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RESUMEN

Streptococcus uberis es reconocido a nivel mundial como el patégeno
ambiental mas importante asociado a mastitis clinica y subclinica en vacas. El
objetivo del presente trabajo fue estudiar aspectos fenotipicos y genotipicos de
cepas de S. uberis y elucidar la patogénesis temprana ocasionada por esta
especie bacteriana. Se aislaron 178 cepas de estreptococos a partir de leche
de vacas con mastitis clinica (MC) y subclinica (MS) provenientes de 18
tambos pertenecientes a las provincias de Cérdoba, Santa Fe y Buenos Aires.
Cincuenta y cuatro cepas, 17 aisladas de MC y 37 de MS, fueron identificadas
como S. uberis mediante pruebas bacteriologicas. Se identificaron 21 perfiles
bioquimicos, mostrando la marcada variabilidad fisiolégica presentada por las
cepas de esta especie. El 76,5% de las cepas de MC y el 81,1% de las cepas
de MS fueron confirmadas como S. uberis mediante la técnica molecular de
polimorfismos de los fragmentos de restriccién.

Del estudio in vitro de los factores de virulencia en las 43 cepas de S.
uberis se determiné la producciéon de capsula (C) en el 60% de las cepas de
ambos origenes. E! factor activador de plasminégeno (FAP) fue detectado en el
84,7% de las cepas de MC y en el 63% de las cepas de MS. Se detecté la
produccién de factor uberis (FU) en el 23 % de las cepas de ambos origenes
La produccion de hialuronidasa se encontré en el 62 % de las cepas de MC y
MS. El 97,7% de las cepas presentaron a-hemdlisis. Se identificé produccion
de proteasa en el 69,2% y 93,3% de las cepas de MC y MS, respectivamente.
Entre las 43 cepas de S. uberis se reconocieron 19 perfiles de virulencia. Se
identificaron 14 perfiles genéticos en 32 cepas de S. uberis analizadas
mediante electroforesis de campos pulsantes. En general, no se encontré
relacion entre perfiles genotipicos, perfiles de virulencia, origen y tambo de
procedencia.

Ademas, se investigo la presencia de los genes asociados a la expresion
de C (hasAB y hasC), FAP (pauA/ pauB) y FU (cfu) mediante reaccién en
cadena de la polimerasa como asi también la capacidad de internalizacion a
células epiteliales mamarias bovinas (MAC-T) en 8 cepas.

Se estudio la patogénesis temprana y respuesta inflamatoria mediante la
induccion de mastitis experimental en 6 cabras por inoculacion via
intramamaria de 1,7x10% UFC/ml de la cepa S. uberis IR47 aislada de MC. La
cepa esta caracterizada por la expresion fenotipica de P y H, por poseer los
genes de virulencia hasAB/C y pauA, y por presentar capacidad de
internalizacién a las células MAC-T.

Durante el ensayo se detectdé un incremento en el Recuento celular
somatico a las 8 hs., con un valor maximo de 4,27 x 10° cél/ml a las 20 hs. Se
identificd una reduccién importante de bacterias en leche de 107 a 10* UFC/ml
entre las 4 y 24 hs. pi. S. uberis fue hallado en el tejido de la glandula inoculada
(Gl) a las 8 hs. pi, con marcada reducciéon a las 24 hs. A las 16 hs pi se
detectaron las lesiones histolégicas mas severas en el tejido de la Gl. La cepa
S. uberis IR47 fue detectada a las 12 hs pi en el lumen de los acinos
secretorios e internalizada en las células epiteliales. La infeccién estuvo
focalizada en la glandula mamaria y cedié gradualmente hacia las 24 hs. La
cepa S. uberis IR 47 fue capaz de establecer una mastitis subclinica en cabras.
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ABSTRACT

Streptococcus uberis is world wide known as the most important
environmental pathogen associated with clinical and subclinical mastitis in
cows. In the present work the phenotypical and genotypical aspects of S. uberis
strains were studied and the early pathogenesis caused by this bacterial
species was described.

A total of 178 Streptococcus strains were isolated from milk samples.
Samples were obtained from cows affected by Clinical (MC) and Subclinical
(MS) mastitis of 18 different dairy farms in Cordoba, Santa Fe and Buenos Aires
provinces. Among all investigated strains only 54 strains, 17 isolated from MC
and 37 from MS, were classified as S. uberis by biochemical tests. The strains
yielded twenty one different biochemical profiles showing a marked
physiological variability in the species. A 76,5% MC strains and 81,1% MS
strains were confirmed as S. uberis by the restriction fragment polymorphism
analysis.

Capsule (C) production was demonstrated by in vitro study of virulence
factors among the 43 strains of S uberis, and it could be observed in a 60% of
strains of both origins. Plasminogen activator factor (PAF) was detected in
84,7% of MC strains and 63% MS strains. Uberis factor (UF) was observed in
23% of all studied strains. Hyaluronidase (H) production was found in 62% of
MC and MS strains. The 97,7% of isolated strains showed a-haemolysis (o H).
Protease (P) production was identified in 69,2 % and 93,3 % of MC and MS
strains respectively. Among 43 strains of S uberis, 19 virulence profiles were
recognized. A total of 14 genetic profiles out of 32 strains of S uberis were
obtained by pulsed field electrophoresis. In general terms, no relation was found
among genotypical profiles, virulence profiles, origin and dairy farm.

The presence of genes associated with C expression (hasAB y hasC),
PAF (pauA/ pauB) and UF (cfu) by polymerase chain reaction and the ability for
internalizing the epithelial cells of bovine mammalian gland (MAC-T) were
studied for 8 strains.

Early pathogenesis and inflammatory response was studied by inducin%
experimental mastitis in 6 goats by intramammary inoculation of a 1,7x10
UFC/ml inoculum of S. uberis strain IR47 isolated from MC. The strain is
characterized by phenotypical expression of P, H and oH, by having hasAB/Cy
pauA virulence genes and by presenting the ability to internalize MAC-T cells.
During the assay, an increase of somatic cell count was observed at 8 h with a
highest value up to 4, 27 x 10° cél/ml at 20 h post inoculation. An important
decrease from 107 to 10* UFC/ml of bacteria in milk was detected between 4
and 24 h post inoculation.

S. uberis could be found in the tissue of the inoculated gland at 8 h after

inoculation, with a progressively decreasing to 24 h. The severest histological
lesions in the inoculated gland tissue were detected 16 h post inoculation.
S. uberis strain IR47 was detected 12 h post inoculation in the lumen of the
secretory alveoli and internalized into the epithelial cells. The infection was
focused in the mammary gland and it gradually overcome 24 h post inoculation
S. uberis strain IR 47 was capable of establishing subclinical mastitis in goats.
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Introduccion

I. INTRODUCCION

1. Mastitis bovina

La mastitis bovina es considerada en todo el mundo como la enfermedad
infecciosa de mayor importancia econoémica en la explotacion lechera (Beck et al.,
1992, Sears et al., 1993). Las grandes pérdidas econdmicas que ocasiona se
deben a una marcada disminucioén en la produccién, a una reduccion en el valor
biologico de la leche, como asi también al aumento de los costos de produccion.
El reemplazo de vaquillonas, la presencia de antibiéticos y drogas en la leche, los
costos veterinarios, la labor extra y la pérdida de potencial genético del rodeo
contribuyen con las pérdidas econémicas ocasionadas por esta enfermedad (Mc
Donald 1979; Philpot y Nickerson, 1993).

Estas pérdidas son importantes ain en paises productores de leche que
cuentan con tecnologia de avanzada como Estados Unidos, Nueva Zelanda,
Canada, Reino Unido, entre otros (Ratafia, M., 1987). Resulta de interés destacar
que debido al desconocimiento de la mastitis subclinica por parte de los
productores, la capacidad potencial de produccién en nuestro pais se ve reducida
en un 7% (Aba, L.. 2006).

En nuestro pais las principales areas de producciéon lechera estan
localizadas en las provincias de Cordoba (cuatro cuencas), Santa Fe (dos
cuencas), Buenos Aires (cuatro cuencas), Entre Rios (cuatro cuencas), La Pampa
(una cuenca) y Tucuman (una cuenca). Las cuencas lecheras que abastecen
cerca del 90% de la leche producida a nivel nacional, se encuentran en la regién
pampeana.

Las caracteristicas de la produccion primaria en Argentina ha sufrido
grandes cambios en los Ultimos afos. En el periodo 1988-2000 el numero de
tambos disminuyé en casi un 50% y sufrié una fuerte contraccién adicional, entre
los afios 2000-2002. El menor numero de tambos fue acompanado con un mayor
tamarno de las explotaciones desde un promedio de 66 vacas/tambo hasta 161

vacas/tambo, en el mismo periodo. Asimismo, se registraron aumentos
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significativos en la productividad e importantes mejoras en los patrones
tecnolégicos incorporados. La produccion nacional de leche ha tenido un
crecimiento sostenido en los Ultimos afos, desde 636 millones de litros por afio en
1991, hasta 9.817 millones en el 2000, con un descenso a 8.100 millones de litros
en el 2002 (Gutman et al., 2003).

En el afio 2005 se observé una recuperacion en la produccién primaria, la
cual alcanzé los 9.500 millones de litros ocupando el 16° lugar del ranking mundial
de paises productores de leche de vaca, con una participacion del 1,8% en el total.

En el afio 2006, la produccién anual en nuestro pais fue de 5.794 millones
de litros (SAGPyA, 2007). ElI mejoramiento de la calidad de la leche y los
derivados lacteos que se producen en el pais es prioritario, teniendo en cuenta el
potencial de la Argentina con relacién a la capacidad exportadora del sector,
principalmente en el marco del MERCOSUR. Entre enero y diciembre de 2007 se
exportaron 878,2 Toneladas de leche fluida, equivalente a 5.103,3 mil ddlares
(SAGPyA, 2007). Ademas, son cada vez mayores las presiones del consumidor
interno para el mejoramiento de la calidad de los productos (Bramley y Dodd,
1984; Booth, 1988; Reneau y Packard, 1991; Gonzalez et al., 2002).

1.1. Definicion de mastitis

La mastitis es una inflamacién del parénquima de la glandula mamaria y
representa la respuesta de los tejidos productores de leche a una injuria. Esta
puede ser provocada por microorganismos o por diferentes factores, como
lesiones traumaticas, disturbios secretorios de origen metabdlico-nutricional,
situaciones de estrés o cambios fisiolégicos asociados con una terminacion
temprana de la lactancia (Philpot y Nickerson, 1993).

La mastitis bovina es una enfermedad multifactorial compleja que resulta de
la interaccion entre el hospedador, el medio ambiente y el patégeno, con
diferentes grados de intensidad, variaciones en su duracién y efectos residuales

(Gonzalez et al., 1980). Si bien la virulencia del microorganismo involucrado es un
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factor importante en el establecimiento de la enfermedad, la susceptibilidad del
animal a las infecciones, esta determinado por una serie de caracteristicas
fisiolégicas tales como, la configuracion de la ubre y de los pezones, la seleccion
genética, los mecanismos de defensa de la glandula, la edad del animal y el
periodo de lactacion o de secado en el que se encuentra la vaca (Mc Donald et al.,
1979).

Los factores del medio ambiente como el clima, las estaciones, la
alimentacion, estructura, manejo y limpieza del tambo, tamafio del rodeo, tipo de
ordefo, condiciones de funcionamiento de la maquina ordefadora, contribuyen a
un aumento de la susceptibilidad de la glandula mamaria a las infecciones (Philpot
y Nickerson, 1993, Hogan y Smith, 2003).

1.2. Tipos de mastitis

1.2.1. Mastitis clinica

La forma clinica se manifiesta en los cuartos mamarios con signos clinicos
inflamatorios evidentes y produce cambios en la calidad de la leche que presenta
modificaciones en sus propiedades fisicoquimicas y organolépticas (sabor,
consistencia y color) (Philpot y Nickerson, 1993 y Sears ef al., 1993).

Los signos clinicos son una expresion de los mecanismos de defensa del
animal y pueden ser tanto locales como sistémicos. Los signos locales en cada
glandula infectada comprenden enrojecimiento, calor, sensibilidad, firmeza
aumentada y edema subcutaneo, disminuciéon de la circulacién sanguinea y
eventual destrucciéon tisular de los cuartos infectados, mientras que los signos
sistémicos incluyen anorexia, depresion, toxemia, temperatura corporal elevada y
postracién. La mayoria de las mastitis clinicas se presentan durante la lactancia,
manifestandose casi el 60 % durante las primeras 6 semanas de este periodo (Mc
Donald, 1984).
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El diagnéstico se realiza a través de la palpacion de la glandula mamaria y
del analisis del aspecto macroscopico de la leche. En cualquier caso de mastitis

clinica, la terapia antimicrobiana es siempre requerida (Mc Donald, 1984).

1.2.2. Mastitis subclinica

El término subclinico se refiere a la inflamacién de la glandula mamaria sin
signos clinicos evidentes, aunque se logra su deteccion por aislamiento del
germen patdgeno y determinacién de la presencia de un numero elevado de
células somaticas (macréfagos, neutréfilos, células epiteliales, etc.) (Sears et al.,
1993).

El tipo subclinico es 15 a 40 veces mas frecuente que la manifestacion
clinica, usualmente la precede y es de larga duracién. Las infecciones subclinicas
pueden progresar como infecciones crénicas, porque son raramente detectadas
por el productor. De este modo la glandula actia como reservorio de agentes
causantes de la enfermedad contribuyendo a pérdidas significativas en la
produccion y calidad de la leche. Por ello la deteccidén de casos subclinicos resulta

de fundamental importancia (Philpot y Nickerson 1993).

1.2.3. Mastitis cronica

La forma crénica puede comenzar con mastitis clinica o subclinica y puede
ser detectada con signos intermitentes de mastitis clinica. Tiene usualmente un
desarrollo progresivo de tejido cicatrizante y muestra un cambio en el tamafio y
forma de la glandula afectada, acompafiado de pérdidas o reducciéon en la
produccion de leche (Philpot y Nickerson, 1993).

La mastitis clinica es reconocida mediante signos visibles de la ubre,
mientras que, la forma subclinica de la enfermedad es reconocida por un
incremento en el Recuento Celular Somatico (RCS) en leche, debido al influjo de

leucocitos. Este parametro es un estimador adecuado para conocer el grado de
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inflamacion de la glandula mamaria. Valores superiores a 200.000 cel/ml son
indicadores de mastitis subclinica en el ganado bovino. En los tambos nacionales
el promedio de las células somaticas varia entre 340.000 y 380.000 cel/ml a lo
largo del afio (Aba L., 2006).

No ocurre lo mismo con el ganado caprino. Si bien, se han establecido
criterios higiénicos y de calidad bacteriologica para leche de cabra en la Union
Europea, aun no esta definido el valor umbral de células somaticas (Delgado, et
al.; 2003). Aunque diversos autores coinciden en adoptar un umbral de 10° cél/mi
(Contreras et al,, 1997; Delgado et al.; 2003), existen evidencias que muestran
que la leche de cabras no infectadas pueden contener mas de 10° cél/mi
(Contreras et al., 1999; White, 1999) y por ende, indicando que un valor elevado
de RCS por si s6lo no es indicador de infeccion en cabras.

No obstante, Mc Dougall et al. (2001) afirma que el RCS es el mejor indice
de prediccion del status de infeccion de la glandula a pesar del numero de factores

que lo afectan.
2. Microorganismos patégenos productores de mastitis bovina

Si bien, existen causas no infecciosas que pueden desencadenar los
mecanismos que caracterizan la respuesta inflamatoria, el 80 % de las mastitis
son producidas por agentes infecciosos (Watts, 1988). De acuerdo a su habitat y
naturaleza patégena, los microorganismos pueden ser clasificados como
microorganismos contagiosos o ambientales (Watts, 1988; Philpot y Nickerson,
1993).

2.1. Microorganismos contagiosos

Los microorganismos contagiosos son Staphylococcus aureus 'y
Streptococcus agalactiae. (NMC, 2003).
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Estos microorganismos se encuentran en la piel de la ubre y los pezones, y
en el canal del pezén de las vacas infectadas, contribuyendo a la transmision
desde los cuartos infectados a los no infectados principalmente durante el ordefio.
De esta manera, la fuente principal de estos microorganismos son las ubres
infectadas de las vacas. Estos microorganismos se adaptan bien al crecimiento
dentro de la ubre, usualmente comienzan con infecciones subclinicas de larga
duracion, que pueden persistir durante la lactancia y en lactaciones subsecuentes
(Philpot y Nickerson, 1993).

Estos patégenos son controlados mediante la implementacion de un plan de
control de 5 puntos, basado en la desinfeccion post-ordefie del pezén, adecuado
mantenimiento del equipo de ordefio, terapia basada en antibidticos con fines
profilactico-terapéuticos y descarte de las vacas con infecciones crénicas (Leigh,
1999a).

2.2. Microorganismos ambientales

Los principales microorganismos reconocidos dentro de este grupo son
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus equinus,
Escherichia coli, y especies de los géneros Enterococcus, Klebsiella y Citrobacter.
(Philpot y Nickerson, 1993).

El principal reservorio de estos microorganismos se encuentra en los
alrededores del establo, incluyendo la materia fecal, el suelo, el agua, los
alimentos ensilados, los corrales y el material vegetal. Acceden al interior de la
ubre en el intervalo entre ordefios (Philpot y Nickerson, 1993). Su amplia
distribucién en el medio ambiente y sus posibilidades de alcanzar el tejido
glandular aumenta en condiciones de mala higiene, con ordefios realizados en
ubres hiimedas, con el uso de esponjas sucias y con camas inadecuadas (Giraudo
y Busso, 1980).

Como consecuencia del éxito de la implementacion de las estrategias de

control sobre los patdgenos contagiosos, diversos autores han demostrado un
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cambio en la etiologia de la enfermedad (Patchara et al., 2001, Phuektes et al,
2001). Desde un punto de vista ecologico, se ha propuesto que los patégenos
ambientales ocupan el nicho dejado por los patdgenos contagiosos, provocando
un aumento de su prevalencia en las infecciones intramamarias (Patchara et al.,
2001).

2.3. Otros microorganismos

Entre las especies bacterianas con mayor prevalencia aisladas de glandulas
infectadas en la mayoria de los rodeos se encuentra Corynebacterium bovis y
Staphylococcus coagulasa negativos.

Otros microorganismos usualmente causan infecciones esporadicas y
afectan soélo una o pocas vacas dentro de un rodeo. Entre ellos se pueden
mencionar Pseudomonas aeruginosa, Arcanobacterium pyogenes, Mycoplasma
bovis, y especies de Nocardia, Bacillus y Serratia (NMC, 2003). En climas
tropicales adquieren relevancia levaduras del género Candida y algas

pertenecientes al género Prototheca (Casia Dos Santos y Marin, 2005).

3. Género Streptococcus

Los microorganismos pertenecientes al género Streptococcus se
caracterizan por ser células esféricas u ovoides, de 0,56 a 2 ym de diametro,
dispuestas en cadenas o de a pares cuando crecen en medios liquidos. Gram
positivos, usualmente inmoéviles, no forman endosporas. Algunas especies son
capsuladas. Son anaerobios facultativos, catalasa negativos y quimiorganétrofos,
requieren medios nutricionales ricos para su crecimiento y algunos necesitan una
atmésfera enriquecida en 5% de CO,. Poseen metabolismo fermentativo con gran
produccion de acido lactico, aunque sin gas. El crecimiento esta usualmente

restringido a temperaturas entre 25-45°C, con un 6ptimo a 37°C



eeeecoooeeooceotorocrocceccccctecceccccc e

Introduccion

El género Streptococcus ha sido descripto como el segundo agente
etiologico causante de mastitis bovina (Tessi et al., 1979; Giraudo y Busso, 1980,
Mc Donald, 1984; Rivero et al., 1984; Calvhino et al.; 1991; Aarestrup et al.; 1995).

Las especies con mayor frecuencia de aislamiento son S. agalactiae, S
dysgalactiae y S. uberis, siendo esta ultima especie, responsable del 33% de los
casos de mastitis clinica a nivel mundial en rodeos que aplican medidas de control
y sanidad animal (Philpot y Nickerson 1993).

En la Argentina existe un reducido numero de estudios dirigidos al
relevamiento de especies estreptococcicas. En una investigacion realizada en 6
establecimientos lecheros pertenecientes a la cuenca lechera central de nuestro
pais, la especie S. uberis fue aislada con una frecuencia del 25,5% a partir de 90
aislamientos de cocos Gram positivos, catalasa negativos de muestras de leche

compuesta (Reinoso et al,.2008)

3.1. Streptococcus uberis

En general, las estrategias de control de la mastitis no han provocado una
reduccion significativa de la incidencia de mastitis producidas por microorganismos
ambientales como S. uberis. La mayoria de las investigaciones han informado
sobre la identificacion de multiples cepas de S. uberis dentro de un rodeo
(Bassegio et al., 1997; Douglas et al., 2000; Phuektes et al., 2001). Asi, estos
resultados refuerzan fa hipotesis que sostiene el origen ambiental de S. uberis.

Sin embargo, en otros estudios se ha descripto la infeccion de varios
animales de un rodeo con la misma cepa de S. uberis (Jayarao ef al., 1993;
Gillespie et al, 1998; Oliver et al, 1998; Zadoks y Schukken, 2003). Este
comportamiento podria ser atribuido a la transmisién por via contagiosa de un
animal enfermo a un animal sano. Aunque también, podria ser consecuencia de
una infeccion simultdnea de multiples vacas a partir de una misma fuente
ambiental. Estas discrepancias se basan en diferencias en la virulencia de las

cepas, a un manejo inapropiado del rodeo, o a una combinacién de ambas.
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Se podria esperar un éxito mayor de las medidas de control con una
reduccion significativa de la incidencia de mastitis provocadas por S. uberis,
dejando de lado la simplificacion de considerar a este microorganismo como
patdogeno ambiental, y admitiendo el comportamiento dual de S. uberis como

patdogeno ambiental y contagioso (Zadoks y Schkken, 2003).

3.2. Caracteristicas de la mastitis producida por S. uberis

La enfermedad producida por S. uberis raramente es severa. Puede
presentarse en forma crénica o subclinica con sintomas suaves, involucrando
cambios en la secrecion y tejido de la ubre. La forma clinica es mas frecuente en
la lactancia temprana (Mc Donald, 1984).

La tasa de nuevas infecciones es alta luego de la injuria del canal del pezén
y durante la segunda mitad del periodo seco, especialmente en rodeos donde no
se realiza terapia de secado a todas las vacas y dos semanas previas a la
paricién, aislandose este microorganismo en el calostro de vacas primiparas (Mc
Donald, 1984). La susceptibilidad de la glandula a la infeccion por S. uberis
aumenta a medida que el periodo seco progresa, pudiendo ser atribuido a la
internalizacion del microorganismo en etapas tempranas de este periodo. Luego el
pezén se hace mas resistente a la penetracién, pero la susceptibilidad de la
glandula se acrecienta (Leigh, 1999). Las tasas mas altas de infeccién se dan en

vacas adultas durante el invierno o durante el periodo de lactacion temprana.

3.3. Taxonomia

La especie Streptococcus uberis asociada a mastitis bovina fue descrita por
primera vez por Dernhofer (1932), la que mostraba similitud con los estreptococos
piégenos. Fue Roguinsky (1972) quién estableci6 en base a propiedades
fisiolégicas, que las cepas de S. uberis constituyen una especie bien definida.

Facklam (1977) clasific6 al geénero Sfreptocccus en 4 grupos mayores,
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S. pyogenes, S. viridans, S. lactis y Enterococcus. S. uberis fue incluido dentro de
los estreptococos “viridans”.

Schleifer y Kilpper, (1984) y Schleifer (1985), en una revisién taxonémica
del género Streptococcus, reclasificaron a éste, en los géneros Enterococcus,
Lactococcus y Streptococcus. Posteriormente, Schleifer y Kilpper Batz (1987)
subdividié al género Streptococcus en tres grupos, estreptococos pidgenos,
estreptococos orales y otros estreptococos. S uberis junto a otras especies fue
ubicado dentro de la categoria de otros estreptococos.

En base a la hibridacion ADN-ADN, Garvie y Bramley (1979) y Collins et al.
(1984), demostraron la existencia de 2 genotipos designados, S. uberis tipo | y tipo
Il. Segun Hardie (1986), la taxonomia de S. uberis era insatisfactoria. La especie
era bioquimica y serolégicamente heterogénea

Luego de un analisis comparativo de la secuencia nucleotidica del RNA
ribosomal 16S de S. uberis tipo 1 y Il, Williams y Collins (1990), propusieron para el
tipo Il la designacién de S. parauberis, una nueva especie.

Desde el punto de vista de la bioquimica, se puede observar una gran
variabilidad entre las cepas. El crecimiento en inulina ha sido recomendado como
test de rutina para la identificacion de S. uberis (Hogan et al., 1999; Fortin et al.,
2003). No obstante, Watts (1988) reporté que el 100% de las cepas de S. uberis
analizadas no presentaban capacidad de fermentar inulina. Por otra parte Lammler
(1991) y Devrise et al (1999) informaron que el 100% y el 98% respectivamente,
daban resultados positivos frente a inulina. Khan et al., 2003 y Odierno et al., 2006
reportaron un 69% y 64% respectivamente de cepas con capacidad de utilizar la
inulina. Por lo tanto los miembros de esta especie son altamente variables en
cuanto a su bioquimica.

Se han realizado varios intentos para identificar a S. uberis mediante
métodos serolégicos. Entre ellos, la clasificacion serolégica de Lancefield en base
a diferentes carbohidratos antigénicos de pared ha mostrado que algunas cepas
reaccionan con antisueros especificos del grupo E, pero ocasionalmente con el

grupo B, C, D, G, Py U. Por lo tanto, el empleo de la serologia parece ser de poco

10
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valor para la identificacion de esta especie considerando la marcada
heterogeneidad seroldgica de S. uberis.

La identificacién a nivel de especie de microorganismos pertenecientes al
género Streptococcus involucrados en infecciones de la glandula mamaria bovina
tiene gran importancia clinica y epidemiolégica para un adecuado tratamiento
terapéutico y adopcién de medidas profilacticas para el control de la mastitis
(Poutrel Ryniewics, 1984). En general, la identificacién a nivel de especie de los
patogenos de mastitis en la mayoria de los laboratorios de diagnéstico veterinario
estd basada en el andlisis de caracteristicas fenotipicas mediante pruebas
bioquimicas, serolégicas o perfiles enzimaticos.

Sin embargo, los marcadores fenotipicos pueden variar su expresion bajo
ciertas condiciones ambientales o de cultivo. De esta manera, cepas de una
misma especie pueden presentar perfiles bioquimicos atipicos. Ademas las
pruebas bioquimicas no permiten diferenciar S. uberis de S. parauberis (Facklam,
2002).

Por ello, los laboratorios de diagnéstico dedicados a la identificacién de
patégenos que causan mastitis han informado frecuentemente la incapacidad de
identificar a nivel de especie entre el 1y el 10% de los aislamientos pertenecientes

al género Streptococcus y Enterococcus.

4. Factores de virulencia

Las cepas de las especies patégenas asociadas a mastitis, ponen en juego
un conjunto de estrategias para acceder a la glandula mamaria, multiplicandose a
un ritmo suficiente para prevenir su eliminacién durante el ordefio, facilitar su
adherencia a células epiteliales y posterior colonizacion de los tejidos. Por otra
parte debe resistir a la accion bactericida de las células fagociticas y favorecer asi,
su persistencia (Leigh,1999; Chlatwal, 2002).

Entre los potenciales determinantes de virulencia identificados y

caracterizados en cepas de S. uberis, se encuentran la capsula de acido
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hialurénico, el factor activador de plasminégeno, el factor uberis, las proteinas M-
like y R-like, la toxina neutrofilica, la hialuronidasa, y las proteinas de union a
componentes de la matriz extracelular, como colageno, fibronectina y laminina,
(Oliver et al., 1998).

4.1. Capsula de acido hialurénico

La capacidad de ciertas bacterias para evadir la opsonizacion ha sido
considerada como un importante factor de virulencia, y la presencia de
polisacaridos capsulares en la superficie celular ha sido asociada a la resistencia a
la fagocitosis (Almeida y Oliver, 1993).

Estudios dirigidos a profundizar el conocimiento de los factores de virulencia
de S. uberis han descrito que la capsula esta constituida por acido hialurénico
(Matthews et al., 1994a). El material capsular puede presentarse bajo una forma
de alto peso molecular, asociado a la célula bacteriana, y una forma de bajo peso
molecular, aparentemente liberada al medio ambiente.

El acido hialurénico liberado bloquea los receptores Fc presentes en la
superficie de las células con capacidad fagocitica, impidiendo la unién de
anticuerpos opsonicos sobre la membrana de los fagocitos y, por lo tanto, la unién
y engolfamiento de las bacterias opsonizadas. De esta forma, el material
extracelular puede facilitar la supervivencia de cepas no capsuladas en la glandula
mamaria (Oliver et al., 1998).

Han sido propuestos dos mecanismos generales para explicar el rol de los
polisacaridos capsulares en la resistencia bacteriana a la fagocitosis por los
neutrofilos. La capsula podria prevenir la unién a la célula bacteriana de factores
opsénicos como anticuerpos o el complemento, y actuaria enmascarando
antigenos de superficie.

En el segundo mecanismo propuesto, la capsula seria permeable a los
factores opsoénicos, los cuales se unirian debajo de la superficie capsular

conformando asi una barrera que evita el contacto posterior entre las opsoninas y

12
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los receptores presentes en las células fagociticas (Leigh, 1999). Asimismo, la
repulsién electrostatica entre la membrana electronegativa de los fagocitos y el
material capsular cargado negativamente, contribuyen al rol antifagocitico de la
capsula (Almeida y Oliver, 1993, Oliver et al., 1998).

La presencia ubicua de acido hialurénico en los mamiferos no permite que
esta sustancia sea facilmente detectada por el sistema de vigilancia inmunolégica
del huésped, y por lo tanto explica la baja capacidad antigenica de la capsula de
S. uberis y su reducida induccién de anticuerpos opsonicos.

Ward et al. (2001) han demostrado la presencia de un operén constituido
por tres genes, hasA, hasB y hasC que codifican enzimas involucradas en la
sintesis de este polisacarido capsular. El gen hasA codifica la enzima hialuronato
sintetasa que cataliza el ensamble de acido hialurénico a partir de acido
glucurénico y N-acetil glucosamina. El gen hasB codifica una enzima UDP-glucosa
deshidrogenasa y el producto del tercer gen, hasC es una UDP-glucosa
pirofosforilasa (Figura 1).

En el mencionado trabajo, los autores también demostraron una reducida
resistencia a la fagocitosis de mutantes no capsuladas como resultado de la
disrupcién de los genes hasA y hasC. De esta manera, los estudios permitieron
confirmar que estos genes son esenciales para la produccién de capsula de acido
hialurénico. Los hallazgos mostraron la correlacién entre la produccion de material
capsular y la resistencia a la fagocitosis por los neutréfilos.

Field et al. (2003) informaron que el genotipo hasABC con capacidad de
producir capsula, fue el predominante entre las cepas de S. uberis aisladas de
leche bovina, mientras que el genotipo hasC, incapaz de producir capsula, mostro
reducida frecuencia de aislamiento (10%). Asi, los resultados permiten especular

que la capsula es relevante en el establecimiento de la infeccion intramamaria.
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Figura 1. Representacién esquematica de los genes hasA, hasB y hasC en S. uberis.
Las flechas sin relleno representan la orientacion de los genes. Los tridngulos rellenos
indican la orientacion de los marcos de lectura abiertos (ORFs)

4.2. Factor activador de plasminégeno

El plasminogeno, zimégeno de la plasmina, es activado mediante la ruptura
de un enlace peptidico por la accion de activadores fisiologicos presentes en los
mamiferos.

La plasmina, una serin proteasa, cumple una importante funcién en los
procesos fisiolégicos de los mamiferos, tales como la degradacién de proteinas de
la matriz extracelular, lisis de la fibrina, migracién celular, entre otras.

No obstante, diversos microorganismos patégenos, han desarrollado
activadores de plasmindégeno para aprovechar la actividad plasmina del huésped.
El activador de plasminégeno PauA es el primer activador de plasmindégeno
descripto en S.uberis con capacidad para activar el plasminégeno bovino, ovino y
equino a plasmina, aunque incapaz de activar el plasmindégeno porcino o humano.

Es secretado como una proteina madura con un peso molecular de
aproximadamente 30 kDa, luego de la remocion de un péptido sefial.

S. uberis presenta exigentes requerimientos nutricionales de aminoacidos,
vitaminas y elementos trazas, y por ende, su caracter es auxotréfico. En particular,
esta especie requiere entre 10 a 13 aminoacidos para crecer en un medio
guimicamente definido. Ante la ausencia de ciertos aminoacidos esenciales, el
crecimiento de este microorganismo puede ser restablecido mediante la inclusion

de hidrolizados de caseina al medio de cultivo (Ward et al., 2003).
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Por otro lado, Ward et al.(2003) propusieron que el crecimiento de S. uberis
en leche residual y recién sintetizada deficiente en aminoéacidos y péptidos podria
ser atribuida a la habilidad para hidrolizar proteinas del hospedador.

La generacion de plasmina permite la ruptura proteolitica de la fibrina y de
proteinas del tejido conectivo, facilitando la penetracion bacteriana de las barreras
titulares y su diseminacioén en los tejidos circundantes a la infeccién. Por ello, los
investigadores han atribuido a la proteina PauA un rol potencial en la colonizacién
de la glandula mamaria (Rosey et al., 1999; Leigh, 2004). Ademas la activacion del
plasminégeno endégeno presente en la leche, induciria la hidrélisis de la caseina
y, de ese modo, la liberacion de péptidos y aminoacidos contribuirian a la
multiplicacion de S. uberis en la glandula mamaria (Johnsen et al.,1999).
Asimismo, la unién de plasmina en la superficie bacteriana permitiria la
disponibilidad de péptidos préximos a la célula (Lincoln y Leigh, 1998).

La proteina PauA esta presente en la mayoria de las cepas de S. uberis
aisladas de casos de mastitis clinica. Estudios realizados por Rosey et al. (1999)
han informado que el gen pauA de dos cepas, una aislada de Estados Unidos y
otra del Reino Unido, comparten un 99% de identidad en su secuencia, sugiriendo
que el antigeno es altamente conservado entre las cepas (Figura 2).

Johnsen et al (1999) identificaron un segundo activador del plasmindégeno
denominado PauB, con un peso molecular de 45 kDa, en la cepa SK880 de S.
uberis aislada de un caso de mastitis clinica en Dinamarca. Mas tarde, Ward y
Leigh (2002) determinaron la ausencia del activador de plasmindégeno PauA en
esta cepa y comprobaron que el gen pauB ocupa el locus normalmente ocupado
por PauA (Figura 2). Los autores demostraron su actividad sobre plasminégeno
bovino, ovino, equino, caprino, porcino, de conejo y humano. Estudios futuros
deberian confirmar si la aparente carencia de especificidad de especie de pauB
podria ser debida a su secuencia primaria o quizas resulta de un mecanismo
alternativo de activacién (Ward y Leigh, 2002).

El gen pauB no fue hallado en cepas clinicas y subclinicas aisladas de 9

rodeos del Reino Unido ni en cepas de origen clinico de 20 rodeos de los Paises
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Bajos. Por lo tanto, PauB representa un nuevo activador de plasminégeno con
amplia especificidad y de muy baja frecuencia.

La reducida distribucién de pauB ha permitido sugerir la posibilidad que la
adquisicién de este gen por la cepa SK880 haya ocurrido recientemente. Por el
contrario, se podria argumentar que la expresion de pauB confiere poca ventaja a

la cepa, limitando asi su diseminacion (Ward y Leigh, 2002).

hexB ot PaAvA fhexA
laitoin > cnas sz
Loy e — e A==

Figura 2. Representacion esquematica de los genes pauA 'y pauB en S. uberis.

Las flechas sin relleno representan la orientacion de los genes. Los triangulos rellenos
indican la orientacion de los marcos de lectura abiertos (ORFs). Las flechas restantes
indican la ubicacion de los cebadores.

4.3. Factor uberis

El factor CAMP (Christie-Atkins-Munch-Petersen) fue identificado por
Christie et al. (1944) como responsable de un fendbmeno hemolitico denominado
reaccién de CAMP, el cual ocurre cuando una estria de estreptococo del grupo B
es sembrada en agar sangre de manera perpendicular a una estria de
Staphylococcus aureus.

La reacciéon de CAMP consiste de dos pasos secuenciales. En el primer
paso se produce la hidrolisis de la esfingomielina y de los fosfolipidos de la
membrana por la esfingomielinasa o fosfolipasa (B-toxina) liberada por S. aureus.

En la segunda etapa, luego de la liberacién de ceramidas, una proteina

extracelular termoestable con actividad cohemolitica 6 factor CAMP interactia de
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manera no enzimatica con la membrana ya inestable y conduce a la lisis celular
(Jiang et al., 1996; Gase et al., 1999).

Skalka y Smola (1981) describieron una exosustancia con actividad similar
en S. uberis e informaron la muerte de conejos y ratones blancos por
administracion parenteral de esta proteina extracelular denominada factor uberis.

Si bien es similar a nivel quimico con el factor CAMP presente en cepas de
S. agalactiae, muestra diferencias en actividad, cinética y produccion durante el
ciclo de crecimiento. Esta exoproteina de 42 kDa (Lopez et al.,(1995) presenta
actividad litica sobre eritrocitos bovinos y ovinos y puede ser detectada por su
actividad sobre membranas artificiales previamente tratadas con fosfolipasa o
esfingomielinasa (Jiang ef al., 1996).

Ademas de su presencia extracelular y actividad cohemolitica, la proteina
CAMP se encuentra en la superficie de los microorganismos y se une mediante
una reaccion no inmune con la fracciéon Fc de las inmunoglobulinas G y M de
diferentes origenes (humanos, ratones, conejos y bovinos). Asi, impediria la unién
de anticuerpos opsoénicos sobre la membrana de los fagocitos y, por ende, la unién
y engolfamiento de las bacterias opsonizadas (Jurguens et al., 1987).

Aunque el rol del factor CAMP en la patogénesis no ha sido dilucidado,
varias investigaciones sugieren que la liberacion de esta proteina puede afectar
negativamente la respuesta inespecifica del hospedador, debido a un potencial rol
antifagocitico. Se ha demostrado que una unica inyeccién intravenosa de ésta
proteina parcialmente purificada causa la muerte de conejos. Estas observaciones
permiten especular sobre el rol potencial de la proteina CAMP en la patogénesis
(Jurguens et al., 1987).

Jiang et al. (1996) clonaron y secuenciaron el gen cfu responsable de la
expresion de este factor en S. uberis, y determinaron la presencia del gen
Unicamente, en las cepas que presentaron reaccion CAMP positiva y restringido a

una pequefia proporcién de las cepas.
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4.4. Hialuronidasa

La enzima hialuronidasa fue descripta por primera vez en S. uberis por
Schaufuss et al; en 1989. Los autores sugieren un rol destacado de la
hialuronidasa en la diseminacién de S. uberis en glandula mamaria, considerando
su capacidad de hidrélisis del acido hialurénico, un componente esencial del tejido
conectivo (Schaufuss ef al; en 1989).

En bacterias Gram negativas, los disacaridos resultantes de la hidrélisis del
acido hialurénico, son transportados y metabolizados intracelularmente aportando
nutrientes que contribuyen a la multiplicacién y diseminacién del patégeno (Hynes
et al.; 2000). No obstante, los autores sugieren que la hialuronidasa podria
contribuir en los microorganismos Gram positivos, tanto a la diseminacion como a
la proliferacion bacteriana como consecuencia del aporte de nutrientes.

Sin embargo, en los estreptococos del Grupo A se ha planteado una
paradoja debido a la produccién de hialuronidasa y de una capsula antifagocitica
constituida por hialuronato. De esta manera, representa un “conflicto de intereses”
desde un punto de vista racional, dado que la hialuronidasa producida degradaria
la capsula haciendo al microorganismo susceptible a la fagocitosis (Hynes et al.;
2000). La resistencia a la fagocitosis es un mecanismo inespecifico fundamental
presente en los patdgenos para evadir las defensas del huésped. Por ello, se ha
propuesto en S. pyogenes un factor antifagocitico adicional, la proteina M, la que
provee suficiente proteccion durante la produccién de hialuronidasa (Hynes y
Walton, 2001).

Crater y van de Rijn (1995), pusieron en evidencia el fenotipo acapsular en
fase estacionaria en cepas capsuladas de Streptococcus Grupo A y ausencia de
actividad de hialuronato sintetasa en membrana. Por lo tanto, este fenbmeno
seria la consecuencia de un mecanismo de regulacién transcripcional, y no a la

produccién de hialuronidasa extracelular (Crater y van de Rijn.,1995).

18



00000000000 000 000000000000 000C0O0CO0CGCGCOIOCOINCEROIOINOINCCGOIOITCTPOSETDS T

Introducerdn

4.5. Adherencia e Invasion a células epiteliales mamarias

La adherencia de los patégenos asociados a mastitis a las células
epiteliales es considerada un evento esencial para lograr una colonizacion exitosa
de la glandula mamaria (Sutra y Poutrel, 1994). Asi, evitan su eliminacion
mediante el proceso de barrido durante el ordefio y compiten por los nutrientes
presentes en la superficie de las células del hospedador.

La adherencia es seguida rapidamente por la entrada del patogeno a las
células ocupando el medio ambiente intracelular donde no estan presentes las
células fagociticas, anticuerpos y factores antimicrobianos. Para alcanzar la
internalizacion, los patégenos inducen su propia adsorcién al activar receptores en
la célula hospedadora, proceso que dispara cambios en su superficie, llevando al
engolfamiento e internalizacién del patégeno adherido.

En la adherencia de S. uberis estan involucradas proteinas de la superficie
bacteriana con afinidad por factores del hospedador. Entre ellas, han sido
reconocidas proteinas, tales como, proteina semejante a la proteina M (M like),
proteinas de unién a lactoferrina, proteinas de union a colageno. Ademas, Almeida
et al., (1999a y 1999b) sugieren la existencia de otras estructuras presentes en la
superficie bacteriana que usan proteinas de la matriz extracelular como moléculas
puente para realzar la adherencia de S. uberis a las células epiteliales. Entre ellas,
se han identificado a proteoglicanos y glicosaminglicanos, como asi también a
proteinas presentes en leche.

En la célula epitelial, el proceso de internalizacién requiere de energia
metabdlica, de un citoesqueleto funcional y de un sistema de transducciéon de
sefiales, mediado por tirosina quinasa y proteina C quinasa (Almeida, 2000).
Ademas, los patégenos requieren de proteinas especificas para su internalizacién
al citoplasma, y por ende, presentan una sintesis activa de proteinas (Matthews et
al., 1994b; Almeida y Oliver, 1995; Almeida, 1996; Almeida y Oliver, 2001b). Asi, el
patogeno alcanza su propia internalizacion y se encuentra en un medio ambiente

seguro. Esto, puede permitir la diseminacién del patégeno a células vecinas, o la
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bacteria puede permanecer en el citoplasma, resultando en infecciones
persistentes. Ademas, la unién a factores del hospedador es usado para
enmascarar sitios especificos en su superficie, evitando la unién de anticuerpos, e
impidiendo su engolfamiento y muerte por las células fagociticas (Almeida, 2000;
Almeida, 2001b).

Estudios de microscopia electrénica realizados en S. uberis han mostrado
cambios en la membrana de la célula hospedadora con formaciéon de
pseudopodos y vacuola, y una supervivencia intracelular de hasta 120 h
(Matthews, 1994). Sin embargo, dentro de las 24 h el patégeno no fue encontrado
en el interior de las vacuolas, sino en forma libre en el citosol de la célula
hospedadora.

Las investigaciones realizadas por Almeida (2006) demuestran que el
trafico intracelular de S. uberis consiste en un mecanismo dependiente de
invaginaciones de la membrana citoplasmatica (caveola), el cual esta desacoplado
de la acidificacién del endosoma y de la fusién del endosoma-lisosoma. Esta
estrategia permitiria explicar la persistencia intracelular de S. uberis sin causar
dafo a las células.

En S. uberis, se ha demostrado no so6lo la internalizacion de las células
epiteliales mamarias, sino también su capacidad para salir a través de la
membrana basolateral con posterior adherencia e internalizacién en las celulas
epiteliales subyacentes. De esta manera, se comprende el hallazgo de zonas
focales profundas de infeccion bacteriana activa detectada en casos de mastitis
cronica (Almeida et al.; 1994; Almeida yOliver, 1995).

4.6. Otros factores de virulencia

4.6.1. Toxina neutrofilica

Leigh (1994b) propuso que la capacidad de resistir a la fagocitosis por los

neutréfilos de las cepas de S. uberis capsuladas era debido a una molécula, de
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500 a 1000 Da no antigénica, termoestable y resistente a la actividad de
proteasas, que podria inhibir o lisar a dichas células. Tal molécula parece ser
producida por las cepas capsuls jas y permaneceria retenida en la matriz
capsular. ) g -

4.6.2. Proteina M-like

La proteina M ejerce una funcién antifagocitica a través de la union a
proteinas de la matriz extracelular, fibronectina, fibrindgeno y albimina bovina,
enmascarando epitopes bgc_:terianos. De esta manera, bloquea la deposicién de
opsoninas sobre la superfi'cie bacteriana y por ende, el reconocimiento por los
macrofagos del huésped (Almeida ef al.,1996; Aimeida et al.; 2005).

4.6.3. Proteina SUAM

LLa lactoferrina, glicoproteina de unién a hierro, presente en secreciones
biolégicas, leche y leucocitos, representa uno de los mecanismos inespecificos
antibacterianos a través del secuestro de hierro del medio ambiente.

Investigaciones realizadas en 5 cepas de S. uberis crecidas en leche han
puesto en evidencia al menos dos proteinas de superficie involucradas en la unién
a lactoferrina, (Lbp, lactoferrin binding protein). Esta interaccién podria tener
importantes implicancias en la patogénesis de la mastitis bovina posibilitando la
adquisicién de hierro para su crecimiento (Fang y Oliver, 1999). Sin embargo,
Moshynskyy et al. (2003) informan que tanto una mutante isogénica, que carece
de la secuencia interna del gen /bp, como la cepa parental, incorporan niveles
similares de hierro.

Por otro lado, Fang et al. (2000) han sugerido que la Lbp cumple un rol de
molécula de union entre S. uberis y las células epiteliales mamarias bovinas,

faciltando su adherencia. Sin embargo, Moshynskyy et al. (2003) informan que la
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Lbp no es responsable de la adherencia de S. uberis a las células epiteliales del
huésped. _

Sin embargo, Almeida et al. (2006) han identificado una proteina bacteriana
denominada SUAM (Molécula de Adhesién de Streptococcus uberis), idéntica en
masa molecular y afinidad por la lactoferrina a una de las descritas por Oliver et a/
(1998) y Fang et al (2000) y Los autores proponen que es una molécula de
adhesion con afinidad por la lactoferrina, involucrada en la adherencia e
internalizacion de S. uberis a las células epiteliales mamarias bovinas (Oliver et
al., 2004, Almeida et al., 2006).

4.6.4 GapC

Dentro de las proteinas de superficie, S. uberis posee una enzima con
actividad gliceraldehido fosfato deshidrogenada (GAPDH), inicialmente descrita en
estreptocococos del grupo A. como deshidrogenasa de superficie estreptococcica
(SDH), también llamada GapC. Esta proteina presenta multiples actividades
ademas de intervenir en el metabolismo de la glucosa en la fosforilacion del
gliceraldehido 3-P a acido 1-3 difosfoglicérico.

Al igual que la proteina SDH de S. pyogenes, las proteinas GapC
identificadas en S uberis, S. agalactiae y S. dysgalactiae con actividad GAPDH,
presentan elevada homologia y estan ubicadas en la superficie de la bacteria y
unen plasmina. La proteina SDH de S. pyogenes muestra ademas actividad de
ADP ribosilacién, la cual afecta la transcripcién de la célula hospedadora y realza
la patogénesis de la enfermedad.

El gen gapC de S. uberis ha sido clonado y secuenciado, y la vacunacion
de vacas lactantes con la proteina GapC de S. uberis ha resultado en una
proteccion significativa frente al desafio heterdlogo dado que el RCS no
incremento significativamente. (Fontaine ef al., 2002).

Ademas, se ha demostrado que una proteina quimérica construida a partir
de la region conservada de la proteina GapC de S. uberis, y de regiones no
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conservadas de S. agalactiae y S. dysgalactiae, mantiene la actividad enzimatica
de la proteina GapC de S. uberis. De esta manera, podria ser usado para la
proteccion contra la mastitis causada por estreptococos contagiosos y ambientales
(Pérez Casal et al., 2004).

5. Genoma de S. uberis

El genoma de S. uberis, secuenciado en su totalidad, resulta un recurso de
gran valor en la identificacion a nivel de especie, en la discriminacién entre cepas
de la especie como asi también, en la deteccién de genes responsables de la

expresion de determinantes de virulencia (http://www.sanger.ac.uk/projects/s

uberis/).

5.1. Identificacién molecular a nivel de especie

El desarrollo y aplicaciéon de técnicas diagnésticas basadas en los acidos
nucleicos ha permitido una identificacion mas adecuada (Jayarao, 1992; Bentley y
Leigh, 1995), atribuida a la menor variabilidad en la composicién dei material
genético con relacion a la presentada por los productos que éste codifica (Gillespie
et al., 1997).

Una de las moléculas mas apropiadas para estos estudios es la subunidad
16S del acido ribonucleico ribosomal (16S ARNr), presente en células en activo
crecimiento en un elevado nimero de copias y con algunas regiones de la
molécula altamente conservadas e intercaladas con regiones variables (Bentley y
Leigh, 1995).

Un sistema de tipificacion molecular basado en el estudio del ADN que
codifica el ARNr mediante la técnica de polimorfismos de longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP) ha sido investigado en una variedad de
microorganismos. Se ha demostrado que el andlisis de patrones de restriccién del

ARNr puede ser una herramienta util para distinguir entre cepas de una misma
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especie, subespecie u otro nivel, dependiendo del grado de heterogeneidad
genomica.

Aunque las cepas de S. uberis presentan heterogeneidad seroldgica vy
bioguimica, muestran idénticos polimorfismos de longitud de los fragmentos de
restriccion de los genes del ARNr amplificados por la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) (Jayarao et al., 1991; Bentley y Leigh, 1995). Este método es de
facil desarrollo e interpretacion, tiene un moderado costo, adecuado poder de
discriminacion y una buena reproducibilidad dentro de un laboratorio, como entre
laboratorios (Olive y Bean, 1999).

5.2. Genotipificacion

Se conoce un numero de técnicas convencionales de tipificacion para
diferenciar cepas de S. uberis, basadas en la susceptibilidad a antibiéticos, fagos,
y reaccion frente a sueros especificos. Sin embargo, entre los métodos basados
en el ADN, el analisis por macrorrestriccion del ADN por electroforesis de campos
pulsados (PFGE) es a menudo considerado el estandar de oro. Se caracteriza por
ser una técnica con elevado poder discriminatorio, que produce perfiles distintos,
faciles de interpretar y reproducibles, aunque posee la desventaja de ser
laboriosa, de costo elevado y que demanda mas tiempo con relacién a otras
tecnicas moleculares (Tenover et al.,, 1995; Olive y Bean, 1999). Constituye una
herramienta esencial para establecer el origen clonal de los aislados bacterianos,
contribuyendo a establecer relaciones epidemiolégicas entre cepas de una misma
especie, aisladas de un rodeo o de diferentes rodeos. La preponderancia de un
determinado perfil genético permite conocer la distribuciéon de determinada cepa
con capacidad infectiva y especular acerca de la deteccion de clones con mayor

virulencia.
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6. Modelos experimentales para el estudio de la patogénesis de la mastitis a
S.uberis

Desde hace varias décadas la patogenia bacteriana es estudiada en
modelos experimentales in vitro e in vivo. Sin embargo, se cuenta con reducido
numero de estudios in vivo realizados para corroborar los hallazgos in vitro.

Para develar la base de la interaccion, hospedador-patégeno se han
desarrollado varios modelos animales en funcién de sus ventajas experimentales,
es decir, bajo costo, facilidad de mantenimiento, similitud al hospedador natural.
Otra caracteristica preferida para cualquier modelo es el conocimiento acerca de
su biologia que permita monitorear y evaluar cambios tras el desafio con un
agente patégeno (Garcia-Lara et al., 2005)

Estos modelos intentan reproducir el medio ambiente especifico encontrado
en el hospedador, y representan una alternativa para el estudio de los factores de
virulencia de las bacterias patogenas (Almeida ef al., 2004).

Desde comienzos del decenio de 1960 los conejos, ratas y ratones han sido
utilizados para determinar diversos aspectos de las caracteristicas
fisiopatologicas, y de las respuestas inmunolégicas durante las infecciones
estafilococales en diferentes 6rganos y sistemas (Garcia-Lara et al., 2005).

Ciertos animales son particularmente utilizados como modelos, como es el
caso del ratén, para el estudio de mastitis infecciosa a S. aureus (Chandler; 1970).
Desde entonces, este modelo se ha utilizado para evaluar la fisiopatologia de las
infecciones intramamarias (IIM) provocadas por S. aureus (Anderson, 1976 y
1978; Reid et al. 1976 ; Chandler ef al., 1980; Brouillette et al., 2003a) y el rol de
los potenciales factores de virulencia bacteriana (Jonsson et al., 1985; Brouillette
et al., 2003b Almeida et al., 2004).

Si bien ciertos modelos animales reproducen patologias como la mastitis,
en apariencia similar a las registradas en bovinos, un conjunto de datos citolégicos
e inmunolégicos demuestran frecuentemente que son poco representativos de lo
que ocurre en el bovino. Por ello, son restrictivos y todas las conclusiones de las

experimentaciones sobre esos modelos seran interpretadas con precauciones y
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sin realizar extrapolaciones rapidas a la infeccibn en el hospedador natural
(Brouillete et al., 2004 ).

En el caso de S. uberis, el modelo ideal seria el bovino, la especie animal
donde se desarrolla preferencialmente esta especie bacteriana. Un reducido
numero de investigaciones han evaluado la patogénesis de la mastitis provocada
por S. uberis en bovinos (McDonald y Anderson, 1981; Thomas et al., 1994; Smits
et al., 1998; Pedersen et al.,, 2003, Rambeaud et al, 2003; Almeida, 2004;
Bannerman et al., 2005). La mayoria de los estudios experimentales demostraron
la induccién con éxito de mastitis clinica luego de inoculacién intramamaria,
realizada en vacas lactantes principalmente. El progreso de la mastitis se
monitore6 mediante la evolucién de diferentes parametros en sangre y en leche
como de los cambios histolégicos en el tejido mamario.

A pesar de las incuestionables ventajas en el uso de los mamiferos para los
estudios de patogénesis, el modelo bovino no resulta un modelo accesible. El uso
de un gran numero de mamiferos es dificil por razones logisticas, éticas y
financieras, y un nimero adecuado es critico a nivel estadistico para superar la
variabilidad intrinseca de los modelos in vivo (Garcia-Lara et al.,2005).

De alli el interés por encontrar un modelo in vivo alternativo adecuado,
sensible y apropiado. La cabra resulta una opcién, dado que es menos costosa y
el modelo permite el estudio de proteinas de la leche y del suero, la interaccion del
patogeno con células mamarias del hospedador y con los componentes inmune
presentes o reclutados durante la infeccion. Ademas, el canal del pezén y la
glandula mamaria de las cabras presentan la ventaja de ser mas grandes con
relacion a la de los ratones (Brouillete et al., 2005).

En ultima instancia, y obviamente, la caracteristica clave para cualquier
hospedador para calificar como un modelo de la patogénesis bacteriana es
responder al agente infeccioso de una manera similar al hospedador para el cual
es modelado. La validez de un par, agente patégeno-hospedador como modelo
debe ser proporcionado por el escrutinio comparativo de los resultados para un
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determinado agente patégeno en varios hospedadores, incluyendo su hospedador

natural (Garcia-Lara et al., 2005).
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Qbjetivos

Il. HIPOTESIS DE TRABAJO

La patogenicidad de Streptococcus uberns ha sido atribuida a potenciales
determinantes de virulencia. Una amplia variedad de cepas han sido asociadas
con mastitis clinica. Por ende, se podria hipotetizar que las cepas de S. uberis
productoras de determinados factores de virulencia inducen mastitis en la glandula

mamaria de cabras.
ilil. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este plan de trabajo esta dirigido a profundizar en el
conocimiento de aspectos fenotipicos y genotipicos de Streptococcus ubens, con
énfasis en la identificaciéon a nivel de especie, en los factores de virulencia como
asi también en la patogénesis de la mastitis provocada por esta especie

bacteriana.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Identificar cepas de Streptococcus uberis mediante métodos bacteriolégicos
convencionales a partir de cocos Gram positivos catalasa negativos, aislados de
muestras de leche de mastitis clinica y subclinica de tambos de las provincias de

Cérdoba, Santa Fe y Buenos Aires.

2.- Confirmar por técnicas moleculares la identidad de las cepas de S. uberis

caracterizadas por pruebas bacteriolégicas convencionales

3.- Investigar la expresion in vitro de los factores de virulencia en las cepas de S.

uberns.
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4.- Determinar la posible correlacién entre los perfiles de virulencia, origen de las

cepas, tambos de procedencia y perfiles genotipicos

5.- Determinar la presencia de genes asociados a la virulencia mediante la técnica

de Reaccion en Cadena de la Polimerasa

6.- Estudiar la capacidad de invasién a una linea celular de epitelio mamario

bovino (MAC-T)

7.-Conocer la respuesta inflamatoria temprana inducida por inoculacion

intramamaria en cabras.
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V. MATERIALES

1. Cepas bacterianas
S. dysgalactiae ATCC 27957, provista por Dr. Gottschalk (Canada)
. uberis ATCC 19436, provista por Dr. Gottschalk (Canada)
. uberis UT101, S. uberis UT 102, provistas por el Dr. Calvinho (Rafaela)
. uberis NCDO 2038 provista por el Dr. Lammler (Alemania)
. bovis ATCC 9809, provista por Dr. Gottschalk (Canada)
. bovis ATCC 27960, ATCC 27968, provistas por Dr Jayarao (USA)
. agalactiae ATCC 3530, provista por Dr. Gottschalk (Canada)
Enterococcus faecalis ATCC 19433 provista por Dr Gottschalk (Canada)

OB v v nu v u

Staphylococcus aureus RC8, cepa productora de 3-hemolisina, aislada

de un caso de mastitis subclinica de un tambo de la Provincia de Cérdoba.
Staphylococcus aureus ISP479C, derivada de S. aureus 8325-4, productora
de exoproteinas y curada del plasmido pl258::Tn 551.

2. Cebadores

Tabla 1. Cebadores utilizados para la amplificacion de los genes pauA, pauB, cfu
hasA, hasB y hasC

HexA 5 — GAG ATT CCT CTC TAG ATATCA-3

Gen pauAl pauB
orf1 5-GGG CTG CAG ATC CGT TAA AAA ATG ACA TTA ATA T-3
5-CTT TATTTT CCC CAA -3
Gen cfu
5 -ATTTCTTGG TCAACT TG T-3
5 -GAAAGG TCT GAT GCT GAT -3
Gen hasA

5 -TCATCCCCTATGCTTACAG-3
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5 -TCT AGA CGC CGATCA AGC -3
5 -TGAATT CCY ATG CGT CGATC -3

Gen hasB

5-TGC TTG GTGACGATT TGATG 3’
5 -GTC CAA TGA TAG CAA GGT ACAC- 3

Gen hasC

3. Marcadores de Peso Molecular
Marcador 1 kb: 0,1 ug/ul (Promega)
Marcador 100 pb: 0,13 pg/ul (Biodynamics)
Fago Lamda 555 ug/ml.

VI. METODOS

1. Aislamiento e ldentificacion Taxonémica de las cepas de Streptococcus
uberis

1.1. Obtencién de las muestras

Un volumen de 3-5 ml de muestra de leche total fue recolectado en tubo
tapa a rosca estéril, luego de desinfectar los esfinteres de los pezones con alcohol
y descartar los primeros chorros. Las muestras provenientes de 18 tambos
ubicados en las Provincias de Cérdoba, Santa Fe y Buenos Aires, se mantuvieron
refrigeradas a 4°C dentro de las 24 horas posteriores a la recoleccion hasta su

procesamiento bacteriolégico (Odierno et al., 20086).

1.2. Aislamiento de cepas de Streptococcus
Las muestras se llevaron a temperatura ambiente, se homogeneizaron y se
realiz6 el aislamiento por siembra de 10ul de leche con ansa estéril en agar sangre

ovino 5% (AS). La identificacion preliminar se realizé en base a la morfologia
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colonial, coloracion de Gram, prueba de catalasa y crecimiento en NaCl. Aquellas
colonias de cocos Gram positivos en cadenas, catalasa y crecimiento en NaCl

negativos se conservaron para su analisis posterior (Odierno et al , 2006).

1.3.  Morfologia colonial
Se observo visualmente el aspecto macroscopico de las colonias. Fueron
seleccionadas como presuntos estreptococos, aquellas colonias de pequefio

tamano (1-2 mm), translucidas, convexas y humedas.

1.4. Tincion de Gram
La observacion al microscopio de cocos Gram positivos dispuestos de a
pares o en cadena, de menos de 2 um de diametro, presupone la presencia de

microorganismos del género Streptococcus.

1.5. Prueba de la catalasa

La emulsiéon de una colonia de un cultivo de 24 h en una gota de H,O, 30%
sobre un portaobjetos limpio permiti6 determinar la producciéon de catalasa. La
formacién de burbujas por liberacion de O, fue registrada como resultado positivo,

mientras que su ausencia indico un resultado negativo (Odierno et al , 2006).

1.6. Crecimiento en caldo NaCl al 6,5%
Se realiz6 por siembra de una colonia en 2 ml de caldo NaCl al 6,5% vy
posterior incubacion durante 24 h. a 37°C. El viraje del medio de violeta a amarillo

fue registrado como resultado positivo (Finegold y Baron, 1989).

1.7.  Conservacion de las cepas.
A partir de un cultivo de 24 h en AS, colonias aisladas fueron resuspendidas
en 1 ml de medio conteniendo CCE - glicerol 20% y conservadas a -80°C para su

posterior analisis.
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1.8. Recuperacion de las cepas

Las cepas fueron recuperadas por siembra de 5 ul del congelado en AS. En
caso de no obtener crecimiento, se suspendié un volumen de 100 pl del congelado

en 2 ml de CCE, procediendo luego a la siembra en AS.

1.9. Identificacién a nivel de especie

1.9.1. Pruebas convencionales

De todos los aislamientos cocos Gram positivos catalasa negativos, se
procedié a diferenciar las cepas de enterococos de los estreptococos por su
capacidad de crecer 6 no en caldo NaCl al 6,5%, respectivamente. La
identificacién bacteriolégica de las cepas de estreptococos aisladas se realizd
segun el esquema taxonémico disefiado en el laboratorio, en base a las pruebas
fisiologicas seleccionadas y detalladas a continuaciéon: prueba de Camp,
produccion de amonio a partir de arginina, reduccion del hipurato, utilizacion de
distintos azucares (inulina, manitol, sorbitol, rafinosa, salicina), hidrolisis de la
esculina y crecimiento a 45°C.

Una cepa de campo fue identificada como perteneciente a una especie
cuando al menos 7 de las 10 pruebas fisiolégicas coinciden con los resultados
obtenidos para la cepa de referencia, y si difieren en al menos dos caracteres con

relaciéon a las restantes cepas de referencia (Odierno et al., 2006).

1.9.1.1. Prueba de Camp

La determinacién de la produccién del factor Camp se realizé por siembra
de los cultivos de Streptococcus a identificar, de manera perpendicular a una
estria de Staphylococcus aureus, productor de R-hemolisina, en placas de agar
sangre. Se considerd positivo la presencia de una zona de hemdlisis total con
forma de punta de flecha en el area de difusion de la hemolisina estafilocécica y

de la proteina estreptocécica (Hogan et al.,1999).
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1.9.1.2. Produccion de amonio a partir de arginina

La determinacion de la produccion de amonio a partir de arginina se realiz6
por siembra de una colonia en 1,5 ml de caldo arginina, seguida de incubacion a
37°C durante 24 h y posterior adicién de 0,5 ml de reactivo de Nessler. Un
resultado positivo fue registrado por viraje del medio a un color amarillo fuerte o

naranja (Finegold y Baron, 1989).

1.9.1.3. Hidrdélisis del hipurato

La determinacion de la prueba de reduccién del hipurato se realizé por
siembra de una colonia en 0,4 ml de la solucién de hipurato, seguida de
incubacion a 37°C durante 24 h y posterior adicién de dos gotas de la solucién de
ninhidrina. Un resultado positivo fue registrado por viraje de color de la solucion
transparente a violeta-purpura (Buchanan y Gibbons, 1986; Finegold y Baron,
1989).

1.9.1.4. Hidrdlisis de la esculina

La determinacion de la prueba de la hidrélisis de la esculina se realizé por
siembra de una colonia en caldo esculina y posterior incubacién a 37°C durante 24
h. El viraje del medio a un color marrén oscuro se consider6 resultado positivo
(McDonald et al.,, 1976b; Hogan ef al 1999;).

1.9.1.5. Fermentacién de azucares

La utilizacién de azucares se realizé por siembra de una colonia en caldo
basico Rojo de Fenol suplementado con 1% del azucar ensayado. Se incubd
durante 7 dias antes de registrar un resultado como negativo. La observacion de
turbidez con viraje del medio de naranja rojizo a amarillo se considerd resultado
positivo, mientras que la reaccion negativa se interpreté cuando el medio con

turbidez viraba al rosado-fucsia (Odierno et al., 2006).
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1.9.1.6. Crecimiento a 45°C

La determinacién de crecimiento a 45°C se realiz6 por siembra de una
colonia en 2 ml de CCE y posterior incubacién durante 24 h a 45°C. Un resultado
positivo fue registrado por deteccion de turbidez en el medio (Finegold y Baron,
1989).

1.9. 2. Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP)

1.9.2.1. Extraccion de ADN cromosomal

Las bacterias crecidas en AS durante 18 h a 37°C fueron recogidas con
hisopo estéril y resuspendidas en 1 ml de buffer TE>. El precipitado obtenido por
centrifugacién de la suspension bacteriana a 7000 rpm durante 5 min. fue
resuépendido en 350 pl de buffer TE®. Las bacterias fueron tratadas con 20 pl de
lisozima durante 30 min. a 37°C y luego lisadas con 20 pl de SDS/Tris/EDTA, 3 ul
de Proteinasa K y 3 pyl de RNAsa por incubacién durante 1 h a 37°C. La
precipitacion de proteinas fue realizada con la adicion de 200 ul de NaCi 5 M

seguida por 15 s de agitacidn y posterior centrifugacién a 7000 rpm durante 5 min.

El sobrenadante extraido fue mezclado con 200 pl de Tris-fenol y 200 ul de
Cloroformo-aicohol isoamilico. La fase acuosa superior fue extraida por
centrifugacién durante 10 min. a 7000 rpm. EI ADN fue precipitado por el agregado
de 2,5 volumenes de etanol 100% y 30 pl de acetato de sodio 1 M seguido de una
incubacion durante 2 h a -20°C. El ADN resultante fue obtenido por centrifugacion
a 14000 rpm durante 5 min, secado en estufa a 37°C y resuspension en 30 yl de
buffer TE? (punto 5, Secciéon Materiales). Los ADNs fueron conservados a -20°C.

La cuantificacion del ADN fue realizada por visualizacion en geles de
agarosa al 0,8% en buffer TAE 1x tefidos con bromuro de etidio (1 ug/ml). En el
gel se sembrd 2 pl de una dilucion 1/1000 del Fago Lamda como marcador de
peso molecular y 1ul de cada muestra de ADN. En cada caso se adicion6 1 ul de
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buffer muestra 6x y se llevé a un volumen final de 10 pl con buffer TE? La
electroforesis fue llevada a cabo durante 1 h a 65 V (Jayarao et al., 1992).

1.9.2.2. Amplificacion del ADNr 16S

Las reacciones de amplificacion se realizaron por mezcla de 10 pyl de buffer
Taq 10x, MgCl; 1,5 mM, 0,5 uM de cada cebador, 200 uM de cada dNTP y 2,5 U
Taq en un volumen final de 100 ul. En todas las reacciones se realizé un control
negativo, colocando en un tubo todos los componentes de la mezcla de reaccién
excepto el ADN, el cual fue reemplazado por un volumen igual de agua.

La amplificacién por Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) fue
llevada a cabo en un Termociclador Hybaid y el programa empleado se basé en
un ciclo de desnaturalizacién de 93°C 90 s y 35 ciclos de amplificacién (93°C 90 s,
56°C 90 s, 75°C 90 s), segun Jayarao ef al. (1992). Los productos de amplificaciéon
correspondientes a cada muestra fueron visualizados en geles de agarosa 1,5%
en buffer TAE 1x tefiidos con bromuro de etidio (1 pg/mli). Se sembraron 10 ul de
cada producto de PCR mezclados con 1 ul de buffer muestra 10x. Cinco
microlitros de un marcador de 1 kb con 1 ul de buffer muestra 10x fue usado para
determinar el peso molecular de los productos obtenidos. La corrida fue llevada a
cabo durante 1 h a 70 V (Jayarao y Oliver, 1994; Gillespie et al 1997).

1.9.2.3. Corte con enzimas de restriccion y electroforesis

La digestion enzimatica del ADN amplificado se realizé con el empleo de
buffer B 6 C, albumina sérica bovina 10x, enzimas de restriccion Hhal, Rsal y
Mspl, ADN amplificado y agua tridestilada estéril. La digestion se realizdé por
incubacion a 37°C durante 2 h (Jayarao et al.,1992).

Los productos de ADNr 16S digeridos con cada una de las enzimas de
restriccién fueron corridos en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio (1
ug/ml), y en buffer TBE 0,5X a 65 V durante 2 h. Se sembré 1ul de buffer muestra
10x por cada 10 pi del producto de digestién. EI marcador de peso molecular
de100 pb fue sembrado con buffer muestra 10x, a razén de 1 ul de buffer por cada
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5 upl de marcador. Los patrones de bandas de ADN fueron visualizados por
transiluminacién con luz UV. Se usé un digitalizador de imagenes (Alpha Innotech
Corporation) y los registros fueron guardados en formato tiff (Tagged image file
format) (Jayarao ef al.,1992).

Los fragmentos de restriccidn de las cepas de referencia S. agalactiae
ATCC 3530, S. dysgalactiae ATCC 27957, S. uberis ATCC 19436, S. bovis ATCC
9809 y ATCC 27968, y E. faecalis ATCC 19433 fueron analizados segun el
esquema propuesto por Jayarao et al. (1992) (Figura 3).

Hhal

Grupo A Grupo B
S. uberis S. saccharolyticus
S. parauberis
S. agalactiae E. faecium
S. dysgalactiae
S. mitis E. faecalis
S. salivarius
S. bovis .
A. viridans E. avium

Figura 3. ldentificacién de especies de Streptococcus de origen bovino a partir de la
digestién de los productos de amplificacion correspondientes al ADNr 16S con las

enzimas de restriccion Hhal, Rsal y Mspl
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Grupo A

l
Rsal

[ I S. agalactiae : :
i . y S. mitis -
S. uberis S. parauberis S. dysgalactiae S salivarius A. viridans
S. bovis

Mspl
S. agalactiae S.dysagalactiae S. mitis S. salivarius S. bovis
Grupo B
Rebl
I
I |
S. saccharolyticus E. faecalis
E. avium E. faecium
Msp! Mspl
E. avium S. saccharolyticus E. faecalis E. faecium
Figura 3. Continuacién
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2. Estudio de la expresion in vitro de factores de virulencia

2.1. Determinacién de capsula

La capsula fue determinada mediante la coloracién de Anthony segun
Finegold y Baron (1989). Una ansada de la cepa cultivada en agar sangre durante
24 horas fue homogeneizada con una gota de leche descremada y extendida para
lograr una delgada pelicula. Luego de secar al aire se tifid con una solucién
acuosa de cristal violeta 1% durante 2 min. Se lavé con sulfato de cobre 20%, se

secd y se observo mediante microscopio éptico (100X) (Finegold y Baron, 1989).

Las cepas S. uberis UT101 y S. uberis UT102 fueron utilizadas como

control positivo y negativo de capsula, respectivamente.

2.2. Determinacién de Factor Activador del Plasminégeno

Un cultivo en caldo TH incubado a 37°C durante 18 h fue centrifugado
10.000 g durante 20 min a 4°C. Un volumen de 30 ul del sobrenadante fue
incubado 1 h a 37°C con plasminégeno bovino 20nM en PBS - lisina 20 nM a pH
neutro, libre de plasmina, en relacion 1:1. El control negativo consistio en partes
iguales de sobrenadante de cultivo y PBS.

Un volumen de 40 ul de la mezcla fue depositado en pocillos practicados en
placas de agarosa 1% adicionada con 2% de leche (Leigh, 1994a). Las placas
fueron incubadas a 37°C durante 24 h.

La producciéon de factor activador del plasmindégeno se detecté por
conversién del plasminégeno a plasmina y posterior actividad caseinolitica en las

placas de agarosa-leche.

2.3. Determinacion del factor uberis
Se sembr6 una estria de la cepa Staphylococcus aureus RC8 productora
de B-hemolisina en agar sangre (Odierno ef al.,1994). En sentido perpendicular, se

sembraron estrias de diferentes cepas de S. uberis.
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La formacién de una zona de hemdlisis total en la proximidad de las estrias
luego de 24 h de incubacioén a 37°C indicé produccion de factor uberis (Lopes et
al., 1995).

Se empleod la cepa S. agalactiae ATCC 3540 y S. dysgalactiae ATCC 27957

como control positivo y negativo, respectivamente.

2.4, Determinacion de hialuronidasa

Un cultivo en caido TH incubado a 37°C durante 18 h fue centrifugado
10.000 g durante 20 min a 4°C. El sobrenadante fue esterilizado por filtracién a
traves de membrana Millipore (0,22 um).

Un volumen de 40 pul fue depositado en pocillos practicados en placas con
medio preparado segun Hynes et al (1994) y Azeredo et al (2001). Brevemente, el
medio consistié en acido hialurénico (400 ug/ml), albumina sérica bovina fraccion
V 1% y agarosa 2% en buffer NaPO4H,/ Na;POsH 50nM pH 7,2. Las placas
fueron incubadas a 37°C durante 18 h, y posteriormente se cubri6 la superficie del
medio con acido acético 2 N durante 10 min

La produccién de hialuronidasa fue detectada por la formacién de un halo
claro, resultante de la degradacién del sustrato, sobre un fondo opaco
blanquecino debido a la precipitacion del complejo acido hialurénico — albumina
con acido acético. Se us6 hialuronidasa testicular bovina (122 U/ml) como control
positivo.

Se realizaron al menos dos ensayos de cada cepa por duplicado.

2.5. Determinacién de proteasa

Los ensayos se realizaron segun la técnica descripta por Ashbaugh et al.
(1998). Cada cepa fue sembrada en forma de pequefios circulos concéntricos en
placas con medio TH suplementado con agarosa 0,8% y leche descremada 3%
P/V. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 h.

La produccién de proteasa con actividad caseinasa se puso en evidencia a

traves de la formacion de una zona de aclaramiento, préximo al sitio de
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inoculacion. Como control positivo se usé 50 ul de papaina (1 mg/ml) dando un
halo claro de 6 mm de diametro. Se realizaron al menos dos ensayos de cada
cepa por duplicado.

2.6. Determinacion de hemolisinas

La produccién de hemolisinas fue determinada por la siembra de cada cepa
en estrias por agotamiento en placa de agar tripticasa soya (ATS) suplementada
con 5% de sangre ovina desfibrinada. Al cabo de 24 h a 37°C se observé la
formacién de zonas de hemdlisis alrededor de las colonias aisladas.

La deteccion de una zona de decoloracion verdusca alrededor de la
colonia, debido a un producto biliverdina derivado de la hemoglobina reducida,
indicé la produccién de a-hemolisina. La ausencia de hemodlisis fue registrada
como hemélisis 5 (Carter y Cole, 1990)

Como controles se utilizaron las cepas S. dysgalactiae ATCC 27957, no
hemolitica y Enterococcus faecalis ATCC 19433 a-hemolitica (Watts J., 1988).

3. Electroforesis de campos pulsantes (PFGE)

3.1. Extracciéon de ADN cromosomal

Se siguio la técnica empleada por Benson y Ferrieri (2001). Un volumen de
0,1 ml de una suspension bacteriana en Caldo TH con turbidez equivalente a la
escala 2 de Mc Farland fue sembrado en la superficie de una placa de agar
crecimiento estreptococo (ACE).

Luego de incubar a 37°C durante 24 h, el crecimiento bacteriano fue
recogido y homogeneizado en 500 ul de buffer TE'. (Apéndice)

Se agregaron 20 pl de lisozima (50 mg/ml) a 225 pl de la suspension vy,
luego de incubar 30 min a 37°C, se adicioné 5 pl de proteinasa K (20 mg/ml) y 250
pl de agarosa (Low Melting Point) 1,5% temperada a 50°C. Los bloques de

agarosa fueron preparados al distribuir en moldes y mantenidos a 4°C por 20 min.
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Posteriormente, los bloques fueron incubados con 1,5 ml de Buffer
ES y 75 pul de proteinasa K, durante 90 min en bafio a 55°C. Los bloques fueron
lavados con agua libre de iones estéril a 50°C durante 15 min y luego con buffer
TE? (Apéndice) en idénticas condiciones.

3.2. Digestion del ADN genémico y electroforesis
El bloque fue digerido con 5 pl de Smal (10 U/ul), 2 pl de albumina (10
mg/ml), 20 pl de Buffer J y 73 pl de agua libre de nucleasas a 25°C durante 3 h.
Se prepard un gel de agarosa EEO 1% en TBE 0,5X y se dej6 solidificar a 4°C
durante 20 min. Parte del bloque de agarosa fue ubicado en una calle, llenando la

celda con agarosa LMP 1% y manteniendo a 4°C por 20 min.

La corrida se realizé en buffer TBE 0,5X durante 17 h a 6V/cm, con pulsos
que se incrementaron linealmente de 5 a 20 seg, con un angulo de 120°. Se
establecié una temperatura del buffer de corrida de 14°C y una velocidad de flujo de
aproximadamente 1 It/min. Se empleé un equipo CHEF RDIII system (BIO-RAD).

Los geles fueron tefidos con 150 ml de buffer TBE 0,5 X adicionados con 6
pl de bromuro de etidio (10 mg/ml) durante 45 min. Los perfiles de las bandas
fueron visualizados en un digitalizador de imagenes (Alpha Innotech Corporation) y
los registros fueron guardados en formato TIFF (tagget image file format).

Como marcador de peso molecular se utilizé una cepa de campo, S. uberis
185/2. A la misma se le determiné el PM de los fragmentos de restriccion usando
una cepa de Staphylococcus aureus ISP 479C, como marcador de PM, analizada
previamente por integrantes del grupo de investigacion por PFGE (Giraudo et al.,
1999). Para ello, ambas cepas fueron analizadas por PFGE y se confeccion6 una
curva patron con la cepa de S. aureus ISP 479C (Log+o del peso molecular versus
distancia). Paso seguido se determiné la distancia de migracion (cm) de cada
fragmento de S. uberis 155/2 en el gel, y luego se fij6 el valor por interpolacién con

el eje “y
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3.3. Interpretacion de los patrones de restriccion del DNA genémico

El andlisis de los perfiles de restriccion de ADN digerido con Smal, se llevo
a cabo por inspeccion visual. Para determinar el grado de relacion genética entre
cepas aisladas de un mismo tambo 6 de diferentes tambos, se siguieron los
criterios interpretativos segun Tenover et al (1995). Los autores establecieron que:

a) Las cepas con idéntico patron de bandas son consideradas idénticas.

b) Las cepas que difieren en 1 a 3 bandas, son consideradas cepas

relacionadas y reconocidas como subtipos de la misma cepa.
c) Si las cepas difieren en 4 a 6 bandas, ellas estan posiblemente relacionadas.
d) Si presentan 7 0 mas bandas diferentes, ellas no estan relacionadas.

Para determinar alguna posible asociacién entre los perfiles genéticos y los
perfiles de virulencia, se analizé:
» El perfil de PFGE de aquellas cepas con idéntico perfil de virulencia.

» El perfil de virulencia de las cepas con perfiles de PFGE idénticos.

3.4. Analisis de los perfiles genotipicos

El analisis fue realizado en base a la presencia o ausencia de cada banda
identificada en los perfiles genéticos obtenidos, y registrado como 1 6 O,
respectivamente, e incorporado a una matriz.

Se estim6 el porcentaje de similitud genética entre dos cepas segun el
software NT-SYS versiéon 3.0 por medio del coeficiente de Dice (1945). Los
coeficientes de agrupamiento fueron calculados segun la media aritmética
(UPGMA) con ligamiento completo (Sneath y Sorkal,1973).

A partir de los calculos fue construido un dendrograma para determinar el
grado de similaridad entre las cepas como asi también la posible asociacion entre
los perfiles genéticos y el origen, tambo y/6 perfil de virulencia.

El dendrograma es una ilustracion visual de la representacion jerarquica de

niveles de relacion entre pares de cepas.
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4. Determinacion de la presencia de genes de virulencia

4.1. Extraccién del ADN cromosomal
La extraccion de ADN se realizé segun las condiciones descriptas en el

punto 1.9.2.1 de la Seccién Métodos.

4. 2. Amplificacion de los genes de virulencia.

Se llevé a cabo la amplificacion de los genes codificantes de la capsula,
FAP y factor uberis, debido a que la secuencia de los correspondientes cebadores
(Seccion Materiales, tabla 1) esta disponible en el GeneBank (tabla 2).

La reaccion de PCR se llevé a cabo en un volumen de 50 ul conteniendo 20
ng de ADN molde, 20 yl de buffer Taq 10X, 1 uM de cada cebador, 0.4 uM de
cada dNTP, 3mM de Mg.Cl, 1 U de DNA Taq polimerasa y agua destilada estéril.

Tabla 2. Genes de virulencia y sus correspondientes nimeros de acceso del

GeneBank

GEN NUMERO DE ACCESO
pauA / pauB® AJ314852 /AJ0112548
ocfuP U34322
hasA*® AJ242946
hasB*° AJ242946
hasC*© AJ400707

*Ward y Leigh(2002); "Jiang et al.(1996); °Field et al ( 2003)

Se realizé un control negativo con todos los componentes de la mezcla de
reaccion, reemplazando el volumen correspondiente al ADN por agua. La
ampilificacion fue realizada en un termociclador Hybaid, mediante el empleo de los

programas especificados en la tabla 3.
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4. 3. Programas de PCR

Tabla 3. Programas de PCR para la amplificacién de los genes pauA/ pauB, cfu y
hasAB/C

Gen (94°C 60 seg, 54°C 60 seg y 72°C 90 seg) x 30 ciclos y
pauA/ pauB extension final de 72°C 5 min

94°C 3 min (92°C 1 min, 45°C 1.30 min, 72°C 1.5 min) x 30 ciclos

Gen
y extension final 72°C 5 min
cfu
G 94°C, 3 min ( 93°C 1 min; 50°C 1.30 min; 72°C 1 min) x 30 ciclos y
en
extensién final de 72°C 8 min
hasAB/C

4.4. Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de amplificaciéon fueron revelados en geles de agarosa al
1,5% en buffer TAE y tefidos con 2,5 ul de Bromuro de Etidio (10 mg/ml), a 75 V
durante 1 h. En cada caso se adicion6 un volumen de 13 ul del ADN amplificado
sin diluir, 4 pl de buffer muestra 10X y se llevé a un volumen final de 20 pl con
buffer TE?.(Apéndice). Un volumen de 12 pl de la solucién de cada producto de
PCR y del marcador de peso molecular de 100 bp fue sembrado en cada calle del
gel.

Los productos de amplificacion fueron visualizados por transiluminacién con
luz UV. Se usé un digitalizador (Alpha Innotech Corporation) y los registros fueron
guardados en formato TIFF (Tagged Image Files Format) para su posterior analisis.
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5. Ensayo de adherencia e invasion a células epiteliales mamarias

5.1. Cultivo bacteriano

Diez colonias fueron sembradas en 5 ml de caldo TH durante 16 h con
agitacion. Se realizé una dilucién 1/200 del precultivo en 80 ml de medio y se
incub6 por 6h. El recuento bacteriano del inéculo inicial se logré por siembra de
diluciones seriadas en ACE. El cultivo se centrifugd y el pellet de 10 mi se
conservo en glicerol 20% a -20°C. El dia del ensayo el cultivo se lavo dos veces,
se resuspendio en 10 ml de PBS y se realiz6 el recuento de células viables en

placa.

5.2. Células epiteliales mamarias bovinas

Se uso una linea celular de epitelio mamario bovino (MAC-T). Las células
congeladas en nitrégeno liquido fueron resuspendidas en un Medio de
Crecimiento Celular (MCC): Medio Dulbecco modificado por Eagle suplementado
con 10% de suero fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 5 yg/ml de insulina bovina, y
1 pg/ml de hidrocortisona a pH 7. Se sembraron 0,5 ml de la suspension en
pocillos de una placa de cultivo de tejidos, y se incubé a 37°C con 6% CO,. Al
cabo de 48 h se descarté el MCC, se lavé la monocapa con PBS y se agregoé
tripsina al 0,25%. El numero de células se estimd por recuento en camara de
Neubauer con azul tripan. Se diluyeron las células con medio MCC suplementado
con glutamina y gentamicina (100 ug/ml) y se distribuyé 0,5 m! en cada pocillo
para lograr 2,5 x 10° cél/ml aproximadamente a las 24 h.

5.3. Ensayo de internalizacién a células epiteliales mamarias

Se sigui6é la metodologia descripta por Almeida et a/.(1999a). Las células
del epitelio mamario se cultivaron hasta confluencia en policubetas de 24 pocillos.
Después de remover el MCC, la monocapa se lavo 4 veces con PBS atemperado
a 37°C y posteriormente se agregé el MCC con el inoculo bacteriano en una
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concentracién aproximada de 1 x 10’ cél/ml. Se sembraron 3 pocillos por cada
cepa y un control sin inéculo bacteriano. Las placas se homogeneizaron durante
20 min y el cocultivo se incub6 a 37°C con 6% de CO;. Al cabo de 1 h de
incubacion la monocapa fue lavada 4 veces con PBS para remover bacterias no
adheridas. Se agregé MCC con lisozima (10 mg/ml), gentamicina (100 pg/mi) y
penicilina (1280 ug/ml), y se incubd 2 h a 37°C. La efectividad del tratamiento para
destruir las bacterias adheridas extracelulares fue determinado por cultivo en AS.

Después de remover el medio, la monocapa fue lavada con PBS y se
agrego tripsina al 0,25% y se llevé a estufa a 37°C, 5 min para lograr que se
despeguen las células. Se traté con Triton X100 al 0,1% durante 10 min a
temperatura ambiente. El recuento de las bacterias internalizadas fue determinado
por siembra por duplicado de diluciones decimales de los lisados y posterior
incubacion en ACE 18 h a 37°C por duplicado. Las experiencias fueron realizadas
por triplicado.

Se efectio el recuento de células MAC-T viables del pocillo control sin
infectar por la técnica de exclusion del azul tripan. Se determiné la multiplicidad
de infeccién (Ml) dividiendo el valor de UFC/ml del in6culo bacteriano inicial por el
numero de células epiteliales/ml.

Estos estudios fueron realizados en el transcurso de una pasantia realizada
en el Laboratorio de Microbiologia de la facultad de Medicina en la Universidad

Nacional de Buenos Aires, bajo la direccion de la Dra. Fernanda Buzzola.

6. Patogénesis temprana y respuesta inflamatoria inducida por Streptococcus
uberis en cabras

6.1. Recuento Celular Somatico en cabras libres de infeccién intramamaria

A los efectos de establecer un umbral de células somaticas, se determind el

valor medio del RCS en un rodeo caprino libre de mastitis clinica. A tal fin se
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seleccionaron 70 cabras lecheras sin signos visibles de infeccién intramamaria de
un tambo situado a 15 Km de la ciudad de Rio Cuarto.

Se recolectaron muestras de leche de cada glandula, se determiné el RCS
y se realiz6 un analisis descriptivo de la distribucion del valor del RCS para

glandulas infectadas y no infectadas mediante el Soft SPSS, version 10.10.

Por otra parte se realizé cultivo bacteriolégico a cada muestra. Se considerd
“Infeccion” a la presencia de 1 a 3 tipos coloniales diferentes con al menos 5
colonias de cada tipo, en una muestra de 10 pl de leche segun los criterios
establecidos por Moroni et al. (2005).

6.2. Animales

Para realizar el estudio en cabras sin historia previa de S. uberis, se
determiné el RCS y la presencia de S. uberis a los 14 y 7 dias previos al ensayo en
muestras de leche de cada cuarto de 18 cabras provenientes de un tambo situado
en las proximidades de la ciudad de Rio Cuarto. De las cabras bacteriolégicamente
negativas y con menos de 10° células somaticas/ml, se seleccionaron 6 cabras de
la raza Sannen de primera paricion y en lactancia media, teniendo en cuenta que el
ndmero de pariciones y mes de lactacién, son factores de variacion del RCS de
origen no infeccioso en leche de cabra. (Sanchez et al.,1999).

Las cabras fueron alimentadas con una racién diaria de 1 kg de maiz molido/

cabra y tuvieron libre acceso a fardos y al agua.

6.3. Preparacion del in6culo

La cepa usada en la infeccion experimental fue S. uberis IR47, aislada de
mastitis clinica productora de capsula, factor activador de plasmindgeno, proteasa,
a hemolisina y con capacidad de invasion a células epiteliales mamarias bovinas
(MAC-T).

Para determinar la dosis bacteriana, se realizaron 2 ensayos previos mediante

la inoculacién de 8 x 10% y 2,4 x 10® UFC/m| respectivamente. La dosis elegida fue
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de aproximadamente 1 x 10° UFC/ml, dado que mostré cambios en los parametros
analizados dentro de un periodo de 24 h.

A partir de diez colonias de la cepa IR47 crecidas en AS, se realizé un
precultivo en 5 ml de caldo TH durante 16 h en agitacién. Posteriormente, se
efectu6 una dilucion 1/200 y se incubdé durante 3 h, hasta alcanzar una
concentracién de 1 x 108 UFC/ml. El recuento de células viables del inéculo se
determiné por siembra de diluciones seriadas en AS. La suspensién bacteriana se

conservo a 4°C hasta el momento de la inoculacién en el corral.

6.4. Disefio del experimento

Seis cabras fueron inoculadas luego del ordefio de la mafana, previo lavado
y desinfeccion con alcohol de los pezones. Un volumen de 1 mi de la cepa S uberis
IR47 con 1,7 x 108 UFC/ml fue inoculado por via intramamaria en la cisterna de la
glandula derecha, con una aguja de extremo romo. Posteriormente se efectuaron
masajes para favorecer el movimiento ascendente del inéculo. La glandula
izquierda inoculada simultaneamente con 1 ml de solucién fisiolégica estéril fue
considerada control negativo.

Las cabras fueron ordefiadas manualmente una vez durante el ensayo.
Durante la experiencia las cabras fueron examinadas clinicamente cada 4 h y en
cada muestreo se recolectaron muestras de leche y sangre.

Para efectuar la recoleccion de leche, los pezones fueron lavados y
desinfectados con alcohol. Luego de eliminar el primer chorro de leche, se recogio
un volumen de 40 ml de cada glandula en envases separados, y se conservo con

azidiol a 4°C hasta su procesamiento, dentro de las 24 h de recoleccion.

Ademas, de cada animal, se extrajo un volumen de 2 ml de sangre de la
vena yugular con la sal soédica del acido diaminotetraacético (EDTA) como
anticoagulante.

A partir de las 8 h post inoculacion se practicéd eutanasia a una cabra cada 4
hs para efectuar estudios bacteriol6gicos, histopatolégicos e inmunohistoquimicos.
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La cabra restante fue sometida a tratamiento con antibiético para su recuperacién y
cura bacteriolégica.

En la necropsia se recolectaron muestras de tejidos de pulmoén, higado,
bazo, ganglio linfatico mamario derecho e inguinal profundo derecho, canal del
pezdn, cisterna de la glandula, y secciones de la zona distal, central y proximal de

glandula mamaria derecha e izquierda.
6.5. Analisis de leche

6.5.1. Recuento de células somaticas

Una caracteristica que define a la glandula mamaria caprina y la diferencia de
la secrecion en el ganado bovino, es su predominante caracter apécrino. Asi,
durante el mecanismo normal de secrecion, las células epiteliales pierden parte de
su citoplasma aportando una gran cantidad de particulas citoplasmaticas a la
leche, de tamafio similar a los leucocitos pero, que carecen de acido nucleico.
Este tipo de secrecidn lactea condiciona el uso de una determinada técnica, que
cuenta solamente las células presentes, a través de la unién de un fluorocromo al
ADN permitiendo diferenciar adecuadamente entre particulas citoplasmaticas y
células epiteliales (Contreras et al., 1997).

Por lo tanto para el realizar el RCS se emple6 el método de Fluorocitometria
Laser recomendado por la Federacién Internacional de Lecheria (FIL-IDF
148A:1995). Las muestras conservadas con azidiol fueron procesadas en un lapso
no mayor a 24 h en el Laboratorio de Diagnostico Veterinario de Villa Maria con un
equipo Somacount 300 (Bentley). Inicialmente la muestra de leche fue colocada en
un bafio Maria a 40°C, luego homogeneizada con un agitador incorporado al
equipo para la posterior determinacion de RCS. Los resultados fueron registrados

como cél/ml x1000.

6.5.2. Recuento bacteriano total
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El recuento bacteriano total se llevé a cabo por el método de Citometria
Laser, con un equipo Bentley IBC, en el Laboratorio de Diagnéstico Veterinario de
Villa Maria.

Las muestras de leche fueron incubadas a 50°C y adicionadas con un
reactivo constituido por un buffer de clarificacion para lisar las células somaticas,
una enzima proteolitica para solubilizar los glébulos de grasa y las proteinas y un
marcador fluorescente para permeabilizar las bacterias y tefir su ADN. Esta
mezcla fue sonicada para contribuir a descomponer las particulas que interfieren y
a disgregar bacterias aglomeradas, para mejorar la deteccion individual. Luego de
un periodo de incubacién, las muestras fueron transferidas automaticamente a la
celda de lectura y expuestas a un rayo laser. La sefal fluorescente se transforma

en conteo de bacterias individuales mediante la calibracion del instrumento.

6.5.3. Recuento de S. uberis

El recuento de S. uberis se realizé6 mediante el método de diluciéon en placa
a partir de muestras de leche colectadas con una frecuencia de 4 h de cada
glandula de cada cabra Las muestras fueron conservadas a -20°C hasta su
procesamiento, teniendo en cuenta el mantenimiento de titulo de la cepa durante
un periodo de 30 dias a -20°C.

Para asegurar la identidad entre la cepa S. uberis IR47 inoculada y la cepa
recuperada de leche y de 6rganos durante el ensayo, se determiné la expresion in
vitro del factor activador de plasminégeno, capsula, proteasa y a-hemolisina, como
asi también la presencia de los genes pauA, pauB, hasAB, hasC y cfu.

6.6. Analisis de sangre

Se extrajo una muestra de sangre de la vena yugular de cada cabra en cada

tiempo del ensayo. Los analisis bioquimicos fueron llevados a cabo por el Dr.
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Oscar Forchetti en el laboratorio de Analisis Clinico de la Facultad de Agronomia y

Veterinaria (UNRC).
6.6.1. Recuento leucocitario total

La determinacion del recuento leucocitario total se realizé segun Jubb et al,,
(1990). La concentracion de leucocitos en sangre fue estimada mediante el
método directo en la camara cuenta glébulos de Neubauer (Jubb et al., 1990).

6.6.2. Formula relativa leucocitaria
La determinacién de la formula relativa leucocitaria se realizé segun Jubb et

al., (1990). Se llevé a cabo la confeccion del frotis y posteriormente la monocapa
de células hematicas fue coloreada con la tincién con May Grunwald — Giemsa.
Para ello se aplicé el colorante May Grunwald durante 3 min, se lavd y se agrego
colorante de Giemsa diluido, 15 min. Finalmente se lavé y se observé al

microscopio la morfologia y proporcion relativa de células leucocitarias.

6.7. Examen clinico
Durante la experiencia las 6 cabras fueron examinadas clinicamente por

inspeccién visual, palpacion de la ubre y medicién de la temperatura rectal cada 4
horas. La progresion de las manifestaciones clinicas se registraron con la siguiente
escala: 0: No reaccién, 1: Débil, 2: Moderado y 3: Fuerte.

6.8. Muestras de tejidos para examen bacterioldgico

Las muestras constituidas por 5 g de tejido de glandula mamaria derecha e
izquierda, higado, bazo y pulmén obtenidas luego de la eutanasia y conservadas a
-20°C, fueron posteriormente pesadas y homogeneizadas en 3 ml de PBS con la
ayuda de un mortero. Para determinar el numero de células viables de la

suspension se realizé la siembra por duplicado de un volumen de 0.1 ml de las

52



diluciones decimales en AS. Por ultimo, se determiné el recuento de células viables

por gramo de tejido.

6.9. Muestras de tejido para histopatologia e inmunohistoquimica

Se estudiaron muestras de pulmén, higado, bazo, ganglio linfatico mamario
derecho e inguinal profundo derecho, canal del pezén, cisterna de la glandula, y
secciones de la zona distal, central y proximal de glandula mamaria derecha e
izquierda. Cada muestra (1 cm?®) fue fijada con formaldehido al 10%. Previo a la
inclusién en parafina, fue necesario deshidratar con alcohol en gradacion creciente

(50% a 100%). Se colocaron luego las muestras en moldes de parafina.

6.10. Histopatologia

Una vez solidificado los bloques, se efectuaron cortes de 10 um de grosor,
los que se extendieron sobre un portaobjetos. Se desparafinaron con xilol 100% y
se rehidrataron con alcohol en gradaciéon decreciente (100% a 70%). Se usoé la
coloracién Eosina-Hematoxilina, para ello se cubrié el tejido fijado al portaobjetos
con hematoxilina por 5 min. Se eliminé el exceso de colorante con alcohol acido
(CIH-alcohol 70%). Se lavo con agua y se sumergié en carbonato de litio 30 s. Se
lavé con agua y se coloreé 1 min con eosina. Por ultimo se lavé con agua.

Después de la coloracion se deshidraté nuevamente con alcohol de
gradacion creciente, paso seguido se eliminé alcohol con xilol 100%. Se observé
al microscopio 6ptico usando balsamo de Canada como medio de montaje.

Los preparados se observaron con microscopio o6ptico con 10X, y se
seleccionaron 5 campos al azar. De cada campo, se contabilizaron el nUmero de
lobulillos. De cada lobulillo se contaron sélo las unidades secretoras (US) con
cambios en su luz (CA: cérpora amilacea; Ca: calcificacion; PMN:
neutrofilos/piocitos). El niumero de unidades secretoras afectadas se expresoé

como el % del total de US con alteraciones especificas observadas. El nimero de
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US refleja la extensiéon de las lesiones, asi a mayor numero mas compromiso
glandular (Bacha y Bacha, 2001).
El procesamiento completo de las muestras y la observacién microscopica

fue realizado por el Dr. Carlos Perfumo de la Universidad Nacional de La Plata.

6.11. Inmunohistoquimica

Las técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) permiten la identificacion y
localizacion de las bacterias en muestras titulares mediante la aplicacion directa
de anticuerpos policlonales.

El antisuero policlonal obtenido en conejo por inmunizacién experimental
con la cepa S. uberis IR 47 muerta con formol, fue usado como anticuerpo

primario.

6.11.1. Obtencion de anticuerpos especificos contra S. uberis

6.11.2. Animales

Se usaron 2 conejos machos de la raza Nueva Zelanda blancos de 12
semanas (2 a 3 Kg), libres de infeccién. Los animales se mantuvieron en jaulas
individuales en el bioterio (FAyV) con ciclos de 12 hs de iluminacién. Se adoptaron

las condiciones adecuadas para el cuidado de animales de experimentacion
(Olfert et al., 1993).

6.11.3. Preparacion del antigeno

A partir de diez colonias de la cepa IR47 crecidas en AS, se realizé un
precultivo en 5 ml de caldo TH durante 16 h en agitacion. Posteriormente, se
efectudé una dilucion 1/200 en 80 ml de caldo TH suplementado con dextrosa
(100mgr/ml) y se incubé 6 hs en agitacion a 37°C. Un volumen de 0,1 ml fue
sembrado en cada una de 3 placas de TH agar por diseminacién en superficie.

Se comprobé la presencia de capsula mediante la coloracién de Anthony y

a continuacion se recogié el crecimiento bacteriano de las 3 placas y se
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resuspendido en 60 ml de PBS. El recuento de células viables del inoculo se
determiné por siembra de diluciones seriadas en TH agar. Se esterilizo la
suspension con el agregado de formalina a una concentracion final del 3%, vy
mantenimiento a temperatura ambiente por 24 h. Se centrifugé 20 min a 4000 gy
el precipitado se resuspendié en formalina al 0,5% en PBS. Luego de confirmar la
esterilidad de la suspensién bacteriana por siembra en AS, se fraccion6 en viales
de 1,5 mly se conservo a 4°C.

6.11.4. Esquema de inmunizacion

Se inmunizaron dos conejos libres de infeccién, a los cuales se les extrajo
sangre a los 7 y 14 dias previos a la inoculacion a los efectos de controlar la
ausencia de anticuerpos anti Streptococcus uberis. Estos sueros pre-inmunes
fueron usados como control negativo.

El esquema de inmunizacion consistié en la inoculacién por via intravenosa
de volimenes crecientes desde 0,1 a 0,5 ml del antigeno (1 x 10" UFC/ml) sin
adyuvante, 2 veces por semana durante 4 semanas. A la 5° semana se aplicé la
dosis de refuerzo que consistié en administrar un volumen de 0,1 ml de antigeno
por via subcutanea. Los animales fueron sangrados a los 7 dias de la ultima dosis

para obtener el suero inmune (Fournier et al., 1984).

6.11.5. Obtencion de suero inmune

Se realizé la extraccion de sangre por puncién de la vena marginal de oreja,
debidamente rasurada y previa antisepsia con alcohol al 70%. Luego de 1h a
temperatura ambiente, la sangre fue centrifugada para separar el suero. El suero
fue distribuido en alicuotas y conservado a -20°C.

La presencia de anticuerpos especificos se determiné por la técnica de
aglutinacion en placa. Quince microlitros de suero se mezclaron con igual volumen
de la suspensién antigénica sensibilizante sobre un portaobjetos. Se homogeneizé
suavemente durante 30 seg con ayuda de una varilla de vidrio y se coloco el

cubreobjetos para su observacién al microscopio. Se realizé un control negativo
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con el suero preinmune a los efectos de descartar cualquier posible aglutinacion
inespecifica. El titulo de anticuerpos especificos se determindé como la inversa de
la mas alta dilucién del suero capaz de inhibir la aglutinacion.

6.11.6. Técnica inmunohistoquimica

Las muestras incluidas en parafina se desparafinaron y rehidrataron
por inmersiones secuenciales de los cortes en xilol (2 veces durante 10 minutos) y
gradaciones decrecientes de alcohol etilico (2 veces a 100° 10 min, y 96° 5 min, y
80° 5 min, 1 vez). Paso seguido se dejé 5 min en inmunobuffer (PBS/Tween).

El blogueo de peroxidasas endoégenas del tejido, fue un paso necesario en
este protocolo ya que se usd peroxidasa (horseradish peroxidase, HRP) como
marcador. El mismo se logré tras la inmersion en una solucién de 3% de peréxido
de hidrogeno en PBS por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, los
cortes se lavaron en PBS/Tween (1 vez por 5 min).

Fue necesario lograr el desenmascaramiento de epitopes, ya que durante la
fijacion y en los métodos post-inclusién muchos epitopes antigénicos pueden ser
destruidos o enmascarados. Las condiciones hidrofébicas y de alta temperatura
que sufren las muestras al incluirlas en parafina son procedimientos que provocan
destruccién de epitopes. Por lo tanto para lograr la recuperaciéon antigénica se
llevaron los cortes a calor himedo en una vaporiera por 40 minutos. Se lavé con
PBS/Tween durante 5 min.

Con la finalidad de bloquear sitios de union inespecificos, los cortes fueron
expuestos a suero normal equino por 40 min a temperatura ambiente. A
continuacion se llevé a cabo la incubacién con el anticuerpo primario, suero
policlonal anti S. uberis dilucion 1:200, 12 horas a 4°C en camara humeda.

Paso seguido se procedio a la incubacién con proteina G-biotina (10ug/mi)
diluciéon 1/500, (proteina recombinante que se une a inmunoglobulina de la
mayoria de los mamiferos), durante 45 min a temperatura ambiente, en camara

himeda. Se dejo 5 min en PBS/Tween.

56



Materiales y Métodos

Se uso el complejo estreptavidina/peroxidasa como sistema de deteccion.
Para ello se incubé durante 15 min a temperatura ambiente. Se lavdé con
PBS/Tween, 5 min y se reveld la reaccion mediante el agregado del sustrato
cromogénico, 3,3'-diaminobencidina tetrahidroclorato (DAB) durante 10 min. Una
reaccion positiva es considerada por observacion de un precipitado oscuro, por
reaccion con el agua oxigenada mediado por la peroxidasa. Se lavo con agua
corriente. Se realizé una coloraciéon de contraste, sumergiendo los cortes en
hematoxilina. Se realizd el montaje y se observé al microscopio.

Los estudios inmunohistoquimicos fueron realizados por el Dr. Carlos
Perfumo de la Universidad Nacional de La Plata.

57



Resultados y Discusion

1000000000000 0000000000000000000000OD0C0OCG0OBCGOROCGPOIOCOOOOOOTS



Resultados yDiscusidn

VIl. Resultados

1. Identificacion a nivel de especie de cepas de S. uberis aisladas de mastitis

clinica y subclinica

1.1 Bacteriologia convencional

La identificacion preliminar basada en morfologia colonial, tinciéon de Gram y
prueba de la catalasa permitié el aislamiento de 205 cepas de cocos Gram
positivos catalasa negativos, a partir de las muestras de leche bovina obtenidas de
vacas con mastitis clinica y subclinica, provenientes de 18 establecimientos,
ubicados en las Provincias de Cordoba, Santa Fe y Buenos Aires.

Para contribuir a la seleccién de presuntos estreptococos se utilizé la prueba

de crecimiento en caldo cloruro de sodio. La eleccién se realizé en base a la
capacidad de crecer en este medio presentada por los miembros del género
Enterococcus y la ausencia de crecimiento mostrado por el género Streptococcus.
(McDonald y McDonald, 1976a; Watts J., 1988). Los resultados obtenidos mostraron
que ciento setenta y ocho (87%) de las 205 cepas resultaron negativas en la prueba
de crecimiento en cloruro de sodio 6,5%.
Se realizé la identificacion de las 178 cepas, segun el esquema taxonémico
disefiado por Odierno et al., 2006. Para ello, 6 cepas de referencia S. agalactiae
ATCC 3530, S. dysgalactiae ATCC 27957, S. uberis ATCC 19436, S. bovis ATCC
9809 y ATCC 27960, y Enterococcus faecalis ATCC 19433, fueron analizadas e
identificadas a nivel de especie en un ensayo a ciegas. Las pruebas fisiologicas
empleadas fueron ensayadas mediante el empleo de controles positivo y negativo.
Los resultados fueron obtenidos de al menos 3 ensayos.

Un total de 54 cepas, 17 aisladas de casos clinicos y 37 de mastitis
subclinica, fueron identificadas como pertenecientes a la especie S. uberis.

Se identificaron 11 perfiles biogquimicos (11-21) en las 17 cepas de origen
clinico y 20 perfiles (1-20) del estudio de las 37 cepas de origen subclinico perfiles.
(Tabla 4).
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Tabla 4. Perfiles bioquimicos de las cepas de S. uberis aisladas de infecciones intramamarias

Q z o £ ug_, g 8 £ = 3 8 b
(&)
o 0 1 1 o 0o 1 1 1 0
s O 1 1 1 0 0 1 1 0 1
3* 1 1 1 1 1! ! 1 !
" 1 1 1 1 11 1 0 0
g 0 ] 1 1 0 0 1 0 0 1
& 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1
s 00 1 0 10 0 1 1 0 0
g O 0 1 0 10 0 1 1 1 1
o O 1 1 1 10 0 1 1 0 1
0 0 0 1 1 1+ 0 0 0 1 0 1
1e 0 O 1 1 1 0 1 1 1 0 1
12¢ 9 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0
13 0 O 1 0 10 1 1 1 0 1
e O 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1
5e O 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1
ge O 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1
7¢O 0 1 0 10 0 1 1 0 1
ge O 0 1 0 o 0o 1 1 1 0 1
j9e O O 1 1 1 0 1 1 0 1 1
soe O 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1
og O 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1

Origen de las cepas: ( * ): subclinicas, (e) : clinicas y subclinicas, (m): clinicas.

Resultados: positivo, 1; negativo, 0.
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Se puede observar que cepas clinicas y subclinicas comparten
determinados perfiles. De esta manera, la identificacion de 21 perfiles bioquimicos
en las 54 cepas en estudio indica la marcada variabilidad fisiolégica presentada
por esta especie.

Los resultados obtenidos coinciden con los descriptos por Cdierno et al.
(2006). Los autores mostraron un elevado numero de perfiles bioquimicos atipicos
en 33 de las 47 cepas S. uberis analizadas que difieren de la cepa de referencia S.
uberis ATCC 27958.

1.2. Confirmacion de las cepas de S. uberis por la técnica de los

Polimorfismos de Longitud de los Fragmentos de Restriccién (RFLP)

Se realiz6 la identificacion a nivel de especie por la técnica de analisis de
RFLP obtenidos mediante las enzimas de restriccion Hhal, Rsal y Mspl segun el
esquema molecular propuesto por Jayarao et al. (1992) para la identificacion de
patégenos asociados a mastitis bovina.

Las cepas de referencia Streptococcus agalactiae ATCC 3530, S.
dysgalactiae ATCC 27957, S. uberis ATCC 19436, S. bovis ATCC 27960 y E.
faecalis ATCC 19433, analizadas mediante RFLP presentaron un patrén de
bandas idéntico al descripto por Jayarao ef al. (1992).

La especie S. uberis fue identificada mediante los fragmentos de restriccion
de 600, 550 y 290 pb obtenidos con la endonucleasa Hhal, y de 610, 240, 210 y
170 pb luego de la digestion con la enzima de restriccion Rsal del producto de
amplificacion correspondiente al DNAr 16S Ambos perfiles se observaron para la
cepa de referencia S. uberis 19436. (Figura 4, calle 9 y Figura 5, calle 7).

Las cepas de campo caracterizadas mediante pruebas bacteriolégicas
convencionales como pertenecientes a la especie S. uberis, fueron ensayadas por
RFLP. Trece de las 17 (76,5%) cepas de S. uberis de origen clinico presentaron

perfiles de restriccion, luego de la digestion con las enzimas Hhal y Rsal, idénticos
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al obtenido con la cepa de referencia S. uberis 19436 (Figura 4, calles: 1-3 y

Figura 5, calles: 1-3, respectivamente)

De las 37 cepas de S. uberis de origen subclinico, treinta (81,1%) cepas
mostraron, luego de la digestién de los productos de PCR con las enzimas Hhal y
Rsal, un patron de bandas idéntico al obtenido para la cepa de referencia (Figura

4, calles: 4-8 y Figura 5, calles: 4-6, respectivamente).

500 pb —»

300 pb —»

Figura 4 . Productos de amplificacion del ADNr 16S de cepas de S.
uberis digeridos con Hhal. Calles 1-3: cepas clinicas, 4-8: cepas:
subclinicas,9: S.uberis 19436. M: marcador de 100 pb.
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Figura 5. Productos de amplificacién del ADNr 16S de cepas de S. uberis

digerido con Rsal. Calles 1-3. cepas clinicas, 4-6: cepas subclinicas,

7: S.uberis 19436, M: marcador de 100 pb.

El esquema basado en la técnica de RFLP ADNr 16S permitié confirmar la
identificacién a nivel de especie de 43 (79,6%) cepas de un total de 54,
previamente clasificadas S. uberis por la metodologia convencional.

Khan et al (2003) desarroliando la misma técnica de amplificacién de los
genes ADNr 16S por la reaccion en cadena de la polimerasa, seguida de la
digestion con diferentes endonucleasas, Rsal y Avall lograron confirmar el 100%
de las cepas identificadas como S. uberis por bacteriologia convencional

Estudios similares basados en el analisis del DNAr 16S-23S por PCR-RFLP
y una combinacién de endonucleasas de restriccion Haelll, Alul y Haelll, Rsal
permitieron identificar 47 (82,4%) de un total de 57 cepas de S. uberis clasificadas
por meétodos convencionales (McDonald et al., 2005).

De las 11 (20,4%) cepas erroneamente identificadas por las pruebas
convencionales en el presente estudio, siete resultaron ser E. faecalis y cuatro S.

bovis mediante la técnica molecular. El porcentaje de cepas errbneamente
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identificadas, fue superior al descripto por otros autores (Watts., 1989, Fortin et al.,
2003), quienes informaron que la metodologia convencional identifica como S.
uberis a cepas que pertenecen al género Enterococcus spp. por sistema comercial
rapido APi 20 STREP 6 Rapid Strep.

De esta manera, la técnica RFLP es un método mas confiable con relacién
a la caracterizacion basada en métodos fenotipicos para la identificacion de cepas
de S. uberis aisladas de mastitis bovina. En general los métodos focalizados en la
composicién del acido nucleico de las bacterias no estan sujetos a la variabilidad
asociada con las condiciones de cultivo que pueden llevar a caracteristicas

bioquimicas atipicas.

1.3. Cepas de Streptococcus uberis

Tabla 5. Cepas de S. uberis aisladas de mastitis clinica y subclinica

Cepas Clinicas

0000000000000 0000002800800006000000000080000000CBOGO OO

Cepas Tambo Provincia
1690 15 Buenos Aires
397 14 Buenos Aires
396 14 Buenos Aires

80(3-8) 10 Buenos Aires

78 (1-7) 9 Buenos Aires

75(3-6) 13 Buenos Aires

13 15 Buenos Aires
IR47 2 Santa Fe
IR46 2 Santa Fe
IR25 4 Santa Fe
IR23 1 Santa Fe
IR24 18 Cérdoba
IR16 17 Cérdoba
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Cepas Subclinicas

Cepas Tambo Provincia Cepas Tambo Provincia
218 (1-7) 9 Buenos Aires 44 (2-5) 12 Buenos Aires
33(3-6) 13 Buenos Aires 8 (1-1) 8 Buenos Aires
191 (1-7) 9 Buenos Aires 31 (3-1) 7 Buenos Aires
180 (1-4) 11 Buenos Aires 19 (1-1) 8 Buenos Aires
168( 2-5) 12 Buenos Aires 251-2 6 Santa Fe

5 (1-4) 11 Buenos Aires 155-2 6 Santa Fe
89 (2-5) 12 Buenos Aires 776a 3 Santa Fe
80 (2-5) 12 Buenos Aires 57 Santa Fe
80 (3-8) 10 Buenos Aires 12 5 Santa Fe
73 (1-7) 9 Buenos Aires 928/4 16 Cérdoba
73 (3-6) 13 Buenos Aires 904/2 16 Cérdoba
72 (1-1) 8 Buenos Aires 102-3 16 Cérdoba
69(1-1) 8 Buenos Aires 69/1 16 Cordoba
51 (2-5) 12 Buenos Aires 3372 16 Cérdoba
45 (1-4) 11 Buenos Aires 23-1 16 Cérdoba

1.4. Ubicacién geografica de los tambos

Figura 6. Tambos de la Cuenca Lechera Central
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2. Estudio de la expresion in vitro de factores de virulencia

Los factores que contribuyen a la patogénesis de S. uberis no estan
completamente dilucidados, aunque varios potenciales determinantes de la
virulencia han sido descriptos, tales como capsula, factor activador de
plasminégeno, factor uberis, hialuronidasa, entre otros. Por este motivo se abordé

el estudio de los siguientes factores de virulencia:

2.1. Capsula.

La presencia de capsula, determinada por la coloracion de Anthony, se
caracterizé por la observacion de la estructura capsular sin tefir contra un fondo
purpura, mientras que las células se mostraron intensamente tefidas de color
purpura (Figura 7 A).

La ausencia de capsula se puso en evidencia por la observacién de células
tefidas de color purpura y en algunos casos rodeada de un pequefio halo con
tonalidad lilacea (Figura 7 B). Se utilizaron las cepas de referencia S. uberis UT
101, productora de capsula, y S. uberis UT 102, no productora de capsula.

Los resultados obtenidos en las cepas de campo se presentan en la Tabla 5
y resulta: de al menos 3 ensayos para cada cepa. Sobre un total de 13 cepas de
S. uberis aisladas de mastitis clinica se detectaron, 8 (61,5%) cepas productoras
de capsula. Dieciocho (60%) de los 30 aislamientos de S. uberis de origen
subclinico mostraron produccion de capsula. La frecuencia de cepas capsuladas,
tanto de origen clinico como subclinico, descriptas en el presente estudio fueron
similares

El porcentaje de cepas capsuladas hallado en este estudio es superior al
descrito por Matthews et al. (1994a), quienes informaron una frecuencia de
expresion de capsula del 44% en un estudio realizado en Estados Unidos a partir

de 100 cepas de S. uberis aisladas de secreciones mamarias bovinas.
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Field et al., (2003) pusieron en evidencia que la capsula no es requerida
para el desarrollo de fa mastitis clinica. Los autores demostraron que tanto la cepa
parental S. uberis 0140J capsulada como la mutante TRF-6 que ha perdido la
capacidad de producir capsula de acido hialurénico, infectan la glandula mamaria
luego de la inoculacion experimental.

No obstante estos investigadores detectaron la presencia de los genes has
AB/C responsables de la biosintesis de capsula en el 98,7% de los aislamientos
de los casos clinicos, estableciendo un rol para esta estructura.

Segun Field et al. (2003) la capsula puede ejercer un efecto a nivel de
penetracion en la glandula mamaria. Ademas, S uberis seria capaz de producir un
ambiente que inhibe el efecto bactericida de los neutréfilos, posibilitando de este
modo que cepas acapsuladas puedan persistir y desarrollar mastitis clinica,

aunque la naturaleza de esta actividad inhibitoria permanece sin esclarecerse.

2.2. Produccion del factor activador de plasmindégeno

La produccion de factor activador del plasminégeno (FAP), determinada por
siembra del sobrenadante del cultivo adicionado con plasminégeno en placa de
agarosa-leche, fue detectada por observacion de un halo de actividad caseinolitica
resultante de la conversion de plasminégeno a plasmina por el factor activador del
plasminégeno

Como control positivo, se uso la cepa S. uberis IR47 que invariablemente
ha dado resultado positivo al cabo de 5 repeticiones. Los resultados del analisis de

las cepas de campo fueron obtenidos de al menos 3 ensayos (Figura 8).

Once (84,7%) de las trece cepas de S. uberis de origen clinico resultaron
productoras de FAP, mientras que 19 (63,3%) de las 30 cepas de S. uberis de

mastitis subclinica mostraron produccién de este factor (Tabla 6).
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En este estudio, la frecuencia de cepas productoras de FAP en cepas
aisladas de casos clinicos fue mayor a la encontrada en cepas de origen

subclinico.

El porcentaje de cepas de origen clinico (84,7%) productoras de FAP
hallado en cepas de S. uberis, aisladas de la cuenca lechera central de nuestro
pais, fue similar al valor informado por Leigh (1994a). Este autor report6 en una
investigacion realizada en Inglaterra que aproximadamente un 90% de las cepas
de S. uberis obtenidos de casos clinicos de mastitis bovina expresaron este factor.
Estos hallazgos muestran la importancia del FAP como activador del

plasminégeno bovino presente en leche.

La plasmina activa, con actividad serin proteasa, posee importantes
funciones en procesos fisiolégicos como la degradacion de proteinas de la matriz
extracelular, activacion de proenzimas como las colagenasas y fibrinolisis de
coagulos de sangre, facilitando asi, la penetracién de los tejidos y contribuyendo a

la colonizacion (Lincoln y Leigh, 1998).

Dado que S. uberis posee requerimientos nutricionales fastidiosos, la
activacion del plasminégeno endodgeno, también facilitaria la hidrélisis de las
proteinas de la leche y liberaciéon de aminoacidos favoreciendo su proliferaciéon en

la glandula mamaria. (Gilbert .et al., 1997).

Ademas, la unién de la plasmina bovina a la superficie celular de S. uberis
por cultivo en presencia de plasminégeno podria facilitar no sélo la proliferacion e
invasion bacteriana por hidrélisis de proteinas del huésped, sino también evitar la
opsonizacion por clivaje de las inmunoglobulinas y/o inducir inflamacién por

activacion de la cascada del complemento (Lincoln y Leigh, 1988)
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2.3. Factor uberis

La produccion de factor uberis se determiné por la formacién de una zona
de hemdlisis total resultante de la accion sinérgica entre el factor proteico
extracelular liberado por S uberis y la beta hemolisina de S aureus (Figura 9)

La determinacién del factor uberis mostré que 3 (23,1%) cepas de casos
clinicos y 7 (23,3%) cepas de casos subclinicos resultaron productoras de este
potencial factor de virulencia (Tabla 6).

Los resultados obtenidos fueron similares a los descriptos por varios
autores (Mc Donald et al., 1976, Skalka y Smola.,

Donald y Mc Donald (1976a), informaron una frecuer
de S uberis CAMP positivas del 32 % y 25,3 %, a parur ae /5 cepas proceaenies
de un rodeo y de 182 cepas aisladas de 71 rodeos, respectivamente.

En el estudio realizado por Skalka y Smola (1981), los autores reportaron
que 58 (35 %) de 81 cepas de S. uberis investigadas poseian actividad hemolitica
sinérgica. Por ultimo, Christ et a/ (1988) y Lammler ef a/ (1991) y reportaron 28% y

10% cepas CAMP positivas , respectivamente.

2.4. Hialuronidasa

En este estudio se realizd la determinacion de la produccién de
hialuronidasa segun Hynes (1994), utilizando hialuronidasa testicular bovina (122
U/ml;) como control positivo, mediante la observacion de un halo claro por
degradacion del acido hialurénico sobre un fondo opaco blanquecino (Figura 10).

Diecinueve (63,3%) de las 30 cepas de S. uberis de origen subclinico
resultaron productoras de hialuronidasa, mientras que 8 (61,5%) de los 13
aislamientos provenientes de mastitis clinica resultaron positivos para este factor
(Tabla 6).

De las investigaciones dirigidas al estudio de la hialuronidasa en el género

Streptococcus, so6lo una de ellas ha sido abordada en la especie S. uberis. por
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Khan et al. (2003). Los autores informaron sobre el aislamiento de un 35% de
cepas hialuronidasa positivas de un total de 135 cepas de S uberis aisladas en

Alemania, empleando un técnica diferente a la del presente trabajo.

El elevado porcentaje de cepas productoras de hialuronidasa hallado en el
presente estudio, podria ser atribuido a la regulacion de la produccion de la
enzima en respuesta a condiciones que simulan a las que se encuentran in vivo.
Cabe mencionar, que niveles incrementados de hialuronidasa como consecuencia
de la adicién de hialuronato al medio ha sido demostrado en los estreptococos del
grupo A (Hynes 2000).

Las investigaciones realizadas por Hynes et al. (1995) en estreptococos del
grupo A han identificado la produccion de hialuronidasa extracelular en sélo el
23% de las 100 cepas estudiadas. Sin embargo, los autores demostraron la
amplificacién de los genes hyl P y hyl P2 por PCR en el 97% de las cepas,
demostrando la existencia de genes presentes en el genoma de fagos lisogénicos

qgue codifican la actividad hialuronidasa.

De esta manera, durante una infeccién, los fagos lisogénicos pueden ser
inducidos, resultando en la lisis del microorganismo y liberacién de particulas de
fago y hialuronidasa libre. La enzima extracelular puede contribuir a la dispersion
de los microorganismos como resultado del incremento de la permeabilidad del
tejido conectivo. Sin embargo, el rol de la hialuronidasa que permanece unida 6
es parte integral del fago podria ser penetrar la capsula bacteriana para permitir el
acceso de la particula viral a los receptores de una nueva célula de estreptococo
(Hynes et al., 1995).

Por otra parte, los resultados descriptos en una investigacion llevada a
cabo por Matthews et al (1994) muestran que esta enzima es capaz de inhibir la
proliferacion de una linea celular mamaria. Estos resultados permiten hipotetizar
sobre la existencia de potenciales factores de virulencia expresados in vivo con

capacidad para inhibir la diferenciacion y crecimiento del tejido mamario
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En este estudio, 6 de las 13 cepas de origen clinico y 12 de las 30 cepas
subclinicas presentaron capacidad de producir capsula y hialuronidasa. Estos
resultados muestran el dilema planteado, aunque no explicado, ante la produccion

de hialuronidasa y de una capsula de acido hialurénico.

Ademas, se identificaron los fenotipos capsula (+) hialuronidasa (-) y

capsula (-) hialuronidasa (+).

2.5. Proteasa

Se determiné la produccién de proteasa por el método descripto por
Ashbaugh et al (1998). La Figura 11 muestra los halos de aclaramiento resultantes
de la produccién de proteasa en cepas de campo.

Nueve (69,2%) de los 13 aislamientos de S. uberis de origen clinico y 28
(93,3%) de los 30 provenientes de casos de mastitis subclinica resultaron positivos
para la produccién de proteasa (Tablas 6).

A partir del analisis de los resultados presentados en las Tablas 6, se
puede observar que la mayoria de los aislamientos de S. uberis, 8 (61,5%) y 18
(60%) de origen clinico y subclinico, respectivamente, muestran produccion tanto
de proteasa como de factor activador de plasminégeno. De esta manera, la
actividad caseinolitica en presencia de plasminégeno es atribuida a la accion del
factor activador de plasminégeno, mientras que en ausencia de plasmindgeno se
deberia a la presencia de otra proteasa distinta de plasmina

Burns et al.(1996) han descripto una cistein proteasa en S. pyogenes con
capacidad de activar a una metaloproteasa presente en las células endoteliales
humanas contribuyendo asi, al dafio de células endoteliales y destruccién de
tejidos. Sin embargo, en S.uberis no se ha informado la produccion de proteasas
distintas al FAP.
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2.6. Produccién de hemolisinas

En este estudio, se determind la produccion de a-hemdlisis ¢ 5-hemdlisis
(no hemolisis) en el medio ATS suplementado con 5% de sangre ovina en
aerobiosis, ya que segun Facklam R.(2002) la composicion del medio, incluyendo
el tipo de sangre y la atmosfera de incubaciéon pueden influenciar la produccion de
o hemolisis.

Aunque los primeros estudios realizados en S. uberis describen a la a-
hemdlisis (hemodlisis parcial) y a la § hemolisis (no hemélisis) como caracteristicas
de las cepas de esta especie (Facklam, 2002), no esta documentado la
identificaciéon de una enzima o toxina especifica que afecte a los globulos rojos.
El viraje al color verde en la zona que rodea a la colonia se debe principalmente a
la produccion de peréxido de hidréogeno por los estreptococos (Figura 12), lo que
provoca la destruccion parcial de los glébulos rojos con liberacién de hemoglobina
en el medio (Facklam, 2002). El peréxido no se forma si el oxigeno es removido
de la atmoésfera de crecimiento.

Aungue los estudios llevados a cabo por Barnad y Stinson (1996) con S.
gordonii aportaron evidencia que la o hemolisina consiste en la actividad del
peroxido de hidrégeno sobre la membrana de los eritrocitos. Estos hallazgos no
han sido generalmente aceptados debido a que el agar sangre contiene catalasa,
la cual inactivaria al peroxido a medida que se va produciendo. No obstante, la
catalasa de los eritrocitos posee baja afinidad por esta sustancia, permitiendo que
el peroxido se acumule en el medio y sea la causa del dafo oxidativo
correspondiente a la a-hemdlisis.

Sin embargo, el rol del peréxido de hidrogeno en la patogénesis ha sido
reconocido por varios autores. Duane et al (1993), demostré que S. pneumoniae
produce peréxido de hidrégeno en concentraciones citotdxicas para una linea

celular de epitelio alveolar tipo Il de rata, por lo tanto el peroxido de hidrogeno
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podria estar involucrado en la injuria celular provocada por la bacteria causante
de la pneumonia pneumocédccica.

Por otra parte, evidencias de que peroxido es la causa de la muerte celular
de fibroblastos humanos in vitro fueron aportadas por Simon et al (1981). Asi
también Tenovuo y Larjava (1984) reportaron la toxicidad del peroxido de
hidrégeno frente a fibroblastos gingivales humanos cultivados in vitro.

Por lo antes expuesto, se estudid el tipo de hemdlisis producido por las
cepas de campo. Todas ellas resultaron a-hemoliticas, excepto una no hemolitica
de origen clinico (Tabla 6). Estos resultados son similares al 84,8% de cepas a-
hemoliticas identificadas por Watts (1988) a partir del analisis de 33 cepas de S.
uberis, las cepas restantes fueron no hemoliticas.

En un estudio realizado por Khan et al. (2003) sobre un total de 132 cepas
obtenidas de 58 establecimientos con mastitis clinica y subclinica de Alemania, el
95% de las cepas de S. uberis resultaron a-hemoliticas y tan solo un 4,5% 6&-

hemoliticas.

Figura 7.0bservacion microscopica de capsula mediante la tincidén de Anthony.
(A): S. uberis UT 101 productora de capsula; (B): S. uberis UT 102 no productora de cépsula
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Figura 8. Actividad caseinolitica por activacién del plasminégeno a plasmina.

P y C: sobrenadantes de cultivos con y sin plasmindgeno respectivamente

Figura 10. Produccion de hialuronidasa.C: Control (+); Ay B: cepas de campo: (+)
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Figura 11. Produccién de Proteasa en medio agarosa-leche: a: (-); b-d: (+)

Figura 12. Produccién de o hemdlisis por cepas de S. uberis

2.7. Perfiles de Virulencia

Del analisis de los seis factores de virulencia expresados in vifro analizados
en 43 cepas de S. uberis, se determinaron 17 perfiles diferentes (a — q). Las
cepas de origen clinico presentaron 10 perfiles, siendo “e” el perfil de mayor
frecuencia (4/13) (Tabla 6).

Se identificaron 11 perfiles en las 30 cepas de origen subclinico. Seis

ulu

cepas fueron caracterizadas como pertenecientes al perfil “I’ y cuatro a los perfiles

“e”, “g"y “n”, respectivamente (Tabla 6).
El perfil “e” caracterizado por la produccién de hialuronidasa, FAP, capsula,
proteasa y hemolisis fue identificado en 8 de las 43 cepas, no pudiéndose asociar

este perfil a la naturaleza clinica o subclinica de la enfermedad (Tabla 6).
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Asi también, los perfiles g, i y n fueron identificados tanto en cepas de

origen clinico como subclinico (Tabla 6).

Tabla 6. Perfies de virulencia de S. uberis de origen clinico y subclinico.

Perfil de Factor N° de

Virulencia Hialuron. uberis FAP Capsula Proteasa Hemodlisis cepas
a 0 0 0 0 0 HP 1 (1;0)
b 0 0 1 0 0 HP 1(1;0)
c 0 0 1 1 0 HP 1(1;0)
d 0 0 1 0 1 HP 3(0,3)
e 1 0 1 1 1 HP 8 (4,4)
f 0 1 1 1 1 HP 1(1;0)
9 1 0 0 1 1 HP 5 (1;4)
h 1 1 1 1 1 HP 1(1;0)
i 1 1 0 0 1 HP 2(1;1)
i 1 0 1 0 0 NH 1(1;0)
k 1 1 0 1 1 HP 2(0;2)
| 1 0 1 0 1 HP 6 (0;6)
m 1 0 1 0 0 HP 2(0;2)
n 0 0 1 1 1 HP 5(1;4)
o 0 0 0 0 1 HP 2(0;2)
P 0 1 0 0 1 HP 1(0;1)
q 0 0 0 1 1 HP 1(0;1)

Hialuron.; hialuronidasa; HP: Hemodlisis parcial, NH: No Hemdlisis, FAP: Factor activador
de plasmindgeno. Resultados: positivo,1; Negativo, 0.
N° de cepas: Total(cepas clinicas, cepas subclinicas)

Resulta interesante destacar que el cuadro clinico fue desarrollado tanto por
una cepa con capacidad para expresar in vitro todos los factores de virulencia
analizados (perfil h), como por una cepa productora sélo de a-HEM (perfil a).

Del analisis de los resultados obtenidos se determind la ausencia de
asociacion entre los perfiles correspondientes a los factores de virulencia y la

naturaleza clinica o subclinica de la enfermedad.
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De esta manera la presencia de potenciales factores de virulencia no
investigados en este estudio podrian dar cuenta de la naturaleza clinica o

subclinica de la mastitis.

3. Electroforesis de campos pulsantes

Dada la marcada variabilidad fenotipica en la expresion de los factores de
virulencia se determinaron los perfiles genéticos de las cepas mediante la
electroforesis de campos pulsantes (pulsed field gel electrophoresis, PFGE) a los
efectos de establecer posibles relaciones entre el origen clinico o subclinico de la

mastitis 0 la expresion in vitro de los determinantes de la virulencia estudiados.

Se realiz6 el analisis por PFGE. a 32 de las 43 cepas de S. uberis, 9 clinicas
y 23 subclinicas. El criterio de seleccion adoptado consistié en analizar al menos
una cepa por cada perfil de virulencia identificado.

Como marcador de peso molecular se utilizé una cepa de campo, S. uberis
155/2, a la cual se le determiné el peso molecular de las bandas usando como
marcador a la cepa S. aureus ISP 479C, cuyo perfil genético y tamario de los
fragmentos de restriccion fueron determinados por Giraudo et al., (1999)

Asi, S. uberis 155/2 fue utilizada como marcador en cada gel para investigar
el peso molecular de los fragmentos de ADN de las restantes cepas de campo
(Figura 13). ab

Figura 13. Analisis por PFGE del
ADN cromosomal digerido con
Smal :a) cepa de S. uberis 155/2;
b) cepa S. aureus ISP 479C

IR
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Los perfiles que presentaron un patrén de bandas idéntico, tanto en numero
como en peso molecular, fueron identificados con una letra mayuscula. Los
perfiles que difieren del perfil inicial en 1 a 3 bandas fueron identificados con l|a
misma letra mayuscula y una letra minuscula como subindice. La misma letra
mayuscula y un nimero como subindice fue asignado a los perfiles que se
diferencian del perfil inicial en 4 a 6 bandas. Los patrones que presentan 7 6 mas
bandas distintos al perfil inicial fueron identificados con otra letra mayuscula.

Los tambos 1-7, 8-17 y 18-19 pertenecen a las provincias de Santa Fe,
Buenos Aires y Cérdoba, respectivamente.

Del analisis de los perfiles genéticos de § cepas de S. uberis, tres cepas
presentan un perfil idéntico (C), y las dos cepas restantes muestran dos perfiles
diferentes, B y D (Figura 14- 1).

En la Figura 14-2 se presenta el perfil exhibido por 5 cepas de campo,
donde cuatro de ellas comparten un perfil idéntico (E), mientras que la cepa
restante muestra un perfil (Ea) que difiere en un fragmento con relacion al perfil E.

Dos de los perfiles (G) obtenidos mediante PFGE de 4 cepas de S. uberis
resultaron idénticos, mientras los dos restantes fueron diferentes (F y H) (Figura
14-3).
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Figura 14. Andlisis por PFGE de cepas de S. uberis. aisladas de infecciones intramamarias
M: Marcador de peso molecular

Gel 1: Cepas: a) 31(3-1); b) IR23; c) 180 (1-4); d) 5(1-4) ; e) IR47.
Gel 2: Cepas: a) IR16; b) 45(1-4); ¢) 73(3-6); d) 776 a; e) 89 (2-5)
Gel 3: Cepas: a) 397; b) 80 (3-8); c) 44 (2-5); d) 80 (2-5).

Los perfiles genéticos de 9 cepas de S. uberis analizadas mediante PFGE
se muestran en la Figura 15-1. Dos de 6 cepas presentan perfiles idénticos (L),
tres cepas presentan un perfil (L;) que difiere en al menos un fragmento con
relaciéon al perfil L, y la cepa restante exhibe un perfil (L1) que difiere en 6 bandas
del perfil L. Las cepas restantes muestran distintos perfiles moleculares (I, J y K ).

La Figura 15-2 muestra los perfiles genéticos correspondientes a 8 cepas
de campo. Dos de ellas presentan perfiles indistinguibles (M), mientras 5 cepas
exhiben un perfil genético (M) que difiere del perfil M en 4 fragmentos. La cepa
restante muestra un perfil (N) que se distingue en 7 6 mas bandas del perfil M.
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Fig 15. Andlisis por PFGE de S. uberis. aisladas de infecciones intramamarias

M: Marcador de peso molecular
Gel 1:a) 33/2 ; b) 218 (1-7); ¢) 78 (1-7); d) IR25; e) 928/4; f) IR46; g) 57; h) 73 (1-7); i) 72 (1-1).
Gel 2: a) 1690; b) 191 (1-7); c) 8 (1-1); d) 12; e) 19 (1-1); f) 69 (1); g) 251/2; h) IR 24.

Del analisis de los perfiles genéticos de las 32 cepas de S. uberis, se
determinaron 9 a 17 fragmentos de macrorrestriccion obtenidos por PFGE.

Estos resultados fueron similares a los obtenidos mediante la misma
endonucleasa Smal por Puetktes et al, (2001) quienes informaron 8 a 14
fragmentos del estudio de 62 cepas de S. uberis con fines epidemiologicos. Por
otra parte Gillespie y Oliver (2004) detectaron la presencia de 10 a 20 fragmentos,
investigando 46 cepas de esta misma especie.

Los fragmentos presentaron pesos moleculares de 20 a 680 Kb. Los valores
correspondientes a los fragmentos de bajo peso molecular (20 Kb) coinciden con
los informados por los autores (Puetktes et al., 2001; Gillespie y Oliver, 2004),
mientras que aquellos que corresponden a las bandas de elevado peso (680 Kb)

son superiores a los presentados por dichos autores.
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Tabla 7. Naturaleza de la mastitis, origen, perfil de virulencia y perfil

genético de cepas de S. uberis aisladas de infecciones

intramamarias

) Perfil Perfil de
Cepas Origen Tambo  Procedencia PFGE virulencia
155-2 S 6 Santa Fe A n
31 (3-1) S 7 Bs. As. B o}
IR23 Cc 1 Santa Fe C c
180 (1-4) S 11 Bs As C n
5(1-4) S 11 Bs. As C d
IR47 C 2 Santa Fe D n
IR16 C 17 Cérdoba E e
45(1-4) S 10 Bs As E g
73(3-6) ) 13 Bs As E g
7762 S 3 Santa Fe Es p
89 (2-5) S 12 Bs. As E I
397 Cc 14 Bs As F h
80 (3-8) S 10 Bs As G e
44 (2-5) S 12 Bs As G 0
80 (2-5) S 12 Bs As H d
3372 S 16 Cérdoba l i
218 (1-7) S 9 Bs As J m
78 (1-7) C 9 Bs As K b
IR25 C 4 Santa Fe Ly e
928/4 S 16 Cérdoba L, I
IR46 C 2 Santa Fe Ly a
57 S 5 Santa Fe Ly m
73 (1-7) S 9 Bs As L n
72 (1-1) S 8 Bs. As L n
1690 C 15 Bs As M, g
191 (1-7) S 9 Bs As M, I
8 (1-1) S 8 Bs As M, q
12 S 5 Santa Fe M d
19 (1-1) S 8 Bs As N o I
69/1 S 16 Cérdoba M e
251-2 S 6 Bs. As M, k
IR24 c 18 Cérdoba M, i

El analisis comparativo de los perfiles genotipicos permitié identificar cepas

de origen clinico y subclinico con patrones de bandas idénticos, en particular, tres

cepas, una clinica y dos subclinicas, comparten un tnico perfil genético (C). Igual

comportamiento fue observado en cepas de diferentes origenes con perfil E, Ly y
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M, (Tabla 7). De esta manera, no fue posible establecer asociaciones entre los
perfiles genéticos y el origen clinico o subclinico de las cepas aisladas de casos
de mastitis. Estos hallazgos coinciden con los resultados informados por Phuektes
et al., (2001), quienes mostraron idénticos perfiles genéticos obtenidos por PFGE
de cepas de S uberis aisladas de cuartos con infeccion clinica y subclinica de 4
rodeos lecheros en Australia. Los resultados presentados en este estudio
acuerdan con lo informado por Jayarao ef al. (1993), quienes mostraron que la
mayoria de las cepas de S. uberis aisladas de mastitis clinica fueron también
aisladas de vacas con mastitis subclinica.

El andlisis de los perfiles de restriccion permiti6 determinar patrones de
bandas idénticos en cepas con diferente perfil de virulencia. Asi, tres cepas con
diferentes perfiles de virulencia (c, n y d) presentaron idéntico perfil de bandas (C)
Cinco cepas con un unico perfil genético M4 presentan cinco perfiles de virulencia
diferentes (g, |, g, ky j) (Tabla 7). Igual comportamiento fue presentado por 2,3y 2
cepas con los perfiles genéticos G, Ly y M, respectivamente.

Por otro lado, dos de cuatro cepas con un perfil de virulencia idéntico (n)
comparten un unico perfil genético (L); asi también, dos de cuatro cepas que
presentaron un unico perfil de virulencia (g) mostraron identidad en su perfil
genético E.

Las restantes trece cepas exhibieron perfiles genéticos diferentes con
distintos perfiles de virulencia (Tabla 7).

De esta manera, el analisis de los resultados obtenidos muestran que no fue
posible, establecer asociaciones entre los perfiles genéticos y los perfiles de
virulencia en la mayoria de las cepas.

En este estudio se determinaron 14 perfiles genéticos A a N, a partir del
analisis por PFGE de 32 cepas de campo. Si bien el reducido niumero de cepas
analizadas en cada establecimiento lechero no permite concluir acerca de la
variacion genética entre cepas del mismo tambo. En este sentido, varios autores

han informado una vasta heterogeneidad en cepas de S .uberis con capacidad de
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infectar las ubres de los animales desde una variedad de fuentes del medio
ambiente. (Baseggio et al., 1997; Khan et al., 2003; McDougal et al., 2004)

McDougal et al., (2004) informaron el aislamiento de 283 cepas no
relacionadas epidemiolégicamente sobre un total de 342 aislados provenientes de
8 granjas. En el mismo sentido, Khan et al., (2003) reportaron 55 patrones de
PFGE de 69 cepas de S. uberis aisladas de de 93 rodeos.

Asimismo, Baseggio et al, (1997) en un estudio de 10 establecimientos
lecheros, encontraron una mayor diversidad en esta especie con relacién a S.
agalactiae y S. dsygalactiae

No obstante, los resultados del presente estudio también muestran la
presencia de perfiles genéticos idénticos 6 estrechamente relacionados en cepas
aisladas de tambos situados en diferentes provincias. Tres cepas provenientes de
establecimientos lecheros de Buenos Aires y Santa Fe presentaron un unico perfil
C. De igual manera, cepas pertenecientes al perfil M1 fueron aisladas de rodeos
de ambas provincias. El perfil M fue identificado en una cepa aislada de Santa Fe
y otra de Cérdoba.

La similitud genética encontrada en cepas provenientes de diferentes
rodeos parece coincidir con las investigaciones realizadas en un estudio
longitudinal por Phuektes et al., (2001) en 65 cepas de S. uberis, aisladas de
cuartos individuales de 8 vacas durante dos lactaciones sucesivas en cuatro
rodeos. Los autores informaron sobre la existencia de dos a seis cepas de un
rodeo con perfiles indistinguibles a los de las cepas de los 3 rodeos restantes.

En este estudio también se encontraron 2 cepas idénticas (perfil C) en un
mismo tambo. Estos resultados coinciden con lo informado por Phuetktes et al.
(2001), lo cual podria ser atribuido a la transmisién directa de una vaca a otra
durante el proceso de orderfie ¢ a la infeccién de diferentes animales por la misma
cepa desde una fuente comun.

En general, los hallazgos muestran una marcada heterogeneidad genética
entre los aislamientos de S. uberis, a pesar de la existencia de un numero

reducido de cepas con similitud genética tanto dentro como entre rodeos.
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3.1. Analisis por taxonomia numérica

A partir de los perfiles genotipicos obtenidos por macrorestriccién del ADN,
se estimé el porcentaje de similitud entre dos cepas por medio del coeficiente de
Dice. El analisis de cluster de matrices de similitud fue realizado por el método
UPGMA, el que permitié la construccién de un dendrograma y la determinacion de

similitudes.

Del analisis del dendrograma se identificaron 6 clusters (I-VI) constituido por cepas
con 100% de similitud genética. La mayoria de las cepas con similitud genética
proceden de diferentes tambos pertenecientes a diferentes provincias y poseen
diferentes perfiles de virulencia; sélo las cepas 180(1-4) y 5(1-4) con un 100% de
similitud genética, comparten el origen subclinico y el tambo de procedencia, y
difieren en el perfil de virulencia. Asi, se podria especular sobre la existencia de
cepas con un mismo origen clonal, aunque con capacidad de expresar diferentes
factores de virulencia bajo la induccién de distintas sefales del medio ambiente.
En general, no se encontré relacion entre los perfiles genotipicos y los
perfiles de virulencia, origen clinico o subclinico 6 tambo de procedencia. Sélo dos
pares de cepas 45(1-4) y 73(3-6), y 73(1-7) y 72(1-1) pertenecientes a 2 clusters
diferentes presentaron 100% de similitud genética dentro de cada cluster, e
idéntico perfil de virulencia y origen subclinico, aunque difieren en los tambos de

procedencia.

El dendrograma resultante confirmé la marcada diversidad genética mediante el

analisis de los perfiles genéticos obtenido mediante PFGE (Figura 16).
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comparacion de perfiles de PFGE de cepas de S. uberis con el origen, tambo, procedencia y perfil de

virulencia. S: subclinico, C: clinico. Tambos:1-7, 8-17 y 18-19 pertenecientes a Santa Fe, Buenos Aires y

Coérdoba, respectivamente. a — q: Perfiles de virulencia

4. Deteccion de genes de virulencia por la técnica de amplificacién por PCR

Para investigar la presencia de los genes de virulencia se seleccionaron 8

cepas con capacidad para producir de 1 a 4 factores de virulencia, con diferentes

perfiles de virulencia. Tres de las cepas (12, 57 e IR46) pertenecientes a los

perfiles genéticos (L y M) de mayor frecuencia de aislamiento, mientras que las

cinco restante, estaban incluidas en perfiles genéticos menos frecuentes (Tabla 8).
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Tabla 8. Caracteristicas de las cepas seleccionadas para determinar genes de virulencia

] ) ) Perfil

Cepas Perfil de Virulencia
PV PFGE
Hialuron Factor uberis FAP Capsula Proteasa Hemdlisis

IR47 - - + + + HP  n D
89(2-5) + - + - + HP I E
12 - - + - + HP d M
80(2-5) - - + - + HP d H
IR23 - - + + - HP ¢c C
57 + - + - - HP m L,
218(1-7) + - + - - HP m J
IR46 - - - - - HP a L,

FAP: Factor activador del plasminégeno; Hialuron.: hialuronidasa: HP; hemélisis parcial; PV: perfil
de virulencia; PFGE: perfil obtenido por PFGE.

4.1. Determinacion de genes asociados a virulencia

Las 8 cepas seleccionadas fueron investigadas con relacion a la presencia
de los genes de virulencia asociados a la expresién de capsula, factor activador de
plasminégeno y factor uberis mediante PCR.

4.2. Factor uberis

Se realizé la amplificacion del gen asociado a la produccion de factor uberis
(cfu). El analisis se llevd a cabo en las 8 cepas de campo segun el protocolo
propuesto por Jiang et al. (1996).

No se detectdé amplificacién del gen cfu en ninguna de las 8 cepas

analizadas en ensayos realizados por triplicado. En cada ensayo, se utilizé como
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control positivo una cepa de S. uberis, proveniente del banco de cepas del
laboratorio de Genética Microbiana, con capacidad de producir factor uberis. Esta
cepa presento un producto de amplificacién del gen cfu de 680 pb. La cepa S.
uberis NCDO2038 negativa para el factor uberis no presentd producto de
amplificacion (Hassan et al., 2000; Khan et al., 2003) (Figura 17).

Figura 17: Producto de amplificacién del gen cfu obtenido mediante PCR en cepas
de S. uberis. Calles 1-2: NCDO 2038 (-) y cepa control (+), respectivamente. M: marcador de
PM: Ladder 100 pb.

La Tabla 9 presenta los genotipos obtenidos en las cepas de S. uberis con
relacion al factor uberis. De esta manera, los resultados permitieron confirmar la
ausencia del gen cfu en las cepas que mostraron incapacidad para expresar in vitro
este factor.

Jiang et al. (1996) informaron que el factor uberis regulado por la presencia
del gen cfu esta restringido a un reducido nimero de aislamientos. La baja
frecuencia de expresioén de este factor ha sido corroborado en un estudio realizado
en 130 cepas de S. uberis por Khan et al (2003). Los autores identificaron la
presencia de un producto de amplificaciéon correspondiente al gen cfu en 5 cepas
positivas para el factor uberis, mientras que no detectaron amplificacién en las 125

cepas que mostraron incapacidad para expresar in vitro el factor.
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Tabla 9. Caracterizacion fenotipica y genotipica de las cepas seleccionadas

e oo TS e ot Pross e erl
Fenotipo l;eer:]%tt%(:)/ Eeel:,‘ogtli)%/ Ic:geer:,%ttli%%/ Fenotipo Fenotipo Fenotipo

IR23 - -/- +/- +/+ - HP ++
IR47 - -/- ++ +/+ + HP ++
IR 46 - -I- -/- -/- - HP ++
12 - -/- +/- -/- + HP +
57 + -/- +/- /- - HP +
218 (1-7) + -/- +/- -/ - HP +
80 ( 2-5) - - /- +/- -+ + HP +
89 (2-5) + -/- +/- -I- + HP +

Expresion fenotipica de capsula en agar sangre. ** Internalizacién de S. uberis en MAC-T:
(+): < 4,3 x 10" UFC/mI; (++):< 1,3 x 10% UFC/m|

4.3. Capsula

Se realizdé la amplificacidon de los genes asociados a la produccion de
capsula (hasA, hasB, hasC) mediante PCR, utilizando los pares de cebadores que
se detallan en Materiales, tabla 1 y el programa descriptos por Ward y Leigh (2002)
y Field et al. (2003), presentado en Métodos (Tabla 3).

La amplificacién de las secuencias, hasAB, se realiz6 mediante PCR
multiple, una unica reaccion, con los 2 pares de cebadores correspondientes. La
cepa S. wuberis UT101 capsulada presentdé dos amplicones, uno de
aproximadamente 300 pb para hasA y otro ligeramente superior a 500 pb para
hasB, mientras que la cepa UT102 no capsulada no mostré amplificacién de ambos

genes (Figura 18, calles 1y 2).
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M1 234

Figura 18. Productos de amplificacién de hasAB y hasC de las Cepas de Referencia.
Calles 1y 2. hasAB. S. uberis UT101 y UT 102, respectivamente.
Calles 3y 4. has C. Suberis UT101 y UT 102, respectivamente

Los resultados obtenidos de ensayos realizados por triplicado muestran que
tres de las 8 cepas seleccionadas presentaron los dos amplicones con idéntico
peso molecular a los descriptos para la cepa de referencia (Figura 19, 1). De esta
manera, los productos de amplificacioén obtenidos coinciden con los informados por
Field et al. (2003), de 319 pb y 532 pb para hasA y hasB, respectivamente.

M12345678

M 12345678

200 pb —p»

Figura 19. Producto de amplificacién del gen hasAB (1) y del gen hasC ( |l) obtenido mediante PCR.
Calles 1-8: S. uberis: 12, IR 23, IR46, IR47, 57, 80(2-5), 89(2-5) y 218(1-7). M: marcador 100 pb

Luego, para la determinacién del gen hasC se realiz6é una reaccion de PCR

simple con el par de cebadores presentados en la tabla 1 de Materiales. El
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programa utilizado fue idéntico al empleado para la reaccion de PCR Multiple. Las
cepas S. uberis UT101 y UT102 presentaron un amplicon de aproximadamente
200 pb para hasC (Figura 18, calles 3 y 4).

De esta manera, la presencia de los amplicones correspondientes a los
genes hasA, hasB y hasC en la cepa S. uberis UT101 capsulada y del producto de
amplificacion del gen hasC en la cepa UT102 coincide con los hallazgos de Ward
et al (2001).

Los resultados obtenidos de la determinacion del gen hasC de los ensayos
realizados por triplicado muestran que cinco de las 8 cepas presentaron un
amplicén con idéntico peso molecular al descripto para la cepa de referencia. Asi,
el producto de amplificacion obtenido coincide con el informado por Field et al.
(2003) (Figura 19. 1I).

Los autores revelaron en un estudio dirigido a identificar los genes
responsables de la formacién de capsula en S. uberis que la presencia de hasA 'y
hasC, codificantes de las enzimas hialuronato sintetasa y UDP- glucosa
pirofosforilasa, respectivamente, son esenciales para su produccion.

En el estudio realizado en 180 cepas de S. uberis por Field et al (2003) se
determiné que el genotipo hasABC fue el de mayor frecuencia de aislamiento,
seguido por el genotipo hasC en segundo lugar.

Sin embargo, Coffey et al (2006) y Pullinger et al., (2006) atribuyen el
caracter capsular exclusivamente al gen hasA.

La Tabla 9 presenta los genotipos obtenidos en las cepas de S. uberis con
relacion al caracter capsular. En los resultados obtenidos, so6lo dos (IR23, IR47) de
las tres cepas que amplificaron hasA, fueron capaces de producir capsula in vitro .
La cepa restante 80(2-.5) con genotipo hasA + (Figura 19,I) no mostré capsula
cuando fue ensayada bajo idénticas condiciones de cultivo.

Por ello, se decidi¢ investigar la expresion de capsula en las 6 cepas no
capsuladas por cultivo en diferentes medios disefiados de manera de imitar las
condiciones presentes in vivo y contribuir asi, a su induccién (Matthews et al,
1994a). La cepa UT102 con genotipo hasC + no fue capaz de inducir capsula en
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ninguno de los medios de cultivo ensayados, pero la cepa 80 (2-5) indujo la

produccion de capsula.

Tabla 10. Genotipo y fenotipo capsular

Controles Mastitis Clinica Mastitis Subclinica

UT101 UT102 IR23 |IR46 [IR47 12 57 80(2-5) 89(2-5) 218(1-7)

Fenotipo*  + - + - + - - - - -
Genotipo

+/+ -+ +/+ -/- +/+ -/+ -/- +/+ -/- -/+
hasA/C

Fenotipo*: Cultivo en AS

Coffey et al (2006), informaron sobre la existencia de una correlacion entre
la expresion de hasA y el origen clinico de la mastitis en un estudio dirigido a
conocer la estructura de la poblacién de S. uberis mediante la técnica de
tipificacion basada en el secuenciamiento de varios loci (MLST). En el mismo
sentido, las investigaciones realizadas por Pullinger et al (2006) con idéntica
metodologia determinaron que la mayoria de los miembros pertenecientes a un
complejo clonal, definido por el conjunto de cepas que evolucionaron de una
fundadora, concentra cepas no capsuladas aisladas de mastitis subclinica.

En este sentido, los resultados obtenidos en este estudio muestran que dos
de las tres cepas capsuladas proceden de casos clinicos de mastitis, mientras
cuatro de las cinco cepas no capsuladas fueron aisladas de mastitis subclinica. En
el presente estudio se observé coincidencia con lo descripto por Coffey et al (2006)
y Pullinger et al., (2006), a pesar del reducido numero de cepas analizadas (Tabla
10).
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4.4. Factor Activador del Plasminégeno

Se realizd la amplificacion de los genes asociados a la produccién de factor
activador del plasmindégeno (pauA / pauB). El andlisis de las 8 cepas de campo de
S. uberis se realizé segun el protocolo propuesto por Ward y Leigh (2002). Los
cebadores se detallan en la seccion Materiales, tabla 1 y el programa se presenta
en Metodos tabla 3.

Los resultados obtenidos de ensayos realizados por triplicado muestran que
un tnico producto de aproximadamente 1200 pb fue obtenido por amplificacién del
gen pauA en una de las 7 cepas con capacidad de expresar in vitro el factor

activador del plasminégeno (Figura 20).

M 12345678

Ei= =
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1000 pb _:§% ?*Wa

s

Figura 20: Producto de amplificacion del gen pauA obtenido mediante PCR en cepas de S. uberis.
Calles 1-8: IR46, 12, IR47, IR23, 57, 80(2-5), 89(2-5) y 218(1-7), M: marcador de PM :100 pb.

El amplicon obtenido corresponde al gen pauA en coincidencia con los
resultados descriptos por Ward y Leigh (2002), luego de la amplificacion del ADN
cromosomal que codifica para la proteina completa. Los autores determinaron la

presencia de dos genes codificantes para el factor activador de plasminégeno,
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pauA de 1200 pb, presente con mayor frecuencia, y pauB de 2100 pb, con baja
frecuencia de expresion.

En este estudio, ninguna de las cepas analizadas presenté un amplicon de
2100 pb correspondiente a la amplificacion del gen PauB (Figura 20). La Tabla 9
presenta los genotipos obtenidos en las cepas de S. uberis con relacion al factor
activador.

Los estudios realizados en otros paises por varios autores muestran
elevado porcentaje de cepas pauA positivas (Johnsen et al., 1999; Ward y Leigh,
2002; Khan et al, 2003). Asi, en el Reino Unido, 88 de 112 aislamientos de S.
uberis presentaron el gen pauA y ninguno de ellos presenté6 el gen pauB (Ward y
Leigh, 2002). En Dinamarca, las 20 cepas aisladas de un rodeo resultaron pauA
positivas y ninguna presento el gen pauB (Ward y Leigh, 2002). Johnsen et al.,
(1999) identificaron el gen pauB en sélo una cepa entre 11 aislados provenientes
de otro rodeo danes.

Por el contrario, en este estudio el gen pauA fue identificado en sélo el
12.5% de las cepas, aunque se debe tener en cuenta el reducido numero de
cepas. Ademas, el gen PauA no fue ocupado por el gen alternativo PauB segun la
especulacion propuesta por Ward y Leigh (2002). Los autores han planteado la
hipotesis que sostiene que pauB conferiria poca ventaja a las cepas y su
adquisicién habria ocurrido recientemente, limitando asi su distribuciéon

Un estudio epidemiologico recientemente realizado en S. uberis segun un
esquema de tipificacién basado en el secuenciamiento de varios loci, denominado
Multilocus Sequence Typing (MLST) revelé caracteristicas poblacionales
particulares. Asi, un mecanismo de transferencia génica horizontal y posterior
seleccion positiva ha contribuido en esta especie a la adquisicién o evolucion de
nuevos tipos alélicos para el gen pauA o activadores de plasminégeno alternativos
(Zadoks et al., 2005). Los hallazgos han evidenciado la presencia de 11 tipos
alélicos diferentes correspondientes al gen activador del plasminégeno en 48

cepas de S. uberis.
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De las 7 cepas con capacidad de producir FAP solo se detectd la presencia del
gen pauA en la cepa IR47. No obstante la capacidad de activar el plasminogeno in
vitro mostrada por las cepas 12, 80(2-5) y 89(2-5) en las que no se evidenciaron
los genes pauA ni pauB podria atribuirse a la proteasa detectada en las placas de
agarosa-leche (tabla 9).

La ausencia de amplificaciéon del gen pauA mediante la técnica de PCR en
las cepas 57, 218(1-7) e IR23, con capacidad de activar el plasminogeno in vitro,
podria ser atribuido a la diversidad de tipos alélicos descriptos para este gen
(Zadock 2005). En este caso el disefio de nuevos cebadores podria permitir la
obtencion de productos de amplificacion en estas cepas, y por ende la deteccion
del gen pauA. De no obtenerse amplificacion del gen, la técnica de Southern blot
permitiria detectar la presencia del gen mediante el empleo de una sonda obtenida

a partir del producto de amplificacién del gen pauA de la cepa IR47.

5. Ensayo de internalizacion a células epiteliales mamarias

La habilidad de las cepas de S. uberis para invadir y permanecer dentro de
las células del huésped fue evaluada por un ensayo de internalizacién a células
epiteliales mamarias bovinas (MAC-T), segun Almeida et al. (1999b).

Los ensayos fueron realizados con una multiplicidad de infeccion (Ml) de
50:1 a 100:1, la cual representa la relacion bacterias:células epiteliales. La Figura
21 muestra la capacidad de internalizacién de las cepas de S. uberis, expresado
como el valor de la media de las UFC/ml y su correspondiente desvio estandar.

Si bien las 8 cepas de S. uberis ensayadas mostraron capacidad de
internalizacion a las células epiteliales mamarias bovinas MAC-T, Ila figura 21
presenta los diferentes recuentos de células viables obtenidos para cada cepa a
partir de la lisis de las células.

Las cepas |IR23, IR46 e I|R47 presentaron mayor capacidad de

internalizacion al mostrar valores superiores a 1 x 10° UFC/ml luego de 1 h de
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infecciéon. Si bien las cepas 12, 57, 80 (2-5), 89 (2-5) y 218 (1-7) fueron capaces

de internalizar, los valores de UFC/ml fueron muy inferiores.

173,124

UFC/ml

12345678
Cepa N°

Figura 21. Internalizacion de S. uberis en células epiteliales mamarias bovinas MAC-T.
Cepa 1: S. uberis 12; 2: IR23; 3: IR46; 4: IR47; 5: 57; 6: 80(2-5); 7: 89(2-5) y 8: 218(1-7).
Datos representan la media y el desvio estandar de UFC/ml de las células internalizadas

La investigacion realizada por Almeida ef al (1999a) mostré valores del
orden de 1 a 3 x 10> UFC/ml de S. uberis internalizadas en células MAC-T,
aunque al cabo de 2 h del inicio de la infeccion.

Por otra parte también se demostré6 que los glicosaminoglicanos de las
membranas eucariotas actuarian como receptores facilitando la adherencia e
induccion de la internalizacion (Almeida et al 1999b). Matthews ef al. (1994b)
informaron que ocurren arreglos en el citoesqueleto de la célula eucariota, los
cuales no incluyen fusién con lisosomas, lo que permitiria la internalizacion.

También se ha demostrado la sobrevivencia intracelular de S. uberis por
mas de 120 h, sin aparente pérdida de viabilidad, ni dafio de la célula del huésped
(Tamilselvam y Almeida, 2006, Almeida y Oliver, 2006). Ademas participa un
mecanismo de transduccion de sefiales, dado por quinasas del huésped en la
internalizacion de S. uberis a las células epiteliales mamarias (Almeida et al.,
2000).

La invasion a células epiteliales mamarias bovinas representa una estrategia

fundamental en el desarrolio de la patogénesis de S. uberis, ya que las bacterias
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internalizadas estan protegidas de los mecanismos de defensa del huésped y
de la accion de los antimicrobianos. La habilidad de invadir el epitelio mamario
puede resultar en una infeccién cronica y ser la causa de la falta de éxito en el

control de la mastitis a S. uberis.

6. Estudio de la patogénesis temprana en mastitis experimental a S. uberis

en cabras

6.1. Seleccion de la cepa

Para elucidar la patogénesis temprana y respuesta inflamatoria inducida
en cabras por S. uberis se selecciond una cepa con capacidad para expresar in
vitro la mayoria de los factores de virulencia analizados ademas de presentar

los genes de virulencia investigados.

La cepa seleccionada fue S. uberis IR47, aislada de mastitis clinica,
ademas caracterizada por la expresion fenotipica de capsula, factor activador
del plasminégeno, proteasa y hemolisina, y por la presencia de los genes de

virulencia hasAB/C y pauA.

6.2. Animales

El ensayo de mastitis experimental se realizé6 en 6 cabras mediante la
inoculacién de 1,7x10® UFC/ml de la cepa IR47 por via intramamaria, en la
glandula derecha de cada animal (glandula inoculada, Gl). La glandula izquierda
inoculada con solucién fisiolégica se usé como control (glandula no inoculada,
GNI).
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6.3. Observaciones clinicas

Para investigar la respuesta clinica provocada por la cepa |IR47, las
cabras fueron examinadas durante la experiencia mediante inspeccién visual y
palpacion de la ubre y medicién de la temperatura rectal. No se observaron
signos de edema en las glandulas inoculadas. Sélo dos cabras presentaron en
la glandula derecha entre las 4 h y 12 h post-inoculacién (pi) una respuesta
clinica basada en calor y dolor. A partir de las 8 h pi se detecté un incremento
de la temperatura rectal en 0.3°C a 1°C con relacién a la temperatura al inicio
del ensayo.

Los resultados obtenidos en este estudio difieren a los informados por
Pedersen et al. (2003). Los autores investigaron la patogénesis temprana y
respuesta inflamatoria en bovinos durante 12 h luego de la inoculacién de 0.8 -1
x 10” UFC de la cepa U103 aislada en Dinamarca de un caso de mastitis clinica.
Si bien, tanto el origen de la cepa como la dosis utilizada fueron similares a la
empleada en nuestro ensayo, se debe destacar que la especie animal utilizada
fue distinta. Los autores informaron el desarrollo de una mastitis clinica en los 6
animales, caracterizada por signos inflamatorios progresivos, con una respuesta

clinica maxima dentro de las 11 h pi.

En otra investigacién llevada a cabo por Smits et al. (1998), reportaron
sobre un ensayo de mastitis experimental en bovinos por inoculacién de soélo 5 x
10 UFC de la cepa 0140J de S. uberis, caracterizada por ser altamente
capsulada y productora de factor activador del plasmindégeno. En contraste con
lo descrito en nuestro estudio, los autores informaron la induccién de mastitis
clinica en los 5 animales utilizados con marcados signos clinicos locales entre
las 24 h y 60 h pi, acompafnado de disturbios sistémicos (fiebre, taquicardia,
depresion).

En un estudio llevado a cabo por Bannerman ef al. (2005) en bovinos
durante 7 dias, se desarrollé una mastitis clinica en el cuarto infectado de cada
una de las 12 vacas utilizadas en el ensayo, luego de la inoculaciéon de 2,20 x
10° UFC de la cepa 0140J. A diferencia de nuestra investigacion, los autores

informaron una respuesta sistémica a partir de las 48 h, puesta de manifiesto

96

(



0000000000000 000000000000000000000000000000000 990

Resultados y Discusidn

por una respuesta febril luego de las 30 h e incremento de la temperatura rectal

durante todo el ensayo.

Rambeaud et al. (2003) realizaron un estudio de mastitis experimental
mediante la inoculacién de 6,65 x10° UFC a 5 vacas Jersey y de 1,05 x10* UFC
a 5 vacas Holstein de la cepa UT888 de S. uberis. La misma fue aislada de
mastitis clinica y caracterizada por su produccién de capsula, adhesion e
internalizacién a células epiteliales mamarias bovinas. Al contrario de lo
descrito en nuestro estudio, los autores informaron la induccién de mastitis
clinica en 16 cuartos, con cambios significativos a nivel local (edema de la
glandula y presencia de coagulos en la leche) y sistémico (elevacion de la
temperatura rectal) y maxima expresion a las 144 h del desafio.

Por ultimo, Almeida et al. (2004) llevaron a cabo una investigaciéon en 20
bovinos inoculados con 6,8 x 10° UFC 6 5,1 x 10° UFC de la cepa UT888. Los
autores informaron, en contraste con los resultados de nuestro estudio, el
desarrollo de mastitis clinica en la mayoria de los cuartos desafiados. La
mastitis fue caracterizada por edema en la glandula mamaria y elevacion de la

temperatura rectal.
6.4. Cambios de la secrecion lactea

En este ensayo no se detectaron cambios (coagulos, sangre, escamas)
en las caracteristicas de la secrecion lactea. Por el contrario, varios estudios
informaron la presencia de secrecidén mamaria con aspecto seroso 6 coagulos
en la leche ( Pedersen et al, 2003; Rambeaud et al., 2003; Almeida et al., 2004).

6.5. Determinacion del umbral del Recuento de Células Somaticas (RCS)
Para determinar el umbral del RCS en leche a partir del cual se reconoce
al animal libre de infeccion intramamaria, se investigd la distribuciéon del valor

del RCS en la leche de ambas glandulas de cada cabra de un total de 70,

provenientes de un tambo situado préximo a la ciudad de Rio Cuarto.
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Se detectaron 7 cabras infectadas sobre un total de 70 cabras
analizadas. Del analisis descriptivo de la distribucién del valor del RCS se
determiné que el 93% de las muestras de leche de las glandulas no infectadas
presentaron un valor de RCS igual o menor a 1,037 x 10° cél/ml (Figura 22). Las
glandulas infectadas presentaron valores de RCS superiores a 10° cél/ml,
aungue no se pudo inferir el RCS debido al reducido niumero de casos positivos.

Estos resultados coinciden con el valor umbral de 10%cél/ml establecido
por Poutrel y Lerondelle (1983). De esta manera, se consideré que una cabra
perteneciente al rodeo analizado se encuentra libre de inflamacién cuando la

muestra de leche posee un valor de RCS igual o menor a 10°cél/mi.
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Figura 22; Distribucién del valor del RCS de leche de glandulas
no infectadas (GNI) de 63 cabras, mediante el Soft SPSS, version 10.10.

6.6. Recuento de células somaticas

Para investigar la respuesta inflamatoria luego de la inoculacion
experimental, se llevé a cabo la determinacién del RCS mediante un contador
Somacount 300 (Bentley), dentro de las 24 h de la recoleccion de las muestras
de leche.

De la observacion de los intervalos de confianza del 95% se puede
afirmar que el RCS en leche de la Gl presenté un incremento significativo a las

8 y 12 h con respecto al valor inicial. Asimismo la diferencia entre Gl y GNI
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también fue significativa en el mismo periodo de tiempo (Figura 23). Este
resultado permite inferir sobre la estimulacidén de |la respuesta inflamatoria en las
glandulas inoculadas teniendo en cuenta que el umbral establecido en este
estudio para RCS en cabras libres de inflamacién fue igual o menor a 10°cél/ml.
Resultados similares estan documentados en la literatura. Rambeaud et
al. (2003) informaron el incremento en el RCS luego de 18 h pi alcanzando el
pico maximo a las 120 h pi. Almeida et al. (2004) informaron un incremento
significativo en el RCS entre las 12 a 24 h pi y se mantuvo por 72 a 96 h.
Aunque se observo un ligero incremento en el valor de la media del RCS
durante las primeras 12 h pi en la GNI, con relacién al obtenido al inicio del

ensayo, éste no fue significativo (Figura 23).
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Figura 23. Recuento de células somaticas, expresado como Media + Error Standard,
en leche de glandula inoculada (negro) y de glandula control (gris).
(N= N° de cabras muestreadas

Al inicio del ensayo, como a las 4 y 8 horas fueron muestreadas las Gl y
GNI de 6 cabras, a excepcién de una GNI a la hora 0 por no contar con un
volumen suficiente. A las 12, 14, 16 y 20 horas fueron muestreadas las Gl y
GNI de 5, 4, 3 y 2 cabras, respectivamente, a excepcion de una Gl a las 16 hs

por no contar con un volumen suficiente.
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6.7. Recuento de S. uberis en leche

Para conocer el comportamiento de la cepa luego de la infeccién
experimental, se realizé el recuento de S. uberis a partir de las muestras de
leche colectadas cada 4 h de cada glandula, por el método de dilucion en
placas de AS.

La cepa IR 47 obtenida en cultivo puro de cada muestreo fue confirmada
como idéntica a la inoculada mediante su analisis fenotipico y genotipico.

En leche de Gl se determiné un valor promedio maximo de 3,3 x 10" UFC/ml
a las 4 h pi, con recuentos de 1,1 x 10° ufc/ml a las 8 h pi, y alcanzando valores
en el orden de 3 x 10* UFC/mI a partir de las 20 h pi. Las muestras de leche de
GNI dieron cultivos invariablemente negativos a lo largo de toda la experiencia
(Tabla 11).

Tabla 11: Recuento celular somatico y Recuento
bacteriano en leche de cabras inoculada con S. uberis

IR 47
Cabras Horas Glandu RCSx10° S- u1b garisx
pi** la (cel /mi )y (UEC/miy***
D 286 0
6 0
| 462 0
6 4 D 1386 32938
| 499 0
6 g D 2839 1130
I 530 0
5 12 D 4098 537
i 1136 0
4 16 D 4234 149
| 679,5 0
3 20 D 4275 33
| 544 0
2 24 D 3885,5 39
| 593 0

"Numero de cabras evaluadas pi: post inoculacién.  : Los recuentos corresponden
a la Media de los valores. D:Derecha; |:lzquierda
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Si bien los resultados del recuento bacteriano en leche obtenidos en
nuestro estudio mostraron una marcada disminucion desde 3,3 x 10" UFC/mi a
las 4 h pi a aproximadamente 3 x 10* UFC/ml a partir de las 20 h pi, se mantuvo
un considerable nimero de bacterias en leche hasta el final del ensayo.

Los valores de recuento obtenidos luego de la inoculacién de 1 x 108
UFC/ml fueron superiores a los descriptos por Pedersen et al. (2003) en un
ensayo de 12 h mediante la administracién de un in6culo de 1 x 1 0’ UFC/ml.
Los autores informaron recuentos de bacterias en leche, del orden de 4,7 x 10*
UFC/ml a las 4 h pi y de 3,5 x 10° UFC/ml al final el ensayo.

Estos resultados difieren a los presentados por Smits et al (1998),
Rambeaud et al ( 2003); Bannerman et al ( 2005). En este sentido, Smits et al.
(1998) informaron recuento de S. uberis en leche de 107 UFC/ml, luego de la
inoculacion de 5 x 10° UFC/ml de la cepa 0140J al cabo de 60 h pi. En el
estudio llevado a cabo por Bannerman ef al. (2005) con 2,2 x 102 UFC/ml de la
misma cepa, se detectaron 6,9 x 10" UFC/m! luego de 168 h del inicio de la
infeccion. En la investigacion realizada por Rambeaud et al.(2003) a partir de la
administracion de 6,6 x 10° UFC/ml de la cepa UT 888 se informé un recuento
bacteriano de 1 x 10° UFC/ml a las 120 h pi.

Cabe destacar que la bibliografia citada refiere a estudios realizados en
vacas. En el presente ensayo llevado a cabo en cabras, a las 24 h los valores
de bacterias recuperadas en leche, fueron inferiores (10* UFC/ml) a los
informados por los diferentes autores, a pesar de la elevada densidad del
indculo inicial (107 UFC/m).

La marcada reduccion en el nimero de bacterias, fue concomitante con

el elevado RCS observado durante las 24 h del ensayo.

6.8. Analisis de sangre. Recuento de globulos blancos y determinacion de

la formula leucocitaria

Para conocer los cambios en el nimero total de glébulos blancos y de los

distintos tipos celulares durante la infeccion experimental, se determiné el
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recuento de glébulos blancos y la férmula leucocitaria a partir de muestras de
sangre periférica de cada cabra.

Los resultados muestran una disminucién del numero de leucocitos con
relacion al obtenido al inicio del ensayo (Figura 24).

La Tabla 12 presenta los valores de la media del recuento total de
glébulos blancos y de los distintos tipos celulares determinados en cada tiempo.

A pesar de la reduccion en la media del nimero de neutréfilos
segmentados a partir de de las 4 h pi hasta el final de la experiencia, los valores
se encuentran dentro de los rangos normales en cabras. La disminuciéon mas
notoria se observé a las 8 h y 24 h pi, y fue acompanada por la aparicién de
formas inmaduras como neutréfilos en banda y metamielocitos a las 4 y 8 h pi,

respectivamente, detectados hasta el final del ensayo (Tabla 12) .

Cél x1000/

Tiempo (horas)
Figura 24. Recuento de Leucocitos (cél x 1000 / pl)

en sangre, expresado como Media t Error Standard.
N= Numero de cabras muestreadas
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Tabla 12. Recuento total y diferencial de glébulos blancos (cél/ul) en sangre periférica

2 o
x (2} = [72} [72] [o] [72]
S 2 8 = Z 8 ke $ 2
2 Q Q o 2 Q2 < 8 o] 2
o o £ s ® s 2 2 = £
S 3 & g 2 3 E c S 0
T 3 o z z g = = 5
2 w
8200,0 37356 3515,6 2252 955,5
6966,6 418,5 3410,8 2067,1 1772 373,5
5258,3 139,5 385,4 2616,6 1633,6 4258 136,0
12 7230,0 132,0 379,0 3263,0 2576,4 699,8 476,0
16 6700,0 58,0 404,0 3053,2 24430 712,2 320,5
20 6016,6 61,0 465,0 3114,0 1851,0 430,0 2055
24 4675,0 59,0 386.5 2463,5 1112,0 603,0
VN 4000-13000 1200-7200 2000-9000

pi: post inoculacién, VN: Valor normal

6.9. Relacion entre RCS en leche de la glandula inoculada y recuento de

glébulos blancos totales

Los resultados de esta investigacion muestran un aumento en el RCS en
leche a partir de las 4 h pi acompafado por una notoria disminucion del numero

de leucocitos en sangre luego de las 8 h.

En coincidencia con lo descrito en nuestro estudio, Pedersen et al. (2003)
observaron un incremento del RCS dentro de las 8 h pi con un descenso en el
numero de neutréfilos que se inicié a las 5 h pi, y alcanzé un valor minimo a las
9 h pi.

En investigaciones realizadas por Smits et al (1998) y Bannerman et al.
(2005) se informé una dinamica de migracién similar, aunque el cambio se puso
de manifiesto en un periodo mayor de tiempo. En el primer estudio se detect6 el
cambio a las 48 h pi, mientras que en el segundo se determiné alrededor de las

30 h pi y hasta la finalizacién del ensayo.
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LL.a Figura 25 muestra la relacién entre la disminucién de los globulos blancos
totales de sangre periférica y el aumento concomitante del recuento de células
somaticas en leche de las glandulas inoculadas.

Los resultados obtenidos sugieren la migraciéon de los neutréfilos
segmentados desde la circulacion hacia los tejidos mamarios, para contribuir a
la fagocitosis de las bacterias como primer evento en el marco de los

mecanismos inespecificos de defensa (Paape y Capuco, 2002).

10000
8000 4 + ‘ ‘
. N ‘ |
i | Il_r" _‘ |
¥ = 1B
- < & [
4000 1 L +
I os
2000 4 l _ T | @ GB (célu)
# I os
o] & ~® RCS (cél x1000/m)

N=66 66 66 55 33 33 22
0 4 8 12 16 20 24

Tiempo (horas)

Figura 25. Recuento de globulos blancos totales (cél/ul) en sangre (gris)
y recuento de células somaticas (cél x 10%ml) (negro) en leche de glandulas
inoculadas. Valores expresados como Media + ES de las cabras evaluadas.

6.10. Relacion entre recuento bacteriano en muestras de leche y glébulos

blancos totales en sangre

Los resultados obtenidos en este estudio muestran un elevado nimero de
células de S. uberis detectadas en leche de la glandula inoculada a las 4 h pi
(Tabla 11), y como consecuencia promueve la rapida migracion de los
neutréfilos segmentados desde la sangre hacia los tejidos de la glandula. Asi, Ia
reserva de neutrofilos maduros en médula 6sea se agota, estimulando el

proceso de leucocitosis. La entrada de formas inmaduras de leucocitos,
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neutréfilos en banda y metamielocitos, a la circulacién sanguinea fue detectada
alas 4 h y 8 h pi, respectivamente. Este fendbmeno provocd una ligera
desviacion hacia la izquierda de la formula leucocitaria (Tabla 12). Los valores
de recuento de neutréfilos en banda y metamielocitos se mantuvieron hasta el
final del ensayo, sugiriendo que la médula ésea no alcanza a satisfacer la

demanda de neutréfilos maduros desde el sitio inflamatorio.
6.11. Examen bacterioldgico de muestras de tejidos
A los efectos de investigar la capacidad de la cepa IR47 para colonizar e

invadir diferentes tejidos se determiné el recuento de S. uberis por gramo de

tejido de glandula mamaria derecha e izquierda, bazo, higado y pulmén.

Tabla 13. Recuento bacteriano en leche y en érganos de cada cabra en el momento de la

eutanasia
Gl GNI
Bazo Higado  Pulmén
Cabra Horas pi 3 . 10 10" 10"
Teydo Leghe Teydo Laeche ufc/gr ufclgr ufc/gr
10°ufc/gr  10°ufc/ml  10°ufc/gr  107ufc/ml
1 8 3,7 1300 NC NC NC NC NC
2 12 2.4 536 NC NC 2,5 NC 8,0
3 16 0,56 VE NC NC NC NC NC
4 20 0,21 24,8 NC NC NC NC NC
5 24 0,081 15 NC NC NC NC NC

Pi: post-inoculacion; VE: Volumen Escaso; NC: No Crecimiento. Gl : glandula inoculada;
GNI: glandula no inoculada.

La cepa IR47 inoculada en la glandula derecha de cada animal fue
aislada en cultivo puro por siembra de tejido mamario. Las cepas recuperadas
fueron idénticas a la utilizada en la inoculaciéon, puesto que fueron

caracterizadas fenotipica y genotipicamente .

En este estudio la administracion de 1x10% UFC/ml por via intramamaria
en la glandula derecha permitié la recuperacion de 1.3 x10% UFC/ml en leche

obtenida de esta glandula a las 8 h pi, coincidente con aparicion de células
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inmaduras e incremento en el RCS. La disminucién de bacterias en leche de la
glandula inoculada continué hasta alcanzar 1.5 x 10* UFC/ml a las 24 h (Tabla
13).

Ademas, el recuento de células de S. uberis determinado en el tejido de
la glandula derecha de la cabra sacrificada a las 8 h pi fue de 3.7 x 10° UFC/m.
Los valores encontrados fueron menores en los animales sacrificados durante el
curso de la infeccion hasta alcanzar 8.1 x 10 UFC/ml en la cabra sacrificada a
las 24 h. En la glandula izquierda, los cultivos de tejido dieron resultados
invariablemente negativos.

Por otro lado, una investigacion realizada por Pedersen et al (2003)
informé el desarrollo de una mastitis experimental en vacas, por administracion
de 1x 10’ UFC/ml de la cepa UT103 de S. uberis. Los autores demostraron la
recuperacién de 2,3 a 4,7 x 10* UFC/ml en leche de la glandula inoculada hasta
las 10 h pi, con un descenso a 3,5 x 10° UFC/ml a las 12 h pi. Sin embargo, en
las muestras de tejido mamario el recuento de células de S. uberis se mantuvo
constante en el orden de 10° UFC/ml entre las 4 y 12 h pi.

En este estudio, cuatro de las cinco cabras sacrificadas, no se aisldé S.
uberis en 6rganos extramamarios. Sélo en la cabra 2, se detect6 desarrolio de
S. uberis en muestras de bazo y pulmén. De esta manera, la cepa IR47 mostr6
capacidad de internalizar el tejido epitelial mamario, sin llegar a colonizar otros
tejidos. Los resultados observados en la cabra 2 se pueden adjudicar a factores
propios del animal.

Estos resultados ponen en evidencia una respuesta efectiva del

hospedador frente al patégeno.

6.12. Patologia
Para investigar la patogénesis temprana inducida por S. uberis en cabras

se llevd a cabo un estudio histolégico. Las muestras investigadas fueron

cisterna, region proximal, central y distal de ambas glandulas, como asi también
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ganglio linfatico mamario derecho e izquierdo, de animales sacrificados cada 4
h a partir de las 8 pi.

Los resultados obtenidos en la glandula, ndédulo y cisterna derecha de las
cabras sacrificadas a los distintos tiempos son presentados a continuacion. A
las 8 h se detectaron 81 unidades secretorias (US) afectadas de un total de 63
lobulillos analizados. El porcentaje de US con cambios en la luz fue variable,
evidenciado por la presencia de coérpora amilacea (CA) (2.7%-53.3%) y
acumulacion de neutrofilos (33% -100%) en las regiones central, distal y
proximal (Figura 26, )

Fibrosis Fibrosis

Coérpora Neutréfilos

ificaci interlobulillar  intralobulillar
Calcificaci 6n amil 4cea |

Neutréfilos

Figura 26. Glandula mamaria de cabra (region central) inoculada con S. uberis. HE x 20.
I: 8 h pi. Acinos con escasos neutréfilos y unidades secretorias con calcificacion y coérpora
amilacea.. 11:12 h pi. Numerosas unidades secretoras con neutréfilos e incipiente fibrosis
intralobulillar e interlobulillar.. 111: 16 h pi. Presencia de un lobulillo con todas las unidades
secretoras afectadas con acumulacién de neutréfilos en su luz.

Un total de 717 US alteradas fueron detectadas de 57 lobulillos
estudiados a las 12 h. Aproximadamente el 95% de las US presentaron
acumulacién de neutréfilos y calcificacion, mientras que un reducido porcentaje
mostraron CA (3.5%) y calcificaciéon (Ca) (7%) (Figura 28, Il).

Un progreso gradual de los cambios histologicos fue puesto de manifiesto
por la deteccién de linfoadenitis supurativa y neutréfilos en el nédulo linfatico
mamario y cisterna. Las lesiones identificadas fueron mas severas a las 16 h,
aunque se detectaron 558 US afectadas a partir del estudio de 70 lobulillos,

mostrando una reduccién en el niimero con relacién al encontrado a las 12 h.
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Las lesiones se caracterizaron por la obstruccién del 100% de la luz de
los acinos como consecuencia de la acumulacién de neutréfilos y la presencia
de piocitos, ademas de infiltracion mononuclear en el intersticio. Ademas, se
determino linfoadenitis supurativa en el nédulo linfatico mamario e infiltracion de
neutrofilos en la luz del tejido glandular subyacente en la cisterna (Figura 26,
).

A las 20 h se detectaron 62 US afectadas de 62 lobulillos analizados con
alteraciones en su luz por la presencia de neutréfilos y piocitos. Asi también, se
identificéd linfoadenitis focalizada en el nédulo linfatico mamario.

Finalmente, a las 24 h sblo se encontraron escasos neutréfilos en 98 US
afectadas de 40 lobulillos analizados de las tres regiones de la glandula
mamaria.

El estudio histolégico de la GNI, utilizada como control en este ensayo,
mostré en su porcion central escasas unidades secretorias con alteraciones (Ca
y CA)alas 8y 12 h pi.

Los cambios histolégicos informados coinciden en parte con los hallazgos
descritos por Pedersen et al. (2003). Los autores informaron una acumulacion
de neutrofilos en el tejido conectivo intralobular, ductos de la leche y acinos
secretorios. Los tejidos de animales infectados por 8 h 6 mas se caracterizaron
por la presencia de edema, depésitos de fibrina en ductos de la leche y necrosis
focal del epitelio en los ductos y alvéolos. El agrandamiento de los nodulos
linfaticos mamario e inguinal profundo de la glandula inoculada fue asociado
con edema, macréfagos y neutréfilos. En coincidencia con los resultados de
nuestro estudio, los autores no identificaron lesiones en tejidos extramamarios.

En general, en la presente investigacion se detectd un aumento
progresivo de las lesiones en la Gl desde las 8 h pi a las 16 h pi, mostrando una
marcada reduccion en el nUmero de bacterias identificadas en leche entre las 8
h y 24 h. De esta manera, en esta investigaciéon realizada en cabras se
demostré el rol destacado de los neutrofilos en la fagocitosis de este patogeno.

En la investigacion llevada a cabo por Pedersen ef al. (2003) en bovinos
también se destaco la importancia de los neutréfilos en la defensa inespecifica

inicial frente a la invasién por S. uberis. En contraste con nuestrc estudio, los
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autores informaron el desarrollo de lesiones histolégicas de manera lineal y

ascendente a través de la glandula mamaria durante las 12 h del ensayo.

6.13. Inmunohistoquimica

Para investigar la patogénesis de S. uberis se procedié al
inmunomarcado del microorganismo siguiendo la técnica peroxidasa-
antiperoxidasa (PAP). A partir del control positivo se observé un fuerte marcado
de S. uberis sin coloraciéon inespecifica de fondo, mientras que el control
negativo no presenté marca.

En la porcién distal de la Gl se observaron a las 8 h pi bacterias libres en
la luz de los acinos secretorios (Figura 27, 1).

Bacterias en la luz
del acino

Bacterias en el

macrdéfago

Bacterias en las

células epiteliales

Bacterias en la

luz del acino

Figura 27. Glandula mamaria de cabra (region distal) inoculada con S. uberis.
Método PAP. I: 8 h pi. X40. 1I: 12 h pi. X 100.

A las 12 h, ademas de ser hallado en el lumen de los acinos secretores,
fue capaz de internalizar las células epiteliales y posteriormente fue detectado
dentro de células inflamatorias en el tejido intersticial (Figura 27, 11)

En una infecciéon experimental realizada por Thomas et al. (1994) se
identificaron las alteraciones patologicas resultantes de la inoculacién
intramamaria de S. uberis en 12 vacas, sacrificadas los dias 1, 3 y 6 pi. Los
resultados presentados por los autores muestran la presencia del
microorganismo marcado con inmunoperoxidasa tanto en forma libre como

fagocitado por el macrofago. Ademas, se encontré en la luz de los alvéolos,
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adherido a células secretoras o ductos del epitelio, en el tejido subepitelial y
septal como asi también en vasos y nédulos linfaticos.

En la investigacion realizada por Pedersen et al. (2003) en vacas, S.
uberis fue localizado predominantemente dentro de macréfagos, pero también
dentro de neutréfilos en la luz de los alvéolos inflamados. A las 8 h se
observaron lesiones y la bacteria se distribuyé ampliamente por el tejido

glandular sin invadir tejidos extramamarios.
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Viil. CONCLUSIONES

Una marcada diversidad de perfiles bioquimicos fue identificada en las 54 cepas de
S. uberis, aisladas de muestras de leche de vacas con mastitis clinica y subclinica
provenientes de 17 establecimientos ubicados en las Provincias de Cérdoba, Santa

Fe y Buenos Aires, e identificadas por pruebas convencionales.

El 81,1% (30/37) de las cepas de S. uberis de origen subclinico y el 76,5% (13/17)
de las de origen clinico fueron confirmadas como pertenecientes a esta especie

mediante la técnica de RFLP.

Diecisiete perfiles de virulencia fuercn identificados en las 43 cepas de S. uberns.
Del analisis de los perfiles de virulencia y el origen de las cepas se puede concluir
que no existe asociacion entre los perfiles de virulencia y el origen clinico o
subclinico de la cepa.

Se identificaron 14 perfiles genéticos en las 32 cepas de S. uberis ensayadas
mediante PFGE. Del analisis de los perfiles genotipicos, en general no se encontrd
relaciéon entre los perfiles genotipicos y los perfiles de virulencia, origen clinico o

subclinico 6 tambo de procedencia.

De las 8 cepas de S. uberis seleccionadas para investigar la presencia de los
genes asociados a la produccion de factor activador del plasminégeno (FAP), se
detectd el gen pauA en 1 de las 7 cepas de S. uberis con capacidad de expresar in
vitro este factor.

Del analisis de los genes asociados a la produccion de capsula en las 8 cepas de
S. uberis en estudio, se determind la presencia del genotipo hasABC+ en las dos
cepas productoras de capsula. Una cepa, con capacidad de inducir la produccion
de capsula en medio suplementado, mostré el genotipo hasABC+.
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El gen asociado a la produccién de factor uberis no fue detectado en ninguna de
las 8 cepas de S. uberis sin capacidad de producir in vitro este potencial factor de

virulencia.

Del analisis de los ensayos de internalizacion de las 8 cepas de S. uberis a células
epiteliales mamarias bovinas MAC-T, todas mostraron capacidad de
intemalizacion; sin embargo, las cepas IR23, IR46 e IR47 presentaron mayor

capacidad de intemalizacion.

Del estudio de la patogénesis temprana realizado en cabras se determiné que la
cepa seleccionada fue capaz de inducir una mastitis subclinica, con un elevado
RCS durante el periodo de estudio. La cepa inoculada fue detectada por
inmunomarcado a las 12 h en la glandula mamaria, y las alteraciones

histopatologicas cedieron a las 24h.
IX. PERSPECTIVAS

En el marco de la Tesis Doctoral, la cepa S. uberis IR 47 inoculada por via
intramamaria fue capaz de inducir una mastitis subclinica en cabras durante una
infeccion experimental de 24 h. Se propone realizar un ensayo con la misma cepa
durante un tiempo mas prolongado a los efectos de observar si se establece una
mastitis clinica.

Por otra parte repetir ia experiencia en cabras con una cepa negativa para
todos los factores de virulencia analizados.

Realizar un estudio en vacas bajo idénticas condiciones al realizado en
cabras. En el caso que la respuesta inflamatoria y cambios histopatolégicos fueran
similares a los obtenidos en el ganado caprino, se habria validado el uso de
cabras como modelo animal para el estudio de mastitis subclinica provocada por

S. uberns.
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XI. APENDICE

1. Medios de Cultivos.

1.1.Medios de Cultivo Comerciales
Caldo Tripticasa Soja (CTS, Britania)
Caldo Todd- Hewitt (TH, Difco)
Caldo Cerebro Corazén (CCC, Biokar Diagnostics)

1.2. Medios de cuitivo elaborados en el laboratorio a partir de sus componentes
Caldo para el crecimiento de estreptococos (CCE) (g/l): Caldo Tripticasa
Soya 30, Extracto de levadura 7,5, Sacarosa 5, Fosfato dipotasico 5. pH

7.4

Agar para el crecimiento de estreptococos (ACE) (g/l): Caldo

Crecimiento de estreptococos suplementado con agar 15. pH 7,4
Agar Sangre (AS) (gfl): Caldo Tripticasa Soya 30, sangre ovina al 5%

Caldo Arginina (g/l): Triptona 5, Fosfato acido de potasio 2, Glucosa 0,5,
Extracto de levadura 5, Monoclorhidrato de L-arginina al 0,5%. pH 7,0

Caldo Hipurato de sodio.(gfl): Hipurato de sodio 50, Agua destilada

Caldo Esculina. (g/l): Peptona 10, NaCl 5, Agar 12, Esculina 1, Citrato
férrico0,5.pH 7,4

Caldo NaCl 6,5%.(g/l): Caldo Cerebro Corazon 37, NaCl 60, Purpura de
bromocresol 16, Glucosa 10. pH 7,0

Caldo Basico Rojo de Fenol (g/l): Peptona 10, Extracto de carne 1, NaCl
5, Rojo de Fenol 0,018. pH 7,4. Azucares (Inulina, Manitol, Salicina,

Sorbitol, Rafinosa) al 1%
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Medio para Factor Activador de Plasmindgeno: agarosa 1% en PBS,

leche al 2%

Medio para actividad hialuronidasa: 400 ug/m! de &acido hialuronico
(humor vitreo bovino; Sigma), albumina sérica bovina fraccion V 1%,
agarosa 2 %, buffer 50nM de NaPO4H»/ Na;POsH pH 7,2

Medio para actividad proteasa: Caldo Todd Hewitt, agarosa al 0,8%;

leche descremada (Difco) al 3% PV

Medio de Crecimiento Celular (MCC): Medio de Dulbecco modificado
por Eagle (DMEM), suero fetal bovino 10%, L-glutamina 2 mM; insulina

bovina 5 pg/mi; hidrocortisona1 ug/ml. pH 7-7,5

2. Material bioldgico
Sangre Ovina desfibrinada

3. Soluciones y reactivos
Reactivo de Nessler:
Solucién A: 5g de IK en 5 ml de agua destilada

Solucién B: 2g de HgCl» en 35 ml de agua destilada

Solucién C: 20 mi de NaOH 5 N. Agua destilada csp 100 mi
Reactivo de Hipurato. Ninhidrina 3,5, 1-Butanol 50 mi, Acetona 50 ml
Reactivo de catalasa. Perdxido de Hidrogeno 30%
Solucién Stock de EDTA 0,5M. pH 7,5 y 7,8: (g/l): EDTA dihidratado
232,6, pellets de NaOH, agua destilada. Ajustar pH con peliets de NaOH
Solucidn Stock de Tris 1M. pH 7,5y 7,8: Tris base12,11%, HCI 6% para
pH 7,5 6 HCI 4,2% para pH 7,8, agua destilada
NaCl5M
Fenol equilibrado con Tris 0,1 M. pH 8
Cloroformo: Alcohol Isoamilico (49:1 vol/vol)
NaAc1 M
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Etanol 100%
Solucioén fisiolégica (SF): NaCl 0,9%
Albumina Sérica Bovina 100x: 10 mg/ml (Promega)
Desoxinucleétidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP): 100 mM (Promega)
MgCl2: 25 mM (Promega)

Agua tridestilada libre de nucleasas

Plasminégeno bovino (cedido por el Dr Leigh)
Acido hialurénico (humor vitreo bovino; Sigma)
Albumina sérica bovina fraccién V 1%

Agarosa Low Meiting Point 1,5% (LMP)

Agarosa EEO (Sigma) 1%

Bromuro de Etidio 10 mg/ml.

Gentamicina 100 pg/mi

Tritén X100: 0,025%

4. Buffers

Buffer PBS(g/t): NaCl 8, KCI 2, Na;HPO41,44; PO4KH2 0,24, pH 7,4
Buffer TE *: Tris 100 mM, EDTA 100 mM, pH 7,6

Buffer TE % Tris 10mM; EDTA 1 mM, pH 7,6

Buffer TE > Tris 10 mM ; EDTA 5 mM; pH 7,8

SDS/Tris/EDTA: SDS 20% (p/v), Tris 50 mM, EDTA 20 mM pH 7,8
Buffer ES: 0,5M EDTA pH 9, 1% n-lauroyl sarcosine

Buffer Taq 10x (Promega)

Buffer B (Promega)

Buffer C (Promega)

Buffer J (Promega)

Buffer TAE 50x: (g/l): Tris base 242, Acido Glacial Acético 57,1 ml, 100

ml EDTA0,5M, pH 8
Buffer TBE 5x (g/l): Tris 54, Acido Bérico 27,5, EDTA 20 mi 0,5 M, pH 8

Buffer muestra 6x (Promega)
Buffer muestra 10x: Glicerol 50 %, Azul de bromofenol 0,025%, TBE 5x.
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5. Enzimas
Lisozima 50 mg/mi
Proteinasa K 20 mg/mi
Lisostafina 0,2 ug/mi
RNAsa 10 mg/mi
Hialuronidasa testicular bovina 122 U/mi
Papaina 1 mg/ml (15 U /ml)
Tripsina 0,25%
Taq DNA Polimerasa 5 U/ul (Promega)

5.1.Endonucleasas de Restriccion
Hhal 10 U/pl (Promega)
Rsal 10 U/ul (Promega)
Mspl 10 U/ul (Promega)
Smal 10 U/ul (Promega)
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