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Resumen

RESUMEN

La mastitis bovina es una importante enfermedad que sufre el ganado lechero. Es la
responsable de grandes pérdidas econdmicas en los productores y la industria lactea, una de
las principales actividades econdmicas de Argentina. El Streptococcus uberis es un
patégeno ambiental que no logra ser controlado con las medidas establecidas por los
organismos internacionales y nacionales. La alta incidencia de este patégeno tanto en
Argentina como en otros paises del mundo y la falta de eficacia en las terapias antibidticas
en periodos de mayor incidencia, enfoca el problema en la busqueda de una terapia
alternativa, tendiendo al menor uso de antibifticos como son las terapias
inmunoprofilacticas. En la actualidad no existe una vacuna en el mercado. Los resultados
experimentales obtenidos hasta el momento con vacunas vivas, muertas y extracto de
proteinas o proteinas recombinantes, muestran un control parcial de la infeccién. Debido a
que S. uberis es un patégeno ambiental, el tratamiento y la prevencién de infecciones
provocadas por este microorganismo deben dirigirse a una multitud de cepas diferentes.
Estas observaciones sefialan la necesidad de explorar los aislamientos regionales para la
eleccion de candidatos vacunales adecuados. Los resultados brindardn informacion de
importancia para mejorar las alternativas de prevencion planteadas y focalizar el problema

local.

El objetivo central de este trabajo fue desarrollar un inmundégeno especifico para la
prevencion de mastitis bovina producida por S. uberis. Para alcanzar ese objetivo, el trabajo
se dividi6 en tres etapas. En una primera instancia se analizé la variabilidad clonal de S.
uberis de aislamientos representativos de las principales cuencas lecheras del pais, asi como
la prevalencia y conservacion de los genes de virulencia (pauA y sua). La seleccion de estos
dos factores de virulencia se bas6 en el rol que poseen en la etapa inicial de la infeccion
intramamaria por S. uberis. Dos técnicas de tipificacion molecular (PFGE y RAPD-PCR)
fueron utilizadas para establecer la relaciéon genética entre los aislamientos. El andlisis
determind una gran variabilidad clonal entre los aislamientos y no logré asociar ningtin
patrén clonal a un tipo de mastitis. A pesar de la alta variabilidad clonal, los genes

estudiados se detectaron en la mayoria de los aislamientos. M4s atin, presentaron
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secuencias con alta identidad a nivel nucleotidico, tanto entre cepas regionales como con
cepas internacionales. Por lo tanto, estos resultados indicaron que tanto PauA como SUAM

serian buenos candidatos para formar parte de una vacuna a subunidades.

En la segunda etapa de este trabajo, se propuso realizar una evaluacién funcional e
inmunoldgica, en un modelo murino, de los antigenos seleccionados. Para eso, se
obtuvieron en forma recombinante, 4 fracciones de SUAM (SUAM-I1fr, SUAM-2fr,
SUAM-3fr, SUAM-4fr) y PauA (PauAr). Se demostr6 que todos los antigenos eran
inmunogénicos en ratones. Con respecto a PauAr, se mostré que era funcionalmente activa,
y los anticuerpos generados eran especificos. En cuanto a las fracciones de SUAM, se
evalué su capacidad de union a lactoferrina (LF), y respecto a los anticuerpos generados, se
analiz6 su capacidad de mediar la fagocitosis, su especificidad y su capacidad de inhibir la
adherencia a células epiteliales mamarias. Los anticuerpos anti-SUAM-1fr mostraron
mayor especificidad contra la proteina wild type, mayor interferencia en la adherencia de S.
uberis a células epiteliales mamarias y mayor capacidad opsénica respecto a las otras
fracciones. Asimismo, se observoé que SUAM-1fr y SUAM-4fr mostraron una tendencia a
unirse en mayor proporcion a la LF. En base a los resultados obtenidos en estos ensayos se

determing a la region SUAM-1fr como potencial componente de una vacuna a subunidad.

Finalmente, se evalud la respuesta humoral en vaquillonas prefiadas utilizando 2 dosis
a los 45 y 15 dias previos a la fecha probable de parto, de una formulacién conteniendo
SUAM-1fr y PauAr, con tres adyuvantes diferentes. La respuesta en sangre mostr niveles
de anticuerpos superiores a los controles en todos los grupos inmunizados. La inmunizacién
elevo los niveles de IgG, especificos. Ademads, se observd que los adyuvantes conteniendo
saponina generaron una respuesta humoral superior a los obtenidos con el adyuvante
clasico hidroxido de aluminio mas comuinmente utilizado en vacunas veterinarias. En leche,
también se obtuvieron anticuerpos especificos hacia los dos inmundgenos, y la respuesta no
mostré diferencias significativas entre los tres adyuvantes. Estos resultados demostraron
que la incorporacion de mds de un antigeno a la formulacidn, no altera la inmunogenicidad
individual de cada molécula. Ademads, indicarian que la saponina estaria potenciando la

respuesta inmune. Por otro lado, el hecho de que la inmunizacién haya inducido la
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produccion de IgG, especificas en sangre resulta alentador y permitiria sugerir que, frente a

una inflamacion, esta subclase estaria presente en leche.

Este trabajo permiti6 determinar que los dos candidatos vacunales altamente
conservados y prevalentes entre una amplia diversidad clonal de cepas de Argentina, son
capaces de generar una respuesta inmune significativa. Mds adn los resultados indicarian
una region dentro de la molécula SUAM, que cumpliria un rol importante dentro del
mecanismo patogénico propuesto. Ademads, las inmunizaciones en bovinos, con el prototipo
vacunal indicarian que ambas proteinas, formuladas con el adyuvante adecuado, son
capaces de inducir una respuesta inmune que resulta alentadora para ensayos futuros de

vacunas hacia IIM por S. uberis.



ABSTRACT

Bovine mastitis is an important disease of dairy cattle. It is responsible for great
economic losses for farmers and the dairy industry, one of the main economic activities in
Argentina. Streptococcus uberis is an environmental pathogen that fails to be controlled
with the measures laid down by international and national bodies. The high incidence of
this pathogen both in Argentina and other countries of the world and the lack of effective
antibiotic therapy during periods of increased incidence, focus the problem in the search for
an alternative therapy tending to lower use of antibiotics, such as Immunoprophylactic
therapies. Currently, there is still no vaccine on the market. The experimental results
obtained to date with live, dead and extracted or recombinant protein vaccines show partial
control of infection. Due to S. uberis is an environmental pathogen, treatment and
prevention of infections caused by this microorganism should be addressed to a multitude
of different strains. These observations indicate the need to explore regional isolates for the
choice of appropriate vaccine candidates. The results will provide important information to

improve prevention alternatives raised and targeted to the local problem.

The main objective of this work was to develop a specific immunogen for the
prevention of bovine mastitis caused by S. uberis. To achieve this objective, the work was
divided into three stages. In the first instance the clonal variability of S. uberis isolates
representative of the major milk producing areas of the country, as well as the prevalence
and conservation of virulence genes (pauA and sua) were analyzed. The selection of these
two virulence factors was based on the role they have in the initial stage of intramammary
infection with S. uberis. Two techniques of molecular subtyping (PFGE and RAPD-PCR)
were used to establish the genetic relationship between isolates. The analysis found a clonal
variability between isolates and failed to associate any clonal pattern to a type of mastitis.
Despite the high clonal variability, the studied genes were detected in most isolates and
furthermore, showed high sequence identity at the nucleotide level between both regional
and international strains. Therefore, these results indicated that both SUAM and PauA

would be good candidates for a subunit vaccine.



The second stage of this work was a functional and immunological evaluation of the
selected antigens in a murine model. Then, the following recombinant proteins were
obtained: four fractions of SUAM (SUAM-1fr, SUAM-2fr, SUAM-3fr and SUAM-4fr) and
PauA (PauAr). All this antigens were immunogenic in mice. PauAr showed to be
functionally active and induced specific antibodies. SUAM fractions were assessed for their
ability to bind to lactoferrin (LF), and anti-SUAM antibodies were studied for their ability
to mediate phagocytosis, their specificity and their ability to inhibit adherence to mammary
epithelial cells. Anti-SUAM-1fr antibodies showed more specificity against wild type
protein, more interference in adhesion of S. uberis to mammary epithelial cells and greater
opsonic activity, compared to the other fractions. Also, it was observed that SUAM-1fr and
SUAM-4fr tended to bind in greater proportion to LF. Based on the results obtained in

these tests SUAM-1fr was chosen as a potential region for a subunit vaccine.

Finally, the humoral response in pregnant heifers inoculated with 2 doses, at 45 and
15 days before the expected calving date, of a formulation containing SUAM-1fr and
PauAr, with three different adjuvants, was evaluated. The response in blood showed higher
levels of antibodies in all immunized groups compared to controls. Immunization elevated
the levels of specific IgG,. Furthermore, saponin containing adjuvants induced a stronger
humoral response than those obtained with the classic aluminum hydroxide adjuvant, most
commonly used in veterinary vaccines. In milk, specific antibodies against both
immunogens were also obtained. These results demonstrated that the incorporation of more
than one antigen to the formulation does not alter the immunogenicity of each particular
molecule, and suggest that saponin enhances the immune response. Furthermore, the fact
that immunization has induced the production of specific IgG; in blood is encouraging and

suggests that this subclass would be present in milk, in an infection scenario.

This study allowed us to determine that the two highly conserved and prevalent
vaccine candidates are able to generate a significant immune response. Furthermore, the
results indicate a region within the SUAM molecule, having an important role in the
proposed pathogenic mechanism. Bovine immunization with the vaccine prototype indicate
that both proteins, formulated with the adequate adjuvant, can generate an immune

response that is promising for future trials of vaccines to S. uberis 1IM.
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I. 1 INTRODUCCION GENERAL

I.1.1Mastitis bovina

La mastitis es una enfermedad compleja que se define como una inflamacién de la
glandula mamaria, y es una de las enfermedades mas perjudiciales de las vacas lecheras en
todo el mundo. La mastitis bovina generalmente surge como resultado de una infeccién
intramamaria (IIM) causada por microorganismos pero también puede ser ocasionada por
una lesién y, menos frecuentemente, por alergia (Menzies y col., 2001). La principal fuente
de IIM son las bacterias. Los factores que conducen a la mastitis pueden definirse como
factores predisponentes (es decir, que aumentan la susceptibilidad del hospedero, como la
edad o la funcién inmune), factores del hébitat (que facilitan la IIM como el tipo de sistema
de crianza o nutricién), factores causales (es decir, los agentes infecciosos asociados con
mastitis) y los factores que refuerzan (factores que agravan la mastitis como el sistema

inmune deprimido o la exposicidn recurrente al patégeno) (Mc Dougall y col., 2009).

La mastitis no s6lo afecta econdmicamente a los tamberos, sino también la imagen
del sector licteo, en relacidon al bienestar animal. Tiene importancia con respecto a la
calidad de la leche y sus consecuencias en la Salud Publica. Esto se debe al uso inadecuado
de antimicrobianos que acarrean la aparicion de residuos en la leche y de bacterias

resistentes (De Vliegher y col., 2012).
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Figura.l. Mastitis bovina, glindula mamaria de un animal padeciendo infeccién
intramamaria, se pueden observar algunos sintomas, como edematizacién y
enrojecimiento. Tomado de
http://webtest.altagenetics.com/colombia/DairyBasics/Details/3015_Como-se-

desarrolla-la-mastitis-en-la-ubre.html

[.1.2 Susceptibilidad a infecciones intramamarias

Varios factores influyen en la susceptibilidad a infecciones en el ganado lechero,
estas pueden ser de origen fisioldgico, genético, del patégeno, asi como del medio

ambiente.

Edad de los animales, se ha demostrado en IIM por S. aureus y E. coli que la
frecuencia de aparicion de la mastitis aumenta con la edad de los animales, siendo la mds
alta a los 7 afios de edad (Tiwari y col., 2013). Esto puede ser debido a un aumento de la
respuesta celular a la IIM o debido a dafios en el tejido de la ubre resultante de una
infeccién primaria. Una mayor eficiencia de los mecanismos de la inmunidad innata de los
animales mds jovenes los hace menos susceptibles a la infeccién (Dulin y col., 1988). En
contraposicion a estas observaciones, la mastitis por S. uberis no tiene variacién con la edad
de los animales, aunque hay una tendencia a ser mayor en animales menores a 2 afios (Mc

Dougall y col., 2009).

Caracteristicas hereditarias de las especies bovinas, varios rasgos genéticos también
pueden tener un impacto considerable sobre la susceptibilidad del animal a la mastitis.
Estos rasgos genéticos incluyen la resistencia natural, la forma y la conformacién del
pezon, el posicionamiento de las ubres, la distancia relativa entre los pezones, la produccioén
de leche y los niveles de grasa de la leche (Tiwari y col., 2013). La seleccién genética para
maximizar la produccién de leche, en la cual se enfatiz6 durante afios, ha aumentado el
estrés metabodlico asociado a la sintesis y la secrecion de leche y existe una correlacion
negativa entre la capacidad de produccién de leche y la resistencia a la mastitis (Sordillo

2005).
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Etapa de la lactancia, la incidencia de la mastitis es mayor durante el periodo seco,
después del parto y la lactancia temprana, especialmente en las primeras 2-3 semanas
(Dufour y col., 2013, Tiwari y col., 2013), debido probablemente a un mayor estrés
oxidativo y a la reduccion de los mecanismos de defensa antioxidantes durante la lactancia
temprana (Joksimovi¢ Todorovi¢ y col., 2013). Esto se debe a que, durante la prefiez, el
estrés fisioldgico asociado a la rdpida diferenciacion del parénquima secretor, el intenso
crecimiento de la glandula mamaria y el comienzo de la sintesis de leche, estdn
acompafiados por una alta demanda de energia que incrementa los requerimientos de
oxigeno (Sordillo 2005). Esto ocasiona una sobreproducciéon de reactantes derivados del
oxigeno conocidos como especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxigen
Species), ocasionando lesion tisular en una situacion de estrés oxidativo. Durante el pre-
parto hay un desbalance entre la disponibilidad de enzimas antioxidantes y las ROS, que
resulta en un incremento del estrés oxidativo (Sordillo 2005). Un aumento en el nimero de
células somadticas (SCC, del inglés Somatic Cell Count) que son principalmente neutréfilos,
se observa en el parto e inmediatamente después del parto, que sigue siendo elevado
durante unas pocas semanas mds independientemente de la presencia o ausencia de la
infecciéon (Barkema y col., 1999). El elevado nimero de SCC alrededor del parto fue
asociado a una mayor susceptibilidad a infecciones (De Vliegher y col., 2005). La
reduccién de los mecanismos de defensa durante la prefiez se relaciona con la presencia de
hormonas asociadas al estrés, producidas en este periodo, como cortico-esteroides, cambios
en progesterona, estradiol, factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1 del inglés
Insulin-like Growth Factor), y la hormona del crecimiento, las que ocasionan una alteracién
de las funciones de los neutréfilos y linfocitos (Sordillo 2005). Ademds, una considerable
acumulaciéon de liquido se produce dentro de la gldndula mamaria, préximo al parto,
causando aumento de la presion intramamaria. Durante este periodo la glandula mamaria es
susceptible a infecciones, en parte debido a la dilatacién del canal del pezén y las fugas de

secreciones mamarias (Sordillo y col., 2002).

Maquinas Ordeinadoras, los factores tales como malos hdbitos de ordefie de los
tamberos y las fallas en las mdquinas de ordefie, favorecen la entrada de los patégenos a la

gldndula mamaria, que pueden ocasionar IIM. Durante el empleo de maquinas para ordefiar
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se produce vacio y una presion adecuada sobre el pezon, que puede conducir a una lesion si

esas presiones no son controladas (mayor a 50 KPa) (Sordillo 2005, Tiwari y col., 2013).

Nutricidén, la calidad y el plan de nutricion es un factor importante que influye en la
manifestacion clinica de la mastitis en vaquillonas y vacas (Tiwari y col., 2013). Mantener
un balance adecuado de proteina y energia se relaciona con animales saludables, a expensas
de un sistema inmunolégico funcional (Heinrichs y col., 2009). Los requerimientos de
vitaminas y minerales en vaquillonas lecheras estan influenciados por la tasa de crecimiento

y el peso corporal en relacion al tamafio.

El selenio y la vitamina E mejoran la actividad fagocitica y se han asociado con una
disminucion del riesgo de mastitis clinica (Zigo y col., 2014). Ambos mejoran la funcién de
los neutréfilos, asi como su propiedad fagocitica después del parto (Hogan y col., 1990,
Hogan y col., 1992). La vitamina E se combina a menudo con el selenio, que actia como
un anti-oxidante mediante la prevencion de estrés oxidativo (Weiss y col., 1990). El cobre
tiene funciones antioxidantes y puede reducir la mastitis clinica en vaquillonas. El zinc y el
cobre también contribuyen a la salud de la glindula mamaria mediante la promocién de la
reparacion celular, cicatrizacién de heridas, reduccién de SCC y mantenimiento de la
integridad de las barreras epiteliales (Spears y col., 2008, Heinrichs y col., 2009). La
vitamina A y los B-carotenos ayudan en el mantenimiento de la integridad de las superficies
mucosas, los B-carotenos también pueden tener propiedades antioxidantes (Spears y col.,

2008, Heinrichs y col., 2009, Tiwari y col., 2013).

El tiempo, el clima y ambiente, la incidencia de la mastitis estd fuertemente
influenciada por las condiciones climaticas vigentes. El calor, la humedad, el frio y los
vientos son factores predisponentes importantes (Tiwari y col., 2013). Una mayor
incidencia de mastitis se ha reportado durante el verano y meses de lluvia (Fox 2009). A
medida que aumenta el calor y la humedad, se favorece la multiplicacién bacteriana, asi
como la carga de patégenos en el medio ambiente. Ademds, el encierro de una gran
cantidad animales por unidad de drea, sumado a que las camas de los animales constituyen
un soporte para el crecimiento bacteriano, también contribuyen a una mayor susceptibilidad

a [IM (Sordillo y col., 2002).
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1.1.3 Desarrollo de la enfermedad

1.1.3.1 Anatomia de la glandula

La ubre de la vaca lechera consta de cuatro glindulas mamarias. Cada uno de estos
cuatro complejos glandulares es completamente independiente, con su propia estructura
secretora y se comunica con el exterior a través de su propio pezén. El interior de cada
cuarto estd compuesto por la cisterna del pezon, cisterna de la gldndula, ductos de leche y
tejido glandular (Figura 2A). El tejido glandular contiene millones de bolsas microscépicas
llamadas alvéolos (Figura 2A2). Cada alvéolo estd rodeado de células epiteliales que
producen leche, que a su vez estdn rodeadas de células musculares que se contraen y

expulsan leche de los alvéolos durante el ordefio (Figura 2A2).

1.1.3.2 Etapas de la enfermedad

La gldndula mamaria es invadida por los microorganismos siguiendo la via del
conducto del pezén, ocurriendo en términos de tres etapas: invasidn, infecciéon e

inflamacién y como consecuencia, la aparicion de la mastitis.

Etapa de invasién; es aquella en la que el microorganismo pasa del exterior al
interior de la ubre, raramente la via de entrada es hematdgena. La invasion del pezon se
presenta generalmente durante el ordefio, cuando existe una entrada indeseable de aire en la
unidad de ordefio, que permite a los microorganismos ser impulsados dentro del canal del
pezoén y de la cisterna. Luego del ordeiio, el canal del pezén permanece dilatado por una o
dos horas e inclusive, el canal del pezén dafiado puede permanecer parcial o
permanentemente abierto (Rainard y col., 2006). Los microorganismos del ambiente o
aquellos que se encuentran en lesiones de la piel en la punta del pezon, pueden invadir la
gldndula facilmente (Figura 2B1). El microorganismo una vez ingresado se adhiere a la
superficie epitelial y posteriormente la invade, este mecanismo estd presente en varios

microorganismos causantes de [IM (Calvinho y col., 1998).

Etapa de infeccidon; este es el momento en que los microorganismos se multiplican
rdpidamente y se diseminan por toda la gldndula, dependiendo de la patogenicidad de los

mismos (Figura 2B). Algunas bacterias pueden avanzar dentro de la ubre atacando y
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colonizando nuevos tejidos; otras pueden moverse por medio de la corriente de leche
producida. En el estadio temprano de infeccion se puede observar un incremento gradual de

monocitos y neutréfilos (Pedersen y col., 2003).

Etapa de inflamacion; las toxinas bacterianas, enzimas y componentes de la pared
celular, producen un efecto dafiino sobre el tejido epitelial que recubre los grandes tubos
colectores de leche, también estimulan la producciéon de mediadores de la inflamacién
(Harmon 1994), que producen un aumento de la permeabilidad de los vasos sanguineos
(Figura 2B3). Durante este proceso, los leucocitos reclutados liberan sustancias que atraen a
mds leucocitos desde el torrente circulatorio hacia la leche. Si las bacterias no son
totalmente destruidas, pueden continuar multiplicindose y comenzar a invadir los pequefios
conductos y dreas alveolares (Figura 2B4). El aumento de la permeabilidad ademds
ocasiona incorporacion de fluidos, minerales y factores de coagulacion hacia dentro del
area infectada, ocasionando cambios en la composicién de la leche. Ademds, los codgulos
formados por agregacion de leucocitos y factores de la coagulacién, producen una oclusién
de los ductos intralobulares. En efecto, esto produce un aislamiento de las regiones
infectadas, lo que deriva en una recesion funcional secretora de la glandula, resistencia a la
terapia con antibidtico y, como consecuencia, la supervivencia de la bacteria en la region

aislada (Figura 2C1) (Harmon 1994, Pedersen y col., 2003, Bedolla 2008).

Destruccion del tejido alveolar; algunas veces los microorganismos son eliminados
rapidamente y la infeccion se resuelve. En este caso, los conductos tapados se abren y la
composicion y produccién de leche y la gldndula retornan al estado normal en varios dias
(Figura 2A). En cambio si la infeccion persiste y los conductos se mantienen tapados, las
células secretoras pasan a una etapa de suspension (sin producir) y el alvéolo comienza a
reducir su tamafio. Las susstancias liberadas por los leucocitos conducen a una destrucciéon
completa de las estructuras alveolares, que son reemplazadas por tejido conectivo (Figura
2C2 y D). La destruccion del tejido secretor de leche es un mecanismo de defensa de la
vaca para mantener a la infeccién bajo control. Estos cambios histoldgicos en la
diferenciacion de células epiteliales alveolares, alteran la produccién de leche futura

(Harmon 1994, Sordillo 2011).
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Figura.2. Estructura esquematica de la glindula mamaria y etapas del desarrollo
de la enfermedad. Estructura de la glandula mamaria normal (A). Durante la etapa de

la invasion (B), las bacterias (puntos rosados) deben pasar a través del epitelio
queratinizado del canal del pezén. Estas barreras fisicas son componentes de la
inmunidad innata. En la etapa de la infeccién (B), las bacterias se establecen dentro del
tejido mamario (B-C). En esta etapa los mediadores de la respuesta inmune innata y
adquirida (macréfagos, neutréfilos, células asesinas naturales, linfocitos, anticuerpos y
citocinas) defienden en contra de este proceso, y la eficacia de estas respuestas,
determina la susceptibilidad mastitis. En la etapa final, una vez que se ha establecido la
infeccion, la inflamacién, con un aumento del recuento de células somdticas, y los
signos clinicos de la infeccion, se hacen evidentes (C). Si la infeccién progresa y no
puede ser resuelta se produce una cicatrizacién de tejido alterando su estructura
histolégica normal (D). Adaptado de
http://webtest.altagenetics.com/colombia/DairyBasics/Details/3015_Como-se-
desarrolla-la-mastitis-en-la-ubre.html
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[.1.4 Clasificaciéon de tipos de mastitis

La Federacion Internacional de Lecheria en 1967, basiandose en la presencia de
microorganismos en la leche, en la intensidad de la respuesta inflamatoria en los signos
clinicos, definié los distintos tipos de mastitis para el ganado bovino, en mastitis

subclinica y mastitis clinica (Tarddguila Morales y col., 1999).

Mastitis Subclinica (MSC); es considerada el tipo mds frecuente de IIM y es la
causante de importantes pérdidas econdmicas en establecimientos lecheros ocasionadas por
la disminucién de la cantidad y calidad de leche. Se estima que por cada caso de mastitis
clinica existen entre 15 a 40 casos subclinicos (Schalm 1971, Pinzén 1989). En la MSC
tanto la ubre como la leche poseen un aspecto normal. En estos casos es muy utilizada la
medida del SCC, en donde su aumento es un signo de inflamacién y estd fuertemente
correlacionado con el aumento de probabilidad de IIM (Erskine y col., 1988, Dohoo y col.,
1991, Schukken y col., 2003). ElI umbral de SCC en leche utilizado para diferenciar la

secrecion de leche de un cuarto mamario con o sin mastitis es de 200 000 células/ml.

Mastitis Clinica (MC); se caracteriza por la presencia de anormalidades visibles
macroscopicamente en la ubre y/o en leche. Pueden observarse cuartos enrojecidos e
hinchados, o bien palparse endurecimientos asi como la presencia de signos sistémicos
como fiebre o pérdida de apetito (Piepers y col., 2009). Segun el grado de severidad, una
clasificacion clésica de las mastitis clinicas es en sus formas subaguda, aguda e hiperaguda,
que van desde una inflamacién con sintomas leves sin signos sistémicos, hasta una forma
muy poco frecuente de inflamacion mamaria caracterizada por aparecer muy rapidamente y

que incluso puede ocasionar la muerte del animal (Chaves 2009).
[.1.5 Mastitis en vaquillonas

La mastitis en vaquillonas fue inicialmente descripta en 1942 por Schalm (Schalm
1942), pero 25 afios mds tarde fue considerada un problema relevante para la industria
lactea (Oliver y col., 1983). La incidencia de IIM en vaquillonas al pre- o post-parto varia
segtn los estudios entre 39% y 74,6% (Fox 2009, De Vliegher y col., 2012). La mastitis,
particularmente en vaquillonas, es una enfermedad importante, debido a que los animales

con IIM sufren secuelas histoldgicas (reduccién del epitelio alveolar y drea luminal asi
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como un incremento del tejido conectivo). Posteriormente, estas secuelas influyen
negativamente en la produccion lechera (De Vliegher y col., 2008, Piepers y col., 2009),
predisponiendo a nuevas IIM e incluso pueden disminuir la vida ttil del animal en el
tambo, llevdandolos al sacrificio (De Vliegher y col., 2012). Si bien el ordefie es uno los
principales factores de riesgo para mastitis en vacas adultas, estos animales nunca han sido
ordefiados, por lo cual se cree que uno de los motivos de las infecciones, es la disminucién
de la inmunidad de la glandula mamaria en este periodo (Oliver y col., 1988). La presencia
de IIM al preparto estd altamente asociada a las pricticas de manejo de la ternera y la
vaquillona; por lo tanto, estas pricticas son determinantes de la aparicion de IIM

subclinicas y clinicas al pre-parto (Camussone 2014).

Una revision de trabajos publicados entre los afios 1983 y 2010 reporté que en la
mayoria de los estudios, la segunda causa de IIM en vaquillonas al pre-parto, post-parto y
en los primeros dias de lactancia, son los patégenos ambientales, siendo la primera los
estafilococos coagulasa negativos (ECN) (Fox 2009, De Vliegher y col., 2012). En un
estudio se describi6 que la incidencia de IIM por Streptococcus uberis, si bien no es
afectada significativamente con la edad, es mayor en animales menores de 2 afios, mientras
que las IIM por Staphylococcus aureus aumentan a medida que aumenta la edad de los
animales (Mc Dougall y col.,, 2007). También se determin6 que S. uberis es el
microorganismo mds comun en vaquillonas al pre-parto causando ambos tipos de mastitis

(MSC y MC) (Compton y col., 2007).

La localizaciéon geografica tiene un efecto importante sobre la prevalencia de los
microorganismos causantes de IIM, influenciado por los efectos climédticos y diferentes
manejos de los animales en cada region. Unos de los ultimos estudios de prevalencia en
vaquillonas en Argentina mostré que sobre un total de 1120 muestras de leche existe una
mayor incidencia tanto al pre-parto como post-parto de ECN, seguido por S. aureus y
estreptococos, siendo S. uberis la especie prevalente en este ultimo grupo (Calvinho y col.,
2007). Los ECN se consideran patégenos menores, convirtiéndose en patdgenos
oportunistas capaces de provocar una leucocitosis intramamaria significativa que se asocia
con dafio del parénquima mamario en vaquillonas (Nickerson y col., 1995). En otros

estudios, los estafilococos coagulasa positivos y estreptococos ambientales son persistentes
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durante la lactacién y generalmente se relacionan con grandes pérdidas en la produccion

(Fox 2009).

[.1.6 Patégenos bacterianos causantes de mastitis bovina

Las bacterias que frecuentemente causan mastitis pueden dividirse en dos grandes
grupos en funcién de la fuente bacteriana: patdgenos contagiosos y patégenos ambientales.
Dentro del grupo de los patégenos contagiosos, los principales son: Streptococcus
agalactiae, S. aureus y Mycoplasma spp. Los principales patégenos ambientales incluyen
dos tipos de bacterias: especies de estreptococos que no sea S. agalactiae (denominados
cominmente como estreptococos ambientales) y bacterias coliformes (Todhunter y col.,

1995).

I.1.6.1 Mastitis por Streptococcus uberis

Estudios epidemioldgicos demuestran que la prevalencia de mastitis en Argentina es
del 58 % (Chaneton y col., 2008). El principal patégeno ambiental causante de mastitis es
S. uberis el cual estd asociado con IIM subclinicas y clinicas tanto en periodo de lactancia
como en vacas no lactantes (Odierno y col., 2006). S. uberis representa aproximadamente el
90 % de los casos totales de mastitis por estreptococos del medio ambiente, en vaquillonas,

dentro de los primeros 5 dias de lactancia (Douglas y col., 2000).

El S. uberis es un coco Gram positivo, de 0,5 a 1 um de didmetro, se observa
formando pares o cadenas, aerotolerante y anaerébico. En placas de agar sangre crece a 30-
37 °C y forma colonias de 1 a 2 mm de didmetro, luego de la incubacién de 24 a 48 hs.
Puede ser a- o y- hemolitico. Seroldgicamente es una especie heterogénea (Kromker y col.,
2014). La fuente de este microorganismo es el suelo, el material de camas, y las heces, asi
como de varias zonas de la vaca tales como la piel y la ubre (Smith y col., 1993). Siendo
estas ultimas las principales fuentes de infeccion (Khan y col., 2003). Ademas, S. uberis
puede aislarse de numerosos sitios incluyendo el vientre, labios, pezones, las vias
urogenitales, las amigdalas, el recto, rumen, nariz, ojo y pliegues caudales (Khan y col.,

2003).
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[.1.7 Alteraciones en mastitis por S. uberis

Las alteraciones producidas en una infeccién por S. uberis fueron estudiadas en un
modelo bovino, el cual fue similar y extrapolable a una infeccién natural. Se observaron
signos clinicos de inflamacién luego de las 4 hs de la inoculacién con una respuesta
maxima a las 11 hs. En leche se observé un recuento de SSC a las 8 hs y una secrecion
amarillenta a las 12 hs post-infeccion. En sangre se observé una declinaciéon de monocitos y
neutréfilos a las 5 hs post-inoculacién, observiandose su nivel minimo a las 9 hs. Graves
lesiones se observaron a partir de las 4 hs post-infecciéon: edema subcutdneo, los ganglios
linfaticos mamarios e inguinales aumentaron cinco veces respecto al tamafio normal. En los
cambios histoldgicos se destaca un incremento de neutrdfilos en el tejido conectivo intra-
lobular, ductos y acinos secretores de leche (Pedersen y col., 2003, De Greeff y col., 2013).
A las 8 hs se destaco el edema, los depdsitos de fibrina en los ductos y necrosis focal del
epitelio tanto en ductos como en alvéolos (Pedersen y col., 2003). La rdpida propagacion de
la bacteria y la instalacién de la infeccidon puede ser la explicacion a la falta de métodos

profilacticos y a la limitada eficacia de la terapia antibidtica local.

La mastitis produce grandes cambios en la composicion de la leche, asi como en su
produccion, la cual disminuye significativamente con respecto a animales no infectados. En
dos estudios independientes, las pérdidas fueron estimadas en 1,6 kg/dia (Grohn y col.,
2004, Kester y col., 2015). La composicion de la leche era diferente en la cantidad de
lactosa entre los animales infectados y no infectados desde el dia 3 post-infeccion hasta el
dia 6, mientras que no se observaron cambios mayores en la composicién de proteina y
grasa (Kester y col., 2015). Sin embargo, alteraciones en el metabolismo lipidico a nivel
transcriptomico durante una infeccidén con S. uberis fueron evidenciadas (Moyes y col.,
2009). La enzima mds afectada fue la lipoproteina lipasa. También se observé disminucién

de CD36, que participa en el transporte de dcidos grasos.

[.1.8 Medidas de Control para mastitis bovina

La mastitis ambiental afecta a todas las explotaciones lecheras y en general es el

principal problema de la mastitis en las explotaciones lecheras modernas, ocasionadas por
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el espacio reducido de cria de los animales. Las medidas de control establecidas por el
Consejo Nacional de Mastitis (NMC, de sus iniciales en inglés National Mastitis Council)
(Nmc 2011 ) son eficaces contra patégenos contagiosos, pero no resultan aptos en el control

de patégenos ambientales (Zadoks y col., 2003, Calvinho 2005).

La prevencion de la IIM es la mejor medida de control. Légicamente, control y
medidas preventivas deben centrarse o bien en la reduccién del riesgo de infecciones al pre-
parto, el curado de IIM existente, o ambos (Mc Dougall y col., 2009). Por lo tanto, los
cambios de gestién o medidas terapéuticas que atenden los efectos de uno o mas de los
factores de riesgo pueden reducir la incidencia o prevalencia de mastitis en vaquillonas. El
control de la mastitis ambiental se logra reduciendo la exposicion de la punta del pezén a
los patégenos ambientales y al maximizar la resistencia de la vaca a la infeccion
intramamaria. Aquellas condiciones ambientales que pueden aumentar la exposicién a
estreptococos ambientales incluyen: hacinamiento, mala ventilacion, inadecuada limpieza e
higiene en general, de los animales o lugares de rodeo y paricidn. En general, la exposicion
se minimiza cuando todas las dreas del medio ambiente son limpias y secas. La resistencia a
infecciones se maximiza al proporcionar un ambiente libre de estrés que minimiza la lesién
de la punta del pezén (Calvinho 2005, Deb y col., 2013). Por otro lado, la alimentacién con
dietas equilibradas y en presencia de vitamina E y selenio, pueden estimular la produccién
de péptidos antimicrobianos en gldndula mamaria (Hettinga y col., 2011, Tellez-Perez y
col., 2012). La terapia con antibidticos durante la lactancia o el periodo seco es de poco
valor en el control de la mastitis ambiental en rodeos lecheros, con la excepcién de la
prevencion de la infeccidn por estreptococos del medio ambiente durante el inicio del
periodo seco (Smith y col., 1993). El tratamiento intramamario al pre-parto con antibidtico
se ha propuesto como una manera simple y eficaz de controlar la mastitis en vaquillonas
pero los efectos positivos a largo plazo en SCC y produccion de leche no siempre ocurren,

descartdndose universalmente la recomendacion de esta préctica.

1.1.9 Pérdidas econdmicas

La mastitis bovina es la enfermedad mds costosa para la industria lactea en el mundo

debido no sélo a causas relacionadas con la reduccion de la calidad de la leche sino también
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a las consecuencias sobre los animales y a los costos que ocasiona al productor en
tratamientos y servicios veterinarios. Por otra parte, los antibidticos utilizados en el
tratamiento de la mastitis no s6lo provocan un impacto econdémico en la industria sino
también en la Salud Publica (De Vliegher y col., 2012). Esto dltimo estd relacionado con
tratamientos prolongados que han llevado a la aparicion de cepas resistentes y, por lo tanto,
existe la constante preocupacion por la presencia de éstas en la cadena alimentaria

(Wattiaux 2001).

Los datos estimados por la Food and Agriculture Organization of United Nations

(FAO) en 2012 (http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx) reportan que Argentina produce

casi 37 millones de litros de leche anuales, ubicdndose en el puesto 13 entre los mayores
productores de leche del mundo. Esta cifra evidencia la relevancia que tiene, en términos
econdmicos, la enfermedad en nuestro pais. Los dltimos datos reportados sobre las pérdidas
en la produccién de leche en Argentina muestran que las pérdidas por mastitis son >1,0
US$/vaca/dia (Vissio y col., 2015), la estimacion incluyé gastos por enfermedad, control y

prevencion.

[.1.10 Inmunidad de la glandula mamaria

Durante la respuesta inflamatoria el sistema inmune de la glindula mamaria (GM), es
activado para eliminar el patégeno. La gldndula mamaria estd protegida por una variedad de
mecanismos de defensa que forman parte de la inmunidad innata y adaptativa (Rainard y

col., 2006).

1.1.10.1 Defensa anatomica

La punta del pezon se considera la primera linea de defensa contra la mastitis ya que
ésta es la via por la que patdgenos invasores ingresan a la gldndula mamaria. El pezén
contiene una defensa fisica y sustancias antimicrobianas. Los musculos del esfinter, actdan
como barrera fisica, mantienen el cierre hermético de la gliandula entre ordefios y
obstaculizan la penetracion de bacterias. Un aumento de la permeabilidad del esfinter esta
directamente relacionado con aumento de la incidencia de mastitis (Sordillo y col., 2002).

Otro componente crucial para el mantenimiento de la funcién de barrera de la punta del
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pezén, es la queratina, ya que se observd que la eliminacion de la queratina se ha
correlacionado con una mayor susceptibilidad a la invasién bacteriana y la colonizacién
(Capuco y col., 1994, Sordillo y col., 2002). La queratina deriva del epitelio estratificado
escamoso (Figura 3) y su acumulacion puede proporcionar una obstruccién fisica a las
bacterias, durante el periodo no lactante, lo que dificulta su migracién en la cisterna de la
glandula. El tapén de queratina del pezén estd compuesto por: (1) 4cidos grasos
esterificados y no esterificados (miristico, dcido palmitoleico, y 4cido linoleico) que ejercen
una accién bacteriostatica (Oviedo-Boyso y col., 2007) y (2) proteinas cationicas asociadas,
que pueden unirse electrostaticamente a patégenos causantes de mastitis, alterar sus paredes
celulares, y hacerlos mds susceptibles a la presion osmética (Miller y col., 1992). Tanto el
contenido de lipidos como de queratina varian durante el periodo de lactacién, entre

diferentes periodos de lactacion y en el periodo seco de los animales.

Anatomia del pezon ‘

Tapon de queratina \\f o ;)9/

Canal del pezén

Figura.3. Estructura histoldgica del pezon, a la derecha se observa un corte trasversal
del pezoén, y a la izquierda se observa una representacion de un corte histoldgico de la
punta del pezén, donde se observa la localizacién de la queratina producida por el
epitelio estratificado. Fuente: Modificado de http://www.nadis.org.uk/bulletins/teat-

condition-scoring.aspx.

Si las bacterias son capaces de superar la defensa anatémica presente en la punta del
pezon, todavia deben evadir las actividades antibacterianas de la glandula mamaria a fin de
establecer la enfermedad. La gldndula mamaria coordina y opera la respuesta inmune innata

y adaptativa para lograr una 6ptima defensa contra infecciones.
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1.1.10.2 Componentes celulares de la inmunidad

Contribucion del epitelio en la inmunidad Las células epiteliales mamarias (CEM)
contribuyen activamente en la inmunidad innata y en la respuesta inflamatoria de la
glandula mamaria. Expresan receptores de reconocimiento de patrones (RRP) vy
principalmente receptores de tipo toll (TLR) (Alva-Murillo y col., 2012). En respuesta a
una estimulacién bacteriana las CEM secretan moléculas efectoras y mediadores
inflamatorios de la inmunidad innata. Se observé que pueden secretar IL-8, y otros
componentes de defensa como defensinas, metabolitos de dcido araquidonico y lactoferrina
entre otras (Rinaldi y col., 2010, Smolenski y col., 2011, Alva-Murillo y col., 2012,
Wellnitz y col., 2012, Ezzat Alnakip y col., 2014).

Leucocitos: cumplen un cierto grado de proteccion celular contra la invasion
microbiana a través de su capacidad para reconocer microorganismos e inducir una
respuesta inflamatoria rdpida, en un intento por resolver la IIM velozmente. Por lo tanto,
los leucocitos residentes en la glandula mamaria proporcionan una funcién de vigilancia en
la glandula saludable. Ademads, estas células pueden ayudar en la reestructuracion del tejido
que se produce durante la involucién (Barber y col., 1999). Las actividades de todos los
tipos de leucocitos en la leche han demostrado ser reducidas en comparacion con aquellos

en la sangre (Ezzat Alnakip y col., 2014).

Neutréfilos. Los neutréfilos polimorfonucleares (PMN) constituyen la segunda linea
de defensa contra IIM. Aun en condiciones saludables, los PMN estdn permanentemente en
la gldndula mamaria, y representan un 3-26% de las células con funcién antimicrobiana
(Paape y col., 2000). Los neutréfilos bovinos cruzan el epitelio de la glandula mamaria por
diapédesis sin causar dafo a las células epiteliales (Lin y col., 1995) a menos que la
migracidn sea extensa, en cuyo caso tanto el dafio mecdnico como quimico son posibles
(Akers y col., 2011). Es la primera célula inmune reclutada al sitio de infecciéon (Mehrzad y
col., 2010). Los neutréfilos poseen una membrana con un nimero de receptores
funcionalmente importantes: 1- moléculas de adhesién L-selectina y P2-integrina, que
promueven la unién a células epiteliales para facilitar su migracién hacia el foco de
infeccion y 2- receptor de la porcion Fc de las inmunoglobulinas IgG, e IgM y para C3b y

iC3b (Ezzat Alnakip y col., 2014). Estos median la primera funcién que cumplen los PMN
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en la glandula, que es fagocitar al microorganismo. Se observé que luego de la migracion
de los PMN a la gldndula mamaria aumenta la unién de IgG, mientras que disminuye la de
IgM, siendo un 2% los PMN que unen IgM, esto sugiere que quizds IgG, tenga un rol més
importante en la fagocitosis que IgM (Paape y col., 2003). Otra funcién de los PMN es
contribuir a la modulacién de la permeabilidad vascular y permitir la llegada de mediadores
inflamatorios que juegan un rol crucial en la coordinacién entre la inmunidad innata y
adaptativa (Sordillo y col., 2002). Los PMN bovinos contienen 3 tipos de granulos, 1-
granulos azuréfilos, el componente microbicida mds importante que contienen estos
granulos es la mieloperoxidasa (MPO), donde el sistema de defensa es mielopexidasa-
peréxido de hidrégeno-haluro (Paape y col.,, 2002); 2- grdnulos especificos, contienen
lactoferrina y otros componentes antimicrobianos y 3- grdnulos primarios, especificos de
bovinos, contienen (-defensinas, proteinas catidnicas altamente bactericidas (Paape y col.,
2002, Syer 2010). Otro de los mecanismos bactericidas descriptos es la formaciéon de NET

(del inglés, Neutrophil Extracellular Traps) (Grinberg y col., 2008).

Los PMN en leche se renuevan frente a estimulos como la lactacién. Sin embargo, se
observé que la fagocitosis de grasa de la leche, produce una alteraciéon de los granulos
citoplasmaticos disminuyendo su actividad bactericida (Paape y col., 2002). También se
observo que la fagocitosis de glébulos de grasa, lleva a su degradacion y generacion de
radicales hidroxilos, lo que puede dafiar el epitelio mamario y de este modo alterar la
actividad sintética de la gldndula mamaria contribuyendo a las pérdidas de produccién en

caso de IIM (Ezzat Alnakip y col., 2014).

Previamente se observd que, a pesar del gran reclutamiento de PMN durante una
infeccion por S. uberis, éste no puede ser fagocitado por PMN, tanto in vivo como in vitro
(Leigh y col., 1994, Thomas y col., 1994, Rambeaud y col., 2003). En contraste con esta
observacion, en una infeccién experimental in vivo se observé que S. uberis es fagocitado

tanto por neutréfilos como por macréfagos (Pedersen y col., 2003).

En el caso de los PMN frente a S. uberis, se observo que factores solubles producidos
por una cepa virulenta en la leche altera el transcriptoma de un 94,8% de PMN. Esto ofrece

una idea inicial sobre los mecanismos por los cuales S. uberis provoca cambios en los PMN
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y que pueden estar relacionados con la inhibicién de la funcién bactericida (Syer 2010).
Ademads, se observé una disminucién en la expresion de los genes pro-apoptoticos en los
PMN expuestos al sobrenadante de cultivos de S. uberis en comparacion con las de la leche
no expuesta a S. uberis (Syer 2010). La importancia de los neutréfilos apoptéticos se debe a
que atraen a los macréfagos, que los fagocitan. Esto promueve la resolucién de la
inflamacion y la cicatrizacion de los tejidos mediante la prevencion de la liberacion del
contenido citotoxico de los neutréfilos, a través de la regulacién de las vias anti-

inflamatorias en los macréfagos (Fox y col., 2010).

Macréfagos (Mf). Son derivados de monocitos de sangre que son diferenciados
dentro de la gldndula mamaria. Son el tipo de célula predominante en la leche
representando un 35-79% de las células (Paape y col., 2003), y en los tejidos de gldndula
mamaria sana involucionada o en lactacién (Ezzat Alnakip y col., 2014). En contraste con
los neutréfilos, los macréfagos tienen un gran nicleo en forma de herradura que dificulta su
migracion entre las células endoteliales (Paape y col., 2000). Los macréfagos facilitan tanto
la respuesta inmune innata como adquirida a través de varias funciones especificas y no
especificas. Contribuyen a la generacion de la respuesta inmune a través del procesamiento
de antigenos y presentacion a los linfocitos en asociaciéon con moléculas MHC (Fitzpatrick
y col,, 1992). Similar a PMN, los macréfagos pueden realizar una variedad de funciones no
especificas como la ingestion y fagocitosis de particulas extrafias, incluyendo bacterias
invasoras, destruyéndolas con proteasas y especies reactivas de oxigeno (Denis y col.,
2006). Ademds, pueden ingerir los desechos celulares y componentes de la leche
acumulados en la gldndula mamaria involucionada (Ezzat Alnakip y col., 2014). Otras
funciones de los macréfagos mamarios consisten en secretar sustancias que faciliten el
reclutamiento de neutrdfilos fagociticos,y secretar moléculas pro-inflamatorias
(leucotrienos, prostaglandinas y citoquinas) (Sordillo 2005). La actividad fagocitica de los
macréfagos puede incrementarse en presencia de anticuerpos opsénicos. En el ganado
vacuno, los macréfagos de la gldndula mamaria expresan receptores para I1gG; e IgG;
(Grant y col., 1996). A diferencia de los neutréfilos, los macréfagos poseen menos
receptores Fc, lo que disminuye su capacidad de fagocitosis (Sordillo 2005). Los

macréfagos de glandula mamaria son menos eficaces para la fagocitosis en comparacion
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con los monocitos de sangre, porque hacen ingestion indiscriminada de componentes de la
leche (Denis y col., 2006, Ezzat Alnakip y col., 2014). Para el caso de S. uberis, se ha
reportado que poseen la capacidad para fagocitar y matar a este microorganismo y tanto la
IgG| como la IgG; tienen un rol en la fagocitosis por macréfagos (Grant y col., 1996). Se ha
demostrado que la actividad bactericida de macréfagos de gldndula mamaria puede variar
en diferentes etapas, macréfagos de secrecion en periodo seco ejercieron mayor actividad
bactericida que los macréfagos de la lactancia. En el periodo seco y no en el periodo de
lactacion, se observd que son capaces de matar a S. uberis, y un estimulo con IFN-y
incrementa la liberacion de TNF-a y productos bactericidas, por lo tanto la alta incidencia
de infecciones en el periodo seco no estaria asociada a una falta de actividad de los
macrofagos (Denis y col., 2006). Una falta de eficiencia de la eliminacién S. uberis
después fagocitarlo, durante el periodo lactante, puede favorecer la multiplicacién

intracelular en macréfagos (Denis y col., 2006).

Linfocitos. Los linfocitos reconocen una variedad de estructuras antigénicas a través
de receptores de membrana, que definen sus caracteristicas de especificidad, diversidad y
de memoria. Los linfocitos estdn divididos en dos clases T y B, representando un 10-24%

de las células de la inmunidad en la gldndula mamaria (Paape y col., 2000).

Una de las principales funciones de los linfocitos B es producir anticuerpos contra los
patégenos invasores. Los linfocitos B usan sus receptores de membrana para reconocer
patégenos especificos, funcionan como células presentadoras de antigeno de la misma
manera que las células dendriticas y los macréfagos, internalizan, procesan y presentan el
antigeno a los linfocitos CD4" (Oviedo-Boyso y col., 2007). A diferencia de los linfocitos
T, los porcentajes de linfocitos B se mantienen bastante constantes independientemente de

la etapa de lactancia o la infeccién (Shafer-Weaver y col., 1996).

Las células NK son linfocitos grandes granulares que poseen actividad citotoxica
independiente de MHC, utilizan sus receptores para Fc para participar en la citotoxicidad
dependiente de anticuerpo y mediada por célula (Sordillo y col., 2002, Rainard y col.,
2006). Las células NK no requieren activacion para matar las células que carecen MHC de

clase 1. Los estudios han demostrado la capacidad de las células NK para matar tanto Gram-
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positivas como bacterias Gram-negativas (Sordillo y col., 2002, Ezzat Alnakip y col.,
2014). Sordillo y col. establecen que las células T bovinas que poseen actividad bactericida
directa sobre S. uberis pueden ser de la poblacién CD2*CD3" posiblemente un subconjunto

de células NK (Sordillo y col., 2005).

Los linfocitos T se pueden clasificar segin su TCR (receptor de células T) en
linfocitos T off, que incluyen CD4" (T helper) y linfocitos CD8" (T citotéxico o T
supresor), y las linfocitos T y6 (Paape y col., 2000). En la gldndula mamaria sana, las
células T, principalmente of, presentan predominantemente el fenotipo CD8™ lo cual estd
en contraste con la sangre, donde las células CD4" son la subpoblacién predominante. Por
lo tanto, la proporcién de células T CD4/CD8" es mds baja en la leche que en la sangre
(Paape y col., 2000, Ezzat Alnakip y col., 2014). Las células T yd pueden mediar la
citotoxicidad, de manera similar a las células NK, emigrando a las superficies epiteliales y
desempefiarian un papel en la inmunidad antibacteriana proporcionando una funcién de
barrera para el microambiente de la mucosa contra patégenos bacterianos (Paape y col.,
2000). La subpoblacién WCI1" representa una porcion menor de los linfocitos T yd en
secreciones normales, aumenta notablemente después del parto y ejerce funciones inmuno-
supresoras (Guzman y col., 2012). Respecto a la actividad de los linfocitos T CDS8", en la
mitad de la lactancia exhiben actividad citotoxica y expresan principalmente INF-y,
mientras que durante el periodo post-parto, no se evidencia citotoxicidad y predomina la
expresion de IL-4 (Sordillo y col., 1997, Shafer-Weaver y col., 1999). Estudios recientes
han indicado un aumento significativo en la afluencia de células T asociado con mastitis, y
la mayoria es del fenotipo activado/memoria, especificos para los patégenos causantes de
mastitis (Wedlock y col., 2014). Frente a una infeccién por S. uberis se observd una
expansion de células T CD8" o que mostraron actividad bactericida significativa contra S.
uberis in vitro (Sordillo y col., 2005, Denis y col., 2011). En contraste, las células T CD4"y
células T WC1'y§ no mostraron actividad bactericida. Las células T CD8" son de
importancia en la generacion de resistencia a mastitis por S. uberis y S. aureus. Las células
CD4" presentes en una infeccién por S. uberis son mayormente de un perfil Th1, liberando
principalmente IFN-y (Bannerman y col., 2004). Las respuestas inmunes tipo Thl se

caracterizan por la expresion de IL-2 e IFN-y, y la presencia de IgG, como



Introduccién general — Capitulo I

inmunoglobulina predominante. Por otro lado, la respuesta Th2 se caracteriza por la
expresion de las citoquinas IL-4, IL-5 e IL-13 con anticuerpos del tipo IgG,, (Brown y col.,
1998, Estes y col., 2002). Durante el periodo del peri-parto, en respuesta al estrés, se
secretan grandes cantidades de cortisol y otras hormonas esteroides a la sangre, que inducen
la polarizacién de la respuesta a Th2, asociada a una mayor susceptibilidad a adquirir
mastitis (Shafer-Weaver y col., 1999, Maeda y col., 2013). Otro perfil de importancia en la
mastitis bovina es la respuesta Th17, donde la principal citoquina producida es IL-17
(Mensikova y col., 2013). En mastitis de vacas infectadas por estreptococos ambientales, se
observé una sobrexpresion de IL-17 en leche durante el dia de secado, 14 dias después del
secado y 5 dias después del parto; pero durante el parto no se observd diferencia
significativas entre infectadas y no infectadas (Bruno y col., 2010). La respuesta Th17
induce una respuesta antimicrobiana por las células epiteliales y recluta neutréfilos y CD,
en glandula mamaria. Las células T reguladoras (Tregs), juegan un rol importante en la
regulacion negativa de la respuesta inmune, necesaria para mantener la homeostasia de la
respuesta inmune y limitar la activacion y la produccién de autolesiones por las células
efectoras (Miao y col., 2012). Los niveles de Treg se incrementan frente a una infeccién por
S. uberis y al mismo tiempo disminuyen los niveles de ARNm de IL-2 e IFN-y, la actividad
de N-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAGase) una enzima lisosomal y MPO, y el dafio
causado en la gldndula mamaria por el microrganismo se ven minimizados (Miao y col.,

2012).

1.1.10.3 Componentes solubles de la inmunidad

Citoquinas. Son péptidos solubles en agua producidos durante procesos
inflamatorios. El perfil de citoquinas producido frente a un estimulo depende, en gran parte,
de los receptores de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) estimulados
inicialmente. Entre ellos, los receptores de tipo toll: TLR-2 y TLR-4, son sobreexpresados
frente a una infeccion por S. uberis. El camino de sefializaciéon via TLR resulta en la
sintesis de TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-8 (Moyes y col., 2009). Sin embargo, en otros estudios
se observo solamente un incremento de la expresion de TLR-2 en el tejido mamario bovino

con IIM por S. uberis (Swanson y col., 2009, De Greeff y col., 2013).
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Numerosas citoquinas (por ejemplo, TNF-a, IFN-y, GM-CSF, IL-8 e IL-12) se han
detectado en la glandula mamaria saludable, mientras que en la IIM se producen citoquinas
especificas que actian a nivel local y sistémico durante el inicio, progresion y resolucion de

la inflamacién (Ezzat Alnakip y col., 2014).

Las citoquinas producidas en respuesta a una infecciéon experimental con S. uberis,
fueron evaluadas por microarrays de transcriptos y cuantificadas por PCR cuantitativa a las
20 hs post-desafio. Este estudio mostré que las principales citoquinas que aumentan su
expresion respecto a los animales no desafiados son: IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18 y
TNF-a (Moyes y col., 2009). Por otro lado, Bannerman observé un incremento de IL-1J,
IL-8, IL-10, IL-12, TNFa e INFy a las 30 hs post-desafio con S. uberis (Bannerman y col.,
2004).

La IL-10, bloquea la activacién de NF-kf3, lo que produce la supresion de TNF-q, IL-
6 e IL-1B (Moyes y col., 2009). La IL-12, estimula a los LT y NK para que produzcan
IFN-y contribuyendo a la activacién de macréfagos y neutréfilos, favorece la diferenciacion
de los LT al fenotipo Thl y su proliferacion (Trinchieri 2003). La IL-18 puede inducir la
produccion de IFN-y por células T. Ademads, la IL-18 en combinacién con la IL-12, puede
inhibir el cambio de isotipo de las Ig dependiente de IL-4 (IgG;) e inducir el cambio de
isotipo a IgG,, (Estes 1996, Moyes y col., 2009).

Las citoquinas inflamatorias IL-1p, TNF-a y INF-y pueden incrementar la capacidad
fagocitica de los neutréfilos y/o su actividad bactericida. E1 TNF-a es producido en la etapa
temprana de la infeccidén y se propuso por este motivo utilizarlo como marcador de 1IM
(Alluwaimi 2004, Ezzat Alnakip y col., 2014). Estimula la secrecién de IL-8, induce la
expresion de moléculas de adhesion y la infusién de esta citoquina en forma recombinante
en animales aumenta los niveles de IgG; y IgG; en leche (Alluwaimi 2004). El IFN-y, al
igual que la IL-12, sirve como mediador entre la inmunidad innata y adaptativa. Media la
activacion y la actividad microbicida de neutréfilos y macréfagos, induce la produccion de
IL-12, estimula la expresiéon de MHC clase 1. Favorece la presentacion antigénica por MHC
clase I y la activacién de células T CD4" (Alluwaimi 2004, Oviedo-Boyso y col., 2007,
Ezzat Alnakip y col., 2014).
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La expresion de IL-8 previa a la aparicion de signos clinicos, induce la estimulacion
de TNF-a e IL-1P y juega un rol en la quimioatraccion de PMN durante la respuesta
inmune innata. La IL-1p es una citoquina de fase aguda responsable de signos clinicos de la
inflamacion y respuesta febril en los animales, incrementa el reclutamiento de neutrofilos,
estimula su propia secrecion asi como la de IL-6, IL-8, IL-12 y TNF-a (Rambeaud y col.,
2003). La IL-6 facilita el intercambio de neutr6filos por monocitos en la gldndula mamaria,
necesario para disminuir los efectos deletéreos de los neutréfilos (Oviedo-Boyso y col.,
2007). La sobre-expresion de IL-6 e IL-10, durante IIM con S. uberis sugiere una habilidad
del sistema inmune para generar una respuesta pro-inflamatoria a través del camino de
sefializacion de IL-6 y por otro lado intentar controlar la gravedad y la duracién de la
inflamacion a través del camino de sefializacion anti-inflamatoria mediante IL-10. (Moyes
y col., 2009). El rol de la IL-17 en la gldndula mamaria se demostré mediante cultivos de
c€lulas mamarias estimuladas con ILL-17, donde observd un aumento de ARNm de IL-6, IL-
8 y la expresion de citoquinas inflamatorias TNF-a e IL-1B (Mensikova y col., 2013, Ezzat
Alnakip y col., 2014). La IL-17 podria jugar un papel en el reclutamiento de neutréfilos en
la gldndula mamaria bovina durante la infeccion o inflamacién mediada a través de la
regulacion de IL-8. Mejora la expresion de quimiocinas dirigidas a neutréfilos y leucocitos
mononucleares como CXCL8, CXCL3, CCL2 y CCL20 (Mensikova y col., 2013, Ezzat
Alnakip y col., 2014)

Inmunoglobulinas (Igs). Son los factores humorales solubles especificos mds
importantes de la inmunidad adaptativa vinculando el sistema inmune humoral y celular.
Las Igs son el 70-80% de los componentes proteicos del calostro (Ezzat Alnakip y col.,
2014). Los isotipos IgA, IgGy, IgG, e IgM tienen un rol importante en la defensa contra
patégenos bacterianos. Las IgG, IgG, e IgM actdan como opsoninas y facilitan la
fagocitosis por PMN y macréfagos. Sin embargo, la IgM requiere de la fijacion del
complemento para logar la fagocitosis efectiva por los PMN (Burton y col., 2003). La IgA
tiene un rol fundamental en la neutralizacién de toxinas y aglutinacién bacteriana, lo que
obstaculiza la propagacion de bacterias y la colonizacion de los tejidos (Butler 1983,
Sordillo y col., 2002, Ezzat Alnakip y col., 2014). Las relaciones entre las concentraciones

en calostro/sangre para IgG;, IgA, y IgM son aproximadamente 4:1, 3:1 y 2:1,



Introduccién general — Capitulo I

respectivamente (Butler 1983). La mds abundante de las clases de Ig en la leche bovina y el
calostro de animales sanos es IgG;, mientras que IgA e IgM estin presentes en
concentraciones mds bajas. La IgG, aumenta sustancialmente en leche y calostro durante
estados inflamatorios (Butler 1983, Sordillo y col., 2002). En condiciones inflamatorias, las
IgG, e IgG, aumentan un 50% tanto en calostro como en leche (Guidry y col., 1980). La
concentracion de Igs varia durante el ciclo de lactacién, aumentando en el dltimo periodo

(Butler 1983).

Las IgG e IgA derivan de sangre, mientras que IgM seria producida localmente en la
gldndula mamaria por células plasmaticas activadas provenientes del intercambio desde la
sangre hacia la ubre (Wheeler y col., 2007, Verweij y col., 2014). Estas hipétesis derivan de
la observacion de que la disminucion de los niveles de IgG; de sangre se corresponde con
un aumento de los niveles presentes en leche, ademds de la observacion de la expresion
aumentada de la cadena B del receptor de IgG (FcRn), durante la calostrogénesis. Dicho
receptor se localiza en la superficie basolateral de la célula epitelial secretoria y permite el
trasporte de IgG, por transcitosis a la glandula mamaria (Wheeler y col., 2007, Baumrucker
y col.,, 2010). La glandula mamaria juega un rol activo en la regulacion de los niveles de Igs
presentes en calostro, ya que su desarrollo es regulado por estrégeno y prolactina, y esta
ultima induce la expresion del receptor de IgG (Wheeler y col., 2007, Liu y col., 2009).
Estos fendmenos no fueron observados para la IgG, (Baumrucker y col., 2010). La IgA se
transfiere por el receptor polimérico de Ig (pIgR), ubicado en la membrana basolateral que
libera IgA con un componente secretor en el lumen alveolar. Tanto la prolactina como los
glucocorticoides regulan la expresion del receptor de IgA (Wheeler y col., 2007, Verweij y
col., 2014)

Los niveles de IgG, aumentan con la presencia de una inflamacién, como es en el
caso de la mastitis, esto se debe a la transudacién del suero, y es coincidente con el
incremento de neutrdfilos en gldndula mamaria los cuales unen especificamente 1gG,. Esto
permitié sugerir que la IgG, entra acoplada a los PMN (efecto citofilico) los cuales la

liberan cuando son destruidos o alterados (Butler 1983).
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Complemento. El sistema de complemento (SC) estd presente en leche y en suero.
Tiene un importante rol en la defensa de la glandula mamaria contra infecciones. Ademas,
actia como puente entre la inmunidad innata y adquirida. Las proteinas que componen el
sistema de complemento son sintetizadas principalmente por los hepatocitos, y otras células
extra hepaticas como macréfagos, células epiteliales y fibroblastos. La sintesis estd
regulada por citoquinas (IL-1B, TNF-a o IL-6) y factores de crecimiento (Rainard 2003). El
SC participa del inicio y control de la inflamacién (C3a y C5a), opsonizacién de la
superficie bacteriana y actividad bactericida (C3b y C4b), atraccién y reclutamiento de
fagocitos (C3a y C5a) (Rainard 2003, Ezzat Alnakip y col., 2014). La deposicién del
productos de clivaje C3b y C3bi sobre la bacteria favorece el reconocimiento por los
fagocitos a través de la unién a receptores CR1 y CR3 respectivamente (Rainard y col.,
2006). En glandula mamaria, las concentraciones mds bajas de complemento se observan
en la leche de glandula saludable durante la lactancia, y los niveles mds altos se observan
en el calostro, al final de la lactancia, y en las secreciones mamarias obtenidas durante la
involucién, presumiblemente debido a la movilizaciéon de los componentes del
complemento desde la sangre (Ezzat Alnakip y col., 2014). Durante la mastitis, la
exudacion de plasma provee Clq, que estd normalmente ausente en leche, favoreciendo el
aumento de la concentraciéon de C3 y aumentando la deposiciéon de fragmentos C3

opsonicos (Rainard 2003, Rainard y col., 2006).

1.1.10.4 Otros componentes

Lactoferrina (LF). Es una glicoproteina de unién a hierro. En el ambiente de la
glandula mamaria es principalmente producida por el epitelio secretor y en menor medida
por PMN y Mf (Oviedo-Boyso y col., 2007). Los niveles de LF son inversamente
proporcionales al desarrollo alveolar. Si bien en el calostro hay una gran cantidad de LF,
ésta aumenta en la lactacion. Se cree que su expresion estd regulada en forma reciproca con
otras proteinas de la leche, y estd en relacion inversa al desarrollo alveolar (Ezzat Alnakip y
col., 2014). El incremento durante el periodo seco estd relacionado con la inhibicién del
crecimiento de microorganismos lo que previene la incidencia de IIM (Harmon y col.,
1976, Kawai y col., 1999). Su efecto bacteriostitico se debe a la competicién con los

microorganismos por la disponibilidad de hierro. Otro mecanismo demostrado es el dafio



Introduccién general — Capitulo I

que produce en membranas de bacterias Gram negativas debido a la unién al lipido A de
LPS y la formacién de poros alterando la integridad y la permeabilidad de la membrana
(Ellison y col., 1988). En el caso particular de S. uberis, se reporté que induce la secrecion
de LF (Chaneton y col., 2008), cuyos niveles pueden incrementarse 30 veces respecto de
los normales en una infeccion severa (Ezzat Alnakip y col., 2014). Sin embargo, S. uberis
evoluciond para evadir esta accion bactericida (Moshynskyy y col., 2003). Esto le confiere
una ventaja selectiva frente a otros microorganismos que son susceptibles a la accién de
LF, como E. coli (Chaneton y col., 2008). El S. aureus es resistente a la accién microbicida

de LF pero es susceptible a la opsonizacién por C3b y C3bi (Oviedo-Boyso y col., 2007).

Otras proteinas y enzimas cumplen un rol en la defensa contra microorganismos
como la transferrina, una proteina de unién a hierro que llega a la glandula mamaria sana
desde la sangre o a través de la exudacién del plasma durante las mastitis (Rainard y col.,
2006). La transferrina aportaria una accion bacteriostdtica frente a los agentes patdgenos
durante el inicio de la infeccién (Rainard y col., 2006). La lisozima cliva el enlace  1,4-
glicosidico (Rainard y col., 2006) y puede ejercer una accion sinérgica con la LF sobre la
pared celular de los microorganismos (Sordillo y col.,, 2002). Sin embargo, no es
considerada un mecanismo de defensa significativo en la glandula mamaria (Rainard y col.,
2006). La lactoperoxidasa, junto a la xantina oxidasa, son las enzimas mds abundante en
leche (Isobe y col., 2009). Promueven la actividad bactericida de los fagocitos a través de la
generacion de ROS (Rainard y col., 2006). Puede tener una accién complementaria en la
funcién antimicrobiana con una (-defensina, como por ejemplo el péptido antimicrobiano
lingual (LAP) (Isobe y col., 2009). La mieloperoxidasa (MPQO) es un componente
importante del sistema antimicrobiano dependiente de oxigeno de neutréfilos (Cooray y
col., 1995). In vitro, este sistema ha demostrado ser potente contra los principales agentes
patégenos de la glandula, tales como S. aureus, S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis y
E. coli (Cooray y col., 1995). Las propiedades antibacterianas atribuidas a este sistema sélo

son relevantes durante el periodo seco (Ezzat Alnakip y col., 2014).



Hipétesis de trabajo

I.1.11 Hipdétesis de trabajo

La mastitis bovina, inflamacién de la gldndula mamaria, es la enfermedad mas
costosa de las vacas lecheras y representa un problema de gran impacto en la industria
lactea. Entre las especies bacterianas causantes de mastitis bovina, S. uberis es ubicuo en el
ambiente de la vaca lechera y estd predominantemente relacionado a mastitis subclinicas.
El desarrollo de vacunas contra patégenos causantes de mastitis ha sido lento,
particularmente debido al prerrequisito de que la infeccion debe ser controlada sin
induccién de una respuesta inflamatoria significativa, dado que ella misma contribuye a la
condicién de la enfermedad (Anderson 1978). Actualmente, las pricticas profildcticas que
incluyen la terapia antibidtica y la desinfeccion del pezén han reducido al minimo la
propagacion de las infecciones. Sin embargo, estas medidas son frecuentemente
inadecuadas para este patdgeno, simplemente porque los animales estin constantemente
siendo reexpuestos a la infeccion proveniente del ambiente que los rodea. Por consiguiente,
hay un claro requerimiento del desarrollo de una vacuna para aumentar la eficacia de los métodos
convencionales de prevencion de infecciones por S. uberis. Si bien se han descripto diversos
factores de virulencia que contribuyen a la patogénesis de las infecciones por S. uberis, la
importancia de muchos de ellos no se conoce bien. Recientemente, S. uberis ha sido
identificado como un organismo altamente recombinante, con diferencias de genoma entre
cepas de un 15% a un 18% (Lang y col., 2009). Muchos de estos genes variables estdn
involucrados en la virulencia de la bacteria. Por lo tanto, esta gran variabilidad genética y
diferencia de expresiéon de genes de virulencia entre aislamientos de S. uberis permite
concluir que una vacuna con un dnico componente antigénico seria insuficiente para la
prevencion de infecciones por dicha bacteria. Entre estos factores, la proteina PauA ha
mostrado propiedades como potencial inmundgeno protector (Leigh y col., 1999). En los
aislamientos de S. uberis de la cuenca lechera central de Argentina la presencia del gen
pauA fue reportada en un 66% (Reinoso y col., 2008). Sin embargo, y de interés a este
proyecto, la presencia de este gen en otras regiones geogrdficas de Argentina y su
polimorfismo no han sido estudiados. Otro candidato atractivo para la conformacion de
dicha vacuna es la molécula SUAM, dado que estd involucrada en la adherencia,

internalizacion y persistencia de S. uberis en células epiteliales mamarias bovinas (Almeida
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y col., 2006a). Luther y colaboradores han demostrado la presencia de este gen en cepas de
S. uberis aisladas de diferentes lugares geogrificos del mundo sugiriendo su cardcter
conservado (Luther y col., 2008). No obstante, se desconoce la prevalencia y polimorfismo
del gen que codifica para SUAM en aislamientos de nuestro pais. Por lo tanto, es necesario
realizar un estudio epidemioldgico de aislamientos de S. uberis y su relacién con la
presencia de los genes pauA y sua en las principales cuencas lecheras de nuestro pais para
el disefio racional de una vacuna para prevenir la mastitis por S. uberis. También serd

necesario estudiar el polimorfismo de dichos genes.

La hipdtesis de este trabajo es que, dada la elevada variabilidad genética de S. uberis
en sus genes de virulencia, la administracion de una vacuna recombinante compuesta por
dos antigenos permitiria inducir una respuesta inmunoprotectiva hacia un nimero mayor de
cepas de S. uberis presentes en el ambiente capaces de ocasionar infecciones en la glandula
mamaria de los bovinos. El trabajo propuesto contribuird al desarrollo de una vacuna para
prevenir la mastitis bovina por S. uberis en nuestro pais. Asimismo, aportard informacion
relevante acerca de la distribucion clonal de los aislamientos de S. uberis y la expresion de
sus principales factores de virulencia en las principales cuencas lecheras locales. El trabajo
se llevard a cabo en tres etapas, en primer lugar se evaluard la diversidad clonal y la
prevalencia y conservacion de dos factores de virulencia que participarian en
los estadios iniciales de la infeccion. En segundo lugar, se estudiard preliminarmente los
anticuerpos obtenidos con dichos factores de virulencia en un modelo murino, para
finalmente desarrollar un prototipo de vacuna multicomponente formulado con diferentes

adyuvantes que serd evaluado en bovinos.
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II.1 MARCO TEORICO

Los casos de mastitis bovina durante los primeros dias de lactacién ocasionados por
los aislamientos de Streptococcus spp. de origen ambiental representan el 12,2% de las
infecciones intramamarias (IIM), de los cuales el 90% de los casos se deben a S. uberis
(Douglas y col., 2000). A través de los afios y con la implementacion de las medidas
establecidas por el National Mastitis Council (NMC) (NMC 2011 ), se logré disminuir la
prevalencia de patégenos contagiosos, y el nicho ecolégico fue ocupado por los patégenos
ambientales. Asi, la falta de conocimientos sobre la epidemiologia de estos patdgenos
(Jayarao y col., 1991, Zadoks y col., 2003). Esta falta de control de las infecciones por S.
uberis orienté el interés hacia el desarrollo de estrategias inmunoprofildcticas. Los
numerosos disefios inmunoprofildcticos no resultaron exitosos debido en parte a la gran
variabilidad genética de S. uberis (Lang y col., 2009), que implica con frecuencia una
diversidad de patrones de factores de virulencia (Reinoso y col., 2011). En este contexto,
los estudios epidemioldgicos de las cepas regionales contribuyen al conocimiento de las
fuentes de los microorganismos, las vias de transmisién, y el prondstico después del

tratamiento.

Los métodos de tipificacion basados en el andlisis de ADN de S. uberis comenzaron
en 1989 (Hill y col., 1989, Groschup y col., 1991). En los primeros trabajos se observé una
alta homologia entre cepas (Zadoks y col., 2011). Sin embargo, a medida que se lograron
optimizar las técnicas de tipificacion molecular, se puso en evidencia una marcada
heterogeneidad entre cepas de diversos lugares del mundo (Jayarao y col., 1991, Jayarao y
col., 1992, Jayarao y col., 1993, Douglas y col., 2000, Rato y col., 2008a, Wang y col.,
2013, Abureema y col., 2014). Estas evidencias permitieron clasificar a S. uberis como

patégeno ambiental.

La electroforesis de campo pulsado (PFGE) es una técnica de tipificacion genémica
utilizada para una diversidad de microorganismos, entre ellos, bacterias Gram negativas y
positivas, tanto de origen humano como animal (Skjold y col., 1987, Douglas y col., 2000,
Soyer y col., 2010). Esta técnica se basa en el niimero de veces que se encuentra repetido el

sitio de reconocimiento de una enzima de restriccion a lo largo del genoma. La eleccién de
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la endonucleasa es un factor importante en el patron de PFGE debido a que el sitio de
clivaje es unico para cada una. La longitud de dicho sitio y frecuencia con que se encuentra,
es lo que determina la resolucién del PFGE (Li y col., 2009). Para el caso de especies de
los géneros Streptococcus y Staphylococcus, la endonucleasa utilizada es Smal, cuyo sitio
de reconocimiento es CCCGGGQG, el cual se encuentra poco representado en el genoma de

estas bacterias, dada la pobreza en GC (Gordillo y col., 1993).

La PFGE es una técnica que posee alta robustez, presenta gran capacidad resolutiva y
alta reproducibilidad y, por sus caracteristicas, es considerada una técnica de referencia
(Stratton 2006). Sin embargo, requiere de mucho tiempo y equipamiento especializado.
Estas desventajas han llevado al disefio de nuevas técnicas de tipificacion basadas en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), como la RAPD-PCR, por sus iniciales en inglés
Random Amplification of Polymorphic DNA. Esta metodologia fue descripta por Williams
y col, su fundamento es amplificar aleatoriamente segmentos de ADN, en condiciones de
baja astringencia (Williams y col., 1990). Como toda reaccién enzimdtica presenta varios
factores criticos, como son la calidad y la concentracion del ADN molde, las
concentraciones de componentes de la PCR y las condiciones de los ciclos de PCR, todos
ellos afectando la reproducibilidad de los resultados. Es una técnica que presenta costos,
tiempos y eficiencia razonables en comparacion a otros métodos y puede ser aplicada en
cualquier laboratorio. Por lo tanto, a pesar de su inconveniente de reproducibilidad, es

importante considerarla en términos de costo, tiempo y mano de obra.

Ambas metodologias de tipificacion fueron usadas para estudiar la epidemiologia de
S. uberis, asi como de otros microorganismos (Feikova y col., 2007, Goering 2010). En
Argentina, se ha reportado un unico trabajo, que estudia la epidemiologia de S. uberis
mediante PFGE a partir de un nimero de aislamientos reducido y procedente de un dnico

tipo de mastitis (Lasagno y col., 2011).

Se han descripto numerosos factores de virulencia de este patdgeno, entre ellos, el
activador del plasminégeno A (PauA) (Rosey y col., 1999) y la molécula de adhesion de S.
uberis (SUAM) (Almeida y col., 2006a). El primero de ellos es una proteasa capaz de

activar la plasmina, que a su vez, degrada las proteinas generando pequefios péptidos y
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aminodcidos libres que son utilizados por las bacterias como fuente de nitrégeno. Este
factor ha sido propuesto como un mecanismo patogénico de S. uberis dado que estd
relacionado con la colonizacién temprana de la glandula mamaria (Leigh y col., 1999). En
cuanto a SUAM, estd vinculada con la adherencia y la internalizacién de la bacteria, a
través de su unidn a lactoferrina (Patel y col., 2009), asi como también con su persistencia
en las células epiteliales mamarias bovinas (Almeida y col., 2006a). En Argentina, se
observg previamente un patrén de distribucién heterogéneo de los factores de virulencia
hasta ahora descriptos para S. uberis entre cepas causantes de IIM (Reinoso y col., 2011).
Esto permiti6 inferir que no hay un factor de virulencia asociado estrechamente a un tipo de
mastitis. Mds adn, puede estar dado por otros factores de virulencia ain desconocidos o
incluso, influenciados por factores del hospedador (Reinoso y col.,, 2011). La amplia
diversidad genética observada en S. uberis indica que la virulencia no se asocia con un tipo
molecular especifico (Wang y col., 1999). Por lo tanto, el tratamiento y la prevencion de
infecciones provocadas por este microorganismo deben dirigirse a una multitud de
diferentes cepas presentes en el campo y en animales individuales. Durante mucho tiempo,
la variabilidad genética de S. uberis, significé un impedimento para lograr una terapia
inmunogénica. Sin embargo, actualmente esto puede superarse mediante la aplicacién de
herramientas bioinforméticas basadas en el andlisis de numerosas secuencias de ADN que

codifican genes de potenciales factores de virulencia presentes en el genoma bacteriano.
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I1.2 OBJETIVO GENERAL

El estudio de la distribuciéon de genes de virulencia junto con el andlisis de sus
secuencias permite proponer antigenos como potenciales componentes de una vacuna. La
variabilidad antigénica en el disefio inmunoprofilactico condiciona la selecciéon de los
candidatos vacunales. En este sentido es fundamental contar con estudios epidemiolégicos
de aislamientos regionales, ya que estos proveen informacion valiosa en la identificacion de
moléculas blanco para el desarrollo de agentes terapéuticos asi como de vacunas
profil4cticas. Por lo tanto, el objetivo de esta etapa es: Estudiar la diversidad genética y
relacion clonal entre aislamientos de S. uberis obtenidos de mastitis clinicas y subclinicas

de las principales cuencas lecheras argentinas.
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I1.2.1 Objetivos especificos:

Para poder arribar al objetivo general de este capitulo se implementaron los siguientes

objetivos especificos.

e Estudiar aislamientos de S. uberis provenientes de diferentes regiones geograficas,
que comprenden las principales cuencas lecheras del pais, mediante técnicas de
epidemiologia molecular.

e Estudiar la distribucion de los genes sua y pauA, que codifican para SUAM y PauA
respectivamente, en esos aislamientos.

e Identificar las regiones conservadas de los genes sua y pauA mediante el andlisis de

las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas.
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IL.3 MATERIALES Y METODOS

I1.3.1 Aislamientos bacterianos incluidos en este estudio

Los aislamientos recibidos, fueron recolectados en un periodo comprendido entre
noviembre de 2010 y julio de 2012 de muestras de leche compuesta de vacas con mastitis
clinica o subclinica provenientes de 35 campos ubicados en las principales cuencas lecheras
Argentinas. La caracterizacion del tipo de infeccién (clinico y subclinico) fue realizada por
Meédicos Veterinarios, quienes remitieron las muestras de leche a los laboratorios de la
Estacion Experimental Agropecuaria de Rafaela y Lacto Diagnéstico Sur de Olivos. Las
muestras fueron clasificadas como de casos de mastitis clinicas, cuando los aislamientos
provenian de animales con secrecién mamaria con alteraciones macroscopicas (codgulos en
la leche) y signos inflamatorios (hinchazén, enrojecimiento, dolor en la ubre), mientras que
las muestras de mastitis subclinica, procedieron de animales con secreciones mamarias sin
alteraciones macroscépicas (ausencia de signos de inflamacién clinica) pero con recuento

de células somdticas superiores a 200 000 células/ml (I.LR. Dohoo 1991).

La identificaciéon de género se realizO en primera instancia en los laboratorios
anteriormente mencionados, en base a las caracteristicas morfolégicas de las colonias,
actividad hemolitica, tincion de Gram y prueba de la catalasa. La identificacién bioquimica
de especie de Streptococcus se realiz6 mediante las siguientes pruebas: hidrélisis de la
esculina e hipurato de sodio, crecimiento en caldo NaCl al 6.5%, crecimiento en agar bilis
esculina (ABE) y prueba de CAMP (ANEXO 2, tabla 1) (Odierno y col., 2006). Las
muestras se preservaron hasta su uso a -70°C en caldo Tripteina Soya (Britania, Argentina)

suplementado (ANEXO 1 incisol.1, 1) con el agregado de 15% de glicerol.

I1.3.2 Extraccion de ADN gendémico de Streptococcus uberis

El ADN genémico de los aislamientos de S. uberis se purific6 por el método
descripto por Hill y Leigh (Hill y col., 1989) con modificaciones. Se partié de 3 ml de un
cultivo crecido en fase estacionaria (16 hs a 37°C) y se centrifugd a 13 000 r.p.m durante 5

min. Para eliminar los restos de medio de cultivo se lavé el sedimento celular con 500 pl de
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buffer TE (ANEXO 1 inciso 1.2, 1). La lisis bacteriana se realizé a través de resuspension
en buffer de ruptura de pared celular (ANEXO 1 inciso 1.2, 2) y posterior incubacion a
37°C durante 30 min. La lisis celular se complet6 con el agregado de 20 ul de buffer de
lisis (ANEXO 1 inciso 1.2, 3) y proteinasa K (Genbiotech SRL, Argentina) a una
concentracion final de 150 pg/ml e incubacién adicional a 37°C durante 60 min. Los restos
proteicos de la pared celular se eliminaron por precipitacion, mediante el agregado de 200
ul de solucién saturada de NaCl y posterior centrifugacion a 13 000 r.p.m durante 10 min.
El sobrenadante se extrajo con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, se separé la fase
acuosa y el ADN se precipité con el agregado de 2 volimenes de etanol absoluto. El ADN
precipitado se lavé con etanol 70% y se evaporaron los restos del mismo a temperatura
ambiente 30 min, previo a la resuspension en agua estéril. La cuantificacion del ADN
extraido se realiz6 espectrofotométricamente mediante lectura de absorbancia a 260 nm
(NanoDrop 2000, Thermo Scientific). Se evalu6 la pureza de las mismas mediante la

determinacion de la relacion de absorbancia a 260 nm /280 nm.

11.3.3 Cebadores utilizados

En la Tabla 1 se listan los cebadores especificos utilizados para llevar a cabo los
experimentos de amplificacién gendmica y secuenciacion, realizados en este capitulo. Para
el disefio de cebadores se utiliz6 el programa PrimerSelect™ (DNASTAR, Inc., Madison,
Wisconsin, EE.UU.) a partir de las secuencias disponibles en GenBank GU392692.1 y
DQ232760.1, para pauA y sua respectivamente. Los cebadores disefiados se corrigieron
manualmente para disminuir las probabilidades de formacién de horquillas dentro de las
secuencias y la dimerizacién de los oligonucledtidos. Todos los oligonucledtidos fueron

sintetizados por Genbiotech SRL, Argentina.

Nombre Secuencia Referencia
16S 5° 5’-CCAAGCGCTCAGGACGAACGCT-3"
16S 37 5’-CGGGATCCCGCCCGGGAACGTATTCAC-3’ | (Jayaraoy col., 1992)
Ope-4 5 ‘GTGACATGCC 37 (Wieliczko y col., 2002)
sua 5~ 5"-GTCATTTGGTAGGAGTGGCTG- 3°

(Luther y col., 2008)
sua 3’ 5-TGGTTGATATAGCACTTGGTGAC-3"
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PauA 57 5-GGATCCTTTTTAATATTAATGCTTTTG-3"

Este trabajo
PauA 37 5-GAGCTCCAGAAAAATTTAATGGATAC-3"

SUAM-25" | 5:GAATTCACACAATCTGACGAGGT-3" Este trabajo
SUAM-3 5° 5" :GAATTCGAAGTTGGGGCATAC-3" Este trabajo
SUAM-4 5° 5" :GAATTCCCAAGTGCTCCGGTCT-3" Este trabajo

Tabla.l. Secuencia de los cebadores utilizados. Se representa la secuencia de cada
oligonucledtido y el origen de cada uno. Este trabajo: hace referencia a que fue

disefiado en el marco de esta tesis.

I1.3.4 Visualizacion de los productos de PCR en geles de agarosa

De acuerdo al tamafio del fragmento de ADN amplificado, se analizaron alicuotas de
cada reaccion de PCR (5-10 pl) en geles de agarosa al 0,8%; 1%; 1,5% o 2%, en TAE 1X,
pH 8 (ANEXO 1 inciso 1.3, 1) conteniendo 1 ul de Bromuro de etidio (BrEt) (10 mg/ml).
Las corridas electroforéticas se realizaron a 90V durante 40-120 min. Los geles se
visualizaron por transiluminaciéon bajo luz UV A 255 nm (Fotodyne N3/3002). La
determinacion del tamafio de los amplificados se realizé por comparacién con un marcador
de peso molecular (1 Kb DNA Ladder, Promega, EE.UU) (100 bp DNA Ladder, Productos
bioldgicos, Argentina). La documentacion de imdagenes se realiz6 utilizando Molecular

Imager® Gel Doc ™ XR+ Sistem (BioRad Laboratories, Inc.).

I1.3.5 Identificacion molecular de especie
I1.3.5.1 Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

La confirmaciéon molecular de los aislamientos se llevé a cabo segin la técnica
descripta previamente por Jayarao y col. (Jayarao y col., 1992). Brevemente, esta técnica
consistié en dos pasos, la amplificacion del gen 16S de ARN ribosomal (ARNT) seguida de

la digestion del producto amplificado con endonucleasas.
I1.3.5.1.1 Amplificacion del gen 16S de ARNr

La reaccion de amplificacion se realiz6 utilizando 150 ng de ADN genémico como molde

en un volumen total de 100 pl de mezcla de reaccién. El tamafio de producto esperado fue
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de 1600 pb. La PCR se realiz6 en termociclador Ivema T-18 (Ivema Desarrollos S.R.L.,

Argentina) bajo las siguientes condiciones de trabajo:

Mezcla de reaccion Programa de amplificacién
Reactivo Concentracién Final Desnaturalizacién del ADN 5 min a 94°C
dNTPs 0,1 mM c/u 35 ciclos de amplificacién
MgCl, 2mM Desnaturalizacién del ADN 90 seg a 93°C
165 57165 3 i elin Hibridacion de los oligonucleétidos | 90 seg a 56°C
Buffer 5X 1X
Sintesis de ADN 90 seg a 75°C
GoTaq Promega 250
ADN (ng) 150 Elongacion de cadenas 10 min a 72°C

I1.3.5.1.2 Digestion enzimatica del producto amplificado e interpretacion de

resultados.

El producto obtenido por amplificacion se sometié a digestiones enzimaéticas con las
endonucleasas de restriccion Cfol y Rsal (Promega®, EE.UU). Para ello, se prepararon
mezclas de producto de PCR (ADN) (0,1-1 pg), Albimina Sérica Bovina (ASB) (0,1pug/ul)

y 15 U de enzima, en un volumen final de 50 ul y se incubaron durante 90 minutos a 37°C.

El producto de la digestion del gen 16S ARNr con Cfol, genera tres fragmentos de
280, 550 y 600 pb compatible con el grupo A definido por S. uberis, S. parauberis, S. mitis,
S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. salivarius, S. equinus y A. viridans. El patrén observado
para el grupo B, definido por E. saccharoliticus, E. faecalis, E. faecium y E. avium, se

corresponde con la generacidn de cuatro fragmentos de 220, 280, 380, and 550bp.

Para diferenciar especies dentro del grupo A se realiz6 la digestion del producto
amplificado 16S ARNr con Rsal. Como producto de la digestion se observa un fragmento
de 200 pb presente en S. uberis y S. parauberis, y éstas se diferenciaron entre si por la
presencia de un fragmento a la altura de 240 pb para S. uberis y uno a la altura de 370 pb en

S. parauberis.
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I1.3.6 Andlisis epidemiolégico de cepas de S. uberis
I1.3.6.1 Tipificacion molecular mediante electroforesis en gel de campo pulsado

La tipificacion consistié en hacer una macro digestion del ADN gendmico bacteriano
con la endonucleasa Smal (Gordillo y col., 1993). La técnica se realizé en tres fases: 1)
Extraccion del ADN gendmico bacteriano, 2) Digestion del ADN con Smal, 3) Separacion
de los fragmentos obtenidos mediante un sistema de electroforesis en gel de campo pulsado

(PFGE).
1-Extraccién de ADN genémico

La extraccion del material genodmico se realizé a partir de un cultivo crecido durante
16 hs a 37°C en caldo Tripteina Soya (Britania, Argentina) suplementado (ANEXO 1 inciso
1.1,1). La masa celular obtenida por centrifugaciéon (12 000 r.p.m, 25°C 2 min) de 1 ml de
cultivo, se resuspendio en 200 pl de Buffer PIV (ANEXO 1 inciso 1.4, 1). A esta
suspension, se le midié la densidad 6ptica a 620 nm (DOeyg). Este valor se utilizé para
calcular el volumen de solucién PIV que se debia agregar a la suspension para que todas las

muestras alcancen una DOg,(=5.

Luego de agregar el volumen calculado de PIV, 200 ul de cada suspension bacteriana
se mezcld con 200 pl de una solucion de agarosa de bajo punto de fusion (BioRad) al
1,5%, ambas precalentadas a 41°C. Posteriormente se realizaron gotas (“plugs”: ADN
embebido en agarosa) con 20 pul de cada mezcla, sobre una superficie plana y se dejaron
solidificar. Luego, los “plugs” fueron incubados en buffer EC-Lisis (ANEXO 1 inciso 1.4,
3) a 37°C durante 5 hs y posteriormente 18 hs a 50°C en Buffer ES-P (ANEXO 1 inciso
1.4, 4) en bafio de agua, para lisar las bacterias y dejar expuesto el ADN gendmico para su
digestion. Con la finalidad de eliminar los restos de las soluciones de lisis, los bloques de

agarosa se lavaron 6 veces durante 30 min con Buffer TE pH; 8 (ANEXO 1 inciso 1.4, 5).

2-Digestion del ADN
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Los ”plugs” se incubaron en 500 ul de buffer Pre-Smal con B-mercaptoetanol durante
1 h a25°C. Se retiro el buffer y se agregaron 45 pl de Buffer Pre-Smal (ANEXO 1) y 15 U
de Smal (Promega, EE.UU). Se incubaron a 25°C en bafio de agua durante 17 hs.

3-Electroforesis de los fragmentos de restriccion

Se prepar6 un gel de agarosa Pulsed Field Certified™ (BioRad, Laboratories Inc.,
Richmond, CA, EE.UU) al 1% en buffer TBE 0,5X (ANEXO 1 inciso 1.4, 8). En cada uno
de los pocillos se colocaron los “plugs” digeridos. Los fragmentos de ADN fueron
separados con un equipo CHEF DRIII System (Bio Rad, Laboratories Inc., Richmond, CA,
EE.UU). Las condiciones de la corrida electroforética fueron: distribucion lineal de pulsos
de 5 a 35 segundos, a 6 V/cm durante 23 hs. Como marcador de peso molecular, se utilizé
el Lambda Ladder PFG, que contiene fragmentos de 50 Kbp a 1 Kpb (New England
Biolabs, Beverly, MA, EE.UU). Finalmente los geles fueron tefiidos con 0,5 mg/l de BrEt,
el ADN, visualizados con un transiluminador de luz UV A 255 nm (Fotodyne N3/3002) y el
registro digital se realizo utilizando Molecular Imager® Gel Doc ™ XR+ Sistem (BioRad,
Laboratories Inc., Richmond, CA, EE.UU)

I1.3.6.2 Amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (RAPD: random amplified
polymorphic DNA)

Se realizé la técnica descripta por Wieliczko y col. (Wieliczko y col., 2002). La PCR se
realiz6 en un volumen final de 50 ul, utilizando el equipo Veriti (Applied Biosystems,

EE.UU) bajo las siguientes condiciones de trabajo:

Mezcla de reaccion Programa de amplificacion
Reactivo Concentracién Final Desnaturalizacién del ADN 5 min a 94°C
dNTP: 0,25 mM c/ . ‘2
> o 45 ciclos de reaccion
MgCl, 2,5 mM
Desnaturalizaciéon del ADN 30 seg a 94°C
Ope-4 0,56 uM
Buffer 5X 1X Hibridacién de los oligonucleétidos 30 seg a 33°C
GoTaq Promega 3U Sintesis de ADN 2 min a 72°C

ADN (ng) 250 Elongacién de cadenas 10 min a 72°C
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I1.3.6.3 Analisis de los patrones de bandas obtenidos

Para establecer la relacion clonal entre los diferentes aislados, a partir de los perfiles
de bandas o fragmentos generados por ambas técnicas (PFGE o RAPD), se utilizé el
programa informdtico BioNumerics version 7.1 (Applied Maths, Sint- Martens-Latem,
Bélgica). Las bandas fueron asignadas manualmente. Se utiliz6 el coeficiente de homologia
de Dice para comparar los patrones obtenidos. Para la visualizacién de la relacion existente
entre los aislados se construyé un dendrograma empleando el método de los promedios
aritméticos no ponderados (UPGMA: unweighted pair group method with arithmetic
averages) utilizando pardmetros de optimizacién y de tolerancia en la posiciéon de las
bandas de 1 % y 1,5 %, respectivamente. Teniendo en cuenta los criterios de andlisis
descriptos por Tenover y col. (Tenover y col., 1995), los aislados que presentaron mas de 3
diferencias en los fragmentos de ADN y una similitud <80% en el andlisis del dendrograma
se clasificaron como diferentes tipos clonales, mientras que, aquellos que mostraron
variaciones de fragmentos con una similitud >80% en el andlisis del dendrograma se
definieron como subtipos clonales. Los aislados que mostraron patrones idénticos (indice
de similitud del 100%) se interpretaron también como pertenecientes al mismo tipo clonal

(Abureema y col., 2014).

11.3.6.4 Calculo del indice de diversidad de Simpson, coeficientes de Wallace y

concordancia.

Indice de diversidad de Simpson (D): permite medir el poder discriminatorio de los
sistemas de tipificacion (Figura 1). Este indice indica la probabilidad de que 2 cepas al azar

dentro de una poblacion pertenezcan a 2 tipos clonales diferentes (Carrico y col., 2006).
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Figura.l. D: Indice de Simpson, CI: intervalo de confianza. N es el nimero total de
cepas en la muestra poblacional, S es el nimero total de tipos descriptos, n; es el
nimero de cepas en cada tipo, y =j es la frecuencia de nj/N, o: representa la desviacion

estandar.

Coeficiente de comparacion de clusters (coeficiente de Wallace): brinda una
evaluacién cuantitativa de la congruencia de las clasificaciones de los diferentes
agrupamientos obtenidas mediante dos metodologias. Permite conocer si los diferentes
métodos identificaron la misma relacion entre las cepas. En este estudio se compararon los

resultados de PFGE y RAPD.

Ambos indices se calcularon utilizando el software EpiCompare versién 1.0

(http://www3.ridom.de/epicompare/).

La concordancia de cada par de aislados fue evaluada como se describié previamente
(Robinson y col., 1998). Brevemente, todos los posibles pares de aislamientos fueron
evaluados mediante la clasificacion cruzada sobre la base de tipos clonales coincidentes o
no coincidentes. La tabla 2x2 resultante se evalué mediante el estadistico de chi-cuadrado,
y el porcentaje de cepas concordantes se calculé utilizando el programa GraphPad Instat

(GraphPad-Instat Software Inc., San Diego).

I1.3.7 Amplificaciéon de genes codificantes para dos factores de virulencia

de S. uberis: pauA y sua.

Todas las reacciones se realizaron con 150 ng del ADN cromosomal, en un volumen final

de 50 pl en un termociclador Ivema T-18 (Ivema Desarrollos S.R.L., Argentina)
I1.3.7.1 Amplificacion del gen sua de S. uberis

El tamaiio esperado del producto fue de 2732 pb y la PCR se realiz6 en las siguientes

condiciones:
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Mezcla de reaccion

Programa de amplificacién

Desnaturalizacion del ADN 5 min a 94°C

35 ciclos de reaccion

Desnaturalizacion del ADN 1 min a 94°C
Hibridacién de los oligonucleétidos | 1 min a 57°C
Sintesis de ADN 3 min a 68°C

Reactivo Concentracién Final
dNTPs 0,3 mM c/u
MgCl, 1,5 mM

sua 57/ sua 3~ 0,3 uM c/u

Buffer 5X 1X

GoTaq (Promega) 10
ADN (ng) 150

Elongacion de cadenas 10 min a 68°C

11.3.7.2 Amplificacion del gen pauA de S. uberis

El tamafio esperado del producto fue de 800 pb y la PCR se realiz6 en las siguientes

condiciones de trabajo:

Mezcla de reaccion

Programa de amplificacién

Desnaturalizacion del ADN 2 min a 94°C

30 ciclos de reaccion

Desnaturalizacion del ADN 1 min a 94°C
Hibridacion de los oligonucleétidos | 1 min a 49°C
Sintesis de ADN 1 min a 72°C

Reactivo Concentracién Final
dNTPs 0,2 mM c/u
MgCl, 1,5 mM

pauA 57/ pauA 3’ 0,8 uM c/u

Buffer 5X 1X

GoTaq (Promega) 10
ADN (ng) 150

Elongacién de cadenas 5 min a 72°C

11.3.7.3 Purificacion de los productos de PCR

Los productos de amplificacion fueron purificados utilizando kit Wizard®SV Gel

and PCR Clean-Up System (Promega®) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

11.3.7.4 Secuenciacion

Las muestras de ADN (30-50 ng/ul) fueron secuenciadas por el servicio de

secuenciacion del Instituto de Biotecnologia del INTA Castelar en un secuenciador

ABI3130x1 (Applied Biosystems) con la quimica BigDye (Amersham, Bharmacia, Biotech,
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Upsala, Suecia). El gen pauA se secuenci6 con los cebadores pauA 5’ y pauA 3’, mientras
que el gen sua se secuenci6 utilizando los cebadores internos: sua 5°, SUAM-2 57, SUAM-

35, SUAM-4 57, sua 3" (Tabla 1).

I1.3.7.5 Analisis de secuencias

Las secuencias consenso se obtuvieron utilizando el programa Sequencher 5.1 (Gene
Codes Corporation). Luego, los archivos de estas secuencias se convirtieron a formato
FASTA. Las secuencias se compararon con el tinico genoma de S. uberis disponible en el
GenBank. Se estableci6 la homologia a nivel de ADN y aminodcidos con las secuencias de
los genes reportados utilizando el programa BLAST (Herramientas de Busqueda de

Alineamientos Locales, URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLLAST/Blast.cgi) y el

programa CodonCode Alligner (Code Corporation, Dedham, MA).
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I1.4 RESULTADOS

I1.4.1 Aislamientos de Streptococcus uberis

Para llevar a cabo el estudio epidemioldgico, se trabajé con aislamientos bacterianos
obtenidos a partir de leche de animales con infeccién intramamaria de origen clinico y
subclinico, de rebafios provenientes de las provincias de Buenos Aires, Cérdoba, Santa Fe y
Entre Rios (Figura 2). Se recibieron 175 aislamientos (Tabla 2) identificados como S.

uberis mediante pruebas bioquimicas (ver inciso 2.1).

Cuencas Lacteasde la Argentina

-
h Santa Fe LaRioja
Cordoba 5
Centro Norte
Noreste h
Sur
Villa Maria :
e «Cérdoba { ) N £ Saltc
Cdrdoba Sur “Santa F

Entre Rios

Entreriana () %> Urugy

AL ) AvenosAires

Argentiné :

Buenos Aires

. Abasto Sur

. Abasto Norte Tandi -

Oeste <Mar,del Plata

Mar y Sierras

Figura.2. Distribucion geografica de los aislamientos de S. uberis identificados por
pruebas bioquimicas clasicas. En la imagen de la izquierda se observa la distribucién
de las cuencas lecheras del pais con sus principales regiones. Fuente: Direccion de
Informacién y Andlisis Sectorial en base de datos Dir. Alimentos MAGyP e INTA. En
la imagen de la derecha se muestra con simbolos verdes las localidades de procedencia

de los aislamientos estudiados en este trabajo.
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Provincia Aislamientos
Buenos Aires 142
Santa Fe 15
Entre Rios 9
Cérdoba 9
Total 175

Tabla 2:Distrubucién geogrdfica de los aislamientos de Streptococcus uberis

identificados por pruebas bioquimicas
11.4.1.1 Identificacion molecular de especie

Con el propdsito de confirmar molecularmente la caracterizacion bioquimica se
realiz6 el andlisis de RFLP (Jayarao y col., 1992). La confirmacién molecular es de
importancia ya que hasta la fecha no se encontré una técnica bioquimica especifica que

permita diferenciar las especies S. uberis de S. parauberis (Facklam 2002).

Mediante esta técnica se confirmaron molecularmente como S. uberis, 154

aislamientos, del total de 175 muestras analizadas (Figura 3).

Digestion con Cfo I Digestion con Rsal

—-—
500ph — -~ S Gl N gay | OW 500ph s
— m———
300pb — — — — . — 300pb —
200pb o 200pb ==
- -

Figua.3. Productos de digestion de fragmentos amplificados del gen 16S de ARNr .
A: Digestién con Cfol: calles 1, 2, 3 y 4, perfil grupo A, calle 5, perfil grupo B. B:
Digestion con Rsal: calles 1 y 2 perfil de S. uberis, calles 3 perfil de S. agalactiae o S.
dysgalactiae, calle 4 S. parauberis. A la izquierda de cada figura, el marcador de peso
molecular 100pb (L), Productos Biolégicos®. Los pares de muestras con la misma

enumeracion en la imagen A y B, derivan de un mismo aislamiento.
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I1.4.2 Tipificacion molecular de aislamientos

Las técnicas de tipificacion molecular son una herramienta para la caracterizacion
epidemioldgica de patdgenos bacterianos que permiten determinar la relacién clonal entre
aislamientos. Se realizaron dos técnicas de tipificacion molecular: PFGE y RAPD-PCR,

sobre los 154 aislamientos confirmados molecularmente como S. uberis
11.4.2.1 PFGE

La técnica consisti6 en una macrodigestion del ADN cromosomal del
microorganismo con la enzima de restriccion Smal. De dicha macrodigestion se obtuvieron
entre 1 y 23 fragmentos de un tamafio entre 48,5 Kb y 436,5 Kb (ANEXO 2, 1.2 Figura 1).
Si bien se realizaron corridas electroforéticas de 154 aislamientos, el andlisis de datos se
realiz6 sobre 137, dado que se seleccionaron aquellos aislamientos de los cuales se contaba

con informacién del campo y la localidad de origen.

El anélisis de los 137 aislamientos (provenientes de 122 animales y correspondientes
a 35 campos) revel6 61 tipos de patrones de PFGE (PF), 29 compuestos por aislados
unicos, y 32 conteniendo entre 2 a 8 aislamientos por tipo. La distribucién de aislamientos
entre los grupos de PFGE fue: 19 tipos con 2 aislados (PF04, 09, 11, 12, 15, 16, 18, 21, 23,
25, 27, 37, 43, 45, 46, 47, 55, 56 y 57), 5 tipos con 3 aislados (PF 13, 19, 32, 33,y 40), 5
tipos con 4 aislados (PF 20, 31, 34, 35 y 39), 2 tipos con 6 aislados (PF14 y PF29) y 1 tipo
con 8 aislados (PFO1) (ANEXO 2, 1.2 Figura 1).

No se observé ninguna relacion entre los tipos obtenidos por PFGE vy el tipo de
mastitis (clinica o subclinica). Sin embargo, dentro de los grupos clonales con una similitud
mayor al 80%, se encontraban aislados procedentes de diferentes campos. Asimismo, se
observaron patrones similares (similitud mayor al 80%) entre aislados de un mismo

establecimiento, en 11 tipos (PF 1, 4, 14, 19, 20, 29, 31, 32, 34, 35 y 47).

En 15 de los 137 aislados analizados, se obtuvieron patrones de PFGE de baja
calidad, por lo que no pudieron ser asignados a un grupo y fueron clasificados como no
tipificables. Teniendo en cuenta estos datos, la capacidad de tipificacion de esta técnica fue

de un 90,5% de acuerdo al analisis realizado con el programa EpiCompare.
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4.2.2 RAPD-PCR

El andlisis se realizd sobre 137 aislados sobre la base de los mismos criterios
mencionados en el inciso 4.2.1. Esta técnica de tipificacion se basa en la amplificacion de
regiones aleatorias del genoma, utilizando una secuencia arbitraria de ADN (Williams y
col., 1990). De dicha amplificacién se obtuvieron productos que oscilaron entre 0,5 y 8,0
kb de tamafio. Las diferencias entre las cepas fueron dadas por productos de tamafos entre
1632 y 1800 pb (datos no mostrados). Sobre los 137 aislamientos analizados se
identificaron 25 patrones clonales de RAPD-PCR (RD). Cinco de ellos incluyeron un solo
aislamiento y 20, contenian entre 2 y 17 cepas. La composiciéon de los grupos fue la
siguiente: 4 tipos con 2 aislados (RDO07, 12, 20 y 22), 3 tipos con 3 aislados (RDO05, 08 y
15), 1 tipo con 4 aislados (RD19), 5 tipos con 5 aislados (RD04, 11, 16, 18 y 23), 1 tipo con
7 aislados (RD14), 2 tipos con 8 aislados (RDO1 y 06), 1 tipo con 9 aislados (RD03), 1 tipo
con 11 aislados (RD09), 1 tipo con 13 aislados (RD13), y 1 tipo con 17 aislados (RD10)
(ANEXO 2, 1.2 Figura 1). En todos los aislamientos se observé un patrén de productos de

amplificacion conservados, con los siguientes tamafios: 1632 pb, 1800 pb y 2430 pb.

Al igual que para PFGE, no se encontrd asociacion entre el perfil de bandas, el tipo
de mastitis y el establecimiento de origen. Trece aislados no pudieron ser asignados a un
grupo clonal dada la baja calidad observada en su patrén de electroforesis y se clasificaron
como no tipificables. En consecuencia, la capacidad de tipificacion de la RAPD-PCR fue

de un 89% de acuerdo al andlisis realizado con el programa EpiCompare.

Con ambas metodologias, se analizaron los aislamientos provenientes de un mismo
animal. En cuatro animales con dos aislamientos cada uno, de diferentes fechas de toma de
muestras, se observé una identidad menor al 80%. Esto sugiere que no se trata de un tipo de
mastitis recurrente, sino de una segunda infeccién con una cepa ambiental diferente. En un
animal se obtuvieron 4 aislamientos, dos en una misma fecha y de cuartos mamarios
diferentes (SU139 y SU140), y dos de dos tomas de muestras en tiempos diferentes (SU161
y SU87), entre ellas y a las anteriores. Entre estos 4 aislamientos se reveld identidad

genética mediante andlisis de PFGE entre SU139 y SU161 y por RAPD-PCR entre SU161
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y SU140. Esto seria indicio de una infeccion repetitiva o de una infeccidon crénica, aunque

esto sélo fue observado en un animal.
4.2.4 Comparacion de los métodos de tipificacion

Para comparar el poder discriminatorio de PFGE y RAPD-PCR, se determiné el
nimero medio de aislamientos por tipo de PFGE o RAPD-PCR vy el indice de diversidad de
Simpson (Tabla 8).

El indice de diversidad de Simpson para el método de PFGE 0,983 (IC del 95%:
0,978-0,989) es mayor al indice de 0,941 (IC del 95%: 0,927-0,955) obtenido para el
método de RAPD-PCR.. Con el propédsito de comparar la congruencia entre las
asignaciones de tipos clonales utilizando PFGE y RAPD-PCR, se calcularon los
coeficientes de Wallace (W). Los valores de W indican la probabilidad de que dos
aislamientos agrupados en el mismo tipo con un método, sean agrupados en un mismo tipo
con otro método. Los valores de W obtenidos para PFGE y RAPD-PCR fueron de 0,042 a
0,172 (W =1 indica 100% de congruencia) indicando una congruencia bidireccional débil
entre los tipos generados por ambos métodos. Aunque la correlacién entre la tipificacion
por PFGE y RAPD-PCR fue pobre, se encontré una notable concordancia cuando se
analiz6 la relacion entre cada par de aislamientos (Tabla 9). La clasificacién cruzada de los
aislamientos, basada en pares coincidentes o no coincidentes para PFGE y RAPD, mostré
que los dos sistemas de tipificacion poseen un 92,6% de concordancia. Los resultados
indican que cualquier par de aislamientos diferenciados por una metodologia tiende a ser

diferenciado por la otra también

) N° de aislados Indice de Simpson
agrupados Método | N° de tipo ) ‘
por tipo (media + DE) (95% 1C)
PFGE 61 2+1,4 0,983 (0,978-0,989)
RAPD-PCR 25 544,1 0,941 (0,927-0,955)

Tabla.8. Indice de diversidad de Simpson de los métodos de genotipificacién

para todos los tipos de aislados.
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RAPD-PCR

Concordancia | No concordancia

Concordancia 16 77

No concordancia 369 5533

PFGE

Tabla.9. Clasificacién cruzada de todos los posibles pares de aislamientos
basados en coincidencia o no coincidencia de tipos de PFGE y RAPD.

Concordancia 92,6%. P<0,001 prueba de Chi-cuadrado.

I1.4.3 Estudio genético de factores de virulencia
I1.4.3.1 Prevalencia de genes pauA y sua

El activador del plasmin6geno A (PauA), codificado por el gen pauA, y la molécula
de adhesion de S. uberis (SUAM), codificada por el gen sua, han sido descriptos como dos
de los principales factores de virulencia de S. uberis. Por tal motivo, se evalu6 mediante
PCR, la prevalencia de los genes pauA y sua sobre el total de aislamientos de S. uberis
identificados molecularmente en este trabajo (n=154). Los productos amplificados
generaron fragmentos de 800 pb, para pauA, (Figura 4, A) y de 2971 pb, para sua (Figura 4,
B). Se observo que el 97,40 % (n= 150) de los aislamientos amplificé el gen pauA y 98,05
% (n=151) el gen sua. Solamente en dos aislamientos no pudo evidenciarse ninguno de los
dos genes (SU104 y SU106). El detalle de los resultados obtenidos para cada aislamiento se
resume en la Tabla 2 del ANEXO 2.

» Pagina 66
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pauAd sua
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Figura.4. PCR de los genes pauA y sua de S. uberis. A: Calles 1, 2 y 3 muestran la presencia del
gen pauA (800 pb).B: Calles 1, 2 y 3 muestran la presencia del gen sua (2971pb). (-) control blanco de
reaccién. A la izquierda de cada figura: marcador de tamafio molecular de 100 pb, Productos

Biol6gicos® (A) y de 1Kb Axigen (B).
11.4.3.2 Polimorfismo de secuencias de factores de virulencia

El anélisis de secuencias nucleotidicas es una herramienta que nos brinda informacion
a nivel genémico de los microorganismos. Con el objeto de estudiar el polimorfismo de los
genes codificantes para PauA y SUAM, se secuenciaron los productos obtenidos por PCR
de 20 aislamientos seleccionados del total de S. uberis estudiados en este trabajo (ANEXO
2, Tabla 2). Para esta seleccion se tuvo en cuenta que los aislamientos no estén relacionados
epidemiolégicamente y que estén distribuidos geogrificamente a lo largo de la cuenca

lechera Argentina (Figura 5).
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Figura .5. Mapa de la distribucién del origen de los aislamientos. En rojo se indica el
origen de los aislamientos seleccionados para la secuenciacion de los genes codificante

de factores de virulencia.

Las secuencias nucleotidicas del gen sua mostraron una identidad del 99% con
respecto a la unica secuencia de referencia de Genbank (DQ232760.1) (Almeida y col.,
2006a). En concordancia con la identidad de secuencias nucleotidicas, las secuencias
aminoacidicas de los aislados mostraron entre un 97 a 99% de identidad respecto a la
secuencia de referencia (GenBank ABBS52003.1) (Almeida y col., 2006a). Para el gen
pauA, las secuencias nucleotidicas mostraron una identidad entre un 95% y el 100%
respecto a las 55 secuencias registradas en GenBank (ANEXO 2, inciso 1.4 y 1.5). Del
mismo modo, las secuencias de aminoacidos mostraron entre un 96 a 100% de identidad

respecto a secuencias de referencia.
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IL4 DISCUSION

El poco control de las I[IM causadas por S. uberis hasta hoy en dia se atribuye, en
parte, a la diversidad clonal de cepas en una determinada drea geografica y la heterogénea
distribucion de los factores de virulencia. A partir de esta situacidn, en este estudio se
pretendié explorar la distribucién clonal de S. uberis mediante dos metodologias.
Asimismo, con la finalidad de encontrar candidatos vacunales apropiados, se estudié la

prevalencia y conservacion de dos factores de virulencia, sobre aislados de Argentina.

En este estudio se demostré una distribucion clonal heterogénea. Entre los 137
aislamientos analizados, se diferenciaron 61 patrones clonales de PFGE. Estos resultados
estdn en linea con un trabajo de tipificacion de S. uberis realizado previamente en la
Argentina en el cual se identificaron 18 tipos de PFGE entre 32 aislamientos de mastitis
subclinica (Lasagno y col., 2011). De la misma manera, estudios llevados a cabo en
diferentes dreas geograficas del mundo, reportaron la existencia de una elevada variabilidad
genética en aislados de S. uberis mediante PFGE (Rato y col., 2008a, Wang y col., 2013,
Abureema y col., 2014). Los resultados de este trabajo demostraron que no existiria una
asociacion entre el patrén de PFGE o RAPD-PCR vy el tipo de mastitis en coincidencia con
lo observado en otros estudios (Jayarao y col., 1991, Jayarao y col., 1992, Jayarao y col.,
1993). La causa que provoca uno u otro tipo de mastitis, sigue siendo un terreno a explorar,
y estaria relacionada con la virulencia de las cepas, la genética del animal y las condiciones
de crianza (Hill 1988). Por otro lado, se observaron once tipos de PFGE entre 26
aislamientos provenientes de diferentes animales pertenecientes a un mismo
establecimiento y result6 asi similar a lo reportado por Douglas y col. en campos de Nueva
Zelanda (Douglas y col., 2000). Esto indicaria que, en algunos casos, los animales podrian
ser infectados a partir de una fuente comun o por la propagacion de una vaca a otra, debido,
en parte, a la incorrecta higiene durante la manipulacién en el ordefie. Este factor debe ser
considerado para la implementaciéon de programas de control de mastitis, ya que se
encuentra asociado a infecciones, particularmente donde la crianza en espacios reducidos es

frecuente. Por otro lado, se observé en muchos casos tipos de PFGE estrechamente
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relacionados entre aislamientos de diferentes campos en coincidencia con aquellos
informados en otros estudios (Douglas y col., 2000, Lasagno y col., 2011). Si bien las
razones de estos resultados no son claras, es posible que aquellas cepas aisladas entre

diferentes establecimientos, fueran més prevalentes en el medio ambiente.

La tipificacion por RAPD-PCR se basa en la amplificacion de sitios diana arbitrarios
bajo condiciones de reaccion poco astringentes (Olive y col., 1999) resultando en una baja
reproducibilidad de la técnica (Gallego y col., 1997). En este trabajo se optimizaron las
condiciones de reaccion con el objeto de minimizar la variabilidad. Entre ellas se optimiz6
la temperatura de annealing, se utilizé un mismo lote de Taq polimerasa y se realizaron las
reacciones un placas de 96 pocillos. Los resultados obtenidos por RAPD-PCR permitieron
diferenciar 25 tipos clonales sobre un total de 137 aislados. Los fragmentos amplificados
conservados entre los aislados se diferencian con los descriptos previamente en estudios de
Nueva Zelanda y Estados Unidos (Gillespie y col., 1998, Gillespie Be 1998, Wieliczko y
col., 2002). Esta discrepancia pone de manifiesto que la técnica de RAPD-PCR no
permitiria comparar resultados provenientes de diferentes dreas geogréficas. Sin embargo,
la técnica permite realizar un estudio epidemiolégico en menor tiempo, con menos

equipamiento y con un bajo costo (Wieliczko y col., 2002).

El poder discriminatorio y la congruencia entre los métodos fueron comparados
mediante el indice de diversidad de Simpson y los coeficientes de Wallace. En este trabajo
el andlisis estadistico mostrd, que ambos métodos de tipificacion presentan un alto poder
discriminatorio, como indica el indice de diversidad de Simpson (PFGE; 0,983 y RAPD-
PCR; 0,941). Se defini6é una débil congruencia entre los tipos clonales definidos por PFGE
y RAPD-PCR, reflejado en el coeficiente de Wallace (0,042 y 0,172). Asi, se pone en
evidencia que los agrupamientos clonales obtenidos por cada técnica dificilmente
coincidan. Tal como se observa en el andlisis comparativo de los resultados obtenidos con
ambas metodologias (RAPD-PCR y PFGE), los aislamientos que pertenecen a un mismo
tipo de RAPD mostraron diferentes tipos de PFGE y viceversa. Sin embargo, el andlisis de
concordancia resulté en un valor de 92,6% indicando que cada par de aislamientos puede

ser discriminado tanto por PFGE como por RAPD-PCR. Hasta la fecha, este es el primer



Discusién - Capitulo II

estudio que informa un andlisis estadistico de estas dos técnicas aplicadas a la

epidemiologia de S. uberis.

La técnica de PFGE es considerada una técnica de eleccion para epidemiologia de
corto plazo o local (Coffey y col., 2006), ya que cambios genéticos minimos pueden dar
lugar a una diferencia de tres fragmentos en el patrén de bandas de PFGE (Stratton 2006, Li
y col., 2009). Por otra parte, varios estudios han demostrado que la técnica de PFGE tiene
mayor poder discriminatorio que la tipificacion multilocus de secuencias (MLST) (Van
Belkum y col., 2007, Rato y col., 2008b, Vimont y col., 2008). La menor heterogeneidad
de cepas definidas por RAPD-PCR, podria deberse a la incapacidad del sistema de
tipificacion para discriminar entre cepas estrechamente relacionadas (Gillespie y col.,

2004).

Entre los aislamientos analizados, se encontraron cepas no tipificables (NT) mediante
las dos metodologias empleadas. Estos casos, en RAPD-PCR representaron un 11%
(15/137) y un 9% (12/137) para PFGE. Datos similares fueron reportados previamente y los
autores propusieron que se deberia a un bajo rendimiento en la extracciéon de ADN,
particularmente en cepas capaces de expresar capsula de 4cido hialurénico (Gillespie y col.,
2004). Sin embargo, en este trabajo no estd claro el motivo de estos resultados, dado que
no se evidenciaron inconvenientes en las amplificaciones realizadas utilizando como molde
el mismo ADN. Por otra parte, en nuestro trabajo, aquellas cepas que resultaron NT por una
técnica, pudieron ser tipificadas por la otra. Esto nos permite proponer el uso

complementario de ambas metodologias para un estudio epidemioldgico.

La marcada diversidad genética de S. uberis indica que la virulencia no estd asociada
a un tipo molecular particular. Se ha sugerido, ademads, que la diversidad clonal de S. uberis
es un obsticulo para el desarrollo de una vacuna eficaz dado que no se ha logrado
proteccion frente cepas heterdlogas en vacunas vivas experimentales (Finch y col., 1997).
Sin embargo, la diversidad clonal de S. uberis no necesariamente se encuentra relacionada
con variacion en la secuencia de algunos genes de importancia. Esto se ha visto reflejado en

trabajos previos donde se observé que, tipos de PFGE con menos de 80% de similitud
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conservaban el mismo tipo de secuencia (ST) en genes utilizados para el andlisis por MLST

(Rato y col., 2008b).

A pesar del impacto econdmico causado por esta infeccion, los factores de virulencia
asociados con la patogenia de S. uberis no son bien conocidos (Almeida y col., 2006a). Més
aun es dificil identificar moléculas antigénicas conservadas en S. uberis, basdndose en el
alto nivel de la variabilidad genética entre diferentes cepas (Pullinger y col., 2006). Sin
embargo, dos de los factores de virulencia de S. uberis evidenciaron participar en el
establecimiento de la infeccidon. El activador de plasmindgeno (PauA) se ha propuesto
como intermediario importante para obtener los nutrientes para el crecimiento 6ptimo del
microorganismo (Oliver y col., 1998, Ward y col., 2004b). Por otra parte, el éxito de la
infeccion intramamaria depende de la adherencia, la internalizacién, y la persistencia
intracelular (Oliver y col., 1998, Patel y col., 2009). La molécula de adhesion de S. uberis
(SUAM) juega un papel central en la adherencia de S. uberis a células epiteliales mamarias
bovinas (Fang y col., 2000) contribuyendo a la persistencia de la infeccion. En el presente
trabajo, se detecté la presencia del gen pauA en el 97,4% de los 154 aislamientos
estudiados. Si bien estos resultados difieren con lo reportado previamente en Argentina,
donde el 61,5% de los aislamientos estudiados portaba el gen pauA (Reinoso y col., 2011),
coinciden con lo observado en diferentes lugares del mundo, donde la prevalencia del gen
pauA fue mayor al 96% (Khan y col., 2003, Leigh y col., 2004, Shome 2012). El estudio de
las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de PauA en 20 aislamientos, revelé una
identidad mayor al 95% con respecto a las 55 secuencias registradas en GenBank, lo cual
indica que pauA es un gen altamente conservado, ademads de estar presente en la mayoria de

los aislados.

En este trabajo la prevalencia del gen sua fue de 98,05% de 154 aislados. Estos
resultados se encuentran en linea con lo reportado en estudios de aislados de Argentina,
Estados Unidos, Inglaterra, Nueva Zelanda e India, en los cuales se observé el gen en un
porcentaje mayor al 83% de los aislados (Luther y col., 2008, Reinoso y col., 2011, Shome
2012, Yuan y col., 2014). Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de sua analizadas

sobre 20 aislamientos mostraron una identidad mayor al 97% con respecto a la secuencia de
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referencia (ABB52003.1) en coincidencia con los resultados reportados en un trabajo
reciente donde se analizaron muestras provenientes de Estados Unidos, Nueva Zelanda y
Australia (Yuan y col., 2014). La alta identidad del gen sua entre aislamientos de S. uberis
provenientes de diversas dreas geograficas del mundo sugiere que SUAM puede participar
en uno de los mecanismos de adaptacion utilizados por S. uberis para infectar y persistir en
la gldndula mamaria bovina. En comparacion con estudios previos, la importancia de este
trabajo radica en el elevado nimero y la amplia distribucién de los aislados analizados,
provenientes de mastitis clinica y subclinica y obtenidos en un periodo de dos afios. En
conjunto, estos resultados demuestran la elevada prevalencia de los genes sua y pauA en
aislamientos de Argentina. Ademads, se pudo demostrar que, a pesar de su gran diversidad
genética, estos genes poseen secuencias conservadas, dado que se encontrd una alta
similitud de secuencias con las provenientes de diferentes dreas geogrificas del mundo.
Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo que compara los aislamientos de campo

frente a secuencias informadas del GenBank de diferentes paises.

El disefio de una vacuna debe apuntar a que la misma sea eficaz contra una multitud
de cepas. En este sentido, la eficacia puede verse reducida si los inmundgenos no se
seleccionan apropiadamente. Por lo tanto, la capacidad de controlar estas infecciones
mediante la inmunizacién depende de un conocimiento profundo de la epidemiologia y la

patogénesis del microorganismo.
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I1.5 CONCLUSIONES PARCIALES

Se observé una gran variabilidad clonal entre los aislamientos analizados por PFGE y
RAPD-PCR. Se determiné estadisticamente que ambas metodologias mostraron un buen
poder discriminatorio. A pesar de estimarse una congruencia bidireccional débil entre los
tipos generados por ambos métodos, se encontr6 una notable concordancia cuando se

analizo la relacion entre cada par de aislamientos.

Se observd que la secuencia de algunos genes puede estar conservada. La alta
prevalencia y conservacion de pauA y sua a pesar de la variabilidad genética reportada,

permitiria proponer a ambos factores de virulencia como candidatos a inmundgenos.
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II1.1 MARCO TEORICO

S. uberis, hasta la fecha es un microorganismo que atn no es controlado por
inmunoprofilaxis. Esto se debe en parte a la variabilidad genética que posee. Otro de los
factores que contribuyen a la falta de un inmundgeno eficaz para su control, es el poco
conocimiento de los factores de virulencia y su influencia en la patogénesis del
microorganismo. La virulencia de S. uberis se asocia a la expresion de diferentes genes, asi
como a la capacidad de resistir la fagocitosis conferida por la cipsula de dcido hialurénico
(Ward y col., 2001). Otros factores como los activadores de plasmindgeno, PauA (Rosey y
col., 1999) y PauB (Ward y col., 2002), se encuentran implicados en la colonizacién de la
glandula mamaria. S. uberis posee proteinas de superficie con capacidad de unién a
lactoferrina bovina (LFb) conocidas como proteinas de unién a LFb (LPB por sus siglas en
inglés Lfb-binding protein), la cual es considerada un mecanismo de anclaje a la célula
huésped (Moshynskyy y col., 2003). Una proteina con capacidad de unién a LF que
participa en la adherencia e invasion a las células epiteliales se describié como molécula de
adhesion de S. uberis (SUAM) (Almeida y col., 2006a). El factor CAMP es considerado un
potencial factor de virulencia debido a que posee propiedades de unién a Fc y accién co-
hemolitica frente a eritrocitos pre-tratados con toxina 3 de S. aureus (Jurgens y col., 1987,
Jiang y col., 1996). Las proteinas de superficie deshidrogenasa GapC (Perez-Casal y col.,
2004) y Opp, estan involucradas en el transporte de solutos esenciales para el crecimiento
de S. uberis en la leche (Smith y col., 2002). MutA es una lipoproteina que le permite
adquirir manganeso, mecanismo asociado al trasportador ABC esencial para el crecimiento
in vivo de S. uberis (Smith y col., 2003). Por udltimo, uno de los factores recientemente
hallados es una proteina denominada sortasa A (SrtA), la cual se utiliza como anclaje de
otras protefnas requeridas para la colonizacion e induccién de una respuesta inflamatoria
severa (Leigh y col., 2010). Entre los factores conocidos de S. uberis, nos centraremos en el
activador de plasmindgeno (PauA) y la molécula de adhesién de Streptococcus uberis

(SUAM), dos factores que participan en el inicio de la infeccion.

Desde 1981 se tiene conocimiento que la adhesion a las células epiteliales o proteinas

de la matriz extracelular constituye un paso temprano y crucial en el proceso de infeccion
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(Beachey 1981). La adherencia de la bacteria virulenta a receptores especificos sobre la
superficie mucosa del huésped es un mecanismo utilizado para colonizar la gldndula y
resistir la salida durante el ordefie (Hasty y col.,, 1992, Lammers y col., 1999). La
adherencia a células epiteliales mamarias fue observada en Staphylococcus aureus,
Streptococcus dysgalacteae y Staphylococcus coagulasa negativos (Mamo y col., 1988,
Filippsen y col., 1990, Molinari y col., 2000). Al igual que en estos microorganismos, se
observé que S. uberis se adhiere a las células mamarias (Almeida y col., 1996). En un
primer momento se pensd que la adherencia de S. uberis era mediado por LBP, pero un
estudio mutacional demostré que la LBP no participa de la adherencia del microrganismo
hacia las células mamarias (Moshynskyy y col., 2003). Mds atn, el andlisis de secuencia
demostré que no hay similitud entre la LBP y SUAM, de este modo se demostré que
SUAM era una proteina no descripta, con capacidad de unién a LFb. Hoy en dia se conoce
que la adherencia es llevada a cabo por SUAM (Almeida y col., 2006a), mediante unién a
la lactoferrina (LF) (Fang y col., 2000) (Figura 1). La LF se encuentra presente en la leche
de bovinos en altas cantidades. Si bien posee funcién como antimicrobiano hacia varios
microrganismos, no lo es hacia S. uberis, debido a que éste no posee altos requerimientos
de hierro (Fang y col., 1999). El mecanismo dilucidado hasta hoy establece que la LF hace
de puente molecular entre la bacteria y un receptor de LF constitutivo ubicado sobre la
superficie de células epiteliales mamarias. De este modo permite el ingreso a la célula
mamaria evadiendo el sistema inmunolégico, por enmascaramiento de los epitopes (Patel y
col., 2009). Este mecanismo fue observado previamente en otras especies del género

Streptococcus (Molinari y col., 2000).

\ J ~  SUAM
o ; w ELF
'-.. Q 5 Q LF
& B () & ubenis
e | Célula
e pitelial
Inamaria

:




Marco tedérico — Capitulo III

Figura.l. A: Mecanismo de adherencia e invasidon de S. uberis a través de la
Lactoferrina (LF) a células epiteliales mamarias. 1. Unién de la LF a la molécula de
adhesioén de S. uberis (SUAM), 2. Unién de LF a su receptor constitutivo en célula
epitelial mamaria (RLF), 3. Ingreso a la célula epitelial. B: Microscopia electrnica de
S. uberis (su) adherida a células epiteliales MAC-T, mesosoma cubierto de clatrina
(ccp), material electro-denso (em) y estructuras tipo seudépodos (ps), barra = 1 pm.

Fuente: (Almeida y col., 1996).

Mediante estudios de microscopia electrénica de transmision se demostré que S.
uberis induce cambios en la membrana de la célula huésped, los cuales incluyen
seuddépodos y formacion de vacuolas en las que S. uberis se interioriza a la célula huésped
(Matthews y col., 1994). Sin embargo, luego de 24 hs de la internalizacion, S. uberis ya no
se observa contenido en las vacuolas, sino libre en el citosol de las células huésped. La
adherencia e internalizacion de S. uberis a células epiteliales genera un reordenamiento del
citoesqueleto de la célula huésped y expresion de proteinas de novo (Gilbert y col., 1997,
Almeida y col., 2001). Una investigacién adicional demostré que S. uberis aprovecha las
proteinas quinasas de las células huésped para inducir su propia sefial de "endocitosis” por
las células epiteliales (Almeida y col., 2006b). El ingreso de S. uberis a las células se
realiza mediante endocitosis dependiente de caveolas, varios antecedentes indican que este
mecanismo es una estrategia que permite el ingreso del patdgeno sin enfrentarse a
mecanismos microbicidas intracelulares, ya que evade la acidificacién de endosomas y la
fusion a lisosomas (Almeida y col., 2006b). Los resultados obtenidos a través de un estudio
mutacional sobre sua, mostraron que en ausencia de la expresion de SUAM en presencia o
ausencia de LF, la adhesion y la internalizacion de S. uberis en células MAC-T era reducida
notablemente en comparacion con la cepa S. uberis no mutada (Chen y col., 2011). Estos
resultados confirmaron el papel de virulencia de SUAM como una adhesina/invasina.
Ademads definen el papel de SUAM como ligando de LF y su efecto potenciador sobre la

adhesion y la internalizacion de S. uberis en células epiteliales mamarias bovinas.
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Los resultados sugieren que la adhesion y la subsiguiente internalizacién de
patégenos de mastitis en células epiteliales mamarias es un importante evento temprano en

el establecimiento de IMI en las vacas lecheras.

Mediante una infeccion inducida experimentalmente se demostré que S. uberis se
localiza predominantemente en el drea luminal de los alvéolos secretorios y el tejido ductal
(Thomas y col., 1994), indicando que gran parte del crecimiento bacteriano se produce en
leche residual o recientemente sintetizada. Es probable que este entorno sea deficiente en
péptidos y aminodcidos libres. Debido a que S. uberis, al igual que otros miembros del
género Streptococcus, son nutricionalmente exigentes y auxototréficos para varios
aminodcidos (Ward y col., 2003), la etapa inicial de la infeccién estd mediada por un
activador de plasminégeno. Este activa plasmina para degradar proteinas de la leche,
aumentando la disponibilidad de péptidos y aminoécidos para la bacteria. Se ha planteado
esta hipétesis de acuerdo a las observaciones previas en donde en ausencia de la protedlisis
directa por la bacteria, la baja concentracién de aminodcidos esenciales limita el
crecimiento de las bacterias auxotrdficas tales como S. uberis (Kitt y col., 1997). De
acuerdo a estos conocimientos se propuso que el crecimiento de S. uberis en la leche puede
depender de la activacion del plasmindgeno, lo que facilitaria la infeccién temprana de la
gldndula mamaria permitiendo su rapido crecimiento (Leigh 1993). Adicionalmente, se
observaron niveles elevados de actividad del activador de plasminégeno asociados con
recuentos elevados de células somdticas en leche aislada de cuartos con mastitis,
demostrando que la actividad del activador de plasmindgeno se incrementa durante la
inflamacion (Zachos y col., 1992). Otros efectos sobre el sistema biolégico pueden estar
asociados con la patogénesis de infeccion, incluyendo fibrindlisis, la degradaciéon de las
proteinas de matriz (Vassalli y col.,, 1991) y la activacién de las metaloproteinasas

(Goldberg y col., 1990).

La produccién de plasmina a partir de plasminégeno es mediada por el factor de
virulencia PauA, una molécula de peso molecular aproximado entre 29 y 33,4 KDa (Leigh
1994, Rosey y col., 1999). Estructuralmente, el activador de plasminégeno PauA, posee dos

dominios (Johnsen y col., 1999). Para su funcionamiento son necesarias tanto las regiones
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amino como carboxilo terminal de la proteina. Por otra parte, se ha demostrado que un
dominio denominado alfa, contiene regiones que poseen un rol critico en la unién al
plasmindgeno para formar un complejo activo (Ward y col., 2004a). Recientemente se
determiné la importancia del gen regulador putativo independiente vru, para la virulencia
de S. uberis mediante andlisis diferencial de la transcripcion por medio de microarrays. En
ausencia de vru, se observé una expresion génica alterada en las secuencias codificantes de
genes de virulencia conocidos y putativos. Entre ellos, pauA, Ibp, hasA 'y scIB.(Egan y col.,

2012).

Ademads de activar el plasmindgeno bovino, el cual estd disponible normalmente en la
leche, S uberis también es capaz de unir la proteasa plasmina activa sobre su superficie
(Leigh y col., 1997). Este fendmeno habria sido descripto en otros microorganismos como
es el caso de la estafiloquinasa de Staphylococcus aureus y las estreptoquinasas de
Streptococcus de los grupos A, C y G de la clasificacion de Lancefield. Se cree que la
plasmina unida a la superficie bacteriana beneficia la producciéon de péptidos en la
proximidad de la célula bacteriana, esto genera resistencia a los efectos inhibitorios de la
o2-anti plasmina (Lincoln y col., 1998). La adquisicién de plasmina podria promover la

invasion, si bien no hay evidencias de esto en el caso de S. uberis.

Ensayos de inmunizacion de bovinos con PauA, extraida de un cultivo de S. uberis,
mostraron que los anticuerpos generados presentaban capacidad de neutralizacién y
disminucién de la colonizacion e incidencia de la infeccion, frente a desafios con cepas
homoélogas y heterélogas de S. uberis (Finch y col., 1997). Sin embargo, estudios
posteriores mostraron que la activacion del plasmindégeno por medio de PauA no juega un
rol central en la capacidad del crecimiento de S. uberis y colonizaciéon en la gliandula
mamaria (Ward y col., 2003). En el estudio de Ward se realizaron ensayos de infeccion
intramamaria utilizando una PauA truncada sin capacidad para producir plasmina. Se
observé que la proteina truncada no perdié su capacidad de colonizacién reflejada en el
elevado recuento de células somdticas obtenido. Esto indica que la forma truncada de PauA

conserva algunas actividades de la molécula completa que son importantes para la
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patogénesis y que estas actividades son suficientes para la virulencia e independientes de la

produccion de plasmina.

El rol preponderante de PauA en el establecimiento de las infecciones por S. uberis en
la gldndula mamaria sumado a la alta conservacién y frecuencia que su gen codificante,
pauA, posee entre aislamientos de S. uberis hacen de esta proteina un candidato vacunal

atractivo.
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II1.2 OBJETIVO GENERAL

Centrar el estudio en particular en los dos factores de virulencia descriptos, SUAM vy
PauA, para el disefio de una vacuna a subunidades posee la ventaja de abarcar dos
mecanismos patogénicos del microorganismo. De este modo se pretende focalizar la
respuesta en dos factores implicados en el inicio de la enfermedad como son la adherencia,
que participa en la primera etapa, y la invasion celular, donde se produce la colonizacién de
la glandula. Este capitulo se centrard en la obtencion de ambos antigenos recombinantes y

en el estudio funcional de los anticuerpos, generados mediante un modelo murino.
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ITII.2.1 Objetivos especificos

Evaluar regiones ricas en determinantes antigénicos de la proteina SUAM.

Clonar regiones ricas en determinantes antigénicos o la secuencia codificante de la
proteina entera.

Evaluar las propiedades antigénicas e inmunogénicas de las proteinas
recombinantes SUAM y PauA, mediante inmunizacién en ratones.

Obtener las proteinas recombinantes SUAM y PauA wild type.

Evaluar in vitro la funcionalidad de los anticuerpos generados.
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II1.3 MATERIALES Y METODOS

ITI1.3.1 Obtencidén de los antigenos recombinantes

I11.3.1.1 Prediccion de epitopes B

El estudio de prediccion de epitopes sobre la secuencia codificante de SUAM se
llevé a cabo utilizando dos programas informaticos, ABCpred y AAPPred. El primero
(http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/), permite la prediccion de epitopes B, de una
longitud definida (10, 12, 14, 16 o 20 aa) y el andlisis de antigenicidad estd basado en una
red neuronal artificial, sobre una base de datos de epitopes conocidos (Saha y col., 2006).
En este trabajo se utiliz6 una longitud definida entre 10 y 20 aa. Por otro lado, el programa
AAPPred (http://www.bioinf.ru/aappred/), determina la antigenicidad de pares de
aminoécidos (AAP), evaluando la frecuencia con la que aparecen, junto a una escala de

propension de hidrofobicidad, flexibilidad, accesibilidad en una proteina y polaridad.
I11.3.1.2 Obtencion de los fragmentos codificantes de SUAM y PauA de S. uberis
II1.3.1.2.1 Obtencién de ADN genémico de S. uberis

Para la obtencion de la secuencia codificante de la proteina de interés, es necesario
disponer de ADN gendémico preparado de la fuente de origen de la proteina en cuestion,
utilizdndolo como molde para una reaccion de PCR (Turner y col., 2000). Por lo tanto, se
extrajo ADN gendmico de una cepa de S. uberis aislada de un caso de mastitis, previamente
caracterizado (SUOS) como se describi6 en el capitulo II. Se realiz6 la técnica descripta por

Hill y Leigh (Hill y col., 1989), detallada en capitulo II inciso 3.2.
II1.3.1.2.2 Cebadores utilizados

Para obtener la secuencia codificante de pauA (gen pauA) y de las regiones de SUAM
(gen sua) se realizaron reacciones de PCR a partir de ADN gendémico. El disefio de los
oligonucledtidos cebadores para PauA se realiz6 sobre la secuencia reportada en GenBank
GU392692.1, mientras que para SUAM se utiliz6 la secuencia DQ232760.1. Como apoyo

se utiliz6 el programa para disefio de cebadores Primer Select-DNAstar, version 3.01
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(DNASTAR, Inc., Madison, Wisconsin, EE.UU.), los cuales se disefiaron considerando

disminuir las probabilidades de formacién de horquillas dentro de las secuencias y la

dimerizaciéon de los oligonucledtidos. Todos los oligonucledtidos fueron sintetizados

comercialmente (Genbiotech SRL, Argentina). A los oligonucledtidos disefiados, se le

introdujeron, en los extremos 5’°, las secuencias correspondientes a sitios de reconocimiento
2

de enzimas de restriccidn, para permitir el posterior clonado de los mismos (Tabla 1).

Nombre de la

proteina
Nombre Secuencia Enzima de | recombinante
y sentido restriccion | (Tamafio del
producto
esperado)
pauA 5 5-GGATCCTTTTTAATATTAATGCTTTTG-3" | BamH I PauAr
pauA 3’ | 5-GAGCTCCAGAAAAATTTAATGGATAC-3’ Sac I (874pb)
SUAM-15" | 5 GAATTCTTAACGTCAACACTCGCAC 3° EcoR I SUAMLfr1
SUAM-13" | 5" AAGCTTGCCAAACAAAATGAATTAG 3’ Hind III (727pb)
SUAM-2 5° 5 GAATTCACACAATCTGACGAGGT 3’ EcoR I SUAM-fr2
SUAM-2 3’ 5" AAGCTTGCAGAAGTTGGGGCATA 3’ Hind III (454pb)
SUAM-3 5" 5 GAATTCGAAGTTGGGGCATAC 3° EcoR I SUAM-i3
SUAM-3 3 5" AAGCTTCAAGTGCTCCGGTCTAT 3 Hind III (557pb)
SUAM-4 5° 5 GAATTCCCAAGTGCTCCGGTCT 3° EcoR I SUAM.fr4
SUAM-43" | 5" AAGCTTGAAAAAGTTGCAAAAGAAA 3° | Hind III (558pb)
SUAM-5 5° 5‘GAATTCCTAGCCTTTAACTCTCA 3° EcoR I SUAMLATS
SUAM-5 3” 5" AAGCTTTAAGAAAAATAATGCCC 3° Hind 11T (505pb)

Tabla.1. Cebadores especificos utilizados en este trabajo, en negrita se resalta el sitio de

corte para enzimas de restriccion.
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II1.3.1.2.3 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50 pl, conteniendo 150

ng de ADN molde. Todas las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Ivema T-18

(Ivema Desarrollos S.R.L., Argentina). Se utilizé la mezcla de reactivos y condiciones que

se detallan a continuacidn:

e PCR para amplificar la secuencia codificante de PauA

Mezcla de reaccion

Programa de amplificacién

Reacti i6n Final
cactivo Concentracion Fina Desnaturalizacién del ADN 2 min a 94°C
dNTPs 0,2 mM c/u
30 ciclos de reaccion
MgCI12 1,5 mM
pauA 57 pauA 3° 0.8 uM c/u Desnaturalizacién del ADN 1 min a 94°C
Buffer 5X 1X Hibridacion de los oligonucledtidos | 1 min a 49°C
GoTaq Promega 1U Sintesis de ADN 1 min a 72°C
ADN (ng) 150 Elongacién de cadenas 5 min a 72°C

e PCR para amplificar las secuencias codificantes de SUAM

Mezcla de reaccion

Programa de amplificacién

Reactivos Concentracién Final Desnaturalizacion del ADN 5 min a 94°C
dNTPs 0,3 mM c/u
35 ciclos de reaccion
MgCI2 1,5 mM
Desnaturalizacion del ADN 1 min a 94°C
SUAM-fr5/SUAM-fr 3~ 0,3 uM c/u
Buffer 5X 1X Hibridacién de los oligonucleétidos | 1 min a 57°C
GoTaq Promega 1U Sintesis de ADN 3 min a 68°C
ADN (ng) 150 Elongacion de cadenas 10 min a 68°C

» Pagina 86
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II1.3.1.2.4 Andlisis de los productos de reaccién

La evaluacién de los productos de ADN obtenidos se realizé6 mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 1% preparado en buffer TAE 1X (pH: 8) y 10 mg/l de
BrEt. Las alicuotas de cada reaccion de PCR (10 pl) se corrieron en buffer TAE 1X a 90V
durante 30 min. Posteriormente, los geles se visualizaron en un transiluminador de luz UV,
A 255 nm (Fotodyne N3/3002, EE.UU). La documentacién de imdgenes, se realizo
utilizando Molecular Imager® Gel Doc ™ XR+ System (BioRad Laboratories Inc.,
Richmond, CA, EE.UU). Como marcadores de tamafio molecular se utiliz6 una mezcla de
fragmentos de ADN de tamafo escalonado (100 bp ladder, Productos Bio-Logicos,
Argentina).

I11.3.1.3 Obtencion del vector de expresion

La obtencién del ADN plasmidico correspondiente al vector de expresion pET32a
(Tabla 2), se realiz6 a partir de un cultivo de Escherichia coli portando el pldsmido de
interés crecido en 10 ml de medio LB (ANEXO 1 inciso 2.1, 1) durante 16 h a 37 °C en
agitacion a 180 r.p.m y en presencia de ampicilina (0,1 mg/ml). Posteriormente, las células
se cosecharon por centrifugacion (6000 r.p.m, 5 min). Luego de eliminar el sobrenadante,
se realizd el protocolo de extraccion de ADN plasmidico utilizando kit Wizard® Plus SV

Miniprep (Promega®, Canada), segtn indicaciones establecidas por el fabricante.

Marca
Plasmido Caracteristicas
Comercial
5900 pb, resistencia a Ampicilina, promotor T7lac, permite la expresion de
i proteinas fusionadas a 6 Histidinas (N- y C- terminal) y a la proteina Novagene,
p a . o .
tioredoxina (TRX, N-terminal). Este vector fue utilizado como sistema de EE.UU
expresion en la cepa BL21 (DE3) de E. coli.

Tabla.2. Caracteristica del vector plasmidico utilizado para el clonado de los fragmentos

codificantes.
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I11.3.1.3.1 Purificacion de los fragmentos amplificados

Los fragmentos de interés, se purificaron a partir de la porcién de gel de agarosa que
contenia el ADN obtenido en la reaccién de PCR. Una vez identificados los fragmentos, se
purificaron utilizando el kit comercial Wizard® SV Gel y PCR clean—Up System

(Promega®, Canadd) segin indicaciones establecidas por el fabricante.
I11.3.1.3.2 Digestion de ADN

Las digestiones enzimadticas tanto del ADN plasmidico como de los amplicones
codificantes de PauA o de las fracciones de SUAM, se realizaron con las endonucleasas
correspondientes (BamHI-Sacl para PauA y EcoRI-HindIII para las fracciones de SUAM),
segun instrucciones del fabricante (Promega®, EE.UU.). Brevemente, se incubaron durante
90 min a 37 °C las mezclas de ADN (0,1-1 pug), BSA 0,lmg/ml y 3 U de enzima. Los
productos de la reaccion se corrieron en un gel de agarosa al 1 % (ver Mat y Met inciso
3.1.1.6) y, una vez identificados por comparaciéon con un marcador de peso molecular
adecuado, se procedio a la purificacién de los fragmentos de interés mediante kit Wizard®
SV Gel y PCR Clean — Up System (Promega®, Canadd) segtin descripciones del

fabricante.
I11.3.1.4 Ligacion de los ADN digeridos

La reaccidn de ligacion de cada secuencia de interés con el ADN plasmidico pET32a,
digeridos previamente, se realizé incubando toda la noche a 4 °C la mezcla conteniendo 3 U
de la enzima T4 DNA Ligasa (Promega®, Canadd), 1ul de Buffer 10 X en un volumen
final de 10 pl, 100 ng de vector y la cantidad necesaria de inserto teniendo en cuenta una

relaciéon molar inserto: vector 3:1, siguiendo la férmula:

ng devector. Kb del inserto

= ng deinserto
kb delvector

Los productos de ligacién obtenidos se conservaron a -20°C hasta su uso.
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I11.3.1.5 Clonado de secuencias de interés

II1.3.1.5.1 Preparacién de células competentes

Células de E. coli de la cepa BL21 (DE3) (Tabla 3), se cultivaron en caldo LB a 37°C
durante 18 hs en agitacién (180 r.p.m) hasta obtener un cultivo de fase estacionaria. Una
fraccion de éste se utilizé diluido 100 veces en el mismo medio y cultivado en las mismas
condiciones hasta obtener una DOssp,,= 0,5-0,6. A partir de 1 ml del mismo, se cosecharon
las células por centrifugacion a 5000 r.p.m. durante 5 min y se resuspendieron en 500 pl de
solucién de trasformaciéon 1 (ST1) (ANEXO 1 inciso 2.3, 1). Luego se centrifugo, se
resuspendieron las células en la solucién de trasformacion 2 (ST2) (ANEXO 1 inciso 2.3,
2) y se las incub6 en hielo, 20 min. Posteriormente, se cosecharon las células por

centrifugacion y se resuspendieron en 100 pl de solucion ST2.

Cepa Caracteristicas Marca.
Comercial
E. coli F ompT gal dem lon hsdSB(rB" mB") A(DE3 [lacl lacUV5- Novagene®,
BL21(DE3) T7 gene 1 indl sam7 ninS]) EE.UU

Tabla.3. Cepa de Escherichia coli utilizada en las técnicas de clonado molecular y

expresion de las protefnas recombinantes.
I11.3.1.5.2 Transformacion de células competentes

A las células competentes contenidas en 100 pl de ST2 se agregd 5 ul de la mezcla de
ligacion. Posteriormente, la mezcla final se incub6 en hielo por 60 min y luego se realiz6
shock térmico llevando la mezcla a bano de agua de 42 °C durante 45 segundos.
Répidamente se agregd 1 ml de medio LB y se mantuvo en agitacién suave (100 r.p.m) a
37°C durante 60 min. Finalmente, las células fueron centrifugadas a 4200 r.p.m. por 5 min,
y resuspendidas en 100 pl de medio LB, las cuales fueron sembradas en placas de Petri
conteniendo LB-agar (ANEXO 1 inciso 2.1, 2) suplementado con ampicilina (0,1 mg/ml).

Las placas se incubaron durante toda la noche a 37°C.
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II1.3.1.6 Seleccion de clones positivos

La seleccion se realizé a través de la induccién de la expresion proteica de varios
clones de cada una de las secuencias clonadas. Cada clon seleccionado de las placas de
transformacion, se cultivé en 1 ml de caldo LB-ampicilina a 37 °C y 180 r.p.m, hasta fase
exponencial. Posteriormente, se repicé diluyendo 100 veces en medio LB-ampicilina. Una
vez alcanzada la fase logaritmica (DOssonm= 0,5 - 0,6) de los cultivos, se indujo la
expresion de proteinas mediante el agregado de IPTG (Isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido, Promega ®, EE.UU) 0,1 mM vy se incubd 15 hs a 25°C en agitaciéon
(180 r.p.m). Posteriormente, se cosecharon las células mediante centrifugacion del cultivo
inducido. Las células se resuspendieron en solucién de equilibrado (ANEXO 1 inciso 2.7,
1), a dicha suspension se le agregd los inhibidores de proteasas PMSF (del inglés
phenylmethylsulfonyl fluoride, Sigma, St Louis, MO, EE.UU) y EGTA (del inglés
ethylene glycol tetraacetic acid, Sigma, St Louis, MO, EE.UU) a concentracion final ImM
cada uno, con el propdsito de proteger las proteinas recombinantes de proteasas bacterianas.
Luego se sonicé mediante pulsos de 50% durante 2 minutos a 600W (Vibracel III, Sonics
and Materials inc, Danbury, Connecticut, EE.UU). Para evaluar si el clon expresa la
proteina en forma soluble o en cuerpos de inclusion, una vez obtenidas las células lisadas,
se recolectd el sobrenadante y el pellet por centrifugacién a 13 000 r.p.m. durante 10
minutos. El pellet se resuspendié nuevamente en solucion de equilibrado. Ambas muestras
se acondicionaron y se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)-SDS

15%, como se indica en el inciso 3.1.8.

I11.3.1.7 Analisis de identidad de clones

Aquellos clones que expresaban una proteina mayoritaria correspondiente al peso
molecular esperado, fueron seleccionados para realizar extracion de ADN plasmidico como
se indico en el inciso 3.1.3. Posteriormente, se enviaron a secuenciar los ADN a la Unidad
de Gendémica de INTA-Castelar (Bs. As), en un secuenciador ABI 31300x1 (Applied
Biosystems, EE.UU) con la quimica BigDye (Amersham, Bharmacia, Biotech, Upsala,

Suecia), utilizando el oligonucleétido T7 "terminator”. Las secuencias obtenidas se
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alinearon con el paquete informético libre y gratuito BLAST® (Herramientas de Bisqueda
de Alineamientos Locales, URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi)

administrado por el Centro Nacional de Informacién en Biotecnologia (NCBI).
I11.3.1.8 Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (PAGE-SDS)

Para el andlisis de las proteinas recombinantes expresadas, se empled la técnica de
separacion electroforética de proteinas descrita previamente (Laemmli 1970). Las proteinas
se separaron mediante PAGE-SDS. El gel de apilamiento se realizé a una concentracion del
4,8% de Acrilamida/Bisacrilamida en tanto que el gel de separaciéon se prepard a
concentracion de 15%. Las muestras se diluyeron volumen a volumen en buffer de muestra
2X (ANEXO 1 inciso 2.4, 4 ), se sometieron a ebullicién durante 5 minutos y se sembraron
10-15 pl de la mezcla en cada pocillo del gel. La electroforesis se realizé en el sistema
Mini-Protean II® Cell (BioRad) con buffer de corrida (ANEXO 1 inciso 2.4, 3), a un
voltaje constante de 200 V. Se utilizaron los marcadores de peso molecular (PM) de
proteinas de PM medio no tefiiddo (Thermo Scientific (rango: 14,4 - 116 KDa) o BioRad
(rango: 14,4 — 97,4 KDa)) o Page Ruler Prestained (Thermo Scientific rango: 15 - 170
KDa).

Tincién de Coomasie, La fijacién y tincion de geles se efectud por incubacién en
solucion colorante de Azul Brillante de Coomasie (ANEXO 1, inciso 2.5, 1) 30-45 min y
posteriormente se decolore6 mediante incubaciéon de 1 hs en solucién decolorante I
(ANEXO 1 inciso 2.5, 2), seguida de 2 hs de incubacién en solucién decolorante II

(ANEXO 1 inciso 2.5, 3).

Tincién argéntica, posterior a la tincion de Coomasie se llevd a cabo la técnica
optimizada descripta previamente (Chevallet y col., 2006). Los geles se incubaron en
solucion de fijacion (ANEXO 1 inciso 2.6, 1) durante 1 h, renovando la solucién a los
primeros 30 min. Se realizaron dos lavados de 10 min con etanol al 20 %, seguido de dos
lavados de 10 min con agua destilada. A continuacion se sumergieron los geles 1 min en
solucién de sensibilizacion (ANEXO 1 inciso 2.6, 2) y se volvieron a lavar en agua
destilada durante 1 min. Se colocaron en solucién de nitrato de plata (ANEXO 1 inciso 2.6,

3) durante 45 min, en agitacion constante, y se realiz6 otro lavado de 10 seg en agua



Materiales y Métodos — Capitulo III

destilada Se incubaron los geles en solucién de revelado (ANEXO 1 inciso 2.6, 4 hasta
observar la apariciéon de bandas y finalmente se lavaron con solucién de frenado de la

tincion (ANEXO 1 inciso 2.6, 5).
I11.3.1.9 Solubilizacién de proteinas recombinantes en cuerpos de inclusiéon

Las proteinas expresadas en cuerpos de inclusiéon se resuspendieron en diferentes
soluciones con agentes solubilizantes como: Urea 4M, Urea 8M, Tritén X-100 1%, Tritén
X-100 1% con B-mercaptoetanol (B-ME) 20 mM, SDS 1% y SDS 1% con B-ME 20 mM.
Al “pellet” de cuerpos de inclusion obtenido de 2 ml de cultivo se le agregd 750 ul de
solucién solubilizante. Posteriormente, se incubé 1 hora a 25°C y a continuacién se

acondiciond la muestra y se separ6 en PAGE-SDS.
I11.3.1.10 Purificacion del panel de proteinas recombinantes a evaluar

La expresion de las proteinas recombinantes fue inducida siguiendo el protocolo
detallado en el inciso 3.1.7. Se conservé el sobrenadante o pellet seglin correspondiera.
Para la purificacion se utilizé resina de pseudoafinidad cargada con Niquel-sefarosa (Ni

Sepharose High Performance, Life Sciences, GE, EE.UU).

I11.3.1.10.1 Purificacion de proteinas recombinantes solubles

La columna de purificacién fue equilibrada circulando 5 volimenes de la solucién de
equilibrado. Una vez acondicionada la columna se sembré el sobrenadante con la proteina
recombinante previamente acondicionada, de modo tal que contuviera una concentracién
final de Imidazol igual a la solucion de equilibrado. El sobrenadante se recirculé dos veces
por la columna para asegurarse el mayor pegado de la proteina a la resina. Posteriormente,
se realiz6 un lavado con 10 volimenes de buffer de equilibrado y se procedi6 a la elucién
de las proteinas adheridas a la columna. Para esto se emple6 un gradiente de Imidazol en
concentraciones crecientes de Imidazol solucién de elucién (SE2) 50 mM, SE3 100 mM ,
SE4 250mM y SES 500mM (ANEXO 1 inciso 2.7). Se hicieron circular 5 volimenes de
cada solucion, recolectandose fracciones de 1,5 ml. Por ultimo, se realizé un lavado final de
la columna con buffer de equilibrado y se conservé la columna en etanol al 20%. Todas las

fracciones recolectadas de la purificacion se analizaron por PAGE-SDS al 15%, seguida de
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tincién con azul de Coomasie ( ver Mat y Mat inciso 3.1.8), para determinar la pureza y la

fraccion de elucidn que contenia la proteina de interés.
I11.3.1.10.2 Purificacion de proteinas recombinantes insolubles.

El “pellet” de células conteniendo la proteina en cuerpos de inclusion, fue lavado con
Tritén X-100 1% vy, posteriormente, con PBS 1X (pH: 7,4). Una vez acondicionados los
cuerpos de inclusién, se agregé la solucién de equilibrado con Urea 4M. Para la
purificacién se procedié como se indicé en 3.1.10.1, con la variante de adicionar Urea 4M

a todas las soluciones utilizadas, tanto en el lavado como en la elucidn.

I11.3.1.10.3 acondicionamiento de las muestras de proteinas puras.

Todas las fracciones conteniendo una mayor concentracion de proteina recombinante
fueron agrupadas y dializadas contra buffer de conservacién de proteinas (ANEXO 1 inciso
2.2, 4) y concentradas mediante ultrafiltracion con membranas de 10 KDa 6 30 KDa de
tamafo de corte (Vivaspin 20, GE, EE.UU). Una vez acondicionadas se cuantificaron por
una técnica fluorométrica segtn instrucciones del fabricante (Qubit® Protein Assay Kit,
Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU). Las muestras se conservaron a -80°C hasta su
utilizacion.

I11.3.2 Extraccidon de proteinas wild type

I11.3.2.1 Extraccion de SUAM

La extracion de la proteina SUAM wild type se realizé como se describié previamente
(Almeida y col., 2006a). Brevemente, se partié de 100 ml de cultivo de dos cepas (SU38 y
SU42) de S. uberis previamente caracterizadas, crecido 18 hs a 37°C a 180 r.p.m en BHI
(Britania®, Argentina). Las células fueron cosechadas por centrifugaciéon a 6000xg por 5
min, posteriormente se lavaron con PBS estéril. Luego, las células cosechadas fueron
resuspendidas en PBS-SDS 0,2% (p/v), utilizandose 100 ul por cada 30 mg de masa celular
bacteriana. Esta mezcla se incub6 durante 1 hs a 37°C, se centrifugé a 10 000xg por 5

minutos y el sobrenadante obtenido se alicuotd y conservo a -80°C.
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I11.3.2.2 Extraccion de PauA

La proteina de excrecion PauA fue extraida a partir de sobrenadante de cultivo de S.
uberis, mediante precipitacion con mezcla de metanol/cloroformo como se describié
previamente (Egany col., 2010). Brevemente, se partié de de dos cepas (SU38 y SU42) de
S. uberis, crecido 18 hs 37°C a 180 r.p.m en BHI (Britania®, Argentina) (ANEXO 1 inciso
2.1, 3), y centrifugado a 14 000 r.p.m 10 min. Al sobrenadante recuperado se le afiadi6
PMSF (ImM) y se eliminaron los restos celulares mediante filtracion a través de un filtro
de tamafio de poro 0,22 pm (Millipore, Merck, Alemania). Posteriormente, las proteinas se
concentraron aproximadamente 100 veces utilizando membranas de ultrafiltraciéon de 10
KDa de tamafio de corte (Vivaspin 20, GE, EE.UU). Para precipitar las proteinas, se
afladieron 4 volimenes de metanol y cloroformo (3:1) a 1 volumen de concentrado. La
preparacion se agité en vortex y 2 volimenes de agua estéril se afiadieron previo a la
centrifugaciéon (16 000 r.p.m, 2 min). La fase superior fue retirada cuidadosamente y
desechada. Las proteinas fueron precipitadas con 3 volimenes de metanol, y se recogieron
por centrifugaciéon (16 000 r.p.m, 2 min), el sedimento se sec al aire antes de la
resuspension en de conservacion de proteinas y se almacen6 a -80°C hasta su utilizacion.

Para determinar la calidad de las extracciones ambos extractos obtenidos fueron
evaluados mediante PAGE-SDS 15% y coloreados con Coomasie o tincion argéntica (ver
inciso II1.3.1.8).

I11.3.3 Evaluacién de inmunogenicidad de las proteinas recombinantes
I11.3.3.1 Inmunizacién de ratones con proteinas recombinantes

Las inmunizaciones se realizaron utilizando ratones hembras de la cepa CF1 de 6 a 8
semanas de edad. Los animales fueron criados y mantenidos en bioterio propio, con ciclos
de luz:oscuridad de 12 hs y con suministro de alimento y agua ad libitum. Se utilizaron
grupos de seis animales para cada grupo. A cada ratén se le inyectaron por via
intraperitoneal 20 pg por dosis, de proteina recombinante (SUAM-1fr, SUAM-2fr, SUAM-
3fr, SUAM-4fr o PauAr) o SUAMwt, emulsionada con adyuvante incompleto de Freund. El
esquema de inmunizacidn consistié en tres dosis: en el dia cero, a los 14 dias y a los 21

dias. Los grupos controles fueron inoculados con el adyuvante y solucién fisioldgica estéril,
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siguiendo el mismo esquema de inmunizacion. Las muestras de suero se obtuvieron antes

de la primera inoculacién y 1 semana después del dltimo refuerzo (Figura 2).

Dias: 2\ 1/& %ﬂ 2*
@ & & & &°

Figura.2. Esquema de inmunizacion de ratones Hembras de la cepa CF1 se inocularon
por via intraperitoneal con las diferentes proteinas recombinantes, en tres dosis: jeringas

celestes: administracion de indculos, jeringas rojas: toma de muestra de sangre,

Todos los procedimientos fueron realizados siguiendo las recomendaciones de la
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (Ilar 2010) y fueron aprobados por el
Comité Asesor de Etica y Seguridad en la Investigacion, de la FBCB.

I11.3.3.2 Evaluacion de inmunogenicidad de las proteinas recombinantes

I11.3.3.2.1 Ensayo inmunoenzimadtico (ELISA)

Microplacas de poliestireno Greiner Bio—One (GBO®, Alemania), fueron
sensibilizadas durante una hora a 37°C y toda la noche a 4°C, con 0,5 ug por pocillo de
proteina (recombinante o SUAMwt) disuelta en buffer carbonato pH: 9,6. Luego de
bloquear los sitios de unién inespecifica con 200 ul de PBS-leche descremada 5% incubado
30 min a 37°C, se agregaron los sueros a evaluar diluidos 1/100, en PBS-leche decremada
1 %, y se incubd 1 hs a 37°C. Posteriormente, se agregé el segundo anticuerpo anti-IgG
Total de ratén conjugado a peroxidasa (Jackson ImmunoResearch. Inc, Baltimore, MD,
EE.UU), diluido 1/20 000 en PBS-leche descremada 1% y se incub6 1 h a 37°C. El sustrato
de la enzima que se utilizé fue H,O, en presencia del cromdgeno tetrametilbencidina
(TMB) (Invitrogen, Carlsbad, MO, EE.UU), y se frené la reacciéon con H,SO4 2N. Entre
cada una de las incubaciones se realizaron 3 lavados de 60 segundos con PBS-Tween 20
0,05%. Las lecturas se efectuaron a 450 nm en lector de ELISA (ELX 808, BioTek®
EE.UU).
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11.3.3.2.2 Titulacion de los anticuerpos obtenidos al finalizar la inmunizacién

Los sueros obtenidos a los 7 dias de la dltima dosis, se titularon mediante un ensayo
de ELISA indirecto en las mismas condiciones que se indicé en 3.3.2.1. En este caso se
utilizaron los sueros de los grupos control y experimentales, en diluciones seriadas al
medio, desde 1/5000 a 1/4x107, y los titulos se calcularon como la médxima dilucién a la
cual la D.O4s50nm Se mantenia por encima de la linea de corte. La linea de corte se estableci6
como la D.O4s0nm media de los todas las diluciones ensayadas para los sueros controles mds

2 desvios estandar.

I11.3.4 Evaluacién de especificidad de anticuerpos
I11.3.4.1 Ensayos de inmunodeteccion (Western blot)

Las proteinas (recombinantes y wild type) y homogenato de E. coli fueron separadas
en PAGE-SDS 15% (ver inciso 3.1.8). A continuacion se transfirieron a membranas de
Nitrocelulosa con porosidad de 0,45 um (Amersham, Bharmacia, Biotech, Upsala, Suecia),
utilizando el sistema de transferencia himeda Mini Trans-Blot® Electrophoretic transfer
cell (BioRad). La transferencia se realiz6 durante 1 h a 100 V en presencia de buffer de
transferencia (ANEXO inciso 2.8, 1). Para el inmunorreveleado, las uniones inespecificas
se bloquearon con leche descremada al 5 % en PBS 1X durante 1 h a 25°C. Seguidamente,
se incub6 1 h a 25°C con una dilucién 1:50 de los sueros a evaluar en PBS-leche
descremada al 1 %. Posteriormente, se incubd 1 h a 25°C con un anticuerpo secundario
anti-IgG total de ratén conjugado a peroxidasa (Jackson Immunoresearch, Baltimore, MD,
EE.UU) en una dilucién 1:7000 en PBS-leche descremada al 1 %. El revelado se realizé
con H,O, en presencia del cromégeno diaminobencidina (DAB, Sigma, St. Louis, MO,
EE.UU). Posterior a cada incubacion se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20 0,05 %.
Como referencia de tamafo se utiliz6 marcador de peso molecular pre-tefiido, rango: 10 -

170 KDa (TermoScientific®’ Waltham, MA, EE. UU).
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I11.3.4.2 Ensayos de inmunodeteccion (ELISA)

Placas de poliestireno Greiner Bio—One (GBO®, Alemania), fueron sensibilizadas
con 0,5 pug de antigenos de las distintas fracciones recombinantes asi como 0,5 pg
SUAMwt, por pocillo, y se enfrentaron a los sueros (diluciéon 1:100) obtenidos de la
inmunizacién con SUAMwt. Control positivo (+): sueros anti-SUAMwt, control negativo
(-): sueros de animales inmunizados con adyuvante sin inmundgeno hacia anti-SUAMwt.

El ensayo se realiz6 como se indic6 en el inciso 3.3.2.1.

ITI1.3.5 Ensayos de funcionalidad de anticuerpos Policlonales especificos

anti-SUAM
II1.3.5.1 Ensayo de capacidad de inhibicion de adherencia.
I11.3.5.1.1 Preparacion de las bacterias

El aislamiento SU42 de S. uberis fue cultivado en agar Tripteina Soya (Britania,
Argentina) suplementado (ANEXO 1 inciso 1.1, 1) 18 hs a 37°C. Posteriormente, las
bacterias se resuspendieron en solucién fisioldgica estéril y el nimero de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) se cuantificé por dilucién en placas de agar Tripteina Soya
(Britania, Argentina) suplementado. Se llevé la suspensién a una concentracion de
aproximadamente 1,8 x 10’ UFC/ml, en medio un Medio de Crecimiento Celular (MCCO):
Medio Dulbecco modificado por Eagle suplementado (Laboratorio MicroVet SRL,
Argentina) (ANEXO 1 inciso 2.9).

I11.3.5.1.2 Células epiteliales mamarias bovinas

Los ensayos de adherencia se llevaron a cabo utilizando la linea de células epiteliales
de glindula mamaria bovina, MAC-T. La linea celular fue obtenida mediante la
transfeccion de células alveolares mamarias bovinas con el antigeno T de SV-40 (Huynh y
col., 1991). Las células congeladas en nitrégeno liquido fueron resuspendidas en MCC para
su crecimiento. Se sembraron 0,5 ml de la suspensién en una frascos T de cultivo de

tejidos, y se incubd a 37°C con 5% CO,. Al cabo de 48 hs se descarté el MCC, se lavo la
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monocapa con PBS y se agregé 100 ul de tripsina 0,25 %-EDTA 0,1 % (Laboratorio
MicroVet SRL, Argentina). El nimero de células viables fue estimado por recuento en
cédmara de Neubauer con Azul Tripan 0,4%. Las células fueron diluidas con medio MCC y
se distribuyeron 150 000 células en cada pocillo en placas estériles de 24 pocillos con
fondo plano (Nunc, Melbourne, Australia), para lograr 2,5 x 10°  células/ml

aproximadamente a las 24 hs.
I11.3.5.1.3 Ensayo de adherencia

Los ensayos de inhibicién de la adherencia en células epiteliales mamarias (MAC-T)
se realizaron segun lo descripto por Prado y colaboradores (Prado y col., 2011). Las
monocapas de las células MAC-T en confluencia se lavaron 3 veces con PBS y se agreg6
500 pl de medio MCC. Para determinar el nimero de células en cada pocillo, se realiz6
recuento sobre uno de ellos en cdmara de Neubauer con azul Tripan 0,4%, previamente al
agregado de 100 pl de tripsina 0,25 %-EDTA 0,1 % (Laboratorio MicroVet SRL,
Argentina). Dos ml de la suspension de S. uberis en RPMI (Laboratorio MicroVet SRL,
Argentina) se opsonizaron durante 1 h a 37°C con una mezcla de los sueros obtenidos al
finalizar la inmunizacién de cada grupo de animales. Los sueros fueron previamente
descomplementados mediante incubacién durante 30 min a 56°C (1:100). La cantidad de
bacterias utilizadas fue la necesaria para obtener una Multiplicidad de Infecciéon (MOI)

tedrica de 10.

Luego, cada mezcla de sueros con bacterias se agregé a las monocapas de MAC-T
por triplicado, las placas de cultivo se centrifugaron durante 5 min a 600xg y se incubaron
durante 2 hs a 37°C en 5% de CO,. Luego, los pocillos se lavaron 3 veces con PBS. Las
monocapas se despegaron por incubacién con Tripsina 0,25% EDTA 0,1% (Laboratorio
MicroVet SRL, Argentina) por 5 min. Se realizaron 5 diluciones seriadas al décimo de los
contenidos de cada pocillo, de los cuales se sembraron 20ul, por duplicado, en placas con
agar Sangre. Luego de incubar durante 18 hs a 37°C se cont6 el nimero de UFC
recuperadas. Cada muestra se procesd por triplicado y el ensayo se repitid 3 veces. Los

resultados fueron expresados como porcentaje de adherencia, considerando como el 100%
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de adherencia al nimero de bacterias recuperadas luego de la opsonizacién de las mismas

con los sueros del grupo sin inmundgeno (control).
I11.3.5.2 Ensayo de fagocitosis
I11.3.5.2.1 Tincién de bacterias con FITC

A partir de un cultivo de S. uberis (SU42) crecido 18 hs a 37°C en placas de en agar
Tripteina Soya (Britania, Argentina) suplementado, se cosecharon las bacterias en 20 ml de
solucion fisiolégica estéril. Posteriormente, se centrifugaron 3 min a 12 000 r.p.m y se
resuspendieron en 10 ml de soluciéon de NaHCOs; (pH: 9), al cual se agregaron 100 ul de
FITC (de sus iniciales en inglés Fluorescein IsoThioCyanate) (Sigma, Sta Luois, MO,
EE.UU) 10 mg/ml disuelto en dimetilsulféxido (DMSO, Sigma, Chemical Co., St. Louis,
MO, EE.UU). La mezcla se incubd 1 h a 25°C y en oscuridad. Para eliminar el exceso de
FITC se hicieron lavados sucesivos con PBS estéril hasta que el sobrenadante se observo
sin coloracién. Finalmente, se resuspendié en 10 ml de Solucién Fisioldgica estéril, se
centrifugé 3 min a 12 000 r.p.m y se conservd el sedimento celular a -20°C hasta su

utilizacion.
II1.3.5.2.2 Obtencion de células

Se utilizaron 3 ratones hembras de la cepa Balb/c de 6 semanas de edad provistos por
el Centro de Medicina Comparada del ICiVet-Litoral (UNL-CONICET), a los cuales se les
inyect6 por via intraperitoneal 3 ml de una solucién de medio Tioglicolato al 3% segtin se
describi6é previamente (Zhang y col., 2008). Luego de 4 hs se realizé la extraccién de
células de peritoneo. El liquido peritoneal se recolecté en RPMI (Laboratorio MicroVet
SRL, Argentina), se centrifugé a 1400 r.p.m 5 min y se resuspendié en medio RPMI
fresco. El recuento de células totales (macréfagos y leucocitos polimorfonucleares) se
realizé en cdmara de Neubauer con solucioén de Turk (ANEXO inciso 2.10, 7) y el recuento

de células viables con Azul de Tripin 0,4%.
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I11.3.5.2.3 Fagocitosis in vitro

Se utilizé una mezcla de los sueros obtenidos al dia 7 post-inmunizacién para cada
uno de los grupos a evaluar. Previa descomplementacién (30 min a 56°C) de los sueros, se
incubaron 100 pl de la suspension de bacterias-FITC (1x10” UFC) con la mezcla de sueros
correspondiente a cada grupo en una dilucion 1:100 en 300 ul de RPMI (Laboratorio
MicroVet SRL, Argentina). La mezcla se incub6 en oscuridad durante 30 min a 37°C con
agitacion suave. Posteriormente, se agregaron 100 ul de la suspension de células (1x10°
cél.) y se incubd por otros 30 min, en agitacion suave. Transcurrido dicho tiempo se fren6
la reaccién con 500 pl de solucién de “frenado” fria (ANEXO 1 inciso 2.10, 3). La mezcla
de reaccion se centrifugd durante 5 min a 1400 r.p.m., las células se resuspendieron en 200
ul de Spug/ml BrEt (Sigma, Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU) en PBS y se incubaron
10 min a temperatura ambiente. Se centrifugé 5 min a 1400 r.p.m para eliminar los restos
de BrEt y se resuspendieron los pellets en 200 pl de buffer de citometria (ANEXO 1 inciso
2.10, 4) suplementado con 1% de formol, incubando 1 h a 25°C. Finalmente, se centrifugé
nuevamente y se resuspendio en buffer de citometria. Las determinaciones se realizaron por
triplicado. Como controles se utilizaron bacterias opsonizadas sin células, células sin
bacterias y bacterias no opsonizadas sin células. Las muestras se conservaron a 4°C y en

oscuridad hasta su lectura.
I11.3.5.2.4 Citometria de flujo

Las mediciones se realizaron en un citometro de flujo Guava EasyCyte™, (Guava
Technology, EE.UU). Las muestras se procesaron por triplicado y para cada punto se
adquirieron 10 000 eventos. La regién conteniendo a los PMN y M, se seleccion6 teniendo
en cuenta los pardmetros de tamafo y complejidad citoplasmdtica. La intensidad de
fluorescencia sobre R se grafic6 en histogramas de escala logaritmica. Los datos se
analizaron con el programa Guava CytoSoft™ versién 2.6. Se determiné el porcentaje de
células con bacterias internalizadas y se utilizé el pardmetro de Intensidad Media de
Fluorescencia (IMF) como una estimacion del nimero de bacterias internalizadas por célula

positiva.
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I11.3.6 Ensayo de unidén a lactoferrina

La capacidad de unién a LF de las distintas fracciones recombinantes de SUAM se
evalu6 a través de un ensayo de ELISA. En el mismo, microplacas de poliestireno Greiner
Bio—One (GBO®, Alemania), fueron incubadas 1 h a 37°C y toda la noche a 4°C con 10
ng de lactoferrina bovina (Sigma, Sta Louis, MO, EE.UU), disuelta en buffer carbonato pH
9,6. Los sitios de unién inespecifica se bloquearon con PBS-albiimina sérica bovina 3%
incubando 30 min a 37°C. Posteriormente, se incubd 1 hs a 37°C, con 100 ng (0,89 nmoles)
de SUAMwt y 0,89 nmoles de cada una de las fracciones recombinantes de SUAM.
Posteriormente, se incubd con los sueros que reconocen cada proteina, diluidos 1:500 en
PBS. Luego, se agregdé el segundo anticuerpo anti-IgG Total de ratén conjugado a
peroxidasa (Jackson Immunoresearch, EE.UU), diluido 1:16 000 en PBS. El sustrato de la
enzima que se utilizé fue H,O, en presencia de TMB (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU) y
se frend la reaccion con HoSO4 2N. Las lecturas se efectuaron a 450 nm en lector de ELISA
(ELX 808, BioTek, EE.UU). Luego de cada incubacion se realizaron tres lavados de 1 min
con PBS.

La unién de las fracciones SUAM-1fr, -2fr, -3fr o -4fr recombinantes a LF se expreso
como DOgysyp y como relacion porcentual respecto a la sefial obtenida para cada fraccion

comparada a la sefial obtenida para SUAMwt tomando esta como un 100%.

I11.3.7 Evaluacién de actividad de PauAr y funcionalidad de los

anticuerpos
I11.3.7.1 Extraccion de plasminégeno bovino
[I1.3.7.1.1 Obtencién de plasma

La muestra de plasma bovino fue tomada en la animales de la estacion Experimental
INTA Rafaela, por un médico veterinario; se utilizaron bolsas para extraccién sanguinea
(Rivero, cédigo S-91, Argentina) con solucion anticoagulante de citrato de sodio 2,63 gr%,

acido citrico 0,3 gr % y dextrosa 3,19 gr%. Se les anadié PMSF (Sigma, Chemical Co., St.
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Louis, MO, EE.UU) disuelto en DMSO (Sigma, Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU), a
una concentracion final de 1 mM, con el fin de inhibir la actividad de las serino-proteasas.
Las muestras se mantuvieron refrigeradas y los plasmas se separaron por centrifugacién a
7000 r.p.m durante 15 min a 4 °C (Cafias Bermudez. O y col., 2006). Previamente a la

purificacion se agregé al plasma obtenido, EDTA a una concentracién final 0,003 M.

I11.3.7.1.2 Purificacién de plasminégeno

El plasmindgeno se purificé por cromatografia de afinidad en lisina-sefarosa, segtn el
método de Deutsch y Mertz (Deutsch y col., 1970). Se utilizé una columna de sefarosa 4B
preactivada con Bromuro de Cianégeno (GE Healthcare) a la cual se uni6 lisina (Sigma,
Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU), segtin instrucciones del fabricante. Posteriormente
fue empaquetada, equilibrada con tres volimenes de la solucién tampén conteniendo: 0,1
M buffer fosfato pH 7,3 y 0,15 M de Cloruro de Sodio pH 7,3, a una velocidad de flujo de
2 ml/min, y se aplicaron 250 ml de plasma. Posteriormente, la columna se lavé con 4
volimenes de solucién tampén y se eluyé con 100 ml de PBS que contenian 0,05M e-
dcido aminocaproico (e-ACA); la concentracion proteica se determiné utilizando técnica
fluorométrica segiin instrucciones del fabricante (Qubit® Protein Assay Kit, Invitrogen,

Carlsbad, CA, EE.UU).
I11.3.7.2 Ensayo de actividad

Para demostrar la actividad de la proteina PauAr se realizé un ensayo de actividad
caseinolitica segin se describié previamente (Leigh 1993). Brevemente, en pocillos
realizados sobre agar-leche descremada al 1%, se sembraron 10 ul de las proteinas PauAwt
o PauAr en presencia de plasmindgeno (10ug/ml) bovino. Como controles, se utilizaron
pocillos sin plasmindgeno y pocillos sin PauAr o PauAwt. Se incubé 16 hs a 37°C y se

evidencio la actividad por la presencia de un halo claro alrededor del pocillo de siembra.
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II1.3.8 Analisis estadisticos

Las comparaciones estadisticas de los resultados se llevaron a cabo por medio el
programa GraphPad (PRISM, versién 7.0, San Diego, EE.UU). Las diferencias se
analizaron mediante Kruskal Wallis, seguido por test de Mann Whitney o post test Dunn,

para detectar diferencias entre pares (p < 0,05).
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I11.4 RESULTADOS

IT1.4.1 Prediccidn de epitopes para la proteina SUAM

Con el propésito de encontrar regiones en la secuencia codificante de la proteina

SUAM que presenten epitopes B potencialmente inmunogénicos, se realizé un estudio de

prediccidn de epitopes B lineales. Tanto con el software ABCpred (Figura 3) como con

AAPPred (ANEXO 2) se observé una distribucion homogénea de probables epitopes B a

lo largo de toda la secuencia.

Figura.3: Mapa de prediccion de epitopes B con ABCpred en el gen sua,
seleccionando péptidos con una longitud de 15 aminodcidos. En azul se muestran los
posibles péptidos antigénicos a lo largo de la secuencia. Las distintas lineas son

consecuencia de que parte de algunos péptido se solapan.

Debido a la distribucién homogénea de epitopes B a lo largo de la secuencia

codificante de SUAM, se decidi6 clonar 5 fracciones de la molécula, que comprendieran la

mayor parte de la secuencia codificante (Tabla 4).

Proteina Regioén de la secuencia codificante de SUAM | Tamaiio
SUAM-1fr 217 a 919 pb 727 pb
SUAM-2fr 649 a 1114 pb 455 pb
SUAM-3fr 1111 a 1625 pb 557 pb
SUAM-4fr 161822119 pb 598 pb
SUAM-5fr 2158 a 2640 pb 505 pb

» Pagina 104



Resultados — Capitulo III

Tabla.4. Regiones a clonar de la secuencia codificante de SUAM. Se observa la
posicion de la secuencia codificante de SUAM dentro de la secuencia completa codificante

de SUAM, para cada una de las fracciones a clonar y la longitud de cada fraccién.

II1.4.2 Clonado de factores de virulencia

I11.4.2.1 Aislamiento de la secuencia codificante de cada fraccion de SUAM vy

PauA

Inicialmente se amplificaron los 5 fragmentos que forman parte de la proteina SUAM
y PauA completas a partir de ADN gendmico (ver inciso 3.1.2.1) del aislamiento SUOS5 de
S. uberis, mediante PCR. La caracterizacion del aislamiento SUOS fue descripta en el
Capitulo II de este trabajo. Los tamafios tedricos para cada fragmento coincidieron con el
tamafio del producto obtenido (Figura 4). Al mismo tiempo se obtuvo ADN plasmidico

correspondiente al vector pET32a.

5

i 1600
i ——

S——

s —

: i : i i : 1200
- i : i : i i i
— : i i 5 : i i
— : : :
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SUAM-11r
SUAM-2fr
SUAM-3fr
SUAM-4fr
SUAM-5fr
pET32a
PauAr
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Figura.4. Productos de amplificacion por PCR de las secuencias codificantes de
PauA vy las fracciones de SUAM. SUAM-fr1 (727pb), SUAM-fr2 (454pb), SUAM-fr3
(557pb), SUAM-fr4 (558pb), SUAM-fr5 (505pb) y PauAr (874pb). pET32a: vector

cortado con enzimas de restriccién (PM: 5900pb), es el vector de expresidn cortado con
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las enzimas EcoRI/HindIIl. En los extremos se encuentran dos marcadores de peso
molecular L100 pbl®, L400 pbl®.

I11.4.2.2 Clonado en vector plasmidico pET32a

Con el fin de obtener cada una de las proteinas recombinantes deseadas, cada
fragmento amplificado de la secuencia codificante de SUAM, fue digerido con las enzimas
EcoRI y HindIIl. El producto amplificado codificante para PauA, fue digerido con las
enzimas BamHI y Sacl. La digestion del vector de expresion pET32a se realizé con cada
par de endonucleasas. Se transformaron bacterias E. coli BL21 (DE3) competentes con la
mezcla de ligacion y se seleccionaron en placas conteniendo agar-LB suplementado con
ampicilina. Se escogieron clones bacterianos al azar y se analizaron mediante induccion
con IPTG, aquellos clones que eran capaces de expresar la proteina recombinante (Figura
5). Siguiendo esta estrategia se pudieron obtener clones para 4 de las 5 fracciones de la
proteina SUAM, y clones de PauA, que expresaron las proteinas SUAM-1fr y SUAM-4{r
en forma soluble y SUAM-2fr, SUAM-3fr y PauAr en forma insoluble. La fraccién
SUAM-5fr no se logr6 expresar. Debido al sistema de expresion utilizado todas las
fracciones se obtuvieron fusionadas a la proteina tioredoxina (TRX) y a una secuencia de 6
histidinas (tags) en el extremo N-terminal. Por este motivo, todas las proteinas

recombinantes presentan 20,9 KDa adicionales a su peso molecular.

SUAM-2fr

PauAr

116 KDa

’.1 Sin inducir

66,2KDa

45 KDa -_—

35KDa —

25KDa

18,4 KDa.

Figura.5. Caracterizacion electroforética de las proteinas recombinantes
obtenidas. PAGE-SDS al 15% para identificar clones productores de las proteinas

recombinantes, inducidos con IPTG. Izquierda de la imagen, marcador de peso
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molecular ThermoScientific®, SUAM-1fr (PM: 47,5 = 26,6 SUAM-1fr KDa + 20,9
KDa Tags), SUAM-2fr (PM: 37,9 = 17 SUAM-2fr KDa + 20,9 KDa Tags), SUAM-3fr
(PM: 40,6 = 19,7 SUAM-3fr KDa + 20,9 KDa Tags), SUAM-4fr (PM: 42,9 = 22
SUAM-4fr KDa + 20,9 KDa Tags). SI: cultivo de E. coli BL21 (DE3) sin inducir (SI).
PauAr: PauAr (PM: 52,9 = 32 PauAr KDa + 20,9 KDa Tags).

I11.4.2.3 Analisis de identidad de clones

La identidad de aquellos clones productores de las proteinas recombinantes
correspondientes fue confirmada mediante secuenciacion a partir de preparacion plasmidica
y posterior secuenciacion con el oligonucledtido “T7 terminator”. La identidad con las
secuencias disponibles en GenBank para los clones obtenidos fue entre un 94 - 99%. Todas
las secuencias alinearon especificamente s6lo con secuencias de los genes (sua o pauA) y
con el genoma completo disponible en la base de datos Gen Bank (gen sua: DQ232760, gen
pauA: GU392692.1, genoma completo de S. uberis: AM946015.1)

El andlisis de las secuencias de los clones obtenidos revelé que algunas poseen menor
identidad hacia las secuencias disponibles en GenBank que otras, como es el caso de
SUAM-1fr y PauAr, que presentaron 94-96%, mientras que las secuencias de SUAM-2fr, -
3fr y 4fr mostraron 98-99%.

I11.4.2.4 Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes obtenidas

Con el objetivo de obtener las proteinas recombinantes puras (eliminando los restos
celulares y proteinas de origen bacteriano) y a la vez concentradas, se realizd la
purificacion de las mismas. Para ello se seleccionaron aquellos clones con un alto nivel de
expresion bajo las condiciones ensayadas. La expresion se realiz6 como se describid
previamente, en un sistema procariota de E. coli, utilizando la cepa BL21 (DE3), bajo el
control de un promotor inducible por IPTG. Para la purificaciéon de proteinas se deben
considerar: la forma de expresion, soluble o insoluble. Con el sistema utilizado, se logré
obtener dos proteinas que se expresan en forma soluble: SUAM-1fr y SUAM-4fr, mientras

que SUAM-2fr, SUAM-3fr y PauAr se obtuvieron en forma de cuerpos de inclusion.
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111.4.2.4.1 Purificacion de las proteinas recombinantes obtenidas en forma
soluble

Las fracciones SUAM-1fr y SUAM-4fr fueron purificadas utilizando el sistema de
purificacién por pseudoafinidad de unién a iones Ni**. Las fracciones recolectadas de la
elucion en el proceso de purificacion se separaron en PAGE-SDS 15% para evaluar la
pureza (Figuras 6 y 7). Las fracciones con mayor concentracion de proteina recombinante y
menor cantidad de impurezas se juntaron y, con el propdsito de eliminar el Imidazol, se

diluyeron las muestras en buffer de conservacion de proteinas, y se concentraron mediante

ultracentrifugacion.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16
- Ol e
G 116 KDa

66,2KDa

45 KDa
35KDa

te 0l

25KDa

18,4 KDa
14,4KDa

Figura.6. Purificacion de SUAM-1fr por cromatografia de pseudoafinidad por
uniéon a Niquel. PAGE-SDS 15% de las fracciones de elucién obtenidas de la
purificacién en columna de pseudoafinidad de la proteina SUAM-1fr (PM: 47,5 = 26,6
KDa SUAM-1fr + 20,9 KDa Tags). Elucién con Imidazol 20 mM (calles1-2), 50 mM
(calles 3-5), 100 mM (calles 6-9), 250 mM (calles 10-13) mM y 500 mM (calles14-16).
Marcador de peso molecular ThermoScientific®. Recuadro negro, engloba las

muestras que se juntaron, dializaron y conservaron.
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Figura.7. Purificacion de SUAM-4fr por cromatografia de pseudoafinidad a
Niquel. PAGE-SDS 15% de las fracciones de elucién obtenidas de la purificacion en
columna de pserudoafinidad de la proteina (PM: 39,5 = 18,6 KDa SUAM-4fr + 20,9
KDa Tags). Elucién con Imidazol de 20 (calles 1-4), 50 (calles 5-8), 100 (calles 9-11),
250 (calles 12-14) mM y 500 mM (calles 15-20). E: fraccién de elucién previa al
pasaje del gradiente de Imidazol. Marcador de peso molecular: ThermoScientific®.

Recuadro negro, engloba las muestras que se juntaron, dializaron y conservaron.

I11.4.2.4.2 Purificacion de las proteinas recombinantes obtenidas en forma

insoluble

Como se menciond anteriormente, las fracciones SUAM-2fr y SUAM-3fr y la
proteina PauAr, se obtuvieron en forma insoluble, utilizando el mismo sistema de expresion

(pET23a).

Luego de cosechar las células, las mismas fueron lisadas y el sedimento obtenido fue
tratado con diferentes agentes con el interés de encontrar aquel, que mejor solubilizara las
proteinas en cuestion y a su vez permitiera la interaccién con la resina de sefarosa-Ni**. Las
muestras se trataron con: Urea 4M, Urea 8M, Tritén X-100 1%, Tritén X-100 1% - B-ME
20 mM, SDS1% y SDS 1% - B-ME 20 mM. A modo de ejemplo se muestra la
solubilizacion de una de las proteinas recombinantes obtenidas en forma insoluble (Figura

8).

= \! 66,2 KDa

g ~ 45KDa

- " 31KDa

20,5 KDa

B 144KDa

Figura.8. Ensayo de solubilizacion de proteinas recombinantes expresadas en forma
insoluble. PAGE-SDS 15% de proteina PauAr tratada en diferentes condiciones para
lograr su purificacién. Agentes solubilizantes: Urea 8M (calle 1); Urea 4M (calle 2);

Tritén 1% + B-ME 20 mM (calle 3); SDS 1% (calle 4); SDS 1% + p-ME 20mM (calle 5).
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Las condiciones que permiten solubilizar la proteina son las perteneciente a las calles 1, 2,

4y 5. Marcador de peso molecular: BioRad.

Como se puede observar en la Figura 8 todas las condiciones, exceptuando el Triton
X100 1% con B-ME, lograron solubilizar la proteina. Este resultado se obtuvo también con
las restantes proteinas recombinantes insolubles (SUAM-2fr, SUAM-3fr y PauAr). Sin
embargo, solamente la solubilizacién con Urea 4M permiti6 la interaccion de las proteinas
con la columna. Dado que el Tritéon X100 1% es capaz de solubilizar proteinas celulares de
unién a membrana por su capacidad detergente (Schnaitman 1971), se lo utilizé para lavar
los cuerpos de inclusién, previo al agregado de la Urea 4M. En el caso particular de
SUAM-3fr, se observo que, luego de lavar los cuerpos de inclusién con Tritén X-100 1% y
posterior solubilizacion con Urea, la proteina presentd una alta pureza, evidenciado con una
tinciéon argéntica (Figura 9). Este tipo de tincién presenta una mayor sensibilidad en
relacion a la tinciéon con Coomasie (Morrissey 1981). En relacion a los lavados con Tritén
X-100 1% (Figura 9, calle 2), posiblemente las impurezas extraidas no se detectaron debido
al volumen utilizado para los lavados (140 ml) en el cual las impurezas extraidas quedarian
diluidas. Dada la excelente pureza obtenida no fue necesario realizar la purificacién en

columna de pseudoafinidad

116 KDa

66,2KDa

45KDa

35KDa

25KDa

Ce—
# 184KDa
-

14,4 KDa

Figura.9. Purificacion de SUAM-3fr. PAGE-SDS 15% de los diferentes pasos de
lavados de los cuerpos de inclusién: sobrenadante luego de la lisis celular y separacion por
centrifugacién (calle 1), lavados con Tritén X 100 1% (calle 2), cuerpos de inclusién

tratados con Urea 4M, luego de los lavados con Tritén X-100 1% (calle 3), donde se
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observa una tnica banda correspondiente a SUAM-3fr (PM: 40,6 = 19,7 SUAM-3fr KDa
+ 20,9 KDa Tags). Marcador de peso molecular: ThermoScientific®.

En los casos de SUAM-2fr y PauAr, luego de los lavados con Tritén X-100 1% y
solubilizaciéon con Urea 4 M, se realizaron purificaciones por pseudoafinidad. Las
fracciones recolectadas de la purificacion de SUAM-2fr, fueron separadas en PAGE-SDS
15% para evaluar su pureza (Figura 10). La proteina, eluida con una concentracién de

Imidazol de 250 mM, se obtuvo concentrada y con una alta pureza.
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Figura.10. Purificacion de SUAM-2fr por cromatografia de pseudoafinidad por
uniéon a Niquel. PAGE-SDS 15% de las fracciones de elucién obtenidas de la
purificacién en columna de pseudoafinidad de la proteina SUAM-2fr (PM: 37.9 = 17 KDa
SUAM-2fr + 20.9 KDa Tags): en la imagen se puede ver la elucién con Imidazol de 20
mM (calles 1-2), 50 mM (calles 3-5), 100 mM (calles 6-9) y 250 mM (calles 10-14).
Marcador de peso molecular ThermoScientific®. Recuadro negro, engloba las muestras

que se juntaron, dializaron y conservaron.

En relacién a PauAr, se obtuvo la proteina con una alta pureza y concentracion. La
proteina eluy6 con una concentracion de Imidazol 500 mM (Figura 11). En este caso se
realizaron dos purificaciones sucesivas, de la primera purificaciéon se recolectaron las
fracciones con mayor concentracion y se volvieron a purificar con un gradiente de 100 a
500 mM de Imidazol, ya que se observd que eluy6 tardiamente. En la Figura 11 se puede
observar una banda de peso molecular ligeramente superior a 116 KDa. Mediante una

electroforesis en presencia y ausencia de agente reductor (datos no mostrados), se
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corrobord que esto se debe a la formacion de dimeros de la proteina, no separados por el

agente reductor del buffer de siembra.
1 2 3 4 5
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Figura.11. Purificacion de PauA por cromatografia de pseudoafinidad por union
a Niquel. PAGE-SDS 15% de las fracciones de elucién obtenidas de la purificacion en
columna de pseudoafinidad de la proteina PauAr (PM: 50,9 = 30 PauAr KDa + 20,9
KDa Tags). Elucién con Imidazol de 100 mM (calles 1-2), 250 mM (calles 3-6) y 500
mM (calles 7-14). La flecha indica la formaciéon de dimeros. Marcador de peso

molecular: ThermoScientific®. Recuadro negro, engloba las muestras que se juntaron,

dializaron y conservaron.

Todas las fracciones recolectadas para cada proteina, posterior a su
acondicionamiento en Buffer de conservacion de proteinas pH: 7,3 (Figura 12), se

cuantificaron mediante método fluorométrico y se calcularon los rendimientos obtenidos

(Tabla 5).
. = = =
= 8 % 3
116 KDa
662KDa
- —
45KDa = -
35KDa -
25KDa
18,4 KDa

Figura. 12. Caracterizaciéon electroforética de las proteinas recombinantes

purificadas. PAGE-SDS 15% de fracciones de proteinas puras acondicionadas.
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SUAM-1fr PM: 47 KDa; SUAM-2fr PM: 37,9 KDa; SUAM-3fr PM: 40,6 KDa;
SUAM-4fr PM: 42,9 KDa; PauAr PM: 52,9 KDa.

Masa de proteina Volumen de cultivo | Rendimiento
Proteina
obtenida (mg) (ml) (mg/1)

SUAM-1 90 600 150
SUAM-2 3,24 100 32,4
SUAM-3 14,1 300 47
SUAM-4 2,8 200 14

PauA 18,6 600 31

Tabla.5. Rendimientos obtenidos en la purificacion de proteinas recombinantes,

expresados en mg/1 de cultivo.

IT1.4.3. Extraccion de las proteinas wild type de cepas caracterizadas de S.

uberis

Para la obtencién de las proteinas wild type de los factores de virulencia, se trabajé
con dos aislamientos de S. uberis del cepario armado durante el desarrollo de este trabajo
de Tesis. Los aislamientos seleccionados (SU38 y SU42) fueron diferentes a los utilizados
para el aislamiento de la secuencia a clonar (SUO5) con el propdsito de determinar la
especificidad de los anticuerpos hacia cepas heterélogas. Para la obtencién se utilizé un
protocolo de extracciéon de proteinas de superficie (SUAM) y otro para proteinas de

excrecion (PauA) (ver Mat y Met, inciso 3.2).

La presencia de los factores de virulencia parcialmente purificados se analizé por

medio de PAGE-SDS (Figura 13).

Mediante el protocolo de extraccidén de proteinas de superficie se obtuvo, en ambas
cepas, una proteina con un peso molecular aproximado a 112 KDa, coincidente con el PM
de SUAMwt (Almeida y col., 2006a). La extraccion de SUAMwt resulté de una pureza

mayor con la cepa SU42, por lo cual se la eligié para ensayos posteriores. Por otra parte, la
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extraccion de PauA presentd una banda de aproximadamente 35 KDa, correspondiente al
PM de PauAwt, ademds de otras bandas correspondientes a proteinas no identificadas, que
co-purifican durante la extraccion. La extraccion no permitié obtener la proteina PauAwt
concentrada. El extracto conteniendo la proteina PauAwt, fue similar para las dos cepas

utilizadas, por lo cual, se eligi6 trabajar con la misma cepa que para SUAMwt (SU42).

SU38  SU42 o, SU38 SU42
‘B 116 KDa

112KDa '4_. - 116KDa i -

we 66,2KDa

— -
66,2KDa
: - = -‘ 45 KDa

| —
- 5K o o,
35KDa :
- S
pg—- w 25KDa
2
- kD - 184KDa

w 144 KDa

1 184 KDa “i‘

Figura.13. Extracciones de proteinas PauA y SUAM wild type de dos aislamientos
regionales de S. uberis (SU38 y SU42). PAGE-SDS 15% A: Extraccién de SUAMwt.

B: Extraccién de PauAwt. Las flechas indican las proteinas de interés. Marcador de

peso molecular: ThermoScientific®.

I11.4.4 Evaluacién de la respuesta inmune humoral en ratones
I11.4.4.1 Determinacion de IgG

Con el fin de evaluar la inmunogenicidad de los factores de virulencia SUAM y PauA
recombinantes, se inocularon ratones de la cepa CF1 con 20 ug de cada una de estas
proteinas recombinantes o de SUAMwt siguiendo el protocolo descripto en el inciso 3.3.1.
Luego, se midieron los niveles de IgG especifica, mediante ELISA indirecto contra la
proteina correspondiente, en el suero obtenido 7 dias después del dltimo refuerzo. Los
niveles de anticuerpos generados tanto en todos los grupos inmunizados con proteinas
recombinantes como con SUAMwt superaron significativamente a los del grupo control
(p<0,0001; Test Kruskal-Wallis) (Figura 14 y 15). Ninguno de los grupos inmunizados

presentd, en los sueros pre-inmunes, anticuerpos especificos contra las proteinas evaluadas.
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Figura.14. Determinacion de los niveles de IgG mediante ensayos de ELISA, IgG
especifica en los animales inmunizados con las fracciones recombinantes, expresados
como la D.O. obtenida para los sueros en dilucién 1:100 Se muestran las medias y
desviacién estdndar para cada grupo. (¥) p<0,0001 respecto al grupo control; Test
Mann Whitney. El valor de los sueros pre-inmunes representa la media de todos los

ensayos realizado.
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Figura.15. Determinacion de los niveles de IgG anti-SUAMwt mediante ensayos de
ELISA. IgG especifica en los animales inmunizados con proteina SUAMwt,
expresados como la D.O. obtenida para los sueros en dilucién 1:100 Se muestran las

medias y desviacion estdndar para cada grupo. (¥) p<0,0001; Test Mann Whitney

I11.4.4.2 Determinacion del titulo de anticuerpos

El titulo de anticuerpos es una medida semicuantitativa de la concentracién de
anticuerpos especificos que generaron los animales y permite hacer una comparacion
cuantitativa entre ellos. El titulo de IgG se determiné mediante técnica de ELISA indirecto
(ver Mat y Met, inciso 3.3.2.2). El andlisis realizado en los sueros mostré un titulo medio
de 1,67x10° para SUAM-1fr, 5,48x10° para SUAM-2fr, 1,92x10° para SUAM-3fr, 4,5x10°
para SUAM-4fr y 4,7 10° para PauAr (Figura 16). Si bien el andlisis estadistico no revel6
diferencias significativas entre los animales inmunizados con las diferentes proteinas,
SUAM-2fr, SUAM-4fr y PauAr mostraron una tendencia a inducir mayores titulos que

SUAM-1fr y SUAM-3fr.
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Figura.16. Titulos de anticuerpos obtenidos luego de la inmunizacién murina con las
diferentes proteinas recombinantes. Se representa la media de los titulos obtenidos para
cada grupo y el mdximo y minimo de los titulos de cada uno de los grupos. No se observan

diferencias significativas entre los grupos (p > 0,05; Kruskal Wallis, post test Dunn).
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I11.4.5 Determinacién de especificidad de anticuerpos anti-SUAM y anti

PauAr
I11.4.5.1 Ensayo de inmunodeteccion por Western Blot

La capacidad de los anticuerpos generados y evaluados en el ensayo 4.4.1 de
reconocer tanto al antigeno wild type purificado como al inmundégeno recombinante
correspondiente fue evaluada. Para ello se disefié un ensayo de Western Blot. Brevemente,
se enfrent6 una mezcla de sueros de cada grupo de ratones inmunizados y controles con las
proteinas a evaluar electrotransferidas previamente a una membrana de nitrocelulosa (ver

Mat y Met inciso 3.4.1).

Los sueros de tres de los grupos inmunizados con las diferentes fracciones de SUAM
(SUAM-1fr, SUAM-2fr y SUAM-4{r) recombinantes reconocieron a la proteina wild type,
determinado por una Unica banda a la altura de 112 KDa (Figura 17 A, B y D). En cuanto a
los anticuerpos inducidos por la proteina SUAM-3fr, se observé una inmunomarcaciéon
tenue a la altura de 112 KDa, ademds de otras bandas de menor peso molecular que no se
observaron en la corrida electroforética de SUAMwt. Si bien algunas de estas bandas
coincidieron con bandas presentes en la proteina recombinante, se excluye que estas bandas
pertenezcan a trazas de proteinas recombinantes que se derramaran de una calle otra
durante la corrida, debido a que las muestras se sembraron calle de por medio (Figuras 17
C). Los sueros de todos los animales inmunizados con las proteinas recombinantes,
reconocieron dichos antigenos a la altura del peso molecular correspondiente y un patrén de
bandas de menor peso molecular (Figura 17 A, B, C y D). No se observd ningtn tipo de

reconocimiento en las membranas incubadas con mezclas de sueros de animales controles.
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Figuara.17. Inmunodeteccion mediante Western Blot para determinacién de
especificidad de anticuerpos generados por las fracciones recombinantes de
SUAM contra SUAMwt. A: Inmunodeteccién con anticuerpos anti-SUAM-1fr (I
SUAM-1fr) y sueros obtenidos de ratones inoculados con adyuvante sin proteinas
(Controles), hacia los antigenos S-1fr: SUAM-1fr y Swt: proteina SUAMwt de SU42.
B: inmunodeteccién con anticuerpos anti-SUAM-2fr (I SUAM-2fr) y sueros controles
(Controles), hacia los antigenos S-2fr: SUAM-2fr y Swt. C: inmunodeteccién con
anticuerpos anti-SUAM-3fr (I SUAM-3fr) y sueros controles (Controles), hacia los
antigenos S-3fr: SUAM-3fr y Swt D: inmunodeteccién con anticuerpos anti-SUAM-
4fr (I SUAM-2fr) y sueros controles (Controles), hacia los antigenos S-4fr: SUAM-4fr
y Swt. Flechas negras, indican la banda de interés. Marcador de peso molecular pre

teflido: Thermo Scientific®
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Debido a la deteccién de proteinas de peso molecular inferior al de las proteinas
recombinantes evaluadas, se realizaron controles adicionales, también por Western Blot.
Estos controles consistieron en enfrentar los sueros inmunes con su respectiva proteina
recombinante generadora y con un cultivo de E.coli BL21 lisado, correspondiente al
sistema de expresion utilizado (Figura 18). Las bandas de reconocimiento entre los sueros
inmunes y el lisado de E. coli no fueron coincidentes con la bandas observadas entre sueros
inmunes y antigeno generador. En base a esto, el background observado en la Figura 17
podria deberse a fragmentos de las proteinas recombinantes y no a impurezas que no fueron

eliminadas durante la purificacién de las mismas

Anti SUAM-1fr Anti SUAM-2fr Anti SUAM-3fr Anti SUAM-4fr
*r—0 *r— 0 *r— *r—0
E. coli SUAM-1fr E. coli SUAM-2fr E. coli SUAM-3fr E. coli SUAM-4fr —_ AmigellDS
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Figuara.18. Inmunodeteccion mediante Western Blot para determinaciéon de
inespecificiadad de anticuerpos. Determinaciones con los sueros obtenidos de los
ratones inmunizados con las difrentes fracciones de SUAMTr (anti-SUAM-fr), hacia un
homogenato de E.coli cepa BL21 (E. coli) y hacia el antigeno con el cual se obtuvieron
los sueros inmues (SUAM-fr). Marcador de peso molecular pre tefiido: Thermo

Scientific®. Flechas negras indican el reconocimeinto hacia la proteina recombinante.

La proteina recombinante PauA fue reconocida por los anticuerpos generados en los
animales inmunizados (Figura 19). En cuanto al reconocimiento de la proteina wild type,
los anticuerpos reconocieron una proteina de aproximadamente 35 KDa estimado para la
proteina PauAwt. También se detectaron otras bandas que posiblemente correspondan a
proteinas de S. uberis co-purificadas en el proceso de extraccion de PauA. Ademds, los

sueros del grupo control no reconocieron PauAr y ni PauAwt.
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Figura.19. Evaluacion de la especificidad de anticuerpos anti-PauAr.
Inmunorrevelado con los sueros obtenidos de los ratones inmunizados con la proteina
PauAr (I PauAr) y sueros controles obtenidos de ratones inoculados con adyuvante sin
proteinas (Control), hacia los antigenos PauA extraida de cepa salvaje S. uberis (Pwt) y
PauAr (Pr). Las flechas indican las bandas de interés. Marcador de peso molecular pre

teflido: Thermo Scientific®.

I11.4.5.2 Analisis de especificidad de anticuerpos anti-SUAM wild type, mediante
ELISA

El objetivo de este experimento fue determinar si los anticuerpos anti-SUAMwt eran
capaces de reconocer las diferentes fracciones recombinantes de SUAM disefiadas en este
trabajo. Este ensayo nos permite analizar qué epitopes de SUAM son mds antigénicos
experimentalmente. Para ello se realiz6 un ELISA indirecto utilizando como antigeno cada
una de las fracciones recombinantes y la SUAMwt extraida de un cultivo del aislamiento

SU42 de S. uberis (Control positivo) (Figura 20).
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Figura. 20. Especificidad de los anticuerpos generados por SUAMwt hacia las cuatro
fracciones recombinantes de SUAM. Se representa la D.O. media y desviacién estandar
obtenida para cada grupo. Se destaco el reconocimiento de los anticuerpos anti-SUAM-wt
hacia la proteina SUAM-1fr. El reconocimiento de los anticuerpos anti- SUAMwt hacia
SUAMwt (Control positivo) fue significativamente superior a los generados por SUAM-
2fr, -3fr y -4fr, asi como también al grupo control (Control negativo). Letras diferentes

indican diferencias significativas (p < 0,05; Test Kruskal Wallis).

El reconocimiento que presentaron los sueros obtenidos anti-SUAMwt, hacia SUAM-
Ifr fue similiar al observado hacia SUAMwt (Control positivo), sin observarse diferencias
significativas entre ellos (p > 0,05, Test Kruskal-Wallis) (Figura 20). Por otro lado, el
reconocimiento por los anticuerpos anti-SUAMwt hacia las restantes fracciones
recombinantes fue menor y significativamente difrente al observado hacia SUAM-1fr y
SUAMwt (p < 0,05; Test Kruskall-Wallis) (Figura 20). El reconocimiento de los
anticuerpos de los animales controles hacia SUAMwt (Control negativo), fue
significativamente menor al control positivo, destacando la especificidad de la respuesta
generada (p < 0,05; Test Kruskall-Wallis). Estos resultados indicarian que la regién de
SUAM que comprende SUAM-1fr posee epitopes mds inmunogénicos que el resto de las

fracciones evaluadas.
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I11.4.5.3 Analisis de especificidad de anticuerpos anti-SUAM-fr, hacia SUAM wt,

mediante ELISA

De manera inversa al ensayo anterior, se evalud la capacidad de los anticuerpos anti-

SUAM-1fr; -2fr; -3fr y -4fr de reconocer a SUAMwt mediante ELISA indirecto. Los

sueros anti-SUAMIfr obtenidos al final de la inmunizacién se enfrentaron a placas

sensibilizadas con SUAMwt (Figura 21).

D.O. 450 nm

2.5
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1.5+

1.0+ T 1
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Anticuerpos

Figura. 21. Analisis de la especificidad de los anticuerpos generados por las cuatro

fracciones recombinantes de SUAM hacia SUAMwt. Se representa la D.O. media y

desviacién estdndar obtenida para cada grupo. Se destacd el reconocimiento de los

anticuerpos anti-SUAM-1fr hacia la proteina SUAMwt. El reconocimiento de los

anticuerpos generados por SUAM-2ft,

-3fr 'y -4fr, fue similar entre ellos, y

significativamente menor al de SUAM-1fr (*) p < 0,05, Test Kruskal Wallis.

Los anticuerpos anti-SUAM-1fr presentaron el mayor reconocimiento hacia

SUAMwt (Figura 21). Este resultado se correlaciona con lo observado en el

inmunorrevelado por Western Blot (Ensayo 4.5.1). Los anticuerpos anti-SUAM-3fr y
SUAM-4fr generaron similares lecturas mediana de D.O. (0,69 + 0,035) y (0,78 +

0,055) respectivamente. Sin embargo, el ensayo de Western Blot realizado

previamente (Ensayo 4.5.1) evidenci6 que los anticuerpos anti-SUAM-3fr reconocen
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otras proteinas de S. uberis, indicando que parte de la lectura observada en este

ensayo se debe a un reconocimiento inespecifico.

I11.4.6 Evaluacion de la funcionalidad de los anticuerpos anti-SUAM
I11.4.6.1 Inhibicion de la adherencia de S. uberis a células epiteliales mamarias

Dado que SUAM interviene en el proceso de adherencia e internalizacién de S. uberis
en células epiteliales mamarias, se evalu6 la capacidad de los anticuerpos anti-SUAMfr de
inhibir la adherencia, como principal medida de la funcionalidad de los anticuerpos. Los
ensayos de inhibicion de la adherencia en células epiteliales mamarias (MAC-T) se
realizaron segun lo describieron Prado y colaboradores (Prado y col., 2011). Brevemente,
una suspension de S. uberis (SU42) fue pre-incubada con anticuerpos dirigidos contra cada
una de las 4 fracciones de SUAM o con sueros controles. Luego se realiz6 el ensayo de
adherencia a células MAC-T, como se describié en 3.4.1.3. Se consideré 100% de
adherencia al nimero de UFC recuperadas de bacterias opsonizadas con sueros controles

(Figura 22).
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Figura.22. Ensayo de inhibicion de la adherencia de S. uberis a células MAC-T por
los anticuerpos anti-SUAMIfr. Representacion de la media y la DS del porcentaje de

adherencia obtenido con los sueros inmunes contra las diferentes fracciones, respecto a la
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adherencia con sueros controles. Las bacterias pre-incubadas con anticuerpos anti-SUAM-
1fr y -4fr mostraron la mayor disminucién en la adherencia a las células epiteliales (33,3%
y 26,1%, respectivamente). Para los anticuerpos anti-SUAM-2fr y -3fr, la adherencia fue

cercana al 100%, similar al control.

Los anticuerpos generados por SUAM-1fr y SUAM-4fr disminuyeron la adherencia
un 33,3 y 26,1 %, respectivamente. Los anticuerpos generados contra SUAM-2fr y SUAM-
3fr no alteraron la adherencia (103,03% y 99,06%, respectivamente). Los porcentajes de
adherencia obtenidos en presencia de los anticuerpos generados por los diferentes antigenos
no mostraron diferencias significativas entre ellos (p>0,05; Test Kruskal-Wallis; Figura

22).

I11.4.6.2 Opsonizacién y Fagocitosis

Mediante un ensayo in vitro, se evalud la capacidad de los anticuerpos generados por
las inmunizaciones, de opsonizar a S. uberis y favorecer su fagocitosis por PMN y Mf
murinos. Previo a las determinaciones se realiz6é una evaluacion de la relacion de bacterias
(S. uberis-FITC) y células (PMN mds Mf de peritoneo de ratén Balb/c), con el propdsito de
considerar la fagocitosis basal en ausencia de anticuerpos. Se trabajé con la cepa SU42 de
S. uberis. El ensayo permitié determinar que, con una relaciéon de bacterias:células de 10:1,
se obtiene un 25% de fagocitosis basal. Las relaciones 5:1 y 20:1 mostraron valores de
fagocitosis basales de un 13,3% y un 44,7% respectivamente (Figura 23). La relacién de
bacterias:células de 10:1 se considerd la apropiada para determinar diferencias entre la
fagocitosis en presencia de los diferentes anticuerpos. La eleccion de este valor se debe a
que es importante no sobreestimar ni subestimar el porcentaje de fagocitosis basal para

poder detectar diferencias entre grupos evaluados.
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Figura.23. Fagocitosis de S. uberis sin anticuerpos (Fagocitosis basal). La imagen
de la izquierda muestra el andlisis de la citometria, en A: Polimorfo-nucleares (PMN) y
macréfagos (Mf) solos, B: bacterias con FITC + (PMN + Mf) (5:1), C: bacterias con
FITC + (PMN+Mf) (10:1), D: bacterias con FITC + (PMN + Mf) (20:1). La imagen de
la derecha es una representacion gréafica de los valores medios y desviacién estdndar de
la fagocitosis obtenida con cada relacion de bacterias:células expresada como

porcentaje de células con bacterias.

La capacidad de los anticuerpos de opsonizar S. uberis y favorecer su fagocitosis, se
determiné utilizando una mezcla de sueros de cada grupo obtenidos al finalizar la
inmunizacién. Las muestras se analizaron mediante citometria de flujo. Se seleccioné la
regién () (Figura 24 C) conteniendo a los PMN+MT, sobre la base de los pardmetros de
tamafo y complejidad celular. Dentro de dicha region se realiz6 el andlisis de incorporacion
de bacterias, mediante el recuento de células FITC-positivas en relacion a las células totales
(% de fagocitosis). Por otro lado, la intensidad media de fluorescencia (IMF), determina el
nimero de bacterias ingeridas por célula. El porcentaje de fagocitosis y la IMF en presencia
de los sueros de animales inmunizados con SUAM-1fr y SUAM-2fr mostraron una

tendencia al aumento respecto a los controles. Si bien se traté de un ensayo preliminar, que
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no permite ensayos estadisticos, es una tendencia a tener en cuenta. Por otro lado, los

anticuerpos generados con las proteinas SUAM-3fr y SUAM-4fr mostraron valores

similares a la fagocitosis basal.
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Figura.24. Ensayo de fagocitosis A: se representa la cantidad de células que

fagocitaron S. uberis opsonizada con los diferentes anticuerpos. B: se observa IMF

obtenida con S. uberis sin anticuerpo y opsonizada con los diferentes anticuerpos. C: se

observa la region (#) sobre la cual se midieron los pardmetros mencionados.

II1.4.7 Evaluacién del rol de cada una de las fracciones de SUAM en la

union a lactoferrina

Se ha demostrado que SUAM media la internalizacién de S. uberis en las células

epiteliales mamarias a través del receptor de lactoferrina (LF) constitutivo (Rejman y col.,

1994, Patel y col., 2009). Con la finalidad de evaluar la capacidad de unién a LF de las
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distintas fracciones recombinantes de SUAM se disefié un ensayo de ELISA (inciso 3.6).
La unién de las fracciones SUAM-1fr, -2fr, -3fr o -4fr recombinantes a LF se expresé como
la relacién porcentual, respecto a la sefial obtenida para SUAMwt unida a LF (control +)
considerando ésta como 100 % (Figura 25 B). Las fracciones SUAM-1fr y SUAM-4fr
presentaron porcentajes de unioén a LF de 8,4% y 11,2% respectivamente, mientras que las
otras dos fracciones, SUAM-2fr y SUAM-3fr, se unieron un 6,1 % y 64 %
respectivamente. Si bien el porcentaje de unién de las fracciones no presenté diferencias
significativas entre ellas (p>0,05; Test Kruskal-Wallis), los resultados sugieren que las
fracciones con mayor capacidad de unién a LF serian SUAM-1fr y SUAM-4fr. La uni6n
de SUAMwt fue significativamente superior a la de las fracciones recombinantes y a la del

control negativo (p<0,05; Test Kruskal Wallis (*)).
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Figura.25. Prueba de unién a la lactoferrina de las distintas fracciones de SUAM
mediante ELISA, en A: se observa la D.0.450 nm representando la unién de proteina
unida a LF y reconocida por su respectivo anticuerpo. La unién de SUAMwt fue
significativamente superior a la de las fracciones recombinantes y a la del control negativo
(Control, sin SUAM, buffer de bloqueo) (*) p<0,05; Test Kruskal Wallis. B:
porcentaje de unién a LF de las fracciones SUAM-1ft, -2fr, -3fr o -4fr recombinantes

respecto a SUAMwt (control +).
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I11.4.8 Evaluacién de funcionalidad de anticuerpos anti-PauAr

Con el propésito de analizar la capacidad de los anticuerpos anti-PauAr de bloquear
la actividad de la proteina, se optimiz previamente un ensayo que permitiera medir la
actividad de PauA. Este ensayo consiste en sembrar las proteinas en pocillos realizados
sobre agar-leche en presencia de plasmindgeno bovino y detectar la actividad caseinolitica
de la plasmina generada. Para esto, previamente se obtuvo el plasminégeno a partir de

plasma bovino mediante cromatografia de afinidad a Lisina.

I11.4.8.1 Extraccion de plasminégeno

Luego de realizar la purificacion de plasmindgeno (ver Mat y Met inciso 3.7.1), los
eluidos obtenidos se analizaron mediante PAGE-SDS 15% (Figura 26). En las calles 2 y 3 se
observan los productos eluidos con acido aminocaproico, en los que se obtuvieron las
fracciones mas enriquecidas en plasminogeno (PM: 90KDa). Se observa en estas calles una
pequeiia proporcion de albuimina, sin embargo, la mayor proporcion de ésta eluyd con la
solucion de lavado previa (calle 1, Figura 26). En el resto de las fracciones de elucién sélo
se observaron cantidades residuales de albiumina. La fraccién 3 (calle3, figura 26) fue

recolectada y conservada a -80°C. La concentracion proteica de dicha fraccion fue de 0,42

mg/ml.
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Figura.26. Purificacion de Plasminégeno bovino, fracciones de eluciéon analizadas
por PAGE-SDS 15%: calle 1; se puede observar la fraccién de lavado, donde se
observa mayormente albtimina; en las calles 2 y 3 se aprecia el plasmindgeno, indicado

con flecha negra, de un peso aproximado de 90 KDa. Marcador de peso molecular
BioRad.
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I11.4.8.2 Evaluacion de actividad de PuaAr y PauAwt

El rol de PauA es activar la enzima caseinolitica plasmina, a partir de plasminégeno.
En este trabajo se pretendi6 evaluar la capacidad de los anticuerpos, generados por PauAr
en un modelo murino, de inhibir la actividad serino proteasa de PauA. En primer lugar,
con la finalidad de determinar si las proteinas disponibles eran funcionalmente activas se
realiz6 un ensayo de actividad caseinolitica. Brevemente, en una placa de agar-leche 1% se
realizaron pocillos, en los cuales se sembraron las proteinas PauAwt o PauAr y
plasmindgeno bovino. La actividad caseinolitica se evidenci6 por la clarificacion del agar-

leche alrededor de cada pocillo (Figura 27).

Figura 27: Ensayo de actividad caseinolitica en placa de agar leche: A: PauAwt +
plasmindgeno (a), presencia de actividad. B: PauAr + plasmindgeno (a) presencia de
actividad. Controles para ambos ensayos: (b) plasmindégeno solo y (c) PauAr o

PauAwt, segtin corresponda. Los controles no presentaron actividad caseinolitica.

Tanto PauAr como PauAwt mostraron actividad enzimética. Como controles se
sembraron pocillos con cada uno de los componentes por separado, PauAwt, PauAr y

plasmindgeno, sin mostrar actividad en ningtn caso.
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111.4.8.3 Evaluacion del bloqueo de actividad caseinolitica por los anticuerpos

anti-PauAr

Evidenciada la actividad caseinolitica de las proteinas PauA recombinante y wild
type, se estudio la capacidad de los anticuerpos anti-PauAr de inhibirla. Para ello, se realizé
el ensayo descripto con la variante de incubar previamente las proteinas PauAr y PauAwt
con los sueros anti-PauAr. Si bien este ensayo se repiti evaluando diferentes condiciones,
no se observé bloqueo de la actividad caseinolitica en ninguno de ellos (Figura 28).

PauA + Plg + SUEROS
L  J

Anti-PauAr  Anti-PauAr Control Sin suero PauA sin Plg

gae

Figura.28. Bloqueo de actividad caseinolitica por medio de anticuerpos anti-

PauAr. Se observa los pocillos de reaccién en donde se incubd con sueros inmunes
(anti-PauAr, obtenidos al final de la inmunizacién) ensayados por duplicado y
controles (animales inmunizados con adyuvante sin antigeno). La mezcla de

PauAr+PIg en ausencia de anticuerpo y PauAr en ausencia de Plg.
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IIL.5 DISCUSION

La obtencién y evaluacidn de candidatos para el disefio de una vacuna fue el objetivo
central de este capitulo, en vistas de su incorporacién en una posterior formulacién
multicomponente. Las moléculas seleccionadas como potenciales candidatos a incorporar
en preparaciones inmunogénicas contra S. uberis fueron SUAM, que interviene en las
etapas de adherencia e invasion, y PauA, que interviene en la etapa de infeccion en la cual
se produce la colonizacién de los tejidos y contribuye a la supervivencia de la bacteria. El
hecho de que estos factores de virulencia tengan un rol central en el establecimiento de la
infeccion por S. uberis permite inferir que los anticuerpos dirigidos contra los mismos
podrian disminuir la incidencia de infecciones por esta bacteria. Estas dos moléculas han
sido evaluadas anteriormente como inmundgenos individualmente, y mostraron un buen
desempefio, resultando en la induccidn de altos niveles de anticuerpos especificos (Finch y

col., 1994, Leigh 2002, Prado y col., 2011).

Las dificultades que acarrean la expresion y produccion de proteinas recombinantes
de gran tamaifio fueron los motivos por los cuales se opté por trabajar con fracciones de
SUAM (PM:112 KDa). La seleccion de la fraccion a incorporar en el prototipo vacunal se
basé en estudios funcionales de cada una de ellas y de los anticuerpos que las mismas
generaron. Estos ensayos comprendieron, estudios de funcionalidad de anticuerpos vy
estudios de unién a lactoferrina, mecanismo propuesto para el ingreso de S. uberis a la
célula epitelial (Fang y col., 2000, Patel y col., 2009). El hallazgo de una regién que sea
representativa de la proteina completa y que permita inducir anticuerpos que permitan
bloquear la unién LF - S. uberis - célula epitelial, es un blanco en el disefio de vacunas

contra S. uberis, que brindaria mayor eficacia.

En el Capitulo II se describi6é que tanto PauA como SUAM no sélo estdn presentes en
la mayoria de los aislamientos de Argentina sino que son antigenos con secuencias muy
conservadas independientemente del origen geografico y epidemioldgico (ver capitulo II
inciso 11.4.3). Esto es de importancia ya que para el disefio racional de vacunas es
primordial incluir antigenos con secuencias conservadas (Nabel 2013). En los tltimos afios

el disefio de vacunas basado en epitopes es un método conceptualmente atractivo. Esta
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tecnologia presenta el riesgo de que los inmundégenos no induzcan respuestas de
anticuerpos protectores contra epitopes estructurales (Correia y col., 2014). La utilizacién
de programas informaticos permite la identificacion de sitios antigénicos de las proteinas,
ya sea para el desarrollo de vacunas, asi como de pruebas de inmunodiagndstico y
produccién de anticuerpos. Siguiendo esta linea y con el propdsito de encontrar una regioén
que contenga mayores sitios probablemente inmunogénicos en la molécula SUAM, se
utilizaron dos programas informdticos para la identificacion de epitopes B: ABCpred y
AAPPred. Estos programas fueron previamente caracterizados como los que mejor
correlacién mostraron entre los epitopes probables y los epitopes verdaderos (Costa y col.,
2013). Esto permite seleccionar epitopes destinados al disefio de una vacuna con una mayor
confianza, basdndose en los datos arrojados por los algoritmos. En este trabajo los epitopes
potenciales se encontraron distribuidos en forma homogénea a lo largo de la secuencia, sin
identificarse una unica regién enriquecida en péptidos antigénicos sobre la secuencia
aminoacidica de SUAM (ver inciso 1I1.4.1 y ANEXO 2). Estos resultados estdn en linea
con lo observado en un estudio previo sobre prediccion de epitopes en SUAM (Almeida y
col., 2011), en el cual se identificaron cinco péptidos de 15 aminodcidos, distribuidos a lo
largo de la secuencia, que fueron seleccionados sobre la base de la hidrofobicidad de los
aminodcidos y la flexibilidad de hojas beta. Sin embargo, en nuestro estudio se realiz6 un
andlisis mas exhaustivo, dado que los programas informaticos tienen en cuenta distintos
pardmetros, que le confieren mayor sensibilidad a los predictores, la cual es una
caracteristica deseada. En funcién de los resultados obtenidos con los predictores sobre la
molécula SUAM, se decidi6 clonar cinco regiones que cubrieran la mayor parte de la
secuencia codificante de la molécula. Si bien una forma de disefio racional de vacuna es la
utilizacion del antigeno entero esto no necesariamente aseguraria la obtencién de un
inmundgeno eficaz (Nabel 2013). Por lo tanto, la utilizacién de antigenos fraccionados
puede ser de utilidad, si se encuentra la regién apropiada funcionalmente y se logra

potenciar la respuesta con adyuvantes de dltima generacion.

Respecto a PauA, previamente se estudiaron probables epitopes utilizando una
biblioteca de decapéptidos analizando toda la secuencia por ensayo de competicién entre

anticuerpos monoclonales y anticuerpos anti-PauA de animales infectados. De este modo se
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encontrd una region antigénica asociada al dominio beta (Mcvey y col., 2005). Si bien no se
conoce la implicancia de este dominio en la funcionalidad de la proteina, podria ser blanco
para vacunas (Mcvey y col.,, 2005). Por otro lado, se identific6 mediante modelado
molecular que entre la Leucina 69 y la Glutamina 71 se encuentra la regién que interactia
con el plasminégeno (Ward y col., 2004a), constituyendo un posible sitio de bloqueo por
parte de anticuerpos. En resumen, debido a que no se ha identificado una regién de mayor
importancia teniendo en cuenta epitopes probables y funcidn, se propuso utilizar la proteina

entera y no una fraccion en particular.

Los antigenos a evaluar fueron clonados en el sistema de expresion en E. coli
utilizando el vector pET32a. Este sistema permiti6 obtener 4 fracciones de SUAM y PauA
en forma recombinantes. La fraccion SUAM-5fr no se logré clonar, a pesar de que se
realizaron pruebas bajo diferentes condiciones de transformacion. Entre ellas, variaciones
en el paso de ligacién, favoreciéndola mediante la utilizacion de PEG (Hayashi y col.,
1986). También se probd clonar el fragmento utilizando el sistema del vector pPGEM®-T
Easy. Sin embargo, las estrategias ensayadas no permitieron alcanzar el clonado exitoso de
la secuencia de interés. Esta dificultad, llevo a descartar esta fraccion en la evaluacion de
este trabajo. Los clones fueron obtenidos en la cepa BL21 (DE3) de E. coli, que se
caracteriza por ser una cepa deficiente en la expresion de proteasas lonA y ompT, esto
permite disminuir la degradacién proteolitica de los productos recombinantes (Garcia y
col., 2013). El sistema de expresion en E.coli es uno de los més eficaces y utilizados para la
expresion de proteinas recombinantes (Chen 2012, Huang y col., 2012). En el sistema
pET32a, el gen insertado se encuentra bajo el control del promotor T7/lac, permitiendo que
la trascripcién permanezca reprimida hasta el momento de induccién mediante IPTG. El
sistema de expresion permite obtener las proteinas fusionadas a una proteina denominada
tioredoxina (TRX). El andlisis realizado sobre la probabilidad de ser expresadas en forma
soluble en E. coli segin el estudio sobre las secuencias de interés a través de

http://biotech.ou.edu/, mostré una alto porcentaje de insolubilidad, para todas las proteinas

(datos no mostrados). A pesar de esta prediccion, se logré expresar dos de las proteinas en
forma soluble, posiblemente debido a la ventaja que le confiere estar fusionada a TRX. Esta

caracterizado que la fusion de la TRX al extremo N- o C-terminal de la proteina
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recombinante de interés le confiere la posibilidad de aumentar su expresion soluble en el
citoplasma de E. coli (Zhou y col.,, 2006) y mayor estabilidad térmica. El sistema de
expresion utilizado (pET32a), genera en las proteinas recombinantes un dominio de
oligohistidina (His*Tag®) fusionado a la regién tanto N- como C-terminal de la proteina.
Esta caracteristica permite la purificacion de la proteina recombinante por cromatografia de
pseudoafinidad, al poder coordinarse con cationes divalentes como el Ni%* inmovilizados
sobre una resina de quelacidén metélica. Este sistema de purificacion por pseudoafinidad es
el mds utilizado y permite obtener elevados niveles de pureza empleando un solo paso
cromatografico (Rosano y col.,, 2014). Por otro lado, se ha descripto que la
inmunogenicidad del antigeno es mejorada cuando las proteinas de interés se encontraran
fusionadas a TRX (Valiente-Gabioud y col., 2011). El rendimiento para este sistema de
expresion es una ventaja frente a otros sistemas habiéndose descrito rendimientos de 8,5 g/l
(Yin y col., 2007) y 2,5-25 mg/I de cultivo (Molaee y col., 2013, Piubelli y col., 2013). En
este trabajo los niveles de produccién fueron entre 14-150 mg/l de cultivo, este resultado

estd en linea con los registros bibliograficos.

Tanto SUAM como PauA fueron previamente clonadas y purificadas por otros
grupos. En el caso de PauA, se realiz6 con la finalidad de evaluar su secuencia
aminoacidica (Johnsen y col., 1999). Sin embargo, su utilizacién como inmundgeno no fue
reportada, ya que las inmunizaciones experimentales fueron realizadas en bovinos con la
proteina extraida del sobrenadante de cultivo (Leigh y col., 1999) o con el microorganismo
muerto entero (Finch y col., 1994). En este trabajo se evalu6 a PauAr como inmunégeno en
un modelo murino como paso preliminar para su destino a inmunizacion de bovinos. Una
de las ventajas que brinda la utilizacion de antigenos recombinantes purificados utilizados
en terapia inmunoprofildctica es anular el riesgo de infeccion después de la vacunacién, que
pueden provocar las inmunizaciones con microorganismos inactivados (Jarzab y col.,
2013). En comparacion a la utilizaciéon de un extracto conteniendo la proteina wt, como
vacuna, la utilizacién de proteinas recombinantes disminuye los costos de produccién dados
los altos rendimientos que se pueden lograr con los sistemas de expresion. En el caso de
SUAM, fue previamente clonada entera y utilizada para inmunizar bovinos y evaluar su

eficiencia como inmundgeno (Prado y col.,, 2011). Una de las ventajas que posee la
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utilizacién de una fraccidén funcional, sobre la utilizacién de la molécula entera, es la
posibilidad de enfocar la respuesta inmune hacia una determinada regién. Se ha reportado
para varios patégenos como Streptococcus del grupo B, Clostridium difficile, Trichomonas
vaginalis, Plasmodium falciparum, y Trypanosoma cruzi, que los antigenos de gran tamaiio
presentan epitopes no protectivos inmunodominantes, que ‘“distraen” al sistema
inmunolégico de los epitopes protectivos como una forma de evasiéon (Covacci y col.,
1993). Por otra parte, teniendo en cuenta el gran tamano de la proteina completa, la
obtencion de productos recombinantes de menor peso molecular también representa una

ventaja operativa.

Resultados previos obtenidos en el Laboratorio de Tecnologia Inmunoldgica
mostraron que la inoculacién de 2 pg o 20 pg de antigeno proteico recombinante generaba
respuestas similares de anticuerpos (Pujato y col., 2011). En base a este trabajo se opt6 por
utilizar la menor cantidad de antigeno, opcion ventajosa sobre todo a la hora de combinarlo
en una vacuna multicomponente. La respuesta inmune obtenida en el modelo murino con
los diferentes antigenos, mostr6 que poseen capacidad inmunogénica, generando una
respuesta humoral especifica. Todas las fracciones de SUAM generaron una respuesta
humoral a pesar de ser fracciones de una proteina y no una proteina entera. Esto estd en
linea con la observaciéon de que antigenos proteicos enteros no son necesariamente
esenciales para la induccién de la inmunidad y que los epitopes protectores deben ser
suficientes para inducir respuestas inmunes y proporcionar proteccion contra los patégenos

(Thomas y col., 2013).

La obtencion de las proteinas wt es de importancia para la evaluacién de la capacidad
que tienen los anticuerpos generados por las proteinas recombinantes de reconocer la
proteina original del microorganismo. La extraccion de SUAM se realiz6 previamente y se
determind que el método de extraccion con SDS fue mas eficiente que la extraccion con
mutanolisina (Almeida y col., 2006a). La aplicacion de esta metodologia permitié obtener
una cantidad de antigeno detectable y con una alta pureza (inciso 1I1.4.3). La técnica de
recuperacion de proteinas de sobrenadante para obtener PauA permitié obtener el antigeno

en una baja cantidad y acompanado de otras proteinas co-purificadas (inciso I11.4.3). Este
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resultado fue concordante con lo descripto en trabajos previos (Egan y col., 2010). Ademas,
fue evaluada otra técnica basada en la precipitacion con Sulfato de Amonio, previamente
reportada para extraccion de proteinas de sobrenadante (Leigh y col., 1999), con la cual no
se logré mejorar la extraccidon obtenida (datos no mostrados). Para ambas proteinas no se
han descripto las condiciones de maxima expresion, este es un inconveniente que se ve
reflejado en la obtenciéon de PauA, en la cual no se obtiene un extracto enriquecido en la
proteina de interés. Una estrategia para enriquecer la extraccion de PauA es utilizando una
segunda purificacion mediante cromatografia de afinidad a plasminégeno como se ha

reportado para la estreptoquinasa de Streptococcus equisimilis (Babashamsi y col., 2009).

El inconveniente de utilizar proteinas recombinantes fusionadas a otras moléculas
para ensayos de inmunizacidn, es la generacion de anticuerpos especificos contra la
proteina de fusién, en este caso TRX. En consecuencia, se realizaron ensayos de
inmunodeteccién para verificar la especificidad de los sueros obtenidos hacia las proteinas
wild type de S. uberis. El reconocimiento de los anticuerpos generados con las diferentes
fracciones recombinantes de SUAM hacia SUAMwt, demostré que los anticuerpos son
especificos (ver inciso III.5.3). Mds aun, se evidencié que los anticuerpos generados en los
ratones inmunizados con SUAMwt presentaron especificidad contra las distintas fracciones
de SUAM (ver inciso IIL.5.2) a pesar de la presencia de TRX, indicando que no hay
impedimento estructural por la proteina de fusién. Mediante Western Blot y ELISA se
observé que los anticuerpos anti-SUAMwt tuvieron un reconocimiento similar hacia
SUAM-1fr y hacia SUAMwt (inciso 1I1.4.5.1 Figura 17 e inciso II1.4.5.2). También se
observé que los anticuerpos generados por SUAM-1fr mostraron un reconocimiento
significativamente superior hacia SUAMwt al generado por las demds fracciones de
SUAM. Este resultado muestra una propiedad distintiva de SUAM-1fr sobre las otras
fracciones, que permitiria elegirla como uno de los potenciales componentes vacunales
contra S. uberis. De la misma manera, se realiz6 inmunodeteccion con los anticuerpos anti-
PauAr, los cuales presentaron un reconocimiento escaso hacia la proteina PauAwt, de un
peso aproximado de 35KDa (ver inciso II1.4.5.1 Figura 19). Ademds se observé un
reconocimiento hacia bandas pertenecientes a otras proteinas que presentaba el extracto de

S. uberis, que fueron observadas también por PAGE-SDS. El activador de plasmindgeno
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estd codificado por una secuencia de 286 aa con un peso aproximado de 33,4 KDa, aunque
se han reportado pesos de entre 29 y 33,4 KDa (Leigh 1994, Johnsen y col., 1999, Rosey y
col., 1999). El hecho de no conocer las condiciones que permitan expresar la proteina de
interés en mayor cantidad, o disponer de un anticuerpo monoclonal que nos permita
asegurar que la banda de 35 KDa pertenece a PauA de S. uberis es un inconveniente en la

identificacion correcta por inmunodeteccion.

Debido a que para todos los antigenos se observaron, tanto en los andlisis de SDS-
PAGE como en los ensayos de inmunodeteccion, bandas de peso molecular inferior al del
antigeno en cuestion, se corrobord si estas bandas correspondian a proteinas co-purificadas
de la bacteria productora E. coli. De ser asi, esto sesgaria los resultados de funcionalidad
futuros. Por lo tanto, se realiz6 un ensayo de inmunodeteccidon hacia un homogenato de E.
coli (ver inciso III.4.5.1 Figura 18). En todos los anticuerpos se observo un escaso
reconocimiento de proteinas pertenecientes al sistema de expresion, de un peso molecular
que no coincide con el patrén de bandas observadas frente al antigeno de interés, lo que
sugiere que esas bandas pertenecen a degradacion de los antigenos en el tiempo y se
deberia optimizar la conservacion de los mismos. La presencia de bandas inespecificas en
el reconocimiento hacia las proteinas wt que se observé en los casos de anticuerpos anti-
SUAM-3fr y -PauAr, podria deberse a un reconocimiento cruzado hacia otras proteinas de

S. uberis.

Cabe destacar que para el clonado de las fracciones se partié de la cepa SUOS
mientras que para la evaluaciéon de especificidad y funcionalidad se utilizé una cepa
diferente (SU42). Este detalle técnico resulta de gran importancia dado que se pudo
comprobar que los anticuerpos generados por una cepa son capaces de reconocer a las
proteinas de una cepa heter6loga. Previamente, se reporté que una causa posible de la
escasa eficacia en vacunas a microorganismo muerto de S. uberis es la falta de proteccion al
desafiar con una cepa heter6loga. Los autores han argumentado que la diversidad genética
que presenta dicha bacteria es la causa de este impedimento (Finch y col., 1994). Sin
embargo, en este trabajo de Tesis se ha demostrado que los genes sua y pauA no solamente
se encuentran en la mayoria de los aislamientos sino que son altamente conservados en su

secuencia nucleotidica y aminoacidica. Para ampliar su espectro de proteccidn, se propuso
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incorporar a estos dos factores de virulencia conservados como componentes de una vacuna

a subunidades.

Se ha demostrado que SUAM media la internalizacién de S. uberis a las células
epiteliales mamarias a través del receptor de lactoferrina (LF) constitutivo (Rejman y col.,
1994, Patel y col., 2009). El bloqueo o prevencién de esta unioén puede reducir la capacidad
de S. uberis de colonizar la gldndula mamaria. Al respecto, Chen y colaboradores
demostraron que la delecion del gen sua de S. uberis redujo marcadamente la capacidad de
adherencia e internalizacién de la bacteria en células epiteliales mamarias (Chen y col.,
2011). En este trabajo se observé que dos fracciones (SUAM-1fr y SUAM-4fr) tenian
capacidad de disminuir la adherencia, en aproximadamente un 30% (ver inciso 111.4.6.1).
Se ha reportado que la inhibicién de la adherencia a través de SUAM puede no ser
completa dado que S. uberis posee otros mecanismos que median su ingreso a las células

epiteliales mamarias (Almeida y col., 1999).

La proteina LF posee capacidad bactericida y bacteriostatica, a través de una accion
quelante de iones y unidn a la superficie de microorganismos, asi también se ha descripto
que posee varias funciones: antifingicas, antivirales e inmunomoduladoras (Van Der Strate
y col., 2001, Berlutti y col., 2011). También se ha reportado un aumento en la cantidad de
LF presente en las IIM tanto clinicas como subclinicas (Harmon y col., 1976, Kawai y col.,
1999). En el caso particular de S. uberis se reportd que induce la secrecion de LF (Chaneton
y col., 2008). S. uberis evoluciond para evadir esta acciéon bactericida contando con una
ventaja selectiva frente a otros microorganismos que son susceptibles a la accién de LF,
como S. aureus y E. coli (Chaneton y col., 2008). La entrada de S. uberis a la célula
epitelial estd mediada por la unién a LF. A pesar de describirse como un mecanismo
patogénico, no se ha identificado sobre SUAM algun sitio que esté relacionado con la unién
a LF. Es de importancia reconocer el probable sitio de unién a LF en SUAM ya que
permitiria focalizar la respuesta inmune para bloquear su funcién. En este sentido, se
observé que las SUAM-1fr y SUAM-4fr mostraron una tendencia a unirse en mayor
proporcion a la LF (ver inciso II1.4.7). Si bien no se observaron diferencias significativas,

estos resultados estan en concordancia con lo observado en la inhibicidn de la adherencia,
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donde los anticuerpos contra esas mismas fracciones son los que disminuyeron la
adherencia del microorganismo. Previamente, otros trabajos han utilizado las proteinas de
unién a lactoferrina como blanco de candidatos de vacunas tales como LBPA y LBPB de
Moraxella catarrhalis (Mcmichael 2000) y LBPA y LBPB de Neisseria meningitidis
(Pettersson y col., 2006). Dado que no se conoce de qué forma puede afectar la presencia
de TRX la unién entre LF y SUAM, seria necesario realizar el ensayo en ausencia de la

proteina de fusion.

Los macréfagos (Mf), asi como los leucocitos polimorfonucleares (PMN), son células
predominantes en la leche y secrecidn de vacas en periodo seco donde ocurren las mayores
infecciones por S. uberis y son una defensa importante contra las infecciones (Almeida y
col., 1993). Previamente, se reportd que la actividad fagocitica de los macréfagos bovinos
puede ser incrementada con la presencia de anticuerpos opsénicos (Ezzat Alnakip y col.,
2014). Si bien los neutréfilos constituyen una defensa importante en la gldndula en
lactacion, se observd que S. uberis secreta proteinas o factores que pueden inhibir la
fagocitosis, por lo cual su eficacia en la proteccion contra infecciones es cuestionada
(Pedersen y col., 2003). Sin embargo, es de importancia evaluar la capacidad fagocitica
mediada por anticuerpos, y utilizarla como criterio de seleccion de una de las fracciones de
SUAM. En ese sentido se evalud si los anticuerpos generados por alguna de las fracciones
recombinantes de SUAM presentaban mayor capacidad opsénica. Los anticuerpos
obtenidos por inmunizacion con las fracciones SUAM-1fr y SUAM-2fr mostraron una
tendencia a promover la fagocitosis de S. uberis por PMN y Mf (ver inciso 111.4.6.2). Si
bien serfa necesario aumentar el nimero de determinaciones se observaron las mismas

tendencias en dos ensayos independientes.

El anélisis de funcionalidad realizado sobre PauAr requirié previamente la obtencién
del plasmin6geno bovino, para lo cual se siguid la técnica descripta previamente para
extraccion de plasminégeno humano (Deutsch y col., 1970), y que habia resultado eficiente
para ambos (Cafas Bermudez. O y col., 2006). La técnica empleada permitié obtener una
suficiente cantidad de plasmindgeno, a partir de plasma bovino. La funcionalidad de PauAr

y PauAwt se vi6 reflejado a través de la capacidad caseinolitica de la plasmina generada a
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partir de estas proteinas (ver inciso II.4.8.2). Tener una proteina recombinante
funcionalmente activa es importante porque indica que su sitio activo estd conservado
estructuralmente y potencialmente podria generar anticuerpos dirigidos contra el mismo.
Sin embargo, no fue posible demostrar la capacidad inhibitoria funcional de los anticuerpos
anti-PauAr obtenidos en ratén (ver inciso 111.4.8.3). Si bien esto puede atribuirse a que no
se generaron anticuerpos neutralizantes, se deberd descartar una deficiencia de la
metodologia empleada. Por este motivo, en otros trabajos se utiliz6 una técnica cuantitativa
para medir la conversion de plasmindgeno a plasmina mediante una reaccion colorimétrica
(Leigh y col., 1998). Por otra parte, se describié que una molécula de PauA mutante, la
cual pierde su actividad enzimdtica, conserva su capacidad virulenta (Ward y col., 2003).
Esto indicaria que la capacidad de inhibir la actividad caseinolitica de los anticuerpos no

necesariamente indica que estos sean protectivos.



I1I.6 CONCLUSIONES PARCIALES

En esta etapa del trabajo se optimiz6 la obtencién de 5 proteinas recombinantes que
forman parte de factores de virulencia de relevancia para la infeccién intramamaria causada
por S. uberis. Antigenos purificados y estables son indispensables para su evaluacién en

ensayos bioldgicos.

La funcionalidad de la proteina SUAM pudo ser evaluada en este trabajo. El estudio de
las fracciones antigénicas de esta proteina permitié sugerir qué regiones intervienen en la
unién a LF y cudl de ellas interviene en el proceso de internalizacion de la S. uberis. Esta
informacion se destaca no sélo en el entendimiento del mecanismo funcional de este factor de

virulencia sino también en la busqueda de un blanco de accion de una vacuna.

La evaluacion de la capacidad de unién a LF mostré que todas las fracciones se unieron
a esta proteina siendo SUAM-1fr y SUAM-4fr las que presentaron mayor porcentaje de
ligacién. Por otro lado, los anticuerpos generados contra SUAM-1fr presentaron el menor
titulo. Sin embargo, estos anticuerpos mostraron una especificidad hacia la proteina wt
cuantitativamente superior a las demads fracciones. Junto a los anticuerpos anti-SUAM-4fr,
interfirieron en la adherencia de S. uberis a células epiteliales mamarias. Con la evidencia
expuesta en estos resultados se podria pensar que, las regiones de SUAM que comprenden

SUAM-1fr y -4fr presentarian algun sitio que mediaria la unién del microorganismo a LF.

Los ensayos de fagocitosis mostraron que los anticuerpos generados por SUAM-1{r son

los que mostraron mayor capacidad de mediar la fagocitosis de S. uberis.

La suma de resultados obtenidos permite proponer a SUAM-1fr como potencial

componente de una vacuna a subunidad contra mastitis bovina por S. uberis.

En cuanto a PauA, se logré obtener la proteina recombinante funcionalmente activa. Los
anticuerpos obtenidos demostraron la inmunogenicidad de la proteina recombinante y su

capacidad de reconocer la proteina extraida de una cepa heteréloga.
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IV.1 MARCO TEORICO

Si bien hoy en dia no existe en el mercado una vacuna para prevenir la mastitis bovina
causada por S. uberis, fueron varios los intentos realizados (Hill 1988, Finch y col., 1994,
Leigh y col., 1999, Fontaine y col., 2002, Prado y col., 2011, Wedlock y col., 2014). La
activacion de la inmunidad contra mastitis por S. uberis fue estudiada inicialmente por Hill
(Hill 1988). En ese trabajo Hill mostré que una proporcién significativa del ganado infectado
con S. uberis a través del canal del pezon, posterior a la cura de la infeccidn, era refractaria a
infecciones posteriores. La inmunizacién con bacterias muertas por calor o por tratamiento
con formol gener6 buenos niveles de 1gG;, IgG, e IgM, y una capacidad linfoproliferativa
tanto en leche como en sangre, aunque no se observé capacidad opsénica de los anticuerpos
(Finch y col.,, 1994). Posteriormente, en otro estudio se aplic6 una vacuna con el
microorganismo vivo y un refuerzo intramamario con extracto de proteinas de superficie de S.
uberis. El mismo logré una inmunidad humoral limitada que protegié a la exposicién con una
cepa homologa (Finch y col., 1997). La vacunaciéon con la molécula GapC recombinante,
generd una proteccion significativa frente a un desafio con cepa heteréloga, indicando que los
anticuerpos anti-GapC generados, podrian inhibir GapC asociada a la superficie de la bacteria
invasora (Fontaine y col., 2002). Por otro lado, la inmunizacién con el activador de
plasminégeno (PauA) wild type, extraido desde el sobrenadante de cultivo de S. uberis (Leigh
y col., 1999), mostré una capacidad neutralizante de la actividad de PauA por los anticuerpos
generados. Un trabajo centrado en la hipdtesis de que la adherencia a la célula epitelial es el
principal mecanismo de entrada (Almeida y col., 1996), enfocé la proteccién en la capacidad
de generar anticuerpos que bloqueen este paso, a través de inmunizacién con SUAM
recombinante (Prado y col., 2011). En este trabajo se obtuvieron resultados muy prometedores
ya que no s6lo se obtuvo una respuesta humoral significativa tanto en sangre como en leche,
sino que los anticuerpos bloquearon la adherencia e internalizaciéon a la célula. Si bien la
mayoria de estos trabajos focalizan en la respuesta innata y humoral, un nimero creciente de
evidencias indican que una respuesta mediada por células en la ubre de la vaca, es parte de la
proteccion de la glandula contra infecciones. Datos recientes muestran que la mastitis bovina
estd acompafiada por un aumento significativo de células T en la gldndula infectada, esto

sugiere un potencial papel de las células T en la glandula mamaria durante la infeccién
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(Mehrzad y col., 2008). La exposiciéon ambiental o la infeccidn con S. uberis, evidencié que
las células T presentes en gldndula mamaria son en su mayoria CD8", y con la capacidad de
matar a S. uberis (Denis y col., 2011). Un trabajo reciente, en el que los animales fueron
inmunizados con un extracto de proteinas obtenidas de tres cepas de S. uberis, apunta a una
respuesta celular como principal mecanismo de defensa. Los animales generaron una buena
respuesta tanto celular como humoral, en particular, la vacunacién generé un efecto citotéxico
antigeno-especifico contra los monocitos/macréfagos de sangre que habian fagocitado S.

uberis (Wedlock y col., 2014).

En la actualidad, las vacunas tienden a estar formuladas con antigenos recombinantes
purificados o sintéticos, por lo que, los disparadores naturales de la respuesta inmune tales
como 4cidos nucleicos, lipidos y componentes de membrana celular, no estdn presentes. Este
tipo de vacunas resulta menos inmunogénica que una vacuna a microorganismos enteros. Esto
ha llevado a la necesidad de generar adyuvantes potentes. Uno de los enfoques prometedores
para mejorar la eficacia en el desarrollo de nuevas vacunas profildcticas y terapéuticas, es el
uso de adyuvantes innovadores asi como también la combinacion de diferentes tipos de
adyuvantes. Los adyuvantes suelen ser definidos por su funcidn, la definicién aceptada es que
los adyuvantes son componentes agregados a las formulaciones de vacunas para aumentar la
inmunogenicidad de los antigenos in vivo (Brito y col., 2014). Segtn sus caracteristicas, los
adyuvantes pueden acelerar la generacion de respuestas inmunes robustas, sostener las
repuestas por periodos de tiempo mds prolongados, inducir respuestas locales en mucosas,
generar anticuerpos con aumentada avidez y capacidad neutralizante, desarrollar respuestas
mediadas por linfocitos T citotéxicos, aumentar las respuestas en individuos con sistemas
inmunes débiles, y reducir la cantidad de antigeno necesaria en las formulaciones,

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

El adyuvante cldsico utilizado hasta el momento tanto en vacunas humanas como
veterinarias y aceptado internacionalmente por las agencias reguladoras debido a su perfil de
seguridad y tolerancia son las sales de aluminio. El uso de las sales de aluminio como

adyuvante fue originado en 1926 con las observaciones del grupo de trabajo de Glenny
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quienes mostraron que la toxina diftérica precipitada con aluminio era mds potente como
inmundgeno que el antigeno solo (Glenny y col., 1925). Con los afios las sales de aluminio
fueron reemplazadas por geles de aluminio pre-formulados, los cuales permiten la adsorcion
del antigeno de interés. El mecanismo de accién propuesto por Glenny y col. es conocido
como efecto deposito (depot), ya que el aluminio principalmente retiene el antigeno en el sitio
de inyeccion, permitiendo exponerlo por mayor tiempo, conservando la estabilidad del
antigeno y aumentando de esta manera la posibilidad de interaccionar con las células
presentadores de antigenos reclutadas (Glenny y col., 1931 ). Sin embargo, estudios recientes
demostraron que el efecto de depdsito no es importante para el efecto adyuvante del aluminio,
ya que después de la inyeccion intramuscular, parte del antigeno difunde lejos del sitio de
inyeccion dentro de horas de la administracion. Ademads, se observé que la escision del sitio
de inyeccién dentro de unas pocas horas después de la administracion de la vacuna no redujo
la magnitud de las respuestas inmunes especificas de antigeno. Sobre esta base, algunos
autores descartan el papel de depdsito de antigeno como modo de accién y se propone como
mecanismo de accién del aluminio, la activacion del complejo inflamasoma NLRP3 (De
Gregorio y col., 2013). El complejo inflamasoma NLRP3 se requiere para el procesamiento
de varias citoquinas pro-inflamatorias claves, incluyendo IL-1, IL-18, IL-33. El mecanismo
molecular de la activacion de NLRP3 no estd claro, sin embargo, se ha demostrado que el
aluminio luego de la internalizaciéon por la CPA desestabiliza la liberacion de proteasas
endosomales que son necesarias para la activacion inflamasoma NLRP3 y liberacion de
citoquinas (Mastelic y col., 2010, De Gregorio y col., 2013). Los efectos indirectos del
aluminio pueden ser inducidos a través de la liberacién de ciertas moléculas, que contribuyen
a su actividad adyuvante. Por ejemplo, el aluminio estimula la induccién de 4cido drico, que
se produce normalmente como un patrén molecular asociado a dafios (PMAD). El 4cido urico
es internalizado por las CPA, que son activadas a través del inflamasoma, proporcionando asi
una sefial inmunoestimulante secundaria, en respuesta a la inmunizacién con vacunas que
contienen aluminio. De una manera similar, el aluminio estimula la liberacién de ADN a
partir de células muertas y este PMAD, parece jugar un papel en la actividad adyuvante
mediante la promocién de la presentacion antigénica a células T helper (Mastelic y col., 2010,

De Gregorio y col., 2013).
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Entre las limitantes de las sales de aluminio se encuentran su débil efecto adyuvante con
ciertos antigenos vacunales y la capacidad limitada de inducir respuestas inmunes mediadas
por células o respuestas de células T citotoxicas (Hogenesch 2002). El hidréxido de aluminio
estimula preferentemente una respuesta de tipo Th2 (Bomford 1980, Comoy y col., 1997) lo
que llevo a la necesidad de combinarlo con otros componentes para encontrar una respuesta
balanceada, con este propdsito se generaron combinaciones como por ejemplo, con IL-12, con
y-inulina y con oligonucleétidos con motivos GpC no metilados (Hogenesch 2002). Dada la
seguridad general de hidréxido de aluminio, combinaciones que mejoren su eficacia pueden
ser claves en las vacunas en el futuro. Actualmente, se encuentran licenciados adyuvantes de
segunda generacion a base de aluminio, como es el AS04, incluido en la vacuna de la hepatitis
B (Garcon y col., 2011), donde el aluminio es co-adsorbido con monofosforil lipido A (MPL).
El adyuvante ASO4 es usado hoy en dia también en Cervarix®, vacuna contra el virus
papiloma humano (GlaxoSmithKline). El aluminio también fue adsorbido con oligonucledtido
GpC (Mullen y col., 2008), para una vacuna contra Plasmodium falciparum. En cuanto al drea
veterinaria, la mayoria de las vacunas disponibles en el mercado, estin formuladas con
hidréxido de aluminio. La combinacién del hidréxido de aluminio con saponina fue ensayada
previamente, permitiendo destacar un efecto sinérgico de ambos sobre la respuesta inmune
(Rivera y col., 2003a, Rivera y col., 2003b, Sun y col., 2008).

Saponina

Las saponinas fueron usadas como emulsificantes en cosmética asi como en alimentos y
la industria de bebidas. El mecanismo de accién inmunoestimulante no es claro pero algunas
explicaciones fueron propuestas. Es probable que interactien con las CPA para inducir una
respuesta inmunoestimulante. La incorporacion de las saponinas en las membranas celulares o
endosomales podria exponer el antigeno a las proteasas citosélicas. Ademds, se ha
demostrado que las saponinas se intercalan en las membranas celulares, a través de la
interaccién con el colesterol, formando "agujeros" o poros, lo que puede permitir a los
antigenos obtener acceso a la via enddgena de presentacion de antigenos y promover la
respuesta citotoxica por linfocitos T. Actualmente se discute si la formacion de poros hace al

efecto adyuvante de saponinas. (Rajput y col., 2007). Las saponinas generan una respuesta
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Thl, Th2, respuesta citotéxica por linfocitos CD8" y produccién de anticuerpos (Mastelic y
col., 2010, Reed y col., 2013).

El extracto crudo obtenido de Quillaja Saponaria, conocido como QuilA, fue usado en
vacunas veterinarias (Spickler y col., 2003). Este posee la capacidad de mejorar la
presentacion antigénica en las CPA y especialmente induce la produccioén de linfocitos T
citotoxicos (Garcon y col., 2011).

Estudios realizados por el grupo de la Dra. Dallard en gldndula mamaria bovina,
demuestran el efecto inmunomodulador de extractos de Panax ginseng durante el periodo
seco jugando un rol en el control de la mastitis a través del aumento de las defensas
intramamarias (Baravalle y col., 2010, Baravalle y col.,, 2011, Dallard y col., 2011).
Previamente, fue evaluado el efecto del ginseng en inmunizaciones hacia patégenos causantes
de mastitis bovina como es el caso de S. aureus (Hu y col., 2003). En este ensayo se observo
un incremento, respecto al control, de la capacidad proliferativa de linfocitos de sangre bovina
estimulados con antigenos de S. aureus.

Las limitaciones de las saponina como adyuvante derivan de su efecto hemolitico sobre
glébulos rojos, esta actividad hemolitica no se relaciona con su capacidad adyuvante, y se
pierde en extractos purificados o en presencia de colesterol y fosfolipidos (Oda y col., 2000,
Mastelic y col., 2010). Ademads, se observo que, sin perder la capacidad inmunoestimulante, la
reaccion inflamatoria disminuye, en presentaciones con colesterol y fosfolipidos (Spickler y
col., 2003).

La utilizaciéon de las saponinas, especificamente QS21, derivada de la Quillaja
saponaria, se ha descripto en combinaciones a otros componentes en formulaciones de
adyuvantes como ASO1 (QS21, MPL y Liposomas), AS02 (QS21, MPL y emulsién) y AS15
(Q521, MPL, CpG y liposomas). Estas formulaciones se encuentran en fase 3 de estudios
clinicos (Reed y col., 2013).

En trabajos previos, en Laboratorio de Tecnologia Inmunoldgica se evalu¢ la eficacia de
un adyuvante que contiene QS21 (ISCOM, del inglés: immunostimulating complex) en
comparacion con el hidréxido de aluminio. Se observé que el ISCOM es capaz de generar una
mayor respuesta en bovinos inmunizados contra S. aureus (Camussone y col., 2014a,

Camussone y col., 2014b). En consecuencia, surgi6 el interés de desarrollar un adyuvante
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particulado, basado en fosfolipidos, colesterol y saponina (ISPA, del inglés
immunostimulating particles) (Bertona y col., 2013). Nuestro grupo de trabajo demostrd
previamente, en una inmunizacion en ratones con una proteina recombinantes de T. cruzi, que
el adyuvante ISPA generd una respuesta similar a la obtenida con ISCOM en un modelo
murino (Bontempi y col., 2014).

En el caso de las vacunas ensayadas hacia S. uberis, previamente mencionadas,
utilizaron adyuvantes emulsionados como Emulsigen-D (emulsién de agua-aceite y dimetil
dioctadecil amonio (DDA) (Fontaine y col., 2002, Prado y col., 2011, Wedlock y col., 2014).
En otra oportunidad, se utiliz6 para las inmunizaciones una mezcla conteniendo Adyuvante de

Freund incompleto, 0,1 vol% Tween-20 y SB62 (emulsién) en Quil-A (Leigh y col., 1999).
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IV.2 OBJETIVO GENERAL

En base a lo revisado, este capitulo plantea la evaluacién, en un modelo bovino, de la
respuesta inmune de las proteinas recombinantes elegidas en el capitulo III. Las proteinas son
formuladas con tres adyuvantes diferentes: ISPA, hidréxido de aluminio e hidréxido de
aluminio en combinacién con saponina. El propdsito de utilizar diferentes adyuvantes es tratar
de determinar cudl de ellos permite potenciar mejor tanto una respuesta sistémica como local,

necesario para la proteccidon de mastitis por S. uberis.
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IV2.10bjetivos particulares

e Inmunizar vaquillonas prefiadas con las proteinas recombinantes SUAM-1{r y PauAr
formuladas con diferentes adyuvantes.

e Determinar bacteriolégicamente que los animales se encuentren libres de infeccion
durante el periodo completo del estudio.

e Determinar el efecto de la inmunizacién en los niveles de IgG, IgG,, 1gG, especificas
en suero.

e Determinar el efecto de la inmunizacién en los niveles de IgG especificas en leche.
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IV.3 MATERIALES Y METODOS

IV.3.1 Ensayo de inmunizacién en bovinos
IV.3.1.1 Formulaciones

Las proteinas recombinantes SUAM-1fr y PauAr, obtenidas y seleccionadas en el
capitulo III, fueron utilizadas en distintas formulaciones para inmunizar bovinos. Una mezcla
conteniendo 0,2 mg de cada uno de los antigenos, se formul6 con tres adyuvantes: hidroxido
de aluminio (Alhydrogel™; Biogenesis Bago) 15 % (AL), hidroxido de aluminio 15% con 24
mg de saponina (derivada de Quilaja saponaria) (ALS) e ISPA, (Lipomize SRL). En los
grupos controles se reemplazaron las proteinas con solucién fisioldgica estéril con el

adyuvante correspondiente.

Las preparaciones de AL y ALS se llevaron a volumen (2 ml) con solucién fisioldgica
estéril, mientras que a 2 ml de ISPA se le agregé el volumen de proteina correspondiente a
0,2 mg de cada una de las proteinas. Las mezclas se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente en agitacion a 100 r.p.m para permitir la adsorciéon entre el adyuvante y las
proteinas. Todas las preparaciones fueron realizadas en esterilidad y se conservaron en

heladera hasta su utilizacién, por no més de 24 hs.

Nomenclatura de los grupos inmunizados

e Grupo AL+P: Proteinas mas hidroxido de aluminio

e Grupo ALS+P: Proteinas mds hidréxido de aluminio y saponina

e Grupo ISPA+P: Proteinas mas ISPA

e Grupo ALS: Control con hidréxido de aluminio y saponina en solucién fisiolégica
e Grupo ISPA: Control con ISPA

P: 0,2 mg SUAM-1fr + 0,2 mg PauAr / dosis

IV.3.1.2 Animales

Vaquillonas Holstein prefadas en el dltimo trimestre de gestacién, pertenecientes al
rodeo experimental de la Estacion Experimental Agropecuaria Rafaela del INTA, fueron

inmunizadas con las diferentes formulaciones. Los grupos estuvieron conformados por siete



Materiales y Métodos - Capitulo IV

vaquillonas cada uno. Los animales fueron alimentados con pasturas a base de alfalfa
suplementada con grano de maiz desde los 60 hasta los 30 dias previos al parto. Luego, se
alimentaron con una racién totalmente mezclada (TMR por sus iniciales en inglés) basada en
silo de maiz hasta el parto. Posteriormente, fueron alimentadas con TMR suplementada con
silo de maiz bajo condiciones de pastoreo (alfalfa). Todos los procedimientos se llevaron a
cabo de acuerdo a la Guia para el Cuidado y Uso de Animales en Investigaciones

Agropecuarias y Ensefianza (Fass 1999).
IV.3.1.3 Inmunizacion de bovinos y muestreo.

El protocolo de inmunizacién y la toma de muestra utilizada fueron realizados de
acuerdo a descripciones previas (Camussone y col., 2010). Dos inyecciones de 2 ml fueron
aplicadas en forma subcutdnea en el drea del ganglio supramamario, a los 45 y 15 dias
anteriores a la fecha estimada de parto. Al momento de la segunda dosis vacunal, las
gldndulas mamarias de todos los animales incluidos en el experimento se examinaron
clinicamente por palpacién y se tomaron muestras de secrecion pre-parto (calostro) para
determinar la presencia de IIM por S. uberis u otro microorganismo. Las muestras fueron
recolectadas en forma aséptica siguiendo procedimientos estdndares (Oliver y col., 2004b).
Luego del muestreo los pezones de las vaquillonas fueron sellados con una solucién
antiséptica conteniendo 0,5% de yodo disponible. S6lo se incluyeron en el ensayo vaquillonas
libres de IIM por S. uberis y sin signos clinicos de inflamacion. Se controld la aparicion de

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

IV.3.1.4 Toma de muestra

Las muestras de sangre fueron tomadas de la vena coccigea, previo al comienzo del
protocolo de inmunizacién y a los 15 dias previos a la fecha de parto. Luego del parto se
tomaron muestras de sangre y de leche de cada cuarto mamario, a los 7, 15, 21, 28 y 60 dias
(Tabla 1). Una alicuota de leche de cada cuarto mamario fue utilizada para cultivo
bacterioldgico. Una mezcla de leche de los cuatro cuartos, obtenida a partir del dia 7 post-
parto, se utiliz6 para la determinacion de anticuerpos. Estas muestras se centrifugaron por 15

minutos a 10 000 r.p.m y se recuperaron los sobrenadantes. Las muestras de sangre se dejaron
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coagular mediante incubacidn a temperatura ambiente y posteriormente se obtuvo el suero por
centrifugacion a 1 500 r.p.m por 10 min. Todas las muestras se mantuvieron a -20°C hasta su

procesamiento.

“ / g l‘/

Toma de muestra
leche
N N =N <N <N A = aN
Toma de muestra 4 4 4 i\ 4 P\ .
@

Tabla.1. Esquema de inmunizacién y toma de muestra. Se inmunizaron vaquillonas

Holstein prefiadas con las formulaciones AL+P, ALS+P, ISPA+P, AL y ALS. Se indican

los dias relativos al parto en los que se tomaron muestras de sangre y leche.

IV.3.1.4 Control de sanidad animal.

Para cada una de las instancias de muestreo, se tomaron 10 pul de las muestras de leche
obtenidas de cada cuarto mamario de todos los animales del ensayo. Las muestras se
procesaron de acuerdo con metodologia estdndar (Oliver y col., 2004a). Brevemente, se
sembraron en un cuadrante de una placa de Agar Sangre y fueron incubadas por 48 hs a 37
°C. Los cocos Gram positivos, catalasa negativos, fueron clasificados sobre la base de morfologia de
la colonia, prueba de CAMP, hidrdlisis de la esculina, crecimiento en caldo cloruro de sodio y
utilizacion de hipurato de sodio. Las vaquillonas que arrojaron un cultivo positivo en cualquier
muestra a lo largo del estudio fueron excluidas del mismo. Se definié6 como IIM la obtencién

de 2 cultivos positivos consecutivos (Smith y col., 1990).
IV.3.2 Evaluacion de la respuesta humoral

Ensayos de inmunodeteccion mediante ELISA fueron disefiados para determinar la
respuesta humoral especifica hacia cada uno de los antigenos recombinantes (SUAM-1fr y
PauAr), para cada una de las diferentes formulaciones. Las muestras obtenidas a diferentes
tiempos, tanto de sueros de sangre como de leche fueron evaluadas, para determinar la

cinética de la respuesta humoral.

» Pagina 153



Materiales y Métodos - Capitulo IV

IV.3.2.1 ELISA para determinar IgG

Microplacas de poliestireno Greiner Bio—One (GBO®, Alemania), fueron sensibilizadas
durante 1h a 37°C y toda la noche a 4°C, con 0,5 pug de proteina (PauAr o SUAM-1fr)
disuelta en buffer carbonato pH: 9,6. Luego de bloquear los sitios de unién inespecifica con
200 ul de PBS-leche de cabra descremada 5% incubado 30 min a 37°C, se agregaron los
sueros diluidos a evaluar (leche 1/ 100 y sangre 1/ 2 000), en PBS-leche de cabra descremada
1 %, y se incubd 1 h a 37°C. Posteriormente, se agregé el segundo anticuerpo anti-IgG bovina
total conjugado a peroxidasa (Sigma, Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU), diluido 1/6 000
en PBS-leche de cabra descremada 1% y se incub6 1 h a 37°C. El sustrato de la enzima que se
utilizé fue H,O, en presencia de TMB (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU), y se fren6 la
reaccion con H>SO4 2N. Entre cada una de las incubaciones se realizaron 3 lavados de 60
segundos con PBS-Tween 20 0,05%. Las lecturas se efectuaron a 450 nm en lector de ELISA
(ELX 808, BioTek® EE.UU).

1V.3.2.2 ELISA para determinar subclases de IgG (IgG; e IgG,)

Sobre las muestras de sangre del dia +7, se determinaron los niveles de IgG, e 1gG, El
ensayo de ELISA se realiz6 como se describié en el punto 3.2.1, con modificaciones.
Brevemente, luego de la incubacion de los sueros de sangre, se agregé el segundo anticuerpo,
ambos monoclonales de ratén anti-IgG; (Serotec) diluido 1 / 1 000 o anti-IgG; bovina. Un
tercer anticuerpo se utilizé para revelar el sistema, se incubd 1 h a 37°C con un anticuerpo
anti-IgG total de ratén conjugado a peroxidasa (Jackson Immunoresearch, Baltimore, MD,
EE.UU) en una dilucién 1/ 2 000 en PBS-leche de cabra descremada al 1 %. El sistema de

revelado fue el mismo utilizado en el punto 3.2.1.
IV.3.3Anadlisis estadistico.

Las comparaciones estadisticas de los resultados se llevaron a cabo por medio el programa
GraphPad (PRISM, version 7.0, San Diego, EE.UU). Las diferencias se analizaron mediante
Kruskal Wallis, seguido por test de Mann Whitney o post test Dunn, para detectar diferencias
entre pares (p < 0,05).
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IV.4. RESULTADOS

IV.4.1 Ensayo de inmunizacién — Animales

De los 35 animales incluidos inicialmente en el estudio, 1 animal del grupo ALS+P fue
descartado debido a la presencia de IIM al pre-parto, y 1 animal del grupo AS+P y otro del
grupo ISPA+P fueron excluidos del ensayo por parto adelantado. Las 32 vaquillonas restantes
del ensayo parieron en promedio 47 dias después de la primera dosis de vacuna y 17 dias
después de la segunda dosis. No se observaron reacciones adversas a la inmunizacién en
ninguno de los animales incluidos en el ensayo. Los grupos inmunizados con los adyuvantes
ALS e ISPA, presentaron una induracién en la zona de inoculacién (<5 cm), observada al

realizar la segunda inoculacién, motivo por el cual se inocul6 en una zona adyacente.

IV.4.2 Respuesta de anticuerpos en sangre
IV.4.2.1 Estudio de IgG en sangre

La respuesta humoral de los animales inmunizados fue evaluada a lo largo del ensayo,
para ello se disefié un ELISA indirecto con el fin de estudiar los niveles de IgG especificas
hacia cada uno de los antigenos recombinantes (SUAM-1fr y PauAr). Los sueros se utilizaron

diluidos 1/ 2 000.

IV.4.2.1.2 Respuesta hacia SUAM-1{r

Los niveles de IgG especificos hacia SUAM-1{r fueron evaluados en todas las muestras.
La respuesta cinética se grafica en la Figura 3 y su andlisis estadistico se muestra en la Tabla

2.
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Figura.3. Cinética de produccion de IgG anti-SUAM-1fr en suero. Vaquillonas
Holstein prefiadas inmunizadas con las formulaciones ISPA+P, ALS+P, AL+P, ISPA o
ALS a los dias 45 y 15 previos al parto (dosis indicadas con flechas). En las muestras de
suero tomadas a distintos tiempos se determinaron los niveles de IgG anti-SUAM-1fr
mediante ELISA. Dia 0, hace referencia a la fecha probable de parto (FPP). Para cada

punto se representa la media + EEM.

p (-15) p(+7) p (+15) p (+21) p (+28) p (+60)

ISPA+P vs ALS+P 0,5338 0,2677 0,0732 0,1375 0,3939 1,0000
ISPA +P vs AL+P 0,0012 0,0101 0,0051 0,0087 0,0140 0,2020
ALS+P vs AL+P 0,0023 0,0070 0,0111 0,2949 0,1014 0,1807
ISPA+P vs ISPA 0,0085 0,0079 0,0043 0,0095 0,0056 0,1061
ALS+P vs ALS 0,0082 0,0061 0,0061 0,0242 0,0078 0,1143

Tabla.2. Cinética de produccién de IgG anti-SUAM-1fr en suero. Representacién de
las diferencias significativas obtenidas con el Test Mann-Whitney entre grupos para cada
punto de toma de muestra estudiado. P: SUAM-1fr+PauAr, p: valor de probabilidad.
Color celeste: diferencias significativas (p<0,05) entre grupos inmunizados respecto a su
control correspondiente (sin proteinas), color verde: diferencias significativas (p<0,05)

entre grupos inmunizados con diferentes adyuvantes.

En los sueros obtenidos previamente a la inmunizacién de las vaquillonas, no se
detectaron anticuerpos anti-SUAM-1fr. Luego de la inmunizacion, las vaquillonas inoculadas

con ISPA+4P presentaron niveles de IgG anti-SUAM-1fr en sangre, significativamente
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superiores a los presentes en los animales inmunizados con AL+P desde el dia -15 y se
mantuvieron significativamente elevados hasta el dia 28 post-parto (Tabla 2). Por otro lado,
los niveles de IgG hacia SUAM-1{r obtenidos con ISPA+P y ALS+P, no presentaron niveles
significativamente diferentes entre ellos a lo largo del ensayo (Tabla 2). Si bien no se
observaron diferencias significativas entre los niveles de anticuerpos obtenidos con ISPA+P y
con ALS+P, entre los dias 7 y 28 post-parto los niveles obtenidos con ISPA fueron 25%
superiores a los obtenidos con ALS. Los niveles de anticuerpos anti-SUAM-1{r obtenidos con
ALS+P fueron significativamente superiores a los del grupo AL+P desde el dia -15 antes de la
fecha probable de parto (FPP) hasta el dia +15 post-parto (Tabla 2). La mayor concentraciéon
de esta inmunoglobulina se registr6 en los tres grupos (AL+P, ALS+P e ISAP+P) luego de
los 7 dias de ocurrido el parto manteniéndose elevados hasta el dia 21 post-parto. Los niveles
de anti-SUAM-1fr obtenidos con los adyuvantes ISPA (ISPA+P) y ALS (ALS+P) fueron
significativamente mayores respecto a sus controles (ISPA y ALS), excepto a los 60 post-
parto (Tabla 2). Los controles con los diferentes adyuvantes no presentaron IgG especifica

hacia SUAM-1fr durante todo el periodo evaluado.

IV.4.2.1.3 Respuesta hacia PauAr
Los niveles de IgG especificos hacia PauAr fueron evaluados en todas las muestras

obtenidas. La cinética de respuesta se grafica en la Figura 4 y su andlisis estadistico se

muestra en la Tabla 3.

D.O. 450 nm
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Figura.4. Cinética de produccion de IgG anti-PauAr en suero. Vaquillonas Holstein
prefladas inmunizadas con las formulaciones ISPA+P, ALS+P, AL+P, ISPA o ALS a los
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dias 45 y 15 previos al parto (dosis indicadas con flechas). En las muestras de suero
tomadas a distintos tiempos se determinaron los niveles de IgG anti-PauAr mediante
ELISA. Dia 0, hace referencia a la fecha probable de parto (FPP). Para cada punto se

representa la media + EEM.

p (-15) p(+7) p (+15) p (+21) p (+28) p (+60)

ISPA+P vs ALS+P 0,5887 0,1255 0,0303 0,1014 0,7308 0,9361
ISPA +P vs AL+P 0,2324 0,0051 0,0710 0,0452 0,2949 0,2833
ALS+P vs AL+P 0,2949 0,2343 0,9015 0,5350 0,1649 0,6282
ISPA+P vs ISPA 0,1380 0,0079 0,0079 0,0043 0,0043 0,1199
ALS+P vs ALS 0,0667 0,0381 0,00121 0,0242 0,0727 0,4762

Tabla.3. Cinética de producciéon de IgG anti-PauAr en suero. Representacion de las
diferencias significativas obtenidas con el Test Mann-Whitney entre grupos para cada
punto de toma de muestras estudiado. P: SUAM-1{r+PauAr, p: valor de probabilidad.
Color celeste: diferencias significativas (p < 0,05) entre grupos inmunizados respecto a su
control correspondiente (sin proteinas), color verde: diferencias significativas (p < 0,05)

entre grupos inmunizados con diferentes adyuvantes.

No se detectaron anticuerpos anti-PauAr en los sueros pre-inmunes (dia -45). Las
vaquillonas inoculadas con ISPA+P presentaron niveles de IgG anti-PauAr en sangre
significativamente superiores (p < 0,05) a los presentes en los animales inmunizados con
ALS+P, solamente a 15 dias post-parto (Tabla 3). Los niveles de IgG especifica en ISPA+P
fueron significativamente mayores respecto a AL+P entre los dias 7 y 21 después del parto
(Tabla 3). Por otro lado, los niveles de anti-PauAr obtenidos con ISPA+P y ALS+P fueron
significativamente mayores respecto a los de sus respectivos controles (ISPA y ALS), excepto
a los 60 post-parto. La mayor concentracion de IgG se registré en los tres grupos (AL+P,
ALS+P e ISAP+P) entre el dia 7 hasta el dia 28 post-parto (Figura 4). Los controles con los
diferentes adyuvantes no mostraron niveles de IgG especifica hacia PauAr durante todo el

periodo evaluado (Figura 4).
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IV.4.2.2 Estudio de subclases de inmunoglobulinas en sangre

Las subclases IgG; e 1gG,, fueron evaluadas mediante ELISA. Para ello se trabajé con
las muestras de suero tomadas a los 7 dias post-parto. Este es el punto en el que se detectd la
maxima produccion de anticuerpos segun las curvas de cinéticas realizadas (Figuras 3 y 4). Se
considerod, que en los dias 15 y 21 los niveles de IgG no tuvieron grandes variaciones. Como
control, se utilizé una mezcla de sueros de los controles realizados (ISPA y ALS) ya que en

ninguna de esas muestras se detectaron anticuerpos especificos.

IV.4.2.2.1 Niveles de IgG1 en sangre

Los niveles de IgG; hacia SUAM-1fr y PauA, observados entre los diferentes
adyuvantes no presentaron diferencias significativas entre ellos (p > 0,05) (Figura 5). Sin
embargo, las medias de los niveles de IgG; obtenidas con ALS e ISPA fueron
aproximadamente dos veces mayor a los obtenidos con AL (Tabla 4), tanto para SUAM-1{r
como para PauAr. Los niveles de IgG, determinados en todos los grupos inmunizados fueron

significativamente mayores que los del grupo Control (p<0,05) (Figura 5 A’y B).
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Figura.5. Niveles de IgG; generados por PauAr y SUAM-1fr en sangre. A: IgG,
especifica hacia SUAM-1{r obtenida con los diferentes adyuvantes. B: IgG, especifica
hacia PauAr obtenida con los diferentes adyuvantes. (*) Indican diferencias significativas,
respecto al grupo control (p < 0,05; Mann-Whitney). Para cada grupo se representa la

media + EEM.
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ISPA+P ALS+P AL+P
IgG,-SUAM-1fr 1,18 £0,14 1,23 +£0,14 0,42 +£0,22
(mediana + ES )
IgG-PauAr 1,32+0,13 1,19 +£0,14 0,47 £ 0,20

(mediana * ES)
Tabla.4. Valores de D.O. medios de IgG, obtenidos con los diferentes adyuvantes, los
niveles de IgG, obtenidos con ISPA y ALS fueron entre 2,8 — 2,9 superiores a los

obtenidos con AL.

IV.4.2.2.2 Niveles de IgG; en sangre
Los niveles de IgG, hacia SUAM-1fr y PauA, observados entre los diferentes

adyuvantes no presentaron diferencias significativas entre ellos (p>0,05) (Figura 6). Sin

embargo, la media de los niveles de IgG; hacia SUAM-1fr con ALS e ISPA duplicé al valor

obtenido con AL (Tabla 5). Los niveles de la subclase 1gG; en todos los grupos inmunizados

fueron significativamente mayores que el grupo control (p<0,05) (Figura 6 A y B).
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Figura.6. Niveles de IgG, generados por PauAr y SUAM-1fr en sangre. A: IgG,
especifica hacia SUAM-1{r obtenidos con los diferentes adyuvantes. B: IgG, especifica
hacia PauAr obtenidos con los diferentes adyuvantes. (¥*) Indican diferencias
significativas, respecto al grupo control (p < 0,05; Mann-Whitney). Para cada grupo se

representa la media + EEM.
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ISPA+P ALS+P AL+P
IgG,-SUAM-1fr 0,94 £0,11 0,90 + 0,20 0,17+0,18
(mediana + ES )
IgG,-PauAr 1,13 £0,05 1,01 £ 0,09 0,78 £0,11

(mediana + ES )

Tabla.5. Valores de D.O. medios obtenidos de IgG; con los diferentes adyuvantes, los
niveles de IgG, obtenidos con ISPA y ALS fueron entre 5,52 -1,44 superiores a los

obtenidos con AL.

IV.4.3 Respuesta de anticuerpos en leche

La respuesta inmune humoral local, en la glindula mamaria, fue estudiada midiendo los
niveles de IgG especifica hacia los antigenos recombinantes en leche, obtenidos con los
distintos adyuvantes. La cinética de respuesta fue evaluada preliminarmente y se observé una
disminucion rdpida y progresiva de los anticuerpos luego del dia 7 post-parto. Por este
motivo, se decidié evaluar la IgG sobre las muestras de leche de todos los animales en este

punto, utilizando una dilucién 1/100.

IV.4.3.1 Niveles de IgG en leche

Respuesta hacia SUAM-1fr y PauAr
Los niveles de IgG en leche obtenidos con los tres adyuvantes fue significativamente
superior a los de los grupos controles (p<0,05) (Figura 7). Los niveles de anticuerpos

especificos hacia SUAM-I1fr y PauAr fueron similares con los tres adyuvantes (p>0,05)

(Figura 7).
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Figura.7. Niveles de IgG generados por PauAr y SUAM-1fr en leche. A: IgG
especifica hacia SUAM-1fr obtenidos con los diferentes adyuvantes. B: IgG especifica
hacia PauAr obtenidos con los diferentes adyuvantes. (¥*) Indican diferencias
significativas, respecto a los grupos controles (p < 0,05; Mann-Whitney). Para cada

grupo se representa la media + EEM.
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IV.5 DISCUSION

El disefio y la construccién de una vacuna a subunidad es una tarea dificil, ya que los
antigenos tendrdn que ser seleccionados sobre la base de su capacidad en generar una
respuesta inmune protectiva. A su vez, la biotecnologia ha logrado implementar el diseio de
vacunas con epitopes o fracciones de proteinas recombinantes y disefiar adyuvantes
adecuados para la obtencion de la respuesta inmune deseada.

En esta parte del trabajo, el objetivo central fue evaluar la respuesta inmune humoral
desarrollada frente a las proteinas recombinantes PauAr y SUAM-1fr, en vaquillonas
prefiadas, utilizando diferentes adyuvantes para potenciar la respuesta: AI(OH)3;, AI(OH)3 mas
saponina e ISPA.

Este es el primer informe del uso de PauA y SUAM combinadas en una formulacién
multicomponente como vacuna para mastitis bovina por S. uberis. La utilizaciéon de AI(OH)3
mads saponina en vacunas veterinarias, fue previamente reportado (Hu y col., 2003), pero es el
primer ensayo realizado en bovinos con ISPA.

El plan de inmunizacién planteado surge de la necesidad de generar proteccion al pre-
parto y post-parto debido a que los patégenos ambientales son la causa mds relevante de
mastitis en ese periodo (Fox 2009), siendo S. uberis el mds comun en vaquillonas al preparto.
Ademds, la proteccion en estos animales evita las pérdidas en produccién futura ya que la
enfermedad afecta la gldndula mamaria alterando su histologia (De Vliegher y col., 2008,
Piepers y col., 2009). En este trabajo se utilizaron 2 dosis de 0,2 mg de cada proteina por
dosis, mientras que en otros ensayos de vacunacion contra S. uberis, se administraron entre 3
y 6 dosis durante el periodo seco (Finch y col., 1994, Leigh y col., 1999, Prado y col., 2011,
Wedlock y col., 2014). La ventaja de utilizar menos dosis junto con un adyuvante que permita
potenciar la respuesta, es la disminucién de costos al productor, no sélo del producto en si,
sino también de servicios veterinarios. La dosis utilizada de proteina recombinante estd en
linea con lo reportado para la vacunacion de bovinos con SUAMr en donde se observé que la
respuesta humoral no aumentaba frente la utilizacién de 0,4 mg o 0,2 mg de proteina por dosis
(Prado y col., 2011).

La via de inoculacién utilizada en este trabajo fue la subcutinea en la region

supramamaria. Previamente se reporté una respuesta mds efectiva con inoculaciones
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subcutdneas respecto a la via intramamaria, generando mayores niveles de IgG, (Finch y col.,
1994). Por otro lado, la inoculacién de una formulacién basada en S. aureus inactivado con Al
(OH)s, en la region supramamaria fue més efectiva que la inoculacion en la tabla del cuello,
obteniéndose mayores niveles de anticuerpos tanto en sangre como en leche (Camussone y
col., 2010).

Si bien los animales inmunizados con ALS e ISPA presentaron una induracién local
menor a 5 cm, los animales en los diferentes grupos no presentaron reacciones adversas
significativas. En este trabajo se observo que la induracién local en los animales inmunizados
no estaria relacionada con una intensidad limitada de la respuesta inmune por tal causa, como
se ha reportado en casos de inflamacién severa (Hughes 1998). Ademds, los resultados
obtenidos con ISPA estdn en linea con lo que se ha reportado sobre la utilizacién de saponina
como adyuvante donde la combinacién con colesterol disminuye la inflamacién local sin

provocar pérdida de su poder adyuvante (Kersten y col., 1995).

La evaluacion de la respuesta inmune humoral sistémica hacia cada una de las proteinas
demostré que la respuesta de IgG contra ambas fue mayor en los animales inmunizados con
ISPA, seguido por ALS y por ultimo, AL. Como se mencioné en el capitulo III, si bien
SUAM-1fr fue una de las fracciones de SUAM menos inmunogénica en ratones, fue elegida
por haber generado anticuerpos funcionalmente mejores. En la respuesta de IgG anti-SUAM-
Ifr, se observo que el AL no fue suficientemente efectivo para generar una respuesta humoral,
mientras que ISPA y ALS generaron una respuesta significativamente mayor, sugiriendo que
estos adyuvantes permiten inducir una respuesta aceptable ain con un inmunégeno
supuestamente débil.

Los mayores niveles de anticuerpos hacia PauAr y SUAM-1fr fueron observados entre
los dias 7 y 21 post-parto, con una disminucién al dia 60 post-parto. En ese punto no se
observaron diferencias significativas con respecto al grupo control. De este modo, se puede
decir que la respuesta inmune de los animales con la incorporacién de mds de un antigeno a la
formulacion, no altera la inmunogenicidad individual de cada molécula utilizada. Los bajos
niveles de anticuerpos a los 60 dias post-parto observados para ambas proteinas y con tres
adyuvantes diferentes, sugerirfan la necesidad de un refuerzo 7 dias después del parto. Ese

tipo de esquema de inmunizacién se ha reportado previamente para S. uberis (Prado y col.,
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2011). Los niveles de anticuerpos obtenidos estdn en linea con lo determinado en los trabajos
mencionados. Sin embargo, en ninguno de ellos se evalud la cinética de inmunoglobulinas
mads alld de los 14 a 21 dias post-parto. Cabe hacer la salvedad de que se compararon nuestros
resultados con trabajos que contaban con mayor similitud con el ensayo realizado en esta
tesis.

La homogeneidad en la respuesta humoral dentro de los grupos inmunizados, fue mayor
en los animales inmunizados con ISPA, tanto hacia SUAM-1fr como hacia PauAr, esto es de
importancia para el desarrollo de una vacuna ya que se busca una protecciéon homogénea en
todos los animales inmunizados.

Las subclases de IgG en sangre fueron determinadas mediante ELISA al dia 7 post-
parto, punto donde se observé el pico de IgG durante la evaluacién de la respuesta cinética.
Los niveles observados de IgG; e IgG; hacia SUAM-1fr y PauAr, fueron significativamente
elevados respecto del control aunque entre los adyuvantes no se observaron diferencias
significativas. Sin embargo, cabe destacar que con ISPA y ALS los anticuerpos especificos
tanto en IgG; como en IgG,, fueron entre 2,8-2,9 y 5,5-1,4 veces mayores, respectivamente, a
los obtenidos con AL. La relaciéon de IgG,/IgG; fue cercana a uno, lo que indicaria una
respuesta inmune Th1/Th2 balanceada. En 1983 se reporté que los niveles de la subclase 1gG;
en sangre bovina de animales sanos son mayores que los niveles de IgG, (Butler 1983). Por lo
tanto estos resultados estdn indicando que la inmunizacién generé un aumento de la subclase
IgGo.

La respuesta local a nivel de la glandula mamaria fue evaluada mediante ELISA
determinando los niveles de IgG en leche. Los niveles de IgG durante una evaluacién
preliminar, fueron superiores a los 7 dias post-parto en todos los grupos inmunizados y
disminuyeron progresivamente hasta el dia 60 post-parto. Estos resultados no son
sorprendentes ya que se ha reportado que a medida que aumenta la produccién de leche se
produce un efecto de dilucién de las inmunoglobulinas debido a la produccién de 2-4
L/cuarto/dia durante la lactacion (Riollet y col., 2000). También se observé que factores de
estrés agudo (como puede ser un parto traumédtico) pueden reducir la tasa de transferencia de
Ig desde sangre a secrecion lactea en glandula mamaria (Mallard y col., 1998). Debido a estos

motivos y con el objetivo de tener una muestra representativa de la respuesta inmune, sin estar
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afectada por factores fisiologicos como el parto y la lactancia, se considera para ensayos
futuros evaluar las Ig en muestras de calostro al pre-parto.

Tanto en el caso de IgG en leche anti-SUAM-1fr como anti-PauAr la respuesta no tuvo
diferencias significativas entre los tres adyuvantes. Con ambas proteinas los niveles de IgG
especificas, obtenidos con los diferentes adyuvantes fueron mayores respecto a los grupos
controles. Estos resultados nos indican que a pesar de tener una respuesta sistémica mejorada
con ISPA y ALS frente a AL los niveles de anticuerpos en gldndula son semejantes entre
ellos. Con respecto a las subclases de IgG en la glindula mamaria, se ha descripto que en un
estado saludable de la misma, la inmunoglobulina que predomina es la IgG;, y la
concentracion es entre 10-20 veces mayor a la de IgG, (Barrio y col., 2003). Los niveles de
IgG; en la leche se incrementan durante la inflamacién de la gldndula mamaria (Wellnitz y
col., 2013). Esto se debe a que durante la inflamacién de la gldndula, se produce una masiva
fuga de componentes desde la sangre a la leche, a causa de la alteracion de la permeabilidad
de los vasos sanguineos (Burton y col., 2003). Ademds, bajo condiciones inflamatorias, tanto
la IgG; como IgG; aumentan un 50% tanto en calostro como en leche (Guidry y col., 1980).
Por lo tanto, la evaluacion de subclases de Ig toma un significado cuando se evalian frente a
un desafio y debido a esto se propondra para ensayos futuros de inmunizacién. No obstante, el
hecho de que la inmunizacién haya inducido la produccién de IgG, especificas en sangre
resulta alentador y nos permitiria sugerir que frente a una inflamacion, esta subclase estaria
presente en leche.

Teniendo en cuenta la importancia de la respuesta celular en el control de la infeccion
por S. uberis, también se recuperaron células mononucleares de sangre periférica de los
animales inmunizados, para continuar con la caracterizacion de la respuesta a las diferentes
formulaciones. Por otra parte, también se considera evaluar la capacidad protectiva de los
anticuerpos bovinos, mediante la realizaciéon de ensayos funcionales. En conjunto, la
informacién obtenida contribuird a la seleccion de una formulacién y su eventual
optimizacion para proponer finalmente una vacuna para el control de mastitis bovina por S.

uberis.
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IV.6 CONCLUSIONES PARCIALES

Los resultados de esta etapa del trabajo demostraron que las proteinas SUAM-1fr y
PauAr, administradas en dos dosis, a los 45 y 15 dias previos a la fecha probable de parto,
fueron eficientes en generar altos niveles de anticuerpos especificos en sangre y leche
contra los componentes proteicos de las formulaciones. En todos los casos los grupos
inmunizados mostraron niveles de anticuerpos superiores a los controles. Ademads, los
resultados demuestran que la incorporacién de mds de un antigeno a la formulacién, no
altera la inmunogenicidad individual de cada molécula. Las diferentes formulaciones
evaluadas indicarian que el agregado de saponina podria potenciar la respuesta inmune

humoral.

La importancia de este trabajo radica en que es el primero en el que se realizan
inmunizaciones con dos antigenos recombinantes combinados hacia S. uberis y evaluando
tres adyuvantes, con el propdsito de enfocar la proteccion hacia una respuesta humoral y
celular, balanceada. Cabe destacar ademds, que los trabajos realizados hasta el momento en
bovinos, s6lo emplean una molécula recombinante, el microorganismo entero o un extracto
de proteinas del microorganismo libre de células. Es decir, que nuestro trabajo constituye
un aporte novedoso en el desarrollo de vacunas contra infecciones bovinas causadas por S.

uberis dado que demuestra la posibilidad de formular una vacuna multicomponente.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los productos codificados por los genes sua y pauA son propuestos como candidatos a
inmundgenos considerando la elevada prevalencia y conservacion de los mismos.

Las proteinas recombinantes SUAM-1fr y PauAr son propuestas como potenciales
componentes de una vacuna a subunidad contra la mastitis bovina por S. uberis
considerando propiedades como actividad e inmunogenicidad de la proteina recombinante,
y especificidad y funcionalidad de los anticuerpos inducidos

La formulacién basada en estos dos antigenos recombinantes con el agregado de saponina
resultd eficiente en inducir una respuesta inmune humoral en vaquillonas Holstein,
evidenciada por un elevado nivel de anticuerpos especificos en sangre y leche.

Este trabajo de tesis posee constituye un aporte novedoso en el desarrollo de vacunas contra
infecciones mamarias en bovinos causadas por S. uberis, basado en la formulacién de una
vacuna multicomponente.
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ANEXO 1: Soluciones y medios de cultivos

1. Soluciones y Medio de cultivo Capitulo II

1.1 Aislamientos bacterianos

1. Cultivo Tripteiana soya suplementado, caldo: TSB (Tripteina Soya Broth:
Tripteina 17 g/l, Peptona de soya 3 g/l, NaCl 5 g/l, Fosfato dipotdsico 2,5 g/l,
Glucosa 2,5g/1), suplementado con Extracto de levadura 7,5 gr, Sacarosa 5 gr,
PO4K,H 5 gr, llevado a 1000 ml con agua destilada (pH 7,3 +/- 0,2).

2. Cultivo Tripteina soya suplementado agar: TSB (Tripteina Soya Broth:
Tripteina 17 g/l, Peptona de soya 3 g/l, NaCl 5 g/l, Fosfato dipotdsico 2,5 g/l,
Glucosa 2,5g/1) 30 gr, suplementado con Extracto de levadura 7,5 gr, Sacarosa 5
gr, PO4KOH 5 gr, Agar 15 gr, llevado a 1000 ml con agua destilada (pH 7,3 +/-
0,2).

3. Agar Sangre: Agar tripteina soya, Sangre bovina 5 % (v/v)

1.2 Extraccion de ADN genémico de Streptococcus uberis

1. Buffer TE: 10 mM Tris-CIH-5 mM EDTA (pH 7,8)

2. Buffer de ruptura de pared celular: 375ul buffer Tris-CIH 5SmM y EDTA 10mM (pH
7,8) conteniendo 30 U/ml de mutanolisina y 10 mg/ml de lisozima.

3. Buffer de lisis: 20% SDS en 50mM Tris-CIH, 20 mM de EDTA (pH 7,8)

1.3 Electroforesis en gel de agarosa
1. Buffer TAE1X: Tris-acetato 40 Mm pH 8, EDTA 1 mM
2. Solucién de siembra: Azul de bromofenol 0,25 %(p/v), Glicerol 30% (v/v)
1.4 Tipificacion molecular mediante electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)

1. Buffer PIV: NaCl 1 M; Tris-HCI (pH 8) 10 mM.

2. Buffer EC: Tris-HCI (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%.

3. Buffer EC-Lisis: Buffer EC 1X; ARNasa 5Sug/mL; Lisozima 100 pg/mL;
Lisostafina 10pg/mL.
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Buffer ES-P: Buffer ES (EDTA (pH 9) 0,5 M; Laurilsarcosina de sodio 0,5%
P/V.1X), Proteinasa K 0,05% (p/v).

Buffer TE: Tris-HCI (pH 7,5) 10 mM; EDTA(pH 8) 1 mM.

Buffer Pre-Smal 1X: Tris-HCI (pH 8) 6 mM; MgCl,.6H,0O 6mM; KCI 20 mM.
Buffer loading 6X: Glicerol 30% (v/v); Azul de bromofenol 0,25 % (v/v).

Buffer TBE 0,5X: Se prepar¢ a partir de una dilucién 1/20 del TBE 10X.

Buffer TBE 10X: Tris base 890 mM; Acido Bérico 890 mM; EDTA (pH 8) 20 mM.

2. Soluciones y Medios de cultivo Capitulo III
2.1 Medios de cultivo

1.

Medio Luria Bertani caldo (LB): peptona 1% p/v, extracto de levadura 0,5 %p/v
CINa 0,5 %, pH: 7,5).

LB agar: (peptona 1% p/v, extracto de levadura 0,5 %p/v CINa 0,5 %, agar 25 p/v,
pH: 7.,5).

Medio Infusién cerebro corazén (BHI, se sus siglas en ingles Brian Heat Infusion)
Britania: Férmula: Infusioén de cerebro de ternera 200 g/l, Infusién corazén vacuno
250 g/1, Peptona 10 g/1, CINa 5 g/1, Glucosa 2g/1, Fosfato disddico 2,5 g/l, pH final:
74 +0,2.

2.2 Soluciones amortiguadoras

1.

Sl

PBS: NaCl 137 mM, KC12,7M, Na,HPO, 10M, K,HPO, 1,8M, pH:7,4
PBD-Tween PBS, Tween20 0,05%.

Buffer Carbonato: NaHCO3 0,035M, NaCOs3 0,015 M, pH: 9,6

Buffer de conservaciéon de proteinas: MOPS 40 mM, EDTA 1 mM, fB-
mercaptoentanol 1 mM. pH:7,3

2.3 Transformacion de bacterias E. coli por técnica de ClCa (Clasica)

1.
2.

Solucién de transformacién 1 (ST1): MOPS 10 mM, KC1 10 mM, pH: 7
Solucién de Transformacién 2 (ST2): MOPS 100 mM, KCI1 10 mM, CaCl, 50 mM,
pH: 6,5

2.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)
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. Gel de apilamiento: Tris- HCI, pH 6,8 130 mM, SDS 0,05% (p/v),

Acrilamida/Brisacliamida (29:1) 4,8% (p/v), TEMED 0,1 % (p/v), Persulfato de
amonio 0,05 % (p/v).

Gel de separacion: Tris- HCl, pH 8,8 375 mM, SDS 0,1 % (p/v),
Acrilamida/Brisacliamida (29:1) 15% (p/v), Glicerol 10% (p/v), TEMED 0,06 %
(p/v), Persulfato de amonio 0,05 % (p/v).

3. Buffer de corrida: Tris- HCI, pH 8,3 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1 % (p/v).

Buffer de siembra 2X: Tris- HCI, pH 6,8 125 mM, SDS 4 % (p/v), Glicerol 20%
(p/v), B-mercptoetanol 5 % (v/v), Azul de Bromofenol 0,2 % (p/v).

2.5 Tincion de Coomasie

1.

2.
3.

Solucién colorante: Azul de Coomasie G-250 0,5 (p/v), Etanol 45 % (v/v), Acido
acético 10 % (v/v).
Solucién decolorante I: Etanol 50 % (v/v), Acido acético 10 % (v/v).

Solucién decolorante IT: Etanol 10 % (v/v), Acido acético 7% (V/v).

2.6 Tincion con Plata

1.

Sl

5.

Solucién de fijacion: Etanol 30% (v/v), Acido acético 10% (v/v)

Solucién de sensibilizacion: Tiosulfato de plata 0,8 mM

Solucién de nitrato de plata: AgNO3z 12 mM

Solucién de revelado: Na,COs 3% (p/v), Formalina 0,25 % (v/v), Tiosulfato de
Sodio 0,125% (v/v)

Solucién de frenado: Tris 4 % (p/v), Acido acético 2% (v/v)

2.7 Purificacion de proteinas — Cromatografia de pseudoafinidad

1.

Solucién de equilibrado (SE): (Na,HPO4 S0mM ph: 8, NaCl 300mM, imidazol
20mM

Solucién de elucién 2 (SE2): (NaHPO4 50mM ph: 8, NaCl 300mM, imidazol
50mM)

Solucién de elucién 3(SE3): (Na,HPO4 50mM ph: 8, NaCl 300mM, imidazol
100mM.)

Solucién de elucion 4 (SE4): (Na,HPO4 50mM ph: 8, NaCl 300mM, imidazol
250mM)
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5. Solucién de elucién 5 (SES): (Na,HPO4 50mM ph: 8, NaCl 300mM, imidazol
500mM)
2.8 Western Blot
1. Buffer transferencia: Glicina 129 mM, Tris 25 mM y Etanol 10 %
2. Solucién de revelado: PBS 10 ml, DMSO 1,5 % (v/v), HxO,, 0,1% (v/v),
Diaminobencidina 0,05 % (p/v).
2.9 Ensayo de adherencia
e Medio de cultivo de células (MCC): Medio Dulbecco modificado por Eagle
(DMEM) 40%, RPMI 40 %, suero fetal bovino 10% de, L-glutamina 2 mM,
insulina bovina pg/ml de, y de hidrocortisona 1 pg/ml, buffer HEPES 40 mM,
Piruvato de Sodio 1 mM.
2.10 Ensayo de opsonofagocitosis
1. FITC/NaCOs: FITC 0,1 mg/ml
2. RPMI suplementado. RPMI 100ml, MgSO4 0,6 mM, CaCl2 22 mM, BSA 0,1%
(p/v)
3. Solucion de frenado: NaCl 0,85 % (p/v), EDTA 0,04 % (p/v) pH=7,2
4. Buffer de citometria: EDTA 0,5 mM, Azida sédica 0,01 g% (p/v), ASB 1%
(p/v), Llevar a volumen con PBS, pH=7,2-7 4.
5. PBS-BrEt: Bromuro de etidio Smg/ml, llevar a volumen con PBS
6. Azul de Tripan: Azul de tripan 0,4 % (p/v), llevar a volumen con PBS.
7. Solucion de Turk: Violeta de Genciana 0,01% (p/v), Acido acético 2ml, llevar a

volumen con PBS
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ANEXO 2: Material complementario

1. Material complementario Capitulo II

1.1 Resultados de la marcha Bioquimica para caracterizar S. uberis

PRUEBAS BIOQUIMICAS
Patégeno Hidrolisis de AR AT Crecimiento en Hidrolisis de hipurato de
esculina NaCl, Sodio

S. agalactiae - + +
S. dysgalactiae - - +/- = -
S. uberis + +/- - - +
Streptococcus spp + +/- +/- -
Enterococcus + - + + +

Tabla.1. Muestra los resultados de diferentes pruebas bioquimica de identificacién
para diferentes microrganismo, en celeste se resalta los resultados para el caso de S.

uberis.

1.2 Dendrograma obtenida mediante analisis UPGAMA con la metodologia PFGE
y RAPD-PCR

Para una visualizacion y andlisis de los clones obtenidos con ambas metodologia (PFGE y
RAPD-PCR) se rconstruyeron dendrograma considerando un 1,5 % de optimizacién y 1%
de tolerancia, los resultados obtenido para ambas metodologias se observan en las Figuras 1
y 2, respectivamente. A la izquierda de la imagen se observa el dendrograma propiamente
dicho, y cada color representa un clon diferente, considerando como punto de corte un 80
% de similitud. Seguido, de izquierda a derecha se observan las corridas electroforéticas de
cada aislamiento, la localidad de origen, el nimero de aislamiento, el campo de origen, el

tipo de mastitis y finalmente el nimero de animal.
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. PF-22 Carmen de Areco (Bs As) 122 12 MSC 19350
PF-23 Navarro (Bs As) 7 10 MC 9711
PF-23 Navarro (Bs As) 116 5 MC 2721
PF-24 Vicente Casares (BsAs) 104 16 MC 3951

‘ﬂ . PF-25 Handerson (Bs As) 42 29 MSC 19277
. PF-25 Vicente Casares (Bs As) 101 16 MC 3842
|11 PF-26 Navarro (Bs As) 171 14 MSC 1950

1 - PF-27 Carmen de Areco (BsAs) 50 12 MSC 22107

! i [l PF-27 Navarro (Bs As) 58 2 MSC -

. PF-28 Pehuajé (Bs As) 154 23 MSC 2743
1 i . PF-29 Vicente Casares (Bs As) 100 15 MC 3032
. PF-29 Vicente Casares (Bs As) 167 16 MC 3927
. PF-29 Vicente Casares (Bs As) 170 25 MSC 3032
. PF-29 Vicente Casares (Bs As) 102 16 MC 3927

) - PF-29 Carlos Casares (BsAs) 67 1 MSC 81836
| . PF-29 Carlos Casares (BsAs) 131 9 MC 1012
. PF-30 Handerson (Bs As) 1561 22 MSC 6919
. PF-31 Navarro (Bs As) 124 5 MSC 2465
. PF-31 Rivadavia (Bs As) 1256 27 MC 2768
. PF-31 Mones Cazén (Bs As) 130 3 MC 3228
- PF-31 Mones Cazén (Bs As) 126 3 MC 26725
. PF-32 Villa Maria (Cba) 147 21 MC 4207
. PF-32 Handerson (Bs As) 149 22 MSC 5070
. PF-32 Villa Maria (Cba) 148 21 MC 8056
] . PF-33 Vicente Casares (Bs As) 165 16 MC 3764
- || PF-33 Vicente Casares (BsAs) 175 15 MC 2684

. PF-33 Villa Maria (Cba) 146 21 MC 6606
77, . PF-34 Navarro (Bs As) 139 § MC 1516
923 . PF-34 Navarro (Bs As) 143 5 MSC 3672
883 - [l PF-34 Navarro (Bs As) 158 5  MSC 3000
- . PF-34 Navarro (Bs As) 161 5 MSC 1516
o - PF-35 Navarro (Bs As) 127 5 MC 1516
%24 [l PF-35 Carlos Casares (Bs As) 133 20 MC 1217
881 . PF-35 Navarro (Bs As) 144 5 MSC 2691
12l 195 - [} PF-35 Brandsen (Bs As) 65 32 MSC -
. PF-36 Carlos Casares (BsAs) 132 20 MC 1211
. [l PF-37 Pehuajo (Bs As) 38 19 MC 6580
bes [ PF-37 saliquell6 (Sta Fe) 40 28 MSC
67| ™ . PF-38 Navarro (Bs As) 69 2 MC 824
. PF-39 Handerson (Bs As) 44 29 MSC 5342
L. . [ PF-39 Navarro (Bs As) 45 2 MSC 3209
. PF-39 Pehuajo (Bs As) 51 23 MC 480
s | [ PF-39 Carmen de Areco (BsAs) 95 12 MSC 22246
| - PF-40 Navarro (Bs As) 54 18 MSC
| |1 PF-40 Navarro (Bs As) 159 5  MSC 2103

i . PF-40 Corral de Busto (Cba) 48 30 MSC 7978
| PF-41 Mones Cazén (Bs As) 83 3 MSC 2084
[l PF-42 Pehuajo (Bs As) 153 23 MSC 1979
. PF-43 Vicente Casares (Bs As) 166 16 MC 3907
. PF-43 Vicente Casares (Bs As) 169 25 MSC 3466

eball 7a4]

857
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Figura.l. Dendrograma obtenido para el analisis de PFGE.
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:PEJ OPE4
‘ . RD-1 Handerson (Bs As) 41 29 MSC 5280
. RD-1 Navarro (Bs As) 73 5 MsC 2277
. RD-1 Rafaela (Santa Fe) 20 40 MC -
. RD-1 Handerson (Bs As) 44 29 MSC 5342
I RD-1 Carlos Casares (BsAs) 72 5 MSC 1283
. RD-1 Navarro (Bs As) 84 14 MSC 2021
- RD-1 Vicente Casares (Bs As) 165 16 MC 3764
. RD-1 Handerson (Bs As) 43 29 MSC 5278
. RD-2 Mones Cazén (Bs As) 9 3 MC -
. RD-3 Carlos Casares (Bs As) 132 20 MC 1211
- RD-3 Navarro (Bs As) 140 5 MC 1516
. RD-3 Handerson (Bs As) 150 22 MSC 8646
. RD-3 Navarro (Bs As) 161 5 MSC 1516
. RD-3 Navarro (Bs As) 114 18 MC 1417
. RD-3 Navarro (Bs As) 162 5 MSC 2681
I RD-3  Navarro (Bs As) 116 5 MSC 2721
[ RD-3  Navarro (Bs As) 137 5 MC 2875
. RD-3 Navarro (Bs As) 78 10 MC CAU
RD-4 Corral de Busto (Cba) 46 30 MC 8763
RD-4 Navarro (Bs As) 134 20 MC 3672
RD-4 Navarro (Bs As) 158 5 MSC 3000
RD-4 Navarro (Bs As) 74 2 MSC 1628
RD-4 Navarro (Bs As) 112 18 MSC 3590
. RD-5 Mones Cazén (Bs As) 83 3 MSC -
. RD-5 Carmende Areco (BsAs)96 1 MSC 74.

. RD-5 Mones Cazén (Bs As) 82 3 MC 22.
- RD-6 Vicente Casares (Bs As) 104 16 MC 3951
. RD-6 Handerson (Bs As) 151 22 MSC 6919
. RD-6 Mones Cazon (Bs As) 81 3 MsSC 82
. RD-6 Vicente Casares (Bs As) 101 16 MC 3842

- RD-6 Pehuajo (Bs As) 51 23 MC -
. RD-6 Gral Granada (Bs As) 52 31 MC -
. RD-6 Navarro (Bs As) 58 2 MSC -
I RD-6  Navarro (Bs As) 85 14 MSC 74.

-RD-7 Carlos Casares (BsAs) 68 1 MSC 81.
.RD-7 Mones Cazén (Bs As) 92 9 MSC 897

. RD-8 Navarro (Bs As) 59 2 MSC -

- RD-8 Navarro (Bs As) 142 5 MSC 3270
. RD-8 Navarro (Bs As) 172 14 MSC 2950
. RD-9 Curar( (Bs As) 91 6 MSC 4611
. RD-9 Handerson (Bs As) 149 22 MSC 5070
. RD-9 Carmen de Areco (Bs As) 111 17 MC 22,
. RD-9 Villa Maria (Cba) 145 21 MC  20.
- RD-9 Pehuajé (Bs As) 62 MSC -

3

. RD-9 Pehuajoé (Bs As) 63 3 MSC -
- RD-9 Carlos Casares (BsAs) 67 1 MSC 81.
. RD-9 Mones Cazén (Bs As) 128 5 MC 27.
. RD-9 Carlos Casares (BsAs) 79 1 MSC 8278
. RD-9 Mones Cazén (Bs As) 80 3 MSC 8941
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i RD-16 Villa Maria (Cba) 148 21 MC 8056
- RD-16 Vicente Casares (Bs As) 170 25 MC 3032
. RD-16 Vicente Casares (Bs As) 167 16 MC 3927
- RD-17 Vicente Casares (Bs As) 166 16 MC 3907
RD-18 Curar (Bs As) 88 6 MSC 4349
RD-18 Lincoln (Bs As) 94 11 MSC 8941
RD-18 Navarro (Bs As) 54 18 MSC -
RD-18 Navarro (Bs As) 61 2 MSC -
RD-18 Vicente Casares (Bs As) 71 MC 4174
l RD-19 Navarro (Bs As) 56 18 MSC -
| RD-19 Navarro (Bs As) 70 2 MC 2523
. RD-19 Brandsen (Bs As) 66 32 MSC -
. RD-19 Navarro (Bs As) 69 2 MC 824
. RD-20 Capitan Bermudez (Sta. 34 36 MSC 5274
. RD-20 Saliquellé (Bs As) 40 28 MSC -
RD-21 Santa Fe 15 35 MSC -
RD-22 Capitan Bermudez (Sta. 36 36 MC 2237
‘ RD-22 Handerson (Bs As) 42 29 MSC 19.
. RD-23 Pehuajo (Bs As) 39 19 MC 6760
. RD-23 Handerson (Bs As) 45 2 MSC 3209
. RD-23 Arrufé (Santa Fe) 37 45 MSC 6580
- RD-23 Colonia Maria (Cba) 76 8 MC 3799
. RD-23 Navarro (Bs As) 77 2 MSC 1628
[ RD-24 Nogoya (Entre Rios) 1 24 MC -

-RD-25 Mones Cazén (Bs As) 108 9 MC 467

Figura.2. Dendrograma obtenido para el analisis de RAPD-PCR

1.3 Caracteristicas de los aislamientos de S. uberis analizados

Tipo PFGE | Aislado Localidad-Provincia Tipode | Campode | pauA | sua
Mastitis origen
RD-24 PF-21 SU11 Nogoya - Entre Rios MC 24 + +
RD-21 PF-58 SU15 Santa Fe MSC 35 + +
RD-1 PF-9 SU20 Rafaela -Santa Fe MC 40 + +
RD-20 NT SU34 Capitan Bermudez -Santa MSC 36 + +
Fe

RD-22 PE-3 SU36 Capitan Bermudez -Santa Fe MSC 36 + +
RD-23 NT Su37 Arrufé - Santa Fe MSC 45 + +
NT PE-37 SU38 Pehuaj6 -Bs As MC 19 + +
RD-23 PF-18 SU39 Pehuajo -Bs As MC 19 - +
RD-20 PF-37 SU40 Saliquell6 - Bs As MC 28 + +
RD-1 PF-11 SuU41 Handerson -Bs As MSC 29 + +
RD-22 PF-25 SU42 Handerson -Bs As MSC 29 + +
RD-1 PF-56 SuU43 Handerson -Bs As MSC 29 + +
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RD-1 PF-39 SU44 Handerson -Bs As MSC 2 + +
RD-23 PF-39 SuU45 Navarro - Bs As MSC 2 + +
RD-4 PF-47 Su46 Corral de Busto —Cba MC 30 + +
RD-10 PF-47 SUu47 Corral de Busto —Cba MC 30 + +
RD-12 PF-40 SU48 Corral de Busto —Cba MSC 30 + +
RD-10 PF-14 SU49 Carmen de Areco- Bs As MSC 12 + +
RD-12 PF-27 SUS0 Carmen de Areco- Bs As MSC 12 + +
RD-6 PF-39 SuU51 Pehuajé -Bs As MC 23 + +
RD-6 NT SUS2 General granada -Bs As MC 31 + +
RD-18 PF-40 SU54 Navarro - Bs As MSC 18 + +
RD-11 PF-46 SUS5 Navarro - Bs As MSC 18 + +
RD-19 PF-50 SU56 Navarro - Bs As MSC 18 + +

NT PF-20 SUs57 Navarro - Bs As MSC 18 + +
RD-6 PF-27 SUS8 Navarro - Bs As MSC 2 + +
RD-8 PF-14 SUS59 Navarro - Bs As MSC 2 + +
RD-14 PF-6 SU60 Navarro - Bs As MSC 2 + +
RD-18 PF-12 Su61 Navarro - Bs As MSC 2 + +
RD-9 PF-53 SuU62 Pehuajé -Bs As MSC 34 + +
RD-9 PF-49 SU63 Pehuajé -Bs As MSC 3 + +
RD-11 NT Su64 Pehuajé -Bs As MSC 3 + +
RD-10 PF-35 SU65 Brandsen - Bs As MSC 32 + +
RD-19 PF-48 SU66 Brandsen - Bs As MSC 32 + +
RD-9 PF-29 SuU67 Carlos Casares - Bs As MSC 1 + +
RD-7 NT SU68 Carlos Casares - Bs As MSC 1 + +
RD-19 PF-38 SU69 Navarro - Bs As MC 28 + +
RD-19 PF-21 SU70 Navarro - Bs As MC 2 + +
RD-18 PF-56 SuU71 Vicente Casares - Bs As MC 4 + +
RD-1 PF-1 SU72 Carlos Casares - Bs As MC 5 + +
RD-1 PF-1 SU73 Navarro - Bs As MSC 5 + +
RD-4 PF-1 SU74 Navarro - Bs As MSC 2 + +

NT PF-44 SuU75 Spirutu Santi - Sta Fe MC 7 + +
RD-23 PF-17 SU76 Colonia Maria —Cba MC 8 + +
RD-23 PF-61 SuU77 Navarro - Bs As MSC 2 + +
RD-3 PF-23 SU78 Navarro - Bs As MC 10 + +
RD-9 PF-13 SU79 Carlos Casares - Bs As MSC 1 + +
RD-9 PF-20 SUS80 Mones Cazén - Bs As MSC 3 + +
RD-6 PF-20 SUS81 Mones Cazdn - Bs As MSC 3 + +
RD-5 PF-55 SUS82 Mones Cazén - Bs As MC 3 + +
RD-5 PF-41 SU83 Mones Cazdn - Bs As MSC 3 + +
RD-1 PF-1 SU8g4 Navarro - Bs As MSC 14 + +
RD-6 PF-1 SU85 Navarro - Bs As MSC 14 + +

NT PF-1 SU86 Navarro - Bs As MC 14 + +
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NT PE-1 SU87 Navarro - Bs As MC 14 + +
RD-18 PF-45 SU88 Curart -Bs As MSC 6 + +
RD-11 NT SU89 Navarro - Bs As S/D 5 + +

RD-2 NT SU90 Mones Cazén - Bs As MC 3 + +
RD-9 PF-16 SU91 Curart -Bs As MSC 6 + +
RD-7 PF-10 SU92 Mones Cazén - Bs As MSC 9 + +

RD-11 NT SU93 Mones Cazdn - Bs As MSC 9 + +
RD-18 PE-7 SU% Linclon -Bs As MSC 11 + +

NT PF-39 SU95 Carmen de Areco- Bs As MSC 12 + +

RD-5 PF-15 SU9%6 Carlos Casares - Bs As MSC 1 + +
RD-14 PF-54 SU97 Las Varillas — Cba MSC 13 + +
RD-10 PF-16 SU98 Vicente Casares - Bs As MSC 15 + +
RD-16 PF-29 SU100 Vicente Casares - Bs As MC 15 + +
RD-6 PF-25 SU101 Vicente Casares - Bs As MC 16 + +
RD-10 PF-29 SU102 Vicente Casares - Bs As MC 16 + +
RD-13 PF-46 SU103 Mones Cazén - Bs As MC 9 + +
RD-6 PF-24 SU104 Vicente Casares - Bs As MC 16 - -

RD-13 PF-59 SU105 Vicente Casares - Bs As MC 16 + +

NT PF-4 SU106 Mones Cazdn - Bs As MC 9 -

NT PF-4 SU107 Mones Cazén - Bs As MC 9 - +
RD-25 PF-15 SU108 Mones Cazdn - Bs As MC 9 + +

NT NT SU109 Carlos Casares - Bs As MSC 1 + +

NT PF-5 SU110 Carmen de Areco- Bs As MSC 17 + +

RD-9 PF-12 SU111 Carmen de Areco- Bs As MSC 17 + -
RD-4 PF-13 SU112 Navarro - Bs As MSC 18 + +
RD-3 PF-60 SU114 Navarro - Bs As MC 18 + +
RD-14 PF-57 SUI115 Navarro - Bs As MC 18 + +
RD-3 PF-23 SuUl16 Navarro - Bs As MC 5 + +
RD-14 PF-14 SuU117 Navarro - Bs As MSC 5 + +
RD-10 PF-18 SU118 Navarro - Bs As MC 10 + +
RD-10 PF-19 SU119 Navarro - Bs As MC 10 + +

NT PF-19 SU121 Navarro - Bs As MSC 5 + +
RD-14 PF-22 SU122 Carmen de Areco- Bs As MSC 12 + +
RD-15 NT SuU123 Rivadavia - Bs As MSC 27 + +
RD-13 PF-31 SU124 Navarro - Bs As MSC 5 + +
RD-15 PF-31 SU125 Rivadavia - Bs As MC 27 + +
RD-13 PF-31 SU126 Mones Cazdn - Bs As MC 3 - +

NT PF-35 SuU127 Navarro - Bs As MC 5 + +

RD-9 PF-13 SU128 Mones Cazdn - Bs As MC 3 + +
RD-9 PF-45 SU129 Mones Cazén - Bs As MC 3 + +
RD-15 PF-31 SU130 Mones Cazdn - Bs As MC 3 + +
RD-10 PF-29 SU131 Carlos Casares - Bs As MC 56 + +
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RD-3 PF-36 SU132 Carlos Casares - Bs As MC 26 + +
RD-10 PF-35 SU133 Carlos Casares - Bs As MSC 26 + +
RD-4 NT SU134 Navarro - Bs As S/D 20 + +
RD-10 PF-11 SU135 Carlos Casares - Bs As MC 55 + +
RD-3 PF-1 SU137 Navarro - Bs As MSC + +
RD-10 PF-51 SU138 Navarro - Bs As MC + +

NT PF-34 SU139 Navarro - Bs As MC - +
RD-3 PF-14 SU140 Navarro - Bs As MC - +
RD-10 NT SU141 Navarro - Bs As MSC 20 + +
RD-8 PF-20 SU142 Navarro - Bs As MSC 5 + +
RD-10 PF-34 SU143 Navarro - Bs As MSC 5 + +
RD-10 PF-35 SU144 Navarro - Bs As MSC 5 + +
RD-9 PF-14 SuU145 Villa Maria — Cba MC 21 + +
RD-14 PF-33 SU146 Villa Maria — Cba MC 21 + +
RD-16 PF-32 SU147 Villa Maria — Cba MC 21 + +
RD-16 PF-32 SU148 Villa Maria — Cba MC 21 + +
RD-9 PF-32 SU149 Handerson -Bs As MSC 22 + +
RD-3 PF-14 SU150 Handerson -Bs As MSC 22 + +
RD-6 PF-30 SU151 Handerson -Bs As MSC 22 + +
RD-13 PE-2 SU152 Handerson -Bs As MC 22 + +
RD-10 PF-42 SU153 Pehuajé -Bs As MSC 23 + +
RD-13 PF-28 SU154 Pehuajé -Bs As MSC 23 + +
RD-10 PF-8 SU155 Pehuajé -Bs As MSC 23 + +
RD-10 PF-9 SU156 Linclon -Bs As MC 11 + +
RD-13 PF-52 SU157 Navarro - Bs As MSC 5 + +
RD-4 PF-34 SU158 Navarro - Bs As MSC 5 + +
RD-13 PF-40 SU159 Navarro - Bs As MSC 5 + +
RD-13 PF-19 SU160 Navarro - Bs As MSC 5 + +
RD-3 PF-34 Sul61 Navarro - Bs As MSC 5 + +
RD-3 NT SU162 Navarro - Bs As MSC 5 + +
RD-14 PF-55 SU163 Navarro - Bs As MSC 5 + +
RD-13 PF-57 SU164 Vicente Casares - Bs As MC 16 + +
RD-1 PF-33 SuU165 Vicente Casares - Bs As MC 16 + +
RD-17 PF-43 SU166 Vicente Casares - Bs As MC 16 + +
RD-16 PF-29 SU167 Vicente Casares - Bs As MC 16 + +
RD-13 NT SU168 Vicente Casares - Bs As MC 16 - +
RD-11 PF-43 SU169 Vicente Casares - Bs As MSC 25 + +
RD-16 PF-29 SU170 Vicente Casares - Bs As MSC 25 + +
RD-13 PF-26 SU171 Navarro - Bs As MSC 14 + +
RD-8 NT SU172 Navarro - Bs As MSC 14 + +
RD-13 PF-33 SU175 Vicente Casares - Bs As MC 15 + +
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Tabla.2. MSC: Mastitis Subclinica, MC: Mastitis Clinica, S/D: Sin datos disponible.
(+): Presencia del gen, (-): Ausencia del gen. En azul se destacan los asilamientos
seleccionados para analizar el polimorfismo de secuencias de factores de virulencia,

donde se tuvo en cuenta la region geogréfica y la relacion clonal entre aislamientos.

1.4 Alineamientos de secuencias nucleotidicas del gen codificante del activador
de plasminégeno de S. uberis (PauA).

Esquema del alineamiento realizado con el software CodonCodeAligner, entre 20
secuencias seleccionadas de diferentes regiones de Argentina (resaltadas en recuadro gris) y
las secuencias indexadas en la base de datos GenBank, entre las cuales se encuentran de

Nueva Zelanda, Estados Unidos, Inglaterra y Australia.

b iy

REENEEEERENE R NN
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1.5 Alineamientos de secuencias nucleotidicas del gen codificante de la molécula de
adhesion de Streptococcus uberis.

Esquema del alineamiento realizado con el software CodoCodeAligner, entre 20 secuencias
seleccionadas de diferentes regiones de Argentina (resaltadas en recuadro gris) y las
secuencias indexadas en la base de datos GenBank, del gen sua de un aislamiento de

Estados Unidos.

E

Tid My
y iy my

W

2. Material complementario Capitulo III

2.1 Evaluacion de antigenicidad mediante AAppred

Se observa en el eje X el nimero de aminoécido de la secuencia de SUAM, mientras que en
el eje Y se representas los scores para SMV1 (m) y SMV2 (m), donde SMV1 representa el
andlisis basado en frecuencias de pares de aminodcidos (AAP) y escalas cldsicas como
hidrofobicidad, flexibilidad, etc. SVM2 utiliza sélo frecuencias de AAP para la prediccion
de epitopes.
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. AAPPred Bcell epitope prediction
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2.2 Alineamientos de secuencias de proteinas clonadas

El alineamiento de las secuencias codificantes de SUAM-fr se realiz6 con el gen
codificante de la molécula de adhesiéon de S. uberis (sua) disponible en GenBank:
gblDQ232760.11, de la cepa_Streptococcus uberis UT888. Mientras que el alineamiento de

las secuencia de PauAr se realiz6 con la secuencia codificante del gen del Activador de
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plasmindgeno de S. uberis (pauA), ID: gbIGU392692.1 de Streptococcus uberis cepa FSL
S3-513.

SUAM-1fr

Expect  Identities Gaps Strand
0.0 639/660 (97 %) 9/660(1%) Plus/Plus

Query 1 TTAACGTCAACACTCGCACTTCTTGGAACTGGTGTTGGTATGGGACATACCGTTAATGCG 60

FEErrrrrrrrrrrrrerrrrr e ettt e e ettt e e e e
Sbjct 8 TTAACGTCAACACTCGCACTTCTTGGAACTGGTGTTGGTATGGGACATACCGTTAATGCG 67

Query 61 GATGACATGACAACTGCTGATCAATCACCTAAATTACAAGGTGAAGAAGCAACATTGGCG 120

FEErrrrrrrrrrrrrerrrrr e ettt e e ettt e e e e
Sbjct 68  GATGACATGACAACTGCTGATCAATCACCTAAATTACAAGGTGAAGAAGCAACATTGGCG 127

Query 121 CCTACAAACATTGAAGATACTAAAGCAGCCATTGATACTAAAACAGCTACATTAGCAGAA 180

FEErrrrrrrrrrrrrerrrrr e ettt e e ettt e e e e
Sbjct 128 CCTACAAACATTGAAGATACTAAAGCAGCCATTGATACTAAAACAGCTACATTAGCAGAA 187

Query 181 CAAACCGATGCTCTTAATACTGTAAATGAGACAATCACAAGCACAAATGAAGAATTAGCT 240

FErrrrrrrerrrrrrerrrrr et re e e e et e e
Sbjct 188 CAAACCGATGCTCTTAATACTGTAAATGAGACAATCACAAGTACAAATGAAGAATTAGCT 247

Query 241 ACTTTAGAAGGAGGCTTAGCTGATAAAGAAACAGCAGTTGCAGATGCTGAAAAAACATTG 300

FEErrrrrrrrrrrrrerrrrr e ettt e e ettt e e e e
Sbjct 248 ACTTTAGAAGGAGGCTTAGCTGATAAAGAAACAGCAGTTGCAGATGCTGAAAAAACATTG 307

Query 301 GAGTCTGTTTCAAATGCCTCAGAAGAAGAATTTAATCAATTAGCAGAACAAAATAAAGCT 360

FEErrrrrrrrrrr e e et e et e e e e e et
Sbjct 308 GAGTCTIGTTTCAAATGCCTCAGAAGAAGAATTTAATCAATTAGCAGAACAAAATAAAGCT 367

Query 361 GACTTAGCTAAAACTCAAGAGGAGCTAAAACTTGCTGAAGCAACAAAAGAAGAAGTTGCA 420

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et e ettt e e e e e ey
Sbjct 368 GACTTAGCTAAAACTCAAGAGGAGCTAAAACTTGCTGAAGCAACAAAAGAAGAAGTTGCA 427

Query 421 ACACAGGTATTGACACAATCTGACGAGGTAACAGCTGCAGCTAATGAAGCTAAAAAAATG 480

FErrrrrrrrrrrrrrerrrrr et rerrrrrrrr et e e e e e
Sbjct 428 ACACAGGTATTGACACAATCTGACGTIGGTAACAGCTGCAGCTAATGAAGCTAAAAAAATG 487

Query 481 GCTGAAAAAGTTGCACAAGCAGAGACAAAAGTTTCAGACTTGACGAAAATGGTCAATCAA 540

Frrrrrrrrrrrrrrrererrrrerrrrr e e e et e et e
Sbjct 488 GCTGAAAAAGTTGCACAAGCAGAGACAAAAGTTTCAGACTTGACGAAAATGGTCAATCAA 547

Query 541 CCAGAAGCAATAACAGCTCAAGTTGAAATAGAACAAAACAATGTCAAAATCATTT-CGGA 599

FEorrrrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrr e rerrr e ettt
Sbjct 548 CCCGAAGCAATAACAGCTCAAGTTGAAATAGACCAAAACAATGGCCAAATTATTTTCGGA 607
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Query 600 -AGATTTAGCAAAAGCCAAAACTG-ATTTAGTTGCTGTAACA-GATA-ATACAAAAACAC 655
A e R e A N R RN
Sbjct 608 GAGATTT-GCCAAAGCCCAAACTGGATTTATTTGC-GTGACCCGATATAT-CAAAA-CAC 663
SUAM-2fr
Expect Identities Gaps Strand
0.0 473/477(99%) 0/477(0%) Plus/Plus
Query 1 ACACAATCTGACGAGGTAACAGCTGCAGCTAATGAAGCTAAAAAAATGGCTGAAARAAGTT 60
FEErrrrrrrrrrrrrerr ettt e e et et et
Sbjct 655  ACACAATCTGACGAGGTAACAGCTGCAGCTAATGAAGCTAAAAAAATGGCTGAAAAAGTT 714
Query 61 GCACAAGCAGAGACAAAAGTTTCAGACTTGACGAAAATGGTCAATCAACCAGAAGCAATA 120
FErrrrrrrrrrrrrrr et r et r et et
Sbjct 715  GCACAAGCAGAGACAAAAGTTTCAGACTTGACGAAAATGGTCAATCAACCAGAAGCAATA 774
Query 121  ACAGCTCAAGTTGAAATAGAACAAAACAATGTCAAAATCATTTCGGAAGATTTAGCAAAA 180
FEErrrrrrrrrrrr e e et e et r e e
Sbjct 775  ACAGCTCAAGTTGAAATAGAACAAAACAATGTCAAAATCATTTCGGAAGATTTAGCAAAA 834
Query 181  GCCAAAACTGATTTAGTTGCTGTAACAGATAATACAAAAACACAATTAGCAAATGATTTA 240
FEErrrrrrrrrrrrrerr ettt e e et et et
Sbjct 835  GCCAAAACTGATTTAGTTGCTGTAACAGATAATACAAAAACACAATTAGCAAATGATTTA 894
Query 241  GCGACTGCTCAATCTAGCTTAAGTGCCAAACAAAATGAATTAGCTAAAGTACAGTCACAA 300
FErrrrrrrrrrrrrrr et r et r et et
Sbjct 895  GCGACTGCTCAATCTAGCTTAAGTGCCAAACAAAATGAATTAGCTAAAGTACAGTCACAA 954
Query 301  ACAAGTAATGTCGCAGTGAATGTTATGGGTGCTAATAAAATGGTTGCTCCAACTAATTAC 360
FEErrrrrrrrrrrr e e et e et r e e
Sbjct 955  ACAAGTAATGTCGCAGTGAATGTTATGGGTGCTAATAAAATGGTTGCTCCAACTAATTAC 1014
Query 361  CCAATTAATGAAATCAAAAAATTAATGTCAAGTGGTTACATTGGGACACAATCTTCTCTA 420
FEErrrrrrrrrrrrre et e ettt r et e e et rr
Sbjct 1015 CCAATTAATGAAATCAAAAAATTAATGTCAAGTGGTTACATTGGGACACAATCTTATCTA 1074
Query 421  AATACATTCTATGCTTTAAATGATCAACTGGTTTCGAAAGCAGAAGATGGGGCATAC 477
FEEErrrrrrrrrrr e e et et et et et et
Sbjct 1075 AATACATTCTATGCTTTAAAAGATCAACTGGTTTCIAAAGCAGAAGITGGGGCATAC 1131
SUAM-3fr
Expect Identities Gaps Strand
0.0  521/527(99%) 2/527(0%) Plus/Plus

Query

1

GAAGTTGGGGCATACTTAAATCATTACGTTGATATCGCAAGTGACTTAAACCGTATCGTT 60
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Sbjct 1117 GAAGTTGGGGCATACTTAAATCATTACGTTGATATCGCAAGTGACTTAAACCGTATCGTT 176
Query 61 AACCCAGATAACTTATCAGTTGAGGTTCAAAATGAATTGGCTGTATTTGCAGCAACATTG 120
FEEErrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1177 AACCCAGATAACTTATCAGTTGAGGTTCAAAATGAATTGGCTGTATTTGCAGCAACATTG 236
Query 121  ATTAATTCTGTTCGTCAGCAATTTGGTCTTTCTGCAGTCGAAGTGACACAAGGTGCTCAA 180
FEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et rrrrrrrrrr e
Sbjct 1237 ATTAATTCTGTTCGTCAGCAATTTGGTCTTTCTGCAGTCGAAGTGACHCAAGGTGCTCAA 296
Query 181  GAGTTTGCTCGCACTTTGACTCAAAACTATAAAGCAACACATGGAAACACTGTTCCTTTC 240
FEEErrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e rrrrrrrrr e
Sbjct 1297 GAGTTTGCTCGCACTTTGACTCAAAACTATAAAGCAACACATGGAAACACTGTTCCTTTC 356
Query 241  TTTAATTACAATCAACCTGGCAAGAATGGTCATATAGGCATTGGTCCACACGATAGAACA 300
FEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e
Sbjct 1357 TTTAATTACAATCAACCTGGCAAGAATGGTCATATAGGCATTGGTCCACACGATAGAACA 416
Query 301  ATTATCGAACAAGCAGCTACAAGTGTTGGCTTAAAAGCTAATGATGATAACATGTATGAA 360
FEEErrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1417 ATTATCGAACAAGCAGCTACAAGTGTTGGCTTAAAAGCTAATGATGATAACATGTATGAA 476
Query 361  AACATCGGATTCTTTGATGATGTTCATACTGTTAATGGTATCAAACGTAGTATTTATAAC 420
FEEErrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1477 AACATCGGATTCTTTGATGATGTTCATACTGTTAATGGTATCAAACGTAGTATTTATAAC 1536
Query 421  AGTATTAAGTACATGCTGTTTACAGACTTCACCTATGGAAATACATTTGGACATACGGGT 480
FEEEErrrrrrr e e e e et e e e e e e e e e e e e e e ey |
Sbjct 1537 AGTATTAAGTACATGCTGTTTACAGACETCACCTATGGAAATACATTTGGACATACGGHT 1596
Query 481  AACTTTGTTGCGTTCTGATAAACCAAACCCAAGTGCTCCCGGTCTAT 527
PO FErrrrrr e et et et
sbjct 1597 AACHTTGTTGCGTTCTGATAAABCAAACCCAAGTGCTCCHGGTCTAT 1641
SUAM-4fr
Expect  Identities Gaps Strand
0.0 584/590(99%) 0/590(0%)  Plus/Plus
Query 6 CCCAAGTGCTCCGGTCTATTTAGGAGTTTCAACAGAAACTGTTGGTGGTTTAAATACCCA 65
FEEErrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1623 CCCAAGTGCTCCGGTCTATTTAGGAGTTTCAACAGAAACTGTTGGTGGTTTAAATACCCA 1682
Query 66 CTATGTTATCTTCCCGGCAAGCAATATTGTAAATCCAAGCCAGTTCAGCAAACAAGTGGT 125
FEErrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrre e e
Sbjct 1683  CTATGTTATCTTCCCGGCAAGCAATATTGTAAATGCEAGCCAGTTCAGCAAACAAGTGGT 1742
Query 126  TTCAGGTCCATTAACAACAGTTGATAACAGTGCTAAAATTAGCACTCTTCAAGCAAGTAT 185
FEEErrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1743 TTCAGGTCCATTAACAACAGTTGATAACAGTGCTAAAATTAGCACTCTTCAAGCAAGTAT 1802
Query 186  TGCTTCTGTTGAGTCTAAAATTCAAACCTTACAAAAACGTATTGCAAATATTTCTTCAGA 245
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Sbjct 1803 TGCTTCTGTTGAGTCTAAAATTCAAACCTTACAAAAACGTATTGCAAATATTTCTTCAGA 1862
Query 246  AGCACTAGTTATCTCTGCCCAGAGAAAAGTAGATGGTTTAGCTGCAAAACTTCAAAAAGC 305
FErrrrrrrrrrrrrrer et er et et e e
Sbjct 1863 AGCACTAGTTATCTCTGCACAGAGAAAAGTAGATGGTTTAGCTGCAAAACTTCAAAAAGC 1922
Query 306  TGAATCTAACGTTGAAAAAGCAAAAGCTCAACTTCAACAGTTACAAGATTCAAAAGAAGA 365
FEErrrrrrrrrrrrrrrr ettt e e et e et e
Sbjct 1923 TGAATCTAACGTTGAAAAAGCAAAAGCTCAACTTCAACAGTTAMAAGATTCAAAAGAAGA 1982
Query 366 TTTACATAAACAACTTGCTTTTGCCCTTTCAACTCGTAAGGATTTAAAAGGTCAACTTGA 425
FEErrrrrrrrrrrrrerr ettt e e et et et
Sbjct 1983  TTTACATAAACAACTTGCTTTTGCCCTTTCAACTCGTAAGGATTTAAAAGGTCAACTTGA 2042
Query 426  CGAATCGCTTGTTCACCTAAATCAGTCTAAAATTCTTTTACATAGCTTAGAAGAAAAACA 485
FEErrrrrrrrrrrrr e e ettt e e et e ettt
Sbjct 2043 CGAATCGCTTGTTCACCTAAATCAGTCTAAAATTCTTTTICATAGCTTAGAAGAAAAACA 2102
Query 486  AAGTCAAGTGGCAAGTCAAATTAACGTCTTGACATTGAAGAAAGCACAACTTGAAAAAGA 545
FEErrrrrrrrrrrrrerr et er et e et et
Sbjct 2103 AAGTCAAGTGGCAAGTCAAATTAACGTCTTGACATTGAAGAABGCACAACTTGAAAAAGA 2162
Query 546  ACTAGCCTTTAACTCTCATCCAAATCGTGAAAAAGTTGCAAAAGAAAAAG 595
FEEErrrrrrrrrrrr e et e et r e
Sbjct 2163 ACTAGCCTTTAACTCTCATCCAAATCGTGAAAAAGTTGCAAAAGAAAAAG 2212
PauA
Expect Identities Gaps Strand
0.0 702/718(98%) 1/718(0%) Plus/Plus
Query 7 TTTTTAATATTAATGCTTTTGGGAATATTTGGTTGTGCTACTCAACCATCAAAGGTTGCA 66
RN RN AR RN RN R RN RN RRRRENNNRRRN
Sbjct 13 TTTTTAATATTAATGCTTTTGGGAATATTTGGTTGTGCTACTCAACCATCAAAGGTTGCA 72
Query 67 GCAATAACCGGTTATGATTCCGACTACTACGCTAGATATATTGATCCCGATGAAAATAAA 126
RN RN NN R RN R RN RN R RN RN N RRRRRN
Sbjct 73 GCAATAACCGGTTATGATTCCGACTACTACGCTAGATATATTGATCCCGATGAAAATAAA 132
Query 127 ATAACATTTGCCATAAATGTTGATGGTTTTGTCGAANGTAGTAATCAAGAAATCCTTATT 186
RN RN NN R RN RN R R NN AR R AR AR NRRRRRRN
Sbjct 133 ATAACATTTGCCATAAATGTTGATGGTTTTGTCGAA.GTAGTAATCAAGAAATCCTTATT 192
Query 187 AGAGGAATTCATCATGTTTTAACAGATCAAAACCAAAAGATTGTTACAAAGGCCGAGTTG 246
RN RN NN R RN R RN RN R RN RN N RRRRRN
Sbjct 193 AGAGGAATTCATCATGTTTTAACAGATCAAAACCAAAAGATTGTTACAAAGGCCGAGTTG 252
Query 247 TTAGACGCTATTAGACATCAAATGGTTCTTCTACAATTGGATTANTCCTATGAACTAGTC 306
RN RN NN R R RN R RN RN IR RN N AR
Sbjct 253 TTAGACGCTATTAGACATCAAATGGTTCTTCTACAATTGGATTA.TCCTATGAACTAGTC 312
Query 307 GACTTTGCGCCTGATGCACAATTATTAACACGANATCGACGGCTTTTATTTGCCNATCGA 366
RN RN NN R R RN NN R R RN RN AR AR AR AR N AR
Sbjct 313 GACTTTGCGCCTGATGCACAATTATTAACACGA.ATCGACGGCTTTTATTTGCCAATCGA 372
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

367

373

427

433

487

493

547

553

607

613

667

672

AATTTTGAGGAANCCGTATCACTTGAAGATACTATTCAAGAATACCTTTTAAAAGGGCAT

FEErrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
AATTTTGAGGAAJCCGTATCACTTGAAGATACTATT CAAGAATACCTTTTAAAAGGGCAT

GTTATTCTCAGAAAACGGGTTGAGGAACCTATCACTCATCCTACTGAGACTGCTAATATT

FErrrrrrrrrrrr e e e et e e e e e e e e e e e
GTTATTCTCAGAAAACGGGTTGAJGAACCTAT CACTCATCCTACTGAGACTGCTAATATT

GAGTATAAAGTTCAATTCGCGACTAAAGATGGGGAATTCCACCCACTACCTATTTTTGTA

FErrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGTATAAAGTTCAATTCGCGACTAAAGAT GGGGAATTCCACCCACTACCTATTTTTGTA

GACTACGGAGAAAAACATATTGGAGAAAAATTAACCTCTGACGAGTTTCGAAAAATTGCA

FErrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
GACTACGGAGAAAAACATATTGGAGAAAAATTAACCTCTGACGAGTI TTCGAAAAATTGCA

GAAGAAAAGCTTTTNGCAACTCTACCCTGACTATATGATTGATCannnnnnnnnTACTAT

FEEEErrrrrrr e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e [T
cAAGAAAAGCTTTTecarcTcTACCCTGACTATATGATTGATC A~ CcTAT

CATAAAACACAATTCTCTTGGTCAACTTCCAAGATATTATTCTTATCCAGATGATTTC

FErrrrrrrrrrrrrr et e e e e e e e e e e e e e e e e e
CATAAAACACAATTCTCTTGGT CAACTTCCAAGATATTATTCTTAT CCAGATGATTTC

426

432

486

492

546

552

606

612

666

671

724

729
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