinefrina (Tracey, 1994; Dinarello y
Moldawer, 1999).

A nivel local, el TNF-a promueve la activacion endotelial, el reclutamiento y
posterior activacidon de leucocitos en el sitio de la infeccion; mientras que los efectos
sist¢micos incluyen la induccion de fiebre y de proteinas de fase aguda. A pesar de que
estos efectos locales y sistémicos son beneficiosos para la respuesta innata del
hospedador frente a la infeccion, el TNF-a estd asociado a respuestas inflamatorias
agudas que pueden amenazar la vida del animal. Como se ha mencionado anteriormente
en la seccidén sobre reconocimiento del patdgeno e iniciacion de la respuesta inmune,
durante la mastitis bovina causada por bacterias Gram negativas se han detectado
concentraciones elevadas de esta citoquina en sangre y leche (Riollet y col, 2000;
Bannerman y col., 2004 ) mientras que las bacterias Gram positivas o sin pared celular
promueven una respuesta de TNF-o minima o demorada (Kauf y col., 2007). A pesar de
que aun se desconocen las causas de la falta de desarrollo de una respuesta TNF-a
temprana en las IIM en bovinos, Kauf y col. (2007), demostraron que el organismo no
pareceria regular negativamente a esta citoquina, ya que la infusién de LPS 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. Respecto de las

IIM crénicas por S. aureus, se ha observado por técnicas de inmunohistoquimica (IHQ)
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un incremento significativo del drea imunomarcada para TNF-o y del nimero de
monocitos/macréfagos CD14+ durante la involucién mamaria activa, indicando que esta
citoquina en asociacion con los monocitos/macréfagos tiene una participacion destacada
en la respuesta inmune durante las I[IM persistentes durante el periodo no lactante
(Dallard y col., 2009). Son necesarios nuevos estudios para determinar la relacion de
esta citoquina con células del tejido mamario y otras citoquinas en [IM crénicas durante
el periodo de involucién mamaria.

La IL-6 es una citoquina con propiedades pro y anti-inflamatorias y estd
implicada en aspectos que involucran tanto la respuesta inmune innata como la
adaptativa a través de su capacidad para inducir fiebre, diferenciacion de linfocitos B y
la correspondiente produccién de inmunoglobulinas, la activacién de linfocitos T y el
incremento de la respuesta pro-inflamatoria de los neutr6filos (Keller y col, 2006). Se
ha observado una mayor expresion de ARNm para IL-6 en células somadticas aisladas de
leche proveniente de bovinos con mastitis adquiridas en forma natural (Riollet y col,
2001; Taylor y col, 1997) o inducidas experimentalmente (Lee y col, 2004) en
comparacion con células aisladas de leche de GM no infectadas. La abundancia relativa
de estos transcriptos ha sido detectada tanto en vacas infectadas con E. coli como por S.
aureus. Asimismo, incrementos en las concentraciones de la IL-6 han sido observados
en leche y sangre de vacas con mastitis adquiridas naturalmente (Hagiwara y col., 2001)
e inducidas experimentalmente (Dernfalk y col., 2007).

Como se ha mencionado en pdrrafos anteriores, estudios in vitro en pbMEC
sugieren que la respuesta de estas células a S. aureus estd dominada por la IL-6
(Glinther y col, 2011) y que la rdpida y elevada expresion de esta citoquina luego de la
estimulacién con la bacteria estd acompafiada de incrementos en las concentraciones de
ARNm para IFN-B1 e IFN-B2. Se ha demostrado que el IFN-B inhibe la liberacion de
citoquinas pro-inflamatorias como la IL-12 a través de un incremento de la sintesis de
IL-10 en células mononucleares de sangre periférica en seres humanos (Wang y col,
2000) y regularia en forma negativa al IFN-y reduciendo tanto la expresién de MHC-II
sobre las APC (Huynh y col, 1995) como la expresién de moléculas de adhesion y
metalopeptidasas de la matriz (MMPs) ( Liuzzi y col., 2004). El desafio de las ppMEC
con S. aureus no indujo la expresion de MHC o MMPs ni de moléculas de adhesion

ntercelular (ICAMs), lo cual sustenta la teoria propuesta (Giinther y col, 2011).
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Citoquinas anti-inflamatorias: Las IL-4, IL-10, IL-13 y TGF-p, suprimen la
produccion de citoquinas inflamatorias. Estas IL se originan a partir de leucocitos que
invaden la GM durante la infeccion.

Una de las IL anti-inflamatorias mds estudiada en la respuesta inmune en la GM
es la IL-10. Es producida por varios tipos celulares, incluyendo los linfocitos T helpers
de tipo 2, células B, eosinéfilos, mastocitos y células de linaje monocitico, éste dltimo
es considerado la mayor fuente de esta citoquina in vivo (Asadullah y col, 2003). La
misma tiene dos funciones principales: limitar la inflamacién mediante la inhibicién de
la sintesis de citoquinas mediante la disminucién de la producciéon de IFN-y, TNF-a e
IL-12 (Van Crevel y col, 2002) e influenciar la naturaleza de la respuesta inmune
adaptativa a la infeccion afectando la capacidad de monocitos y macréfagos para
presentar antigenos a los linfocitos T por regulaciéon negativa de la expresion de
moléculas del MHC-II (Mocellin y col., 2004). Ademads, la IL-10, también participa en
la absorcion de antigenos y la diferenciacion y funcidén de linfocitos T y B (Bannerman
y col, 2004).

Se ha demostrado que la infeccidn experimental con S. aureus no induce una
respuesta significativa de IL-10 en la GM bovina (Bannerman y col., 2006). Si bien
trabajos previos han demostrado la expresion de ARNm para IL-10 en células de leche
proveniente de cuartos mamarios con infecciones cronicas por S. aureus (Riollet y col,
2001) la estimulacién de ppMEC con S. aureus no logré aumentar los niveles de ARNm
para esta citoquina (Lahouassa y col., 2007), lo cual sugiere que las CEM no serian la
fuente de IL-10 en la leche durante la infeccion por S. aureus.

La IL-4 es una citoquina critica que favorece el desarrollo de la respuesta celular
Th2 (Seder y col., 1992). Los transcriptos de esta citoquina no fueron detectados en
leche de cuartos mamarios crénicamente infectados con S. aureus (Riollet y col., 2001).
Por otra parte, la 1L-13 no ha sido explorada en la GM bovina en infecciones por S.
aureus.

El TGF-B es expresado por una variedad de leucocitos (Letterio y Roberts, 1998)
y también por otros tipos celulares, incluyendo células epiteliales (Kwong y col, 2004;
Zarzynska y col., 2005). Existe una interaccion entre los componentes de la matriz
extracelular y los factores de crecimiento en el tejido mamario. La expresion de ARNm
de TGF-B1 es mas alta en la involucion que en la lactacion (Plath y col., 1997). El factor
de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2) activa indirectamente la forma latente de TGF-

B en células epiteliales bovinas (Flaumenhaft y col, 1992), por lo que FGF-2 puede
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tener un especial rol en la remodelacion de la GM bovina durante la involuciéon (Plath y
col., 1998).

Se considera que en forma general es un factor que estimula la diferenciacién de
las células de la inflamacién, pero cuando estas maduran las inhibe, favoreciendo la
resolucion del proceso inflamatorio (Chin y col., 2004). El TGF-f, ademis de sus
propiedades anti-inflamatorias, regula un amplio espectro de actividades bioldgicas que
incluyen: crecimiento y diferenciacién celular, apoptosis, migracién celular,
angiogénesis y produccion de matriz extracelular (Massague y col., 2006). Los genes de
las tres isoformas (TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3) son expresados en la GM bovina (Maier
y col,, 1991), sin embargo, s6lo TGF-B1 y TGF-B2 se han encontrado en leche, siendo
esta ultima la isoforma predominante (Chockalingam y col, 2005). Bannerman y col
(2006) demostraron que la IIM por S. aureus, durante la mitad de la lactancia, indujo un
incremento en la produccion de TGF-B1 y TGF-B2 en leche. Por otra parte, se ha
demostrado en infecciones experimentales de GM bovina durante la lactancia media y
tardfa utilizando diferentes cepas de S. aureus conocidas como SCV (small colony
variant) que las concentraciones séricas de TGF-B1 pueden variar en relacién a la cepa
infectante (Kim y col, 2011). Asi, TGF- es un mediador involucrado en los procesos
fisiolégicos y patologicos de la GM bovina que estin asociados al desarrollo y la
inflamacién, respectivamente (Bannerman, 2009).

En diferentes estadios del desarrollo de la GM bovina, se ha reportado que el
TGF-B regula el crecimiento y patron de los ductos como también la diferenciacion
funcional de los alvéolos (Daniel y col, 2001). En ratén, los TGF-f son potentes
inhibidores de la proliferacion de las células ductales de la mama (Dickson y Lippman,
1995). La habilidad de TGF-f1 de regular estos eventos es principalmente atribuida a
sus efectos inhibitorios sobre el crecimiento de las células epiteliales y sus efectos
estimulatorios sobre fibroblastos y otras células del estroma (Kolek y col, 2003;
Musters y col., 2004).

Se ha descripto que TGF-f3 suprime la inflamacién por regulacién negativa sobre
la produccién de citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias y por estimular la
fagocitosis por parte de los macr6fagos de residuos bacterianos, células inflamatorias y
células dafiadas (Flanders y Wakefield, 2009). El TGF-B es un importante factor de
diferenciacion de células Thl7, las cuales estimulan la respuesta inflamatoria durante
infecciones que no son suficientemente controladas por la inmunidad Thl o Th2 (Korn

y col, 2009). Las células reguladoras que incluyen Treg y macréfagos M2 también
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producen TGF- en humanos. Estas células colaboran en la prevencion de los efectos
adversos de la respuesta inmune prolongada o excesiva (Benoit y col, 2008). Estudios
recientes, han demostrado una inmunoexpresion significativamente mayor de TGF-p1,
TGF-B2 TGF-B3 y de los receptores TGF-BR1 y TGF-BR3 en cuartos mamarios con
infecciones cronicas por S. aureus en relacion a cuartos mamarios no infectados, lo que
sugiere una respuesta dirigida a limitar el alcance de la inflamacién y lesion tisular
generada por el proceso infeccioso crénico (Andreotti y col, 2014).

Los IFN constituyen una familia de citoquinas con funciones inmunes
moduladoras. Los IFN de tipo I, como IFN-a e IFN-f, son expresados por todos los
tipos de células, mientras que el IFN-y es producido exclusivamente por los leucocitos y
es el mas estudiado en la inmunidad de la GM bovina. Recientemente Gilbert y col
(2013) demostraron una respuesta diferencial mayor en la activacion de la via del IFN
tipo I luego de la estimulacién de ppMEC con LPS de E. coli, no observindose tal
respuesta luego de la estimulacién con sobrenadante de cultivo de S. aureus. En
contraposicién a estos resultados otros estudios han demostrado la capacidad de S.
aureus de activar genes dependientes de IFN (Giinther y col., 2011). Giinther y col
(2011) postulan que la activacién de genes dependientes de IFN también puede resultar
de la estimulacién autocrina/paracrina de las CEM por la IL-6, gatillando la via de
STATS3. La sobreexpresion de genes dependientes de IFN fue detectada luego de las 24
horas de exposicion de ppbMEC a S. aureus inactivado por calor, por lo cual la
estimulaciéon de genes dependientes de IFN podria ser un evento tardio en la interaccion
S. aureus/CEM al contrario de lo que ocurre en la interaccion E. coli/CEM (Gilbert y
col., 2013).

El IFN-y promueve la diferenciacion de células Thl y suprime de forma
concomitante la actividad de células Th2. Durante el curso de IIM experimentales por S.
aureus se detectaron incrementos en las concentraciones de IFN-y en leche y en la
expresion cuantitativa de ARNm en células epiteliales, aunque en forma mis tardia
comparado con la infeccion por E. coli (Riollet y col., 2001; Bannerman y col., 2004;
Lee y col, 2006; Kauf y col, 2007). Es interesante destacar que las mayores
concentraciones de IFN-y han sido detectadas en IIM caracterizadas por una
persistencia de la infeccidn y que estas elevadas concentraciones coincidieron con un
mayor nimero de bacterias recuperadas de las GM infectadas en comparacién con GM
no infectadas (Kauf y col., 2007). Esta caracteristica puede reflejar un intento del

huésped de intensificar las respuestas inmunes mediadas por células para erradicar los
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patégenos que no son efectivamente eliminados por los mecanismos de defensa innatos
en etapas mis tempranas de la infeccion.

Estudios recientes han destacado la importancia de IFN tipo III (IFN-L) en la
regulacion de citoquinas inflamatorias durante infecciones pulmonares causadas por S.
aureus en humanos, sin embargo se desconoce la importancia de este tipo de IFN en
IIM en bovinos (Cohen y Prince, 2013).

Las quimioquinas constituyen una gran familia de citoquinas que estimulan la
migracién de leucocitos desde la sangre al sitio de la inflamaciéon. Mientras el
reclutamiento de granulocitos, monocitos, macréfagos y células NK median la
eliminacion del patégeno, la migracion de células T y B inducen la respuesta inmune
humoral en la GM. La IL-8 o quimioquina CXCLS8 ha sido més estudiada en la GM
bovina durante la respuesta inmune. Numerosos trabajos demuestran un significativo
aumento en la expresion cuantitativa de ARNm para CXCLS en el tejido mamario y de
la proteina CXCLS8 en leche después de la infeccidon con diferentes patdgenos causantes
de mastitis (Bannerman, 2009). Esta quimioquina interactia con los receptores de
quimioquinas 1 (CXCR1) y CXCR2 para mediar la migracion de granulocitos y la
acumulaciéon de macréfagos en el sitio de infeccion. Los neutréfilos constituyen una
primera linea de defensa inmune celular y son reclutados tempranamente por CXCLS8 en
respuesta a la infeccion (Riollet y col., 2000).

Elrol de la IL-8 en las IIM por S. aureus en asociacion con otros componentes de
la inmunidad innata se ha sefialado en diferentes secciones de la presente revision por lo
cual a modo de resumen se puede mencionar que, estudios realizados con diferentes
cepas de S. aureus no han logrado detectar incrementos de IL-8 en leche luego de la
infeccién intramamaria experimental (Riollet y col, 2000). Por otra parte, numerosos
trabajos independientes con diferentes cepas de S. aureus han mostrado expresion
disminuida o ausencia completa de ARNm para IL-8 en tejido mamario y en células de
la leche en respuesta a la infeccion experimental (Lee y col, 2006; Yang y col., 2007).

En la Tabla 2 se resumen los mecanismos inducidos por S. aureus que determinan

una respuesta diferenciada de citoquinas en la GM bovina.
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Tabla 2: Mecanismos inducidos por Staphylococcus aureus que conducen a una respuesta
diferenciada de citoquinas en la glindula mamaria bovina segiin estudios realizados in vivo e in

vitro.

Citoquinas gezllil;:zsL?l‘ A Mecanismo potencial le\iz?;:nen tal

TNF-a Ausencia en leche durante las Bloqueo o fracaso en la Infecciones
primeras 48 hs post infeccién activacion de sefalizacién de intramamarias
(Bannerman y col., 2004). TLR mediante 1la via experimentales
Expresién génica aumentada en dependiente de MyDS88 con con S. aureus.
leche a las 24 hs post infeccion con la consecuente disminucién
fuerte disminucién 8 horas mds en la sintesis de enzimas
tarde (Alluwaimi y col., 2003; Lee bactericidas y compuestos
y col., 2006). antibacterianos.

Niveles no  detectables en Regulacién negativa de la Estudios in vitro
sobrenadante de cultivo de ppMEC activacién de NF-«xB por el

(Bougamn y col., 2010; Gilbert y patégeno.

col,, 2013).

Expresiéon génica disminuida en

pbMEC (Lahouassa y col, 2007;

Yang y col, 2008; Giinther y col.,

2011; Lara-Zarate y col., 2011).

IL-1B Resultados discordantes en cuantoa Bloqueo o fracaso en la Infecciones
su deteccion en leche: Incrementos activacién de sefializacién de  intramamarias
de los niveles a las 32 hs post TLR mediante la via experimentales
infeccién, manteniéndose elevada dependiente de MyD88 con con S. aureus
por 8 hs (Bannerman y col., 2004) o la consecuente disminucion
ausencia (Riollet y col, 2000; en la sintesis de enzimas
2001). bactericidas y compuestos
Expresiéon génica aumentada en antibacterianos.
leche a las 32 hs post infeccidn,
manteniéndose elevada por 8 hs
(Alluwaimi y col., 2003; Lee y col.,

2006).
Regulacién negativa de la Estudios in vitro
Niveles no  detectables en activaciéon de NF-kB por el
sobrenadante de cultivo de ppMEC  patégeno.
Bougarn y col,, 2010; Gilberty col.,
2013).
Expresiéon génica disminuida en
pbMEC (Lahouassa y col, 2007;
Giinther y col, 2011; Lara-Zarate y
col., 2011)

IL-8 Ausencia en leche durante las Bloqueo o fracaso en la Infecciones
primeras 48 hs post infeccién activacion de sefalizacién de intramamarias
(Bannerman y col., 2004). TLR mediante 1la via experimentales

Expresiéon génica disminuida en
pbMEC (Lahouassa y col., 2007;
Yang y col, 2008; Lara-Zirate y
col,, 2011).

dependiente de MyDS88 con
la consecuente disminucion
en la sintesis de enzimas
bactericidas y compuestos
antibacterianos.

Regulacién negativa de la
activacién de NF-kB por el
patégeno.

con S. aureus.

Estudios in vitro
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Tabla 2 (continuacion)

IL-6, IFN-p  Expresién génica aumentada en Activacién de NF-kB porun  Estudios in vitro
pbMEC (Giinther y col., 2011). mecanismo independiente de
la via de MyDSS8.

TGF-p Expresion génica aumentada en Bloqueo dela via de Estudios in vitro
pbMEC (Gilbert y col., 2013). sefializacién dependiente de
MyD88. Posible utilizacién
de la via AP-1.

Expresion proteica aumentada en Intensaremodelacién del Estudios ex vivo

IIM crénicas por S. aureus tejido mamario infectado.
(Andreottiy col, 2014).

1.4. Modelo murino de infecciéon experimental con S. aureus.

El modelo de mastitis causada por S. aureus en ratén fue descripto por primera
vez en 1970 por Chandler. A partir de entonces, este modelo se ha utilizado para evaluar
la patogenia de las IIM causadas por S. aureus (Anderson y Chandler, 1975; Anderson y
col, 1976; Reid y col, 1976; Anderson, 1981; Chandler y col, 1980; Brouillette y col,
2003) y el papel de potenciales factores de virulencia bacteriana (Calvinho y col, 1993;
Jonsson y col, 1985; Brouillette y col, 2003; 2005; Tuchscherr y col, 2005,
Tuchscherr y col., 2008). Ademds, la proteccion conferida por la inmunizacién (Mamo
y col., 1994; 2000; Gémez y col, 2002; Gong y col.,, 2010) y el efecto de la
administraciéon de antibidticos contra I[IM por S. aureus (Anderson y Craven, 1984;
Bramley y Foster, 1990; Sdnchez y col., 1994).

El uso del modelo en ratén es una alternativa relativamente econdmica que
requiere del cuidado estindar y de experiencia bdsica en el manejo de animales de
laboratorio. En la actualidad, este modelo continda siendo una herramienta adecuada
para los trabajos de investigacion que se centran en la patogénesis y control de las [IM
en bovinos (Broulliette y Malouin, 2005; Notebaert y Meyer, 2006). En forma similar al
bovino, el ratén posee dos pares de GM en la region inguinal, ademds posee tres pares
en la region tordcica que no estin presentes en la ubre bovina. Ambas especies poseen
gldndulas que son anatdmica y funcionalmente independientes entre si 'y cada GM posee
un conducto primario del pezdn que desemboca en un orificio dnico. Como en el

bovino, el modelo de mastitis en ratén también proporciona un ambiente Unico de
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crecimiento del patdgeno en la leche y permite la interaccién del organismo con las
células del hospedador y los componentes inmunes, ademds de ofrecer factores fisicos
como el amamantamiento. En modelos in vitro estas caracteristicas no son tomadas en
cuenta (Notebaert y Meyer, 2006). También beneficioso para el estudio de la mastitis es
el hecho de que observaciones en el ratdbn concernientes a recuentos bacterianos,
nimero de neutrofilos y cambios histologicos son similares a las observadas en bovinos
(Chandler, 1970). Broulliette y col. (2005) desarrollaron un método para cuantificar la
infiltracion de leucocitos polimorfonucleares (LPMN) en tejido mamario de ratdn como
marcadores de inflamacién y carga bacteriana en secciones de tejidos infectados.

Aunque existen similitudes, también existen diferencias entre ambas especies. Por
ejemplo, la ubre bovina contiene un mayor nimero de células fagociticas residentes en
comparacion con las que se encuentran en la GM de raton (Anderson y Heneghan,
1979) y la composicion de la leche difiere en forma significativa en relacion a la
cantidad de proteinas, grasas y carbohidratos. A diferencia del bovino, la cuantificacion
del nimero de células somdticas en ratdn no se realiza debido a la dificultad para
obtener muestras de leche. Debido a estas diferencias, los resultados obtenidos a partir
de experimentos realizados en ratén no deben ser totalmente extrapolados al bovino.
Muchos investigadores resaltan la importancia de realizar una valoracion final en
bovinos luego de los estudios en el modelo de mastitis en ratén (Notebaert y Meyer,
2006). Sin embargo, el modelo de infeccion murino ofrece perspectivas adicionales muy
atractivas para el estudio de la enfermedad. La disponibilidad de mayor nimero de
animales permite el screening de numerosos compuestos con potencial como
inmunomoduladores o antimicrobianos. En bovinos, estos experimentos son muy caros
y consumen tiempo. Ademds, para obtener estadisticas vélidas el nimero minimo de
animales se obtiene ficilmente usando ratones. Nuevas tecnologias como imdgenes
real-time in vivo son s6lo aplicables a animales de laboratorio. Mds importante aun, la
generacion de mutantes o ratones transgénicos o knock-out en la actualidad han hecho
posible el estudio profundo de los mecanismos moleculares de la patogenia de la
mastitis (Kerr y col, 2001; Elazar y col., 2009).

Como se desprende de lo citado precedentemente, desde los comienzos del siglo
pasado hasta nuestros dias, los modelos murinos han contribuido a la comprensién de la
patogénesis de la mastitis y al desarrollo de nuevas terapias. Estos modelos animales

representan un recurso esencial para la generacion de nuevos conocimientos sobre
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mecanismos de enfermedad y constituyen parte imprescindible del puente traslacional

entre la investigacidon bdsica y su proyeccion clinica.
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2.0bjetivos

2.1. Objetivo general e hipotesis de trabajo

En base a los antecedentes anteriormente descriptos, la hipétesis planteada en la
presente tesis es que, la interaccion de S. aureus con las CEM bovinas y la respuesta
inmune del hospedador frente a la infeccion experimental por la bacteria varian con la
cepa infectante, y tales variaciones se asocian con las caracteristicas clinicas de la IIM
producida y con las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas. Es por ello
que se propuso como objetivo general, investigar aspectos de la interaccién patdgeno-
hospedador y caracterizar la respuesta inmune inducida, durante la infeccion mamaria
experimental en un modelo murino, con cepas de Staphylococcus aureus seleccionadas
segin criterios  clinicos, epidemiolégicos, fenotipicos y genotipicos que permitan

establecer diferencias y asociaciones entre las mismas.

2.2. Objetivos especificos

a) Seleccionar diferentes cepas de S. aureus sobre la base de su comportamiento
clinico, prevalencia y recuento de células somdticas promedio del rodeo de
origen, respuesta a la terapia antibidtica, susceptibilidad a antimicrobianos,
produccion de P-lactamasa, produccion de toxinas y genotipo, que permitan
caracterizarlas respecto de su potencial capacidad infecciosa, como de baja
adaptacion a la glindula mamaria y alta adaptacion a la glindula mamaria y
tendencia a la cronicidad.

b) Evaluar in vitro en una linea de células epiteliales mamarias bovinas la capacidad
de invasion de las cepas seleccionadas y establecer diferencias entre las mismas.
¢) Evaluar la prevalencia y expresion relativa de genes involucrados en la
adherencia, internalizaciéon y formaciéon de biofilm en las cepas seleccionadas y

establecer diferencias.

d) Desarrollar un modelo de mastitis en raton con dos cepas de S. aureus
seleccionadas por poseer caracteristicas  distintivas segin los  criterios
establecidos anteriormente.

e) Evaluar in vivo en un modelo murino el nivel de infeccién, los cambios
histolégicos y la reaccion inflamatoria inducida por las cepas seleccionadas tras

la moculaciéon experimental y establecer diferencias entre las mismas.
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f) Caracterizar aspectos de la respuesta inmune inducida en el hospedador tras la
inoculacion experimental de las bacterias seleccionadas y establecer diferencias

entre cepas.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Seleccion de las cepas de Staphylococcus aureus

De una colecciéon de 300 cepas de S. aureus pertenecientes al cepario del
Laboratorio de Microbiologia y Calidad de Leche de la Estacién Experimental
Agropecuaria (EEA) Rafaela del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) se seleccionaron 40 cepas proveniente de vacas con IIM clinicas y 21 cepas
provenientes de vacas con IIM subclinicas. Los aislados de S. aureus provenian de
diferentes tambos de las provincias de Santa Fe, Cérdoba y Buenos Aires.

Las cepas preseleccionadas fueron caracterizadas sobre la base de datos
epidemioldgicos del rodeo de origen (alta o baja prevalencia de IIM por S. aureus,
considerando alta >15% y baja <10%, en base al muestreo y posterior cultivo de leche
de todos los animales en lactancia), RCS promedio del tambo de origen (bajo RCS:
<200.000 cél/ml y alto RCS: >500.000 cél/ml), manifestaciones clinicas (mastitis
clinica o subclinica), respuesta al tratamiento antimicrobiano ante un protocolo
estandarizado (favorable: curacion bacteriologica o desfavorable: ausencia de curacién
bacteriolégica a los 14 dias post tratamiento) y produccion de o y [B-toxinas. Se
consideré como mastitis clinica la presencia de alteraciéon macroscépica de la leche al
momento de la toma de la muestra, con o sin signos cardinales de inflamacién. Todas
las cepas fueron caracterizadas fenotipicamente por pruebas estdndares (Oliver y col.,
2004). Los procedimientos de seleccién enunciados fueron realizados en la EEA
Rafaela de INTA en el marco de diferentes proyectos de investigacion por lo cual no se
presentan en esta tesis.

A partir de los criterios anteriores del total de cepas se seleccionaron 15 aislados
provenientes de IIM clinicas y 21 aislados provenientes de IIM subclinicas.

Las cepas de S. aureus fueron conservadas a -80°C en caldo tripteina soya (CTS)
(Britania) mediante el agregado de glicerol 15% (v/v) como agente crioprotector. Al
momento de ser utilizadas, las mismas fueron reactivadas mediante la siembra en placas
de Petri conteniendo agar tripteina soya (ATS) (Britania) y posterior incubacién a 37°C
durante 16 horas.

En una primera etapa se realiz6 la caracterizaciéon fenotipica de los aislados
utilizando pruebas estdndares (Oliver y col.,, 2004) y la caracterizacién genética de
especie mediante reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de ADN

genOmico. Posteriormente, los mismos fueron procesados para la realizaciéon de la
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técnica de electroforesis de campos pulsantes (PFGE) que permitié la caracterizacion

genética a través de la obtencidn de los patrones clonales.

3.2. Caracterizacion fenotipica de las cepas de S. aureus

a) Prueba del Agar Manitol Salado (AMS).
Fundamento: Este medio es selectivo y diferencial. Primeramente, permite el
aislamiento de estafilococos, debido al alto contenido salino que refleja el caricter
selectivo de dicho medio ya que inhibe el crecimiento de géneros distintos a
Staphylococcus spp. Por otra parte, permite caracterizar la especie S. aureus ya que la
misma es capaz de fermentar el manitol con produccién de dcido que conlleva a la
disminucién del pH del medio y en consecuencia, al viraje de color del indicador rojo
fenol dando colonias rodeadas de un halo amarillo. Los estafilococos coagulasa
negativos presentan colonias rodeadas de una zona roja o pdrpura.
Procedimiento: Se prepararon placas con medio AMS (Anexo I). Posteriormente se
sembraron en ellas, por el método de cinco estrias, las cepas previamente crecidas a
37°C por 16 horas en placas con ATS (Anexo I). Se cultivaron en estufa a 37°C durante
18 a 24 horas.
Interpretacion de los resultados:
Estafilococos coagulasa positivos (+): Buen crecimiento con un halo amarillo a su
alrededor.
Estafilococos coagulasa negativos (-): Crecimiento de colonias sin viraje de color del

medio.

b) Observacion del patron de hemolisis
Fundamento: Muchos microorganismos son capaces de crecer en agar sangre y cuando
lo hacen responden de diferente manera segin realicen o no la lisis de los glébulos
rojos (hemolisis) producida por la accién de una enzima llamada hemolisina.
Procedimiento: Serealiz0 una siembra del cultivo puro mediante la técnica
del agotamiento en ansa en una placa de agar sangre (Anexo I). Tras 24 horas de
incubacion se observo la presencia de halos de hemdlisis alrededor de las colonias y se

identifico el tipo de hemdlisis producida por el microorganismo de interés.
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Interpretacion de los resultados:
¢ Hemolisis a: zona estrecha de hemolisis completa

% Hemolisis B: zona amplia de hemolisis incompleta

¢) Prueba de la coagulasa (en tubo)
Fundamento: Esta prueba se basa en la capacidad de un microorganismo de coagular el
plasma por accién de la enzima coagulasa. La pared celular posee una proteina llamada
coagulasa de unién, presente en S. aureus, la cual reacciona con el fibrindgeno
produciéndose un coagulo de fibrina.
Procedimiento: Se colocaron 200 ul de plasma de conejo estéril en un tubo de
hemolisis estéril. Se introdujeron de 2 a 3 colonias puras de un cultivo en placa y se
resuspendié por agitacion. Se incubd a 37°C y se observé coagulacién 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.
+1: pequeiios codgulos.
+2: pequefios codgulos organizados.
+3: codgulos bien organizados.
+4: Todo el cultivo coagulado. Al invertirlo no se vuelca ni se desplaza.

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

d) Prueba de la catalasa (Método del porta objetos)

Fundamento: Se utiliza para comprobar la presencia de la enzima catalasa. Esta prueba
permite distinguir el género Staphylococcus, catalasa (+) de otros géneros catalasa (-)
Procedimiento: Se recogi6 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
agregé sobre las bacterias una gota de H,O; al 10%.
Interpretacion de los resultados:

d) Prueba (+): formacién inmediata de burbujas bien visibles por la liberacién de

0,.

e) Prueba (-): no hay formacién de burbujas (no se forma O5).
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e) Produccion de acetoina a partir de la glucosa (Prueba de Voges-Proskauer)
Fundamento: La reaccién de Voges-Proskauer detecta aquellos microorganismos que
forman el producto 2,3 butanodiol que existe en equilibrio con la acetoina. Esta es un
producto intermediario en la produccién de butanodiol. En medio alcalino y en
presencia de oxigeno, la acetoina es oxidada debido a la presencia de alfa-naftol dando
un color rojo fucsia (Anexo I).
Procedimiento: Se utilizé un cultivo puro de 24 h de incubacién a 37°. Luego de la
incubacidn se agregaron 0,6 ml de alfa-naftol al 5% y 0,2ml de KOH al 40%. Se dej6
reposar durante 10-15 minutos.
Interpretacion de los resultados:

¢ (+): La aparicion de un color rojo intenso.

¢ (-): No aparece el color rojo.

f) Ensayo en placa para produccion de biofilm

Procedimiento: La cuantificacion de la formacion de biofilm en superficie abidtica fue
evaluada segiin el método descripto por Stepanovic y col. (2007) con modificaciones.
Para la preparacion del in6culo, todas las cepas de S. aureus se multiplicaron en cultivo
puro en agar base durante 24 horas, a 37°C. Se inocul6 una colonia en 5 ml de caldo
tripteina soya (CTS) (Britania) y se incub6 por 24 horas a 37°C; luego se realiz6 una
dilucién 1:100 en medio fresco CTS con 1% glucosa. Se tomaron alicuotas de 200 pl de
la suspension de cada aislado de S. aureus y se inocularon individualmente por
triplicado en pocillos de placas de poliestireno de 96 pocillos de fondo plano (GBO). Se
incluyeron seis pocillos con CTS en cada placa como control negativo. Las placas se
incubaron a 37°C por 24 horas (Anexo I).

Posteriormente, el contenido se removié invirtiendo la placa y los pocillos se
lavaron tres veces con 300 ul de buffer fosfato salino (PBS), pH 7,2 luego las placas se
secaron en posicion invertida. Para fijar las bacterias se agregé 150 ul de metanol
durante 20 minutos, luego se retiré el metanol y se dejo en posicidn invertida toda la
noche a temperatura ambiente. La tincion se realizoé con 150 pl de una solucion al 2%
de cristal violeta utilizado para la tincién de Gram (2% cristal violeta, Hucker). A los
15 minutos se enjuagé la placa con agua corriente hasta eliminar todo exceso de tincidn.
La decoloracion se realizé afiadiendo 150 pl de una solucion de etanol 95% durante 30
minutos. La densidad optica (DO) se midi6 a 570 nm en un espectrofotometro

(SPECTROstar "™ BMG LABTECH), el valor de DO se consideré proporcional a la

Pereyra - 59



3. Materiales y Métodos

formacion de biomasa o cantidad de biofilm. El experimento se repiti6 tres veces. Se
incluyé como control positivo la cepa S. aureus V329 formadora de biofilm cedida por
el Dr. José Rafael Penades de la Universidad Cardenal Herrera-CEU, Valencia, Espana.
Interpretacion de los resultados: de acuerdo con la metodologia empleada Stepanovic
y col. (2007) el valor de corte por DO (DOc) se definié6 como el valor de la media del
blanco més tres desviaciones estdndar por encima de la misma, por tanto las cepas se
clasificaron de la siguiente forma:

- (-) no productoras de biofilm (DO <DOc);

- (+) débiles productoras de biofilm (DOc< DO < 2x DOc);

- (++) moderadas productoras de biofilm (2x DOc< DO <4X DOc);

- (+++) fuertes productoras de biofilm (4 X DOc< DO).

En la Figura 8 se muestra una representacion de los resultados sobre la formacion

de biofilm en una placa de poliestireno.

A
Figura 8: Representacion de la deteccion
B de biofilm en placa de poliestireno. A: cepa
¢ [fuerte productora; B: moderada; C: débil;
D: no productora de biofilm (Pefia y Uffo
2013).
D

3.3. Caracterizacion molecular de las cepas de S. aureus

3.3.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final

a) Extraccion de ADN genémico

El ADN gendmico de los aislados de S. aureus fue obtenido aplicando el método
descripto por Kumar y col. (2008) con algunas modificaciones. Las células recuperadas
por centrifugacion a partir del cultivo en medio liquido (CTS), fueron resuspendidas en
250 ul de Tris-HC1 10 mM pH 8 (Anexo I) y 25 ul de lisozima (Genbiotech S.R.L.) 25

mg/ml e incubadas a 37°C durante 2 horas en bafo de agua termostatizado. La lisis se
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produjo mediante la incubacién a 50°C durante 1 hora con el agregado de 38,7 ul de
proteinasa K (Genbiotech S.R.L.) 20 mg/ml y 500 ul de buffer de lisis (Anexo I).
Posteriormente se agregaron 500 ul de la mezcla fenol:cloroformo (1:1) y se centrifugo.
Se extrajo la fase superior acuosa, a la cual se le adicionaron 250 pl de la mezcla
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) para lograr separar el ADN de la fraccién proteica.
Finalmente el mismo se precipité con el agregado de 25 ul de NaCl 5SM y 2 volimenes
de etanol 95%. Luego de 24 horas a -20°C se lavo con etanol 70% y se resuspendid en
50 ul de agua DEPC.

La cuantificacion del ADN extraido se realiz6 espectrofotométricamente mediante
lectura de absorbancia a 260 nm. Asimismo se realizé la lectura a 280 nm para calcular
la relacion 260/280 y determinar el nivel de pureza del mismo en la muestra. Siendo

aceptable para el caso de ADN, un valor de relacién de 1,8 o superior.

b) Amplificacion de una secuencia nucleotidica especifica de S. aureus

La identificacién molecular de S. aureus se llevé a cabo mediante PCR utilizando
el protocolo previamente descripto por Martineau y col. (1998).

El par de oligonucledtidos utilizados amplifica un fragmento especie-especifico
con una longitud de 108 pares de bases (pb). Las caracteristicas de los mismos se
muestran en la Tabla 3. El alineamiento de estos oligonucleétidos utilizando el
programa Primer Blast, indic6 que los mismos amplifican una regién que codifica para

una proteina de la familia de las glutamato sintetasas.

Tabla 3: Nombre, secuencia y caracteristicas del par de oligonucledtidos utilizados en la
identificacién molecular de S. aureus. Extraidos de Martineau y col. (1998). Ta: Temperatura de
unién especifica o annealing.

Oligonucleétido Secuencia (5'- 3") Longitud Ta (°C)
(nucleotidos)
Sadd2-1 AATCTTTGTCGGTACACGATATTCTTCACG 30 63.71
Sa442-2 CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAACA 30 58.22

Para la reaccién se utilizé un termociclador Ivema T-18 (Ivema Desarrollos
S.R.L.). Se colocaron aproximadamente 120 ng de ADN gendémico como molde en un

volumen total de 20 pl. Los reactivos utilizados en la mezcla de reaccion y sus
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correspondientes concentraciones finales se detallan junto al programa de ciclado en las

Tablas 4 y 5.

Tabla 4: Reactivos incluidos en la Tabla 5: Etapas del programa de amplificacién
mezcla de amplificacién y sus utilizado. En cada caso se detalla la cantidad de
correspondientes  concentraciones ciclos como también la duracién y la temperatura
finales en un volumen final de 20 aplicada.
pl.

Reactivo Concentracion final Etapa de ciclado Condiciones
Buffer 5X 1X Desnaturalizacion inicial 96°C - 3 min
dNTP 0,25 mM Desnaturalizacién 95°C - 30 seg
MgCl, 24 mM Amplificacién  Hibridacion 55°C - 30 seg
Taq Pol 0,075 U/ul (30 ciclos) B

Extension 72°C - 1 min
Sad42-1 1 uM
1 uM Extension final 72°C - 2 min
Sad42-2

Como control positivo se utilizé una cepa de S. aureus previamente caracterizada

bioquimica y molecularmente. Para el control negativo se utilizé agua DEPC 0,1%.

¢) Electroforesis en gel de agarosa

Se utiliz6 un gel al 3% debido a la longitud del fragmento a identificar (108 pb).
El mismo fue preparado con buffer TAE 1X pH 8 (Anexo I) y el agregado de bromuro
de etidio (EtBr) 1% P/V. Del volumen total de cada reaccién de PCR, se corrieron 10 ul
durante 20 minutos a 90 V en buffer TAE 1X. Por ultimo, las bandas fueron

visualizadas al colocar el gel sobre un transiluminador UV (Fotodyne Incorporated).

3.3.2. Tipificacion molecular mediante electroforesis en gel de campo

pulsantes

Con la finalidad de evaluar la diversidad genética de las 15 cepas
preseleccionadas provenientes de IIM clinicas y de las 21 cepas provenientes de 1IM
subclinicas se realiz6 la técnica de PFGE. La misma permiti6 la caracterizacion genética
en pulsotipos.

La realizaciéon de esta técnica consistié en tres fases: a) Extraccién del ADN

cromosOmico bacteriano, b) Restriccién del ADN utilizando enzimas de restriccién de
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baja frecuencia de corte y, ¢) Separacion de los fragmentos obtenidos mediante un

sistema de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE).

a) Extraccion de ADN
Se incubaron 3 6 4 colonias aisladas en 2 ml de ATS a 37°C durante 16 horas.
Posteriormente, 1 ml del cultivo crecido se centrifugé a 12.000 rpm por 2 minutos a
temperatura ambiente. El pellet bacteriano se resuspendio en 200 pl de Buffer PIV. Esta
suspension se denomind solucion de trabajo (ST). Se midi6 la densidad 6ptica de esta
suspension a 620 nm. Este valor se utilizé para calcular el volumen de solucion PIV (A)

que se debid agregar a la ST para que todas las muestras alcancen una DOgy=5.

(A) Volgi = (DOgyox40x210) — 210

Se mezclaron partes iguales de la ST con DO620=5 y de una solucioén de agarosa
de bajo punto de fusion al 1,5%. Con micropipeta, se realizaron gotas con 20 pl de la
mezcla sobre una superficie de vidrio. Se dejaron solidificar durante 5 minutos a -20°C
y 10 minutos a temperatura ambiente. Luego estas gotas de agarosa solidificadas se
incubaron en buffer EC-Lisis (Anexo I) a 37°C durante 5 horas y posteriormente 18
horas a 50°C en buffer ES-P (Anexo I) en baio de agua. Posteriormente, los bloques de

agarosa se lavaron 6 veces durante 30 minutos con buffer Tris EDTA (Anexo I).

b) Restriccion del ADN
Los bloques de agarosa se incubaron en 500 pl de buffer Pre-Smal con [-
mercaptoetanol (Anexo I) durante 1 hora a 25°C. Se aspir6 el buffer y se agregaron 45
ul de buffer Pre-Smal y 15 U de Smal. Se incubaron a 25°C en bafio de agua durante 17

horas.

¢) Electroforesis de los fragmentos de restriccion e interpretacion de resultados
Se preparé un gel de agarosa al 1% en buffer TBE 0,5X. En cada uno de los
pocillos se colocaron los bloques de agarosa digeridos y el marcador de peso molecular.
Los fragmentos de ADN fueron separados con un equipo CHEF DRIII System (BIO-
RAD). Las condiciones de la corrida electroforética fueron: distribucion lineal de pulsos
de 5 a 35 segundos, a 6 V/cm durante 23 horas. El alto voltaje usado fue necesario para

lograr una adecuada separacion de los fragmentos grandes de ADN, por ello el buffer de
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corrida debe recircular a través de un médulo de enfriamiento, logrdndose asi mantener
su temperatura constante, ajustada a 11,3°C. Los geles fueron coloreados con 0,5 mg/l

de EtBr y el ADN visualizado con un transiluminador de UV.

d) Analisis de los patrones de bandas obtenidos

Con el objetivo de conocer la relacion clonal entre las cepas analizadas y poder
discernir entre pulsotipos se sigui6 el criterio establecido por Tenover y col. (1995).
Para ello, los perfiles de bandas generados por PFGE de cada aislamiento fueron
comparados buscando algin grado de relacién entre ellos, examinando y comparando
nimero y tamafo de bandas, asi como la ubicacién o desaparicion de fragmentos entre
sus perfiles. De esta forma, se construy6 un patrén que retne todas las posiciones en las
que se encuentran las bandas. Posteriormente, se determiné un valor numérico para cada
aislamiento, calculado por la razén entre el nimero de bandas compartidas entre las no
compartidas en cada uno de los casos. Ese nimero es comparado entre todos los
aislamientos, proporcionando finalmente una idea grafica y numérica de la interrelacion
de los aislamientos. Este andlisis se realiz6 utilizando el programa Pyelph (Pavel y
Vasile, 2012).

Las relaciones epidemioldgicas entre los aislamientos se describieron
graficamente utilizando el programa para filogenia Treecon para Windows (Van de Peer
y De Wachter, 1994). El mismo permite la construccién y el dibujo de darboles
filogenéticos basados en distancias evolutivas calculadas desde las secuencias de dcidos
nucleicos. Para definir los patrones clonales se consider6 que los aislamientos que
comparten un 80% de similitud en su patrén de bandas pertenecen al mismo subtipo. Se
construyeron los dendrogramas de las cepas procedentes de IIM clinicas y subclinicas; y
en base a los mismos se seleccionaron 5 cepas de S. aureus procedentes de IIM clinicas
y 4 cepas procedentes de IIM subclinicas que se agruparon en diferentes patrones
clonales o subtipos.

Las cepas aisladas de IIM subclinicas fueron seleccionadas de animales en los
cuales la bacteria se aislé 3 veces a partir del mismo cuarto mamario durante un periodo
de seis meses, por lo cual fueron consideradas cepas altamente adaptadas a la GM
bovina (crénicas). La confirmacién de que la misma cepa fue la que persistié en el
cuarto mamario se realizé por PFGE utilizando la metodologia previamente descripta.
De los 21 aislados procedentes de IIM subclinicas, 7 (5a, 5b, 2, 20, 40, 68, 134) fueron

confirmados en trabajos previos como cepas altamente adaptadas a la GM (crénicas) por
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PFGE (datos no publicados) por lo cual la comparacion de sus perfiles genéticos en los
tres aislamientos sucesivos no fue incluida en la presente tesis. Los 14 aislados restantes
corresponden a 5 animales con IIM subclinicas de los cuales se aisl6 el microorganismo
en 3 muestreos sucesivos (cepas 1595a, 1595b, 1595c, 316a, 316b, 316¢c, 5128a, 5128b,
5128c, 5011a, 5011b, 5011c) y dos muestreos sucesivos (cepas 1570a y 1570b) en un
periodo de 6 meses. La confirmacién de que los aislamientos sucesivos del mismo

animal corresponden al mismo clon se muestra en la seccion de resultados (Figura 16).

3.4. Pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos

Las pruebas se realizaron sobre las 15 cepas de S. aureus procedentes de [IM
clinicas y 12 cepas altamente adaptadas a la GM bovina, procedentes de 1IM crénicas,
previamente analizadas mediante PFGE.

a) Antimicrobianos

Los discos de antimicrobianos utilizados en las pruebas de difusién en agar fueron
almacenados a —20°C y llevados a temperatura ambiente una hora antes de su uso para
evitar la condensaciéon. Se utilizaron los siguientes antimicrobianos: Discos Oxoid:
penicilina (10 UI); tetraciclina (30 pg); enrofloxacina (5 pg); trimetoprim-sulfa
(1,25/23,75 pg). Disco Britania: fosfomicina (50 pg).

b) Pruebas de difusion en agar

Las pruebas de difusion agar se realizaron de acuerdo a las recomendaciones del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). Se utilizé agar Mueller-
Hinton (Britania, Buenos Aires) como medio de prueba distribuido en placas de Petri de
90 mm de didmetro hasta un nivel de 4 mm de profundidad. Las placas fueron
preparadas y conservadas a 8°C hasta su utilizacion dentro del mismo dia o hasta 5 dias
desde la preparacién. El pH fue regulado a 7,2-7,4 a temperatura ambiente y la
esterilidad de cada lote fue controlada incubando una placa 24 horas a 35°C. La
humedad excesiva en la superficie del medio antes de su uso fue eliminada por previa
incubacién a 35°C durante 10 a 30 minutos. El estdndar de turbidez del indculo fue
ajustado al 0,5 de la escala Mc Farland que corresponde a una suspension de
aproximadamente 1 a 2 x 10® UFC/ml.

Los aislamientos fueron descongelados a temperatura ambiente, tomédndose una
ansada del caldo que fue inoculada por agotamiento en superficie en agar sangre ovina

al 5%, incubdndose a 35°C por 18 a 24 horas para observacion de desarrollo y control

Pereyra - 65



3. Materiales y Métodos

de pureza. A partir de este cultivo, se inocularon 2 a 3 colonias en caldo tripteina soya
(Britania), el cual fue incubado a 35°C por 3 a 5 horas, hasta lograr ajuste de turbidez
compatible con el estdndar 0,5 de Mc Farland. Inmediatamente después de ajustado el
in6culo se sembraron las placas de agar Mueller-Hinton con un hisopo estéril,
presionando el mismo contra las paredes del tubo con el fin de escurrir el exceso de
medio. Sobre la superficie seca del agar se desplazé el hisopo en tres direcciones para
asegurar una completa distribucién del inéculo. Se esperaron 5 minutos antes de aplicar
los discos con antibiéticos para absorber el exceso de humedad.

¢) Realizacion de la prueba, lectura de las placas e interpretacion de
resultados

Se colocaron los discos seleccionados sobre la superficie del agar inoculada, con
pinza de diseccion estéril aplicando una ligera presion, a una distancia no menor de 24
mm desde un centro a otro de cada disco aplicando no mds de 5 discos por placa. Las
placas se incubaron invertidas a 35°C dentro de los 15 minutos posteriores a la
aplicacion de los discos en atmdsfera ambiental. Después de 18 horas de incubacion las
placas fueron examinadas y se midieron los didmetros de las zonas de inhibicién. En la
lectura se tuvieron en cuenta las dreas que no mostraron desarrollo obvio a ojo desnudo,
no incluyendo velo de crecimiento o colonias muy pequeiias detectadas en el borde de la
zona. Se tuvieron en cuenta las zonas de inhibicién uniformemente circulares y
desarrollo confluente. Los tamafios de las zonas de inhibicién fueron interpretados
segtn estdndares de CLSI (2008). La cepa de referencia utilizada para control de calidad
del ensayo (rangos para susceptibilidad en mm para test del disco) fue S. aureus ATCC
25923.

d) Resistencia a penicilina

Sobre aquellos aislamientos que se mostraron resistentes a la penicilina se
determin6 produccion de P-lactamasa de acuerdo con el método de la cefalosporina
cromogénica (DrySlide Nitrocefin, Difco Laboratories, Detroit, EE.UU.). La
cefalosporina cromogénica, nitrocefin, se ha encontrado efectiva para detectar todas las
B-lactamasas conocidas, incluyendo las penicilinasas estafilocécicas. Previamente a la
realizacién del test de P-lactamasa, se indujo la produccién de la enzima por
crecimiento de las cepas en agar sangre ovina al 5% con un disco de 1 pg de oxacilina
(Britania) tomando para la prueba ulterior el crecimiento cercano al disco o al limite de
la zona de inhibicién (Thornsberry, 1985). El disco utilizado estd impregnado con la

cefalosporina cromogénica nitrocefin, que exhibe un cambio de color muy ripido de
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amarillo a rojo cuando la amida unida al anillo B-lactamico es hidrolizada por una -
lactamasa. Cuando una bacteria produce esta enzima en cantidades significativas, el
disco amarillo se torna rojo en el drea donde el microorganismo es aplicado. No se
reconoce que nitrocefin reaccione con otras enzimas. Los discos de nitrocefin fueron
conservados a -80°C hasta su uso. Para realizar la prueba los discos fueron retirados del
congelador y permanecieron a temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos.
Luego fueron humedecidos con una gota de agua destilada estéril. Con un ansa estéril se
tomoé material de la colonia a evaluar y se colocé sobre el disco, que fue controlado para
observar cambios de color. Una reaccion positiva fue indicada por cambio de color de
amarillo a rojo en el drea donde se aplico el cultivo. Un resultado negativo fue indicado
por ausencia de cambio de color en el disco. Cada grupo de aislamientos fue evaluado

junto con S. aureus ATCC 29213 como control positivo.

3.5. Evaluacion de la presencia de genes de adherencia, formacion de biofilm,

polisacaridos capsulares y resistencia a penicilina en el genoma de S. aureus

El andlisis se realizé sobre las 15 cepas de S. aureus procedentes de I[IM clinicas y
12 cepas procedentes de IIM subclinicas (crénicas). La identificacion de los genes de
interés se realizé6 por PCR, previa puesta a punto de la concentraciéon de MgCl, y
cantidad (ng) de ADN. Finalmente, en un volumen de reaccién de 10 ul se colocaron
100 ng de ADN genémico como molde. Las condiciones de ciclado fueron las mismas
para los genes de adherencia y formacién de biofilm que se han descripto para la
caracterizacion molecular de S. aureus teniendo en cuenta la temperatura de union
(temperatura de annealing) especifica para cada par de oligonucledtidos iniciadores o
primers (Invitrogen).

Las condiciones para los genes que codifican para la expresion de cdpsula (capS 'y
cap8) y el gen blaZ fueron diferentes. Las concentraciones finales de los reactivos se
detallan en la Tabla 6. El detalle de cada par de cebadores se encuentra en las Tablas 7,

8y9.
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Tabla 6: Reactivos incluidos en la mezcla de amplificacién junto a la concentracién final
utilizada para un volumen total de 10 pl.

. Concentracion

Reactivo
final

Buffer 10X 1X
dNTP (25 mM) 0,25 mM
Taq (5 U/ul) 0,06 U/ul
MgCl, (25 mM) 2 mM
Oligonucleétidos 0,4 uM

Tabla 7: Etapas del programa de amplificacion utilizado para los genes de adherencia y
formacion de biofilm. Se detalla la cantidad de ciclos como también la duracién (en minutos) y
la temperatura aplicada.

Etapa de ciclado Condiciones
Desnaturalizacion inicial 96°C - 3 min
Desnaturalizaciéon 95°C - 30 seg
Amplificacién Hibridacién 55°C - 30 seg
(30 ciclos)
Extension 72°C - 1 min
Extension final 72°C - 2 min

Tabla 8: Etapas del programa de amplificacién utilizado para los genes capsulares (cap5 y
cap8). Se detalla la cantidad de ciclos como también la duracién (en minutos) y la temperatura
aplicada.

Etapa de ciclado Condiciones
Desnaturalizacion inicial 94°C - 5 min
Desnaturalizaciéon 94°C - 30 seg
Amplificacién Hibridacién 50°C - 30 seg
(30 ciclos)
Extension 72°C - 1 min
Extension final 72°C - 5 min

Tabla 9: Etapas del programa de amplificacion utilizado para el gen blaZ. Se detalla la
cantidad de ciclos como también la duracién (en minutos) y la temperatura aplicada.

Etapa de ciclado Condiciones
Desnaturalizacion inicial 94°C - 3 min
Desnaturalizaciéon 94°C - 30 seg
Amplificacién Hibridacién 55°C - 30 seg
(30 ciclos)
Extension 72°C - 1 min
Extension final 72°C - 10 min
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Los resultados se visualizaron al correr 10 pl de los productos de amplificacion en

geles de agarosa preparados como se describié anteriormente (Apartado 3.3.1.c). El

porcentaje de agarosa utilizado dependié de la longitud de los fragmentos: 3% para

secuencias de hasta 150 pb, 2% para extensiones entre 150-250 pb y 1% para el caso del

fragmento de 971 pb. En la Tabla 10 se resumen las caracteristicas generales de los

pares de cebadores utilizados para amplificar fragmentos de genes de adherencia,

formacion de biofilm, PC y resistencia a penicilina de S. aureus.

Tabla 10: Caracteristicas generales de pares de cebadores utilizados para amplificar fragmentos
de genes de S. aureus. Ta: Temperatura de annealing.*Pares de oligonucledtidos disefiados
especificamente para este trabajo con el programa Primer Blast.

] ] Longi ]
Primer Secuencia (5'-3") Ta(°C) Ear .que il Referencia
amplifica fragmento
F-TTACGAATCAGTTGACGAATGTG : <
cIfA- Clumping (Le Maréchal
R-AGGCACTGAAAAACCATAATTCA
MW0764 3 factor A 104 pb y col., 2011)
F-TGCAAGTGCAGATTCCGAAAAAAAC Clumping (Klein y col.,
clfB R-CCGTCGGTTGAGGTGTTTCATTTG 62 factor B 194 pb 2012)
F-CGACACAACCTCAAGACAATAGCGG Fibronectin (Klein y col
fabA | R CGTGGCTTACTTTCTGATGCCGTTC 62 bmdmgAprOtem 133 pb 2012)
F-ACGCTCAAGGCGACGGCAAAG Fibronectin
fnbB R-ACCTTCTGCATGACCTTCTGCACCT 62 b1nd1nngroteln 197 pb Disefiados*
. F-CTTGCTGGCGCAGTCAATAC Intercellular .
icaA | R CCAACATCCAACACATGGCA 35 adhesion A 178 pb Disefiados™
. F-CGCTATATCGTGTGTCTTTTGGA Intercellular L
icaD | g 1CGCGAAAATGCCCATAGTT 35 adhesion D 164 pb Disefiados™
F-CTTGGGTATTTGCACGCATT Intercellular .
. ] *
icaC R-GCAATATCATGCCGACACCT > adhesion C 209 pb Disefiados
Fib F-CGTCAACAGCAGATGCGAGCG 62 .Fit.>rinogen. 239 pb (Atshan y
R-TGCATCAGTTTTCGCTGCTGGTTT binding protein col., 2013)
F-AATAGAGGCGCCACGACCGT Collagen (Atshan y
Cna R-GTGCCTTCCCAAACCTTTTGAGCA 62 Adhesin 156 pb col., 2013)
B F-CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTGCAC 60 BIOﬁ.lm d 971 pb (Clica;%g? Y
ap R-GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC associate P o )
protein
Capskl | F-GTCAAAGATTATGTGATGCTACTGAG S0 POllsaClamsio 361 ob (Verdier y
Cap5k2 | R-CTTCGAATATAAACTTGAATCAATGTTATACAG capsuiar p col., 2007)
Cap8kl | F-GCCTTATGTTAGGTGATAAACC 50 Polisacirido 1730b (Verdier y
Cap8k2 | R-GGAAAAACACTATCATAGCAGG capsular 8 p col., 2007)
(Vesterholm-
F-AAGAGATTTGCCTATGCTC .
BlaZ RGCTTGACCACTT TTATCAGE 55 Beta-lactamasa 520pb CI:)I;elie;;g)
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3.6. Ensayos de internalizacion de S. aureus en células epiteliales mamarias

bovinas (MAC-T).

Los ensayos de internalizacion en la linea de células epiteliales de glandula
mamaria bovina (MAC-T) (del inglés: Transformed mammary epitelial cells) (Huynh y
col.,, 1991) se realizaron siguiendo la metodologia de Almeida y col. (1996) con
modificaciones. Para los mismos se emplearon los aislados N°: 17, 48, 61, 247 y 358
(provenientes de IIM clinicas) y los aislados N°1595, 5128,316 y 5011 (provenientes de
IIM subclinicas crénicas).

En forma previa a los ensayos in vitro se realiz6 la puesta a punto y recuento en
placa de las UFC a emplear, a los efectos de utilizar una relacién bacteria/célula MAC-
T (del inglés multiplicity of infection, MOI) similar para todas las cepas a ser evaluadas.
Para ello se preparé una suspension con la bacteria seleccionada y se realiz6 la lectura
con un densitémetro hasta obtener una turbidez equivalente a escala de 0,5 Mc Farland
(aprox. 10® UEC/ml). Con la suspension madre se realizaron diluciones en base 10.
Veinte ul de las dltimas cuatro diluciones fueron sembrados por duplicado en placas con
agar sangre e incubados en estufa a 37°C por 24 hs. Los recuentos de las UFC se
realizaron en las diluciones donde fue posible contar entre 30 y 40 UFC, dependiendo
de la cepa. Una vez estandarizado el nimero de UFC/ml correspondiente a una
suspension al 0,5 Mc Farland, se comenz6 con los ensayos de internalizacion.

Para la seleccion de la relacion bacteria/célula a utilizar se realizaron ensayos de
internalizacién por triplicado con diferentes MOIs (300, 200, 100, 50 y 20) utilizando
dos cepas de S. aureus (358 y 25). A partir de los resultados obtenidos se procedié a
seleccionar la MOI de 100 para la realizacion de los ensayos de internalizacién con los
9 aislados de S. aureus previamente seleccionados. La elecciéon de la MOI de 100 se
basé en que los porcentajes de internalizacién obtenidos se repitieron con pequefias
variaciones en los diferentes ensayos realizados, mientras que con las MOI de 300, 200,
50 y 20 se observaron bajos porcentajes de internalizaciéon asi como una baja
repetibilidad de los resultados entre ensayos. Los promedios y desvios estdndar (DE) de
los porcentajes de internalizacién con las diferentes MOI empleadas se muestran en el
Anexo IL.

Posteriormente, suspensiones de las 9 cepas seleccionadas fueron co-cultivadas
con una monocapa confluente de células MAC-T en medio D-MEM (Anexo I) a una

MOI de 100 durante 2 hs a 37°C en atmosfera de 5% de CO,. El ndmero de células
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epiteliales por pocillo fue estimado contando en un hemocitémetro para determinar la
razon bacteria/célula epitelial en el estudio de invasion. Paralelamente, se sembraron
estos indculos iniciales por triplicado en placas de agar sangre para conocer cudntas
UFC/ml fueron las que inicialmente se pusieron en contacto con las células. Estos
inéculos permanecieron en estufa a 37°C durante 2 hs, para luego realizar el sembrado
en placa y posterior recuento de UFC/ml. Este procedimiento permitié calcular el
crecimiento de las diferentes cepas durante 2 hs en el medio de cultivo de las MAC-T y
establecer diferencias entre las mismas. Posteriormente al co-cultivo, los sobrenadantes
fueron recogidos y almacenados como muestras de “bacterias no internalizadas” y las
monocapas celulares fueron lavadas tres veces con PBS 1X pH 7.4 y tratadas con
gentamicina (Sigma) 100 ug/ml en medio D-MEM a 37°C en atmdsfera de 5% de CO,
durante 2 horas para eliminar las bacterias no internalizadas. Luego se colectaron los
sobrenadantes y se sembraron en placas con ATS con el adicional de 5% de sangre de
ternero para verificar la muerte bacteriana por gentamicina. Por dltimo, las monocapas
de células MAC-T fueron lavadas tres veces con PBS 1X, tratadas con tripsina 0,25%-
EDTA 0,1% (Gibco BRL), y ademds lisadas con Triton X-100 (Amersham) en una
concentracion final de 0,025% (v/v) en agua destilada estéril para liberar los
estafilococos intracelulares. Posteriormente, se recolectd el lisado de las MAC-T mas
las bacterias internalizadas. Las UFC/ml de S. aureus asociadas a las células MAC-T
fueron determinadas por la técnica estdndar de recuento en placa desarrollada por Miles
y col. (1938). Cada ensayo se realiz6 por triplicado y se repitié 5 veces como minimo.
La invasion se expres6 como el porcentaje de bacterias presentes dentro de las células
epiteliales, comparado con el nimero total de bacterias inicialmente utilizadas para
infectar a las MAC-T (100%), aplicando la férmula que se presenta al pie.

Como control negativo (0% de invasién) se empled la cepa de Escherichia coli

DH5aq, la cual es incapaz de invadir CEM bovinas.

. fBacterias recuperadas de cél. MAC —T
o ), 100

Uh internalizacion = v (B‘acterms usadas para infectar cél. MAC — T; )
* mi

El analisis estadistico de los datos se efectué mediante el software SPSS (versiéon
15.0 para Windows, SPSS Inc.). Se utilizé ANOVA simple para determinar las

diferencias significativas entre las medias de los porcentajes de internalizacion de las
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diferentes cepas evaluadas. Los supuestos del ANOVA, como normalidad de la
distribucion y homogeneidad de varianzas se comprobaron por los test de Kolmogorov-
Smirnov y Levene, respectivamente. Posteriormente, se utilizo el test de comparaciones
multiples Duncan para identificar cuales grupos diferian entre si en forma significativa.
La comparacion de las medianas del log;o UFC/ml obtenidas luego de 2 hs de cultivo de
las diferentes cepas procedentes de IIM clinicas y subclinicas se efectué mediante el test

de Mann Whitney. El nivel de significancia se fijé en P<0,05.

3.6.1. Extraccion de ARN mensajero (ARNm) bacteriano

La purificacion de ARNm se realizé sobre el total de las 10 cepas evaluadas
mediante ensayos de invasion celular, resultando en nueve aislados de S. aureus y uno
de Escherichia coli DH5a como control negativo de internalizacion.

De cada aislado estudiado, se extrajo ARNm de muestras tomadas en 3 etapas
diferentes del ensayo de internalizacion: cultivos bacterianos que no estuvieron en
contacto con células del hospedador (grupo control), del sobrenadante del co-cultivo de
bacterias con células MAC-T (bacterias no internalizadas) y del lisado de las células
(bacterias internalizadas). Las muestras se almacenaron a -80°C en RNAlater para la
posterior extraccion de ARN bacteriano.

Para la extraccion de ARN total a partir del grupo control, del grupo de bacterias
no internalizadas y del grupo de bacterias internalizadas se utilizé el kit comercial
RiboPure™-Bacteria (Ambion) el cual contiene esferas capaces de fragmentar
mecdnicamente la gruesa pared celular de bacterias Gram (+) como S. aureus.
Posteriormente, al grupo de bacterias internalizadas, se le aplic6 el kit comercial
MICROBEnrich™ (Ambion) para purificar el ARNm bacteriano a partir del ARN total
conteniendo material genético eucariota, extraido previamente de la mezcla S. aureus-
MAC-T. Para ambos procedimientos se siguieron los protocolos especificados por los

correspondientes fabricantes.

3.6.2. Retrotranscripcion (RT)

Para la obtencion de ADN copia (ADNc) a partir de ARNm se utilizé un
termociclador TECHNE TC-312 (Stone, Reino Unido), la enzima MMLV-RT
(Transcriptasa Reversa del Virus Moloney de la Leucemia Murina) (Invitrogen) y
cebadores hexanucledtidos con secuencias al azar siguiendo la metodologia empleada

por Dallard y col. (2011). Se tomo6 un volumen constante de 11,85 pl de la muestra. Los
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volimenes de los reactivos junto a sus concentraciones finales necesarios para cada
muestra se detallan en la Tabla 11. No fue necesario el tratamiento previo de la muestra
con ADNasas debido a que el mismo se encuentra incluido en los kits de extraccion de
ARN previamente descriptos

En primer lugar se prepar6 una mezcla de reaccion conteniendo los
oligonucleétidos al azar o Random Primers y dNTPs (Invitrogen). Esta fue separada en
alicuotas y posteriormente se agregé el ARNm para su incubacién 5 minutos a 65°C. A
continuaciéon una segunda mezcla conteniendo buffer MMLV (Invitrogen), DTT
[Ditiotreitol] (Invitrogen) e inhibidor de ribonucleasas RNAout (Invitrogen) se agregd a
la preparacion anterior y se incub6 a 37°C durante 2 minutos. Finalmente se adicion la
retrotranscriptasa MMLYV y se continué con el ciclo final de retrotranscripcién que

consta de incubacién 10 min a 25°C, 50 min a 37°C y 15 min a 70°C.

Tabla 11: Reactivos empleados en el protocolo de retrotranscripciéon. Se detallan las
concentraciones finales y los volimenes necesarios por cada muestra.

Reactivo Concentracion final Volumen
Random primers (1pg/ul) 0,02 ug/ul 0,25 ul
dNTP (25 mM) 0,8 mM 0,4 ul
Buffer MMLYV (5X) 1X 4 ul
DTT (100 mM) 10 mM 2 ul
RNA out (40 U/ul) 1 U/ul 0,5 ul
MMLV-RT (200 U) 10U 1 ul

La cuantificacion de la concentraciéon de ADN simple cadena (ADNsc) obtenida
se llevd a cabo por un método fluorimétrico Quant-iTTMssDNAAssay Kit (QubitTM,
Invitrogen) con el fin de utilizar luego una cantidad constante para la técnica de

amplificacion de ADN en tiempo real para cada cepa y muestra correspondiente.

3.6.3. Evaluacion de los niveles de expresion relativa de genes de adherencia y

formacion de biofilm de S. aureus en un modelo de infeccion in vitro.

El objetivo de evaluar la expresion de genes de adherencia de S. aureus utilizando
un modelo de infeccion in vitro en células MAC-T fue comparar la expresion de los
mismos en las diferentes condiciones, es decir, en bacterias que lograron la

internalizacion a células epiteliales mamarias y las que no lo hicieron.
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Para ello, una monocapa de células MAC-T se co-cultivd con cada aislado
seleccionado de S. aureus durante 2 horas. Una vez cumplido este tiempo se separaron
dos fracciones: por un lado el sobrenadante del co-cultivo donde se encontraron las
bacterias no internalizadas, y por otro lado la monocapa de células MAC-T con las
bacterias que lograron la invasiéon. Ambas fracciones celulares se conservaron en una
solucién estabilizadora RNA later™ (Ambion).

Para los estudios de expresion se realizé la extraccion de ARNm de ambas
fracciones experimentales obtenidas del co-cultivo. Asimismo se purific6 ARNm a
partir de una suspension bacteriana del mismo aislado de S. aureus utilizado para el co-
cultivo que no estuvo en contacto con células MAC-T, por lo que fue conservada como
muestra control.

Los estudios de expresion relativa se realizaron por PCR cuantitativa en Tiempo
Real (RT-qPCR), una técnica de elevada sensibilidad que permite analizar transcriptos
poco frecuentes y pequefios cambios en la expresion de genes (Pfaffl, 2001). La
deteccion de los nuevos productos sintetizados utiliza una mezcla de reaccién comercial
que ademds de la enzima Taq ADN polimerasa, Mg+2 y buffer, contiene un
fluorocromo que se une especificamente al ADN doble cadena. Por otra parte, el
método de cuantificacion a aplicar depende de la secuencia target, cantidad de material
genético en la muestra, grado de precision requerido, entre otros factores. En este caso
se optd por el método de cuantificacion relativa que se basa en la expresion relativa del
gen target respecto a uno de referencia. La razén de expresion relativa (R) es utilizada
para investigar cambios en la expresion génica. Lo que en este caso significaria
comparar la variaciéon de expresion de un gen target en muestras experimentales
(bacterias internalizadas o no internalizadas obtenidas del co-cultivo), respecto a la
muestra control correspondiente a bacterias que nunca entraron en contacto con células
MAC-T. Para poder evaluar la variaciéon de expresion del gen target, el gen
normalizador debe mantener expresion constante en las diferentes condiciones
evaluadas, por ende, su estabilidad debe ser estudiada en las condiciones particulares del
ensayo planteado. Ademds se debe tener en cuenta la eficiencia de amplificaciéon de
cada par de oligonucleétidos empleados tanto para amplificar el gen de referencia como
el/los target, ya que de no ser asi los valores R calculados reflejarian resultados

erréneos.
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3.6.3.1. Evaluacion y seleccion del gen estandar interno para PCR

cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

Para llevar a cabo el estudio de expresion de genes target por RT-qPCR se opt6
por el método de cuantificacion relativa. El mismo emplea un gen estdndar interno
(housekeeping) para normalizar los valores de ciclo umbral o threshold cycle (Cr) de
genes target. El valor de Cp corresponde al ciclo de amplificaciéon en el cual la
intensidad del marcador fluorescente presente en la mezcla de reaccién con capacidad
de intercalarse en el ADN doble cadena generado, se eleva por encima del ruido de
fondo en la fase exponencial de la reaccién de PCR en tiempo real; también definido
como el ciclo en el cual la emisién de fluorescencia cruza el umbral establecido. Este
valor, por ende, resulta inversamente proporcional a la cantidad de copias del transcripto
a evaluar en la muestra original.

La existencia de un gen estdndar interno permite normalizar los valores de Cr del
gen target en relacion a las variaciones inter-ensayo y a la cantidad de material de
partida debido a la inestabilidad de las moléculas de 4cidos nucleicos (Vandesompele y
col., 2002). Se espera que su nivel de expresion sea constante en el tiempo y frente a la
variacion de las condiciones ensayadas. La desventaja de esta metodologia reside en el
hecho de encontrar aquel gen adecuado ya que en bacterias la expresion génica es muy
variable respecto a la etapa de crecimiento y también en cuanto a las condiciones
medioambientales debido su capacidad de adaptaciéon (Chung y col., 2013). Por este
motivo, con el objetivo de escoger un gen que permita la normalizacién de las
reacciones de RT-qPCR, se debe verificar la estabilidad de expresion de los genes
candidatos en cada situacion experimental particular (Pfaffl, 2004; Vandesompele y

col., 2009).

3.6.3.2. Amplificacion por PCR mediante oligonucledtidos pre-seleccionados

A fin de definir un gen como estdndar interno o housekeeping adecuado para la
normalizacion de los resultados de expresion de los genes de interés, se analizaron tres
posibles pares de oligonucledtidos que amplifican fragmentos especificos de S. aureus.
En primera instancia se ensay6 un par de oligonucledtidos que amplifican un fragmento
de 116 pb del gen que codifica para ARN ribosémico 16S bacteriano (ARNr 16S)
(Tabla 12). Para la deteccién del transcripto por PCR convencional se colocaron 2 ul de
las mezclas de retrotranscripcion conteniendo ADNc, en 10 ul de volumen final. Los

reactivos se detallan en la Tabla 13 junto a la correspondiente concentracion final
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empleada en cada caso. Las etapas y condiciones de ciclado son las mismas que se han
descripto anteriormente (Apartado 3.3.1.b., Tabla 5). Se evaluaron dos controles, un
blanco de reactivos en el cual se reemplazé el ADNc bacteriano por agua Milli-Q estéril
y otro control en el que se coloc6 ADNc de una muestra de GM bovina (para evaluar

posible contaminacién con ADN bovino).

Tabla 12: Caracteristicas generales del par de primers empleados para amplificar una seccion
del gen codificante para ARNr 16S bacteriano.

Ta Longitud Long. del

Primer Secuencia (5'-3") (°C) (nucleétidos) fragmento Referencia
16S-F  TATGGAGGAACACCAGTGGCGAAG 24 Ster y col.,
16S-R  TCATCGTTTACGGCGTGGACTACC 62 24 116 pb 2005

Tabla 13: Detalle de reactivos y concentraciones empleados en la amplificacién del fragmento
codificante para ARNr 16S bacteriano en muestras de ADNc de S. aureus.

Reactivo Concentracién
final

Buffer 10X X

dNTP 25 mM 0.25 mM

Mg(Cl,25 mM 2 mM

Taq Pol 5 U/pl 0,06 U/ul

16S- F 4 yM 04 1M

16S-R 4 pM 04 uM

Posteriormente se evaluaron por RT-qPCR otros dos pares de oligonucleétidos.
Uno de ellos fue aquel aplicado en la caracterizacion molecular del microorganismo
(Apartado 3.3.1.b., Tabla 3) basado en el estudio de Martineau y col. (1998) que
amplifican un segmento correspondiente a un gen de la familia de proteinas glutamina
sintetasas. La eleccion del segundo par de primers a evaluar se realizé a partir de un
sondeo bibliografico. Se encontré ampliamente utilizado en estudios de expresion
génica aquel conjunto que amplifica un fragmento del gen codificante para la subunidad

B de la enzima ADN girasa, cuyas caracteristicas se muestran en la Tabla 14.
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Tabla 14: Detalle del conjunto de oligonucleétidos amplificantes del segmento que codifica para
ADN girasa-subunidad B de S. aureus para su andlisis como gen estdndar interno.

Ta Longitud Longitud

Oligonucleétido Secuencia (5'-3") ©C) (nucledtidos) del Referencia
fragmento
GyrB-F CCAGGTAAATTAGCCGATTGC o 21 - Rudkin y
GyrB-R AAATCGCCTGCGTTCTAGAG 20 p col., 2012

Para la amplificacion se utiliz6 un termociclador StepOne v2.1
(AppliedBiosystem) y Mezcla Real 5X (Biodynamics) en una concentracion final de 1X.
Esta mezcla comercial posee Taq ADN Polimerasa, dNTPs, Mg+2, conservantes, buffer
y fluorocromo verde para la deteccion de los productos. Se realizaron duplicados de
cada punto a evaluar. Para el disefio del programa de amplificacién que se muestra en la
Tabla 15, se tuvo en cuenta la correspondiente temperatura de annealing de cada par de
primers, cuya concentracion final fue 0,4 uM. Se colocaron 1,4 ng de ADNc en cada
tubo de reaccion y agua Milli-Q en el caso del control negativo. Las muestras analizadas
correspondieron tanto al material genético de las bacterias en cultivo individual -control
sin tratamiento- como también al pertenecinente a las bacterias de los co-cultivos que se
determinaron como condiciones experimentales por haber entrado en contacto con

células del hospedador (fracciones internalizadas y no internalizadas)

Tabla 15: Etapas, duracién y temperaturas empleadas para amplificar fragmentos de ADNc
correspondientes a los posibles genes housekeeping por RT-qPCR. La Ta especifica para
cada par de oligonucledtidos se tuvo en cuenta en cada reaccién de amplificacion.

Etapa Condiciones
Mantenimiento 15 min - 95°C
15 seg - 95°C
Ciclado x 40 15seg-Ta
10 seg - 72°C (Lectura)
Mantenimiento 10 min - 72°C
1 min - 60°C

Curva de fusién 15 seg - 95°C (Lectura cada 1°C)

3.6.3.3. Programa para la seleccion del gen estandar interno
Para efectuar una eleccion correcta, se evalud la expresion de los genes candidatos

en las tres condiciones mencionadas. Los valores de CT de las amplificaciones fueron
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introducidos en una aplicacion de Microsoft Excel, BestKeeper© Software tal como lo
describi¢ Pfaffl y col. (2004). La misma se encuentra disponible on-line y realiza
tratamientos estadisticos sobre los valores introducidos. A partir del coeficiente de
variacion (CV) y DS obtenidos, se pudo determinar si la variacion de la expresion de los

posibles genes estdndar internos o housekeeping fue o no significativa.

3.6.3.4. Calculo de la eficiencia (E) de amplificacion del gen housekeeping y

genes target

Con el propdsito de obtener los valores de E para cada par de oligonucledtidos se
construyeron curvas estindares con diluciones seriadas (1/5) de la muestra. La misma, a
fin de evitar sesgos en los resultados, consté de una mezcla de ADNc de los aislados
que se mostraron mds reproducibles en cuanto a la expresion del gen housekeeping.

Para cada curva se amplific6 un total de 7 diluciones del pool de ADNc por
duplicado, como asi también un blanco de reaccién en el cual se reemplazé el ADN por
agua Milli-Q estéril. Los reactivos y las condiciones de ciclado fueron los mismos que
se usaron para la amplificacion de genes housekeeping (Apartado 3.6.3.2 Tabla 15).
Para el tratamiento de los resultados se hizo uso del Software StepOne v2.1 del cual se
extrajo el valor de la pendiente de la regresion lineal CT vs. Log [ADNc] para calcular

el valor de E a partir de la férmula descripta por Rasmussen (2001).

3.6.3.5. Cuantificacion del nivel de expresion de genes de adherencia y de

formacion de biofilm de S. aureus

Una vez seleccionado el gen normalizador, se procedié a analizar por RT-qPCR
las muestras correspondientes a los aislados seleccionados para evaluar la expresion de

los genes target de interés.

a) Amplificacion de genes target
Al igual que en las reacciones antes descriptas, se empled un termociclador
StepOne v2.1 (AppliedBiosystem), Mezcla Real (Biodynamics) y el mismo método de
ciclado. La temperatura de annealing de cada par de oligonucledtidos se establecid
individualmente para cada reaccién, mientras que la concentracién final de los mismos
en la mezcla fue 0,4 uM en todos los casos. Se incluyeron en el ensayo las cepas
previamente seleccionadas, a partir de las cuales se obtuvieron las 3 muestras que

corresponden al ADNc de bacterias sin tratar, al de las fracciones internalizadas y no
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internalizadas. En cada tubo de reaccién se colocaron aproximadamente 2.4 ng de
ADNc como molde. Al igual que en el resto de las pruebas, cada punto se ensay6 por
duplicado; inclusive el blanco correspondiente a cada par de oligonucle6tidos donde se

coloc6 agua DEPC 0,1% en lugar de muestra.

b) Programa para el procesamiento de los resultados

Se empled el Software disponible on-line REST 2009 V2.0.13 (Relative
Expression Software Tool) como previamente fue descripto por Pfaffl (2001; 2002). Se
ingresaron en esta plataforma los valores de E para cada par de primers como también
los CT obtenidos para cada cepa en la situacion control y en ambos tratamientos. En
primer lugar la relacion (R) entre cada situacion experimental y el control fue calculada
a partir de la ecuacion desarrollada por el mismo autor que se presenta a continuacion.
Paso siguiente, a través de tratamientos estadisticos que forman parte del programa, se

determind si la misma resultd significativa.

( control - muestra )

ACT - ( control - muestra )

(ERe:')

3.7. Curvas de crecimiento de S. aureus

Con el fin de aportar informacion que permita dilucidar una posible relacion entre
los perfiles de expresion génica de factores de adherencia, la capacidad de invadir
células del epitelio mamario bovino y las caracteristicas de las IIM causadas, se
construyeron curvas de crecimiento de cada aislado de S. aureus.

Primeramente, las cepas conservadas a -80°C fueron reactivadas en cultivos
s6lidos y liquidos con medio ATS y CTS respectivamente como se ha detallado (Anexo
I). Partiendo del cultivo liquido O/N (viene del término en inglés overnight) se
inocularon al 1% con 0,5 ml de las suspensiones bacterianas, Erlenmeyers conteniendo
50 ml del mismo medio fresco. Los mismos se fraccionaron en 9 tubos estériles de 15
ml que correspondieron a los tiempos -cada 1 hora- a los que se midi6 el crecimiento
para construir las curvas. Cada una de estas muestras, excepto aquella correspondiente a

tiempo=0 hs, se cultivé a 37°C en agitacion (150 rpm) hasta el momento de la medicion.
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A partir del tiempo cero, y a cada hora de incubacién, se tomaron alicuotas de
100 pl de los cultivos y se realizaron diluciones seriadas 1/100 en microtubos
conteniendo 900 ul de PBS 1X estéril. Fracciones de 100 ul de cada muestra se
dispensaron sobre el medio agarizado y se esparcieron con una espdtula de Drigalsky
previamente sumergida en etanol 96% y flameada al mechero para realizar el cultivo
sOlido. Las placas se incubaron en estufa O/N a 37°C hasta realizar el recuento de las
colonias. Teniendo en cuenta el dato de unidades formadoras de colonias por ml
(UFC/ml) presentes en un cultivo ON de S. aureus (109 UFC/ml) es que se realizaron
los célculos pertinentes para escoger las diluciones a plaquear para cada tiempo de

cultivo (Tabla 16).

Tabla 16: Diluciones realizadas de la suspension celular de cada aislado a diferentes tiempos.
En sombreado se indican las diluciones que fueron cultivadas en medio sélido.

Diluciones
Tiempo 41 10 103 10* 10° 10° 107
(horas)
Tubo 0
Falcon 1
Tubo 1
Falcon 2
Tubo b
Falcon 3
Tubo 3
Falcon 4
Tubo 4
Falcon 5
Tubo 5
Falcon 6
Tubo 6
Falcon 7
Tubo 7
Falcon 8
Tubo 8
Falcon 9

Una vez culminada la incubaciéon ON de las placas, éstas fueron retiradas de la
estufa para realizar el recuento de las colonias presentes y determinar las UFC/ml, segin

la ecuacion:

UFC _Namero de Colonias

ml  Dilucién + 0,1 ml

: p ‘e UFC
Con los datos experimentales, se construyé la grafica log1g fm1 versus

tiempo a fin de delimitar la fase exponencial de crecimiento de cada cepa. Una vez
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establecida, se realizé una regresion lineal de dicho intervalo. La pendiente de tal recta

corresponde al nimero de generaciones durante la fase exponencial:

Niamero de Generaciones

Pendiente de la recta = — -
Tiempo de Fase Exponencial (A)

A su vez, el nimero de generaciones puede ser expresado como el cociente entre
el tiempo de la fase exponencial de crecimiento y el tiempo de duplicacién (TD) de la

cepa bacteriana:

Tiempo de Fase Exponencial

Namero de Generaciones = - - —
Tiempo de Duplicacién

(B)

Por lo tanto, si se igualan las ecuaciones A y B, es posible calcular el TD de cada

una de las cepas bacterianas de la siguiente manera:

Tiempo de Fase Exponencial

Tiempo de Duplicacién = - -
Namero de Generaciones

©
Lo que equivale a decir:
Ti de Duplicacis !
lempo de Tupheation = pendiente de la recta de
crecimiento exponencial
D)

Pero teniendo en cuenta que el nimero de generaciones en la grafica se presenta
como logjo, y que cada unidad logaritmica equivale a 3,25 generaciones, se debe dividir

el TD obtenido por este valor para obtener un resultado real.

3.8. Diseio experimental de un modelo murino de infeccion intramamaria con S.

aureus

3.8.1. Seleccion de las cepas a inocular en la glandula mamaria de ratén
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La seleccién de las cepas de S. aureus a inocular en la GM murina se realiz6
segun los siguientes criterios: procedencia (IIM clinica o subclinica), prevalencia y RCS
promedio del tambo de origen, adaptaciéon a la GM bovina segiin el tiempo de
permanencia en el cuarto mamario afectado (baja o alta adaptacién), susceptibilidad a
los antimicrobianos, produccién de enzimas, capacidad de produccién de biofilm,
capacidad de internalizaciéon a la célula epitelial mamaria bovina, prevalencia y
expresion relativa de genes de adherencia, capacidad de crecimiento en cultivo,
formacién de biofilm, cépsula y resistencia a penicilina. Asimismo se tuvo en cuenta
que las cepas se agruparan en diferentes patrones clonales o pulsotipos al andlisis por
PFGE, con un porcentaje de similitud <20%. En base a los criterios mencionados se
seleccionaron los aislados N° 17 y 5128 de S. aureus y se los denominé cepa A y B,
respectivamente.

La cepa A (17), aislada a partir de leche de una vaca con IIM clinica, procedente
de un tambo con alta prevalencia de S. aurues (62 %) y RCS promedio de 591.000
cél/ml, altamente difundida en el rodeo (confirmado por PFGE), resistente a la
penicilina en las pruebas de susceptibilidad in vitro a los antimicrobianos, productora de
B-lactamasa, productora de a-hemolisina, con capacidad moderada (++) para producir
biofilm, alta capacidad de invasién a las CEM (7,45 £+ 0,72 %), alta velocidad de
duplicacién en cultivo, presencia del gen cap8, blaZ y sobreexpresion in vitro de los
genes CIfA, FnbA, FnbB, IcaA e IcaD.

La cepa B (5128), aislada a partir de leche de una vaca con IIM subclinica
(crénica) con alta adaptacion a la GM bovina, estimada por su persistencia durante toda
la lactancia en el mismo cuarto mamario, procedente de un tambo con baja prevalencia
de S. aureus (1-3 %) y RCS promedio de 400.000 cél/ml, sensible a la penicilina por
pruebas de susceptibilidad in vitro, productora de PB-hemolisina, con alta (+++)
capacidad de fomar biofilm, baja capacidad de internalizacién a las CEM in vitro (2,142
+ 0,46 %), baja velocidad de duplicacion en cultivo, presencia del gen cap$, ausencia

del gen blaZ y sobreexpresion in vitro de FnbA e icaD.

3.8.2. Animales

Se utilizaron ratones hembras prefiadas de la cepa BALB/cJ de 6-8 semanas de

edad con un peso aproximado 18-22 g, provenientes del Centro de Medicina Comparada
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(ICIVET-Litoral). Los procedimientos con los animales experimentales se realizaron de
acuerdo a las normas vigentes (NRC, 2011) y el protocolo fue analizado por el comité

de Etica y Seguridad de la FCV-UNL.
3.8.3. Disefio experimental

La inoculacién en GM de ratén de las cepas de S. aureus seleccionadas se realizé
siguiendo un modelo de infecciéon intramamaria (IM) validado para el estudio de la
mastitis bovina (Brouillette y Malouin, 2005) y que ha sido utilizado y puesto a punto
por miembros del grupo de trabajo (Calvinho y col., 1993; Beltramino y col., 2012).

Para constituir los grupos experimentales se utilizaron ratones hembras prefiadas.
Cinco a siete dias después del parto, las madres en lactancia fueron separadas de sus
crias y anestesiadas con ketamina (Ketalar, Parke-Davis) y xylazina (5 mg/kg; Rompun,
Bayer).

Se utilizaron tres grupos de animales que fueron inoculados en las GM
abdominales derechas (R4) e izquierdas (L4) con 100 pul de una suspension bacteriana
de las cepas A (grupo 1) y B (grupo 2) de S. aureus. El grupo 3 fue inoculado con 100
ul de solucion fisiologica estéril (grupo control). Para la formacién de cada grupo se
utilizaron 30 ratones. Para la inoculacién IM a través del conducto del pezon se utilizd
una aguja 30G X 1/2 y una jeringa conteniendo 1x106UFC/g12’1ndula en un volumen
final de 100 pl. Dos horas posteriores a la infeccidn, las madres retornaron con sus crias
y permanecieron con ellas durante todo el experimento. Los grupos de hembras en
lactancia fueron sacrificados a diferentes tiempos: 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 168, 216 y
264 horas post inoculaciéon y en cada tiempo de muestreo se incluyeron 3 ratones (6
GM). Las GM L4 y R4 fueron asépticamente diseccionadas y removidas. Una porcién
del tejido mamario extraido fue homogeneizado en 2 ml de PBS 10x pH 7,2 para
posteriormente evaluar el nivel de infeccidn bacteriana. Otra porcién del tejido fue
fijada en formol bufferado al 4% para exdmenes histolégicos y por dltimo otra parte fue
inmediatamente conservada a -80°C hasta su procesamiento para la realizacion de RT-
PCR en tiempo real. La porcion de tejido extraida para evaluar el nivel de infeccion
bacteriana fue la mds proxima al pezén (sitio de inoculacidn), la porcién extraida para
exdmenes histolégicos fue el drea central de la GM donde se ubica el nddulo linfoide
principal y la porcién para extraccion de ARN fue la mds profunda. En todos los

sacrificios se practicé el mismo protocolo.
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Cada grupo de ratones inoculados fueron examinados clinicamente en forma
diaria hasta el dia 11 post inoculacién registrando cambios en el comportamiento,

cambios en el pelaje y presencia de signos inflamatorios en la GM.

3.8.4. Recuento de unidades formadoras de colonias (UFC).

El recuento de colonias de S. aureus a partir del tejido mamario de los animales
inoculados con las cepas A, B y controles se realiz6 por el método de dilucién en placa
(Larone, 1993). Para la obtencién de la muestra, se extrajeron las glandulas mamarias en
condiciones de esterilidad, se pesaron, se disgregaron en mallas metdlicas y se
resuspendieron en 2 ml de PBS 10x pH 7,2. Luego de obtenidas las muestras, 20 ul de
las suspensiones puras o diluidas 10 veces, se cultivaron por duplicado en placas de
Petri con medio agar base (Britania). Las colonias desarrolladas (UFC) fueron contadas
luego de 24 horas de cultivo a 37°C, expresdndose los resultados como el Log del
nimero total de colonias por gramo de 6rgano (Tuchscherr y col., 2005). La inoculacién
IM y el procesamiento del tejido para la recuperacion de las bacterias inoculadas se

muestran en la Figura 9.

Figura 9: Inoculacién intramamaria y procesamiento del tejido. a) Enfoque del pezén con
microscopio (40x). b) Inoculacién intramamaria. ¢) Extraccién de las glandulas mamarias. d)
Disgregacion de la gldndula mamaria en mallas metdlicas estériles e) Dilucién en placa y
sembrado en placas Agar Base.

La recuperacion de las bacterias inoculadas en la GM permiti6 evaluar si las cepas
aisladas de casos de IIM clinicas y subclinicas (crénicas) mostraron diferencias en el

tiempo de permanencia en el tejido mamario.

Pereyra - 84



3. Materiales y Métodos

La evaluacion estadistica de los datos obtenidos se realizé6 por ANOVA factorial
que evalda los efectos individuales del tratamiento y del tiempo de muestreo asi como
de la interaccion entre ambos factores, utilizando el programa SPSS (versién 15.0 para
Windows, SPSS Inc.®). Para evaluar diferencias en la cantidad de bacterias recuperadas
de la GM luego de la inoculacién de las cepas A y B en cada punto del tiempo se utilizé
la prueba t de student, previa comprobacién de la igualdad de varianzas por el test de

Levene.

3.8.5. Evaluacion del daiio tisular y reaccion inflamatoria.

Para la evaluacion histopatoldgica de las lesiones inducidas por las cepas A y B en
la GM de ratén, las porciones de tejido mamario obtenidas fueron fijadas en formol-
buffer 4 % durante 6 a 8 horas a temperatura ambiente. Luego de un lavado prolongado
en agua corriente y PBS 0,05M pH 7,5 las muestras se deshidrataron en concentraciones
graduales crecientes de alcohol etilico, aclararon en xilol y embebieron en parafina
siguiendo protocolos de rutina (Woods y Ellis, 1994).

Los tacos histoldgicos fueron cortados en un micrétomo rotativo manual. Los
cortes seriados de 4 um de espesor fueron montados en portaobjetos previamente
tratados con 3-aminopropyltriethoxysilane (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y secados
durante 24 horas a 37°C. Para evaluar los cambios histopatolégicos inducidos por las
cepas A y B luego de la inoculaciéon IM en los diferentes tiempos de sacrificio, los

cortes se colorearon con la técnica de hematoxilina-eosina.

3.8.5.1. Coloracion de hematoxilina-eosina.

Fundamento: es uno de los métodos mas populares de tincion utilizado en histologia y
medicina diagndstica. El método supone la aplicacion de la tincién de hematoxilina, que
por ser catibnica o bdsica, tifie estructuras dcidas y el uso de eosina que tifie

componentes basicos gracias a su naturaleza anidnica o dcida

Procedimiento:

1. Xilol (A), 15 minutos.

2. Xilol (B), 10 minutos.

3. Alcohol 100 (A), 2 minutos.
4. Alcohol 100 (B), 2 minutos.
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5. Alcohol 96, 2 minutos.
6. Alcohol 70, 2 minutos.
7. Agua destilada, 5 minutos.
8. Hematoxilina “Activada” BIOPUR ®, 1-2 minutos.
9. Agua destilada, lavar.

10. Agua corriente, 2 minutos.

11. Agua destilada, 2 minutos.

12. Eosina, 1 minuto (BIOPUR®).

13. Agua destilada, 15 segundos.

14. Alcohol 70, 30 segundos.

15. Alcohol 96, 1 minuto.

16. Alcohol 100 (A), 1 minuto.

17. Alcohol 100 (B), 1 minuto.

18. Xilol (A), 3 minutos.

19. Xilol (B), 5 minutos.

20. Montaje

Interpretacion de resultados:
+» estructuras aciddfilas se tifien de rosado.

«» estructuras basdfilas se tifien de azul.

3.8.6. Cuantificacion de células inmunes en tejido mamario por

inmunohistoquimica

Para la cuantificacion de células inmunes en tejido mamario se utilizé la técnica
de inmunohistoquimica (IHQ) que permite la localizacién de antigenos in situ utilizando
anticuerpos especificos.

En la Tabla 17 se detallan los anticuerpos utilizados para identificar células
inmunes en tejido mamario y las concentraciones de uso para cada uno. Para todos los
antigenos se utiliz6 el método streptavidina-biotina-inmunoperoxidasa segln
descripciones previas (Dallard y col., 2009), con algunas variantes especificas en el
procedimiento segun el anticuerpo utilizado. Brevemente, las secciones de tejido fueron
desparafinadas, hidratadas y tratadas con recuperaciéon antigénica. La actividad de la
peroxidasa enddgena fue inactivada con 3% de H,O; y las uniones inespecificas fueron
bloqueadas con suero normal de cabra al 10%. Las secciones fueron incubadas con el
anticuerpo primario 18 hs a 4°C, y luego por 30 minutos con el anticuerpo secundario
universal (CystoScan™ HRP Detection System) a 25°C. La visualizacién del antigeno
se realiz6 por el método streptavidina-peroxidasa (CystoScan"" HRP Detection System)

utilizdndose como cromdégeno 3,3-diaminobencidina (DAB) (BioGenex). Por tltimo,
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los cortes fueron lavados en agua destilada, contracoloreados con hematoxilina

(Biopur®), deshidratados y montados.

3.8.6.1. Procedimiento general de IHQ indirecta
1-. Colocacion de los cortes histolégicos 10 minutos en la estufa a 60°C.
2- Desparafinizacion en xilol mediante dos pasajes consecutivos de 15 minutos cada
uno.
3- Hidratacién en una serie de alcoholes de graduacion decreciente, a partir de etanol
absoluto (dos pasajes de 3 minutos), etanol 96° (dos pasajes de 3 minutos) y finalmente
etanol 70° (un pasaje de 3 minutos).
4- Hidratacién en PBS pH 7,2 durante 5 minutos.
5- Tratamiento de recuperacion antigénica. Se realiz6 en horno microondas o con
enzimas dependiendo del anticuerpo primario utilizado. Segin se detalla en la Tabla 17,
para anti CD14 y CD79 se realiz6 por ebullicién en horno de microondas de uso
doméstico (potencia maxima 1200W). Como solucién de recuperacion se usé buffer
citrato 0,01M pH 6,0. Los cortes fueron colocados en un vaso de coplin sumergido en
un recipiente con agua y fueron sometidos a la siguiente secuencia de recuperacion: 3
minutos a 100% de potencia, 6 minutos al 40%, recarga del vaso de coplin con agua
destilada, 6 minutos al 40 % y 20 minutos dentro del microondas apagado. Para los
anticuerpos CD4 y CDS8 se utiliz6 Proteasa XIV 0,1M. Dejandolo con la enzima durante
5 minutos a 37° en cdmara himeda precalentada. Posteriormente se realizaron 3 lavados
de 5 minutos c/u en PBS.
6- Bloqueo de la actividad enddgena de la enzima peroxidasa, sumergiendo las muestras
durante 10 minutos en una solucién al 3% de perdxido de hidrégeno en metanol
absoluto, agregando nuevamente el mismo volumen de peréxido de hidrégeno a los 10
minutos.
7- Se realizaron dos lavados en PBS durante 5 minutos.
8- Bloqueo de los sitios de unién no-especificos incubando 20 minutos a temperatura
ambiente en cdimara himeda con una solucién de suero normal de cabra al 5%.
9- Incubacién con anticuerpo primario: se uso el anticuerpo de interés, segin la proteina
a detectar (Tabla 17) en la dilucién adecuada toda la noche a 4°C (en heladera).
10- Después de la incubacién con el anticuerpo primario la cdmara se retiré de la
heladera y se dejé a temperatura ambiente durante 10 minutos.

11- Se realizaron dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.
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12- Incubacién con el anticuerpo secundario (Universal del kit Cytoscan HRP Detection
System), durante 30 minutos a temperatura ambiente.

13- Se realizaron dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.

14- Incubacién con complejo streptavidina (Cytoscan HRP Detection System Cell Mark)
durante 30 minutos a temperatura ambiente.

15- Se realizaron dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.

16- Revelado de la reaccidén con 3-3’-diaminobencidina (Kit DAB BioGenx). Los cortes
se observaron al microscopio para controlar el tiempo 6ptimo en cada prueba y
estandarizarlo.

17- Se realizaron dos lavados con agua destilada, de 5 minutos cada uno. Luego se
realiz6 la coloracién de contraste con hematoxilina activada (Biopur®), deshidratacion
y montaje con bdlsamo natural de Canadd (Canadax, Biopur®) y cubreobjetos

apropiado.

Tabla 17: Listado de anticuerpos primarios y secundarios utilizados, diluciones de uso, tipo
de recuperacion antigénica empleada, bloqueo, modo de incubacién del anticuerpo primario y

Anticuerpos Recuperacion Proveedor
Clon Diluciéon Bloqueo Incubacion
primarios Antigénica comercial
Proteasa XIV Serotec
CD8 CC63 1:75 SI 18 hs a 4°C
0,IM (MCAB837G)
Proteasa XIV Serotec
CD4 CC8 1:75 SI 18 hs a 4°C.
0,IM (MCA1653A647)
Zymed
CD14 RPA-M1 1:150 Microondas SI 18 hs a 4°C
(18-0121)
Abcam
CD79 HMS57 1:200 Microondas SI 18 hs a 4°C
(ab 62650)
Anticuerpos
secundarios
CytoScan™
Secundario

- - - 30 min a 25°C  HRP Detection
Universal
System.

3.8.6.2. Controles de la técnica.
Para verificar la especificidad de anticuerpos utilizados en la técnica de IHQ se

realizaron diferentes controles:
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Como control negativo se realiz6 la omision del anticuerpo primario y del
anticuerpo secundario biotinilado reemplazdndolos por suero no inmune de conejo y
raton. Para excluir la posibilidad de la no supresién de la actividad de la peroxidasa
enddgena algunas secciones fueron incubadas solamente con el reactivo DAB.

Como control positivo para los diferentes anticuerpos primarios se utilizaron
cortes histolégicos de bazo y de ganglio linfitico popliteo de ratén los cuales fueron
procesados y tratados con las mismas condiciones enumeradas en el apartado 3.8.6.1.

La homologia entre el péptido diana de cada anticuerpo primario utilizado y la
correspondiente homologia con proteinas de ratén fue testeada utilizando el software

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Este procedimiento permitié determinar la localizacion del péptido y confirmar la

especificidad antigeno-anticuerpo.

3.8.6.3. Analisis digital de imagenes y cuantificacion de las células inmunes

Las imagenes de los preparados histolégicos fueron digitalizadas mediante una
cdmara color de video CCD (Motic 2000, Motic China Group, China) montada a un
microscopio de luz convencional (Olympus BH-2, Olympus Co., Jap6n) usando un
objetivo 40X. Se digitalizaron campos microscopicos que cubrieron toda el drea a
analizar y se almacenaron bajo el formato TIFF con una definicién de 1200 x 1600
pixels y 24 bits de color. Se realizé el andlisis de las imédgenes utilizando el programa
Image-Pro Plus 3.0.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, MA, USA).

Los CD o “cluster de diferenciacion” son proteinas estructurales de membrana
clasificadas en series de superfamilias. Cada superfamilia se caracteriza porque las
proteinas que la integran retinen una serie de caracteristicas estructurales comunes. El
CD14 es un marcador principalmente de monocitos-macréfagos y en segunda medida
de neutréfilos. Es un co-receptor para LPS bacteriano, pricticamente ausente en los
granulocitos (Fainboim y Geffner, 2008). Los macréfagos fueron identificados como
células grandes redondeadas con un didmetro entre 15-20 pum, con citoplasma abundante
y con mayor cantidad de vacuolas y granulos que el monocito.

Las moléculas CD4 y CDS8 son glicoproteinas cuyos ligandos naturales son las
moléculas del MHC de clase II y de clase I respectivamente. CD4 se expresa en la
mayoria de los linfocitos T cooperadores, mientras la molécula CD8 se presenta,

principalmente, en aquellos linfocitos T con funcidén citotéxica. Los patrones de
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marcacion en ambas moléculas de adhesion, son las membranas citoplasmaéticas de los
linfocitos T. Los linfocitos son células pequefias, de un diametro de unos 7 um, con un
nucleo redondeado que ocupa casi toda la célula.

CD79 es una proteina transmembranal que forma un complejo con el receptor de
linfocito B (BCR) y genera una sefial después de que el BCR reconozca el antigeno,
cuyo patrén de marcacion es la membrana citoplasmatica de linfocitos B y plasmocitos.

Para analizar la expresion de CD14, CD4, CD8 y CD79 en el tejido mamario, se
digitalizaron imégenes de todo el preparado sometido a IHQ en un aumento de 40X y se
cuantificaron las células positivas por imagen calculando la cantidad de células

positivas por unidad de 4rea (mm?) segun la siguiente férmula:

Numero de células positivas/campo microscopico
Numero de células _ x 1000000
positivas/mm?

Area total del campo microscépico (um)

La evaluacion estadistica de los datos obtenidos se realizé6 por ANOVA factorial
que evalia los efectos individuales de los tratamientos aplicados y del tiempo de
muestreo asi como de la interaccion entre ambos factores, utilizando el programa SPSS
(versiéon 15.0 para Windows, SPSS Inc. ©). Para evaluar diferencias en el nimero de
células inmunes luego de los diferentes tratamientos aplicados en cada punto del tiempo
se realizO6 ANOVA simple y posteriormente se utiliz6 el test de comparaciones
multiples Duncan para identificar cuales grupos diferian entre si en forma significativa.
Los supuestos del ANOVA, como normalidad de la distribucién y homogeneidad de
varianzas se comprobaron por los test de Kolmogorov-Smirnov y Levene,

respectivamente. El nivel de significancia se fij6 en P<0,05.
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4.1. Caracterizacion fenotipica de las cepas de S. aureus

A vpartir de los criterios descriptos anteriormente en la seccion Materiales y
Meétodos se seleccionaron 15 aislados de S. aureus provenientes de IIM clinicas y 21
aislados provenientes de IIM subclinicas de diferentes tambos de las provincias de Santa
Fe, Cérdoba y Buenos Aires.

En el Anexo II se detallan las caracteristicas relacionadas con la procedencia y el
origen de las cepas, los datos epidemiolégicos del rodeo de origen, RCS promedio del

tambo y respuesta a la terapia antibidtica ante un protocolo estandarizado.

a) Prueba del Agar Manitol Salado (AMS)

La totalidad de los aislados se analiz6 fenotipicamente a través de la prueba
bioquimica de cultivo en medio AMS.

Del total de los aislados caracterizados bioquimicamente mediante el cultivo en
AMS, el 97,22% dieron un ensayo positivo mientras que la cepa N° 133 no produjo
viraje de color en el medio (2,77%). Por otra parte, es de importancia aclarar que los
aislados N° 61, 110 y 25 mostraron un crecimiento disminuido respecto al resto de los

casos.

b) Observacion del patron de hemolisis
El 100% de las cepas evaluadas presentaron hemolisinas. De las 36 cepas
evaluadas, 33 (91,66%) presentaron hemolisis o y 32 cepas (88,88%) presentaron
hemolisis B. De las 15 cepas procedentes de IIM clinicas, 12 (80%) presentaron ambas
hemolisinas (o y B) vy 3 (20%) presentaron solo o-hemolisina (Tabla 18A). De las 21
cepas procedentes de IIM subclinicas, 18 (85,71%) presentaron ambas hemolisinas (o, y
B)y 3 (14,28%) presentaron solo B-hemolisina (Tabla 18B).

¢) Prueba de la coagulasa
La mayoria de las cepas fueron capaces de formar un codgulo en el plasma de
conejo pasadas las 4 hs y 8 hs, muy pocas tardaron las 24 hs. S6lo 6 cepas (16.66%)
fueron capaces de coagular el plasma en forma completa, de modo que al invertirlo no

se volco ni se desplazd. El resto de las cepas formaron un pequefio codgulo en el plasma

de conejo (83,33%).
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d) Prueba de la catalasa
Todas las cepas resultaron catalasa (+). Al resuspender las colonias en perdxido
de hidrégeno se pudo observar la formacion de burbujas, demostrando asi que fueron

capaces de descomponer el peréxido de hidrégeno en oxigeno y agua.

Tabla 18A: Pruebas fenotipicas correspondientes a las cepas de S. aureus aisladas de IIM
clinicas. AMS: agar manitol salado.a: hemolisina o. B: hemolisina . Coagulasa. Catalasa.
VP: prueba de Voges- Proskauer.

N° Cepas AMS a p Coagulasa Catalasa V.P.

17 + + + + +
358 + + -+ + +
48 + + + ++++ + +
61 + + + -+ + +
247 + + + + + +
364 + + + + + +
110 + + + + + +
14 + + + + +
322 + + + + + +
117 + + + + —+ —+
293 + + + + + +
25 + + + + + +
133 - + + + +
3 + + + + + +
8 + + + + + +
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Tabla 18B: Pruebas fenotipicas correspondientes a las cepas de S. aureus aisladas de IIM
subclinicas. AMS: agar manitol salado. a: hemolisina a. p:hemolisina 3. Coagulasa. Catalasa.
VP: prueba de Voges- Proskauer.

N° Cepas AMS a B Coagulasa Catalasa V.P.
1595a + + + + + +
1595b + + + + + +
1595¢ + + + + + +
316a + + + + + +
316b + + + + + +

316¢ + + + + + +
5128a =k =k =k + +
5128b + + + + +
5128¢ =k =k =k + +
5011a + + + -+ + +
5011b + + + ++++ + +
5011c + + + -+ + +
1570a + + + + + +
1570b + + + + + +

Sa + + + + + +
5b + + + + + +
20 + + + + + +
2 + + + + + +
134 + + + + + +
68 + + + + + +
40 + + + + + +

e) Produccion de acetoina a partir de la glucosa (Prueba de Voges-Proskauer)
Luego de los 15 minutos de haber agregado el revelador al medio de cultivo, se
pudo observar que todas las cepas viraron al color rojo, indicando la presencia de
acetoina.
En la Tabla 18 (A y B) se presenta un resumen de la caracterizacion fenotipica
(agar manitol salado, observacion del patrén de hemolisis, prueba de la coagulasa,

prueba de la catalasa y produccion de acetoina) de las cepas de S. aureus seleccionadas
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provenientes de animales con IIM clinicas y subclinicas. Los primeros 15 aislados
corresponden a cepas obtenidas de bovinos con IIM clinicas y los 21 aislados restantes

corresponden a cepas obtenidas de IIM subclinicas.

f) Ensayo en placa para evaluar la produccion de biofilm

Se realizaron los ensayos a los 15 aislados que corresponden a cepas obtenidas de
bovinos con IIM clinicas y a 12 aislados (de los 21) provenientes de bovinos con [IM
subclinicas. Los 9 aislados restantes no se incluyeron en el ensayo debido a que se
consideraron clonalmente idénticos luego de la tipificacion molecular por PFGE que se
muestra en el punto 4.3.2. En las Figuras 10 y 11 se muestra la representacion de la

deteccion de biofilm en cultivos en placa de poliestireno para las cepas estudiadas.

Cepas de S.aureus
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Figura 10: Representacion de la deteccion de biofilm en placa de poliestireno de cepas
provenientes de IIM clinicas. Cepa V329 (control +). Control negativo (-).

Por el método de microplaca para los 15 aislados de S. aureus provenientes de
IIM clinicas se pudo observar que el 100% de los mismos fue capaz de producir
biofilm. El 13,33%, representado por 2 cepas, fue capaz de producir biofilm en forma
débil. El 40%, representado por 6 cepas, lo hizo en forma moderada, mientras que las 7
cepas restantes (46,66%) fueron fuertes productoras de biofilm. En la Figura 12 se
representan las medias de las absorbancias obtenidas luego del cultivo en placas de

poliestireno.
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Cepas de S.aureus
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Figura 11: Representacion de la deteccion de biofilm en placa de poliestireno de cepas
provenientes de IIM subclinicas y de la cepa 110 proveniente de IIM clinica. Cepa V329
(control +). Control negativo (-).
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Cepas de S. aurues procedentes de IIM clinicas

Figura 12: Representacion de las medias de las absorbancias obtenidas del cultivo en placas de
poliestireno de los aislados de S. aureus provenientes de IIM clinicas, del control negativo (-) y

del control positivo (cepa V329 de S. aureus).

Para los 12 aislados provenientes de IIM subclinicas se pudo observar que el
100% de los mismos fue capaz de producir biofilm. El 41,66%, representado por 5

cepas, fue capaz de producir biofilm en forma moderada; mientras que las 7 cepas

Pereyra - 96



4. Resultados

restantes (58,33%) fueron fuertes productoras de biofilm. En la Figura 13 se representan

las medias de las absorbancias obtenidas luego del cultivo en placas de poliestireno.
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Cepas de 8. aureus procedentes de IIM subclinicas

Figura 13: Representacion de las medias de las absorbancias obtenidas del cultivo en placas de
poliestireno de los aislados de S. aureus provenientes de IIM subclinicas, del control negativo
(-) y del control positivo (cepa V329 de S. aureus).

4.2. Caracterizacion molecular de los aislamientos de S. aureus

4.2.1. Identificacion genotipica de especie

El procedimiento se llevd a cabo mediante la amplificacion de un fragmento
especie-especifico de S. aureus por PCR. Se utiizO6 ADN gendmico previamente
extraido y purificado del total de los aislados. El fragmento de 108 pb resultante de la
amplificacion a partir del par de oligonucle6tidos Sa442-1 y Sa442-2 (Tabla 3) segin ha
descripto Martineau y col (1998) se evidencié en todos los casos a partir del andlisis del
producto de PCR en geles de agarosa (Figura 14).

A partir de este procedimiento se identificaron como S. aureus la totalidad (100%)

de los aislados procedentes de IIM clinicas y subclinicas.
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108pb —>

Figura 14: Imagen representativa que muestra la identificacion molecular de siete aislados de S.
aureus por amplificacién de un fragmento especifico de especie de 108 pb. Gel de agarosa 3%.
Calle: 1 a 7- Aislados N° 8, 14, 17, 48, 1570, 1595, 5128; 8- Blanco de Reactivos; 9- S. aureus
Reynolds (Control +); 10- S. aureus Becker (Control +).

4.2.2. Tipificacion molecular mediante electroforesis en gel de campo

pulsantes.

Del total de los aislados de S. aureus preseleccionados, se realizd la tipificacion
molecular mediante PFGE a las 15 cepas provenientes de IIM clinicas (Figura 15) y a
las 21 cepas provenientes de IIM subclinicas (Figura 16). Con el objetivo de analizar la
relacion clonal entre los aislados incluidos en cada grupo se realizd el andlisis
filogenético de los mismos. Para poder discernir entre tipos y subtipos se siguid el
criterio establecido por Tenover y col. (1995). Posteriormente, se construyeron los
dendrogramas sobre la base de los niveles de similitud y se consideré un punto de corte
del 80% para definir los grupos.

La tipificaciéon por PFGE de las 15 cepas provenientes de IIM clinicas, discriming
8 pulsotipos o grupos, los cuales fueron designados arbitrariamente como A, B, C, D, E,
F, G y H (Figura 15). El pulsotipo con mayor nimero de aislamientos fue el F (n=7). El
siguiente pulsotipo en nimeros de aislamientos fue el C (n=2) donde ambas cepas
presentaron el mismo nimero de bandas y del mismo tamafio. Por lo tanto, se considera
que estos aislamientos pertenecen a un mismo clon y el resto se distribuyd en grupos
individuales. Las diferencias dentro del pulsotipo pueden darse como consecuencia de

cambios genéticos que se acumulan en las sucesivas generaciones bacterianas.
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Figura 15: Dendrograma de los 15 aislamientos de S. aureus provenientes de IIM clinicas n:
17, 358, 364, 110, 48, 14, 322, 117, 293, 61, 25, 247, 133, 3 y 8. La tipificacion por PFGE
discrimin6 8 pulsotipos entre los aislamientos analizados designados con las letras A, B, C, D,
E,F, Gy H.

La tipificacion por PFGE de las 21 cepas provenientes de IIM subclinicas
discriminé 12 pulsotipos o grupos, los cuales fueron designados arbitrariamente como
A B, C,D,E F,G H,LJ, KyL (Figura 16). El nimero de cepas de cada pulsotipo fue
similar. Los pusotipos A, E, G, I y J se conformaron por cepas clonalmente idénticas
(1570, 1595, 5128, 5011 y 316). Estas cepas si bien inicialmente se consideraron por
separado para el andlisis fenotipico y genotipico, fueron aisladas a partir de 3 muestreos
sucesivos del mismo animal y del mismo cuarto mamario en un periodo de seis meses,
por lo cual se las consider6 como cepas altamente adaptadas a la GM bovina (cronicas).
Las cepas mencionadas fueron seleccionadas para continuar con los ensayos in vitro e in

vivo. Las cepas restantes (5a, 20, 2, 134, 68, 5b, 40) fueron caracterizadas en estudios
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previos por PFGE (datos no publicados) como cepas crénicas a partir de tres
aislamientos sucesivos del mismo animal en un periodo de 6 meses, por lo cual la

relaciéon clonal no se muestra en la Figura 16.

% de similitud N° de cepa Perfil de PFGE

0.4 0.3 0,2 0.1
' : | |

Figura 16: Dendrograma correspondiente a los 21 aislamientos de S. aureus provenientes de
IIM subclinicas n% 2, 5a, 20, 1570, 1595, 5b, 68, 40, 134, 5128, 316 y 5011. Las cepas 1595,
316, 5128, 1570 y 5011 fueron aisladas a partir de leche del mismo cuarto mamario en tres
muestreos diferentes en un periodo de 6 meses. La tipificaciéon por PFGE discriminé 12
pulsotipos entre los aislamientos analizados los cuales fueron designados con las letras A, B, C,
D,E,F,G H,[LJ,KyL.

En la Figura 17 se muestra el dendrograma de la tipificacion por PFGE de las 15
cepas de S. aureus provenientes de IIM clinicas y de las cepas 1570, 1595, 5128, 5011 y

316 provenientes de IIM cronicas. El andlisis de las relaciones clonales entre los
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aislamientos  discriminé 13 pulsotipos o grupos, los cuales fueron designados
arbitrariamente como A, B, C,D,E, F,G, H, [, J, K, L y M (Figura 17).

Del dendrograma obtenido a partir de las 20 cepas procedentes de IIM clinicas y
subclinicas se desprende que el pulsotipo asignado con la letra F agrupé el mayor
nimero de cepas (7) por lo tanto fue el pulsotipo mds comun, representando el 35% de
las cepas evaluadas. Ademds, estuvo conformado exclusivamente por aislados

procedentes de IIM clinicas.

% de similitud N° de cepa Perfil de PFGE
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Figura 17: Dendrograma de los 20 aislamientos de S. aureus n%17, 358, 364, 110, 48, 1595,
322, 117, 293, 61, 25, 247, 133, 3, 8, 316, 5128, 5011, 14, 1570. La tipificacion por PFGE
discrimin6 13 pulsotipos entre los aislamientos analizados designados con las letras A, B, C, D,
E,F, G HLJ,K,LyM.
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A partir del andlisis filogenético se seleccionaron 5 cepas provenientes de I[IM
clinicas: 17 (grupo A), 358 (grupo B), 48 (grupo D), 61 y 247 (grupo F); este ultimo
grupo fue el mis numeroso por ello se seleccionaron dos aislados (Figura 17) y cinco
cepas provenientes de IIM crénicas pertenecientes a diferentes pulsotipos: 1595 (grupo
E), 316 (grupo I), 5128 (grupo J), 5011 (grupo K) y 1570 (grupo M) (Figura 17). Se
consider6 un porcentaje de similitud entre las cepas seleccionadas < 20%. Este
procedimiento aseguré la diversidad genética de los aislados de S. aureus a utilizar en

los ensayos in vitro e in vivo.

4.3. Pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos

En la Tabla 19 (A y B) se muestran los resultados de las pruebas de

susceptibilidad a antibiticos realizados por difusién en agar.

Tabla 19A: Resultados de las pruebas de susceptibilidad a antibidticos por pruebas de difusion
en agar, realizados a cepas provenientes de IIM clinicas. Discos Oxoid: penicilina (10 UI);
tetraciclina (30 pg); enrofloxacina (5 pg); trimetoprim-sulfa (1,25/23,75 pg). Disco Britania:
fosfomicina (50 pg). S: sensible al antibidtico. R: resistente al antibidtico.

N° Cepas PENIC. TETRA ENROF TMS FOSFOM

17 R S S S S
358 S S S S S
48 S S S S S
61 R S S S S
247 R S S S S
364 S S S S S
110 S S S S S
14 S S S S S
322 S S S S S
117 R S S S S
293 S S S S S
25 s s s s s
133 R S S S S
3 S S S S S

8 S S S S S
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Se observan 5 cepas procedentes de IIM clinicas (61, 247, 17, 133, 117) y 2 cepas
procedentes de IIM crénicas (316 y 5011) resistentes a la penicilina. La produccién de
B-lactamasa para los aislamientos que mostraron resistencia a penicilinas de acuerdo

con el método de la cefalosporina cromogénica, fue positiva para los 7 aislados.

Tabla 19B: Resultados de las pruebas de susceptibilidad a antibidticos por pruebas de difusion
en agar, realizados a cepas provenientes de IIM subclinicas. Discos Oxoid: penicilina (10 UI);
tetraciclina (30 pg); enrofloxacina (5 pg); trimetoprim-sulfa (1,25/23,75 pg). Disco Britania:
fosfomicina (50 pg). S: sensible al antibidtico. R: resistente al antibidtico.

N° Cepas PENIC. TETRA ENROF TMS FOSFOM
1595 ] s s s s
316 R s s s s
5128 ] ] s s s
5011 R ] s s S
1570 ] s s s S

Sa S ] s s S
Sb ] s s s S
20 S ] s s S
2 ] s s s S
134 S s S S s
68 S S S S S
40 S s s s s

4.4. Evaluacion de la presencia de genes relacionados con adherencia, formacién
de biofilm, polisacaridos capsulares y resistencia a penicilina en el genoma de S.
aureus

Mediante reacciones de PCR se evalué la presencia de los genes relacionados con
adherencia, formacion de biofilm, cdpsula y resistencia a penicilina en el genoma de S.
aureus en los aislados procedentes de IIM clinicas y subclinicas. Para la amplificacion
de los fragmentos de genes de interés se utilizaron los pares de oligonucle6tidos
correspondientes (Tabla 10) junto a demds reactivos y condiciones de amplificacion
previamente descriptas. La presencia de los genes se confrmé mediante corrida
electroforética de los productos de amplificacion en geles de agarosa al porcentaje
adecuado segin la longitud del fragmento a visualizar. En la Tabla 20 se detalla la

presencia o ausencia de los genes estudiados.
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Tabla 20: Andlisis de la presencia (+) o ausencia (-) de genes de adherencia, formacion de
biofilm, capsulay del gen de resistencia a los B-lactimicos en aislados de S. aureus procedentes
de IIM clinicas y subclinicas. Resultados de la amplificacién de los fragmentos de interés por
PCR vy oligonucleétidos especificos.

Aislado cfA  cfB  fnbA  fubB  icad  icaD  icaC  bap cna  fib  cap blaZ

17 + + = + + + + = + + cap8 +
358 + + + + + + + - - - cap8 -
48 - + Tt - + + i - + i+ caps =
61 - + - + + + + - - - caps +
247 + + + + + + + - - - caps +
364 + + + + + + + - - - cap8 -
110 + + - + + + + - - - cap8 .
14 + + + - + + + - - + NT -
322 + + + + - + - - - + NT -
117 + + + + + + + - - + caps  +
2903 + + + + + + + - - - NT >
25 + + + + + + + - - - caps -
133 + + - + + + + S - + caps +
3 + + + + + + + - + + cap8 -
8 + + + + + + + = - + caps -
1595 + + + - + + + - - + cap8 -
316 + + + + + + + - - + cap8 +
5128 + + + + + + + - - + caps -
5011 + + + + + + + - + + NT +
1570 + + + - + + + - - + cap8 -
5a + + + + + + + - - + caps
Sbh + + + + + + + - - + caps -
20 + + + + + + + - + + caps
2 + + + + + + + - - + caps =
134 + + + + + + + - - + caps
68 + + + + + + + - - 4+ cap5
40 + + + + + + + - - + caps
% de

92,55 100 96,30 97,50 96,30 100 96,30 0 18,51 97,5 8518 2592
prevalencia

Referencias: clfA (clumping factor A), clfB (clumping factor B), fnbA (fibronectin binding protein A)). fnbB
(Fibronectin binding protein B), icaA (Intercellular adhesion A), icaD (Intercellular adhesion D), icaC (Intercellular
adhesion C), bap (Biofilm-associated protein), cna (Collagen-binding Adhesin), fib(Fibrinogen binding protein, cap
(polisacdrido capsular), blaZ (resistencia a la penicilina).

Sélo dos genes relacionados con adherencia de S. aureus a células del hospedador
y formacion de biofilm pudieron detectarse en todos los aislados, con un 100% de
prevalencia, estos fueron clfB e icaD; en segundo orden se encontraron los genes fnbB y

fib con un 97,5%; fnbA, icaA e icaC se detectaron en un 96,30%:; clfA se detecté con un
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92,55%. Los genes capS y cap8 se detectaron en el 85,18% de las cepas evaluadas,
correspondiendo 55,55% a cap5, 29,6% a cap8 y 14,81% fueron cepas que no
amplificaron cap5 ni cap8 y se definieron como no tipificables (NT). El 46,66% de las
cepas procedentes de IIM clinicas presentd el gen cap5, mientras que el 33,33%
presentd el gen cap8 y el resto no expresaron ninguno de los genes cap (20%). Con
respecto a las cepas procedentes de IIM subclinicas, el 66,66% presentd el gen cap3, el
25% presentd el gen cap8, y el resto de las cepas no expresaron ninguno de los genes
cap (8,33%). En muy escasas muestras, 18,51% y 25,92% se detectaron los genes cna y
blaZ, respectivamente. En ninguno de los aislados estudiados se pudo detectar el gen

que codifica para la proteina asociada a biofilm (bap).

4.5. Ensayos de internalizacion de S. aureus en células epiteliales mamarias
bovinas (MAC-T)

Los ensayos de internalizacion in vitro en MAC-T se realizaron con cepas
seleccionadas en base a pardmetros clinicos, fenotipicos, epidemiologicos 'y
susceptibiidad a antibidticos. Ademds, para asegurar la diversidad genética en los
ensayos de internalizacion, se tuvieron en cuenta los resultados de los PFGE,
incluyendo cepas de diferentes clones. También se consideré6 que las cepas
seleccionadas portaran genes  relacionados con adherencia/invasion y formacion de
biofilm. Asimismo, se incluyeron cepas portadoras de genes de resistencia a penicilina,
genes capsulares y una cepa NT.

En base a los criterios mencionados fueron seleccionados los aislados N°: 247, 61,
358, 48 y 17 (procedentes de IIM clinicas) y los aislados 1570, 316, 5011, 1595 y 5128
(procedentes de IIM cronicas o de alta adaptaciéon a la GM bovina). Por otra parte se
incluyé como control de invasion, la cepa de E. coli DH5-a que no invade CEM. En la
Tabla 3 del Anexo II se resumen las caracteristicas generales de las cepas utilizadas para
los ensayos de invasion de acuerdo a los criterios de seleccion mencionados.

Los porcentajes de internalizacion de cada aislado se obtuvieron a partir del co-
cultivo de las bacterias con las MAC-T, como se describié anteriormente en la seccidn
Materiales y Métodos. En la Figura 18 se presentan los porcentajes de internalizacion
obtenidos para cada cepa de S. aureus evaluada. Los valores corresponden a la media +

el desvio estdndar (DE) de los ensayos realizados por triplicado.
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Figura 18: Valores de porcentajes de internalizacion celular correspondientes a los 9 aislados
de S. aureus seleccionados. Los valores corresponden a la media + el desvio estindar (DE) de
los ensayos realizados por triplicado. Diferentes letras indican diferencias significativas
(P<0.05). Resultados obtenidos a partir del co-cultivo de bacterias y células MAC-T durante 2
horas (MOI=100 bacterias/célula). Como control de invasién se utilizé la cepa no invasiva E.
coli DH5-o..

Los resultados de los ensayos mostraron una gran variabilidad en cuanto a los
porcentajes de internalizacion obtenidos para las diferentes cepas. En base al valor
medio y teniendo en cuenta la amplitud de las barras de error asociadas a la dispersion
de los resultados, estos aislados pudieron agruparse en tres conjuntos. El primer
conjunto integrado por dos cepas que presentaron valores de internalizacion mayores al
resto (P<0,05) representados por una cepa aislada de IIM clinica (7,45 + 0,72%) y la
otra de IIM subclinica (crénica) (7,48 + 0,67%). Otra cepa aislada de IIM clinica mostré
porcentajes de internalizacion intermedios difiriendo significativamente (P<0,05) con
las demds cepas evaluados (4,50 + 0,62%). En un tercer conjunto se agruparon las cepas
que presentaron porcentajes de internalizacion menores al resto (P<0,05), de las cuales
3 cepas provenian de IIM subclinicas (crénicas) y 3 de IIM clinicas, presentando
porcentajes comprendidos entre 1,34+ 0,07% y 2,55 £ 0,27%.

Los resultados presentados muestran que los porcentajes de internalizacion no se
asociaron con la manifestacion clinica de la IIM, mostrando tanto las cepas procedentes
de IIM clinicas como subclinicas (crénicas) capacidades invasivas diferentes. A partir

del grifico de barras se puede visualizar que las cepas procedentes de IIM subclinicas o
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persistentes, mostraron una capacidad invasiva media aunque muy similar entre si a
excepcion de la cepa 5011, que mostrd ser la mds invasiva de este grupo. Por otra parte,
los aislados de IIM clinicas mostraron capacidades invasivas con diferencias
significativas entre ellas.

Cabe mencionar que los porcentajes de internalizacion obtenidos a partir de los
ensayos de invasion realizados con la cepa 1570 no fueron incluidos en la Figura 18
debido a la baja repetibilidad de los resultados obtenidos.

La Figura 19 muestra las medias del log;o UFC/ml obtenidas luego de 2 horas de
incubacion de las 9 cepas de S. aureus en el medio de cultivo de las MAC-T. De la
misma se desprende que las cepas procedentes de infecciones IIM clinicas presentaron
una mayor velocidad de crecimiento (P=0,015) que las cepas procedentes de I1IM
crénicas, mostrando mayor capacidad para multiplicarse en un microambiente propicio

para el crecimiento de las de las CEM bovinas.

——

Crecimiento 2 hs de cultivo
(Log1UFC/ml)
-...'
‘."

7.0- u
6.5 T T
Cepas IIM Cepas IIM
clinicas subclinicas

Figura 19: Medias del log;o UFC/ml obtenidas luego de 2 horas de incubacién de las cepas de S. aureus

procedentes de IIM clinicas y subclinicas. La comparacién de medianas por el test de Mann Whitney
arroj6 diferencias estadisticamente significativas entre cepas procedentes de IIM clinicas y subclinicas
(p=0,015).

4.6. Evaluacion y seleccion del gen estandar interno para PCR cuantitativa en

Tiempo Real (RT-qPCR).

Con el fin de realizar el estudio de la expresion relativa de los principales genes

involucrados en adherencia e invasion a células MAC-T, se evaluaron tres genes como
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estdndar interno. En principio se evalu6 un fragmento del gen que codifica para el
ARNr 16S bacteriano. Para tal fin se amplific6 dicha secuencia a partir del par de
cebadores descriptos por Ster y col. (2005) observdndose bandas de amplificacion del
tamafio correspondiente a esa secuencia tanto en las calles correspondientes a las
muestras de los aislados como en la correspondiente al blanco de reactivos (Figura 20).
Sucesivas PCR realizadas, permitieron descartar cualquier contaminacién externa con
productos de amplificaciones anteriores. Las posibles causas se evalian en el apartado

de Discusién de resultados.

1 2 3 4 5

Figura 20: Amplificaciéon del fragmento codificante para ARNr 16S procariota (116 pb). Gel
de agarosa 3%. Calles: 1 a 3- ADNc de Aislados 25, 117, 358; 4- Control de amplificacién de
ADN genémico, muestra de ADNc de glindula mamaria bovina; 5- Blanco de reactivos.

Posteriormente, se probaron otros dos pares de oligonucleétidos que amplifican
fragmentos especificos de S. aureus. Uno de ellos amplifica un fragmento del gen que
codifica para la subunidad B de la enzima ADN girasa (gyrB) (Tabla 14), responsable
de la relajacion de la doble hebra de ADN durante el proceso de replicacion. El segundo
par descripto por Martineau y col. (1998) fue analizado mediante el software Primer
Blast encontrdndose que amplifica una porcion de la secuencia del gen que codifica para
una proteina de la familia de las glutamina sintetasas (GS) (Schennings y col, 1993)
(Tabla 3) la cual cumple un rol esencial en el metabolismo del nitr6geno, catalizando la
condensacion -dependiente de ATP- de glutamato y amonfaco para formar glutamina.

Para el andlisis de estabilidad de expresion, en primer lugar se amplificaron ambos
fragmentos por duplicado mediante RT-qPCR. Como muestras se utiliz6 el ADNc de
todos los aislados provenientes de muestras control y tratadas (bacterias internalizadas y
no internalizadas previamente co-cultivadas con células MAC-T). Los valores de Cr

promedio obtenidos de las réplicas se introdujeron en el software BestKeeper. Se
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dejaron de lado los datos de los aislados 61 y 5128 por presentar un comportamiento
particular diferente al del resto. Este software realizd el tratamiento estadistico de los
datos arrojando pardmetros como CV y DE, que representan la dispersion en los
resultados. Dichos pardmetros fueron utilizados para seleccionar aquel gen que presentd
menor variabilidad entre las cepas como también entre los tratamientos.

A pesar de que ambos genes obtuvieron valores de DE mayores a 1, el cual el
programa establece como miximo aceptable, en el caso de gyrB S = 1,02, resulté un
valor muy cercano al establecido como limite. Sin embargo, el gen GS presenté un valor
de 1,25. Adicionalmente, en ambos casos se pudieron observar CV de 4,17 y 5,13%
para los genes gyrB y GS, respectivamente. Estos valores resultaron inferiores a 7-10%,
rango limite para considerar homogéneo el conjunto de datos ingresados.

Si bien el comportamiento resulté bastante similar, el gen gyrB presenté menor
variabilidad entre las diferentes cepas y condiciones experimentales analizadas. Por este
motivo se establecid dicho gen como housekeeping para la normalizacion de los

resultados de expresion relativa de los genes de adherencia e invasion.

4.6.1. Calculo de la eficiencia (E) de amplificacion del gen housekeeping y
genes target.

Con el objeto de realizar el célculo de R para los genes de interés, en primer lugar
se debi6 obtener el valor de la eficiencia de amplificacion de cada par de
oligonucledtidos, ya que la misma puede diferir del valor ideal (100%) afectando los
resultados de expresion relativa calculados. Para cada conjunto de cebadores se
construyé la grifica de los valores de Ct en relacion a la concentracion de ADNc
correspondiente a un pool de ADNc de los aislados. Los puntos de dicha grifica
correspondieron a la reaccion de amplificacion de 7 diluciones seriadas (1:5) de la
muestra. La cantidad de ADNc se expres6 como log;p [ADNc] para obtener asi un
conjunto de puntos que se ajustan a una regresion del tipo lineal. De este modo, a partir
de la recta obtenida es que se tomd el pardmetro correspondiente a la pendiente de la
misma para calcular E a partir de la formula descripta por Rasmussen (2001).

A continuacion, en la Tabla 21 se muestran los resultados obtenidos en cuanto al

valor de la pendiente y la eficiencia de amplificacién (E) para cada par de cebadores.
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Tabla 21: Valor de la pendiente correspondiente a la regresion lineal de la grafica Cr vs logig
[ADNCc] para cada par de oligonucleétidos. La eficiencia (E) se calcul6 a partir de estos valores
aplicando la férmula descripta por Rasmussen (2001).

CIfA CIfB FnbA FnbB IcaA IcaD GyrB
Primers
Valor
Pendiente -3,217 -3,483 -3,185 -3,197 -3,323 -3,386 -3,284
E 1 0,9369 1 1 0,9995 0,9739 1

4.7. Determinacion de la expresion relativa (R) de genes de adherencia y formacion

de biofilm a partir de cepas de S. aureus en el modelo de invasion in vitro

Mediante RT-qPCR  se  amplificaron por duplcado los fragmentos
correspondientes a los genes de adherencia y formacion de biofilm para cada uno de los
aislados pre-seleccionados. Los datos de Ct y E para cada cepa y condicion ensayadas
se introdujeron en la plataforma del software REST 2009 V2.0.13 para obtener los
resultados de R y de significancia estadistica.

Los resultados del ensayo se muestran a continuacion en la Tabla 22, mientras que
el andlisis completo se encuentra en Anexo II1.

Los valores correspondientes a las casillas en celeste no mostraron diferencia
significativa (P>0,05) en la expresion respecto a la muestra control Los valores
correspondientes a las casillas en verde fueron significativamente inferiores (P<0,05) y
los de las casillas color violeta tuvieron una sobreexpresion significativa respecto al
control (P<0,05). Cabe aclarar que no se pudo llevar a cabo el andlisis de expresion
génica de las muestras 61 y 5128 no internalizadas ya que en las mismas se observé una
variacion significativa de Ila expresion del housekeeping respecto al control en esa
condicion experimental en particular, lo que no permitié una correcta normalizacion.

Por esa razén no se muestran en la Tabla 22.
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Tabla 22: Valores de R obtenidos a partir del tratamiento de Cr para cada cepa en condiciones

experimentales de co-cultivo con MAC-T frente al correspondiente control. Referencias:

Sin diferencia respecto al control i Expresién disminuida T Expresion aumentada

Cepas CIfA CIifB FnbA FnbB IcaA IcaD

247 0,583 0,717 0444 1,016 0,236 0403

358 0,997 0,930 0,963 0,618 1,206 1,523 *

%
"§ 48 0,627 - 1,105 0462 - 4815 ° 0,976 0,661 -
N

g 17 0,081 - 0,086 - 0,753 - 5,746 ~ 0,350 - 0,235
E 1595 0,327 0,646 0,708 0,342 . 0,343 - 0,138 -
2 316 0,105 - 0,073 - 0,072 - 0,026 - 1,167 1,302
5011 4976 3934 ¢ 0,072. 0,021- 0,191 - 5293 1

247 1,075 0,818 53446 © | 29,243 " 2,136 6,678 *

61 2,021 0,945 97,006 ©~ | 23425 ° 0,829 3,296 °

358 57,88 ° 4918 © | 97,006 © | 23,507 ° 11,080 ° 88,982 °

—CE 48 2,662 ° 3,730 © | 42,921 © | 37987 " 5374 18,059 °
.‘;5: 17 3,537 ° 1,828 2,848 ° 406,61 * 5903 ° 17,352 °
&E 1595 | 21,706 ° 1,313 56,298 ° 17,753 1 1,814 4236 °
. 5128 1,094 1,166 5426 ° 1,064 1,205 2,821 °
316 24547 16,718 © | 18,700 ° 11,043 ° 13215 ° 28457 °

5011 | 81,572 30,890 71,7551 157,586° 5774 ° 192,661

En lineas generales se destaca el comportamiento de las bacterias que lograron
internalizarse en las células MAC-T. En este grupo, la expresion de genes relacionados
con adherencia y formacion de biofilm fue significativamente superior a la observada en
bacterias que no lograron la invasion (CHA, P=0,005; CIB, P=0,016; FnbA, P<0,001;
FnbB, P<0,001; IcaA, P=0,002 e IcaD, P=0,001). En el grupo de bacterias que lograron

la invasion a la MAC-T, se sobre-expresaron la mayoria de los genes de adherencia e
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invasion con valores de expresion relativa muy elevados. No obstante, solo cuatro
aislados sobre-expresaron todos los genes evaluados, estos fueron 48 y 358 (procedentes
de IIM clinicas) y 316 y 5011 (procedentes de IIM cronicas). Los genes con valores de
R mas elevados fueron los codificantes de protefnas de union a Fn e icaD, aunque en
este ultimo caso, con valores R variables. Puntualmente, resultdé sobresaliente el valor R
de FnBP-B en el aislado 17 alcanzando una expresion 406,61 superior a la de la muestra
control.

En el grupo de bacterias procedentes de IIM clinicas y subclinicas que lograron la
invasion a la MAC-T no se observaron diferencias significativas en la expresion de
CKA (P=0,714), CiB (P=0,412), FnbA (P=0,666), FnbB (P=0,190), IcaA (P=0,893) e
IcaD (P=0,513) entre las cepas procedentes de IIM clinicas y subclinicas.

En el caso de las bacterias que no lograron internalizarse en células MAC-T la
expresion relativa de los genes de adherencia se mantuvo sin variaciones respecto al
control para la mayoria de los casos. Sin embargo, algunos aislados mostraron una
expresion disminuida en simultdneo con varios genes de adherencia en relacion al grupo
control. Aquellos aislados que mostraron este comportamiento fueron 48, 17, 1595, 316
y 5011. Adicionalmente, en tres de los genes ensayados (CIfB, fnbB e icaD), se advirti6
una conducta diferencial e inusual (teniendo en cuenta el comportamiento general). La
expresion relativa de CIfB en el aislado 5011; fnbB en los aislados 48 y 17; y de icaD en
los aislados 358 y 5011 se vieron incrementadas respecto al grupo control, aunque con
valores bajos de R: 3,934; 4,815; 5,746; 1,523 y 5,293 respectivamente.

En el grupo de bacterias que no lograron invadir la célula epitelial mamaria, no se
observaron diferencias significativas en la expresion de CHKA (P=0,402), CIB
(P=0,742), FnbA (P=0,200), FnbB (P=0,057), IcaA (P=0,571) e IcaD (P=0,857) entre
las cepas procedentes de IIM clinicas y subclinicas.

A partir de estos resultados se puede inferir que, tanto en las bacterias que
lograron invadir las MAC-T como en las que no lo lograron, la expresion de los genes
relacionados con adherencia y formacion de biofilm estuvo principalmente ligada a cada

aislado de S. aureus y no a las caracteristicas de la IIM (clinica o subclinica).

4.8. Curvas de crecimiento de S. aureus
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Con el objeto de evaluar la posible asociaciéon entre invasion de células MAC-T,
expresion de genes de adherencia y formacion de biofilm y capacidad de multiplicacion
bacteriana, se construyeron las curvas de crecimiento de los aislados de S. aureus
provenientes de IIM clinicas y subclinicas mediante cultivos en placa de suspensiones
bacterianas crecidas a lo largo de un periodo de 8 horas, como se detalld previamente.

Se construyeron las curvas de crecimiento de los aislados de S. aureus mediante
cultivos en placa de suspensiones bacterianas crecidas durante diferentes periodos de
tiempo como se detalld previamente en la seccion Materiales y Métodos.

La forma de las graficas permitieron analizar el comportamiento de cada aislado
durante el crecimiento en cultivo. Una de las principales diferencias encontradas
correspondid a la existencia y duracién de la fase lag. Mientras que el aisladdo N° 48
presenté una fase lag de aproximadamente 2 horas, en el caso del aislado 358 ésta no
alcanz6 1 hora de duracion, y en el resto de los aislados se encontr ausente.

Por otra parte, si bien no se pudieron medir los puntos finales de las curvas
correspondientes a N° 48 y 316, por lo que no se logré definir el comienzo de la fase
estacionaria; en el resto de los casos se pudo observar una densidad celular méxima
semejante alcanzada alrededor de las 5 hs de cultivo, correspondiente a un valor
promedio de log UFC/ml igual 9 (10° UFC/ml).

Es de importancia mencionar que la cepa N° 61 presenté dificultades en el
crecimiento, inclusive al repetirse el ensayo, por lo que no se logré construir la curva
correspondiente. Las curvas de crecimiento obtenidos para el resto de los aislados se
exhiben en la Figura 21.

Luego de obtenidas las curvas de crecimiento, se tomaron de cada una los valores
de tiempo y logio UFC/ml correspondientes a la fase de crecimiento exponencial, para
realizar el ajuste matemdtico que permitid calcular el TD bacteriano para cada aislado
en particular.

A partir del valor de la pendiente, obtenida directamente del registro de
pardmetros de la regresion lineal aplicada, se calcularon los tiempos de duplicacion
segiin la féormula (D) detallada en seccion Materiales y Métodos (3.7.). Teniendo en
cuenta que el tiempo calculado corresponde al cambio en una unidad logaritmica y que
a su vez, ésta corresponde a 4,125 duplicaciones bacterianas, es que se recalculd el

tiempo de generacion real. Los resultados obtenidos se pueden ver en la Tabla 23.
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Figura 21: Curvas de crecimiento de aislados de S. aureus en cultivos individuales crecidos en
agitacion (150 rpm) a 37°C. Los puntos corresponden al recuento en placa de muestras tomadas

cada 1 hora durante 8 horas.

Los resultados obtenidos permitieron clasificar a los aislados en dos grupos, uno

con TD entre 31 y 39 minutos, y otro con TD que variaron entre los 40 y 46 min. Todas

las cepas del primer grupo pertenecian a mastitis clinicas, mientras que las del segundo

grupo pertenecian a mastitis subclinicas. La Figura 22 muestra que los TD de las cepas

procedentes de IIM clinicas fueron menores a los observados en las cepas procedentes

de IIM subclinicas hallindose diferencias significativas (P=0,028).

Tabla 23: Valores de tiempo de duplicacién en minutos (') y segundos (") para los aislados de S.

aureus.

Cepas 247 358 17 48 1595 5128 316 5011
1/pendiente

1,916 2,119 1,754 1,724 2,495 2,718 2,188 2,282

(hs)
Tiempo de 35' 22" 39'7" 32'23'"  31'50" 46'4" 50' 11" 40°24” 42°08”
duplicacion
Tiempos en 2122 2347 1943 1910 2764 3011» 2424 2528”
segundos
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Figura 22: Tiempos de duplicacién (TD) promedios de las cepas procedentes de IIM clinicas y
subclinicas en segundos (). La comparacion de medianas por el test de Mann Whitney arrojo
diferencias estadisticamente significativas entre cepas procedentes de IIM clinicas y subclinicas
(p=0,0286). Diferentes letras indican diferencias significativas.

4.9. Diseio experimental de un modelo murino de infeccion intramamaria con S.

aureus.

4.9.1. Puesta a punto del modelo y seleccion de la dosis de bacterias a

inocular enla glandula mamaria de raton.

A los fines de poner a punto el modelo de IIM en el ratén, en una primera
instancia se procedié a enhebrar el conducto del pezon con una aguja 30G X 1/2 y a
myectar 50 pl de una solucion de azul de metileno a los fines de poder visualizar
macroscOpicamente la distribucion correcta del colorante en el sistema de conductos de
las glindulas mamarias abdominales derechas (R4) e izquierdas (14) (Figura 23 a).
Luego de la inoculacion IM, se procedid al sacrificio de los animales y posterior
diseccion y remocion de las GM abdominales 14 y R4. Las secciones de tejido extraidas
fueron inmediatamente fijadas en formol-bufferado (4%) para la caracterizacion

histolo gica (Figura 23 by c).
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Figura 23: Puesta a punto del modelo de IIM en ratén. a) Diseccién de la glandula mamaria
abdominal de ratén inoculada por via intramamaria con una solucién de azul de metileno. b)
Corte histolégico de la gldndula mamaria de ratén luego de la inoculacién del colorante (4X) y
¢) 10X. Coloracién hematoxilina-eosina.

Una vez comprobado que la solucién colorante inoculada se dispersé por todo el
sistema de conductos mamarios y a los efectos de seleccionar la cantidad de UFC de las
cepas de S. aureus a inocular, se realizé un ensayo dosis-respuesta. En el mismo, se
testearon 3 suspensiones bacterianas diferentes de la cepa A y B de S. aureus (1x10%,
1x10° y 1x10% UFC/glandula). Los animales fueron sacrificados a los 4 dias post
inoculacién (pi) y se recolectaron las GM para andlisis histolégico y recuento de
UFC/glandula. Para la seleccion de la dosis final se consider6 la respuesta inflamatoria
local, evaluando la misma en términos de infiltrado celular inflamatorio de
polimorfonucleares (PMN) en el tejido afectado y la recuperacidon bacteriana a través
del recuento de UFC/glandula.

Luego de la inoculacion IM de las diferentes suspensiones bacterianas de S.
aureus no se observaron cambios macroscopicos en las GM ni tampoco modificaciones
en el comportamiento de los animales. Microscopicamente, la dosis de 1x10°
UFC/glandula fue la que indujo mayor cantidad de infiltrado celular inflamatorio de
PMN para las dos cepas inoculadas, y las bacterias pudieron ser recuperadas de la GM

hasta el dia 4 pi; por estas caracteristicas fue seleccionada como la dosis de inoculacidn.
4.9.2. Recuento de unidades formadoras de colonias (UFC).

Para evaluar la persistencia in vivo de las cepas A (17) y B (5128) de S. aureus
seleccionadas, luego de la inoculacién IM de 1x106 UFC/gldndula, se obtuvieron los

valores promedios de log UFC/gldndulas disgregadas desde las 6 hs hasta las 264 hs (11
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dias) pi. Los valores promedios de log UFC/glandula, obtenidos a diferentes tiempos pi,

se muestran en la Figura 24.

Cepa 17 (A)
9 7 a
—i—Cepa 5128 (B)
8
7
(1]
S 6
T
& 5
=1]
o 4
5
%D > b I:>‘[itampc1< 0;001
-2 Ptratamiento =0:826
1 - P interaccién < 0,001
0 T T T T T T T T T ]

0 6 12 24 48 72 96 120 168 216 264
Tiempo post inoculacion (horas)

Figura 24: Persistencia de las cepas A y B en la glindula mamaria murina. Medias * error
estdndar de la media del log UFC/gldndula obtenidas a partir del homogenizado de las gldndulas
mamarias luego de la inoculacién de 1x10° UFC/glandula de la cepa A y B de S. aureus a las 6,
12, 24, 48, 72, 96, 120, 168, 216 y 264 horas post inoculacién. Se muestran los efectos
principales del tiempo de muestreo y del tratamiento con las cepas A y B y el efecto de la
interaccion entre ambos factores. En cada tiempo post inoculacién diferentes letras entre las
cepas A y B indican diferencias significativas (P<0,05).

Se evaluaron los efectos individuales del tiempo de muestreo y de los tratamientos
con las cepas A y B de S. aureus, asi como de la interaccion entre ambos factores sobre
el nimero de UFC/glandula obtenidas luego de la inoculacion IM. Los resultados
mostraron un efecto significativo del tiempo de muestreo (P<0,001) y de la interaccion
de ambos factores (P<0,001); en cambio, el efecto de la cepa infectante sobre el nimero
de bacterias obtenidas a partir del homogeneizado de las GM no fue significativo
(P=0,826).

A las 6 y 12 hs pi el nimero de UFC/gldndula se incrementé notablemente para
ambas cepas evaluadas, siendo mayor el nimero de bacterias obtenidas para la cepa A
con respecto a la cepa B en ambos periodos evaluados (6 hs, P=0,024; 12 hs, P=0,030).

A las 24 hs pi, si bien el nimero de UFC/glandula para la cepa A fue el maximo
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alcanzado, no se observaron diferencias estadisticas con respecto al nimero de bacterias
obtenidas para la cepa B (P=0,126). A las 48 hs pi, si bien el nimero de UFC/gldndula
para la cepa B continu6 en aumento, el nimero de bacterias obtenidas para la cepa A
disminuyé notablemente con respecto al de la cepa B (P=0,010). A las 72 hs pi el
nimero de UFC obtenidas del homogenizado de las GM disminuyd para ambas cepas
evaluadas, no observdndose diferencias entre ellas (P=0,220). A las 96 y 120 hs pi el
nimero de UFC obtenidas de las GM para la cepa B disminuyé notablemente en
relacion al de la cepa A (96 hs, P=0,015; 120 hs, P=0,046). A las 168 hs pi (7 dias) el
nimero de UFC/gldndula para la cepa B aumenté en relacién al periodo anterior
alcanzando valores similares a los de la cepa A (P=0,222). Si bien la tasa de eliminacién
bacteriana fue similar entre ambas cepas a las 168 hs piy 216 hs pi (P=0,361), a las 264
hs pi (dia 11) se observé una aumento significativo en el niimero de UFC/gldndula en el
grupo de ratones tratados con la cepa B con respecto al grupo tratado con la cepa A
(P<0,0001). Si bien ambas cepas lograron persistir hasta el dia 11 luego de la IIM, las
GM inoculadas con la cepa A lograron una eliminaciéon mas eficiente de las bacterias a
lo largo del tiempo de muestreo, no asi las GM inoculadas con la cepa B, que no
lograron eliminar a las bacterias lo que se traduce en el notable incremento de las
UFC/ml observado a partir del dia 9 y hasta el dia 11 pi.

No se obtuvieron bacterias de las GM de ratones controles, inoculados con

solucion fisiolégica estéril, en ninguno de los tiempos evaluados.

4.9.3. Evaluacion del daio tisular y reaccion inflamatoria

Los diferentes grupos de ratones fueron sacrificados y se realizaron las necropsias
a distintos tiempos pi luego de la infeccion IM con las cepas A y B de S. aureus. Se
evaluaron las lesiones macroscopicas y posteriormente las GM fueron diseccionadas y
parte del tejido fue fijado y conservado en formol-bufferado (4%) con el fin de efectuar
estudios histopatoldgicos. Los tejidos fueron procesados, cortados y coloreados con la

técnica de hematoxilina-eosina para su visualizacion al microscopio ptico.

En la Figura 25 se muestran las lesiones macro y microscopicas a las 6 hs luego

de la inoculacién IM de 1x10°® UFC/glandula de las cepas A y B de S. aureus.
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En las GM inoculadas con la cepa A de S. aureus, macroscOpicamente no se
observaron lesiones aparentes (Figura 25a). A la observacion microscopica y en zonas
definidas del parénquima mamario, se observaron conductos y alvéolos con abundante
exudado de neutréfilos y macréfagos en sus limenes con conservacion de la estructura
epitelial. En el tejido conjuntivo perivascular se observé infiltrado de neutréfilos y
macréfagos asi como también en el tejido conjuntivo que rodea a conductos y alvéolos
(Figuras 25¢, d). En contraste con las lesiones descriptas, también se observaron zonas

del parénquima mamario con la estructura conservada sin lesiones aparentes.

Cepa A

6 hs

Figura 25: Imdgenes representativas de gldndulas mamarias de ratén inoculadas con 1x10°
UFC/glandula de las cepas A (a) y B (b) de S. aureus obtenidas a las 6 hs post inoculacion. Las
figuras ¢ y d muestran las lesiones histopatolégicas inducidas por la cepa A de S. aureus. Las
figuras e y f muestran las lesiones histopatoldgicas inducidas por la cepa B de S. aureus. La
descripcién de las lesiones se realiza en el texto.
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En las GM inoculadas con la cepa B, macroscOpicamente, no se observaron
lesiones aparentes (Figura 25b). MicroscOpicamente, las lesiones fueron similares a las
descriptas para la cepa A, observiandose en zonas delimitadas del parénquima mamario,
conductos y alvéolos con abundante exudado de neutréfilos y macréfagos en sus
limenes con conservacion de la estructura epitelial. En el tejido conjuntivo que rodea a
conductos y alvéolos y alrededor de los vasos sanguineos se observé infiltrado de
neutréfilos y macréfagos (Figuras 25e, f). Al igual que con la cepa A, también se
observaron zonas del parénquima mamario con la estructura conservada sin lesiones

aparentes.

En la Figura 26 se muestran las lesiones macro y microscopicas a las 12 hs luego
de la inoculacién IM de 1x10° UFC/glandula de las cepas A y B de S. aureus.

En las GM inoculadas con la cepa A de S. aureus, macroscOpicamente no se
observaron lesiones aparentes (Figura 26a). A la observacion microscopica y en zonas
definidas del parénquima mamario, se observaron conductos y alvéolos con abundante
exudado de neutréfilos y macréfagos en sus limenes con conservacion de la estructura
epitelial. En el tejido conjuntivo que rodea vasos sanguineos y conductos mamarios se
observo infiltrado de neutrdfilos y macréfagos (Figuras 26c, d). En otras zonas del
mismo corte histolégico, se observo exudado en el interior de los alvéolos y conductos
con abundantes neutréfilos, macréfagos y células epiteliales desprendidas con leve
alteracion de la estructura de la pared alveolar. También se observaron zonas definidas
del parénquima mamario sin lesiones aparentes.

En las GM inoculadas con la cepa B, macroscépicamente, al igual que con la cepa
A, no se observaron lesiones aparentes (Figura 26b). MicroscOpicamente, en zonas
definidas del parénquima mamario, se observaron conductos y alvéolos con abundante
exudado de neutréfilos y macréfagos en sus limenes con conservacion de la estructura
epitelial En el tejido conjuntivo que rodea a conductos y alvéolos y alrededor de los
vasos sanguineos se observo infiltrado de neutréfilos y macréfagos (Figuras 26e,f). Al
igual que con la cepa A, también se observaron zonas del parénquima mamario con la

estructura conservada sin lesiones aparentes.
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Cepa A Cepa B

12hs

Figura 26: Imdgenes representativas de gldndulas mamarias de ratén inoculadas con 1x10°
UFC/glandula de las cepas A (a) y B (b) de S. aureus obtenidas a las 12 hs post inoculacién. Las
figuras ¢ y d muestran las lesiones histopatoldgicas inducidas por la cepa A de S. aureus. Las
figuras e y f muestran las lesiones histopatoldgicas inducidas por la cepa B de S. aureus. La
descripcién de las lesiones se realiza en el texto.

En la Figura 27 se muestran las lesiones macro y microscopicas a las 24 hs luego
de la inoculacién IM de 1x10°® UFC/glandula de las cepas A y B de S. aureus.

En las GM inoculadas con la cepa A de S. aureus, se observé macroscOpicamente
mastitis focalizada extensa con marcado enrojecimiento del tejido mamario (hiperemia
activa) (Figura 27a). A la observaciéon microscopica, se evidenciaron dreas extensas del
parénquima mamario dafiado, con pérdida de la arquitectura normal del tejido e
hiperemia (Figura 27c). Presencia de abundante exudado de neutréfilos y macréfagos en

el interior de conductos y alvéolos (Figura 27d).
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En las GM inoculadas con la cepa B, macroscépicamente, se observd mastitis
focalizada extensa con marcado enrojecimiento del tejido mamario (hiperemia activa)
(Figura 27b). Microscopicamente, en zonas definidas del parénquima mamario, se
observaron conductos y alvéolos con abundante exudado de neutréfilos y macréfagos en
sus limenes con conservacion de la estructura epitelial (Figuras 27e,f). En otras zonas
del mismo corte histolégico, se observd exudado en el interior de los alvéolos y
conductos con abundantes neutréfilos, macréfagos y células epiteliales desprendidas

con alteracion de la estructura de la pared alveolar.

Cepa A

24 hs

Figura 27: Imdgenes representativas de gldndulas mamarias de ratén inoculadas con 1x10°
UFC/glandula de las cepas A (a) y B (b) de S. aureus obtenidas a las 24 hs post inoculacién. Las
figuras ¢ y d muestran las lesiones histopatoldgicas inducidas por la cepa A de S. aureus. Las
figuras e y f muestran las lesiones histopatolégicas inducidas por la cepa B de S. aureus. La
descripcion de las lesiones se realiza en el texto.
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Cepa B

48 hs

Figura 28: Imdgenes representativas de gldndulas mamarias de ratén inoculadas con 1x10°
UFC/glandula de las cepas A (a) y B (b) de S. aureus obtenidas a las 48 hs post inoculacién. Las
figuras ¢ y d muestran las lesiones histopatoldgicas inducidas por la cepa A de S. aureus. Las
figuras e y f muestran las lesiones histopatolégicas inducidas por la cepa B de S. aureus. La
descripcion de las lesiones se realiza en el texto.

En la Figura 28 se muestran las lesiones macro y microscopicas a las 48 hs luego
de la inoculacién IM de 1x10°® UFC/glandula de las cepas A y B de S. aureus. En las
GM inoculadas con la cepa A de S. aureus, macroscopicamente, se evidencid mastitis
supurativa multifocal a coalescente aguda, moderada (Figura 28a). Se observaron
lesiones multiples irregulares de diferentes tamafos, color blanco, al corte rezumé un
liquido espeso, cremoso (pus). MicroscOpicamente se observaron dreas extensas de

tejido dafado con hiperemia (Figura 28c), presencia de abundante exudado de

Pereyra - 123



4. Resultados

neutréfilos, macréfagos y células epiteliales desprendidas en las luces de conductos y
alvéolos. En otras dreas del mismo corte histolégico se observaron focos de necrosis con

pérdida de la estructura alveolar (Figura 28d) y leve proliferacion de tejido conjuntivo.

En las GM inoculadas con la cepa B de S. aureus, macroscOpicamente se
evidenci6 mastitis focalmente extensa y marcado enrojecimiento del tejido mamario
(hiperemia activa) (Figura 28b). Microscépicamente se observé presencia de abundante
exudado de neutréfilos y macréfagos en las luces de conductos y alvéolos con
conservacion de la estructura epitelial (Figuras 28e,f). En otras zonas del parénquima, se
observd exudado con abundantes neutréfilos y alteracion de la estructura alveolar con
paredes irregulares, células epiteliales desprendidas en los limenes y macréfagos con
citoplasmas de aspecto vacuolado. En el tejido conjuntivo interalveolar se observo

hiperemia, infiltrado de macréfagos, linfocitos y eosinéfilos.

En la Figura 29 se muestran las lesiones macro y microscopicas a las 72 hs luego
de la inoculacién IM de 1x10° UFC/glandula de las cepas A y B de S. aureus.

En las GM inoculadas con la cepa A, macroscOpicamente se observd mastitis
focalmente extensa y marcado enrojecimiento del tejido mamario (hiperemia activa)
(Figura 29a). Microscopicamente, se evidenciaron focos de necrosis con pérdida de la
estructura alveolar y leve proliferacién de tejido conjuntivo, observdndose cambios
nucleares como picnosis y cariorrexis (Figuras 29c,d). Infiltrado leucocitario mixto
difuso en el tejido conjuntivo interalveolar.

Con la cepa B, macroscdpicamente se observd marcado enrojecimiento del tejido
mamario (Figura 29b). Microscépicamente, en zonas definidas del parénquima se
observaron conductos y alvéolos con abundante exudado de neutr6filos y macréfagos en
sus limenes con conservacion de la estructura epitelial. En otras zonas del mismo corte
histolégico, se observo exudado con abundantes neutréfilos y alteracion de la estructura
alveolar con paredes irregulares, células epiteliales desprendidas en los limenes y
macréfagos con citoplasmas de aspecto vacuolado. En el tejido conjuntivo se observo

hiperemia, infiltrado de macréfagos, linfocitos y eosinéfilos (Figuras 29e,f).
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Cepa A Cepa B

y B

72 hs

Figura 29: Imdgenes representativas de gldndulas mamarias de ratén inoculadas con 1x10°
UFC/glandula de las cepas A (a) y B (b) de S. aureus obtenidas a las 72 hs post inoculacién. Las
figuras ¢ y d muestran las lesiones histopatoldgicas inducidas por la cepa A de S. aureus. Las
figuras e y f muestran las lesiones histopatolégicas inducidas por la cepa B de S. aureus. La
descripcién de las lesiones se realiza en el texto.

En la Figura 30 se muestran las lesiones macro y microscopicas a las 96 hs luego
de la inoculacién IM de 1x10° UFC/glandula de las cepas A y B de S. aureus.

En las GM inoculas con la cepa A, macroscopicamente se observd inflamacién
moderada con ligero enrojecimiento del tejido mamario (Figura 30a).
Microscépicamente, se observaron focos de necrosis con pérdida de la estructura de
alveolar y proliferaciéon de tejido conjuntivo (Figura 30c), presencia de infiltrado

inflamatorio linfoplasmocitario perialveolar (Figura 30d).
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96 hs

Figura 30: Imdgenes representativas de gldndulas mamarias de ratén inoculadas con 1x10°
UFC/glandula de las cepas A (a) y B (b) de S. aureus obtenidas a las 96 hs post inoculacién. Las
figuras ¢ y d muestran las lesiones histopatolégicas inducidas por la cepa A de S. aureus. Las
figuras e y f muestran las lesiones histopatolégicas inducidas por la cepa B de S. aureus. La
descripcién de las lesiones se realiza en el texto.

Con la cepa B, macroscOpicamente no se observaron lesiones aparentes (Figura
30b). Microscopicamente se observé presencia de infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario perialveolar, exudado con abundantes neutréfilos y alteracion de la
estructura alveolar con paredes irregulares, células epiteliales desprendidas en los
limenes y macréfagos con citoplasmas de aspecto vacuolado. En el tejido conjuntivo
interlobulillar se observd, infiltrado de macréfagos, linfocitos y eosinéfilos (Figuras

30e.,1).
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En la Figura 31 se muestran las lesiones macro y microscépicas al dia 5 luego de

la inoculacién IM de 1x10° UFC/gldndula de las cepas A y B de S. aureus.

Cepa A

120 hs (dia 5)

Figura 31: Imdgenes representativas de gldndulas mamarias de ratén inoculadas con 1x10°
UFC/glandula de las cepas A (a) y B (b) de S. aureus obtenidas al dia 5 post inoculacién. Las
figuras ¢ y d muestran las lesiones histopatolégicas inducidas por la cepa A de S. aureus. Las
figuras e y f muestran las lesiones histopatolégicas inducidas por la cepa B de S. aureus. La
descripcion de las lesiones se realiza en el texto.

En las GM inoculadas con la cepa A, macroscdpicamente no se observaron
lesiones aparentes (Figura 31a). Microscopicamente, se evidenciaron zonas de
parénquima normal y otras dreas con abundante infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario perialveolar, leve hiperplasia epitelial de conductos, gran cantidad de
macréfagos, fibroblastos y fibras coldgenas. Presencia de focos con neutréfilos y
proliferacion del tejido conjuntivo circunscribiendo las lesiones (Figuras 31c¢,d).

Con la cepa B, macroscOpicamente no se observaron lesiones aparentes (Figura

31b). Microscopicamente, coexistieron en el mismo corte alvéolos activos secretores y
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conductos con estructura conservada, y dreas focalizadas de alvéolos afuncionales con
luces irregulares y en sectores, pérdida de la arquitectura con infiltracién de linfocitos,
fibroblastos y abundante tejido conjuntivo circunscribiendo las lesiones y focos de
alvéolos con exudado de neutréfilos en sus limenes (Figuras 31d,f).

En la Figura 32 se muestran las lesiones macro y microscopicas al dia 7 luego de

la inoculacién IM de 1x10° UFC/gldndula de las cepas A y B de S. aureus.

Cepa A Cepa B
o

168 hs (dia 7)

Figura 32: Imdgenes representativas de gldndulas mamarias de ratén inoculadas con 1x10°
UFC/glandula de las cepas A (a) y B (b) de S. aureus obtenidas al dia 7 post inoculacién. Las
figuras ¢ y d muestran las lesiones histopatoldgicas inducidas por la cepa A de S. aureus. Las
figuras e y f muestran las lesiones histopatoldgicas inducidas por la cepa B de S. aureus. La
descripcién de las lesiones se realiza en el texto.

En las GM inoculadas con la cepa A, macroscépicamente no se observaron

lesiones aparentes (Figura 32a). MicroscOpicamente se evidenciaron extensas areas
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focalizadas con pérdida de la arquitectura normal del tejido, con reemplazo del
parénquima mamario por tejido conjuntivo denso con escaso infiltrado de linfocitos y
presencia de fibroblastos y restos de células epiteliales. Se observaron lobulillos con
alvéolos inactivos y de pequeio tamafo (Figuras 32c,d).

Con la cepa B. macroscépicamente no se observaron lesiones aparentes.
Microscopicamente se evidenciaron dreas focalizadas de alvéolos afuncionales con
luces irregulares, y en sectores pérdida de la arquitectura con infiltracién de linfocitos,
fibroblastos y abundante tejido conjuntivo circunscribiendo las lesiones y focos de
alvéolos con abundante exudado de neutréfilos y macréfagos en sus limenes (Figuras

32e,1).

En la Figura 33 se muestran las lesiones macro y microscopicas al dia 9 luego de
la inoculacién IM de 1x10° UFC/gldndula de las cepas A y B de S. aureus.

Con la cepa A, macroscopicamente no se observaron lesiones aparentes (Figura
33a). MicroscOpicamente se observaron focos multiples de necrosis de epitelios
alveolares (picnosis, cariorrexis, caridlisis) y restos celulares. Epitelios tubulares con
hiperplasia y desorden de la arquitectura normal del tejido mamario. Areas extensas de
tejido con pérdida de la arquitectura, infiltrados linfoplasmocitario con abundantes
macréfagos y gran proliferacion de tejido conjuntivo denso (Figuras 33c,d).

Con la cepa B, macroscépicamente se observaron dreas de tejido mamario sin
lesiones aparentes y dreas con lesiones multiples supurativas de pequefio tamafio y color
blanco (Figura 33b). Microscopicamente, se evidenciaron dreas focalizadas de alvéolos
afuncionales con luces irregulares, y en sectores pérdida de la arquitectura con
infiltracion de linfocitos, fibroblastos y abundante tejido conjuntivo denso
circunscribiendo las lesiones y focos de alvéolos con exudado de neutréfilos en sus

ldmenes (Figuras 33e,f).
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Cepa B

216 hs (dia 9)

Figura 33: Imdgenes representativas de gldndulas mamarias de ratén inoculadas con 1x10°
UFC/glandula de las cepas A (a) y B (b) de S. aureus obtenidas al dia 9 post inoculacién. Las
figuras ¢ y d muestran las lesiones histopatoldgicas inducidas por la cepa A de S. aureus. Las
figuras e y f muestran las lesiones histopatoldgicas inducidas por la cepa B de S. aureus. a
descripcién de las lesiones se realiza en el texto.

En la Figura 34 se muestran las lesiones macro y microscépicas al dia 11 luego de
la inoculacién IM de 1x10° UFC/gldndula de las cepas A y B de S. aureus.

En las GM inoculadas con la cepa A, macroscdpicamente no se observaron
lesiones aparentes (Figura 34a). Microscopicamente, se evidenciaron focos multiples de
necrosis de epitelios alveolares (picnosis, cariorrexis, caridlisis) y restos celulares.
Epitelios tubulares con hiperplasia y desorden de la arquitectura normal del tejido
mamario. Areas extensas de tejido con pérdida de la arquitectura, infiltrados
linfoplasmocitarios con abundantes macréfagos y gran proliferacion de tejido
conjuntivo (Figuras 34c,d).
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264 hs (dia 11)

Figura 34: Imdgenes representativas de gldndulas mamarias de ratén inoculadas con 1x10°
UFC/glandula de las cepas A (a) y B (b) de S. aureus obtenidas al dia 11 post inoculacién. Las
figuras ¢ y d muestran las lesiones histopatolégicas inducidas por la cepa A de S. aureus. Las
figuras e y f muestran las lesiones histopatolégicas inducidas por la cepa B de S. aureus. La
descripcion de las lesiones se realiza en el texto.

Con la cepa B, macroscépicamente se observaron dreas de tejido mamario sin
lesiones aparentes y dreas con lesiones multiples supurativas de pequefio tamafio y color
blanco (Figura 34b). Microscépicamente coexistieron en el mismo corte dreas de
parénquima con alvéolos activos secretores y conductos con estructura conservada, y
areas focalizadas de alvéolos afuncionales con luces irregulares, y en sectores pérdida
de la arquitectura con infiltracion de linfocitos, fibroblastos y abundante tejido
conjuntivo circunscribiendo las lesiones y focos de alvéolos con exudado de neutréfilos

en sus limenes (Figuras 34e,f).

Tabla 24: Resumen de las lesiones macro y microscépicas inducidas por las cepas A y B de S.
aureus en diferentes tiempos post infeccion.
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Lesiones macroscopicas (macro) y microscopicas (micro)

Tiempo

(hs) P Cepa A de S. aureus Cepa B de S. aureus

6 Macro: Sin lesiones aparentes. Macro: Sin lesiones aparentes.

Micro: Areas focalizadas con exudado de neutrdfilos y | Micro: Areas focalizadas con exudado de neutréfilos y
macréfagos en conductos y alvéolos. Estructura epitelial | macr6fagos en conductos y alvéolos. Estructura epitelial
conservada. Infiltrado de neutréfilos y macréfagos en el tejido | conservada. Infiltrado de neutrdfilos y macréfagos en el tejido
conjuntivo perivascular y perialveolar. Zonas del tejido sin | conjuntivo perivascular y perialveolar. Zonas del tejido sin
lesiones aparentes. lesiones aparentes.

12 Macro: Sin lesiones aparentes. Macro: Sin lesiones aparentes.

Micro: Areas focalizadas con exudado de neutrdfilos y | Micro: Areas focalizadas con exudado de neutréfilos y
macréfagos en conductos y alvéolos y estructura epitelial | macréfagos en conductos y alvéolos y estructura epitelial
conservada y dreas con pérdida de la estructura epitelial. | conservada. Infiltrado de neutréfilos y macréfagos en el tejido
Infiltrado de neutréfilos y macréfagos en el tejido conjuntivo | conjuntivo perivascular y perialveolar. Zonas del tejido sin
perivascular y perialveolar. Zonas del tejido sin lesiones. lesiones aparentes.

24 Macro: Mastitis focalizada extensa con hiperemia activa. Macro: Mastitis focalizada extensa con hiperemia activa.

Micro: Abundante exudado de neutréfilos y macréfagos en | Micro: Zonas focalizadas con exudado de neutrdfilos y
conductos y alvéolos y pérdida de la arquitectura normal del | macr6fagos en conductos y alvéolos y conservacion de la
tejido en dreas extensas. estructura epitelial. Zonas con pérdida de la estructura epitelial.

48 Macro: Mastitis supurativa multifocal a coalescente aguda, | Micro: Mastitis focalmente extensa e hiperemia activa.
moderada. Micro: Areas focalizadas con abundante exudado de neutrdfilos y
Micro: Abundante exudado de neutréfilos y macréfagos en | macréfagos en conductos y alvéolos con conservacion de la
conductos y alvéolos y pérdida de la arquitectura normal del | estructura epitelial y dreas focalizadas con pérdida de la estructura
tejido en dreas extensas. Hiperemia, focos de necrosis y leve | epitelial. Hiperemia e infiltrado de macréfagos, linfocitos y
proliferacion del tejido conjuntivo. eosinofilos en el tejido conjuntivo interalveolar.

72 Macro: Mastitis focalmente extensa e hiperemia activa. Macro: Marcado enrojecimiento del tejido (hiperemia activa).
Micro: Focos de necrosis con pérdida de la estructura alveolar y | Micro: Areas focalizadas con abundante exudado de neutrdfilos y
leve proliferacion de tejido conjuntivo. Infiltrado leucocitario macréfagos en conductos y alvéolos con conservacion de la
mixto difuso en el tejido conjuntivo interalveolar. estructura epitelial y dreas focalizadas con pérdida de la estructura

epitelial. Hiperemia e infiltrado de macréfagos, linfocitos y
eosinofilos en el tejido conjuntivo interalveolar.

96 Macro: Inflamaciéon moderada con ligero enrojecimiento del | Macro: Sin lesiones aparentes.
tejido. Micro: Abundante exudado de neutrdéfilos en alvéolos y conductos
Micro: Focos de necrosis con pérdida de la estructura de | con alteracién de la estructura epitelial. Infiltrado inflamatorio
alveolar y proliferacion de tejido conjuntivo. Infiltrado | linfoplasmocitario perialveolar, Infiltrado de  macréfagos,
inflamatorio linfoplasmocitario perialveolar. linfocitos y eosindfilos en el tejido conjuntivo interlobulillar.

120 Macro: Sin lesiones aparentes. Macro: Sin lesiones aparentes.

Micro: Zonas de parénquima normal y dreas con abundante | Micro: Areas focalizadas de alvéolos activos secretores y

infiltrado linfoplasmocitario perialveolar, leve hiperplasia | conductos con estructura conservada y dreas focalizadas de

epitelial de conductos, gran cantidad de macréfagos, | alvéolos afuncionales y pérdida de la arquitectura con infiltracion

fibroblastos. Focos con neutrdfilos y proliferacion del tejido | de linfocitos, fibroblastos y abundante tejido conjuntivo

conjuntivo circunscribiendo las lesiones. circunscribiendo las lesiones. Focos de alvéolos con exudado de
neutréfilos en sus limenes.

168 Macro: Sin lesiones aparentes. Macro: Sin lesiones aparentes.

Micro: Extensas dreas focalizadas con pérdida de la arquitectura | Micro: Areas focalizadas de alvéolos afuncionales y en sectores

normal del tejido, abundante tejido conjuntivo denso con escaso | pérdida de la arquitectura con infiltracion de linfocitos,

infiltrado de linfocitos y presencia de fibroblastos. Lobulillos | fibroblastos y abundante tejido conjuntivo circunscribiendo las

con alvéolos inactivos. lesiones. Focos de alvéolos con exudado de neutréfilos y
macréfagos en sus limenes.

216 Macro: Sin lesiones aparentes. Macro: Zonas sin lesiones y zonas con mastitis supurativa.

Micro: Focos miltiples de necrosis. Epitelios tubulares con | Micro: Areas focalizadas de alvéolos afuncionales y en sectores
hiperplasia y éreas extensas de tejido con pérdida de la | pérdida de la arquitectura con infiltracion de linfocitos,
arquitectura e infiltrado linfoplasmocitario, macréfagos y | fibroblastos y abundante tejido conjuntivo denso. Focos de
proliferacion del tejido conjuntivo denso. alvéolos con exudado de neutréfilos.

264 Macro: Sin lesiones aparentes. Macro: Zonas sin lesiones y zonas con mastitis supurativa.

Micro: Focos miiltiples de necrosis. Epitelios tubulares con
hiperplasia y éreas extensas de tejido con pérdida de la
arquitectura e infiltrado linfoplasmocitario, macréfagos y
proliferacion del tejido conjuntivo denso.

Micro: Areas focalizadas de alvéolos afuncionales y en sectores
pérdida de la arquitectura con infiltracion de linfocitos,
fibroblastos y abundante tejido conjuntivo denso. Focos de
alvéolos con exudado de neutréfilos.
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4.9.4. Evaluacion de componentes celulares de la respuesta inmune innata y

adaptativa

4.9.4.1. Cuantificacion de monocitos-macréofagos mediante la expresion de
CD14

Dentro de los componentes celulares de la respuesta inmune innata se
cuantificaron monocitos-macréfagos utilizando un anticuerpo especifico (anti CD14)
por THQ en cortes de tejido mamario murino. En la Figura 35 se observan monocitos-
macréfagos inmunomarcados con anti CD14 luego de la inoculaciéon IM de las cepas A
y B de S. aureus y en controles inoculados con solucion fisiolgica. Las imidgenes son
representativas y corresponden a uno de los periodos pi (96 hs) de todos los tiempos
evaluados. La marcacién se observd en el citoplasma de los monocitos-macréfagos
(Figura 35).

En la Figura 36 se muestran las medias y DE del nimero de monocitos-
macréfagos inmunomarcados/superficie de drea para los diferentes tratamientos
aplicados y en los diferentes tiempos pi. A través del andlisis estadistico de los datos, se
evaluaron los efectos individuales del tiempo de muestreo, de los tratamientos aplicados
y de la interaccion entre ambos factores sobre el nimero de monocitos-macréfagos
CD14 positivos a la inmunomarcacién/mm’®. El nimero de monocitos-macréfagos se
vio influenciado por los tratamientos aplicados (P<0,0001) y por el tiempo de muestreo
(P<0,0001), observiandose ademds interaccion entre estos factores (P<0,0001). El
nimero de células inmunopositivas fue mayor en las GM infectadas con las cepas A 'y B
de S. aureus con respecto a las inoculadas con solucién fisioldgica a lo largo de todo el
periodo de muestreo (P<0,05).

A las 6 horas pi, se observaron diferencias en el nimero de monocitos-
macréfagos/mm’ entre las cepas A y B de S. aureus y las inoculadas con solucién
fisiologica, observindose el mayor nimero de células en las GM inoculadas con la cepa
A de S. aureus. A las 12, 24 y 48 horas pi se observd un aumento gradual en el nimero
de monocitos-macréfagos/mm?, el cual fue similar entre las cepas A y B de S. aureus y

mayor con respecto a las GM inoculadas con solucién fisioldgica (P<0,05).
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Cepa A

Cepa B

Control

Figura 35: Inmunomarcacién de monocitos-macréfagos con anti CD14 en tejido mamario
murino a las 96 hs post inoculacién de las cepas A y B de S. aureus y en controles inoculados
con solucién fisiolégica. Las flechas muestran monocitos-macréfagos reactivos al cromégeno
utilizado. (a) Glandula mamaria inoculada con la cepa A de S. aureus. (b) Glindula mamaria
inoculada con la cepa B de S. aureus. (¢) Glindula mamaria inoculada con solucién fisiolégica
(control).
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Figura 36: Numero de monocitos-macréfagos CD14 positivos/mm2 en tejido mamario murino luego de
la inoculacién de 1x10° UFC/glandula de las cepas A (17) y B (5128) de S. aureus y de soluciéon
fisiolégica (grupo control) en diferentes tiempos. Se muestran los efectos principales de los tratamientos
aplicados y del tiempo de muestreo asi como de la interaccién entre ambos factores. Para cada tiempo
(horas), diferentes letras indican diferencias significativas (P<0,05).

Si bien no se observaron diferencias estadisticas en el nimero de monocitos-
macréfagos entre las cepas A y B de S. aureus a las 12, 24 y 48 horas pi, el nimero de
células inmunomarcadas fue mayor en las GM inoculadas con la cepa A en los tres
tiempos de muestreo. A las 72 horas pi se observd una disminucion en el nimero de
monocitos-macréfagos en las GM inoculadas con las cepas A y B de S. aureus con
respecto al periodo anterior (48 horas), siendo el nimero de células cuantificadas
similar entre las GM inoculadas con ambas cepas y mayor con respecto a las inoculadas
con solucién fisiologica (P<0,05). A las 96 y 120 horas pi se observd una disminucion
marcada en el ndmero de monocitos-macréfagos inmunomarcados en las GM
inoculadas con la cepa B de S. aureus difriendo en forma significativa con respecto al
nimero de células cuantificadas en las GM inoculadas con la cepa A y con soluciéon
fisiologica (P<0,05). A las 168 horas pi el nimero de monocitos-macréfagos
cuantificados en las GM inoculadas con la cepa B aument6 en forma marcada con
respecto al periodo anterior alcanzando numeros similares al observado con la cepa A,
difiiendo con respecto a las GM inoculadas con solucién fisioldgica (P<0,05). A las

216 horas pi, el nimero de monocitos-macréfagos fue mayor en las GM inoculadas con
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las cepas A y B de S. aureus con respecto a las GM inoculadas con solucion fisiologica
(P<0,05). Si bien en este periodo no se observaron diferencias en el nimero de células
entre las cepas A y B, el nimero de monocitos-macréfagos cuantificadas en las GM
inoculadas con la cepa B fue mayor. A las 264 horas pi, se observaron diferencias entre
el nimero de monocitos-macréfagos cuantificados en las GM inoculadas con las cepas
A y B de S. aureus y las GM inoculadas con solucion fisiologica (P<0,05),
observandose el mayor nimero de células en las GM inoculadas con la cepa B de S.

aurcus.

4.9.4.2. Cuantificacion de linfocitos T y linfocitos B, mediante la expresion de
CD4, CD8 y CD79.

Dentro de los componentes celulares de la respuesta inmune adaptativa se
cuantificaron linfocitos T CD4, linfocitos T CD8 y linfocitos B utilizando anticuerpos
especificos (anti CD4, anti CD8 y anti CD79, respectivamente) por IHQ en cortes de
tejido mamario murino.

En la Figura 37 se observan cortes histoldgicos de GM inoculadas con las cepas A
y B de S. aureus y controles inoculados con solucién fisiolégica inmunomarcados con
anti CD4 en los cuales se visualizan linfocitos CD4. Las imdgenes son representativas y
corresponden a uno de los periodos de tiempo evaluados (96 hs pi). La marcacion se
observo en el citoplasma de los linfocitos CD4 (Figura 37).

En la Figura 38 se muestran las medias y DE del nimero de linfocitos CD4
inmunomarcados/superficie de drea para los diferentes tratamientos aplicados y en los

diferentes tiempos pi.
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Figura 37: Inmunomarcacién de linfocitos CD4 positivos en tejido mamario murino a las 96 hs
post inoculacién de las cepas A y B de S. aureus y en controles inoculados con solucién
fisiolégica. Las flechas muestran linfocitos CD4 reactivos al cromégeno utilizado. (a) Glandula
mamaria inoculada con la cepa A de S. aureus. (b) Glandula mamaria inoculada con la cepa B
de S. aureus. (c¢) Glandula mamaria inoculada con solucién fisiolégica (control).

Se evaluaron los efectos individuales del tiempo de muestreo y de los tratamientos
aplicados asi como de la interaccion entre ambos factores sobre el ndmero de linfocitos
CD4 positivos a la inmunomarcacién/mm’®. El ndmero de linfocitos se vio influenciado

por los tratamientos aplicados (P<0,0001) y por el tiempo de muestreo (P<0,0001),
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observandose ademas interaccion entre estos factores (P<(0,0001). El nimero de células
inmunopositivas fue mayor en las GM infectadas con las cepas A y B de S. aureus con

respecto a las inoculadas con solucion fisiolégica a lo largo de todo el periodo de

muestreo (P<0,05).
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Figura 38: Numero de linfocitos CD4 positivos/mm’ en tejido mamario murino luego de la
inoculacién de 1x10° UFC/glandula de las cepas A (17) y B (5128) de S. aureus y de solucién
fisiolégica (grupo control) en diferentes tiempos. Se muestran los efectos principales del tiempo
de muestreo y de los diferentes tratamientos aplicados asi como de la interaccion entre estos
factores. Para cada tiempo (horas), diferentes letras indican diferencias significativas (P<0,05).

A partir de las 6 hs y hasta las 48 hs pi se observd un aumento gradual en el
nimero de linfocitos CD4 positivos para ambas cepas evaluadas. A las 6 hs pi el
nimero de linfocitos CD4 fue mayor en las GM de los ratones inoculados con la cepa B
difiriendo con las GM inoculadas con solucion fisiologica (P<0,05) pero no con la cepa
A con la cual no se observaron diferencias (P>0,05). A las 12 hs pi el nimero de
linfocitos CD4 positivos fue mayor en las GM inoculadas con la cepa B de S. aureus
difiendo con las GM inoculadas con la cepa A y las inoculadas con solucién
fisiologica (P<0,059). A las 24 hs pi el nimero de linfocitos CD4 positivos fue similar
para ambas cepas evaluadas y mayor que el observado en las GM inoculadas con

solucion fisiologica (P<0,05). A las 48 y 72 hs pi se observd un aumento gradual y
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marcado de los linfocitos CD4 positivos para ambas cepas inoculadas. En ambos
periodos se observaron diferencias en el nimero de linfocitos CD4 positivos/mm’ entre
las cepas A y B de S. aureus y las inoculadas con solucién fisioldgica, observandose el
mayor nimero de células en las GM inoculadas con la cepa B de S. aureus. A partir de
este periodo el nimero de linfocitos CD4 positivos continu6 en aumento alcanzando un
pico a las 96 hs pi tanto para la cepa A como para la cepa B, observiandose diferencias
entre ambas cepas evaluadas y con las inoculadas con solucién fisiolégica (P<0,05). En
este periodo de muestreo el mayor nimero de linfocitos CD4 positivos se observo en las
GM inoculadas con la cepa A de S. aureus. En los siguientes periodos (120 hs y 168 hs
pi) se observé una disminucién marcada del nimero de linfocitos CD4 positivos/mm>
para ambas cepas inoculadas, siendo el nimero de células cuantificadas similar para las
cepas A y B y mayor con respecto a las inoculadas con solucién fisiologica (P<0,05).
En los dltimos periodos evaluados (216 hs y 264 hs pi) el nimero de linfocitos CD4
positivos/mm® aument$ considerablemente en las GM inoculadas con la cepa B,

mostrando diferencias con respecto a las GM inoculadas con la cepa A y con soluciéon
fisiologica (P<0,05).

En la Figura 39 se observan cortes histoldgicos de GM inoculadas con las cepas A
y B de S. aureus y controles inoculados con solucién fisiolégica inmunomarcados con
anti CD8 en los cuales se visualizan linfocitos CD8. Las imdgenes son representativas y
corresponden a uno de los periodos de tiempo evaluados (96 hs pi). La marcacion se

observo en el citoplasma de los linfocitos CDS8 (Figura 39).
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Cepa A

Control

Figura 39: Inmunomarcacién de linfocitos CD8 positivos en tejido mamario murino a las 96 hs
post inoculacién de las cepas A y B de S. aureus y en controles inoculados con solucién
fisiolégica. Las flechas muestran linfocitos CD8 reactivos al cromégeno utilizado. (a) Glindula
mamaria inoculada con la cepa A de S. aureus. (b) Glandula mamaria inoculada con la cepa B
de S. aureus. (c¢) Glandula mamaria inoculada con solucién fisiolégica (control).

En la Figura 40 se muestran las medias y DE del nimero de linfocitos CDS8

inmunomarcados/superficie de drea para los diferentes tratamientos aplicados y en los

diferentes tiempos pi.
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Figura 40: Numero de linfocitos CD8 positivos/mm’ en tejido mamario murino luego de la
inoculacién de 1x10° UFC/glandula de las cepas A (17) y B (5128) de S. aureus y de solucién
fisiolégica (grupo control) en diferentes tiempos. Se muestran los efectos principales del tiempo
de muestreo y de los diferentes tratamientos aplicados asi como de la interaccién entre estos
factores. Para cada tiempo (horas), diferentes letras indican diferencias significativas (P<0,05).

Se evaluaron los efectos individuales del tiempo de muestreo, de los tratamientos
aplicados y de la interaccién entre ambos factores sobre el nimero de linfocitos CD8
positivos a la inmunomarcacién/mm’. El nimero de linfocitos se vio influenciado por
los tratamientos aplicados (P<0,0001) y por el tiempo de muestreo (P<0,0001),
observandose ademds interaccion entre estos factores (P<0,0001). El nimero de células
inmunopositivas fue mayor en las GM infectadas con las cepas A y B de S. aureus con
respecto a las inoculadas con solucion fisiolégica a lo largo de todo el periodo de
muestreo (P<0,05).

A las 6 hs pi el nimero de linfocitos CD8 positivos fue mayor en las GM
inoculadas con la cepa A de S. aureus observindose diferencias con el nimero de
células cuantificadas en las GM inoculadas con la cepa B y con las inoculadas con
solucion fisioldgica (P<0,05). A partir de las 12 hs pi se observd un aumento gradual en
el nimero de linfocitos CD8 positivos que continud hasta las 96 hs pi donde se observo
un pico en el nimero de células cuantificadas para ambas cepas evaluadas. A las 12, 24
y 48 hs pi el nimero de linfocitos CD8 positivos fue mayor en las GM inoculadas con la

cepa B de S. aureus, mostrando diferencias con respecto a las GM inoculadas con la
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cepa A y con solucion fisiolégica (P<0,05). A las 72 hs pi el nimero de linfocitos CDS8
positivos permanecié elevado pero no se observaron diferencias significativas entre
ambas cepas inoculadas, pero si con el control (P<0,05). A las 96 hs pi el nimero de
linfocitos CDS8 positivos alcanzd su pico maximo tanto en las GM inoculadas con la
cepa A como con la cepa B, observindose diferencias entre éstas y las GM inoculadas
con solucién fisiolégica (P<0,05). En este periodo el mayor nimero de linfocitos CDS8
positivos se observé en las GM inoculadas con la cepa A de S. aureus. A las 120 hs pi el
nimero de linfocitos CD8 positivos disminuyd en forma similar para ambas cepas
evaluadas difiriendo en forma significativa con el nimero de células cuantificadas en el
grupo control (P<0,05). En los tres dltimos periodos evaluados (168 hs, 216 hs y 264 hs
pi) el nimero de linfocitos CD8 positivos/mm’® aumenté considerablemente en las GM

inoculadas con la cepa B, mostrando diferencias con respecto a las GM inoculadas con

la cepa Ay con solucién fisiologica (P<0,05).

En la Figura 41 se observan cortes histologicos de GM inoculadas con las cepas A
y B de S. aureus y controles inoculados con solucién fisiolégica inmunomarcados con
anti CD79 en los cuales se visualizan linfocitos B. Las imdgenes son representativas y
corresponden a uno de los periodos de tiempo evaluados (264 hs pi). La marcacion se
observo en la membrana celular de los linfocitos B (Figura 41).

En la Figura 42 se muestran las medias y DE del numero de linfocitos B
inmunomarcados/superficie de drea para los diferentes tratamientos aplicados y en los

diferentes tiempos pi.

Pereyra - 142



4. Resultados

a)CepaA f! 'q ’“n#a, ’T“ b) CepaB | met

Figura 41: Inmunomarcacién de linfocitos B con anti CD79 en glindula mamaria murina (264
hs post inoculacién.) Las flechas muestran linfocitos reactivos al cromdgeno utilizado. (a)
Glandula mamaria inoculada con la cepa A de S. aureus. (b) Glandula mamaria inoculada con la
cepa B de S. aureus. (c¢) Glindula mamaria inoculada con solucién fisiologica (control). (d)
Nédulo linfoide mamario obtenido a las 264 hs luego de la inoculacién de la glindula mamaria
con la cepa B de S. aureus donde se observa una gran densidad de linfocitos B inmunomarcados
distribuidos principalmente en la zona externa (corteza).

Se evaluaron los efectos individuales del tiempo de muestreo, de los tratamientos
aplicados y de la interaccion entre ambos factores sobre el nimero de linfocitos CD79
positivos a la inmunomarcacién/mm?. El nimero de linfocitos B se vio influenciado por
los tratamientos aplicados (P<0,0001) y por el tiempo de muestreo (P<0,0001),
observandose ademas interaccion entre estos factores (P<0,0001). El ntimero de células
inmunopositivas fue mayor en las GM infectadas con las cepas A y B de S. aureus con
respecto a las inoculadas con solucion fisiolégica a lo largo de todo el periodo de

muestreo (P<0,05).
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Figura 42: Namero de linfocitos B CD79 positivos/mm” en tejido mamario murino luego de la
inoculacién de 1x10° UFC/glandula de las cepas A (17) y B (5128) de S. aureus y de solucién
fisiolégica (grupo control) en diferentes tiempos. Se muestran los efectos principales del tiempo
de muestreo y de los diferentes tratamientos aplicados asi como de la interaccion entre estos
factores. Para cada tiempo (horas), diferentes letras indican diferencias significativas (P<0,05).

A las 6 hs pi, el nimero de linfocitos B CD79 positivos a la
inmunomarcacién/unidad de drea fue similar en las GM inoculadas con la cepa A y B de
S. aureus mostrando diferencias con el nimero de linfocitos cuantificados en las GM
inoculadas con solucién fisiolégica donde fue menor (P<0,05). A las 12 hs y 24 hs pi el
nimero de linfocitos B fue en aumento, observindose el mayor nimero de células
inmunomarcadas en las GM inoculadas con la cepa B de S. aureus mostrando
diferencias significativas con respecto al nimero de linfocitos cuantificados luego de la
inoculaciéon de la cepa A y de solucion fisiolégica donde los nimeros fueron similares
(P<0,05). A las 48 y 72 hs pi el nimero de linfocitos B continu incrementdndose
alcanzando los mayores numeros en las GM inoculadas con la cepa B de S. aureus,
mostrando diferencias  significativas con respecto a las GM inoculadas con la cepa A 'y
a las inoculadas con solucién fisiolégica (P<0,05). A las 96 hs pi, a diferencia del
periodo anterior, el nimero de linfocitos B fue mayor en las GM inoculadas con la cepa
A de S. aureus con respecto a la cepa B, alcanzando un pico y mostrando diferencias
significativas entre ellas y con las GM inoculadas con solucion fisiologica (P<0,05). A

las 120 hs pi se observd una disminucién brusca en el recuento de linfocitos B en las
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GM inoculadas con la cepa A, alcanzando numeros similares a los observados con la
cepa B, pero ambos fueron mayores a los cuantificados en las GM inoculadas con
solucion fisiologica (P<0,05). En los tres dltimos periodos evaluados (168 hs, 216 hs,
264 hs) se observaron diferencias significativas en el nimero de linfocitos B entre las
GM inoculadas con la cepa A, la cepa B y las inoculadas con solucién fisiologica
(P<0,05), donde los mayores niimeros de linfocitos B cuantificados se observaron en las

GM inoculadas con la cepa B de S. aureus.
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5. Discusion

5. 1. Seleccion de las cepas de S. aureus

5.1.1. Caracterizacion fenotipica de las cepas de S. aureus

Para el desarrollo y cumplimiento del objetivo general, de un total de 300
aislamientos de S. aureus provenientes de diferentes provincias de Argentina, se
seleccionaron 36 cepas en base a criterios clinicos, epidemiolgicos, RCS promedio del
tambo y respuesta a un tratamiento antibidtico estandarizado. Las cepas de S. aureus
seleccionadas fueron aisladas a partir de leche de bovinos con IIM clinicas y subclinicas
y procedian de diferentes tambos de las provincias de Santa Fe, Buenos Aires y
Coérdoba.

Para la caracterizacion de los aislamientos se realizaron diferentes pruebas
fenotipicas que permitieron inferir la capacidad de expresar varios factores de virulencia
potencialmente relacionados con la patogenia de la mastitis.

La mayoria de las cepas de S. aureus de origen bovino procedentes de IIM
producen a- y B-toxinas o hemolisinas (Sutra y Poutrel, 1994; Larsen y col., 2002). En
el presente estudio, todas las cepas presentaron capacidad de producir hemodlisis, donde
la mayorfa de las cepas presentaron hemolisinas o (91,66%). La a-hemolisina es una
proteina téxica para un amplo rango de células de mamifero, particularmente
eritrocitos; su funcién principal es convertir el tejido del huésped en nutrientes para la
bacteria que la expresa (Dinges y col, 2000). La toxicidad celular se alcanza
rdpidamente debido a que ocasiona la destruccion de la membrana plasmatica, la
pérdida de iones celulares y la liberacion de compuestos toxicos a través de los poros
(Prince y col, 2012).

La o-toxina de S. aureus fue descrita como un factor clave en la supervivencia
intracelular del patégeno. Mestre y col (2010) incubaron células CHO con a-toxina
purificada, o las infectaron con una cepa salvaje de S. aureus, con una mutante en el gen
hla o con una mutante complementada con un plismido codificante de la toxina. Los
resultados obtenidos indicaron que, si bien la a-toxina participa en la activaciéon de la
via autofigica, dicha respuesta no fue funcional, ya que no finaliz6 con la degradacion
lisosomal. Ademds, observaron que luego de 4 hs de infeccion con las cepas
productoras de a-toxina, una mayor cantidad de bacterias escapaban de la vesicula del
fagosoma, e incluso presentaban signos de division celular, mientras que las bacterias

mutantes permanecieron en las vesiculas y no presentaron signos de replicacion.
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Existen resultados discordantes en cuanto a la prevalencia de cepas productoras de
a-toxina entre S. aureus aislados de mastitis bovinas. En un estudio en el cual se
serotipificaron 262 cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovinas en EE. UU., el 94,3
% resultaron positivas para a-toxina (Kenny y col, 1992). Sin embargo, en un estudio
posterior realizado en Dinamarca con 105 cepas de S. aureus, se observd que si bien el
100 % de ellas presentaban el gen hla, solo el 37 % produjeron la toxina in vitro
(Aarestrup y col, 1999). En el presente estudio, el 100% de las cepas aisladas de IIM
clinicas mostraron produccion de o-toxina, mientras que de las cepas aisladas de 1IM
subclinicas el 85,71% presentaron esta capacidad.

La producciéon de B-hemolisina se observd en un 88,88% de los aislamientos
evaluados coincidiendo con otros estudios que muestran que la mayoria de los
aislamientos procedentes de IIM bovinas expresan (-hemolisinas (Franco y col, 2008)
dafiando membranas ricas en esfingomielina. La lisis celular provee a S. aureus de
nutrientes promoviendo la diseminacion de la infeccion (Foster, 1995; Huseby y col;
2007). En el presente estudio del total de cepas productoras de PB-toxina (32), solo tres
cepas (9,37%) procedentes de IIM subclinicas, no mostraron capacidad para producir la
toxina .

Estudios previos han demostrado asociaciones entre la expresion de B-toxina y la
obtencion de mayores recuentos bacterianos, mayor severidad de la sintomatologia
clinica y mayor capacidad de adherencia a células epiteliales mamarias en modelos
experimentales (Bramley y col, 1989; Calvinho y col, 1993; Cifrian y col, 1996a).
Este dltimo efecto serfa producto de la hidrdlisis de la esfingomielina de la membrana
plasmitica, 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).

En el presente estudio, de las cepas procedentes de IIM clinicas, el 80% presentd
la capacidad de producir ambas hemolisinas (o y B) y el 20% restante presenté solo la
capacidad de producir a-hemolisina. De las cepas procedentes de IIM subclinicas, el
85,71% presentd capacidad para producir ambas hemolisinas (o y B) y el 14,28% solo
mostré capacidad para producir B-hemolisina. A partir de los resultados obtenidos, la
produccion de las hemolisinas o o B por parte de las cepas procedentes de IIM clinicas y
subclinicas fue considerada como un criterio de diferenciacion para la seleccion de las

cepas a inocular en la GM de ratén.
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La habilidad de S. aureus de formar biofilm in vivo se considera uno de los
principales factores de virulencia que influayen en Ila patogenia de la mastitis,
posibilitando una mejor colonizacién de las células del hospedador y persistencia en el
tejido mamario (Arslan y col, 2007). En el presente estudio, la determinacion
cuantitativa de la capacidad de formacion de biofilm por parte de las cepas de S. aureus
procedentes de IIM clinicas y subclinicas se realizdé mediante cultivo en placa de
poliestireno y tincion con cristal violeta. El 100% de los aislamientos analizados
procedentes de IIM clinicas y subclinicas mostr6 capacidad para producir biofilm. La
produccién de biofilm vari6 de débil a fuerte en las cepas procedentes de IIM clinicas,
no asi en las cepas procedentes de IIM subclinicas donde la produccion de biofilm vari6
de moderada a fuerte, no observiandose cepas débilmente productoras de biofilm. Sélo el
13% de las cepas procedentes de IIM clinicas mostr6 capacidad débil para formar
biofilm, coincidiendo con los valores obtenidos por Felipe y col. (2013) de 8,66%, pero
en desacuerdo con otros estudios (Pefia y Uffo, 2013; Bardiau y col., 2014) en los cuales
se reportaron porcentajes mds elevados. El 40% y 41,66% de las cepas procedentes de
IIM clinicas y subclinicas, respectivamente, mostraron capacidad moderada para
producir biofilm, siendo porcentajes superiores a los obtenidos por Pefia y Uffo. (2013).
Por otra parte, el 46,6% y 58,33% de las cepas provenientes de IIM clinicas y
subclinicas, respectivamente, mostraron capacidad fuerte para producir biofilm,
porcentajes similares a los obtenidos por Pefia y Uffo. (2013).

En un trabajo reciente, y en concordancia con los hallazgos de esta tesis, sobre un
total de 215 cepas de S. aureus aisladas de 15 tambos comerciales de Cérdoba y Buenos
Aires (Argentina), se observd que el total de los aislamientos de S. aureus analizados
demostraron capacidad de formacion de biofilm. En los aislamientos provenientes de
bovinos con mastitis subclinica los autores reportaron: 8/79 (10,12%) débiles, 25/79
(31,64%) moderados y 46/79 (58,22%) fuertes formadores de biofilms; en los
aislamientos de casos clinicos encontraron: 11/127 (8,66%) débiles, 48/127 (37,79%)
moderados y 68/127 (53,54%) fuertes formadores de biofilms y para los aislamientos de
infecciones crénicas observaron: 1/9 (11,11%) débiles, 2/9 (22,22%) moderados y 6/9
(66,66%) fuertes formadores de biofilms (Felipe y col., 2013).

En nuestro trabajo no se encontraron cepas no productoras de biofilm, aunque en
trabajos recientes se encontraron en bajos porcentajes (17,5%), de un total de 229
aislados de S. aureus de bovinos, a partir de los casos de mastitis bovina en diferentes

areas de Walonia (sur de Bélgica ) (Bardiau y col., 2014).
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Los resultados obtenidos en esta tesis, en concordancia con los de otros autores
(Pefia y Uffo, 2013; Felipe y col, 2013; Bardiau y col, 2014) demuestran que la
capacidad fenotipica de formacién de biofilm por S. aureus proveniente de IIM en
bovinos varia segin el tipo de infeccion establecida. Asimismo, las vias regulatorias
para la formacién de biofilm varian entre cepas (Melchior y col, 2006), por lo que
resulta interesante conocer si las diferencias de expresion resultante entre cepas se
pueden atribuir a diferentes genotipos. En el presente estudio, las cepas procedentes de
IIM clinicas débilmente productoras de biofilm, mostraron genotipos diferentes segiin la
evaluacion realizada por PFGE. Del total de cepas que presentaron capacidad moderada
para formar biofilm, el 50% presenté el mismo genotipo y el 50% restante fueron
genéticamente diferentes, lo mismo sucedid con las cepas fuertemente productoras de
biofilm donde el 50 % pertenecid6 al mismo genotipo y el 50 % restante presentd
diferente genotipo. En relacion a las cepas procedentes de IIM subclinicas, el 100% de
las que presentaron capacidad moderada y fuerte para formar biofilm pertenecieron a
genotipos diferentes. En base a estos resultados, no fue posible establecer asociaciones
entre la capacidad de formar biofilm por parte de las cepas procedentes de IIM clinicas y
subclinicas con un genotipo particular; por otra parte, el limitado nimero de cepas

evaluadas no permite extraer conclusiones.

5.1.2 Caracterizacion molecular de los aislamientos de S. aureus

Hasta la fecha se han publicado diferentes tipos de primers para la amplificacion
de una region del genoma del S. aureus. En la busqueda de realizar diagndsticos mds
rdpidos con alta sensibilidad y especificidad, Cremonesi y col. (2006), asi como otros
investigadores (Aarestrup y col., 1995; Vieira-da-Motta y col., 2001; Yugueros y col,
2001; Reinoso y col, 2007), han propuesto el uso de la PCR para identificacion de la
bacteria, en cuestion de hs. En un trabajo reciente, Restrepo y col. (2012) demostraron
que los primers utilizados en trabajos previos por otros autores como los de Aarestrup y
col. (1995) y los de Vieira-da-Motta y col. (2001), no lograron amplificar ninguna
muestra de S. aureus. Asimismo, el trabajo de Restrepo y col (2012) demostré que si
bien los  primers  propuestos por Cremonesi 'y col  (2006), F
5’AGCTGTGGATTGTCCTTITGG3” y R S5'TCGCTCGCTCACCTTAGAA3’ para
obtener un amplificado de 499 pb, lograron amplificar todas las cepas de S. aureus,

también amplificaron otras especies como S. epidermidis, S. lungdunensis, S.
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pseudointermedius a partir de muestras clinicas. Es posible que la inespecificidad de la
prueba, como lo reportan Ramesh y col. (2002), se deba a que los primers se unen
inespecificamente a fragmentos de ADN diferentes al del S. aureus, generando falsos
positivos.

En el presente trabajo, la identificacion genotipica de especie se llevd a cabo por
PCR mediante la amplificacion de un fragmento especie-especifico utilizando los
primers descriptos por Martineau y col. (1998) donde se identificaron como S. aureus la
totalidad (100%) de los aislados procedentes de IIM clinicas y subclinicas. Los primers
utilizados, segin lo descripto por Martineau y col. (1998), confirmaron ser especificos

de S. aureus.

5.1.2.1. Tipificacion molecular mediante electroforesis en gel de campo
pulsantes

Estudios previos han demostrado la asociacion entre genotipos y factores de
virulencia de S. aureus con las manifestaciones clinicas y comportamiento
epidemiolégico de las IIM causadas por esta bacteria, que ponen en perspectiva
atributos que favorecerian la persistencia de las infecciones mamarias (Haveri y col,
2007; 2008; Fournier y col, 2008; Piccinini y col, 2010; 2012). Por lo cual, se ha
teorizado que las interacciones entre los factores de virulencia del microorganismo, el
sistema inmune del hospedador y factores ambientales podrian modular el progreso o
resoluciéon de la IIM (Piccinini y col., 2012).

En estudios previos sobre IIM se ha observado que las cepas de S. aureus que
causan infecciones persistentes difieren de las que causan infecciones transitorias. Estas
diferencias entre cepas fueron estudiadas usando técnicas de tipificacion molecular
descriptivas (Haveri y col, 2007; 2008; Founier y col, 2008; Graber y col, 2009; Ote y
col, 2011), encontrdndose ademds, diferencias funcionales en ensayos in vitro. Estos
ensayos funcionales incluyeron adhesion e invasion a las CEM (Tuchscherr y col,
2005; Buzzola y col, 2007; Bardiau y col., 2014) y dinidmica del crecimiento bacteriano
en macrofagos mamarios (Lewandowska-Sabat y col,, 2013). Por su parte, Schukken y
col. (2011) sugieren que la adaptacion de las cepas dominantes al hospedador daria
lugar a infecciones asociadas con patrones de enfermedad clinicamente menos severa y
mayor oportunidad de permanencia y transmision en el rodeo. Dado que diferentes

cepas de S. aureus utllizan estrategias de infeccion y supervivencia unicas, se ha
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teorizado que la respuesta inmune del hospedador también variard de acuerdo con la
cepa infectante (Kim y col., 2011).

Los sistemas de tipificacion molecular constituyen uno de los aportes
microbiologicas que mas difusion han tenido en los dltimos afios. Estos sistemas
comprenden una gran variedad de técnicas que tienen por objeto comparar la
composicion de los 4cidos nucleicos de dos o mds microorganismos. De este modo se
puede conocer la relacion entre aislamientos vinculados epidemioldgicamente, y por
tanto, derivados recientes de un microorganismo precursor comun. En el presente
estudio, luego de la caracterizacion fenotipica y genética de especie, se realizd la
tipificacion molecular mediante electroforesis en gel de campo pulsantes (PFGE). Esta
técnica ha sido aceptada como una técnica "estdndar de oro" altamente discriminatoria y
sensible para distinguir cepas de S. aureus (Montesino y col., 2002; Ciftci y col, 2009).
La PFGE es un método fiable y reproducible con alto poder discriminatorio que permite
distinguir a través del andlisis de ADN gendémico si un grupo de aislamientos
corresponden a una misma variante clonal (Tenover y col, 1995). Esta metodologia
combina la macrorestriccion del ADN gendmico y la posterior separacion de los
fragmentos en un gel de agarosa, generdndose patrones de restriccion que representan el
ADN cromosémico bacteriano distribuido en unas pocas bandas con movilidades
electroforéticas distintas (Tenover y col., 1995).

Estudios epidemioldgicos moleculares sobre aislamientos de S. aureus bovinos
han demostrado que un gran nimero de tipos estdn implicados en la etiologia de la
mastitis en todo el mundo y que ciertos tipos parecen predominar dentro de regiones
geogréficas (Capurro y col, 2010; Hwang y col, 2010; Klein y col, 2012; Lundberg y
col, 2014). La mayoria de los estudios epidemioldgicos moleculares sobre aislados
bovinos de S. aureus se han realizado en Europa o América del Norte, mientras que los
datos procedentes de América del Sur y Argentina son escasos (Sordelli y col, 2000;
Buzzola y col, 2001; 2007; Reinoso y col, 2008; Klein y col., 2012). En Argentina, en
la década del 90°se realizaron estudios epidemioldgicos que revelaron la existencia de
unos pocos clones de S. aureus responsables de la mayoria de los casos de mastitis
(Sordelli y col,, 2000; Buzzola y col., 2001). Sin embargo, los datos aportados por estos
trabajos son limitados, debido al bajo nimero de aislados analizados y a su distribucion
regional, ya que mis del 70 % de los aislamientos pertenecia a la misma provincia,
mientras que solamente el 4,6 % provenia de las dos provincias que concentran

aproximadamente el 60 % de la produccion lechera del pais.

Pereyra - 152



5. Discusion

En el presente estudio, se analizaron 15 cepas procedentes de IIM clinicas y 21
cepas procedentes de IIM subclinicas procedentes de las provincias de Buenos Aires,
Coérdoba y Santa Fe, demostrando la existencia de una gran variabilidad genética entre
los aislados de S. aureus analizados. La tipificacion por PFGE de las 15 cepas
provenientes de IIM clinicas, discriminé 8 pulsotipos o grupos; mientras que la
tipificacion de las 21 cepas provenientes de IIM subclinicas discrimind 12 pulsotipos o
grupos. Estos hallazgos se relacionan con resultados obtenidos por otros autores en los
cuales se informa alta variabilidad genética entre cepas de S. aureus procedentes de 1IM
bovinas (Capurro y col, 2010; Lundberg y col, 2014). Capurro y col (2010) sobre un
total de 82 aislados de S. aureus procedentes de casos de mastitis clinica de diferentes
regiones de Suecia, obtuvieron 25 pulsotipos, donde el pulsotipo mds comin fue
encontrado en el 26% de los aislamientos y distribuido en todas las regiones evaluadas.

Lundberg y col (2014) sobre un total de 185 aislamientos de S. aureus
provenientes IIM clinicas en Suecia, obtuvieron 29 pulsotipos, donde dos pulsotipos
fueron clasificados como comunes y encontrados en el 64% de los casos de 1IM
clinicas. En el presente estudio, el dendrograma obtenido a partir de las 20 cepas
procedentes de IIM clinicas y subclinicas mostré6 que el pulsotipo asignado con la letra
F agrup6é el mayor nimero de cepas (7) por lo tanto fue el pulsotipo mis comin o
predominante, representando el 35% de las cepas evaluadas. Ademds, estuvo
representado exclusivamente por aislados procedentes de IIM clinicas. Cuatro de las 7
cepas con caracteristicas clonales similares pertenecian a diferentes tambos 'y
localidades de la provincia de Cérdoba y 3 a diferentes tambos y localidades de la
provincia de Santa Fe, lo cual indicarfa una amplia distribucién regional de los clones
mencionados.

La realizacion de los dendrogramas y obtencion de los diferentes genotipos
permitid la seleccion de 9 cepas agrupadas en diferentes pulsotipos para la realizacion
de los ensayos in vitro en las células epiteliales mamarias bovinas y posteriormente los
ensayos in vivo en el modelo murino de infecciéon experimental.

En base a los resultados encontrados en este trabajo y a resultados previos
obtenidos por otros autores, la diversidad genética de las cepas deberia ser considerada
dentro de las estrategias de control de la mastitis bovina. Al respecto, seria necesario
realizar evaluaciones en las diferentes regiones lecheras de Argentina que permitan

detectar los patrones de diversidad de los aislados y establecer diferencias regionales.
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5.1.3. Pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos

El porcentaje de S. aureus resistente a los antimicrobianos fue bajo, no
encontrindose ninguna cepa multiresitente. En este estudio, del total de cepas evaluadas
procedentes de IIM clinicas y subclinicas (27 cepas), solo se identificaron 7 cepas
resistentes a penicilina (25,92%). De las 7 cepas resistentes 5 procedian de IIM clinicas
y 2 de IIM subclinicas. El objetivo de hacer pruebas de resistencia a antimicrobianos no
fue realizar comparaciones con estudios especificos, sino utilizarlos para la seleccion de
cepas ya que trabajos previos han demostrado que cepas de S. aureus penicilino-
resistentes respondian pobremente al tratamiento con otros antibidticos y que la
capacidad de resistir a la penicilina podria estar asociada con otras caracteristicas de las
cepas predominantes en un rodeo o drea geogrifica (Pyordld y Pyorild , 1998; Taponen
y col, 2003). El mecanismo que explica la asociacion entre resistencia a [-lactdmicos y
pobre respuesta a tratamientos con otros antimicrobianos no [-lactidmicos se desconoce.
Segiin Barkema y col. (2006) en su revision, la explicacion mis probable es que los
genes que codifican para la resistencia a penicilina estdn localizados en islas de
patogenicidad (Gill y col, 2005). Ademis de los genes de resistencia, las islas de
patogenicidad pueden albergar otros genes de virulencia; como los que codifican para la
produccién de biofilm (Ubeda y col, 2003; Holden y col, 2004). Por lo tanto, la
resistencia a pencicilina podria ser un indicador de la presencia de islas de
patogenicidad que contienen otros genes que contribuyen a la capacidad de la bacteria
para sobrevivir al tratamiento antimicrobiano.

La produccion de P-lactamasa se considera el mecanismo mds frecuente de
resistencia a la penicilina entre aislados de S. aureus procedentes de IMI bovinas (Watts
y Salmon, 1997; Haveri y col, 2005, Olsen y col,, 2006). En nuestros ensayos la
produccion de B-lactamasa fue positiva para los 7 aislados que mostraron resistencia a

penicilinas de acuerdo con el método de la cefalosporina cromogénica.
5.2. Evaluacion de la presencia de genes relacionados con adherencia, formacion

de biofilm, polisacaridos capsulares y resistencia a penicilina en el genoma de S.

aureus
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Luego de la caracterizacion fenotipica y genotipica de las cepas procedentes de
[IM clinicas y subclinicas se evalu6 la presencia de genes de virulencia a partir de ADN
genémico de los aislados de S. aureus seleccionados.

Cabe mencionar que en Argentina existen escasos estudios que aporten datos
sobre prevalencia de genes relacionados con adherencia, formacién de biofilm, cdpsula
y resistencia a penicilina en cepas de S. aureus procedentes de IIM clinicas y
subclinicas en bovinos (Buzzola y col, 2001; 2007; Reinoso y col, 2008, Camussone y
col, 2012; Felipe y col., 2013).

Trabajos anteriores han demostrado que las proteinas de unién a fibrindgeno, o
factores de agregacion (Clumping factor, CIf), se encuentran presentes en la mayoria de
las cepas de S. aureus humanas y bovinas (Ote y col., 2011; Klein y col, 2012). Se han
descrito dos factores de agregacion, CIfA y CIfB, los cuales poseen propiedades anti-
fagoctticas y su interaccién con el fibrindgeno plasmitico resulta en una aglomeracion
instantdnea de las células bacterianas. Los resultados obtenidos en el presente trabajo
han mostrado similitudes y unas pocas diferencias con otras investigaciones. El gen clfA
presenté una prevalencia del 92,5%, frente a valores mucho menores presentados en
otros trabajos, 25% (Tang y col, 2013) y 50,6% (Klein y col, 2012), y otros
ligeramente mayores, 96,9% (Ote y col., 2011) y 98% (Peacock y col, 2002). En lo que
respecta a clfB, se identific6 en la totalidad de las cepas (100%), lo que en general se
condice con otros trabajos (Peacock y col, 2002; Ote y col, 2011; Klein y col., 2012;
Tang y col., 2013).

El gen fnbA se identific6 en un porcentaje ligeramente mayor (96,30%) que en
otros estudios (Peacock y col., 2002; Ote y col, 2011; Tang y col., 2013); asimismo la
prevalencia de fnbB (97,5%) también result6 mayor que en otros trabajos reportados
(Klein y col, 2012; Tang y col, 2013). Al igual que en el caso de genes clf, todas las
muestras analizadas mostraron la presencia de al menos uno de estos dos genes.

El locus ica, estd compuesto por los genes icaADBC y entre ellos, icaA e icaD han
mostrado un rol importante en la formaciéon de biofilm en S. aureus y S. epidermidis
(Gotz, 2002). Se ha informado la presencia del locus ica en la mayoria de las cepas de S.
aureus aisladas de mastitis bovina, indicando un rol potencial como factor de virulencia
en la patogenia de la mastitis en rumiantes (Vasudevan y col, 2003; Cucarella y col,
2004). En general, el locus ica mostr6 prevalencia elevada y uniforme; observiandose
para icaADC 96,3%, 100% y 96,3%, respectivamente. Se ha demostrado que esta

tendencia se mantiene en la mayorfa de los estudios realizados, excepto algin caso
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puntual en el que la prevalencia especffica de icaA no alcanz6 60% (Chavhan y col,
2012). En un trabajo reciente, donde se evalu6 la prevalencia de genes relacionados con
formacion de biofilm en 215 cepas de S. aureus procedentes de IIM clinicas, subclinicas
y crénicas, aisladas de 15 tambos de las provincias de Coérdoba y Buenos Aires
(Argentina), detectaron la presencia de los genes icaA e icaD en 53/79 (67,08%) de los
aislamientos provenientes de IIM subclinicas; mientras que en los aislamientos
provenientes de casos clinicos (127) y crénicos (9) el 100% de las cepas mostraron
ambos genes.

Al igual que el locus de adhesion intercelular, el gen bap se encuentra involucrado
en la formaciéon de biofilms, sin embargo, éste no se detecté en ninguna de las cepas
evaluadas coincidiendo con lo reportado en otros trabajos (Cucarella y col, 2001;
Melchior y col, 2009; Tang y col, 2013; Szweda y col, 2012). No obstante, en
concordancia con nuestros resultados, en un trabajo donde se estudi6 la presencia del
gen bap en aislados humanos (n=75) y bovinos (n=350) de S. aureus, éste solo pudo ser
detectado en el 5% de los aislados de origen bovino y en ninguno de origen humano
(Cucarella y col, 2001). Estos resultados continan sustentando las hipdtesis planteadas
que indicarfan que el gen bap no se encuentra ampliamente diseminado entre aislados
de origen humano y animal (Vautor y col., 2008; Szweda, y col, 2012).

En los estudios realizados por Felipe y col. (2013) a partir de cepas procedentes de
diferentes tambos de las provincias de Cdrdoba y Buenos Aires (Argentina), detectaron
la presencia del gen bap en 3/79 (3,79%) y 24/79 (30,37%) de los aislados procedentes
de IIM subclinicas y clinicas, respectivamente; mientras que en los aislados procedentes
de IIM crénicas encontraron un 100% (9/9) de prevalencia del gen bap (Felipe y col,
2013).

Respecto al gen cna, éste se identificd solo en el 18,51% de los aislados mientras
que en otros trabajos se detectd en el doble de los casos (Peacock y col, 2002; Ote y
col, 2011; Klein y col, 2012). Son escasas las investigaciones abordadas acerca del gen
fib, aun asi los resultados coinciden con los que aqui se obtuvieron con un valor de
prevalencia de 97,5% (Tang y col., 2013).

Staphylococcus aureus produce PC in vitro en condiciones definidas de cultivo
(Sutra y col, 1990), los cuales también han sido detectados in vivo durante 1IM
experimentales agudas y crénicas (Hensen y col., 2000). Se ha demostrado que los PC
confieren resistencia a la fagocitosis por PMN bovinos (Sutra y col, 1990), y esta es

considerada la principal linea de defensa de la GM frente a patdgenos invasores (Paape
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y col, 2002). Los anticuerpos dirigidos contra los PC tienen un efecto protector, ya que
son capaces de opsonizar cepas capsuladas de S. aureus y favorecer asi la fagocitosis
por PMN (Sutra y col., 1990). Por estas caracteristicas las cepas productoras de PC han
sido incorporadas en inmundgenos para la generacion de respuestas protectoras y su
importancia ha sido resaltada en los ultimos afios en varios estudios (Gilbert y col,
1994; Han y col, 2000; Han y Park, 2000; Tollersrud y col., 2001; Camussone y col.,
2013; Renna y col., 2014).

El hallazgo de que la ausencia o reduccién en la expresion de PC aumentd la
adherencia de S. aureus a células endoteliales (Pohlmann-Dietze y col, 2000) e
invasion a las CEM bovinas in vitro (Buzzola y col, 2007; Thurlow y col., 2011;
Bardiau y col, 2014), ha resaltado la importancia de los PC en la internalizacién dentro
de las células del hospedador.

Los aislamientos de S. aureus de rumiantes, muestran cierta variabilidad respecto
de la distribucion de los PC. Un estudio realizado en Argentina determind que solo el
14% de 195 aislamientos de leche bovina fueron caracterizados como serotipos PCS5 o
PC8 (Sordelli y col, 2000). Sin embargo, mas 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. En un estudio
posterior que incluyd 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 cap5, mientras que ninguna como tipo cap8 (Reinoso y col,
2008). En otro estudio reciente Camussone y col. (2012) evaluaron por PCR Ia
presencia de los locus capsulares cap5 y cap8 en 157 aislados de S. aureus procedentes
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% cap5 y el 11% cap8. Ademds, al evaluar
fenotipicamente la presencia de CP, se observé que el 50% de los aislados con genotipo
capS o cap8, eran capaces de producirlo in vitro (Camussone y col, 2012). La
caracterizacion genotipica es altamente significativa debido a que varios factores
involucrados en la expresion de cdpsula no han sido completamente definidos, y su
expresion in vivo no se correlaciona necesariamente con la expresion bajo condiciones
in vitro (O’Riordan y Lee, 2004).

En nuestro estudio, los genes capS y cap8 se detectaron en el 85,18% de las cepas

evaluadas, correspondiendo 55,55% a cap5, 29,64% a cap8 y 14,81% fueron cepas que
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no amplificaron cap5 ni cap8 y se defieron como NT. El 46,66% de las cepas de S.
aureus procedentes de IIM clinicas presentd el gen cap5, mientras que el 33,33%
presentd el gen cap8 y el resto no expresaron ninguno de los genes cap (20%). Con
respecto a las cepas procedentes de IIM subclinicas, el 66,66% presento el gen cap3, el
25% presentd el gen cap8, y el resto de las cepas no expresaron ninguno de los genes
cap (8,33%). Tanto en las cepas procedentes de IIM clinicas como subclinicas el
genotipo capsular predominante fue el 5, coincidiendo con los resultados obtenidos por
otros autores (Reinoso y col., 2008; Camussone y col., 2012).

La deteccion del gen blaZ por PCR se considera el método de referencia para
detectar resistencia a penicilina, ya que se correlaciona bien con la produccion de B-
lactamasa (Olsen y col, 2006). Pocos estudios describen la relacion entre los métodos
genotipicos y fenotipicos para detectar resistencia a la penicilina en aislados S. aureus
de IM bovinas.

En el presente estudio, el 100% de las cepas de S. aureus procedentes de 1IM
clinicas y subclinicas que mostraron ser resistentes a penicilina por pruebas de
inhibicién y mostraron produccion de B-lactamasa, presentaron el gen blaZ. FEl gen blaZ
(portado por un plasmido) codifica para la sintesis de B-lactamasa de Staphylococcus,
enzima responsable de la degradacion del anillo betalactimico de las penicilinas
(Brakstad y Maeland, 1997). En publicaciones previas se ha documentado que la
presencia del locus blaZ influencia negativamente el resultado de la terapia antibidtica
conduciendo a un mayor riesgo de IIM persistentes (Haveri y col, 2007). En este
sentido, Haveri y col. (2007) demostraron una asociacion significativa entre la presencia
del gen blaZ en cepas de S. aureus procedentes de IIM crénicas y la persistencia de la
infeccion en bovinos. Los resultados del presente estudio no se condicen con los de
Haveri y col. (2007) ya que del total de cepas resistentes a penicilina que presentaron el
gen blaZ, 5 procedian de IIM clinicas y 2 de IIM cronicas; sin embargo hay que tener en
cuenta que el nimero de cepas de este estudio es limitado para aseverar la no existencia

de tal asociacion.

5.3. Ensayos de internalizacion de S. aureus en células epiteliales mamarias
bovinas (MAC-T)

Clasicamente, S. aureus se ha caracterizado como un patégeno extracelular

(Finlay y Cossart, 1997). Sin embargo, un nimero creciente de estudios ha demostrado
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la habilidad de S. aureus de invadir y sobrevivir dentro de varios tipos celulares del
hospedador, incluyendo CEM, neutréfilos y macréfagos (Almeida y col, 1996; Hebert
y col, 2000), lo cual contribuye a su persistencia en numerosas enfermedades en
animales y seres humanos (Gresham y col, 2000). Estas particulares caracteristicas
patogénicas de S. aureus determinan que no sea efectivamente controlado por las
medidas preventivas y terapéuticas tradicionales (Zhao y Lacasse, 2008), tendiendo a
producir infecciones crénicas que ocasionan, en muchos casos, dafios permanentes al
tejido mamario.

Las células epiteliales que revisten el canal del pezdn, la cisterna de la glindula y
los alvéolos mamarios constituyen en conjunto las primeras células que reconocen a los
patdgenos y participan en el desencadenamiento de la respuesta inflamatoria.
Recientemente, en infecciones experimentales con S. aureus en GM bovina se demostrd
que las células epiteliales, en sus diferentes localizaciones, proporcionan una respuesta
inmune activa y temprana contra el patdgeno, destacando su importancia en la patogenia
de las IIM en bovinos (Whelehan y col., 2011). Estudios recientes sugieren que las CEM
podrian afectar diferencialmente la respuesta inflamatoria global en funcion de cémo
reconocen y responden a los diferentes PAMP bacterianos (Bougarn y col, 2010;
Gibbert y col., 2013).

En el presente estudio, uno de los objetivos especificos planteados fue evaluar in
vitro en una linea de CEM bovinas la capacidad de invasién de cepas de S. aureus
caracterizadas como de baja adaptaciéon a la GM bovina y de alta adaptacion a la GM
bovina, seleccionadas en base a criterios clinicos, fenotipicos y genéticos para poder
establecer diferencias entre las mismas.

Respecto a los ensayos de invasion celular, se pudo observar una gran variabilidad
en los resultados. Por un lado, se destacé la gran capacidad invasiva de la cepa 5011
aislada de una IIM subclinica caracterizada por su alta adaptabilidad a la GM, seguida
de la cepa 17 aislada de IIM clinica, considerada de baja adaptabilidad a la GM bovina.
Por otra parte, con porcentajes de internalizacion medios se encontré la cepa 61 aislada
de IIM clinica. El resto de las cepas, mostraron porcentajes de internalizacion
significativamente menores y estuvieron representadas por 3 cepas procedentes de [IM
clinicas y 3 cepas procedentes de IIM crénicas. Estos resultados demostraron que la
capacidad de invasion a las CEM bovinas no estuvo asociada con la manifestacion
clinica de la IIM mostrando tanto cepas procedentes de IIM clinicas como subclinicas

(crénicas) capacidades invasivas diferentes.
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En el presente estudio, no se encontr6 una relacion general entre los mayores
porcentajes de internalizacion con la sobre-expresion de los genes de adherencia y
formacion de biofilm. Esto se ve reflejado en el aislado 358, que tuvo la menor
capacidad invasiva pero sobre-expresé la totalidad de los genes estudiados, inclusive
algunos como el icaD, con una expresion muy superior a la de los demds aislados. En
contraposicion, el aislado 5011 que mostrdé la mayor capacidad invasiva, sobre-expreso
tanto los genes relacionados con adherencia e internalizacion como los relacionados con
la habilidad de producir biofilm. Sumado a lo anterior, los aislados 358 y 5011, que
mostraron capacidades invasivas significativamente  diferentes, presentaron fuerte
capacidad para formar biofilm en los ensayos de cultivo en placas de poliestireno. Por lo
tanto, estos resultados coinciden con estudios previos, que observaron que la capacidad
de producir biofilm por parte de cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovina no
influyé en la capacidad de invasion alas MAC-T (Oliveira y col, 2011).

A su vez, otros trabajos mostraron alta expresion de genes MSCRAMMs e
icaADBC en aislados poco adherentes y viceversa. Se planteé entonces, que la
expresion de estos genes seria particular de cada aislado y no estarfa necesariamente
asociada a su capacidad de adherencia (Vautor y col., 2009). Una relacion que si se debe
resaltar es la elevada internalizacion del aislado 17 con la aumentada expresion relativa
del gen fnbB, resultados que consolidan la idea de que estas proteinas [FnBP] serian
indispensables para la invasion celular. Incluso, algunos plantearon la hipétesis de que
esta proteina seria por si sola suficiente para la internalizacion (Dziewanowska y col.,
1999). Tal hipétesis se ha podido demostrar a partir de la expresion heteréloga de estas
proteinas en cepas bacterianas no invasoras, con la consecuente adquisicion de esta
capacidad (Massey y col, 2001). Esto también concuerda con el mecanismo de
fagocitosis mediado por pseudopodos que plantea la necesidad de interacciones de
FnBP con integrinas osP; de la célula hospedadora para iniciar una cadena de
seflalizacion intracelular mediada por proteinas tipo tirosina quinasas que darfan inicio a
este proceso (Dziewanowska y col., 1999; Sinha y col, 1999; Fowler y col., 2000). Sin
embargo, la falta de una completa correlacion entre los niveles de expresion relativa de
FnBP-B y los porcentajes de internalizacion, podria explicarse por la produccion
bacteriana de otras moléculas extracelulares que afecten la internalizacién, como
capsula u otros MSCRAMMSs, que influirian en la capacidad de invasion de S. aureus,
independientemente de su capacidad de unirse a fibronectina (Dziewanowska y col,

1999).
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Como se menciond anteriormente, trabajos previos han mostrado asociaciones
entre la ausencia de expresion de PC y una mayor capacidad de invasion de S. aureus a
las CEM bovinas (Buzzola y col, 2007; Thurlow y col, 2011; Bardiau y col., 2014). En
el presente estudio, solo una de las cepas que mostré alta capacidad de invasion (5011),
aislada de mastitis cronica, no fue portadora de genes cap, mientras que las cepas 17 y
61, que también mostraron capacidades invasivas elevadas, fueron portadoras de los
genes cap8 y cap$, respectivamente. Todas las cepas que mostraron baja capacidad de
invasion a la MAC-T fueron portadoras de genes capS o cap8. Un hecho a considerar al
realizar interpretaciones de los resultados es que la expresion de los PC5 y 8 es
altamente sensible a varias sefiales del entorno y probablemente esté influenciada por el
ambiente (O'Riordan y Lee, 2004). Ciertas condiciones de crecimiento bacteriano, tales
como el medio de cultivo, han demostrado tener una influencia muy importante en la
produccion de la cdpsula (Dassy y col., 1991; Poutrel y col., 1995).

Anteriormente, se ha reportado la relacion entre el genotipo bacteriano obtenido
en ensayos de PFGE y asociaciones especificas de genes de virulencia, con la severidad
de los signos clinicos y la persistencia de las IIM (Haveri y col, 2005; Vautor y col,
2009). No obstante, estos grupos han evaluado presencia de genes y no niveles de
expresion, destacdndose la importancia de este tipo de estudios. En este trabajo, si bien
los aislados procedentes de IIM crénicas presentaron diferencias con los aislados de 1IM
clinicas en cuanto al perfil de expresion génica, éstas no permitieron establecer una
relacion entre persistencia de IIM y expresion relativa de factores de superficie in vitro.
A partir de los resultados obtenidos, surge la hipdtesis compartida con otros
investigadores (Vautor y col, 2009) de que la expresion de los factores de adherencia y
de formacion de biofilm estd intrinsecamente ligada a cada aislado de S. aureus y no a la
virulencia del microorganismo o a las caracteristicas de la IIM. Para apoyar esta
hipétesis, surge como primera necesidad ampliar la muestra analizada, e incorporar al
andlisis otros factores inherentes al hospedador y/o a factores medioambientales, que no

fueron considerados en los estudios in vitro.

5.4. Determinacion de la expresion relativa (R) de genes de adherencia y formacion

de biofilm a partir de cepas de S. aureus en el modelo de invasién in vitro

Uno de los objetivos especificos de este trabajo de tesis fue estudiar los niveles de

expresion de genes de adherencia y formacion de biofilm de aislados de S. aureus
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provenientes de IIM clinicas y cronicas con diferentes caracteristicas fenotipicas y
genotipicas a fin de establecer relaciones con la capacidad invasiva y las caracteristicas
de crecimiento in vitro de cada uno. Esto ayudaria a determinar la existencia de posibles
asociaciones entre las distintas variables consideradas y el tipo de infeccion que
desarrollan. Ademads, aportarfa informacion acerca de la importancia de cada factor de
virulencia en el modelo in vitro utilizado.

Dado que la presencia de un gen no garantiza su transcripcion, es que en este
trabajo se llevd a cabo el estudio de expresion in vitro de 6 de los principales genes de
adherencia en los 9 aislados de S. aureus de IIM bovinas seleccionados. Cabe destacar
que, aunque en los aislados 17, 48 y 61 no se haya detectado la presencia de alguno de
ellos -fnbA, cIfA, fnbB- aiin en repetidas reacciones de amplificacion, éstos si se
pudieron detectar en los ensayos de expresion. Posiblemente esto pudo deberse a la
diferencia de sensibilidad de las técnicas de amplificacion empleadas. Existe amplia
bibliografia disponible en la cual se destaca la alta sensibilidad y especificidad de la RT-
PCR en tiempo real para amplificar pequefas cantidades de ARNm y pequefias
variaciones en la expresion de genes en relacion ala PCR de punto final (Pfaffl, 2001).

Previo al ensayo de expresion relativa propiamente dicho, se evaluaron tres genes
como candidatos housekeeping. Dado los numerosos trabajos reportados sobre el uso
como estidndar interno del gen que codifica para ARNr 16S bacteriano, se evalué la
presencia del mismo en todas las muestras de ADN estudiadas. Sin embargo, en los
geles de agarosa en los que se verifico la amplificacion de dicha secuencia, también se
visualizaron bandas en los controles negativos. Tratando de eliminar la posible
contaminacion con ADN bacteriano, se sintetizaron nuevos oligonucledtidos y se
renovaron las alicuotas de todos los reactivos, sin poder solucionarse este
inconveniente. La extensa busqueda bibliografica realizada sobre el uso de este gen
como estindar interno para expresion génica en procariotas, mostré6 que una de las
principales causas de amplificacion de esta secuencia en blancos de reacciéon seria la
presencia de restos de material genético bacteriano proveniente de la produccion de la
Taq polimerasa en forma recombinante en plataformas bacterianas. Debido a que el gen
codificante de ARNr 16S se encuentra ampliamente distribuido en procariotas, en
ausencia de una enzima ultrapura, la implementacion del mismo como control interno
en técnicas de elevada sensibilidad sigue resultando problemitica (Corless y col., 2000).
Por otro lado, si bien este gen fue y es atn utiizado como estidndar interno (Young-

Duck y col, 2007; Klein y col., 2012), nuevas investigaciones demostraron que el nivel
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de sus transcriptos es demasiado alto respecto al de los demds ARNm, por lo que no
resultarfa  representativo de dicha poblacién; ademds de presentar un patron de
expresion diferencial (Desroche y col, 2005; Valihrach, 2012) lo que se suma a las
desventajas para su uso. Los ensayos realizados con los otros dos genes, mostraron que
el mejor comportamiento lo presentd gyrB, coincidiendo con otro trabajo publicado
(Joseffson y col., 2008; Valihrach, 2012).

En relacion a los genes de adherencia, se ha sugerido que CHB se expresa solo
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 CHA
estaria presente en todo el ciclo de crecimiento (Hartford y col, 1997). Sin embargo, en
un estudio reciente realizado en un modelo murino de bacteriemia e infeccion de herida
con diferentes cepas de S. aureus se demostré que la expresion del CIfA es heterogénea
y dependiente del microambiente de infeccion y de la cepa utiizada (Nanra y col,
2009). En el presente estudio, respecto a las expresiones de los genes de adherencia,
clfA mostr6 sobre-expresion en bacterias internalizadas de algunos de los aislados,
siendo 358, 1595 y 5011 los que presentaron valores mds altos. No obstante, estos
niveles de expresion hallados in vitro fueron muy variables entre las cepas,
comportamiento similar al observado in vivo en modelos de infeccion murina (Nanra y
col., 2009).

Respecto a clIfB, cuya prevalencia fue del 100%, su expresién vari6 con cada
aislado en particular y en general no estuvo asociada a la manifestacion clinica de la
IIM. Los aislados 17 y 316 mostraron expresion significativamente disminuida en las
bacterias no internalizadas aunque el aislado 316 aumenté significativamente su
expresion en la fraccion internalizada, asi como el aislado 5011, ambos procedentes de
[IM crénicas. Los aislados 358 y 48 (procedentes de IIM clinicas), si bien sobre-
expresaron en la fraccion internalizada, los niveles detectados fueron relativamente
bajos. El resto de los aislados no presentaron diferencias en su expresion relativa.

Fue destacable la expresion de los genes de proteinas de unién a fibronectina. El
gen fnbA estuvo sobre-expresado en las bacterias internalizadas de todos los aislados,
con valores R muy elevados, en su mayoria mayores a 40. Para las muestras de bacterias
no internalizadas, fnbA tuvo una expresion significativamente menor para los aislados
48, 17, 316 y 5011. Por otra parte, fnbB tuvo una expresion significativamente menor
para los aislados 1595, 316 y 5011 y superior para los aislados 48 y 17, comportamiento

que se diferencia del resto de los casos analizados, ya que en general no se observd
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sobre-expresion de genes en las muestras de bacterias no internalizadas. Sin embargo, el
grupo de bacterias internalizadas mostré sobre-expresion en casi todos los casos, con
valores relativamente elevados y una sobreexpresion destacablemente superior de la
cepa 17 (R=406,61), inclusive la mis elevada de todos los genes analizados.

Analizando en paralelo los resultados obtenidos para clfB y los dos genes fnb, se
observd que en general los aislados tendieron a sobre-expresar mds los dltimos.
Mientras que clfB soélo fue sobre-expresado en bacterias internalizadas de algunos
aislados en niveles muy variados, los genes codificantes de FnBP fueron sobre-
expresados por la mayoria de los aislados, y en niveles muy superiores. Este
comportamiento es consistente con el observado por Klein y col. (2012), donde se
analizaron 9 aislados de S. aureus genotipicamente diferentes e involucrados en 1IM de
caricter subclinico, encontrdndose una expresion de clfB siempre inferior ala de fnbA.

Por su parte, si bien los genes icaA mostraron sobre-expresion en el 55,55% de los
aislados en bacterias internalizadas, icaD se sobre-expresd en todos, aunque con niveles
variados. Cabe destacar que, si bien se ha demostrado que el locus ica es indispensable
para la formacién de biofilm (Cramton y col., 2009) y que éste estaria relacionado con la
persistencia del microorganismo (Melchior y col., 2006; Oliveira y col, 2006; Thurlow
y col, 2011), de los aislados procedentes de IIM subclinicas o crénicas, dos cepas
mostraron sobreexpresion de icaD, en niveles relativamente bajos y dos lo hicieron en
niveles elevados. De este gen, se puede destacar la sobre-expresion por parte de las
cepas 358 (procedente de IIM clinica) y 5011(procedente de IIM crénica) con valores
de R cercanos a 90 y 193, respectivamente.

Realizando un andlisis global de las variaciones de la expresion de los genes de
adherencia y formacién de biofilm, se puede observar una marcada tendencia a verse
sobre-expresados en aquellas bacterias que lograron la internalizacion a células del
epitelio mamario bovino, en relacién a las que no lo hicieron y se mantuvieron en el
sobrenadante de los co-cultivos. Se destaca tambin que los genes codificantes de
FnBPs e IcaD han sido los mds sobre-expresados. Asimismo, de los resultados se
desprende que en general la sobre-expresion de genes de adherencia y formacién de
biofilm no se asocid con la manifestacion clinica de la IIM ni con la capacidad de

invasién ala CEM bovina sino que varié con cada aislado en particular.

5.5. Curvas de crecimiento de S. aureus
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Con el objetivo de aportar al entendimiento de la capacidad invasiva de los
aislados en asociacion con el perfil de expresion génica y las caracteristicas particulares
de las IIM; se evalu6 el comportamiento de cada uno de ellos en su capacidad de
multiplicacién in vitro. En los cultivos en los que se pudo alcanzar la fase estacionaria,
la densidad celular maxima obtenida fue del orden de 10° UFC/ml, dato que concuerda
con hallazgos previos (Wolz y col, 2002), aun cuando entre los mismos se observd una
marcada diferencia entre los TD. Los resultados obtenidos permitieron clasificar a los
aislados en dos grupos, uno con TD entre 31 y 39 minutos, y otro con TD que variaron
entre los 40 y 50 min. Todas las cepas del primer grupo pertenecian a mastitis clinicas,
mientras que las del segundo grupo pertenecian a mastitis subclinicas. El andlisis
estadistico de los TD reveld diferencias significativas entre los grupos, observindose los
menores TD en el grupo de bacterias procedentes de IIM clinicas. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos a partir de los ensayos de invasion luego de 2 hs de
incubacion de las diferentes cepas de S. aureus en el medio de cultivo de las MAC-T,
donde se observd que las cepas procedentes de infecciones IIM clinicas presentaron, en
promedio, UFC/ml mas elevadas que las cepas procedentes de IIM cronicas mostrando
mayor capacidad para multiplicarse en un microambiente propicio para el crecimiento
de las de las CEM bovinas. En términos generales, estos resultados indicaron que entre
aislados de S. aureus provenientes de IIM con diferente manifestacion clinica, habria
una diferencia en la velocidad de crecimiento. Por otro lado, relacionando los resultados
de TD con la capacidad de invasién a la célula epitelial, se desprende que el aislado 17
con alta capacidad invasiva, mostr6 un TD intermedio-bajo que corresponde a una
velocidad de duplicacion elevada; mientras que el aislado 5011 que presentdé un TD
significativamente méis elevado que corresponde a una baja velocidad de duplicacion,
también presentd elevada capacidad invasiva. El aislado 61 que presenté capacidades
invasivas elevadas presentd caracteristicas diferenciales de crecimiento en cultivo
liquido y solido, siendo el desarrollo excesivamente lento y con formacién de colonias
diminutas, respectivamente. De hecho, debido a estas limitaciones es que no se logrd
construir la curva de crecimiento para tal muestra.

La conclusion a la que se puede arribar a partir de estos resultados es que distintos
aislados de S. aureus crecen a diferentes velocidades pero alcanzan la misma densidad
celular maxima alrededor de las 5 hs de cultivo. Asimismo, estas diferencias en las
velocidades de crecimiento, si bien no mantendrian en general relacién con la capacidad

invasiva a la CEM, si estuvieron asociadas con la persistencia de la IIM causada, a
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juzgar por los TD alcanzados por los aislados de IIM crénicas, significativamente
mayores a los restantes (P<0,05). A partir de estos resultados se podria inferir que
aquellas cepas causantes de IIM cronicas, tendrian una velocidad de multiplicacion mds
lenta. Estos hallazgos resultan interesantes debido a la ausencia de trabajos previos
donde se haya comparado el comportamiento en el crecimiento bacteriano entre cepas

de S. aureus de IIM de cardcter clinico y subclinico o persistente.

5.6. Persistencia in vivo de las cepas de S. aureus y evaluacion del dafio tisular y

reaccion inflamatoria

El uso del modelo en ratdbn es una alternativa relativamente econdémica que
requiere del cuidado estindar y de experiencia bdsica en el manejo de animales de
laboratorio. En Ia actualidad, este modelo continia siendo una herramienta adecuada
para los trabajos de investigacion que se centran en la patogénesis y control de las I[IM
en bovinos (Broulliette y Malouin, 2005). También beneficioso para el estudio de la
mastitis es el hecho de que observaciones en el ratén concernientes a recuentos
bacterianos, ndmero de neutréfilos y cambios histologicos son similares a las
observadas en bovinos (Chandler, 1970). Estos modelos animales representan un
recurso esencial para la generacion de nuevos conocimientos sobre mecanismos de
enfermedad y constituyen parte imprescindible del puente traslacional entre la
investigacion bdsica y su proyeccion clinica.

En el presente trabajo se logré el desarrollo de un modelo de infeccion IM en
ratén utilizando cepas de S. aureus procedentes de mastitis bovina tal como se propuso
en uno de los objetivos especificos planteados. Se obtuvieron los recuentos de
UFC/glandula a partir de homogeneizados de tejido mamario luego de la inoculacion
IM de dos cepas diferentes de S. aureus (A y B) caracterizadas respecto de su potencial
capacidad infecciosa, como de baja adaptacion a la GM vy alta adaptaciéon a la GM y
tendencia a la cronicidad. Para la seleccion se consideraron pardmetros clinicos,
epidemiolégicos del rodeo de origen, adaptacion a la GM bovina segin el tiempo de
permanencia en el cuarto mamario afectado (baja o alta adaptacion), susceptibilidad a
los antimicrobianos, produccién de enzimas, capacidad de produccion de biofilm,
capacidad de internalizacion a la célula epitelial mamaria bovina, prevalencia y
expresion relativa de genes de adherencia, capacidad de crecimiento en cultivo,

formacion de biofilm, cdpsula y resistencia a penicilina. Asimismo se tuvo en cuenta
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que las cepas inoculadas en la GM de raton tuvieran diferentes patrones clonales al
andlisis por PFGE. En base a estos criterios se seleccionaron la cepa A, procedente de
[IM clinica y de baja adaptaciéon a la GM bovina de acuerdo a su potencial infeccioso y
la cepa B altamente adaptada a la GM bovina, procedente de IIM crénica.

Luego de la inoculaciéon IM por el canal del pezon de las cepas A y B de S.
aureus, se observd una amplia diseminacion de las bacterias en la GM, replicindose
eficientemente ya que a las 6 hs pi se obtuvo un elevado recuento bacteriano para ambas
cepas. Concuerda con trabajos realizados con otras bacterias causante de mastitis
subclinicas como Streptococcus agalactiae, donde luego de la infeccion de
1x10%UFC/glindula las mismas se replicaron eficientemente difundiendo en las GM 'y
en otros oOrganos sistémicos, lo cual se observd a las 6 hs pi alcanzando un méaximo
aumento en 100 veces después de 24 hs (Trigo y col., 2009). En el mismo trabajo de
Trigo y col (2009) luego de 24 hs, se observd una fuerte disminucion de la carga
bacteriana, seguido por una disminucion mds gradual de 72 a 240 hs, y otro fuerte
descenso después de 240 hs. Por lo tanto, el aclaramiento de bacterias comenzé a las 24
hs después de la infeccion por S. agalactiae. En nuestro ensayo la disminuciéon de la
carga bacteriana de S. aureus para la cepa A comenzé a partir de las 24 hs piy se
mantuvo hasta las 72 hs, luego de este periodo el nivel de infeccion bacteriana se
mantuvo hasta las 264 hs pi no alcanzdndose la eliminacion de la bacteria del tejido. Por
otra parte, la cepa B alcanzd los niveles de infeccion maximos 24 hs mds tarde que la
cepa A, a las 48 hs pi para descender en forma gradual hasta las 120 hs pi. Lo lamativo
de la cepa B es que a partir de las 120 hs pi el nivel de infeccion bacteriana comenzé a
aumentar en forma gradual hasta alcanzar, a las 264 hs pi valores de UFC/ml miximos y
superiores a los registrados a las 48 hs pi Este comportamiento denotd una
reagudizacion del proceso infeccioso a partir de las 120 hs pi, caracteristico de los
procesos infecciosos crénicos que alternan con ciclos de reinfeccion (revisado por
Akers y Nickerson, 2011).

Tuchscherr y col. (2005) a los fines de investigar el efecto de la expresion de PC
sobre la persistencia de S. aureus en la GM, desarrollaron un modelo de I1IM en ratén
utilizando una cepa de S. aureus que expresaba PCS5, otra que expresaba PC8 y una cepa
que no expresaba cdpsula (PC"). En este trabajo, luego de la inoculacién IM de 1x10°
UFC/glandula de las tres cepas de S. aureus, se observé que la velocidad de eliminacion
del tejido fue similar para las tres cepas evaluadas hasta los dias 4 a 8 pi; mientras que a
los 12 dias pi, para la cepa PC’, la velocidad de eliminacién fue significativamente
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inferior, logrando su persistencia en el tejido mamario. En el presente estudio, si bien
las cepas A y B de S. aureus fueron caracterizadas como portadoras de genes cap8 y
cap5, respectivamente, no se evalud la capacidad de las mismas de expresar los PC in
vitro por lo cual los resultados obtenidos por Tuchscherr y col (2005) no son los
apropiados para realizar asociaciones. Sin embargo, en el presente trabajo, si bien
ambas bacterias lograron persistir en la GM murina, la cepa A, portadora de genes caps8,
mostré una mayor tasa de eliminacién de la GM que la cepa B, portadora de genes cap5.

En conjunto, los resultados mostraron que si bien ambas cepas lograron persistir
en el tejido mamario hasta las 264 hs pi, la cepa A (procedente de un animal con 1IM
clinica) logr6 una mayor velocidad de eliminacion del tejido mamario a lo largo del
tempo de muestreo, denotando menor persistencia en la GM; no asi la cepa B
(procedente de un animal con IIM cronica), que disminuyé notablemente su eliminacion
del tejido a partir de las 216 hs pi y hasta las 264 hs pi logrando adaptarse al
microambiente de la GM vy reactivar el proceso infeccioso.

Otro de los objetivos especificos propuestos en el presente trabajo fue estudiar si
la inoculaciéon IM de dos cepas con diferentes potenciales infecciosos, por un lado una
cepa A de baja adaptacion a la GM bovina y por otro, una cepa B de alta adaptacion a la
GM bovina, inducen una respuesta inmune diferencial por parte del hospedador.

Una respuesta Optima del hospedador contra los patdgenos causantes de mastitis
ocurre cuando los mecanismos inmunes estdn estrechamente regulados para lograr la
eliminacion del patégeno y devolver al sistema inmune a la homeostasis. Una rapida
resolucion de la IIM eliminard el dafio provocado al tejido y evitard cambios en la
calidad y cantidad de leche. Sin embargo, determinados patégenos causantes de mastitis
como S. aureus, han desarrollado propiedades intrinsecas que dificultan su eliminacion
por el sistema inmune del huésped y los intentos locales para controlar el proceso
infeccioso por parte del sistema de defensas de la GM, a menudo, resultan en
significativos dafios al tejido con la consecuente disminucién en la produccion de leche
(Aitken y col., 2011).

La respuesta del tejido mamario a las [IM en bovinos en lactancia como resultado
tanto de infecciones naturales como experimentales ha sido cuantificada utilizando
técnicas histologicas y citoldgicas. En general, todos los trabajos coinciden en que los
cuartos con infecciones naturales muestran reducida habilidad del tejido secretorio para

la sintesis y secrecién de leche; lo que se relaciona directamente con la disminucion del
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porcentajes de drea ocupada por epiteio y lumen alveolar e incremento del drea
estromal interalveolar (Akers y Nickerson, 2011; Andreotti y col, 2014).

Las diferencias histopatologicas entre mastitis aguda y cronica en GM bovina
fueron descriptas tempranamente por Spencer (1949) y recientemente revisadas por
Akers y Nickerson (2011). Los autores describieron que durante las infecciones agudas
por S. aureus los conductos de mediano y pequefio calibre estaban ocluidos con fibrina,
leucocitos y bacterias. Las células epiteliales mostraban un aspecto vacuolado y los
limenes alveolares distendidos dado por la estasis de la leche, para luego dismnuir de
tamafio debido al edema intersticial. Como resultado del bloqueo de los conductos, las
bacterias se multiplican y propagan produciendo focos microscopicos de infeccion
resultando en involuciébn y necrosis. En cambio en la mastitis crénica los autores
observaron focos dispersos de infeccion dado por la obstruccion de pequefios conductos,
con dreas focalizadas de lesion con infiltracion de fagocitos y linfocitos. En los estadios
avanzados de la infeccion observaron hipertrofia de conductos e invaginaciones
intraductales de células y codgulos de leche. Finalmente, las dreas dafiadas se tornan
afuncionales por la fibrosis.

En concordancia con lo observado por Spencer (1949), en relacion a la mastitis
aguda, en el presente trabajo con la cepa A de S. aureus desde las 6 hs pi hasta las 24 hs
pi s6lo se evidencid abundante exudado de neutrdfilos en el interior de conductos y
alvéolos, pero a partir de las 24 y hasta las 72 hs pi se evidenciaron dreas extensas de
tejido mamario dafiado, focos de necrosis con pérdida de la estructura alveolar,
hiperemia, presencia de abundante exudado de neutrofilos en las luces de conductos y
alvéolos, macréfagos y células epiteliales descamadas. Al dia 5 pi, se observaron zonas
de parénquima normal y otras dreas con abundante infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario perialveolar, leve hiperplasia epitelial de conductos, gran cantidad de
macréfagos, fibroblastos y fibras coldgenas. Presencia de focos con neutréfilos y
proliferacion del tejido conjuntivo circunscribiendo las lesiones. Al dia 7 y 11 pi se
evidenciaron dreas focales extensas con pérdida de la arquitectura normal y reemplazo
del parénquima mamario por tejido conjuntivo denso con escaso infiltrado de linfocitos.

Por otra parte, con la cepa B, desde las 24 hs hasta las 96 hs pi, se observaron
diferentes grados de lesion del tejido mamario. En zonas definidas del parénquima se
observaron conductos y alvéolos con abundante exudado de neutréfilos coincidiendo
con Pattison y col (1958) quienes encontraron que después de la penetracion de

bacterias, la multiplicacion y la invasion del sistema ductal mamario se produce
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infiltraciéon de neutrdfilos y macréfagos en sus ldmenes, con conservacion de la
estructura epitelial. En otras zonas, se observd exudado con abundantes neutréfilos y
alteracion de la estructura alveolar con paredes irregulares, células epiteliales
desprendidas en los limenes y macréfagos con citoplasmas de aspecto vacuolado. En el
tejido conjuntivo se observd hiperemia, infitrado de macréfagos, linfocitos, eosindfilos.
A vpartir del dia 5 y hasta el dia 11 pi coexistieron en el mismo corte dreas de
parénquima con alvéolos activos secretores y conductos con estructura conservada,
areas focalizadas de alvéolos afuncionales con luces irregulares y en sectores pérdida de
la arquitectura con infiltracion de linfocitos, fibroblastos y abundante tejido conjuntivo
circunscribiendo las lesiones y dreas focalizadas de alvéolos con exudado de neutréfilos
en sus limenes. Estas lesiones son similares a las descriptas por Spencer (1949) en
cortes de tejido mamario bovino procedentes de mastitis cronicas donde observd dreas
focalizadas y dispersas de reaccion inflamatoria y dreas dafiadas afuncionales por la
fibrosis.

A partir de los resultados del examen histopatoldgico descriptos en el presente
estudio, se podria inferir que ambas cepas de S. aureus fueron capaces de estimular el
reclutamiento de células inflamatorias a la GM y que como lo mencionan otros autores,
esto podria influenciar el resultado de la iteraccion entre la bacteria y el hospedador
hacia la resolucion o hacia la cronicidad (Detilleux, 2004; Tuchscherr y col, 2005). La
cepa A de S. aureus a la dosis de inoculacién empleada fue capaz de inducir un dafio
severo y extenso al tejido mamario causando un proceso inflamatorio agudo; asimismo
fue capaz de desencadenar una respuesta inflamatoria efectiva que logré disminuir el
nimero de bacterias de la GM lo cual ocurrié a expensas de la integridad del tejido. En
cambio la cepa B, a la dosis de inoculacion empleada, indujo un proceso inflamatorio
créonico con dreas de dafio focalizadas y si bien logré desencadenar una respuesta
inflamatoria, la misma no logré controlar el proceso infeccioso, demostrado por el alto
nimero de bacterias recuperadas de la GM hasta el dia 11 pi A partir de estos
resultados se puede inferir que ambas cepas reflejaron el comportamiento clinico
observado en el bovino.

Con respecto a los controles no se observaron infiltraciones de leucocitos ni
tampoco tejidos dafiados. Lo que se observd fueron alvéolos con estructura histolgica
normal, conteniendo proteinas de la leche (cuerpos amiloides), grasa y gotas de lipidos

como productos de secrecidn sin infitracién inflamatoria en el tejido conjuntivo
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interalveolar, concordando con hallazgos de otros autores en tejidos mamarios no

infectados (Leitner y col., 2003).

5.7. Evaluacion de componentes celulares de la respuesta inmune innata y

adaptativa

En la GM, el nimero y la distribucién de los leucocitos son importantes para el
éxito de las defensas contra los patégenos de la ubre. Por otra parte, su distribucion en
diferentes compartimentos de la GM puede tener un papel importante en la proteccion
contra los patégenos y/o en la recuperacion de la infeccion. Muchos estudios se han
enfocado en el estudio de las células somdticas y su distribucion en la leche, pero los
leucocitos que se encuentran en el tejido mamario difieren de los de la leche y pueden
jugar un rol mds importante que el de las células somdticas en la respuesta inmune
(Leitner y col, 2003). Cabe destacar que son muy escasos los trabajos procedentes de
bovino y ratén en los cuales se identificaron in situ células inmunes en GM infectadas
con S. aureus en diferentes etapas del proceso infeccioso, destacando la relevancia de
los resultados obtenidos en este estudio.

La infeccion de la GM por S. aureus se caracteriza por el reclutamiento de
neutréfilos, activacion de linfocitos y produccion de citoquinas. El cambio de las
subpoblaciones de estas células durante las fases agudas y crénicas de las mastitis
causadas por S. aureus no se ha esclarecido completamente. Por otra parte, la actividad
de las células inmunes durante los estadios tempranos de la patogenia tiene un rol
central en el establecimiento de la IIM, cumpliendo un papel principal los macréfagos
como primera linea de defensa frente a la exposicion a productos bacterianos (Rainard y
Riollet, 2006). Las funciones de los macréfagos en el sistema de defensa innato
consisten en reconocer, fagocitar las bacterias y destruirlas con proteasas y especies
reactivas de oxigeno. Mds 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 nnata de la GM
(Sordillo y Streicher, 2002).

El CD14 es el receptor mds importante de LPS sobre monocitos-macréfagos y
neutréfilos y estd relacionado con la activacion de dichas células por ésta molécula. Este
receptor, es abundante en la membrana celular de monocitos y macréfagos, y se

encuentra en menor proporcion en neutréfilos (Sohn y col, 2004). Los macréfagos y
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LPMN bovinos, expresan CD14 de membrana sobre su superficie celular (Paape y col,
1996). El nimero de CDI14 expresado en la superficie en monocitos y neutréfilos puede
ser alterado por diferentes citoquinas (Landman y col, 1996, Dimri y col, 1994). El
CD14 puede unirse a una variedad de productos bacterianos (Pugin y col, 1994), lo que
indica su importancia en las enfermedades infecciosas y en las IIM por S. aureus.

En el presente estudio se utilizd6 un anticuerpo monoclonal anti CD14 que
permitié identificar y cuantificar monocitos-macréfagos en tejido mamario murino
luego de la inoculacion IM de las cepas A y B de S. aureus y de solucién fisiologica
(control). Nuestros resultados mostraron que el ndmero de monocitos—macréfagos
aument$ significativamente en las GM inoculadas tanto con la cepa A como con la cepa
B con respecto al control a partir de las 6 hs pi y este aumento continu6 en forma
gradual hasta las 48 hs pi El nimero de monocitos-macréfagos cuantificados fue
similar para ambas cepas hasta las 48 hs pi, a excepcion de las 6 hs pi done el nimero
de células fue significativamente superior para la cepa A. Un hallazgo llamativo fue la
disminucion marcada en el nimero de monocitos-macréfagos en las GM inoculadas con
la cepa B de S. aureus a las 96 y 120 hs pi con respecto a la cepa A. Esta disminucion
marcada en el nimero de células inmunes coincidié con el menor nimero de UFC/ml
recuperados de la GM para la cepa B con respecto a la cepa A en los mismos periodos
pi. A partir de estos datos se podria inferir que en las GM inoculadas con la cepa B de S.
aureus, entre las 96 y 120 hs pi, el sistema inmune indujo una respuesta protectiva que
logré el control parcial del patégeno; en cambio para la cepa A si bien el nimero de
monocito-macréfagos continu elevado, también sucedid lo mismo con el nimero de
UFC/ml recuperadas del tejido mamario, indicando una respuesta inmune menos
efectiva. Estos resultados se revirtieron a partir de las 168 hs pi donde nimero de
monocitos-macréfagos en las GM inoculadas con la cepa B aumenté en forma marcada
con respecto al periodo anterior alcanzando nimeros similares al observado con la cepa
A. En los siguientes periodos y hasta las 264 hs pi, el nimero de monocitos-macréfagos
en las GM inoculadas con la cepa B continu6 aumentado hasta alcanzar nimeros
significativamente superiores a los observados para la cepa A a las 264 hs pi. Este
aumento en el ndmero de células inmunes para la cepa B se relaciond con el elevado
nimero de UFC/ml recuperadas de las GM inoculadas que fue significativamente
superior al observado para la cepa A en este mismo periodo. Esto indicaria una re-
estimulacion de los monocito-macréfagos y la consecuente reagudizacion del proceso

infeccioso en las GM inoculadas con la cepa B de S. aureus. Para la cepa A, el nimero
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de monocito-macréfagos continué elevado, pero la cantidad de bacterias recuperadas
disminuyé notablemente a las 264 hs pi, por lo cual podriamos inferir que la presencia
de estas células inmunes estuvo asociada en este periodo a un mayor control de la
infeccion.

En concordancia con estos hallazgos en GM de ratén, en un estudio realizado en
tejido mamario proveniente de vacas cronicamente infectados con S. aureus en periodo
de involucién activa, se observd un incremento en el ndmero de monocitos/macréfagos
inmunomarcados con anti CD14 en GM infectadas con S. aureus en comparacién con
glindulas no infectadas (Dallard y col, 2009). Por otra parte, Leitner y col. (2003)
estudiaron la distribucion de células inmunes en tejido mamario infectado crénicamente
con S. aureus y en tejido mamario sano, mostrando un nimero elevado de macréfagos
en la mayorfa de los cuartos infectados, localizados alrededor del tejido conectivo y
dentro del lumen alveolar coincidiendo con lo observado en el presente estudio en GM
de raton. Los resultados obtenidos en este trabajo, en asociaciébn con los de otros
autores, confrman que los monocitos-macréfagos juegan un rol importante en las 1IM
causadas por S. aureus asociado a un intento de controlar el proceso infeccioso y reparar
el dafio ocasionado en el tejido mamario.

Los linfocitos son una parte importante de la defensa inmune adaptativa contra las
M, pero el trifico de diferentes subconjuntos de linfocitos durante las fases aguda y
cronica de la mastitis por S. aureus no se ha dilucidado completamente (Gronlund y
col, 2006). La mayoria de los estudios sobre el efecto de la mastitis por S. aureus en
subpoblaciones de linfocitos se ha realizado a partir de muestras de leche y sangre y se
han centrado tanto en mastitis clinica aguda (Taylor y col, 1997; Soltys y Quinn, 1999;
Gronlund y col, 2006) como en mastitis subclinica crénica (Gronlund y col, 2006;
Shoshani y col, 2000; Riollet col, 2001; Nagahata y col, 2011). Durante las IIM
causadas por S. aureus en GM bovina se han reportado incrementos tanto de linfocitos
CD4+ como CD8+ y un predominio de este ultimo tipo de células cuando la infeccion
se establece, sugiriendo un importante rol de los linfocitos CD8+ en la mastitis cronica
causada por S. aureus (Riollet y col., 2001; Rivas y col., 2002; Gronlund y col., 2006).

En nuestro estudio el nimero de linfocitos CD4+ y CD8+ asi como el de
linfocitos B CD79+ cuantificados a partir de tejido mamario inoculado con las cepas A
y B de S. aureus fue significativamente superior al observado en los tejidos mamarios
controles inoculados con solucién fisiologica. Si bien el aumento de las subpoblaciones

de linfocitos observadas con respecto al control fue mayor a lo largo de todo el periodo
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de muestreo, este incremento fue notorio a partr de las 96 hs pi, indicando la
estimulacion de la respuesta inmune adaptativa del hospedador por parte de ambas
cepas evaluadas.

Cabe destacar que los trabajos realizados en modelos murinos de infeccion
experimental por S. aureus que reporten cambios en las subpoblaciones de linfocitos T
en el tejido mamario son escasos (Cao y col, 2012). En el presente estudio, en las GM
inoculadas con la cepa A de S. aureus a las 96 hs pi se produjo un pico en el nimero de
linfocitos tanto CD4+ como CD8+ con predommio de los linfocitos CD4+ arrojando
valores promedios de 463,64 células/mm’ contra 402,53 linfocitos CD8+/mnt. A los 11
dias pi el nimero de linfocitos CD4+ y CD8+ disminuyé alcanzando promedios de
317,35 células/mm® y 262,52 células/mm’, respectivamente. Por otra parte, en las GM
inoculadas con la cepa B de S. aureus el pico en el nimero de linfocitos CD4+ se
produjo también a las 96 hs pi, pero el nimero de linfocitos fue menor que el observado
para la cepa A (408,91 células/mm’ promedio) y el nimero de linfocitos CD8+ fue en
promedio 365,49 células/mm’, también menor al observado para la cepa A. A los 11
dias pi el nimero de linfocitos CD4+ alcanzé un promedio de 412,38 células/mn?,
mucho mayor al observado para la cepa A y el nimero de linfocitos CD8+ promedio fue
de 351,69 células/mmz, valor también superior al observado para la cepa A. En bovinos,
Gronlund y col. (2006) demostraron cambios en las proporciones de linfocitos CD4+ y
CD8+ obtenidos a partir de leche en cuartos infectados experimentalmente con S.
aureus, reportando un aumento de la relacion CD4+:CD8+ en la fase aguda de la
infeccion y un cambio en la relacion con predominio de células CD8+ a los 22 y 26 dias
durante la fase crénica de la IIM. Sin embargo, a los 29, 33 y 36 dias pi los autores
volvieron a observar un predominio de los linfocitos CD4+. En el presente estudio, no
se observd una inversion de la relacion CD4+:CD8+ y el nimero promedio de linfocitos
CD4+ fue siempre mayor al de los linfocitos CD8+ tanto en las GM inoculadas con la
cepa A como con la cepa B de S. aureus durante todo el proceso infeccioso. Por otra
parte, Riollet y col. (2001), en coincidencia con los hallazgos de Gronlund y col. (2006)
observaron un reclutamiento mayor de linfocitos CD8+ en comparacion con linfocitos
CD4+ en leche procedente de vacas infectadas cronicamente por S. aureus, siendo mas
pronunciados estos tipos de linfocitos a los 5 dias pi Posiblemente la discordancia entre
nuestros resultados y los hallados por Riollet y col. (2001) y Gronlund y col. (2006) se
deban a que los trabajos de estos autores se realizaron a partir de leche bovina y con

otros métodos de marcacion de células, ademias como hemos mencionado
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anteriormente, los leucocitos que se encuentran en el tejido mamario difieren de los de
la leche y posiblemente jueguen roles diferentes en la respuesta inmune de la GM contra
los patdgenos.

Estd claro que en la mastitis bovina las variaciones de los leucocitos observadas
en diferentes etapas de la lactancia sugieren que los mecanismos defensivos dependen
en gran medida de las respuestas de la inmunidad mediada por los linfocitos T; esto ha
sidlo documentado en estudios que indican que las vacas que presentan relaciones
CD4:CD8 menores de 1.0 en ambos sistemas, sangre periférica y secreciones mamarias,
son animales significativamente mds susceptibles a la mastitis (Park y col., 2004).

En nuestro estudio, el aumento en el nimero de linfocitos CD4+ para ambas cepas
evaluadas fue gradual a partir de las 6 hs hasta alcanzar un pico a las 96 hs pi Estos
hallazgos se condicen con los de Cao y col (2012) que observaron un aumento
significativo en el nimero de linfocitos CD4+ a las 72 hs pi de S. aureus en GM de
ratones lactantes. En nuestro estudio, a las 96 hs pi el mayor nimero de linfocitos CD4+
se observd en las GM inoculadas con la cepa A de S. aureus difiriendo en forma
significativa con el nimero cuantificado para la cepa B y controles. En los siguientes
periodos (120 hs y 168 hs pi) se observd una disminuciéon marcada del nimero de
linfocitos CD4+ para ambas cepas inoculadas, siendo el nimero de células cuantificadas
similar para las cepas A y B. En los dltimos periodos evaluados (216 hs y 264 hs pi) el
nimero de linfocitos CD4+ aumenté considerablemente en las GM inoculadas con la
cepa B, mostrando diferencias significativas con respecto a las GM inoculadas con la
cepa A y con solucion fisiologica. En estos ultimos periodos evaluados, el nimero de
linfocitos CD4+ observado en las GM inoculadas con la cepa B alcanzd valores
promedios superiores a los observados a las 96 hs pi, periodo en el cual se produjo el
pico de células, mostrando una respuesta inmune de memoria efectiva.

En relacién a los linfocitos CD8+, el aumento en el nimero de células para ambas
cepas evaluadas fue gradual a partir de las 6 hs hasta alcanzar un pico a las 96 hs pi. En
este periodo, al igual que lo observado para los linfocitos CD4+, el mayor nimero de
linfocitos CD8+ se observd en las GM inoculadas con la cepa A de S. aureus difiriendo
en forma significativa con el nimero cuantificado para la cepa B y controles. Si bien el
aumento de ambas poblaciones de linfocitos se observd a partir de las 6 hs pi y fue
constante hasta las 96 hs pi, posiblemente la respuesta observada sea una consecuencia
del entorno inflamatorio desencadenado por la respuesta inmune innata que hace que los

linfocitos virgenes que en condiciones fisiologicas circulan a través de la GM sean
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atraidos y retenidos en el sitio de infeccion por el efecto de las quimioquinas
caracteristicos de este tipo de respuesta.

A las 120 hs pi el nimero de linfocitos CD8+ disminuyé en forma similar para
ambas cepas evaluadas y en los tres ultimos periodos (168, 216 y 264 hs pi) el ndmero
de linfocitos CD8+ aumenté considerablemente en las GM inoculadas con la cepa B,
mostrando diferencias con respecto a las GM inoculadas con la cepa A y con solucién
fisiologica. Si bien en estos ultimos periodos el nimero de linfocitos CD8+ aumentd
considerablemente para la cepa B, su nimero promedio no alcanzd a superar el del pico
observado a las 96 hs pi. El aumento global en el nimero de linfocitos CD8+ observado
para ambas cepas evaluadas a lo largo del periodo de muestreo, coincide con lo
reportado por otros autores en leche proveniente de bovinos con infecciones cronicas
por S. aureus (Gronlund y col., 2006; Nagahata y col, 2011).

Con respecto a los tejidos controles inoculados con solucidon fisiologica, el
nimero de linfocitos CD4+ y CD8+ en este grupo de muestreo fue menor al observado
en las GM inoculadas las cepas A y B de S. aureus manteniendo nimeros similares en
todos los periodos evaluados. Si bien no se han reportado trabajos en GM de ratén que
muestren la distribucién de linfocitos CD4+ y CD8+, en GM bovina, Yamaguchi y col.
(1999), estudiaron tejidos proveniente de vacas sanas y observaron que  las
subpoblaciones de linfocitos CD8+ fueron mas altas que los de linfocitos CD4+ y que
estos Ultimos se localizaban principalmente en los tejidos conectivos interalveolares,
mientras que las células CD8+ se encontraban en estrecha proximidad con el epitelio
mamario. En nuestro estudio ambos tipos de linfocitos se localizaron en el tejido
conectivo interalveolar en estrecha asociacion con el epitelio que reviste los alvéolos y
conductos mamarios.

En el presente estudio, para la identificacion de linfocitos B in situ, se utilizd un
anticuerpo monoclonal anti CD79. El CD79 es requerido, en cooperacion con CD79b,
para la iniciacion de la cascada de transduccion de sefiales activadas por la unién del
antigeno al complejo receptor de antigeno de células B (BCR) que conduce a la
internalizacion del complejo, el trifico a los endosomas tardios y la presentacion de
antigenos. También se requiere para la expresion de BCR en la superficie y para la
diferenciacion eficiente de pro y pre-linfocitos B. En la bibliografia no se han
encontrado estudios en los cuales se utilice este anticuerpo para deteccion de linfocitos
B por THQ en tejido mamario murino. Si se ha reportado su uso en tejidos humanos para

expresar un amplio rango de maduracion de linfocitos B, desde las células mds
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inmaduras a las células plasmiticas (Chu y col., 1999; Bachi y col, 1999; Chu y col
2000; Knowles y col., 2001; Waarnker y col, 2001).

Un mecanismo utilizado por el sistema inmune para aumentar la fagocitosis y la
muerte de los microorganismos infecciosos es la produccion de anticuerpos especificos
a niveles suficientes en el sitio de infeccion (Leitner y col., 2000). Como S. aureus
puede invadir y sobrevivir intracelularmente, una estimulacion preferencial de las
células B, que sugiere el desarrollo de una respuesta humoral, puede no ser suficiente
para eliminar las bacterias intracelulares, lo que podria explicar la persistencia de la
infeccion (Welhnitz y col, 2012). Estudios previos han reportado aumentos en la
proporcién de linfocitos B en sangre de bovinos con mastitis subclinica cronica
(Gronlund 'y col., 2006).

Leitner y col. (2003), utilizando un anticuerpo diferente al empleado en este
estudio para linfocitos B (anti CD21) observaron un aumento en el nimero de este tipo
de linfocitos en tejidos mamarios provenientes de bovinos con IIM crénicas. Asimismo
en la zona cortical de los ganglios linfiticos mamarios regionales observaron marcacion
intensa de los linfocitos B en los foliculos secundarios. Estos resultados concuerdan con
los observados en este estudio donde se observd una gran densidad de linfocitos B
inmunomarcados distribuidos principalmente en la zona externa (corteza) del nddulo
linfoide mamario.

La dindmica del afluyjo de linfocitos B a la GM luego de la inoculacion de las
cepas A y B de S. aureus fue diferente para ambas cepas evaluadas. Si bien el niimero
de linfocitos B aumentd gradualmente desde las 6 hs pi para ambas cepas, se observaron
diferencias entre las mismas, ya que en las GM inoculadas con la cepa A el nimero de
linfocitos B alcanzd un pico a las 96 hs pi para descender en forma paulatina hasta
alcanzar valores significativamente inferiores a los de la cepa B en los dltimos periodos
de muestreo (118, 216 y 264 hs pi). Por su parte, la cepa B, estimuld el afluyjo de
linfocitos B a la GM en forma mds rdpida que la cepa A hasta las 72 hs pi, pero no
alcanz6 el pico observado con la cepa A a las 96 hs pi, sino que el nimero de linfocitos
continué incrementdndose a lo largo de todo el periodo de muestreo hasta alcanzar los
maximos valores a las 264 hs pi. Si bien ambas cepas estimularon el aflyjo de linfocitos
B a la GM de ratén, la cepa B demostré el desarrollo de una respuesta inmune humoral
mis evidente y sostenida a lo largo del periodo de muestreo. No se han reportado
trabajos que cuantifiquen linfocitos B en GM de ratén luego de la infeccion IM por S.

aureus. Sin embargo, en IIM crénicas por S. aureus en GM bovina se han reportado
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nimeros elevados de linfocitos B, coincidiendo con los resultados de este trabajo
(Riollet y col., 2001; Gronlund y col., 2006).

Las dindmicas de las poblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+ y de los linfocitos B
observadas en las GM inoculadas con las cepas A y B de S. aureus, en general, se
encontraron relacionadas, observindose un aumento evidente en las tres poblaciones
celulares hasta las 96 hs pi y una disminucién marcada entre las 120 y 168 hs pi, para
alcanzar nuevamente ndmeros elevados de células, s6lo en las GM inoculadas con la
cepa B, a las 216 y 264 hs pi. Estos resultados indican que ambas cepas fueron capaces
de inducir en el hospedador una respuesta inmune adaptativa contra el patégeno en el
sitio de inoculaciéon. La infeccion por la cepa A fue controlada mis efectivamente que la
ocasionada por la cepa B, estableciéndose un mayor reclutamiento de células inmunes
(monocitos-macréfagos, linfocitos T y B) a la GM hasta las 96 hs pi logrdndose una
menor progresion del proceso infeccioso, demostrado por el menor nimero de bacterias
recuperadas de la GM al final del ensayo, lo cual se produjo a expensas de un mayor
dafio tisular que el ocasionado por la cepa B. Por otra parte, la infeccion por la cepa B
fue menos efectivamente controlada, aunque se estableci6 un alto aflujo de células
mnmunes a la GM durante las primeras 96 hs pi (principalmente linfocitos CD4+ y
CD8+), el nimero de monocitos-macréfagos y de linfocitos B fue inferior al observado
para la cepa A en este mismo periodo. Si bien en los tres ultimos periodos evaluados
(118, 216 y 264 hs pi) el aflujo de células inmunes a la GM estimuladas por la cepa B
(monocitos-macréfagos, linfocitos T y B) se incrementd notablemente, éste no fue
eficiente en el control de Ila infeccion a juzgar por el alto nimero de UFC/ml
recuperadas de la GM en estos periodos.

Como hemos mencionado anteriormente, en el presente trabajo, hemos observado
un aumento gradual en el nimero de linfocitos T y B a partir de las 6 hs pi y hasta las 96
hs pi que posiblemente sea una consecuencia del entorno inflamatorio desencadenado
por la respuesta inmune innata que hace que los linfocitos virgenes que en condiciones
fisiologicas circulan a través de la GM sean atraidos y retenidos en el sitio de infeccion
por el efecto de las quimioquinas caracteristicos de este tipo de respuesta. Por lo tanto,
en el presente trabajo, hasta las 96 hs pi no es posible discriminar entre una respuesta
inmune adaptativa conformada por células especificas y efectoras o por células
colaboradoras activadas. Se necesitan futuros estudios que permitan analizar la

especificidad de las poblaciones celulares evaluadas.
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El hallazgo principal de este estudio, a partir de la evaluaciéon de los componentes
celulares de la respuesta inmune innata y adaptativa, es que la respuesta inmune del
hospedador fue diferente para cada cepa de S. aureus evaluada, observindose en general
una mayor y mds efectiva respuesta inicial para la cepa A con respecto a la B y
posteriormente una segunda respuesta celular, estimulada principalmente por la cepa B
y posiblemente debida a la reagudizacion del proceso infeccioso, que no fue efectiva

para controlar la infeccion.
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Las diferentes intensidades en la capacidad para producir hemolisinas y formar biofilm
en los aislados de S. aureus procedentes de IIM clinicas y subclinicas no se asociaron
con el tipo de infeccion establecida en la GM, variando ampliamente entre las cepas
estudiadas.

Existe una elevada diversidad genética entre los aislados de S. aureus procedentes de
[IM clinicas y subclinicas, dada la agrupaciéon de los mismos en diferentes pulsotipos.
La baja resistencia a penicilina y ausencia de multi-resistencia de las cepas de S. aureus
analizadas no estuvo asociada con el tipo de infeccion establecida en la GM. La
totalidad de las cepas resistentes mostraron capacidad de producir B-lactamasa y
portaron el gen blaZ.

La prevalencia de los genes codificantes de proteinas asociadas a adherencia celular y
formacion de biofilm fue elevada entre aislados de S. aureus procedentes de IIM clinicas
y subclinicas y todos los aislados mostraron poseer al menos uno de los genes que
codifican para proteinas de unién a fibrindgeno, fibronectina y formacién de biofilm.
Los porcentajes de internalizacion al epitelo mamario no se asociaron con la
manifestacion clinica de las IIM.

No se encontr6 relacion entre los niveles de expresion de genes de adherencia y
formacion de biofilm, con los porcentajes de internalizacion para cada aislado.

La expresion relativa de los genes codificantes de adhesinas y proteinas asociadas a
biofilm fue significativamente superior al control en bacterias internalizadas y en
bacterias no internalizadas fue moderada o sin diferencia con respecto al control. La
expresion de estos genes se encontré principalmente ligada a cada aislado de S. aureus,
sin mostrar relacion con las caracteristicas de la IIM producida (clinica o subclinica).

Las velocidades de crecimiento en cultivo se asociaron con las caracteristicas de la IIM
producida, observindose tiempos de duplicacion bacteriana mis cortos en las cepas
procedentes de I1IM clinicas en relacidon a las procedentes de IIM subclinicas.

La cepa A de S. aureus fue capaz de inducir un dafio severo y extenso al tejido mamario
causando un proceso inflamatorio agudo; asimismo fue capaz de desencadenar una
respuesta inflamatoria efectiva que logré disminuir el ndmero de bacterias de la GM lo
cual ocurri6 a expensas de la integridad del tejido. La cepa B, indujo un proceso
inflamatorio crénico con dreas de dafio focalizadas y si bien logré6 desencadenar una

respuesta inflamatoria la misma no logré controlar el proceso infeccioso, demostrado
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por el alto nimero de bacterias recuperadas de la GM hasta el dia 11 post infeccion.
Ambas cepas reflejaron el comportamiento clinico observado en el bovino.

El nimero de monocitos-macréfagos, linfocitos CD4+ y CD8+ asi como el de linfocitos
B CD79+ cuantificados a partir de tejido mamario inoculado con las cepas A 'y B de S.
aureus fue significativamente superior al observado en los tejidos mamarios controles a
lo largo de todo el periodo de muestreo, indicando la estimulacion de la respuesta
inmune innata y adaptativa del hospedador por parte de ambas cepas evaluadas.

La cepa A, en comparacién con la B, estimuld un mayor reclutamiento de monocitos-
macréfagos, linfocitos T y B a la GM hasta las 96 horas pi, lo cual logré controlar el
proceso infeccioso, demostrado por el menor nimero de bacterias recuperadas de la GM
al final del ensayo, aunque esta respuesta se produjo a expensas de un mayor dafio al
tejido mamario que el ocasionado por la cepa B. La cepa B, aunque logré un alto aflyjo
de células inmunes a la GM durante las primeras 96 horas pi (principalmente linfocitos
CD4+ y CD8+), el nimero de monocitos-macrofagos y de linfocitos B fue inferior al
observado para la cepa A en este mismo periodo. Si bien a las 118, 216 y 264 horas pi,
el aflujo de monocitos-macréfagos, linfocitos T y B a la GM estimuladas por la cepa B
se incrementd notablemente, éste no fue eficiente en el control de la infeccion a juzgar
por el alto nimero de UFC/ml recuperadas de la GM en estos periodos.

La respuesta inmune del hospedador fue diferente para cada cepa de S. aureus evaluada,
observandose en general una mayor y mds efectiva respuesta inicial para la cepa A con
respecto a la B. Posteriormente una segunda respuesta celular, estimulada
principalmente por la cepa B y posiblemente debida a la reagudizacion del proceso

infeccioso, que no fue efectiva para controlar la infeccion.
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Anexo I: Medios de cultivo y soluciones

Aislamiento:

Caldo tripteina soya (Britania): tripteina 1,7% P/V; peptona de soya 0,3% P/V; NaCl
0,5% P/V; Ko;HPO4 0,25% P/V; glucosa 0,25% P/V (pH 7,3 £ 0,2). Se esterilizé el
medio en autoclave 20 minutos a 15 psi (1,05 Kg/cm2)

Agar tripteina soya (Britania): tripteina 1,5% P/V; peptona de soya 0,5% P/V; NaCl
0,5% P/V; agar 1,5% P/V (pH 7,3 £ 0,2). Se esterilizé en autoclave 20 minutos a
15 psi. Nota: Si se pesa exacto no es necesario ajustar el pH del medio

Agar Salado: Agar Base, NaCl 2,5% % (p/v)

Caracterizacion Fenotipica:

Agar manitol salado (AMS): extracto de carne 0,1% P/V; pluripeptona 1% P/V; d-
manitol 1%P/V; NaCl 7,5% P/V; agar 1,5% P/V; rojo fenol 0,0025% P/V (pH 7,4
+ 0,2). Se autoclavé 20 min a 15 psi. Nota: Si se pesa exacto no es necesario
ajustar el pH del medio.
Agar sangre: Agar Base (tripteina 1,5% P/V; peptona de soya 0,5% P/V; NaCl 0,5%
P/V; agar 1,5% P/V (pH 7,3 £0,2). Se esterilizd en autoclave 20 minutos a 15
psi. Luego a los 55° del Agar base se le afiade Sangre bovina 5 % (V/v).

Prueba de Voges-Proskauer
e Reactivo A: a-naftol 5 g; etanol absoluto 100 ml.
e Reactivo B: NaOH 40 g, agua destilada, 100 ml
e Medio de cultivo: Peptona 7g/litro; D (+) Glucosa 5g/litro; K,PO, Sg/litro; agua
destilada 100ml. Se disuelven completamente en agua destilada. Se distribuye en
tubos de 3ml, se esteriliza en autoclave (15min al21°C). Valor del ph del medio
de cultivo listo para su uso, a 37°C; 6,9+/- 0,1.

Ensayo en placa para producciéon de biofilm: Caldo tripteina soya; CTS con 1%

glucosa; buffer fosfato salino (PBS; pH 7,2); cristal violeta 2% ; soluciéon de
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etanol  95%; placas de poliestireno de 96 pocilos de fondo plano (GBO);
espectrofotémetro (SPECTROstar ™"° BMG LABTECH).

Caracterizacion molecular:

Extraccion de ADN genémico:

e Tris-HCl 10 mM (pH 8): Tris base 12,1% P/V. Se autoclavé 20 minutos a 15 psi
Nota: El pH se ajusté con HCI concentrado.

e Lisozima: 2,5% P/V. Nota: Se llevé a volumen final con agua Milli-Q estéril

e Buffer de lisis (pH 8): Tris-HC1 50 mM; 1% P/V SDS; 100 mM EDTA. Se
autoclavé 20 minutos a 15 psi. Nota: El pH se ajusté con HCI concentrado

e Proteinasa K: 2% P/V. Nota: Se llevé a volumen final con agua Milli-Q estéril

e Fenol - Cloroformo: Se realiz6 una mezcla 1:1

e Cloroformo - Alcohol Isoamilico: Se realiz6 una mezcla 24:1

e Etanol: 70% V/V; 95% V/V. Nota: Se llevd a volumen final con agua Milli-Q
estéril

e NaCl 5M: Se autoclavé 20 minutos a 15 psi (1,05 Kg/cm?2)

Cuantificacion de ADN:
e Espectrofotometro UV/VIS Lambda 20 (Perkin Elmer)

e (Cubeta para espectrofotometro de cuarzo (Sigma Aldrich)

Amplificacion de un fragmento especifico de Staphylococcus aureus por PCR:
e dNTP 25 mM: Mezcla equimolar de dGTP, dTTP, dATP, dCTP (Productos Bio-
Logicos)
e MgCI2 25 mM (Productos Bio-Logicos)
e Oligonucle6tidos 10 uM (Invitrogen)
e Buffer 5X con MgCI2 7,5 mM (Promega)
e Taq pol SU (Promega)
e Agua Milli-Q estéril. Nota: Se autoclavé 20 minutos a 15 psi

Electroforesis en geles de agarosa:
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e Buffer TAE (Tris-Acetato-EDTA) 50X: Tris base 2 M, EDTA (pH 8) 50 mM,
acido acético 5,71%V/V

e Buffer TAE 1X: Se prepar6 a partir de una dilucion 1/50 de TAE 50X

e Bromuro de Etidio: 1% P/V (Biodynamics)

e Agarosa: 1% P/V; 2% P/V; 3%. Nota: Se llevd a volumen final con buffer TAE
1X

Tipificacion molecular mediante electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE):

e Buffer PIV: NaCl 1 M; Tris-HCI (pH 8) 10 mM. Se autoclavé 20 minutos a 15
psi.

e Agarosa de bajo punto de fusion (LMA): 1,5% P/V (Bio Rad). Nota: Se llevd a
volumen final con buffer PIV.

e Buffer EC: Tris-HCl1 (pH 8) 6 mM; NaCl 1 M; EDTA (pH 8) 100 mM;
Deoxicolato de sodio 0,2%; laurilsarcosina de sodio 0,5%; Brij-58 0,5%. Se
autoclavé 20 min. a 15 psi.

e Buffer EC-Lisis: Buffr EC 1X; ARNasa A Spg/ml; Lisozima 100ug/mL;
Lisostafina 10pg/mL.

e Buffer ES: EDTA (pH 9) 0,5 M; Laurilsarcosina de sodio 0,5% P/V. Se autoclavo
20 min. a 15 psi.

e Buffer ES-P: Buffer ES 1X; Proteinasa K 0,05%P/V.

e Buffer TE: Tris-HCI (pH 7,5) 10 mM; EDTA(pH 8) 1 mM. Se autoclavé 20 min.
a 15 psi.

e Buffer Pre-Smal 1X: Tris-HCI (pH 8) 6 mM; MgCR.6H20 6mM; KCI 20 mM.
Se autoclavé 20 min. a 15 psi.

e Mezcla de restriccion: Buffer Pre-Smal 1X; 15 U/plug de Smal.

e Buffer loading 6X: Glicerol 30%V/V; Azul de bromofenol 0,25%V/V.

e Buffer TBE 10X: Tris base 890 mM; Acido Bérico 890 mM; EDTA (pH 8) 20
mM. Se autoclavé 20 min. a 15 psi.

e Buffer TBE 0,5X: Se prepar6 a partir de una dilucion 1/20 del TBE 10X.

e Espectrofotometro UV/VIS Lambda 20 (Perkin Elmer).

e (Cubeta para espectrofotometro de plastico (Sigma Aldrich).
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Agarosa calidad PFGE 1%P/V (BioRad). Nota: Se llevd a vol final con buffer
TBE 0,5X.

Marcador de peso molecular: Lambda Ladder PFGE Marker (New England,
BioLabs)

Bromuro de Etidio (BrEt): 1%P/V (Biodynamics).

Sistema de PFGE: CHEF DR-III (Bio-Rad).

Software para filogenia: Treecon para Windows

Evaluacion_de los niveles de expresion de genes de adherencia de S. aureus:

Ensayos de internalizacién celular:

Medio D-MEM (450 ml):

10% de Suero Fetal Bovino decomplementado: 50 ml
5 pg/ml hidrocortisona: 1 vial
5 pg/ml insulina bovina: 1 vial

Suplementado con:

Glutamina 200 mM: Concentracion final 2 mM
Gentamicina 40 pg/ml: Concentracién final 40 pg/ml
Fungizone: 1% V/V

Nota: Llevar a pH con HCI 2%

PBS 10X (1L): NaH2PO4 (Sigma) 3,53 g; Na2HPO4 (Merck x 2 H20) 25g; NaCl
(Cicarell) 85 g Para PBS 1X dilurr 1/10 esta preparacion con agua Milli-Q
estéril

Tripsina 0,25%-EDTA 0,1% (Gibco BRL)

Tritén X-100 (Amersham)

Retrotranscripcion:

Random Primers 3 pg/ul (Invitrogen): Se realizé una dilucién 1/3 con agua DEPC
hasta concentracion final 1pg/pl

dNTP 25 mM (Invitrogen): Mezcla equimolar de dATP, dTTP, dCTP y dGTP.
Enzima de retrotranscripcion M-MLV 200 U (Invitrogen)

Buffer M-MLV 5X (Invitrogen)
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e DTT 100 mM (Invitrogen)
e RNA out 400 U/ul (Invitrogen)
e Termociclador TECHNE TC-312 (Stone, Reino Unido)

Evaluacion del gen estindar interno para PCR Real Time:

Amplificacion mediante oligonucledtidos pre-seleccionados:

e Termociclador StepOne v2.1 (Applied Biosystem)

e Mezcla Real 5X (Biodynamics): Concentraciéon final 1X

e Oligonucledtidos (Invitrogen): Resuspendidos en agua Milli-Q estéril para
lograrconcentracion 40 pM. Concentraciéon final de uso: 0,4 UM

e Agua Milli-Q: Se esterilizd en autoclave durante 20 minutos a 15 psi

Curvas de crecimiento de S. aureus:

e Agar Tripteina Soya (ATS)
e (aldo Tripteina Soya (CTS)
e PBS 1X: Preparado de una soluciéon concentrada 10X con agua Milli-Q estéril
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Ensayos de internalizacion de S. aureus en células epiteliales mamarias bovinas

(MAC-T).

Tabla 1: Efecto del tamafio del indculo en los porcentajes de internalizacion de S. aureus en
células MAC-T. Los datos corresponden a un experimento representativo realizado por
triplicado. Los porcentajes de internalizacién se expresan como el niimero de UFC recuperadas

dentro de las MAC-T/nimero de UFC presentes en el inoculo infectante X 100.

Relacion bacteria: célula % internalizacion + DE

% internalizacion + DE

MAC-T MOI) CEPA 358 CEPA 61
300: 1 0,6 +0,4 0,2+0,1
200: 1 0,7+ 0,5 0,4+0,2
100: 1 2,2+0,1 4,2+0,3
50: 1 0,9+0,7 0,8+0,5
20: 1 0,6 +0,4 0,5+0,3
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Tabla 2: Origen y caracteristicas epidemioldgicas de las cepas clinicas de S. aureus

seleccionadas.
N° de Tambo
Cepas
17 San Justo, Santa

358

48

61

247

364

110

14

322
117

293

25

133

Fe
(tambo N° 5 de
Tregar)

Buenos Aires

San Justo, Santa
Fe
(tambo N° 11 de
Tregar)

Santa Fe

Cordoba

Buenos Aires

Rafaela, Santa Fe
(tambo sucesores
JC Armando)

San Justo, Santa
Fe
(tambo N° 2 de
Tregar

Rio IV, Cardoba
Freyre, Cordoba

Romage Laguna
Cordoba

Rafaela, Santa Fe
(tambo de
Williner)

Gdor. Gélvez,
Santa Fe

Rafaela, Santa Fe
(tambo de
Williner)

San Justo, Santa
Fe (tambo N° 7
de Tregar

Prevalencia

62%

<10%

7%

62%

17%

4%

62%

<10%

<10%

70%

RCS

525.000cél/
ml

350.000
cél/ml

279.000cél/
ml

591.000
cél/ml

450.000
cél/ml

395.000
cél/ml

591.000
cél/ml

350.000
cél/ml

350.000

cél/ml

591.000
cél/ml

Datos adicionales

Elevada difusion en el rodeo. Se aisld el mismo
microorganismo con idéntico pulsotipo al PFGE a partir de 3
muestras al azar tomadas el mismo dia en diferentes animales
con signos de la enfermedad
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Tabla 3: Origen y caracteristicas epidemioldgicas de las cepas subclinicas de S.

aureus seleccionadas.

N° de Tambo Prevalencia RCS Datos adicionales
Cepas
1595 Roca, 18 % 450.500 Muestras  pre y  post-tratamiento con  antibidticos
Santa Fe cél/ml (enrofloxacina) dieron positivas a S. aureus y el mismo
pulsotipo al PFGE. Se aislo 3 veces consecutivas del mismo
cuarto mamario en un periodo de 6 meses.
316 Santa Fe 1-3 % 400.000 Proviene de un animal inmunizado con una mezcla de proteinas
(Tambo EEA cél/ml recombinantes de S. aureus. Se detect6 a los 15 dias post parto
Rafaela y se aislo del mismo cuarto mamario hasta el final de la
INTA) lactancia.
5128 Santa Fe 1-3 % 400.000 Proviene de un animal inmunizado con lisado de S. aureus. Se
(Tambo EEA cél/ml detectd 2 meses postparto en cuarto PD y a los 6 meses en
Rafaela cuartos AD y PI. Los 3 cuartos se mantuvieron infectadas hasta
INTA) el fin de la lactancia presentando idéntico pulsotipo al PFGE.
5011 Santa Fe 1-3 % 400.000 Se detecto a los 2 meses post parto y se mantuvo hasta el final
(Tambo EEA cel/ml de la lactancia en el mismo cuarto mamario.
Rafaela
INTA)
1570 Roca, 20 % 470.000 Muestras  pre y  post-tratamiento  con  antibioticos
Santa Fe cél/ml (enrofloxacina) dieron positivas a S. aureus y el mismo
pulsotipo al PFGE. Se aislo 3 veces consecutivas del mismo
cuarto mamario en un periodo de 6 meses.
5a San Justo, Santa 4% 395.000 Detectadas durante la lactancia en tres muestreos consecutivos.
Fe cél/ml
(tambo N° 2 de
Tregar)
5b San Justo, Santa 70 % 591.000 Detectadas durante la lactancia en tres muestreos consecutivos
Fe cél/ml cada 21 dias en un periodo de 6 meses.
(tambo N° 7 de
Tregar)
20 San Justo, Santa 62 % 525.0000 Detectadas durante la lactancia en tres muestreos consecutivos
Fe cél/ml cada 21 dias en un periodo de 6 meses.
(tambo N° 5 de
Tregar)
2 San Justo, Santa 4% 395.000 Detectadas durante la lactancia en tres muestreos consecutivos
Fe cél/ml cada 21 dias en un periodo de 6 meses.
(tambo N° 2 de
Tregar)
134 San Justo, Santa 32% 564.000 Detectadas durante la lactancia en tres muestreos consecutivos
Fe cél/ml cada 21 dias en un periodo de 6 meses.
(tambo N° 10 de
Tregar)
68 San Justo, Santa 70 % 591.000 Detectadas durante la lactancia en tres muestreos consecutivos
Fe cél/ml cada 21 dias en un periodo de 6 meses.
(tambo N° 7 de
Tregar)
40 San Justo, Santa 7 % 279.000 Detectadas durante la lactancia en tres muestreos consecutivos
Fe cél/ml cada 21 dias en un periodo de 6 meses.
(tambo N° 11 de
Tregar)
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Tabla 4: Caracteristicas generales de las cepas de S. aureus seleccionadas paralos ensayos
in vitro.

M 1M M M M 1M 1M M

Origen TIM Clinicas
Clinicas Clinicas Clinicas  Clinicas Sube Sube. Sube. Subc.
Tambo San Justo, Buenos San Justo, Santa Fe Cordoba Roca, Santa Fe Santa Fe  Santa Fe
Santa Fe Aires Santa Fe Santa Fe (Tambo (Tambo (Tambo
(tambo N° 5 de (tambo N° EEA EEA EEA
Tregar) 11 de Rafaela Rafaela Rafaela
Tregar) INTA) INTA) INTA)
Prevalencia 62% <10% 7% 18 % 1-3 % 1-3 % 1-3 %
RCS 525.000cél/ml 350.000  279.000cél 450.500 400.000 400.000 400.000
cél/ml /ml cél/ml cél/ml cél/ml cél/ml
AMS. + + + + + + + + +
Hemolisinas a a afp af afp afp aff B afp
Coagulasa aF TREE S GEERE a7 A5 i a5 5
Catalasa + a7 o + + o= fir t =
VP. + + + + + + + + +
Producccion de M M F F F M M F F
Biofilm
Dendrograma A B D F1 F2 E I J K
Resistencia a la + = = -+ b & + = +
penicilina
B-lactamasa
clfA + + = = + + + + +
clfB + + & + i 45 + + +
frbA = < o i 4 ik + + +
fnbB + + - + + + + + +
icad + + + + + + + + +
icaD + + + + + + + + +
icaC + + + + + + + + +
bap - - - - - - - - -
cna i - + - - - - - 3
fib + = + + + + + + +
cap Cap8 Cap8 Cap5 Cap5 Cap5 Cap8 Cap8 Cap5 N/T
blaZ + - - g iy _ + _ &
% de internalizacion 745 1,38 2,55 4,5 1,34 2,28 1,68 2,14 7.48
en las MAC-T
Tiempo de 1943 23477 19107 - 19107 2764 2424”7 3011~ 2528”
duplicacion en cultivo
(segundos)
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Anexo III: Analisis de expresion relativa (R) de genes target en cepas de S. aureus

invasoras y no invasoras de células del epitelio mamario bovino (M AC-T)

Referencias: I= Internalizada; NI= No internalizada; REF= Gen de Referencia; TRG= Gen

target; E= Eficiencia de amplificacion; R= Expresion relativa; UP= Expresion

significativamente superior respecto a muestra control; DOWN= Expresion significativamente

mferior a la muestra control.

Gen Muestra Tipp E R F;t}é;‘;gr 95% C.L P(H1) Resultado
GyrB REF 10 1,000
CIfA I TRG 10 2662 2418 -2946 2277 -3117 0,000 103
CIfA NI TRG 10 0627 0570 -0693 0541 -0,728 0000 DOWN
CIfB I TRG 09369 3730 3271 -4254 3236 -4299 0,000 P
CIfB NI TRG 09369 1,105 0,794 -1539 0,782 -1561 0,671
FnbA I TRG 09369 42921 38638 - 47.876 32’06;‘27‘ 0,000 up
FnbA NI TRG 10 0462  0402-0532 0380 -0561 0000 DOWN
FnbB I TRG 10 37,980 36663 - 39,389 32’53?1‘ 0,000 103
FnbB NI TRG 10 4815  2880-8054  280-822 0000 103
IcaA I TRG 09995 5374 3949 -7903 3,070 -9,620 0,000 P
IcaA NI TRG 09995 0976 0,698 - 1373 0,652 - 1462 0,664
TcaD I TRG 09739 18059 15028 - 21716 1;,27 }22‘ 0,000 up
IcaD NI TRG 09739 0661 058 -0751 0570 -0,766 0,000 DOWN
Valor R y significancia estadistica calculado por software REST 2009 V2.0.13. Aislado N° 48.
Gen Muestra Ti E R Error 95% C.L P(H1) Resultado
po Fstandar o
GyrB REF 10 1,000
CIfA I TRG 1,0 3537 2571 - 5,166 2,067 - 6,157 0,000 P
CIfA NI TRG 1,0 0081 0,060 - 0,122 0,045 - 0,153 0,000 DOWN
CIfB I TRG 09369 1,828 1,323 - 2,804 0983 -3,505 0,329
CIfB NI TRG 09369 008 0062 - 0,130 0,047 -0,160 0,000 DOWN
FnbA I TRG 1,0 2848 2272 -3573 20207 -3.642 0,000 P
FnbA NI TRG 1,0 0753 0,729 - 0,778 0715 -0,793 0,000 DOWN
292947 - 253,021 -
FnbB I TRG 10 406,609 S80.770 658710 0,000 up
FnbB NI TRG 1,0 5746 3,148 - 10491 3,112 - 10,608 0,000 P
IcaA I TRG 09995 5903 3,564 - 10287 2918 - 12,114 0,000 103
IcaA NI TRG 09995 0350 0280 - 0,445 0254 - 0,486 0,000 DOWN
IcaD I TRG 09739 17352 11519 -26366 10,656 - 28325 0,000 P
IcaD NI TRG 09739 0235 0,164 - 0338 0,156 - 0354 0,172

Valor R y significancia estadistica calculado por software REST 2009 V2.0.13. Aislado N° 17.
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Gen  Muestra Tipo E R Error Estandar 95% C.L P(H1) Resultado

GyrB REF 1,0 1,000

CIfA I TRG 1,0 2,021 1,314 - 3,127 1,230 - 3,326 0,321

CIfA NI TRG 1,0 0,119 0,077 - 0,219 0,051 - 0,289 0,000 DOWN

CifB I TRG 09369 0945 0,579 - 1,549 0,546 - 1,637 0,650

CifB NI TRG 09369 1,772 0,944 - 4,182 0,593 - 5,675 0,495
62,692 - 50,734 -

FnbA I TRG 1,0 97,006 158,832 188,480 0,000 uP

FnbA NI TRG 1,0 49,436 33,391 - 85,760 2121’?7022_ 0,000 UuP

FnbB I TRG 1,0 23425 17,081 - 32,331 15984 -34391 0,000 uP

FnbB NI TRG 1,0 4,933 2,594 - 10,344 1,948 - 12,848 0,000 UuP

IcaA I TRG 09995 0,829 0,685 - 1,012 0,634 - 1,088 0,676

IcaD I TRG 09739 32296 1,466 - 7,513 1,327 - 8,216 0,000 UuP

IcaD NI TRG 09739 5,606 2,983 - 15,955 1,546 - 23,240 0,176

Valor R y significancia estadistica calculado por software REST 2009 V2.0.13. Aislado N° 61.

Gen Muestra Tipp E R Error 95% C.L P(H1) Resultado
Estandar

GyrB REF 1,0 1,000

CIfA I TRG 1,0 1,075 0479 - 2413 0,474 - 2440 0,662

CIfA NI TRG 1,0 0,583 0,278 - 1,452 0,188 - 1,908 0,336

CifB I TRG 09369 0,818 0428 - 1,567 0,409 - 1,635 0,838

CifB NI TRG 09369 0,717 0,393 - 1,474 0,285 - 1,865 0,343

FnbA 1 TRG 10 5346 4320 23981 -119023 o000  ©p
117,488

FnbA NI TRG 1,0 0,444 0,202 - 0,987 0,183 - 1,081 0,328

FnbB I TRG 1,0 29,243 14,608 - 58,767 13,874 - 61,702 0,000 uP

FnbB NI TRG 1,0 1,016 0,531 - 2,189 0,386 - 2,770 0,681

IcaA I TRG 09995 2,136 0,876 - 5,234 0,827 - 5,524 0,671

IcaA NI TRG 09995 0236 0,117 - 0,964 0,048 - 1,498 0,320

IcaD I TRG 09739 6,678 3,321 - 13,655 2,974 - 15,065 0,000 uP

IcaD NI TRG 09739 0403 0,221 - 0,936 0,137 - 1,277 0,490

Valor R y significancia estadistica calculado por software REST 2009 V2.0.13. Aislado N° 247.
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Error

Gen  Muestra Tipo E R s tandar 95% C.L P(H1) Resultado
GyrB REF 1,0 1,000
CIfA I TRG 1,0 57,880 481’133582_ 40,992 - 81,729 0,000 uP
CIfA NI TRG 1,0 0,997 0,939 - 1,058 0,931 - 1,066 0,660
CifB I TRG 09369 4918 3,321 - 7,389 2,998 - 8,100 0,000 uP
CifB NI TRG 09369 0930 0,798 - 1,087 0,764 - 1,133 0,818
70,384 - 61,566 -
FnbA I TRG 1,0 97,006 136,969 153,885 0,000 uP
FnbA NI TRG 1,0 0,963 0,811 - 1,171 0,709 - 1,316 0,673
FnbB I TRG 1,0 23,507 1%578;_ 15,059 - 36,827 0,000 uP
FnbB NI TRG 1,0 0,618 0,551 - 0,698 0,512 - 0,746 0,159
IcaA I TRG 09995 11,080 6,734 - 19,168 5,522 - 22,547 0,000 uP
IcaA NI TRG 09995 1,206 0,974 - 1,556 0,817 - 1,802 0,491
56,725 - 54,763 -
IcaD I TRG 09739 88,982 139,840 144,659 0,000 uP
IcaD NI TRG 09739 1,523 1,227 - 1,895 1,185 - 1,960 0,000 UuP
Valor R y significancia estadistica calculado por software REST 2009 V2.0.13. Aislado N° 358.
Gen Muestra Ti E R Error 95% C.L P(HI) Resultado
po Esténdar c
GyrB REF 1,0 1,000
18,010 - 15,457 -
1fA i i
C I TRG 1,0 21,706 26,983 30,748 0,000 uP
CIfA NI TRG 1,0 0,327 0,276 - 0,399 0,237 - 0,455 0,171
CifB I TRG 09369 1,313 1,258 - 1,372 1,233 - 1,398 0,157
CifB NI TRG 09369 0,646 0,612 - 0,682 0,600 - 0,695 0,150
40,258 - 36,776 -
FnbA I TRG 1,0 56,298 79,639 86,458 0,000 uP
FnbA NI TRG 1,0 0,708 0,506 - 0,993 0,494 - 1,017 0,492
14914 - 14,540 -
FnbB I TRG 1,0 17,753 21153 21,682 0,000 uP
FnbB NI TRG 1,0 0,342 0,288 - 0,411 0,263 - 0,447 0,000 DOWN
IcaA I TRG  0,9995 1,814 1,478 - 2243 1,371 - 2,405 0,157
IcaA NI TRG 09995 0,343 0,314 - 0,376 0,312 - 0,377 0,000 DOWN
IcaD I TRG 09739 4,236 3,595 - 5,023 3,367 - 5,338 0,000 uP
IcaD NI TRG 09739 0,138 0,118 - 0,165 0,107 - 0,181 0,000 DOWN

Valor R y significancia

1595.

estadistica calculado por software REST 2009 V2.0.13. Aislado N°
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Gen  Muestra Tipo E R Error Estandar 95% C.L P(H1) Resultado
GyrB REF 1,0 1,000
CIfA 1 TRG 1,0 1,094 0,939 - 1,299 0,837 - 1,438 0,490
CIfA NI TRG 1,0 0,176 0,113 - 0,286 0,095 - 0,332 0,000 DOWN
CIfB I TRG 09369 1,166 0,868 - 1,569 0,835 - 1,628 0,827
CIfB NI TRG 09369 20,730 15,427 - 27,857 15,324 - 28,044 0,000 P
FnbA I TRG 1,0 5,426 4,039 - 7,329 3,802 - 7,756 0,000 upP
FnbA NI TRG 1,0 83,720 6121’2’2%9 6121’5’6566 6 0,000 P
FnbB 1 TRG 1,0 1,064 1,006 - 1,129 0,967 - 1,173 0,491
FnbB NI TRG 1,0 6,600 4,014 - 11,230 3417 - 12,871 0,000 P
IcaA I TRG 09995 1,205 0,537 - 2,748 0,483 - 3,021 1,000
IcaA NI TRG 09995 3,261 2,613 - 4,070 2,609 - 4,076 0,000 P
IcaD I TRG 09739 2821 2,256 - 3,544 2,124 -3751 0,000 P
IcaD NI TRG 09739 3,810 2,293 - 6,550 1,952 - 7,507 0,000 P
Valor R y significancia estadistica calculado por software REST 2009 V2.0.13. Aislado N°
5128.
Gen Muestra Tipp E R Error 95% C.L P(H1) Resultado
Estandar
GyrB REF 1,0 1,000
CIfA I TRG 1,0 81,572 78,509 - 84,756 78,290 - 84,992 0,000 upP
CIfA NI TRG 1,0 4,976 3,592 - 6,894 3,582 - 6,913 0,170
CIfB I TRG 09369 30890 19573 - 48,778 19,198 -49,710 0,000 P
CIfB NI TRG 09369 3,934 3,840 - 4,031 3,807 - 4,066 0,000 P
71,755 43,707 - 32,035 - 0,000 upP
FubA I TRG 10 131,802 166,069
FnbA NI TRG 1,0 0,690 0,404 - 1,197 0,364 - 1,316 0,830
R T R L
FnbB NI TRG 1,0 3,095 2478 - 3,867 2,450 - 3,910 0,000 P
IcaA I TRG 00,9995 5,774 4,988 - 6,689 4,876 - 6,838 0,000 upP
IcaA NI TRG 09995 0,198 0,038 - 1,064 0,034 - 1,170 0,510
192,661 171,747 - 170,844 - 0,000 P
IcaD I TRG 09739 216.132 217.267
IcaD NI TRG 09739 5,293 4,671 - 5,998 4,646 - 6,030 0,000 P

Valor R y significancia

5011.

estadistica calculado por software REST 2009 V2.0.13. Aislado N°
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Gen  Muestra Tipo E R Error Estandar 95% C.L P(H1) Resultado
GyrB REF 1,0 1,000

CIfA I TRG 1,0 2,454 2,312 - 2,605 2,286 - 2,634 0,000 [0
CIfA NI TRG 1,0 0,105 0,085 - 0,129 0,084 - 0,130 0,000 DOWN
CIifB I TRG 09369 16,718 13,868 - 20,476 12,458 - 22,535 0,000 [0
CIfB NI TRG 09369 0,073 0,050 - 0,112 0,042 - 0,128 0,000 DOWN
FnbA 1 TRG 1,0 18,700 11,730 - 31,651 9,430 - 37,722 0,000 UP
FnbA NI TRG 1,0 0,072 0,053 - 0,102 0,043 - 0,121 0,000 DOWN
FnbB I TRG 1,0 11,043 8,992 - 13,570 8,792 - 13,872 0,000 UP
FnbB NI TRG 1,0 0,026 0,017 - 0,040 0,017 - 0,041 0,000 DOWN
IcaA I TRG 09995 13215 10,873 - 16,084 10,540 - 16,575 0,000 uP
IcaA NI TRG 09995 1,167 0,961 - 1,418 0,959 - 1,422 0,661

IcaD I TRG 09739 28457 13,380 - 63,498 11,027 - 74,443 0,000 uP
IcaD NI TRG 09739 1,302 0,603 - 2,812 0,595 - 2,851 0,661

Valor R y significancia estadistica calculado por software REST 2009 V2.0.13. Aislado N° 316.

Pereyra - 241



