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RESUMEN

Los Staphylococcus coagulasa-negativos (SCN) estan emergiendo como potenciales
bacterias responsables de infecciones intramamarias bovinas en las explotaciones
lecheras modernas. El objetivo del presente estudio fue investigar la respuesta
inflamatoria a la mastitis inducida experimentalmente en cabras lactantes por S.
chromogenes, mediante el empleo de una cepa aislada de mastitis subclinica capaz de
expresar in vitro distintos factores de virulencia. Un indculo de 1x10” UFC/ml de la
cepa S. chromogenes RC10-31 fue administrado por via intramamaria en la glandula
derecha (GI) en 6 cabras de la raza Saanen. La glandula izquierda inoculada con
solucion fisiologica se usé como control (GNI). Durante la experiencia los animales
fueron examinados clinicamente cada 4 h durante 24 h. En cada tiempo se
recolectaron muestras de leche y sangre. A partir de las 8 h post inoculacién (pi) se
practico la extirpacion de GI y GNI a una cabra cada 4 h para efectuar estudios
bacteriologicos e histopatoldgicos. A partir de las muestras de leche se determiné el
recuento célular somatico (RCS) y recuento bacteriano. De las muestras de sangre se
efectud el recuento leucocitario total y formula relativa leucocitaria. Entre las 4 y 24
h pi se logré un aumento de 95 veces en el RCS con respecto al inicio de la
experiencia y una caida en el recuento de las UFC/ml desde 2,3 x 10° hasta 2 x 10°
UFC/ml. Se observé una reduccién en la media del nimero de neutréfilos
segmentados a las 4 h pi, aunque no hubo variaciones con respecto a los valores de
referencia. La disminucion de los globulos blancos totales de sangre periférica se
correlaciond con un aumento del RCS en leche de las GI. Entre las 12 y 16 h pi se
registrd una intensa acumulacion de polimorfonucleares (PMN) en los acinos de la
GI. A partir de las 20 h pi una intensa infiltracion periacinar de PMN vy al cabo de 24
h pi leve infiltrado neutrofilico en la luz de los acinos pero intensa infiltracion
periacinar tanto en glandula como en cisterna. El incremento del RCS sustentado por
los cambios histopatoldgicos especificos de inflamacion observados en las Gl
llevarian a no desestimar la importancia de los SCN y en particular de la especie S.
chromogenes, como agente causal de mastitis bovina y a valorizar este modelo
experimental en el estudio de la respuesta del huésped a mastitis causada por las

principales especies del SCN.



ABSTRACT

Coagulase-negative Staphylococcus (CNS) becam emerging as potential bacteria
responsible for bovine intramammary infections in modern dairy farms. The aim of
this study was to investigate the inflammatory response to experimentally induced
mastitis in lactating goats by S. chromogenes, by using a strain isolated from
subclinical mastitis capable of expressing in vitro several virulence factors. An
inoculum of 1x10” CFU / ml of strain S. chromogenes RC10-31 intramammary was
administered via the right gland (GI) in 6 Saanen goats. The left gland inoculated
with saline was used as control (GNI). During the experience the animals were
examined clinically every 4 h for 24 h. In each time milk and blood samples were
collected. From 8 h post inoculation (pi), GI and GNI were removed aseptically for
bacteriological and histopathological studies. From samples of milk somatic cellular
count (SCC) and bacterial count it was determined. Blood samples of the total white
blood cellular count and relative leucocyte formula were made. A 95-fold increase in
SCC was achieved between 4 and 24 h pi with respect to the onset of experience and
a decrease in bacterial count from 2.3 x 10° to 2x10° CFU/ml. A reduction was
observed in the mean number of segmented neutrophils at 4 h pi, although there were
no variations with respect to the reference values. The decrease in total peripheral
blood white blood cellular were correlated with a increase in milk SCC GI. An
intense accumulation of polymorphonuclear neutrophils (PMN) was observed in the
acini of the GI between 12 and 16 h pi and a periacinar location from 20 pi. The
increase of SCC supported by specific histopathological changes observed in the GI
inflammation lead to not underestimate the importance of the CNS and in particular
of the species S. chromogenes, as a causative agent of bovine mastitis.This study
supports the importance of this experimental model for the study of mastitis caused

by different species of CNS.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Riesgos y peligros en los productos licteos

Los consumidores de hoy en dia tienen mdas conciencia de la salud y demandan
productos de alta calidad. La leche por su aporte nutricional es uno de los alimentos de
mayor importancia en muchos paises del mundo, no obstante €sta y/o los productos lacteos
pueden contener una variedad de microorganismos y ser una importante fuente de
patogenos trasmitidos por alimentos. La presencia de microorganismos patogenos es debida
al contacto directo con fuentes contaminadas en el ambiente del tambo o por la excrecion
desde la ubre de animales infectados. La mayor parte de la leche se consume en forma
pasteurizada, no obstante la industria lactea debe preocuparse por la calidad microbiologica
de la leche de tanque por varias razones:

-Brotes de ETA (enfermedades de trasmision alimentaria) han sido relacionados al
consumo de leche sin pasteurizar.

-Un gran segmento de la poblacién elabora diversos tipos de quesos con leche sin
pasteurizar.

-Acceso de microorganismos patogenos desde la leche a la maquina ordefiadora o a la
planta procesadora y persistencia de los mismos mediante la formacion de biofilms.

-Una pasteurizacion inadecuada o defectuosa puede no destruir todos los patégenos
presentes, por lo tanto bacterias tales como Listeria monocytogenes pueden sobrevivir.

Lo antes mencionado supone un riesgo para los consumidores por la exposicion directa
a los patogenos transmitidos por productos lacteos sin pasteurizar, asi como los productos
que se vuelven a contaminar después de la pasteurizacion. La glandula mamaria puede ser
un reservorio de bacterias patogenas (Oliver y col., 2005). Por lo tanto la sanidad de ubres,
es uno de los principales factores que afectan a la calidad de la leche, incidiendo

directamente en la calidad de producto final obtenido en el tambo.




1.2 Puntos de control en la elaboracién de productos lacteos

El control en origen de la materia prima empleada, la leche, asi como un uso adecuado
de antibidticos en el ganado, contribuye a mejorar la seguridad de los lacteos. Los
principales puntos de control en la elaboracion de productos lacteos son los relativos a la
revision inicial de las materias primas (la leche) y los tratamientos térmicos a los que la
leche puede ser sometida (Roig Saguéscerpta, 2004). El control de las materias primas es
fundamental para eliminar los peligros quimicos, como la presencia de antibidticos o de
micotoxinas, cuya eliminacion no puede ser garantizada por ninguna etapa posterior del
proceso, al ser en general sustancias resistentes a las altas temperaturas. Pero esta etapa, a
su vez, es muy importante para garantizar la eficacia de los tratamientos térmicos
posteriores frente a los peligros bioldgicos, ya que ésta depende en gran parte de la carga
inicial y del tipo de microbiota presente en la leche. Considerando que los tratamientos
térmicos aplicados en la actualidad son seguros y eficaces, en la mayoria de los casos de
enfermedades de transmision alimentaria (ETA) descritos por consumo de productos
lacteos elaborados a partir de leche pasteurizada deberemos buscar la causa de la presencia
de agentes patdgenos en contaminaciones cruzadas posteriores al tratamiento térmico. No
obstante, en las ETA causadas por Staphylococcus spp., las bacterias pueden haber
producido enterotoxinas termoestables con anterioridad, como lo demuestra el hecho que en
muchos de los brotes descritos no se aislé el microorganismo, aunque si se detectd la
enterotoxina en las muestras (Ikeda y col., 2005). En este caso es fundamental el control de

las temperaturas de conservacion de la leche previas al tratamiento térmico.

1.3 Mastitis Bovina

La mastitis bovina, como su nombre lo indica, constituye una reaccion inflamatoria de
la glandula mamaria bovina que usualmente es causada por microorganismos (Philpot y
Nickerson, 1992; National Mastitis Council, 2004; 2009). La leche proveniente de vacas
con mastitis se caracteriza por un incremento en células sométicas, seguido por un
incremento en proteasas endogenas y cambios en el tejido mamario, y como consecuencia

cambios fisicos, quimicos y microbioldgicos en la leche y en los productos lacteos (Ma y




col, 1999). Cuando el recuento de células somaticas (RCS) es mayor a 10’ cél/ml la
plasmina, principal proteasa de la leche degrada la caseina de la leche ocasionando
inconvenientes en la elaboracion de quesos. Ademads se retarda la formacion del cuajo y se
detectan cambios en el sabor y aroma generando efectos negativos en el rendimiento de los
quesos y en la textura. Otra consecuencia de los altos valores de RCS en leche mastitica, es
la presencia de sustancias antimicrobianas liberadas por las células somaéticas. Estas
sustancias tienen influencia en el crecimiento y en el metabolismo de las bacterias
iniciadoras usadas en la elaboracion de los quesos, lo que conduce a una menor aceptacion
por parte de los consumidores, de los quesos elaborados con leche con alto RCS (Klei y
col., 1998). Numerosos estudios han demostrado que el aumento en el RCS en la leche
bovina resulta en una disminucién de la produccion de leche y afecta a la composicion de la
misma, lo que provoca una reduccion en la capacidad de producir queso y disminuye el
tiempo de conservacion de la leche de consumo. Hachana y col. (2010) establecen que el
RCS vy la carga bacteriana de la leche influyen en la conservacion de leche sometida a ultra
alta temperatura (UHT). Si se elabora con elevado RCS (1 x 10° cél/ml) y alto recuento
bacteriano total (mayor a 2 x 10° UFC/ml) desarrolla sabor y aroma desagradable a los 30 y
60 dias, respectivamente.

Quesos elaborados a partir de leche con elevados RCS presentan mayor tiempo de
coagulacion. Ademas se determiné un mayor nivel de protedlisis y contenido de humedad
en quesos elaborados con leche con alto RCS, lo cual estuvo asociado con defectos en la
textura y en el sabor, factores que contribuyeron a la poca aceptacion de estos quesos
(Vianna y col., 2008). Los resultados obtenidos por Wedholm y col. (2008) indican que
catepsinas y elastasas son las enzimas responsables de la protedlisis observada en leche con

elevados recuentos de células somaticas.

1.4 Mastitis Caprina

Por otra parte, elevados valores de células somaticas en leche de cabra tiene un fuerte
impacto en la lipdlisis de la leche, incrementando los acidos grasos libres, causantes de
defectos en el aroma y en la textura de los quesos, independientemente si se elaboran con

leche cruda o pasteurizada (Sanchez Macias, 2013; Chen y col., 2010). La leche



proveniente de cabras con mastitis tiene importancia, no solo porque esta alterada su
capacidad industrial y reducido su valor nutricional, sino que ademas resulta peligrosa para
la salud humana debido al riesgo de la transmision del patégeno o a la contaminacion con

sus toxinas (Akineden y col., 2008).

1.5 Impacto econémico

La mastitis bovina ocasiona grandes pérdidas econdmicas debido a la disminucién en
la produccion de leche (Welleberg y col., 2002; Rabello y col., 2005), al aumento en el
namero de tratamientos de casos clinicos, pérdidas por eliminacion de leche contaminada
con antimicrobianos y al desecho temprano de animales (Saran y Chaffer.,, 2000; Nash y
col., 2003; Larriestra y Vissio, 2012).

A nivel mundial, las pérdidas causadas por mastitis bovina son de aproximadamente 35
mil millones de pesos anuales y representa el 70 % de los gastos totales para los ganaderos
lecheros (Philpot y Nickerson, 1992; Dos Santos y col., 2002; Welleberg y col., 2002; De
Vliegher y col., 2012; Fabres-Klein y col., 2014).

Segin el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Republica Argentina
(2015), los valores de RCS en leche, en un total de 6.229 tambos con una produccion
promedio mensual de aproximadamente 557 millones de litros de leche en enero del 2015,
fue de 446.400 cél/ml, teniendo en cuenta que las pérdidas econdémicas corresponden al 5%
del total de la leche producida, se puede calcular una disminucidn anual aproximada de 334
millones de litros.

El impacto econémico directo de valores elevados de RCS difiere considerablemente
entre paises. Los requerimientos de calidad para leche cruda en nuestro pais establecen que
recuentos <250.000 cél/ml presentan el mayor porcentaje de bonificacion por calidad
higiénico-sanitarios (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Republica

Argentina, 2015).



1.6 Agentes etioldgicos

La mastitis puede ser causada por muchas especies bacterianas diferentes. En
Argentina, las especies de los géneros Staphylococcus y Streptococcus son las mas
prevalentes en infecciones clinicas y subclinicas (Gonzdlez y col., 1980; Rivero y col.,
1984; Calvinho y col., 1991; Calvinho y Tirante 2005; Gentillini y col. 2012; Dieser y col.,
2014). Dentro del género Staphylococcus, las especies caracterizadas como coagulasa
negativas (SCN) estan emergiendo como potenciales bacterias responsables de infecciones
intramamarias (IIM) en las explotaciones lecheras modernas (Taponen, 2008; Pyorila y
Taponen, 2009; Sansano, 2010; Vanderhaeghen y col., 2014). En nuestro pais estudios
llevados a cabo en establecimientos lecheros del centro de la provincia de Codrdoba
(Rampone y col., 1993; Dieser y col., 2014), en la cuenca lechera santafesina (Delgado y
col., 1998) y en las provincias de Buenos Aires, Entre Rios y la Pampa (Gentilini y col.,
2012) muestran una alta prevalencia de SCN en leche proveniente de vacas con mastitis
clinica y subclinica. Dada la creciente importancia de los SCN como agentes causales de
IIM bovinas, varios estudios han sugerido considerarlos patdgenos emergentes causantes de
mastitis bovina (Davidson y col., 1992; Pyérila y Taponen, 2009; Paradis y col., 2010;
Hosseinzadeh y Saei, 2014).

La descripcion de la patogenicidad de este grupo bacteriano no se encuentra del todo
claro, ya que puede causar mastitis clinica como subclinica e incluso algunos autores han
informado acerca de un efecto benéfico de estos microorganismos a la ubre, debido a que
impide la colonizacion de patdgenos mayores (Nickerson y Boddie, 1994; De Vliegher y
col., 2003; 2004; Taponen y col., 2007; Schukken y col., 2009).

1.7 Mastitis bovina debido a Staphylococcus coagulasa negativos

Se ha planteado que el adecuado manejo higiénico-sanitario de los rodeos lecheros, ha
llevado a una reduccién de la incidencia general de la mastitis contagiosa debida a
patégenos mayores, y a que patdgenos oportunistas, como los SCN, sean en la actualidad la
principal causa de mastitis subclinicas o clinicas leves (Tenhagen y col., 2006; Taponen y

Pyorild, 2009; Ruegg, 2009; Gillespie y col., 2009; Sampimon y col., 2009; Schukken y






col.,, 2009; Paradis y col., 2010; Piepers y col., 2010; Waller y col., 2011; Supré y col,,
2011; Park y col., 2012; Kalmus y col., 2013; Vanderhaeghen y col., 2014; De Visscher y
col., 2016). Ademas, dada su habilidad para eludir el sistema inmune, persisten en la
glandula por un largo periodo de tiempo (Piessens y col., 2011; Supré y col., 2011). Esto se
asocia con un incremento en el nivel de conteo de células somaticas y cambios en el patron
de leucocitosis indicando que los SCN causan una inflamacién mamaria crénica similar a la
causada por S. aureus (Timms y Schultz, 1987; Hogan y col., 1987; Oliver y Jayaro, 1995;
Chaffer y col., 1999; Taponen y Pyorild, 2009; Gillespie y col., 2009; Piepers y col., 2010;
Paradis y col., 2010; Tomazi y col., 2015). Ademas, la prevalencia de SCN que albergan
genes que codifican toxinas y resistencia a antimicrobianos los ubica como potenciales
causantes de esta enfermedad (Zhang y Maddox, 2000; Rall y col., 2010; De Oliveira
Calsolari y col., 2011; Park y col., 2011).

La incidencia de infecciones por SCN es al principio del periodo seco, cuando la piel
del pezon no esta expuesta a los desinfectantes. El porcentaje de cuartos afectados por SCN
es mayor en vaquillonas en el periparto y durante su primera lactancia, que en vacas de
mayor edad (McDougall y col., 2007; Fox, 2009; Piepers y col., 2010; De Vliegher y col.,
2012).

En lo referente a reservorios de SCN en rodeos lecheros existen especies mejor
adaptadas a la glandula mamaria, como §. chromogenes, S. epidermidis, S. intermedius, S.
warneri, S. haemolyticus frecuentemente aisladas de leche y del canal del pezén, mientras
que otras especies estan mejor adaptadas al entorno del animal como §. xylosus, S. sciuri, S.
saprophyticus y S. cohnii, las cuales son frecuentemente aisladas del aire, suelo, aserrin o
arena de las camas (Piessens y col, 2011).

Staphylococcus chromogenes es la especie aislada con mayor prevalencia en muestras
de leche (Trinidad y col., 1990; Matthews, 1992; Todhunter y col., 1993; Chaffer y col.,
1999; Rajala-Schultz y col., 2006; Taponen y col.,, 2006; Taponen y Pyorild; 2009;
Sampimon y col., 2009; Vanderhaeghen y col., 2014; Ruegg y col., 2015, Raspanti y col.,
2016).

La identificacion de las distintas especies de Staphylococcus es importante ya que
proporciona un valor predictivo sobre si el microorganismo aislado tiene importancia

clinica o si se trata de un contaminante. Ademas aumenta el conocimiento de la patogénesis



de las especies estafilococicas, informacidon que resulta de utilidad para estudios
epidemiologicos (Jarp, 1991; Waage y col., 1999). La identificacion basada en reacciones
fenotipicas es insuficiente, ya que siempre queda un porcentaje de cepas que estdn en una
ubicacion intermedia, debido a la variable expresion de las caracteristicas fenotipicas de
muchas especies de Staphylococcus, por ello se han propuesto métodos alternativos basados

en caracteristicas moleculares.

1.8 Factores de patogenicidad de Staphylococcus coagulasa negativos

La patogenicidad de las especies de Staphylococcus esta asociada con la presencia de
distintos factores de virulencia. Estos incluyen:
» Componentes de la pared celular: capsula de polisacirido y slime, que
permiten evadir los mecanismos de defensa del huésped como la fagocitosis.
» Proteinas de superficie: reconocen moléculas adhesivas de la matriz que
promueven la adhesion al tejido del huésped, y la posible internalizacion tal

como: proteina de unidn a fibrindgeno y proteina de unidn a fibronectina.

‘/’

Proteinas secretadas como superantigenos.

Citotoxinas.

‘/7

Enzimas que degradan tejido del huésped: proteasas, lipasas, hialuronidasas,

v

colagenasas que promueven la invasién y la propagacion bacteriana al tejido
(Haveri y col., 2007; Fournier y col., 2008).

La conjuncién de los distintos factores de virulencia contribuyen a que la bacteria
patogena evada las defensas del huésped, facilite su adherencia a las células epiteliales
mamarias y colonice el tejido favoreciendo su persistencia y supervivencia, garantizando
asi el éxito para instalarse y mantenerse en el tejido huésped (Silva y col., 2003; Coelho y
col., 2011). Algunas especies de SCN son mas capaces que otras a causar I[IM persistente, la
diferencia puede atribuirse a determinados factores de virulencia, a la adaptaciéon al
desarrollo en la ubre o ambos (Thorberg y col., 2009).

Las distintas especies de SCN pueden producir varias toxinas y enzimas, como o-
hemolisina, desoxirribonucleasa termoestable (TNAsa), leucocidina, lipasas, proteasas,

DNAsa, elastasa, exobiopolimeros (biofilm), proteinas de unién a fibronectina, capsula,



toxinas semejantes a la B y & hemolisina y a los superantigenos (enterotoxinas pirogénicas)
de S. aureus (Scheifele y col., 1987; Watts y Owens, 1987; Beddi-Madani y col., 1998;
Zhang y Maddox, 2000; Kuroishi y col., 2003; Cunha y col., 2006; Tiirkylmaz y Kaya
2006; Park y col., 2011), que inducen respuestas inflamatorias o dafio tisular y contribuyen
a su virulencia (Janda, 1986; Scheifele y col., 1987; Watts y Owens, 1987; Valle y col.,
1990; Beddi-Madani y col., 1998; Dziewanowska y col., 1999; Zhang y Maddox, 2000;
Brouillette y col., 2003; Otto, 2004; Cunha y col., 2006; Tiirkyilmaz y Kaya, 2006). El
potencial patogénico también esta asociado con las funciones bioquimicas que pueden
considerarse como factores de virulencia, esto incluye la produccién de s/ime o adherencia
a sustrato (Christensen y col., 1985; Davenport y col., 1986; Otto, 2004; Simojoki y col,,
2012; Xu y col., 2015; Zuniga y col., 2015).

1.9 Estudio de patogenicidad bacteriana en modelos animales

Para develar la base de la interaccion, hospedador-patogeno se han desarrollado varios
modelos animales en funcidn de sus ventajas experimentales, es decir, bajo costo, facilidad
de mantenimiento y similitud al hospedador natural. 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.

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
inmunoldgicas durante las infecciones estafilococales en diferentes 6rganos y sistemas
(Garcia-Lara y col., 2005).

El modelo murino ha sido usado para el estudio de mastitis experimental a S. aureus,
Streptococcus  agalactiae, Corynebacterium pyogenes, Pseudomonas aeruginosa 'y
Escherichia coli (Chandler, 1970; Brouillette y col., 2004).

Si bien estos modelos animales reproducen patologias como la mastitis, en apariencia
similar a las registradas en bovinos, todas las conclusiones de las experimentaciones deben
ser interpretadas con precaucion y sin realizar extrapolaciones rapidas a la infeccion en el

hospedador natural (Brouillete y col., 2004).



La infeccién intramamaria por S. aureus ha sido estudiado en vacas lactantes por
varios autores (Schukken y col., 2009; Alluwaimi y col., 2003; Atalla y col., 2009).
También han sido informados ensayos de mastitis experimental en bovino inducida por
SCN (Simojoki y col., 2011; Piccart y col., 2015) y por Streptococcus uberis (Oliver y col.,
2003; Khazandi y col., 2015; Notcovich y col., 2016).

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 nimero
de vacas es dificil por razones logisticas, éticas y financieras, y un niimero adecuado es
critico a nivel estadistico para superar la variabilidad intrinseca de los modelos in vivo
(Garcia-Lara y col., 2005).

El modelo caprino ha sido empleado para el estudio de mastitis considerando que
estudios gendmicos han demostrado que la especie caprina esta estrechamente relacionada
con la especie bovina (Schibler y col., 1998). Obviamente que la clave para que un huésped
califique como modelo para el estudio de la patogénesis bacteriana es que responda al
agente infeccioso de igual manera en este caso que la vaca.

La induccion de mastitis experimental en cabras por patdgenos menores, Chlamydia
psittaci, Nocardia asteroides, Mycoplasma agalactiae ha sido publicada por varios autores
(Koul y col.,, 1993; Bassam y Hasso, 1997; Castro-Alonso y col., 2010). Un estudio
realizado por Lasagno y col. (2012) puso en evidencia que las cabras representan un
modelo valioso, para el estudio de la patogenia de la mastitis causada por S. uberis. El
modelo caprino también ha sido empleado para el estudio de mastitis experimental por S.
aureus, (Cremonesi y col., 2012; Brenaut y col., 2014; Fasulkov y col., 2015).

Asi, la cabra constituye un modelo alternativo adecuado para provocar una infeccién
experimental, dado que es menor el costo comparado con un modelo experimental bovino
y ademas permite el estudio de proteinas de la leche y del suero, y la interaccion del
patogeno con células mamarias del hospedador y con los componentes inmunes presentes
6 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 y
Malouin, 2005).



1.10 Mastitis experimental a SCN

La mastitis ocasionada por SCN ha sido estudiada en diversos modelos experimentales.
Amorena y col, (1991) realizaron un ensayo con Staphylococcus chromogenes y
Staphylococcus hyicus en conejos. Recientemente hay registro de ensayos con SCN en
glandula mamaria de ratones (Breyne y col., 2015). Sin embargo, la glandula mamaria de
una vaca lechera se diferencia considerablemente de la de los pequefios animales de
experimentacion.

Simojoki y col., (2011) y Piccart y col.,, (2015) llevaron a cabo ensayos de mastitis
experimental en bovinos con Staphylococcus simulans y Staphylococcus epidermidis,
mientras que otros investigadores (Mavrogianni y col.,, 2004) indujeron una mastitis
experimental con S. chromogenes en ovejas. Este huésped también ha sido usado para
estudiar la dinamica de la mastitis causada por S. epidermidis (Winter y col., 2003). De
acuerdo a lo estudiado no hay referencias bibliograficas de ensayos de mastitis

experimental en cabras por SCN.

1.11 Antecedentes en el tema

En el transcurso del afio 2007 se llevo a cabo el relevamiento de 51 tambos de la
cuenca lechera central de Argentina. Este estudio evidencio un elevado porcentaje (52%) de
cepas de Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) a partir de muestras de leche
compuesta (Dieser y col, 2014). La identificacidon genotipica reveld una importante
proporcion de aislamientos para S. chromogenes (46.6%) (Raspanti y col., 2016). Este
resultado fue coincidente con aquellos reportados por otros autores donde S. chromogenes
fue la especie predominante de SCN aislada de leche de bovinos (Trinidad y col., 1990;
Matthews, 1992; Todhunter y col., 1993; Chaffer y col., 1999; Rajala-Schultz y col., 2006;
Taponen y col., 2006; Taponen y Pyoérild; 2009; Sampimon y col., 2009; Vanderhaeghen y
col., 2014; Ruegg y col., 2015).

En varios estudios, diferentes especies de SCN han mostrado contener uno o algunos

de los diferentes factores de virulencia mencionados, pero una descripcion coherente de qué
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especies pueden ser mds virulentas y por cudles factores, no estd descripto aun
(Vanderhaeghen y col., 2014).

Estudios preliminares “in vitro” llevados a cabo con las cepas de SCN aisladas de la
cuenca lechera central de Argentina, indican a Staphylococcus chromogenes como una de
las especies de SCN con mayor potencial patogénico dada la prevalencia y distribucion de
factores de virulencia asociados a la misma (Bonetto, 2014; Filipuzzi y col., 2015). El
94,6%, 70,2%, 64,8% vy 59,7% de las cepas de S. chromogenes presentaron actividad
proteolitica, lipolitica, sinergismo de hemolisis y de desoxirribonucleasa, respectivamente.

Sobre la base de todo lo expuesto se plantean la siguiente hipdtesis y objetivos.
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CAPITULO 2: HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1 HIPOTESIS
Se podria hipotetizar que una cepa de Staphylococcus chromogenes productora de proteasa,

lipasa, enolasa, sinergismo hemolitico y biofilm induce inflamacién de la glandula mamaria

de cabras lactantes.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una mastitis experimental en cabras lactantes con una cepa de Staphylococcus

chromogenes productora de distintos factores de virulencia.

2.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudiar la respuesta inflamatoria en la glandula mamaria ocasionada por

Staphylococcus chromogenes.

e Evaluar los cambios histopatolégicos inducidos por la invasién del

microorganismo inoculado.
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CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales

Los animales usados para ¢l ensayo de mastitis experimental pertenecen a un tambo
caprino situado en la Estancia Yucant a 30 kilometros de Pampayasta Sud en el
departamento San Martin, Cérdoba. A los efectos de seleccionar cabras libres de infeccion
intramamaria se determiné el RCS y la presencia de microorganismos por 3 dias
consecutivos previos al ensayo en muestras de leche de cada cuarto en 21 cabras de la raza
Sannen de primera paricion y en lactancia media. Este esquema se desarrollo teniendo en
cuenta que el nimero de pariciones y mes de lactacion son factores de variacion del RCS de
origen no infeccioso en leche de cabra (Sanchez y col, 1999). De las cabras
bacteriolégicamente negativas y con menos de 250.000 células somaticas/ml, segin criterio
establecido por Pisoni y col., (2010) y Cremonesi y col. (2012), se seleccionaron 6 cabras.
Las mismas fueron alimentadas con una racion diaria de 1 kg de maiz molido/cabra y

tuvieron libre acceso a fardos y al agua.

3.2.1 Cepa de Staphylococcus coagulasa negativo

La cepa de SCN seleccionada, designada RC10-31, corresponde a un aislamiento de
mastitis subclinica bovina obtenido durante el relevamiento de tambos pertenecientes a la
cuenca lechera central de Argentina (Dieser y col., 2014). La cepa, identificada a nivel de
especie por PCR-RFLP del gen groEL (Bonetto, 2014) y confirmada por PCR-RFLP del gen
gap y espectrometria de masas MALDI-TOF (Conesa y col., 2016), pertenece a la especie S.
chromogenes y presenta el siguiente perfil de virulencia: produccion de biofilm, proteasas,
lipasas, DNAsa y sinergismo de hemdlisis con una cepa B-hemolitica de S. aureus
(Filipuzzi, 2015). Se selecciond una mutante con resistencia espontanea a estreptomicina de
la cepa motivo de estudio, a efectos de corroborar la identidad de la cepa aislada luego de la
mastitis experimental con la cepa inoculada. Para ello se cultivo la cepa de S. chromogenes
RC10-31 en caldo tripticase soya (CTS) en agitacion toda la noche. El pellet obtenido de la

centrifugacion de 2 ml de cultivo se resuspendié en 100 pl del mismo cultivo y se sembro
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por diseminacién en superficie con espatula de Drigalsky en una placa de agar tripticase
soya (ATS) con 100 ul /ml de estreptomicina. La cepa salvaje y la mutante espontdnea
resistente a estreptomicina obtenida, fueron repicadas en presencia del antibidtico para
corroborar la estabilidad de la mutacion. A continuacién se corroboré que la cepa mutante

conservara los factores de virulencia antes mencionados.
3.2.2 Seleccion de dosis bacteriana desafiante

De acuerdo a la busqueda bibliografica del presente trabajo no se encontré reportes
previos de mastitis experimental en cabras por SCN, por ello fue necesario determinar, en
un ensayo preliminar, la dosis bacteriana capaz de inducir una mastitis experimental en esta
especie animal. Se probaron las siguientes dosis: 1x10* y 1x107 UFC/ml para este ensayo
de mastitis experimental. La dosis elegida fue de 1x10’ UFC/ml, dado que mostré cambios

en el RCS dentro de un periodo de 24 h.

3.2.3 Preparacion del indoculo

A partir de diez colonias de la cepa SCN RC10-31 (SmR) crecidas en ATS, se realizd
un precultivo en 5 ml de CTS durante {8 h. Posteriormente, se efectud una diluciéon 1/200 y
se incub6 durante 5 h, hasta alcanzar una concentracién de 1x10” UFC/ml. El recuento de
células viables del indculo se determiné por siembra de diluciones seriadas en ATS. Se
realizaron ensayos preliminares para corroborar que la conservacion (4°C durante 3 horas)

hasta el momento de la inoculacidn en el corral mantuviera la concentracion establecida.

3.3 Diseiio del experimento

Seis cabras fueron inoculadas luego del ordefio de la maifiana, previo lavado y
desinfeccion con alcohol de los pezones. Un volumen de 1 ml de la cepa S. chromogenes
RC10-31 con un recuento de 1x10’ UFC/ml fue inoculado por via intramamaria en la
cisterna de la glandula derecha, GI (Glandula Inoculada), con una aguja estéril de extremo

romo. Posteriormente se efectuaron masajes para favorecer el movimiento ascendente del
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inoculo. La glandula izquierda inoculada simultineamente con 1 ml de solucién fisiologica
estéril fue considerada control negativo, GNI (Glandula No Inoculada).

Durante la experiencia al tiempo 0, 4 y 8 h se recolectaron muestras de leche de
glandula derecha e izquierda, muestras de sangre y se examinaron clinicamente las 6
cabras. A las 12, 16, 20 y 24 h se recolectaron muestras de leche (glandula derecha e
izquierda) y sangre y se examinaron clinicamente de 5, 4, 3 y 2 cabras respectivamente.

Para efectuar la recoleccion de leche, los pezones fueron lavados y desinfectados con
alcohol. Luego de eliminar el primer chorro, se recogiéo un volumen de 40 ml de cada
glandula en envases separados con y sin azidiol para RCS y bacteriano, respectivamente.
Las muestras se conservaron a 4°C hasta su procesamiento, dentro de las 24 h de
recoleccion. Para la toma de muestras de sangre se extrajo un volumen de 2 ml de la vena
yugular con anticoagulante (sal sodica del acido diaminotetraacético).

A partir de las 8 h post inoculacién (pi) se practico la extirpacién de la glandula
mamaria a una cabra cada 4 h para efectuar estudios bacterioldgicos e histopatologicos. Se
conservaron a 4°C secciones de la zona distal, central y proximal de glandula mamaria
derecha e izquierda y ganglio linfatico para su posterior andlisis. Las 6 cabras fueron
sometidas a tratamiento con cloxacilina y penicilina para su recuperacién y cura

bacteriologica.

3.4 Analisis de leche

3.4.1 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 apocrino. 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 secrecion 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

citoplasméticas y células epiteliales (Contreras y col., 1997). Por lo tanto, para el realizar el
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RCS se empled el método de Fluorocitometria Laser recomendado por la Federacion
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 Diagnéstico Veterinario
de Villa Maria con un equipo Bentley Somacount 3008, 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.

3.4.2 Recuento de S. chromogenes

El recuento de S. chromogenes RC10-31 se realizdo mediante el método de dilucién
en placas conteniendo estreptomicina 100u1/ml en las muestras de leche colectadas con una
frecuencia de 4 h de las glandulas inoculadas de cada cabra. La identidad de la cepa aislada

se confirmo por su resistencia a estreptomicina.
3.5 Analisis de sangre
Se extrajo una muestra de sangre de la vena yugular de las cabras en cada tiempo del
ensayo. El recuento leucocitario total y formula relativa leucocitaria se realizé en el
laboratorio de Diagnéstico Veterinario de Villa Maria, mediante Citometria de Flujo, con un
equipo automatico Mindray BC 2800%.

3.6 Examen clinico

Durante la experiencia, las cabras fueron examinadas clinicamente por inspeccién

visual, palpacion de la ubre y medicion de la temperatura rectal en cada tiempo.

3.7 Muestras de tejidos para examen bacteriolégico

Las muestras constituidas por 5 g de tejido de glandula mamaria derecha e izquierda

fueron obtenidas luego de la extirpacion de las mismas, y conservadas a -20°C. Para
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determinar el numero de células viables las muestras fueron pesadas y homogeneizadas en 3
ml de solucién fisioldgica (SF) con la ayuda de un mortero. De la suspension obtenida se
realizé siembra en superficie sobre ATS (Sm 100pu1/ml) de diluciones decimales en SF para

su posterior recuento de células viables por gramo de tejido.
3.8 Muestras de tejido para histopatologia

Las muestras para los estudios histopatoldgicos se obtuvieron por mastectomia
bilateral, obteniéndose especimenes de aproximadamente 1 cm’ de las siguientes locaciones,
canal del pezon, cisterna, tejido glandular de las zonas distal, medial y proximal. La
muestra de linfonodulos inguinal superficial, derecho e izquierdo se obtuvo mediante
reseccion quirdrgica.

Cada muestra (1 cm®) fue fijada con formaldehido al 10%. Se realizé la
deshidratacidn con alcohol en gradacion creciente (50% a 100%). Se colocaron luego las

muestras en moldes de parafina.
3.8.1 Histopatologia

Una vez solidificado los bloques, se efectuaron cortes de 10 pm de grosor, los que
se extendieron sobre un portaobjetos. Se desparafinaron con xilol 100% y se rehidrataron
con alcohol en gradacion decreciente (100% a 70%). Se usé la coloracion Hematoxilina-
Eosina, para ello se cubri6 el tejido fijado al portaobjetos con hematoxilina por 5 min. Se
elimind el exceso de colorante y vird con agua corriente. Después ésta tltima coloracion se
deshidraté mediante pasajes rapidos en alcohol de gradacidn creciente, paso seguido se
eliminé alcohol con xilol 100% y se adhiri6 el cubreobjeto utilizando Entellan ® como
medio de montaje.

Los preparados se observaron con microscopio Optico con aumento de 10X y se
seleccionaron 5 campos al azar. Cada campo seleccionado fue examinado a diferentes

aumentos para caracterizar los tipos celulares presentes (4X, 10X, 40X y 100X).
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3.9 Anailisis Estadistico

Los datos de leche y sangre fueron analizados con un test no paramétrico de
Kruskall-Wallis.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Animales

Las seis cabras seleccionadas para el ensayo de mastitis experimental estaban libres
de IIM con S. chromogenes y otros patdgenos mamarios ya que no se observo crecimiento
bacteriano en las muestras de leche recolectadas 24, 48 y 72 h antes de la inoculacién por
via intramamaria de la cepa S. chromogenes RC10-31. Estos resultados estan acordes a los
obtenidos por Bagnicka (2011), quien a partir de un estudio de 487 muestras de leche de
cabra no aislo patégenos en el 65% de las mismas, mientras que los SCN y otros patdgenos

mayores se detectaron en un 25% y 9,8% respectivamente.

4.2 Observaciones clinicas

En la inspeccion visual, para investigar la respuesta clinica provocada por la cepa
RC10-31 durante la experiencia, no se observaron signos de edema en las glandulas
inoculadas. Sélo dos cabras (cabra CR y cabra 890) presentaron un leve aumento de
temperatura rectal (40,6°C y 40,5°C respectivamente) a las 8 h post-inoculacion (pi),

considerando que la temperatura normal de las cabras esta entre 38,6-40°C (Tabla 1).
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Tabla 1. Signos clinicos locales y sistémicos en cabras inoculadas con 8. chromogenes RC10-31
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Los resultados obtenidos en este estudio difieren a los informados por otros autores (Pisoni
y col., 2010; Cremonesi y col., 2012), quienes investigaron la patogénesis temprana en
cabras luego de la inoculacién de 1 x 10> UFC/ml de la cepa S. aureus DV137 aislada de un
caso de mastitis caprina crénica, por un periodo de 30 y 96 h, respectivamente. Si bien, la
especie animal fue idéntica a la empleada en nuestro ensayo, se debe destacar que el
microorganismo y la dosis utilizada fueron diferentes. Pisoni y col., (2010) informaron
signos sistémicos (fiebre) durante las primeras 24 h, y sensibilidad a la palpacién. No hubo
signos ni sintomas en la GNI. Por otra parte Cremonesi y col., (2012) informaron valores de

temperatura rectal de 40,2-40,7°C, a las 30 h pi.

Los valores se asemejan a los obtenidos por Simojoki y col. (2009), en una mastitis
experimental inducida en otra especie animal, con la misma especie bacteriana, y dosis de
inéculo semejante (2,1 x 10° cél/ml) al del presente estudio. Los autores informaron que la
temperatura corporal fue normal durante el periodo del estudio (96 h), y los animales

presentaron signos clinicos leves.

4.3 Cambios de la secrecion lactea

En este ensayo no se detectaron cambios (coagulos, sangre) en las caracteristicas de
la secrecion lactea. Sélo hay registro en el trabajo de Simojoki y col. (2009) con cambios en
la leche (coagulos y cambio de color) a las 22 h pi, en uno de los animales usados en el

ensayo.
4.4 Recuento de células somadticas

La determinacion del RCS a partir de las muestras de leche recolectadas de las Gl y
GNI en seis cabras a las 0, 4 y 8 h pi y debido al disefio experimental, en 5, 4, 3 y 2 cabra a
las 12, 16, 20 y 24 h respectivamente, reveld un incremento significativo en la GI (p<
0,0001) a partir de las 4 h con respecto al valor inicial (Tabla 2). Asimismo la diferencia
entre GI y GNI también fue significativa (p< 0,0001) en el mismo periodo de tiempo
(Figura 1). Este resultado permite inferir una estimulacién de la respuesta inflamatoria en

las glandulas inoculadas.
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Figura 1. Recuento de células somaticas, expresado como Media + Error Standard (SE) en leche de
glandula inoculada (GI) y glandula no inoculada (GNI).

4.5 Recuento de S. chromogenes en leche

El recuento de S. chromogenes RC10-31 a partir de las muestras de leche colectadas
cada 4 h de cada glandula, por el método de dilucion en placas de ATS, permiti6é conocer el
comportamiento de la cepa luego de la infeccion experimental. La cepa RC10-31 obtenida
en cultivo puro de cada muestreo fue confirmada como idéntica a la inoculada mediante su
resistencia a estreptomicina (100 pg /ml).

En leche de GI se determiné un valor promedio méximo de 2,3 x 10° UFC/ml a las 4
h pi, con recuentos de 4,7 x 10° UFC/ml a las 8 h pi, y alcanzando valores en ¢l orden de 2 x
10> UFC/ml 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 2).
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Tabla 2. Recuento celular somatico y Recuento de S. chromogenes RC10-31 en leche de cabra

AT
=
Media (Rango) Media (Rango)
Gl GNI Gl GNI
0 106 (34-179) 110 (12-192) 0 0
‘8262 (2058-9879) 114 (45-199) 2291 (200-5100) 0
6 9780 (9657-9876) 113 (48-189) 467 (70-830) 0
12 9798(9567-9879) 115 (54-179) 73 (4.7-213) 0
9924 (9859-9976) 119 (65-197) 9 (2.7-16.7) 0
20 9888 (9789-9999) 116 (54-184) 2 (1.1-4.:6) 0
9487 (9431-9543) 127 (76-177) 2(0.9-2.1) 0

* Numero de cabras evaluadas. **pi: post inoculacién. ***: Los recuentos corresponden a la Media
de los valores. GI: Glandula Inoculada; GNI: Glandula No Inoculada.

Si bien los resultados del recuento bacteriano en leche obtenidos en nuestro estudio
mostraron una marcada disminucién desde 2,2x10° UFC/ml a las 4 h pi a aproximadamente
9x10° UFC/ml a partir de las 16 h pi, se mantuvo el aislamiento de bacterias en leche hasta
el final del ensayo. Resultados semejantes fueron obtenidos por Lasagno y col., (2012),
luego de la inoculacién de 1x10° UFC/ml de S. uberis en cabras, quienes detectaron una
reduccion de bacterias en leche de aproximadamente 4 log a las 24 h pi.

El presente estudio demostrd que a las 8 h pi en cabras, se logré un aumento del RCS
en el orden de 9,8x10° cél/ml y una caida en el UFC/ml (2,3x10° a 2x10%) entre las 4 y24h
pi, respectivamente (Tabla 2, Figura 2). Estos resultados se asemejan a los obtenidos por
Simojoki y col. (2009; 2010; 2011), quienes observaron que la respuesta inflamatoria en una
infeccion intramamaria bovina inducida experimentalmente por distintas especies de SCN,
incluida S. chromogenes, juega un rol importante en la resolucion de la infecciéon.

Cabe mencionar que particulas citoplasmaticas también podrian contribuir al

elevado RCS observado. A pesar que la mayoria de éstas son anucleadas, segiin Dulin y col.
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(1982), el 1% de ellas contienen fragmentos nucleares y podrian haber sido contadas con

el método de fluorometria laser empleado en el RCS.
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Figura 2. Media + Error Standard (SE) del Recuento de Células Somaticas (RCS x 10%ml) y media
del Recuento de S. chromogenes (Log UFC/ml) en muestras de leche de GI (Glandula inoculada).

4.6 Analisis de sangre. Recuento de globulos blancos y determinaciéon de la

formula leucocitaria

El recuento de globulos blancos y la formula leucocitaria a partir de las muestras de
sangre periférica de cada cabra, permitié conocer los cambios en el nimero total de globulos
blancos y de los distintos tipos celulares durante la infeccién experimental. Los resultados
muestran una disminucién del nimero de leucocitos con relacién al obtenido al inicio del
ensayo (Figura 3). La Tabla 3 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
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reduccion en la media del nimero de neutréfilos segmentados a partir de de las 4 h pi hasta
el final de la experiencia, no se observaron variaciones con respecto a los valores de
referencia (Weiss y Wardrop, 2010), en ninguna de las lineas leucocitarias, en los distintos

tiempos post inoculacion.

16000 -

15000 4

14000 4

13000 4 =
m
£ 12000 - N -
— )
8 11000
8
g 10000
3

9000 +

8000 4 - -

7000 + - -

6000 T * r + 1

0 4 8 12 16 20
Tiempo pos inoculacion {hr)
— Leucocitos - Maximos = Minimos

Figura 3. Recuento de Leucocitos (cél/mm’) en sangre, expresado como la Media + Error Standard.
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Tabla 3. Recuento total y diferencial de globulos blancos en sangre periférica

5 < - ~ -

= = pe |z h = = :

3 1

- 113333 1 48 47,8 52 (o |
_ 10066,7 1,2 35+ 57,3* 5,7 0,8

n 97833 1 41 51 55 15 !

n 9560 1,2 41,2 52,6 4,6 04

n 11075 13 41,8 51,5 5 05 !_
“ 11466,7 1 47,7 44,3 6 1
9700 1,5 41 52,5 4 1
4000-13000  raros 3048 50-70 0-4 1-8

**pi: post inoculacién, VN: Valor normal; *: diferencias significativa entre tiempos.

La respuesta sistémica a la infecciéon intramamaria se caracterizd por una
disminucién en el recuento leucocitario total en sangre a las 12 h pi de 9,5 x 10* cél/ ul en
contraposicion a los resultados obtenidos por Cremonesi y col., (2012) realizado en cabras,
quienes obtuvieron una disminucién significativa en el recuento total de leucocitos en
sangre a las 18 h pi con valores de 11,5 a 13,7 x 10% cél/ ul, después de inocular S. aureus,

mientras que los valores mas bajos fueron determinados a las 30 h pi.

En el presente estudio se detectdé una disminucion en el valor de neutréfilos
segmentados, con diferencias significativas (p< 0,05), desde un 45% a un 35% entre las 0 y

4 h pi respectivamente. Resultados semejantes han sido informados por Cremonesi y col.,
(2012).
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4.7 Relacion entre RCS en leche de la glandula inoculada y recuento de globulos

blancos totales

Los resultados de esta investigacion muestran un aumento en el RCS en leche de las
glandulas inoculadas a partir de las 4 h, acompafado por una disminucion del nimero de

glébulos blancos totales de sangre periférica (Figura 4).

Los resultados obtenidos sugieren la migracion de los neutréfilos segmentados desde
la circulacidn 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, 1997).

El marcado incremento en el RCS observado a partir de las 4 h pi, se puede atribuir
en parte a la migracion de neutrdfilos segmentados desde la circulacién. Cabe mencionar
segin Paape y col. (2007) que otros factores tales como, estacion del afio y rendimiento en

la produccion de leche podrian contribuir a los elevados valores observados en las cabras.
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Figura 4. Recuento de leucocitos (cél/mm’®) en sangre (verde) y recuento de células
somaticas (cél x10*/ml) (azul) en leche de glandulas inoculadas. Valores expresados
como Media = ES de las cabras evaluadas.
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4.8 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.
chromogenes RC10-31 detectadas en leche de la glandula inoculada a las 4 h pi (Tabla 2), y
como consecuencia promueve la rapida migracion de los neutréfilos segmentados desde la

sangre hacia los tejidos de la glandula.

4.9 Examen bacteriolégico de muestras de tejidos

El recuento de S. chromogenes RC10-31 de tejido de glandula mamaria derecha e
izquierda, permitié investigar la capacidad de la cepa para colonizar e invadir el tejido

mamario.

Tabla 4. Recuento bacteriano en leche y en glandula mamaria de cada cabra en el momento de
1a mastectomia

Tejido Leche
Tejido Leche

S. chromogenes  S. chromogenes 2 L
10UFC/gr  10°UFC/ml

10°UFC/gr 10*UEC/ml
8 0,081 94,5 NC NC
12 0,290 213 NC NC
16 0,094 122 NC NC
20 0,180 L1 NC NC
24 0,055 2.1 NC NC

pi: post-inoculacion; NC: No Crecimiento; GI: glandula inoculada; GNI: glandula no inoculada.

La cepa RC10-31 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 inoculacién, por su resistencia a estreptomicina (100 pg/ml).

En este estudio la administracion de 1x10’ UFC/ml por via intramamaria en la

glandula derecha permiti6 la recuperacion de 9,45 x10* UFC/ml en leche obtenida de esta
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glandula a las 8 h pi, coincidente con el incremento en el RCS. La disminucién de bacterias
en leche de la glandula inoculada continué hasta alcanzar 2,1 x 10° UFC/m] a las 24 h (Tabla
4).

El recuento de células de S. chromogenes RC10-31 determinado en el tejido de la
gléndula derecha de la cabra a las 8 h pi fue de 0,081 x 10’ UFC/ml. Los valores
encontrados fueron menores en los animales durante el curso de la infeccion hasta alcanzar
0,055 x 10° UFC/ml en la cabra a las 24 h. En la GNI, los cultivos de tejido dieron
resultados invariablemente negativos.

A pesar que el recuento de S. chromogenes en tejido y en leche de cada cabra no
refleja la dosis inoculada, cabe mencionar que cepas de ésta especie aisladas de infecciones
intramarnarias presentan un elevado porcentaje de adherencia e internalizacion en células de

epitelio mamario bovino (Souza, 2016).
4.10 Patologia

El estudio histopatoldgico de muestras de cisterna, canal del pezon, region proximal,
central y distal de ambas glandulas y linfonédulos mamario derecho e izquierdo cada 4 h a
partir de las 8 h pi, permitieron investigar la patogénesis temprana inducida por S.
chromogenes en cabras.

Los resultados obtenidos de las cabras a los distintos tiempos son presentados a
continuacion.

En la glandula mamaria proximal se observo a partir de las 8 h pi exudacién de PMN
en el intersticio glandular y entre las 12 y 16 h pi una intensa acumulacion de PMN en los
acinos glandulares. A partir de 20 h pi en adelante se registrd una leve a moderada
exudacion de PMN, ademéas de una intensa infiltracion periacinar de PMN (Figura I,
Apéndice). A igual que la seccion proximal, los cortes a nivel de glandula medial y distal
presentaron un cuadro semejante (Figuras II y III, Apéndice). Es de destacar la severa lesion
observada en glandula mamaria distal a las 24 hs pi (Figura III, F), en la cual se detecta
pérdida de células epiteliales. El foco de necropsia, a nivel de los alvéolos, se debe al dafio

tisular ocasionado por enzimas lisosomales liberadas por PMN; neutrofilos.
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Cabe mencionar que células del tipo PMN, neutréfilos se presentan frente a
infecciones bacterianas causadas por gérmenes Gram positivos, tal es el caso de S
chromogenes.

En la cisterna se observo de moderada a intensa exudacién de PMN en la luz e
intersticio desde las 8 hasta las 12 h pi., mientras que a partir de las 16 h pi se registré un
intenso infiltrado periacinar. A las 20 h pi se observo una marcada exudacion PMN en
acinos glandulares. Mientras que a las 24 h pi disminuy9 la exudacion de PMN en luz y se
detectd intensa infiltracion periacinar (Figura IV, Apéndice).

Mientras que en el canal del pezon se observd una leve a moderada infiltracion de
PMN en intersticio periacinar a partir de las 8 h pi, donde a las 16 h se intensifico la
infiltracién de PMN y a las 24 h pi se observo una escasa infiltracion PMN en intersticio
periacinar (Figura V, Apéndice).

La respuesta sistémica esta reflejada por trastornos a partir de las 16 hs pi., ya que
en los linfonodulos, se registré abundante cantidad de PMN en senos medulares, entre los
cordones medulares a partir de las 16 h pi, permaneciendo hasta el final de la experiencia
(Anexo figura VI, Apéndice).

Por lo tanto se puede afirmar que el analisis histopatologico muestra cambios en la
ubre especificos de inflamacion.

Mavrogianni y col (2004) estudiaron la respuesta en ovejas lecheras a la inoculacién
en la cisterna de la glandula mamaria de una cepa patogena de S. chromogenes y posterior
sacrificio a los 7, 15, 30, 45 y 80 dias post inoculacién. Los autores informaron como
principal hallazgo histopatoldgico, infiltracion neutrofilica de particular intensidad debajo
de la mucosa de la cisterna de la glandula y de la pared de los conductos en el animal
sacrificado a los 7 dias post infeccion. El disefio experimental presentado por los autores
difiere del presente estudio, no obstante se puede correlacionar con lo observado en la cabra
lactante sacrificada a las 24 h, en cuanto a la presencia de una intensa infiltracion periacinar
de PMN.

Por otra parte Breyne y col. (2015) realizaron un estudio piloto en un modelo de
mastitis murina a los efectos de evaluar la patogenicidad de diversas especies de SCN,
Staphylococcus fleuterii 'y S. chromogenes. La evaluacion histologica al cabo de 28 h post

inoculacién permitié observar con todas las cepas ensayadas un influjo de PMN en el
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lumen alveolar de la glandula de los ratones inoculados por via intramamaria. Dichos
resultados estan acordes con los obtenidos en el presente estudio ya que a las 24 h pi se
observd de moderada a leve exudacién neutrofilica en los acinos.

Es de considerar que el grado de inflamacién producido en la glandula mamaria
caprina, segun el estudio histopatologico aqui informado se asemeja en gran medida con lo
informado en otro estudio llevado a cabo en la misma especie animal desafiada con un
patdgeno mayor como S. aureus (Fasulkov y col 2015), donde el examen histopatolégico
mostré presencia de exudado seroso conteniendo neutrdfilos en la luz de los conductos
glandulares del parénquima de la ubre colectada a las 96 h pi y cambios a nivel intersticial
dado por la presencia de linfocitos mononucleares.

A pesar de que SCN han sido tradicionalmente considerados patdogenos menores, los
resultados aqui obtenidos se corresponden con una vasta revision bibliografica (Taponen y
Pyorili, 2009), que lleva a considerar a los SCN, y en especial a la especie S. chromogenes,
patogenos de mastitis, dado que los mismos estdn adquiriendo cada vez mayor
participacion en las infecciones de los rebafios lecheros, siendo frecuentemente los mas
aislados, sumado a la capacidad de persistir en la glandula mamaria, provocar cambios

histopatolégicos y causar incremento del RCS.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

Dada la creciente importancia de los SCN como agentes causales de infecciones
intramamarias bovinas y debido a que la patogenicidad de este grupo bacteriano no se
encuentra del todo claro, el modelo animal caprino representa una alternativa para el

estudio de este grupo de bacterias potencialmente patogenas.

Considerando la susceptibilidad del ganado caprino a Staphylococcus spp. y su
condiciéon de animal rumiante permitid su seleccion para investigar la patogénesis

temprana de las mastitis a S. chromogenes.

La cepa S. chromogenes RC10-31, dado su perfil de virulencia in vitro, resultd
adecuada para analizar el potencial grado de patogenicidad de esta especie de SCN en

la glandula mamaria caprina.

Los elevados valores de S. chromogenes RC10-31 detectados en leche a partir de las
4 h pi se correlaciond con la rdpida migracion de neutréfilos segmentados desde la

sangre hacia los tejidos de la glandula mamaria y el aumento en el RCS.

Si bien entre las 12 h y 20 h se detectaron lesiones histologicas en los tejidos
mamarios, no se evidencié un progreso en los cambios histologicos hacia el final del

ensayo. Estos resultados podrian sugerir una resolucion de la infeccion.

El elevado RCS provocado por la infeccion con S chromogenes RC10-31, permite
inferir que una mastitis a SCN afectaria negativamente la calidad de los productos

lacteos en el tambo.

El incremento del RCS sustentado por los cambios histopatolégicos especificos de
inflamacidn observados en las GI llevarian a no desestimar la importancia de los SCN
y en particular de la especie S. chromogenes, como agente causal de mastitis bovina y a
valorizar este modelo experimental en el estudio de la respuesta del huésped a mastitis

causada por las principales especies del SCN.
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Perspectivas futuras

Las distintas especies de SCN pueden producir varias toxinas y enzimas que
inducen respuestas inflamatorias o dafio tisular y contribuyen a su virulencia. Se ha
detectado la produccion de enterotoxinas estafilococicas en diferentes especies de
SCN. Estas toxinas son termoestables, por lo que soportan los tratamientos térmicos
utilizados en los procesos de elaboracion de los productos lacteos. Cuando
estafilococos enterotoxigénicos proliferan en los alimentos, pueden producir
suficiente toxina para causar intoxicacion alimentaria después que la comida se
ingiere.

Por lo antes expuesto se propone en futuros estudios investigar la produccion de
enterotoxinas en leches provenientes de mamiferos domésticos (de vaca,
principalmente, pero también de cabra) que presenten aislamiento de

Staphylococcus coagulasa negativa.
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Fig 1. Glandula mamaria proximal.
A: control (10X), B: 8 hs pi (40X); C: 12 hs pi (20X); D: 16 hs pi (10X); E: 20 hs pi (10X); F: 24 hs pi (10X).
Presencia de PMN, en los alvéolos (flecha blanca), en el intersticio (flecha negra).
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Fig. II. Glandula mamaria medial.
A: control (10X), B: 8 hs pi (10X); C: 12 hs pi (10X); D: 16 hs pi (10X); E: 20 hs pi (10X); F: 24 hs pi (20X).
Presencia de PMN, en los alvéolos (flecha blanca), en el intersticio (flecha negra).
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Fig. I11. Glandula mamaria distal.
A: control (20X), B: 8 hs pi (20X), C: 12 hs pi (4X), D: 16 hs pi (10X), E: 20 hs pi (10X), F: 24 hs pi (10X).
Presencia de PMN, en los alvéolos (flecha blanca), en el intersticio (flecha negra).
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Fig. IV. Cisterna.
A:: control (10X), B: 8 hs pi (20X), C: 12 hs pi (4X), D: 16 hs pi (10X), E: 20 hs pi (10X), F: 24 hs pi (20X).
Presencia de PMN, en los alvéolos (flecha blanca), en el intersticio (flecha negra).
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Fig. V. Canal del pezon de glandula inoculada.
A: control (10X), B: 8 hs pi (20X), C: 12 hs pi (20X), D: 16 hs pi (40X), E: 20 hs pi (20X), F: 24 hs pi (20X).
Presencia de PMN en el intersticio (flecha negra).
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Fig. VL. Linfonddulos de glandulas infectadas.
A: 16 hs pi (40X); B: 20 hs pi (10X); D: 24 hs pi (40X).
Presencia de PMN en el intersticio (flecha negra).
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