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RESUMEN

Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) son los microorganismos mas
frecuentemente aislados de infecciones intramamarias en bovinos, tanto en Argentina
como en numerosas partes del mundo. Su patogenicidad esta asociada con la presencia
de distintos factores de virulencia, entre ellos, la formacién de biopelicula (biofilm), que
les confiere la capacidad de adhesién a superficies vivas o inertes y proteccion frente al
sistema inmune como ante los agentes antimicrobianos. El objetivo de este trabajo fue
obtener un inmundgeno basado en componentes de la matriz del biofilm de una cepa
SCN aislada de mastitis bovina, asociado a quitosano (Q) o a Hidréxido de Aluminio
como adyuvantes. Para ello se identificaron por PCR-RFLP del gen gap 133 aislados de
SCN obtenidos a partir de muestras de leche bovinas de tambos de la cuenca lechera de
Villa Maria, una de las zonas productivas mas importante a nivel nacional. Entre las
especies mas prevalentes, S. xylosus resultd ser la especie con mayor capacidad de
formacion de biofilm (CFB). La presencia de algin gen o combinacién de genes
relacionados a formacion de biofilm y adherencia celular no mostrd relacién con la
capacidad de formar biofilm lo que indicaria que este tipo de crecimiento es un proceso
multifactorial que depende de numerosas variables. Las bacterias que presentaron una
menor CFB mostraron una capacidad de internalizacion celular significativamente
mayor, sugiriendo que aquellas cepas que tiene la capacidad de invadir no necesitan la
formacion de biofilm para sobrevivir en el huésped. Durante la infeccion experimental
de MAC-T con SCN, las células epiteliales mamarias presentaron la capacidad de
inducir una respuesta inmune innata mediante la secrecion de citoquinas pro-
inflamatorias IL-6 ¢ IL1p. La inmunizacion de 40 vaquillonas Holstein prefiadas en el
ultimo trimestre de gestacion con el precipitado concentrado de la matriz de biofilm
combinado con adyuvantes, de una cepa de S. xylosus que indujo una exacerbada
respuesta inmune in vitro, estimuld la formacion de anticuerpos séricos contra los
componentes del biofilm. Los niveles de anticuerpos obtenidos cuando los animales
fueron inoculados con el adyuvante Q fueron mayores a aquellos cuando el adyuvante
fue Hidréxido de Aluminio. Los resultados obtenidos permiten concluir que se obtuvo
un inmundgeno prototipico con una probada actividad, tanto in vitro como in vivo, para
generar una respuesta inmune a partir de la matriz de biofilm, por ende, se postula a este

como un potencial candidato para el desarrollo de estrategias vacunales futuras.



ABSTRACT

Coagulase negative Staphylococci (CNS) are the most frequently isolated
microorganisms from bovine intramammary infections in Argentina as in many parts of
the world. Their pathogenicity is associated with the presence of different virulence
factors, among them, biofilm formation, which gives them the ability to adhere to living
or inert surfaces and to avoid the immune system as well as antimicrobial agents. The
objective of this work was to obtain an immunogen based on biofilm matrix components
of an CNS strain isolated from bovine mastitis, associated with chitosan (Q) or
aluminum hydroxide as adjuvants. To do this, 133 isolates of CNS from bovine milk
samples from dairy farms in the Villa Maria dairy basin, one of the most important
production areas nationwide, were obtained by PCR-RFLP of the gap gene. Among the
most prevalent species, S. xylosus, turned out to be the species with the highest biofilm
formation capacity (BFC). The presence of any gene or combination of genes related to
biofilm formation and cell adherence showed no relationship with the ability to form
biofilm, which would indicate that this type of growth is a multifactorial process that
depends on a large number of variables. Bacteria with the lowest BFC showed
significantly greater cell internalization capacity, suggesting that those strains that have
the ability to invade do not need biofilm formation to survive in the host. During
experimental MAC-T infection with CNS, mammary epithelial cells exhibited strong
innate immune defense capabilities through secretion of proinflammatory cytokines (IL-
6 and IL1B). In vivo immunization of 40 pregnant Holstein heifers in the last trimester
of gestation with the concentrated pellet of the biofilm matrix combined with adjuvant,
from one of the S. xylosus strain that had shown an exacerbated immune response in
vitro, stimulated the formation of serum antibodies against the biofilm components. The
antibody levels obtained when the animals were inoculated with the Q adjuvant were
higher than those obtained when the adjuvant was aluminum hydroxide. The results
obtained allow us to conclude that a prototypic immunogen with a proven in vitro and in
vivo activity was obtained to generate a response from a biofilm matrix; therefore, it is

postulated as a potential candidate for the development of future vaccine strategies.
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I.1. INTRODUCCION
1.1.1. Mastitis bovina
1.1.1.1. Generalidades.

La mastitis bovina (MB) es una inflamacion de la glandula mamaria (GM) asociada
al parto y la lactancia, y constituye la patologia mas frecuente que afecta al
ganado bovino lechero [De Vliegher y col., 2012]. La produccion lechera es una de las
actividades econdmicas mas importantes del pais, en Cordoba funcionan 2.800 tambos,
que representan el 34% de los establecimientos de la Argentina y producen 3.500
millones de litros anuales, siendo esta la provincia que mayor cantidad de leche produce
[ABC Rural, 2019]. En los ultimos afios ha incrementado la demanda de leche y ha
disminuido el nimero de tambos, esto ha llevado a una mayor explotacién del rodeo y
de la infraestructura del tambo con consecuencias sanitarias indeseadas; la MB es
causada principalmente por microorganismos y se caracteriza por el cese en el
suministro de leche, alteraciones en la calidad y en la produccion lactea [Ashraf e
Imran, 2020]. De acuerdo con el recuento de células somaticas (RCS) en leche, el nivel
de la infeccion intramamaria (1IM) y el estadio de la lactancia en el que se produce la
infeccion, la MB puede aparejar serios problemas en el ganado vacuno lechero, con
grandes pérdidas econdmicas no solo por el descarte de la leche y de las vacas
infectadas en casos severos, sino también por el costo de los tratamientos utilizados para
controlar y erradicar la patologia [Hogeveen y col., 2011; Rollina y col., 2015].

La enfermedad puede cursar como subclinica, que es la de mayor prevalencia en un
rodeo, sin signos clinicos evidentes en el animal y apariencia normal de la leche con
RCS superior a 200.000 cel/mL, o como clinica, con alteraciones macroscépicas de la
leche y sintomas palpables de la ubre [Philpot y Nickerson, 1992]. En la mastitis clinica
se pueden presentar signos sistémicos los cuales pueden culminar en bacteriemia,
septicemia y muerte del animal [Philpot y Nickerson, 1992; Leigh, 2002].

Clasicamente se la ha definido como una “enfermedad poli factorial”, porque el riesgo
de infeccion depende de la habilidad de la vaca para rechazarla, de la patogenicidad y
cantidad de bacterias presentes en el rodeo y de las condiciones del medio ambiente, en
particular del manejo del ordefio que se esté desarrollando en el establecimiento (Figura
1) [Andresen, 2001].
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Figura 1. Interaccion de los factores que participan en la transmision de la mastitis:
vaca, medio ambiente y microorganismos. Adaptado de Derakhshaniy col., 2018.

1.1.1.2. Impacto econdémico

A nivel mundial, las pérdidas causadas por MB son millonarias, y representan el 70 %
de los gastos totales para los ganaderos lecheros [Philpot y Nickerson, 1992; dos Santos
y col., 2002; Wellenberg y col., 2002; De Vliegher y col., 2012; Fabres-Klein y col.,
2014; Rollin y col., 2015]. El impacto econdémico directo de valores elevados de RCS
difiere considerablemente entre paises, y depende de la violacion de limites para leche
de calidad reducida o de premios pagados por leche de alta calidad. En nuestro pais la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca del Ministerio de Agroindustria establecid
para la “Leche de Referencia”, en el sistema de pago de leche cruda, recuentos
<400.000 cel./mL para el mayor porcentaje de bonificacion por calidad higiénico-
sanitarios [SECAGYP, 2017].

Segun el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Republica Argentina
[MAGyP, 2015], los valores de RCS en leche, en un total de 6.229 tambos con una
produccién promedio mensual de aproximadamente 557 millones de litros de leche en
enero del 2015, fue de 446.400 cel/mL. Teniendo en cuenta que las pérdidas
econdmicas corresponden al 5% del total de la leche producida se puede calcular una

disminucion anual aproximada de 334 millones de litros.




La produccion lechera en Argentina tiene lugar principalmente en la region pampeana,
abarcando el noreste de la Pampa, centro oeste de la Provincia de Santa Fe, el Sudeste
de la provincia de Cordoba, el Norte, Oeste y Sur de la provincia de Buenos Aires, Sur
de la provincia de Santiago del Estero y centro sur de la provincia de Entre Rios, con

aproximadamente 10.000 tambos [Lecheria Argentina, Anuario 2014], (Figura 2).

Cuencas Lecheras Pampeanas
1 Sur de Santa Fe

2 Central de Santa Fe

3 Norte de Santa Fe

4 Abasto Sur Buenos Aires

5 Abasto Norte Buenos Aires
6 Oeste Buenos Aires

7 Mar y Sierras Buenos Aires
8 Noreste Cordoba

9 Villa Maria Cérdoba

10 Sur Cérdoba

11 Entre Rios

Figura 2. Cuencas Lecheras Pampeanas y Extra-Pampeana [Adaptado de Marino y col., 2011].

En un estudio sobre 48 establecimientos lecheros pertenecientes a la Unidad Ejecutora
Local de Villa Maria, Cérdoba, Argentina, Vissio y col (2015) analizaron un promedio
de 128 vacas en ordefie por establecimiento (rango 70-212). Los datos obtenidos
mostraron que la mediana de pérdidas en produccién de leche por mastitis subclinica
fue de 2,8 litros/vacas/dia lo que representa un costo de US$ 0,99/vaca/dia. Por otro
lado, la mediana de pérdidas en produccién de leche atribuidas a mastitis clinica fue de
0,12 litros/vaca/dia, lo que representé un costo de US$ 0,04/vaca/dia. EI mismo grupo
de investigacién en estudios previos en la misma cuenca lechera [Larriesta y Vissio,
2012], encontraron una prevalencia global de mastitis subclinica del 19,4% y de mastitis
clinica del 3% en un total de 2000 vacas. Estos resultados demuestran las grandes
pérdidas econdmicas ocasionadas por la mastitis clinica y subclinica.

A pesar de que existen tratamientos para la MB, el éxito de los mismos es

decepcionante y depende de la vaca, el agente patégeno y el tratamiento [Keefe, 2012].




La patogénesis y la epidemiologia de la enfermedad siguen siendo en gran medida
desconocidas, y otros factores de riesgo especificos de patdgenos deben ser

identificados para optimizar los programas de prevencion actuales.

1.1.1.3. Agentes etioldgicos

La MB es principalmente una enfermedad infecciosa de la GM, en la cual la
inflamacion se produce como respuesta a la invasion, a través del canal del pezon, de
diferentes tipos de bacterias, hongos, y hasta algunos virus [Pereyra y col., 2014]. Las
especies de los géneros bacterianos Staphylococcus y Streptococcus son las mas
prevalentes en infecciones clinicas y subclinicas en Argentina [Gonzélez y col., 1980;
Calvinho y col., 1991; Rivero y col., 1994; Gentillini y col. 2002; Calvinho y Tirante
2005; Dieser y col., 2014; Srednik y col., 2019; Lasagno y col., 2019]. De acuerdo a su
habitat, interaccion con el huésped y patogenicidad, los microorganismos pueden ser
clasificados como: microorganismos contagiosos, ambientales, oportunistas y otros

[Watts y Owen, 1989; Philpot y Nickerson, 1992; National Mastitis Council, 2009].

1.1.1.3.1. Microorganismos contagiosos

Los patdgenos contagiosos viven y se multiplican sobre y dentro de la GM infectada,
ademas se propagan entre cuartos de un mismo animal o de un animal a otro,
principalmente durante procedimientos de ordefie poco higiénicos [Zadoks y col., 2001,
Rossitto y col., 2002].

Si bien las especies més frecuentemente aisladas dentro de este grupo incluyen a
Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae, también se sefiala a Mycoplasma
bovis, Corynebacterium bovis y Streptococcus dysgalactiae como agentes causales de
MB [Philpot y Nickerson, 1992]. Mycoplasma puede ser considerado un patdgeno
emergente de mastitis [Fox y col., 2005; Barkema y col., 2009; Passchyn y col., 2011].
Dentro del género Staphylococcus, la especie Staphylococcus aureus es el agente
etiologico de mastitis clinica y subclinica mas dificil de controlar en vacas lecheras
tanto en Argentina [Calvinho y Tirante, 2005; Zecconi y col., 2005; Camussone y
Calvinho, 2013], como en otros paises de gran desarrollo lechero [Kateete y col., 2013;

Basanisi y col., 2017; Wang y col., 2018].




Aunque S. aureus puede causar mastitis aguda y clinica con alteracion macroscépica de
la leche, la forma més frecuente de presentacion es la subclinica con tendencia a la
cronicidad, sin alteracion macroscopica de la leche, pero con RCS elevados y

persistencia de la bacteria en la GM [Bardiau y col., 2014].

1.1.1.3.2. Microorganismos ambientales

Los patdgenos ambientales se encuentran en el ambiente donde vive la vaca, pasturas,
cama, excremento, entre otros, y pasan a la ubre en los periodos entre ordefie [Zadoks y
col. 2002]. Dentro de este grupo se encuentran Streptococcus dysgalactiae
comportandose tanto como un patdégeno ambiental como contagioso [Smith y Hogan,
1993; Calvinho y Tirante, 2005], Streptococcus uberis causando tanto mastitis
subclinica y clinica [Compton y col., 2007] y bacterias Gram negativas representadas
principalmente por bacterias coliformes [Smith y col., 1985; Oliver, 1988] entre ellas
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter aerogenes, y
especies de Citrobacter, Serratia y Proteus [Philpot y Nickerson, 1992], los patdégenos

ambientales también pueden causar problemas de mastitis en el periparto [Fox, 2009].

1.1.1.3.3. Microorganismos oportunistas

Los Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) se encuentran normalmente
colonizando la piel sana de los pezones y en las manos de los ordefiadores, y por esto se
encuentran en una posicion “oportunista” para colonizar el canal del pezén [Davidson y
col., 1992]. Los SCN son la principal causa de mastitis subclinica en la mayoria de los
rodeos lecheros con adecuado manejo higiénico-sanitario y control de la mastitis
contagiosa [Pyo6rald y Taponen, 2009; Bonetto, 2014, Dieser y col., 2014; Calvinho y
col., 2019]. Estos se han convertido en las bacterias predominantemente encontradas en
muestras de leche de vacas en todo el mundo [Makovec y Ruegg, 2003; Pitkéla y col.,
2004; Piepers y col., 2007; De Vliegher y col., 2012; Vanderhaeghen y col., 2014; 2015].
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 patogenos mayores [Nickerson y Boddie, 1994; De




Vliegher y col., 2003; 2004; Taponen y col., 2007; Schukken y col., 2009].

1.1.1.3.4. Otros microorganismos

Una gran variedad de microorganismos se puede aislar con menor frecuencia de casos
de MB e incluyen a los géneros Pseudomonas, Actinomyces, Nocardia, Bacillus y
Pasteurella. Las infecciones causadas por algunos de ellos casi siempre son debidas a
los inadecuados procedimientos de manejo, especialmente cuando se desarrollan las
condiciones que pueden incrementar la exposicion a los mismos [Philpot y Nickerson,
1992; Hertl y col., 2014, Turni y col., 2016; Savage y col., 2017].

1.1.2. Importancia de los Staphylococcus coagulasa negativos en la mastitis

bovina

Si bien S. aureus es uno de los principales patégenos causantes de MB, el adecuado
manejo higiénico-sanitario de los rodeos lecheros, ha llevado a una reduccion 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 causa principal de 1IM
en el ganado bovino a lo largo del mundo [De Vliegher y col., 2012; El-Jakee y col.,
2013; Becker y col., 2020].

Ademas, este grupo de microorganismos presenta la habilidad de eludir el sistema
inmune y persistir 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 RCS y cambios en
el patrén de leucocitosis indicando que los SCN causan una inflamacion mamaria
cronica similar a la causada por S. aureus [Timms y Schultz, 1987; Hogan y col., 1987;
Oliver y Jayarao, 1997; Chaffer y col., 1999; Taponen y Pyorald, 2009; Gillespie y col.,
2009; Piepers y col., 2010; Paradis y col., 2010; Tomazi y col., 2015]. Por otro lado, 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; Oliveira Calsolari y col., 2011; Park y col., 2012].
Dado que los SCN estan adquiriendo cada vez mayor participacion en las infecciones de
los rebafios lecheros y siendo frecuentemente los mas aislados [De Vliegher y col.,
2004; Pitkald y col., 2004; Calvinho y Tirante, 2005; Cunha y col., 2006; Lopez Meza,




y col., 2006; Tenhagen y col., 2006; Piepers y col., 2007; Taponen, 2008; Sampimon y
col., 2009; Pyorala y Taponen, 2009; Paradis y col.,2010; Piessens y col., 2010; Waller
y col., 2011; Kaliwal y col., 2011; Park y col., 2012], varios estudios han sugerido
considerar en la actualidad a estos microorganismos como patdgenos emergentes
causantes de MB [Pyorala y Taponen, 2009; El-Jakee y col., 2013; Hosseinzadeh y
Saei, 2014; Taponen y col., 2015; Nobrega y col., 2018; Pumipuntu y col., 2019;
Jenkins y col., 2019].

1.1.3. Factores de patogenicidad de Staphylococcus coagulasa negativos

La patogenicidad de las especies de SCN estd asociada con la presencia de distintos
factores de virulencia. Entre los mas importantes se describen: componentes de la pared
celular: capsula de polisacarido y biopeliculas, 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 unidén a fibrindgeno y proteina de unién a
fibronectina; proteinas secretadas como superantigenos; enzimas que degradan tejido
del huésped: proteasas, lipasas, hialuronidasas, colagenasas que promueven la invasion
y la propagacién bacteriana al tejido [Haveri y col., 2007; Fournier y col., 2008;
Naushad y col., 2019; Becker y col., 2020]. La conjuncion 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 [Mamo y col., 1988; Saa y Kruze, 1994; Almeida y Oliver, 2001;
Anaya-Lopez y col., 2006; Oliveira y col., 2006; Coelho y col., 2011]. Ademas, la
produccién de varias toxinas y enzimas que contribuyen a su virulencia inducen
respuestas inflamatorias o dafio tisular [Janda, 1986; Scheifele y col., 1987; Watts y
Owens, 1987; Bedidi-Madani y col., 1998; Zhang y Maddox, 2000; Otto, 2004; Cunha
y col., 2006; Tlrkyilmaz y Kaya, 2006].




1.1.4. Mecanismos de respuesta inmune de la glandula mamaria bovina.

La GM bovina luego del ingreso de agentes patdgenos desarrolla diversos mecanismos
de defensa que se traducen en una respuesta inmune particular. El estudio de estos
factores es de suma importancia para la propuesta de posibles tratamientos y métodos
preventivos de la MB. Esta respuesta inmune esta mediada por factores innatos y
adquiridos asociados a este tejido, que actian de manera coordinada, siendo su
eficiencia el factor determinante de la proteccion ante nuevas infecciones [Sordillo y
col., 2002; Rainard y Riollet, 2006, Schukken, y col. 2011].

Ante el primer contacto del agente invasor con el huésped, actla la inmunidad innata
como primera linea de defensa, siendo determinante para la eliminacion del patégeno, o
el establecimiento, progresion y gravedad de la infeccion, como asi también para la
generacion de la respuesta inmune adaptativa [Aitken y col., 2011]. El sistema de
defensa innato esta constituido por barreras fisicas como el esfinter del apice del pezdn,
que permanece cerrado por un musculo eldstico para asi reducir las infecciones
ascendentes, el cual estd a su vez esta cubierto por queratina, como barrera quimica.
Existen también factores solubles como citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias,
lisozima y lactoferrina. Esta ultima, actia como un quelante del hierro, reduciendo su
disponibilidad para el desarrollo bacteriano, y los elementos celulares que incluyen
ademas de las propias células del epitelio, que presentan sus mecanismos de defensa,
células inmunes como macrofagos, mastocitos, neutrdfilos, eosinéfilos, células
dendriticas y células NK [Rainard y Riollet, 2006].

El sistema adaptativo esta constituido por grupos celulares especificos que reconocen a
patdgenos particulares, y estda mediado por linfocitos T y B. Esta respuesta es mas
efectiva luego de la exposicidn al patdgeno, ya que mediante la sintesis de anticuerpos y
activacion secundaria por linfocitos B y T permitiria la eliminacién de los agentes
causales [Schukken y col. 2011].

1.1.4.1. Reconocimiento del patégeno

Al ingresar un agente patogeno a la GM, éste es percibido por las celulas del huésped,
tanto las epiteliales como las propias del sistema inmune, y éstas a través de receptores
propios en su superficie llamados PRR (Pattern Recognition Receptors), expresados por

las células epiteliales alveolares y por leucocitos [Strandberg y col., 2005], se unen a sus




moléculas analogas presentes en la bacteria llamados PAMP (Pathogen-Associated
Molecular Patterns).

Los méas importantes de los PRR son los llamados TLR (Toll-Like Receptors),
estructuras proteicas complejas que reconocen los PAMP y responden secretando
factores como las citoquinas [Akira y col., 2006]. Se han descripto muchos tipos de
TLR, en bovinos se conocen 10 secuencias diferentes [Werling y col., 2006], y dentro
de estos, los TLR2 y 4 son los mas reactivos en IIM para bacterias Gram positivas y
negativas, respectivamente [Takeda y col., 2005]. Al unirse TLR y PAMP se activan
factores de transduccion como el factor nuclear kappa B (NF-kB) que induce la
produccion de citoquinas y otros mediadores de la defensa. Estos receptores juegan un
rol importante en la respuesta inmune de la GM frente a infecciones [Yang y col., 2008]
y la magnitud y duracion de la respuesta de citoquinas en IIM depende del tipo de
patdgeno actuante [Bannerman y col., 2009]. Esta respuesta es mayor en bacterias Gram
negativas y coliformes que expresan lipopolisacaridos (LPS) en su superficie, y menor
en Gram positivas como el género Staphylococcus que expresan acido lipoteicoico
(LTA), [Wellnitz y col., 2012]. Estas diferencias en la reaccion ante las estructuras
explican por qué el primer grupo esta mas relacionado con infecciones agudas con
signos clinicos evidentes, mientras que Staphylococcus es mas propenso a infecciones

del tipo crdnico y reincidente.

1.1.4.2. Citoquinas pro-inflamatorias

Las citoquinas son un grupo heterogéneo de proteinas de bajo peso molecular
sintetizadas por una alta variedad de células, principalmente células inmunes. Tienen la
funcién de regular la intensidad y duracion de la respuesta estimulando o inhibiendo la
accion de células de muchos tipos y de otras citoquinas, actuando solas o interactuando
entre ellas de manera sinérgica. Las citoquinas mas importantes son las interleuquinas
(IL), factor de necrosis tumoral (TNF-a) ¢ interferon-gamma (INF-y). TNF-q, IL-1p e
IL-6 son las citoquinas pro-inflamatorias predominantes en la circulacion en procesos
agudos [Riollet y col., 2000]. TNF-a es secretada por macréfagos, linfocitos, neutrofilos
y celulas epiteliales, es la principal citoquina en los procesos tempranos de la respuesta
inmune innata. IL-1PB, es producida por monocitos, macrofagos, células dendriticas
linfocitos, fibroblastos y células epiteliales y endoteliales. Esta citoquina se induce en

respuesta a virus, bacterias, hongos y parasitos, y por otras citoquinas como TNF-a, IL-
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6, IL-8 e IL-12. IL-6 presenta un efecto dual, actuando tanto en respuestas anti como
pro-inflamatoria, la producen macrofagos, neutrofilos, fibroblastos y células epiteliales
y endoteliales, la inducen bacterias y virus y otras citoquinas como IL-1f y TNF-a
[Pereyra y col., 2014; Piccinini y col., 1999].

1.1.5. Prevencion de mastitis por Staphylococcus coagulasa negativos.

1.1.5.1. Vacunas e induccion de respuesta

La vacunacién es una estrategia comun y fécil para el control de enfermedades
infecciosas. En los Ultimos tiempos se realizaron avances significativos en la obtencién
de antigenos vacunales, mediante técnicas de extraccion y purificacion de compuestos,
y sintesis de proteinas recombinantes, combinados a moléculas transportadoras para
generar una respuesta inmune 6ptima [Gerdts y col., 2013]. La asociacion de antigenos
a compuestos adyuvantes o inmunoestimulantes, tienen la finalidad de modular en
forma eficiente una respuesta inmune apropiada [Reed y col., 2009].

La vacunacion representa una de las herramientas mas estudiadas y buscadas para
prevenir MB [Leitner y col., 2003; Pujato, 2015]. Sin embargo, a pesar de humerosos
intentos de desarrollar una alternativa comercial efectiva, las opciones en el mercado
son escasas y su evaluacidon en ensayos in vivo en diferentes estudios, mostrd solo
protecciéon limitada [Schukken y col., 2014; Landin y col., 2015]. Los modelos
vacunales disponibles hasta el momento estan dirigidos principalmente a S. aureus,
aunque aun no hay correlacion 100% efectiva en la proteccion contra mastitis por este
patdgeno [Boerhout y col., 2018].

En cuanto a los anticuerpos producidos por las vacunas estudiadas, los estudios se
centran mas en IgGl e 1gG2. La primera se asocia en leche a una reduccion del
crecimiento bacteriano de Staphylococcus tanto in vivo como in vitro, lo cual sugiere un
papel importante de este isotipo en la defensa del huésped. IgG1 es a su vez, el isotipo
presente mas abundante en la GM sana y facilita la fagocitosis por macrofagos, los
predominantes en la leche normal [Howard, 1984; Paape y col., 2002]. La IgG2, se
relaciona mas frecuentemente con acumulacion en los tejidos inflamados, promueve la
fagocitosis por neutrofilos y por ende se cree que juega un papel importante durante
etapas mas tardias de la 1IM. Otros isotipos como por ejemplo IgA son menos

descriptos en la literatura, este Gltimo se puede encontrar en las secreciones de la
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mucosa como la leche, y previene infecciones de la mucosa por microbios aglutinantes
[Hurley y Theil, 2011; Ezzat y col., 2014]. Varios estudios sugieren que los anticuerpos
también juegan un papel en la defensa del huésped al neutralizar las proteinas de
evasion inmune que se secretan por bacterias del genero Staphylococcus durante el
proceso de infeccion [Ortines y col., 2018; Rouha y col., 2018].

El fracaso de las vacunas disponibles actualmente en el mercado puede ser debido a una
capacidad insuficiente para inducir una respuesta con capacidad neutralizante en la GM.
Ambos factores, tanto la magnitud de la respuesta en cuanto a la cantidad de anticuerpos
producidos, como la capacidad neutralizante de estos, son a su vez influenciados por
otros factores agregados, como la via de inoculacién, la cantidad de dosis y los
adyuvantes [Guy y col., 2005; Boerhout y col., 2015]. En bovinos se sabe que la via de
inoculacion subcutanea cerca del ganglio linfatico supramamario influye positivamente
en la respuesta de anticuerpos tanto en leche como en suero [Tomita y col., 1998;
Boerhout y col., 2015]. La llegada poco préactica a este sitio de inoculacion, combinada
con la cantidad de animales en los establecimientos lecheros, llevaron a muchos
investigadores a buscar alternativas mas viables. Hoy se sabe, que con una segunda
dosis subcutanea en la tabla del cuello, se pueden alcanzar valores de anticuerpos
similares a la dosis Unica en el ganglio linfatico supramamario [Boerhout y col., 2018] y
con un manejo mas facil para los productores y a su vez menos estresante para los
animales. A pesar de los avances en los ultimos afios, la MB aun continta siendo una
patologia dificil de abordar mediante la vacunacién, siendo necesario el desarrollo de

nuevas estrategias de inmunointervencion.
1.1.6. Polimero Quitosano (Q)
Quitosano (Q) es un polisacarido de acetil-glucosamina parcialmente deacetilado

obtenido de la Quitina, uno de los polimeros méas abundantes de la naturaleza [Zhao y
col., 2013] (Figura 4).
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Figura 3. Quitosano: copolimero compuesto por unidades de B-(1->4)-2-acetamido-D-glucosa y B-

(1->4)-2-amino-D-glucosa.
Este polisacarido tiene importantes propiedades bioldgicas: es biocompatible,
biodegradable y bioactivo, y presenta propiedades mucoadhesivas naturales [Arca y
col., 2009]. Ademas, Q posee propiedades inmunomoduladoras potenciando la funcion
de células inflamatorias [Porporatto y col., 2003] y actia como modulador de la
respuesta hacia antigenos proteicos en la mucosa intestinal [Porporatto y col., 2004;
Porporatto y col., 2005; Porporatto y col., 2009a, 2009b]. No se puede dejar de
considerar que este polisacarido es insoluble a pH alcalino y neutro, y solo soluble en
acidos organicos [Arca y col., 2009], por lo que ha sido necesario desarrollar diferentes
alternativas para mejorar las propiedades fisico-quimicas. Entre las diferentes
formulaciones se puede citar a las nano estructuras de Q (nanoQ) [Amidi y col., 2010].
Estos compuestos no solo conservan las propiedades activas del Q, sino que adquieren
propiedades para ser utilizados como transportadores de farmacos o complejos
proteicos, mejorando la capacidad de fusion con membranas bioldgicas y solubilidad en

agua a pH fisiologico.
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1.1.7. Antecedentes en el tema

En estudios previos realizados por el grupo de investigacion de la Universidad
Nacional de Villa Maria (UNVM), se investigd si las principales especies de
Staphylococcus spp. involucradas en IIM bovinas presentaban caracteristicas
especificas que promovieran la colonizacion de la ubre. Se evalud la capacidad de
formacion de biofilm y la distribucion de genes asociados a la adhesion y formacion
de biofilm en Staphylococcus spp. aislados de animales infectados con MB en granjas
lecheras argentinas. Para este proposito, se investigd la capacidad fenotipica de
formacion de biofilm de 209 aislamiento de Staphylococcus spp. obtenidos de 15
establecimientos de la cuenca lechera de Villa Maria y laboratorios comerciales de
las provincias de Cordoba y Buenos Aires [Felipe., 2015; Felipe y col., 2017]. Todos
los aislamientos en estudio presentaron la capacidad para producir biofilm in vitro,
siendo el 35.0% y el 45.0% de los 127 S. aureus, y el 51.0% y el 29.0% de los 82
SCN productores de biopeliculas fuertes y moderados, respectivamente. Las
muestras analizadas de S. aureus fueron positivas para la deteccion por PCR de los
genes icaA, icaD, clfA, cIfB y fnbpA, el 76.3% fueron positivas para el gen fnbpB y el
11.0% fueron positivas para el gen bap. En los aislamientos de SCN, las tasas
positivas para icaA e icaD fueron del 73,2%, mientras que para los genes clfA, clfB,
fnbpA fnbpB y bap, el porcentaje fue menor [Felipe., 2015; Felipe y col., 2017].
Estos resultados demostraron que en la formacion de biofilm por Staphylococcus
spp., el polisacarido y los genes asociados con adhesion y biofilm son de importancia
en MB. Estos antecedentes establecen las bases para direccionar trabajos futuros en
el estudio de estos factores especificos de patdgenos que permitan el desarrollo de
terapias de control mas efectivas, siendo esencial considerar la capacidad de los
aislamientos para producir biofilm.

En otro estudio llevado a cabo por la Universidad Nacional de Rio Cuarto (UNRC),
el relevamiento de 51 tambos en la cuenca lechera de Villa Maria (Cdrdoba,
Argentina), demostré6 como patdégenos mas prevalentes a los SCN (52.1%), seguido
de S. aureus (21.3%) [Dieser y col., 2014]. Entre las diferentes especies de
Staphylococcus pertenecientes al grupo de los SCN, S. chromogenes y S.
haemolyticus fueron las especies aisladas con mayor frecuencia, 46,6% y 32%,
respectivamente, mientras que S. warneri y S. xylosus se encontraron en el 7,3% y

6,4% de los aislamientos [Bonetto., 2014; Raspanti y col., 2016]. Es importante
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destacar que el 77,2% de los SCN aislados de 1IM presentaron la capacidad de
formar biofilm [Bonetto., 2014]. Dentro de los aislamientos de SCN pertenecientes a
las especies aisladas con mayor frecuencia, el 75% de S. chromogenes y el 79% de S.
haemolyticus presentaron esta habilidad. En las especies de menor prevalencia, la
capacidad de formar biofilm también fue elevada, siendo para S. xylosus, S. warneri y
S. epidermidis del 75,0%, 77,8% y 100%, respectivamente. Los genes eno e icaAD
asociados a la formacion de biofilm, se encontraron en el 70% y 74%,
respectivamente [Bonetto., 2014].

Estos resultados demuestran la presencia e incidencia elevada de cepas de
Staphylococcus spp con habilidad para establecerse en forma de biofilm en los
animales de nuestra region, lo cual podria estar contribuyendo, conjuntamente con
otros factores, a la resistencia a los tratamientos.

En lo que respecta a nuevas estrategias terapéuticas, a partir de estudios realizados en
la UNVM, se demostrd que quitosano (Q) de bajo peso molecular es capaz de inhibir
el crecimiento de S. aureus y S. xylosus en forma dosis dependiente y de reducir la
viabilidad bacteriana. Ademas, se demostrd que Q inhibe la formacion de biofilm,
reduce la viabilidad de las biopeliculas y promueve la erradicacion de biofilm
maduros de aislamientos bovinos [Felipe., 2015; Felipe y col., 2019]. Por otro lado,
este polimero fue capaz de inhibir la internalizacion y adherencia de S. aureus en
lineas celulares epiteliales de la GM bovina, y estimular una respuesta inflamatoria
por parte del epitelio, lo cual podria favorecer la eliminacion del patdgeno
[Porporatto y col., 2011; Felipe y col., 2015]. Asi, este biomaterial se presenta como
una sustancia atractiva para el desarrollo de nuevas terapias, en las cuales sus
propiedades antimicrobianas e inmunoestimulantes puedan ser utilizadas [Felipe y
col., 2015].

El éxito de una nueva estrategia terapéutica no puede ser logrado ignorando el
principio fundamental de los biofilm bacterianos [Harro y col., 2010], lo cual adn
debe ser caracterizado para los SCN. La eleccion de los antigenos y los adyuvantes
que deberian usarse para la vacunacion son de suma importancia para la proteccién
deseada, siendo necesario aportar conocimiento al respecto.

Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos se plantean en este trabajo de Tesis

Doctoral la siguiente hipotesis y objetivos:
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1.2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Los principales componentes proteicos de la matriz del biofilm producido por cepas
de Staphylococcus coagulasa negativos con mayor capacidad de adherencia e
internalizacion en células epiteliales de la GM bovina, son potenciales candidatos

para el desarrollo de inmundgenos contra la MB causada por Staphylococcus spp.
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la patogénesis de cepas de Staphylococcus coagulasa negativos (SCN)
causantes de las infecciones intramamarias, asociadas a la formacion de biofilm a fin
de desarrollar un inmunogeno basado en los componentes de la matriz del biofilm

como antigenos vacunales.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar por PCR-RFLP del gen gap especies de SCN previamente
aislados de muestras de leche de MB.

2. Evaluar la capacidad fenotipica de formar biofilm in vitro de los
aislamientos bovinos de SCN caracterizados en el objetivo previo.

3. Evaluar mediante la amplificacion por PCR la presencia de genes
relacionados a factores de virulencia en cepas de las especies més
prevalentes de SCN formadores y no formadores de biofilm.

4. Determinar la adherencia, internalizacion e induccién de respuesta
inmune en células epiteliales de GM bovina frente a las distintas cepas
de SCN en estudio.

5. Caracterizar la composicion del biofilm de las cepas de interés.

6. Evaluar la respuesta inmune in vivo, luego de la inoculacién
subcutanea en bovinos, de un concentrado de cultivo de biofilm

obtenido de la cepaseleccionada asociado a Q como adyuvante.
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11.1. INTRODUCCION
11.1.1. Identificacién bacteriana en el laboratorio

En el diagnostico de la mastitis, los SCN normalmente no son identificados a nivel
de especies sino son tratados como un grupo homogéneo. La identificacion de
especies es costosa y ademas en la actualidad no se aplican tratamientos especificos
para las diferentes especies de SCN. Sin embargo, dado que algunas especies de SCN
afectan la salud de la GM mas que otras [Persson Waller y col., 1997; Supré y col.,
2011], la identificacion de las distintas especies de Staphylococcus es importante ya que
proporciona un valor predictivo para determinar si el microorganismo aislado tiene
importancia clinica o si se trata de un contaminante. Ademas, permite obtener
conocimiento de la patogénesis de las distintas especies estafilococicas, informacion
que resulta de utilidad en estudios epidemioldgicos y en la toma de decisiones

apropiadas para su manejo [Vanderhaeghen y col., 2014].
11.1.1.1. Métodos fenotipicos.

Los esquemas tradicionales de identificacion fenotipica bacteriana se basan en las
caracteristicas «observables» de las bacterias, como su morfologia, desarrollo, y
propiedades bioquimicas y metabdlicas. En el proceso de identificacion bacteriana
tradicional, la experiencia del microbidlogo es fundamental para la eleccion de una
prueba o una bateria de pruebas de forma secuencial en funcién de la fiabilidad de las
mismas, del género o de la especie bacteriana que se pretende identificar, del origen del
aislado bacteriano, asi como del costo de las mismas. En la actualidad, y debido a que la
identificacion clasica resulta demasiado laboriosa y requiere de mucho tiempo, se han
desarrollado varios sistemas comerciales manuales o galerias multipruebas e incluso
algunos automatizados, entre ellos APl Staph 32 (bioMérieux), RapID Staph (Remel) y
Staph-Zym (Rosco Diagnostica), para la identificacion de los SCN [Geraghty y col.,
2013]. Se trata de celdillas aisladas con sustrato liofilizado que se inoculan
individualmente y que permiten realizar simultdneamente entre 10 y 50 pruebas
bioquimicas. Los resultados de las pruebas se expresan de forma numérica y cada
especie esta definida por un codigo numérico, resultado de la codificacién de las

reacciones a las pruebas que se han utilizado. Sin embargo, presentan el inconveniente
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de haber sido desarrollados principalmente para identificar cepas de origen humano
[Heikens y col., 2005] y los resultados obtenidos para aislamientos bovinos no son
completamente fiables por lo que requieren pruebas adicionales para la identificacion
final [Thorberg y Bréandstrom, 2000; Bes y col., 2000; Couto y col., 2001]. Todas las
marchas descriptas hasta el momento, en base a caracteres fenotipicos, tienen resultados
similares, algunas determinan quizas una especie mas o una especie nueva, pero siempre
queda un porcentaje de cepas que estan en una ubicacion intermedia debido a la variable
expresion de las caracteristicas fenotipicas de muchas especies de Staphylococcus
[Bannerman y col., 1993; leven y col., 1995; Couto y col., 2001 Heikens y col., 2005].
Ademés de la variabilidad en la expresion, la interpretacion de las caracteristicas
fenotipicas son los limites de la reproducibilidad de las pruebas, es decir, la capacidad
de generar los mismos resultados cada vez que las pruebas se utilizan [Carretto y col.,
2005].

11.1.1.2. Métodos moleculares

La ausencia de concordancia entre las caracteristicas observables, morfoldgicas y/o
fenotipicas del aislamiento en estudio y las correspondientes a la(s) cepa(s) de la especie
tipo, hacen que los métodos fenotipicos posibiliten la identificacion mas probable y no
definitiva. Para superar los problemas inherentes presentados por los sistemas de
identificacion fenotipica —no todas las cepas de una misma especie muestran una
caracteristica especifica; una misma cepa puede generar diferentes resultados en
ensayos repetidos; y las limitaciones en la base de datos de bacterias correspondiente,
entre otros— se han impuesto los métodos genotipicos de identificacion bacteriana
como procedimientos complementarios o alternativos [Supré y col., 2009; Piessens y
col., 2010; Braem y col., 2011, Lange y col., 2015].

El anélisis de acidos nucleicos tiene como objetivo lograr una aproximacion a la
identificacion a nivel de especie y tener una alta sensibilidad y especificidad [Drancourt
y Raoult, 2002]. En los Gltimos afios las técnicas basadas en reacciones de amplificacion
del 4cido desoxirribonucleico (ADN), especialmente la de PCR, han sido ampliamente
utilizadas para la tipificacion bacteriana. En general existen tres grupos de variantes de
la PCR: 1) aquellas en las que, utilizando cebadores arbitrarios o con cierta
especificidad, se amplifican regiones del genoma localizadas entre dos cebadores
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adyacentes separados por una distancia no superior a la que la Taq polimerasa puede
amplificar. Estas variantes suelen dar patrones de amplificacion constituidos por un
namero variable de bandas de ADN, 2) variantes en las que, previo o posterior a la
amplificacion génica, se somete el genoma o producto amplificado a digestion con
enzimas de restriccion, y 3) aquellas que amplifican regiones internas de ciertos genes y
posterior secuenciacion.

La amplificacion por PCR de genes de vias universales y genes de funcion universal
altamente conservados, pero con suficientes variaciones de secuencia que permiten una
Optima identificacion a nivel de especie, se esta haciendo cada vez mas frecuente [Goh
y col., 1997; Mollet y col., 1997; Martineau y col., 1998; Yugueros y col., 2001].

El gen gap, el cual codifica una proteina de union a transferrina de 42 kDa localizada
dentro de la pared celular de Staphylococcus spp., esta siendo utilizado como marcador
filogenético para la identificacion a nivel de especie dentro del género Staphylococcus.
El andlisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (PCR-RFLP)
luego de la digestion con la enzima Alul del amplicon del gen gap, es una herramienta
valiosa para la identificacion de los Staphylococcus, independiente de la caracterizacién
fenotipica [Yugueros y col., 2000; Ghebremedhin y col., 2008; Park y col., 2011; Onni
y col., 2010; Hosseinzadeh y col., 2014; Srednik y col., 2015].
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I1.2. MATERIALES Y METODOS

11.2.1. Cepas bacterianas

Cepas de campo: Se trabajo con una coleccién 133 cepas de SCN pertenecientes a los
grupos de investigacion, originalmente aisladas de muestras de leche de GM de bovinos
de tambos en la cuenca lechera de Villa Maria, provincia de Cordoba [Dieser y col.,
2014; Felipe y col., 2013, Somale y col., 2013, Raspanti y col., 2016; Felipe y col.,
2017]. Las cepas en estudio corresponden al 35% del total de cepas de los dos grupos de
investigacion, UNRC y UNVM [Raspanti y col., 2016; Felipe y col., 2017].

Cepas de referencia: Se utilizaron como controles cepas pertenecientes a la coleccion
americana de cultivos, American Type Culture Collection (ATCC): Staphylococcus
chromogenes ATCC 43764, Staphylococcus xylosus (ATCC 29971), Staphylococcus
haemolyticus (ATCC 29970), Staphylococcus hominis subsp. hominis (ATCC 25615),
Staphylococcus simulans (ATCC 11631) y Staphylococcus warneri (ATCC 49454).

11.2.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo (Britania) se prepararon segun las recomendaciones del
fabricante en cada caso.

Caldo Tripticasa Soya (TSB): 30 gr/L de tripteina soya caldo.

Agar Tripticasa Soya (TSA): a la preparacién anterior se adiciond agar-agar (Britania) a
razén de 15 gr/L y 6 gr/L de extracto de levadura (Britania).

BBL™ CHROMagar™ Staph aureus (BD): 8,2 gr/L de agua purificada estéril.

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave durante 15 min a 121°C.

11.2.3. Reactivos, enzimas y soluciones stock.

Las drogas utilizadas fueron de grado analitico de las marcas Promega, Invitrogen y

Sigma.
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11.2.3.1. Extraccion de ADN cromosomal

e EDTA 0,5M (pH: 8): EDTA deshidratado 186,1 gr/L, granallas de hidréxido de
sodio (NaOH), agua destilada: EI EDTA se disolvio en 800 mL de agua
destilada utilizando un agitador magnético, luego se ajustdé al pH deseado
utilizando granallas de hidroxidos de sodio, se ajusté a 1000 mL y se esterilizd
en autoclave a 121°C por 15 min.

e Tris 1M (pH: 8): Tris base 121,1 gr/L, HCI concentrado, agua destilada. Se
disolvio el Tris base en 800 mL de agua destilada y se ajust6 el pH adicionando
el volumen necesario de HCI concentrado, se ajusté a 1000 mL y se esterilizd
en autoclave a 121°C por 15 min.

e Sodio dodecil sulfato (SDS) al 20% (p/v) en Tris 50mM-EDTA 20mM pH 7,8.

e Cloroformo- alcohol isoamilico (49:1 v/v).

e Acetato Sodico (NaAc) 1M.

e Etanol 100%.

e Isopropanol frio 100%.

e Lisozima (10 ug/mL).

e Buffer SET: (EDTA 25 mM, Tris 20 mM, NaCl 75 mM).

11.2.3.2. Amplificacion de ADN

La mezcla de reaccién fue preparada a partir de los siguientes reactivos y soluciones
stock, alcanzando un volumen final de 20 uL.

e Cebadores para la amplificacion del gen gap:

GAPI1 (5’-ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTA-3) [25uM]

GAP2 (5’-GACATTTCGTTATCATACCAAGCTG-3’) [25uM].

e Solucion dNTPs (Desoxirribonucleico trifosfato- dATP, dCTP, dGTP,

dTTP) [25mM c/u] (Promega).

e Tag DNA polimerasa [5U/uL] (Promega).

e Buffer Taq Green (pH 8, 5), [5X] (Promega).

e MqgCl; [25 mM] (Promega).

e Agua tridestilada libre de nucleasas (Promega).
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11.2.3.3. Digestion de los productos del ADN amplificado

Buffer B [10X]: 60mM Tris-HCI (pH7, 5), 500 mM NaCl, 60mM MgCls,
10mM MDT (Promega).

Albumina sérica bovina [10X]: 10 mg/mL (Promega).

Agua Tridestilada libre de nucleasas (Promega).

Enzima de restriccion Alul. [10U/uL] (Promega).

11.2.3.4. Corrida electroforética de ADN en gel de agarosa

Agarosa D1LE (Biodynamics).

Buffer TAE [50X]. Composicion por 1 L: 242 gr Tris base, 57,1 mL &cido
glacial acético, 100 mL EDTA 0,5M pH8, agua destilada hasta llevar a
volumen final.

Buffer TBE [5X]. Composicion por 1 L: 54 gr Tris base, 27,5 gr acido
borico, 20 mL EDTA 0,5M pH8, agua destilada hasta llevar a volumen final.
Bromuro de etidio 10 mg/mL (Sigma).

Marcador 1kb: concentracién [0,1 ug/uL] (Promega).

Marcados 100pb: concentracion [0,13 ug/uL] (Biodynamics).

11.2.4. Instrumentos y descartables

Termociclador PTC-220 (MJ Reaserch inc.).

Erlenmeyer, tubos de ensayo con tapa, ansas en rulo, placas de Petri,
gradillas para tubos de ensayo, tubos tipo Khan, gradillas para tubos tipo
Khan, tubos Eppendorff, gradillas para Eppendorff, pipetas con tips (p10,
p100, p200, p1000, p5000).

Balanza electronica, vortex, mechero de Bunsen, Densicheck, heladera con
freezer, campana de flujo laminar, bafio termostatizado, estufa de cultivo,

microondas, autoclave.
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11.2.5. Condiciones generales de cultivo

Se realizaron cultivos plancténicos en tubos con 5 mL de TSB y se incubaron a 37°C

por 16 hs para obtener cultivos en fase logaritmica.

11.2.5.1. Conservacion de las cepas

A partir de una suspension de 1 o 2 colonias, aisladas en cultivo puro, se sembré en 5
mL de TSB y se incubd 16 hs en estufa de cultivo hasta fase exponencial, se suplementd
con glicerol estéril a una concentracion del 20% para su posterior conservacion en crio
tubos a -80°C.

Para su posterior uso las bacterias fueron reactivadas mediante siembra en placas de
TSA e incubadas en estufa a 37°C por 24 hs.

11.2.6. Identificacion a nivel de especie de SCN

11.2.6.1. Pruebas bioquimicas confirmatorias

Una vez descongeladas las cepas, se realizaron pruebas bioquimicas para reconfirmar su
pureza.

Tincion de Gram: Permite diferenciar especies bacterianas en dos grandes grupos,
sobre la base de las propiedades fisicas de sus paredes celulares.

Método: Se extendi6 la muestra recogida en un portaobjetos, y se dejo secar al aire. Se
afiadié cristal violeta 0,1%, se dejo durante 1 min para tefiir todas las bacterias de color
purpura, se afiadié lugol 2% sobre la preparacion con restos de cristal violeta, se dejé
durante 1 min, se lavé la muestra coloreada con agua, se decoloré con etanol 96°
durante 30 s. Después se lavo de nuevo con agua para eliminar el alcohol y se tifié con
safranina durante 1 min, esta tincion de contraste permite tefiir las bacterias que
perdieron el cristal violeta. Luego se lavo la preparacion con agua y se dejé secar para
finalmente observar la muestra con objetivo de inmersién. Las bacterias de color violeta
fueron clasificadas como Gram (+) y las de color rosa palido Gram (-).

Prueba de catalasa: Determina la presencia de la enzima catalasa. La cual descompone
el peroxido de hidrogeno que se forma como producto terminal oxidativo de la

descomposicion aerobica de los azucares en agua y oxigeno. Esta enzima esta ausente
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en el género Streptococcus.

Método: Con un ansa en rulo se recogio una colonia de un cultivo puro de 24 hs, se
coloco sobre un portaobjetos, se agregé una gota de H,O, al 30%. La formacion
inmediata de burbujas (liberacion de O), se considerd como resultado positivo.

Prueba de coagulasa: Comprende la facultad de un microorganismo de coagular el
plasma.

Método: Se mezclé 0,5 mL de cultivo puro con igual cantidad de plasma de conejo.
Luego de un promedio de 4 hs de incubacion en bafio termostatizado a 37°C, la
observacion de coagulos o filamentos de fibrina visibles se interpret6 como un resultado
positivo. La coagulacion puede ser competa o parcial. La prueba se consider6 negativa

cuando la suspension se mantuvo homogénea en un periodo méximo de 24 hs.

11.2.6.2. Siembra en BBL™ CHROMagar™ Staph aureus (BD)

Previo a la identificacion molecular, alicuotas de los congelados de las cepas de SCN
fueron sembradas por estriado en el medio cromogénico selectivo y diferencial
CHROMagar™ Staph aureus (BD), preparado y esterilizado segun las indicaciones del
fabricante. Los cultivos se incubaron a 37°C durante 24 hs, luego se realizd
identificacion visual siendo clasificadas las colonias de color malva o rosado como

S. aureus y las colonias celestes, beige o blancas como Staphylococcus spp.

11.2.6.3. Técnica de polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccién del
producto de amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa del gen

conservado gap (PCR-RFLP del gen gap)

11.2.6.3.1. Extraccion de ADN cromosomal

La extraccién de ADN se realizd segun las condiciones descriptas por Pospiech y
Neumann (1995) con ligeras modificaciones.

A partir de un cultivo puro por siembra en agotamiento se tomaron 3-5 colonias que
fueron resuspendidas en 5 mL de TSB e incubadas por 24 hs a 37°C. Una alicuota de
1,5 mL de ese cultivo se centrifugd a 13.000 rpm por 10 min y se descartd el
sobrenadante. El pellet obtenido se lavd con 500 uL de buffer SET, se centrifugo

nuevamente a 13.000 rpm por 5 min, se descartd sobrenadante y se agregaron 300 uL de
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buffer SET. La suspension se hirvio y congeld alternadamente por periodos de 5 min,
repitiendo el proceso 3 veces. Se agregaron 3 uL de lisozima para lograr la ruptura de la
pared celular y se incubd 1 hs a 37°C. Se agregaron 30 uL de sodio dodecil sulfato
(SDS) al 10% para realizar la desnaturalizacién alcalina y lisis celular, y se incubd en
bafio Maria a 55°C por 1 h. Para precipitar el ADN cromosomal se agregaron 120 uL de
acetato de sodio (NaAc) 3M y se incub6 10 min en hielo y luego se centrifugd a 13.000
rpm por 10 min. Se transfirio el sobrenadante con el ADN a un nuevo tubo al que se
adiciono6 400 uL de cloroformo y se centrifugé nuevamente a 13.000 rpm por 10 min
para asi precipitar las proteinas de la suspension. La fase acuosa (superior) de alrededor
de 500 uL se transfirié a un nuevo tubo al que se le adicion6 500 uL de isopropanol frio
y se incubo por 2 hs a -20°C. Se precipitdo el ADN mediante centrifugacion a 12.500
rpm a 4°C por 20 min. Se descarto el sobrenadante, se lavo el pellet con 300 uL de
etanol (70% v/v) y se dejo secar la muestra a temperatura ambiente hasta evaporar el
etanol por completo. Finalmente, se resuspendio el pellet (ADN) en 40 uL de agua libre
de nucleasas (Biodynamics, Argentina) y se conservo a -20°C hasta su préximo analisis.

11.2.6.3.2. Amplificacion del ADN por reaccién en cadena de la polimerasa

Las reacciones de amplificacién del genoma bacteriano por PCR fueron optimizadas a
partir de las condiciones descriptas por Jayarao y col. (1992). Inicialmente se prepard
una mezcla de reacciéon (mix) con todos los componentes, conteniendo: 5 uL de ADN
molde, 10 pL de buffer Tag 5X, 1,6 puL de cada cebador, 0,8 pL de la mix de dNTPs,
0,5 YL de Taq polimerasa, 6 pL de MgCl, y 21,5 uL de agua libre de nucleasas en un
volumen final de 50 pL. Las mezclas de reaccion fueron preparadas en tubos de pared
delgada tipo Eppendorff de 200 uL. En todas las reacciones se realizd un control
negativo, el cual consistio en colocar todos los componentes de la mix a excepcion de
ADN, que se reemplazé por igual volumen de agua libre de nucleasas.

La amplificacion consistio en un programa constituido por un paso de desnaturalizacion
de 95°C por 90s y 40 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion del ADN a 95°C por
20s, hibridacién de cebadores a 55°C por 30s y extension a 72°C por 40s) y una
extension final a 72°C por 5 min. La PCR fue llevada a cabo en un equipo termociclador
T100 Thermal Cycler (Biorad, Estados Unidos). Los productos amplificados de cada
muestra fueron visualizados en geles de agarosa 1% en buffer TAE 1X teflidos con

bromuro de etidio 0,5 pg/mL. Para determinar el peso molecular de cada producto de
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PCR se comparé con un marcador de peso molecular de 1kb que se sembro en el mismo
gel en una cantidad de 5 pL con 1 pL de buffer muestra 10%. La corrida se llevo a cabo
20 mina 75V.

11.2.6.3.3. Digestion enzimatica de los productos obtenidos de la PCR

Se realiz6 con el empleo de los siguientes componentes para cada muestra: Buffer 10X:
2 uL, Albdmina (10 mg/mL): 0,3 uL, enzima de restriccion Alul (10 U/pL): 0,35 pL,
agua libre de nucleasas: 7,35 uL y ADN amplificado 10 pL. Cada muestra con volumen

final de 20 uL, se incub6 por un periodo de 5 hs a 37°C en bafio Maria.

11.2.6.3.4. Electroforesis en gel de agarosa

Los productos que se obtuvieron luego de las reacciones de amplificacion y digestion
enzimatica fueron corridos en geles de agarosa. Para el caso de las amplificaciones se
utilizaron geles de agarosa al 1% en buffer TBE 1X tefiidos con 0,5 pg/mL de bromuro
de etidio. Alicuotas de 7,5 puL de cada muestra fueron sembrados en cada calle de los
geles. Se incorpor6 también la siembra del marcador de peso molecular de 1kb
(Invitrogen).

Para los productos de digestion enzimatica con la enzima de restriccion Alul se
corrieron geles de agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio 0,5 pg/mL en buffer
TBE 1X. Se sembraron 7,5 pL de cada uno de los productos digeridos. Se compard el
peso molecular con un marcador de 100bp. Ambas corridas se realizaron a una potencia
de 75V por el tiempo necesario (50-90 min).

Los geles fueron visualizados en un transiluminador con luz UV vy fotografiados con
una camara Cannon de 16,0 mega pixeles adosada a una computadora donde fueron

almacenadas las imagenes en forma digital.

11.2.6.3.5. Andlisis de polimorfismos de la longitud de fragmentos de restriccion del

gen gap
Las iméagenes de los patrones de bandas obtenidos se registraron por inspeccion visual

guiandonos por su marcador de peso molecular y los perfiles fueron comparados con

otros de referencia obtenidos por Yugueros y col. (2000) y Park y col. (2011).
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11.3. RESULTADOS Y DISCUSION

11.3.1. Identificacion bioquimica

De las 133 cepas analizadas por pruebas bioquimica tradicionales, todas mostraron el
fenotipo coincidente a resultados previos, cocos Gram (+), catalasa (+) y coagulasa (-),
(Figura 5).

b)

Figura 4. a) Tincion de Gram (+), b) prueba de catalasa, c) prueba de coagulasa.

I1.3.2. Siembra en BBL™ CHROMagar™ Staph aureus (BD)

Del total de cepas analizadas, se descartaron 10 aislamientos por mostrar caracteristicas
fenotipicas distintas a las propias de su especie. Tres de ellas mostraron caracteristicas
coincidentes con S. aureus (colonias color malva) y otras siete revelaron contaminacién
evidente (més de un color de colonia) (Figura 6). Las 123 cepas restantes que mostraron
la pureza y el color de colonia caracteristico de especies de SCN vy distinto al malva

caracteristico de S. aureus, fueron elegidas para el posterior analisis molecular.
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CAPITULO Il

Figura 5. Cepas sembradas en medio selectivo y diferencial CHROMagar Staph aureus. 1a, 1b, 2a, 2b,
4a: Crecimiento puro de SCN colores varios, uniformes y distintos al malva 3b: Crecimiento de color
malva, correspondiente a S. aureus, 4b: Contaminacion evidente, dos morfologias de colonia de diferente

color en el mismo estriado.

11.3.3. Identificacién a nivel de especie de Staphylococcus coagulasa negativos:
PCR-RFLP del gen gap

Como primer paso se realizo la puesta a punto de la técnica PCR-RFLP del gen gap
utilizando las cepas de referencia descriptas en materiales y métodos. EI ADN
cromosomal extraido fue utilizado como templado en la reaccion de amplificacion por
PCR. El par de cebadores GAP1 y GAP2 permitio amplificar con éxito un fragmento de
~933 pb correspondiente al gen gap, en las cepas de referencia. Los amplicones
obtenidos para cada cepa de referencia fueron luego digeridos con la enzima de
restriccion Alul y por electroforesis en gel de agarosa al 2% se comprobaron los
patrones de fragmentos de restriccion de longitud polimérfica especificos de especie
(Figura 7), segun lo informado por otros autores [Yugueros y col., 2000; Park y col
2011; Hosseinzadeh y col., 2014].
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Figura 6. Patrén electroforético en gel de agarosa (2%) del polimorfismo en la longitud de los fragmentos
de restriccion (RFLP) de los productos de PCR del gen gap a partir de las seis cepas de referencia, luego

de la digestion con la enzima de restriccion Alul. M: Marcador de peso molecular (DNA Ladder 100 pb)

Finalizada la puesta a punto del método de identificacion genotipico con las cepas de
referencia se procedié a analizar los aislamientos bovinos de SCN obtenidos de leches
de animales infectados. El par de cebadores GAP1 y GAP2 permiti6 amplificar
satisfactoriamente el fragmento esperado del gen gap. La digestion con la enzima de
restriccion Alul permitié obtener perfiles caracteristicos de especie para 118
aislamientos de SCN de origen bovino, comparando sus patrones de restriccion con los
obtenidos a partir de las cepas de referencia. Sélo cinco cepas no pudieron ser
clasificadas por PCR-RFLP del gen gap por no presentar un patrén de bandas
caracteristico de especie de SCN.

Para validar el método de identificacion molecular llevado a cabo en este estudio, fue
necesario comparar la clasificacion de especie obtenida segun el patron electroforético
de los fragmentos de restriccidon de los 118 aislamientos con la identificacion obtenida
por espectrometria de masas, conocida como lonizacion por desorcion con laser asistida
por una matriz con deteccion de masas por tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS - por sus
siglas en inglés). Esta técnica basada en perfiles proteicos y que es considerada un

método de identificacidon de especies de SCN fiable [Park y col., 2011; Randall y col.,
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2015; Pizauro y col., 2017] fue llevada a cabo en la Facultad de Bioquimica y Farmacia
de la Universidad Nacional de Buenos Aires, por gentileza de la Dra. Claudia Barberis.
La total concordancia entre ambos métodos de identificacion permitié considerar a
PCR-RFLP del gen gap como método molecular confiable para la identificacion de

especie de los aislamientos de SCN de origen bovino.

11.3.4. Comparacion del método molecular PCR-RFLP del gen gap con dos

metodologias para la identificacion de especies de SCN aisladas de leches bovinas

En la Tabla 1 se compara la identificacion a nivel de especie obtenida en este estudio
mediante PCR-RFLP del gen gap de los 118 aislamientos de SCN, con los resultados
obtenido en un trabajo previo [Bonetto, 2014], donde la identificacion a nivel de especie
de los mismos aislamientos fue llevada a cabo por otro método molecular, PCR-RFLP
del gen groEL y por un método comercial de identificacion fenotipica, Staph-zZym™.

La identificacion por PCR-RFLP del gen groEL se correspondi6é en un 49,2% con la
identificacion llevada a cabo en este estudio por PCR-RFLP del gen gap. Si bien los
métodos moleculares de identificacion de especie tienen menos margen de error que las
pruebas fenotipicas en la clasificacién de SCN, [Taponen y col., 2006; Ghebremedhin y
col., 2008; Capurro y col., 2009; Sampimon y col., 2009; Srednik y col., 2015; Lange y
col 2015], la débil correspondencia entre ambos métodos moleculares puede deberse a
que el método molecular de PCR-RFLP del gen groEL presenta la limitacion de haber
sido validado en comparacion solo con métodos bioquimicos de referencia [Barros y
col., 2007]. Menos satisfactoria aun resulto la identificacion de especies obtenida de la
lectura de los paneles de pruebas metabdlicas y placas de sensibilidad a diferentes
antibioticos del sistema de identificacion comercial Staph-Zym™, el cual permiti6
identificar presuntivamente a nivel de especie, sobre la base de una Unica sugerencia de
identificacion, sélo un 37,5% (44/118) de los aislamientos. Cuatro de los 74
aislamientos restantes (5,8%) mostraron registros numeéricos no existentes en la lista de
codigos del Staph-zZym™ y 20 (27%) dieron mas de una posible identificacion. La

sensibilidad de la identificacion del kit comercial fue mas alta para S. haemolyticus,
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mediana para S. warneri y pobre 0 muy pobre para las dos especies mas cominmente
halladas S. chromogenes y S. xylosus. Estos resultados son coincidentes con la
bibliografia, debido a que los métodos basados en reacciones fenotipicas, muchas veces
dan resultados contrapuestos en la identificacion de las distintas especies de SCN
[Capurro y col., 2009; Sampimon y col., 2009]

Si bien al comparar la identificacion a nivel de especie obtenida previamente con la
identificacion de los mismos aislamientos de SCN llevada a cabo en este estudio, se
observo un porcentaje de cepas sin coincidencia (Tabla 1), S. chromogenes, S. xylosus,
S. haemolyticus y S. warneri siguieron siendo las especies mas frecuentemente aisladas
(Figura 8).

Figura 7. Prevalencia de las diferentes especies de SCN del total de aislamientos.
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11.4. CONCLUSIONES PARCIALES

e Las especies de SCN mas prevalentes en la totalidad de SCN de origen bovino
estudiados resultaron ser S. chromogenes, S. xylosus, S. haemolyticus y S.

warneri.

e EI analisis del gen gap por PCR-RFLP resulté una técnica valida, comparada

con otros métodos moleculares, como ser PCR-RFLP del gen groEL y Staph-

Zym™.
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Factores de
patogenicidad de
Staphylococcus
coagulasa negativos




I11.1. INTRODUCCION

Se han descrito varios factores de virulencia involucrados en la patogenia de las

infecciones causadas por SCN. Estos factores se pueden dividir en: a) enzimas; b)
exotoxinas y ¢) componentes de la superficie celular [Hermans y col., 2004]. A nivel mundial
numerosos estudios microbioldgicos y moleculares han informado sobre los factores de
virulencia producidos por SCN asociados a IIM en bovinos [Bjorland y col., 2005,
Turkyilmaz y Kaya, 2006, Taponen y col., 2007]. Las especies de SCN han sido bien
descriptas en cuanto a comportamiento epidemioldgico [Piessens y col., 2011] y al
impacto en la salud de la ubre [Supre y col., 2011], aunque muchas preguntas quedan
por aclarar en la participacion de cada especie en la infeccion. Algunas especies de SCN
son mas capaces que otras de causar 1M persistentes; la diferencia puede atribuirse a
determinados factores de virulencia, a la adaptacién al desarrollo en la ubre 0 ambos

[Thorberg y col., 2009].
111.1.1. Produccién de biofilm

Las biopeliculas (biofilm) son comunidades complejas de bacterias que crecen
embebidas en una matriz compuesta principalmente por polisacaridos, ADN
extracelular (ADNe) y proteinas, que se adhieren a superficies inertes o tejido vivo
[Costerton y col., 1999] y representa la forma habitual de crecimiento de las bacterias en
la naturaleza. La formacion de biofilm, permite que los bacterias se agreguen y formen
macro colonias que crecen protegidas de la accidn de antimicrobianos, anticuerpos, y de
otros mecanismos de defensa del huésped, [Christensen y col., 1985; Davenport y col.,
1986; Otto, 2004; Simojoki y col., 2012]. El potencial patogénico asociado con la
capacidad de expresar adhesinas y formar biofilm es una estrategia de supervivencia que
permite a las bacterias instalarse y colonizar un ambiente particular, de modo que el
estado planctonico (aquel donde la bacteria se encuentra en forma independiente y no
adherida a una comunidad) podria reducirse al paso de una superficie a otra, esto es, a la

difusion, dentro de un ambiente particular, vivo o inerte (Figura 3).
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Figura 8: Etapas en el proceso de formacion del biofilm: 1: union reversible, 2: unidn irreversible, 3: maduracion
inicial, 4: maduracion final, 5: dispersion (Adaptado de Sauer, 2003).

El desarrollo de MB estafilocécica, su persistencia 0 ambas dependen de la interaccion
entre bacterias invasoras y sistema de defensa del huésped, principalmente de las células
inmunes de la GM infectada. Muchas especies de Staphylococcus presentan la habilidad
de formar biopeliculas y se estima que asi resisten a la terapia antibi6tica y a la accién
del sistema inmunoldgico [Wellnitz y Bruckmaier, 2012].

La formacion de biofilm por especies de Staphylococcus spp. esta asociada a la sintesis
del polisacérido de adhesion intercelular (PIA) que promueve la acumulacién
bacteriana, particularmente el poly-N-succinyl-B-1-6 glucosamina (PNAG), cuya
sintesis se encuentra mediada por enzimas codificadas por el operdn icaABCD [Gerke y
col., 1998; McKenney y col., 1998]. Sin embargo, existen evidencias que estas bacterias
pueden formar biofilm en ausencia de PIA/PNAG [Rohde y col., 2007]. Ciertas
proteinas se asocian a la formacion de biofilm o a la adhesion celular como: Aap
(proteina asociada a la acumulacion), Embp (proteinas de union a la matriz
extracelular), Bap (proteina asociada a la formacion de biofilm), Fbe (proteinas de
adhesion a fibrindgeno), CIfA y CIfB (factor de aglutinacion) y FnbpA y FnbpB
(proteinas de union a fibronectina) [Cucarella y col., 2004; Tormo y col., 2005;
Tremblay y col., 2013; Vanderhaeghen y col., 2014].

Varios genes que codifican factores de virulencia se encuentran localizados en
elementos genéticos moviles llamados islas de patogenicidad (SaPls), los cuales se
transfieren horizontalmente entre las cepas, como es el caso del gen que codifica para la
proteina Bap [Tormo y col., 2005]. Este movimiento horizontal de los elementos
genéticos podria determinar la presencia en los SCN de genes asociados a S. aureus que

codifican otros factores de virulencia. La presencia en SCN aislados de leche de genes
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que codifican para polisacaridos asociados a biofilm, podria determinar la persistencia y
virulencia de este tipo de infecciones a nivel intramamario, las cuales se presentan con
una prevalencia cada vez mayor [Zuniga y col., 2015]. Sin embargo, la informacién
disponible es escasa siendo necesario mas estudios para caracterizar este mecanismo de
virulencia en los SCN de origen bovino.

Dado que los biofilm juegan un papel importante en las infecciones causadas por SCN,
la posibilidad de que la formacion de biofilm esté asociada con la virulencia ha sido
foco de atencidn de investigaciones en los ultimos afios [Piessens y col., 2012; Simojoki
y col., 2012; Tremblay y col., 2013; Oliveira y col., 2015; Osman y col., 2015]. Aunque
los biofilm no parecen afectar la severidad de la enfermedad [Simojoki y col., 2012;
Tremblay y col., 2013; Osman y col., 2015], este tipo de crecimiento posiblemente
juegue un rol en la persistencia en el ambiente intramamario [Tremblay y col., 2013].
Adicionalmente los aislamientos de SCN que crecen en biofilm son menos susceptibles
a los antimicrobianos cominmente usados en granjas, incluyendo combinaciones de
penicilina G/novobiocina [Tremblay y col., 2014], entonces la formacién de biofilm en
las diferentes especies de SCN podria posiblemente impedir las terapias

antimicrobianas.

111.1.2. Produccion de enterotoxinas

Diferentes especies del género Staphylococcus que colonizan la piel y mucosas del
hombre y los animales estdn asociadas a enfermedades transmitidas por alimentos
(ETASs) [ICMSF, 1996]. Cuando los estafilococos enterotoxigénicos proliferan en los
alimentos, pueden producir toxinas responsables de la intoxicacion alimentaria después
que la comida se ingiere [Dinges y col., 2000; Le Loir y col., 2003]. Las toxinas,
denominadas enterotoxinas estafilococicas (SEs, Staphylococcal Enterotoxin), actlan
sobre la mucosa intestinal produciendo la secrecion masiva de liquidos a la luz del
intestino y la consiguiente diarrea [L6pez y col., 2008; Brizzio, 2009; Manfredi y col.,
2010].

Las SEs pertenecen a la familia de los superantigenos (SAgs) y tienen un efecto
importante en el sistema inmune del huésped a través de la subversion de la respuesta
inmune y retraso en el establecimiento de la inmunidad especifica del patdgeno
[McCormick y col., 2001; Fueyo y col., 2005; Seo y col., 2007]. Hay cinco serotipos
clasicos de SEs, SEA, SEB, SEC, SED y SEE [Bergdoll, 1989]. Recientemente, han
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sido descriptos nuevos tipos de SEs (SEG, SEH, SEI, SEWN, SEIK, SEIL, SEIM, SEIN,
SEIO, SEIP, SEIR, SES, SET, SEIU y SEIV) [Vimercati y col., 2006; Nemati y col.,
2008; Maslankova y col., 2009; De Oliveira Calsolari y col., 2011; Park y col., 2011].
La enterotoxina mas comunmente encontrada en alimentos es la enterotoxina A
[Argudin y col., 2010]. Los diferentes serotipos SE son similares en composicion y
actividad bioldgica, pero son diferentes en la antigenicidad y por ello son identificadas
seroldégicamente como proteinas separadas.

Las SEs son proteinas simples de bajo peso molecular, estables y resistentes a las
enzimas proteoliticas, tales como tripsina y pepsina, lo que les permite ejercer su
actividad en el tracto gastrointestinal [Podkowik y col., 2013]. Estas toxinas, ademas,
presentan una termorresistencia ain mayor que los propios estafilococos [Bergdoll,
1983; Bennett, 1996]. De este modo, si no hay control de las temperaturas de
conservacion de la leche, materia prima de la industria lactea, previo al tratamiento
térmico, el desarrollo microbiano permite la suficiente produccion de SEs responsables
luego de la intoxicacion alimentaria, como lo demuestra el hecho que en muchos de los
brotes descritos no se aisla el microorganismo aunque si se detecta la enterotoxina en las
muestras [Ikeda y col., 2005]. A pesar de que S. aureus es el agente mas comdnmente
involucrado en intoxicaciones alimentarias, varios estudios [Cunha y col., 2006;
Calzolari y col., 2011; Piechota y col., 2014; Rall y col., 2014; Mello y col., 2016] han
destacado la importancia de SCN toxigénicos aislados de leches provenientes de vacas
sanas Yy de vacas con mastitis subclinica. Si bien la produccion de SEs es caracteristica
de S. aureus, en los ultimos afios también se ha encontrado esta capacidad en diferentes
especies de SCN de origen bovino [Park y col. 2011b; Unal y Cinar 2012; Guimardes y
col., 2013; Fijatkowski y col., 2014; Rall y col., 2014; Piechota y col., 2014; Mahmoud
y col., 2015; Mello y col., 2016; Mehmeti y col. 2016; Mahato y col., 2017]. La
produccion de SEs en los alimentos esta condicionada no solo por la capacidad de la
bacteria de producir toxinas sino ademas por la composicion fisico quimica del
alimento, temperatura y tiempo de exposicion de éste, de modo que favorezca el
crecimiento del microorganismo [Cremonesi y col., 2007]. Se suma como factor de
riesgo circunstancias de crecimiento que puedan incrementar la capacidad de
supervivencia bacteriana como es el desarrollo de biofilm, lo que permite alcanzar
niveles de contaminacion que favorecen la produccion de SEs en condiciones

ambientales adecuadas.
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Los genes que codifican para las enterotoxinas estafilococicas pueden estar localizados
en pladsmidos, bacteriofagos, transposones o islas de patogenicidad y por transferencia
horizontal de genes pueden ser transferidos entre diferentes especies de Staphylococcus
[Yarwood y col., 2002; Omoe y col., 2003; Novick., 2003; Schmidt y Hensel, 2004, Gill
y col., 2005; Piechota y col., 2014].

La técnica de PCR ha demostrado ser util, rapida y una herramienta fiable para la
deteccion de genes de enterotoxinas, dejando en evidencia la capacidad toxicogénica del
microorganismo [Johnson y col., 1991; Becker y col., 1998; Tamaparu y col., 2001;
Vasconcelos y col., 2011]. La determinacion del tipo de SE producida por una cepa
dada aporta datos importantes para el estudio bacteriol6gico, clinico, alimentario y
medioambiental de un evento epidemioldgico [ICMSF, 1992].

I11.1.3. Resistencia antibiotica a B-lactamicos

Los pB-lactdmicos son un grupo de antibidticos cuya estructura molecular esta
conformada por un anillo B-lactdmico heterociclico que consiste en tres atomos de
carbono y un atomo de nitrogeno. Su mecanismo de accion se basa en que son analogos
de la D-alanil-D-alanina, el aminoécido terminal de las subunidades peptidicas
precursoras de la barrera de peptidoglicanos, la cual es fundamental para la integridad
estructural de la pared celular bacteriana, especialmente para los microorganismos
Gram positivos. El paso final de la sintesis de los peptidoglicanos, la transpeptidacion,
se facilita por unas transpeptidasas denominadas proteinas de unién a penicilinas o
PBPs (penicillin binding proteins) [Daza Pérez, 1998].

La similitud estructural que existe entre los antibioticos B-lactdmicos y la D-alanil-D-
alanina facilita su anclaje al sitio activo de las PBPs. El nucleo B-lactamico de la
molécula se une irreversiblemente a la PBP. Esta union irreversible evita el paso final
(transpeptidacion) de la formacion de la barrera de peptidoglicanos, interrumpiendo la
sintesis de la pared celular. Ademas, es posible que la inhibicion de las PBPs mediante
dicha union irreversible, posibilite la activacion de enzimas autoliticas de la pared
celular bacteriana [Succhil y col., 2014].

Los tres grandes mecanismos de resistencia a B-lactamicos son: hidrolisis enzimatica,
alteracion del sitio blanco y trastornos en la permeabilidad, [Vignoli y Seija, 2008]. La

hidrélisis enzimatica implica la inactivacion de los B-lactamicos como consecuencia de
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la accion de enzimas bacterianas que reciben el nombre de P-lactamasas, y es el
principal mecanismo de resistencia a B-lactdmicos [Odd y Maeland, 1997; Vignoli, y
Seija, 2008]. Las B-lactamasas hidrolizan el enlace amida del anillo B-lactamico de las
penicilinas (penicilina, ampicilina, amoxicilina, carbenicilina, ticarcilina, azlocilina,
mezlocilina y piperacilina), dando lugar a compuestos sin actividad antibacteriana.
Actualmente este mecanismo de resistencia es muy frecuente tanto en S. aureus como
en las diferentes especies de SCN y su diseminacion es mundial. Sin embargo, las
penicilinasas estafilococicas se inhiben con inhibidores de p-lactamasas (acido
clavulanico, tazobactam, sulbactam) y por tanto estas cepas resultan sensibles a las
combinaciones de [-lactamico con inhibidor de p-lactamasas. Asimismo, estas
penicilinasas no hidrolizan las penicilinas semi sintéticas (oxacilina, meticilina,
cloxacilina, nafcilina) ni tampoco las cefalosporinas ni las carbapenemas gue mantienen
su actividad anti estafilococica.

Las penicilinas semisintéticas, por ej.: oxacilina, meticilina, estables a la R-lactamasa
estafilocOcica, gracias a la ubicacion estratégica de ciertas cadenas laterales en la
molécula, fueron desarrolladas especificamente para el tratamiento de infecciones
causadas por Staphylococcus sp. productores de P-lactamasa. Sin embargo, la
resistencia a este tipo de antibidticos pronto aparecié debido al mecanismo de
resistencia a B-lactdmicos por modificacién del sitio blanco.

La alteracion del sitio blanco es un mecanismo de resistencia bacteriana donde se
modifican algunos sitios especificos de la anatomia celular, como pared celular,
subunidad 50s, 30S ribosomales, etc. De esta manera la modificacion de enzimas
catalizadoras en la produccién de proteoglicanos celulares, confieren resistencia a los p-
lactdmicos, dado que esta enzima es su sitio de accion [Sussman y col., 2001]. Este
mecanismo de resistencia se da debido a la expresion de un gen alternativo, que codifica
una PBP béasicamente distinta a la existente. Es el caso de la expresion del gen mecA el
cual codifica para una PBP alternativa, denominada PBP2a que es menos afin a la
totalidad de los B-lactdmicos. La expresion fenotipica de la resistencia mediada por el
gen mecA es compleja y se afecta por diferentes factores como la temperatura, el pH, la
osmolaridad, la presencia de secuencias cromosémicas reguladoras y de otros genes
cromosomicos no relacionados [Reygaert., 2009; Morosini y col., 2011].

Los trastornos de permeabilidad se corresponden fundamentalmente con la disminucion
de la expresion de porinas; no es un mecanismo que por si mismo promueva altos

niveles de resistencia, pero puede ser muy importante en conjuncion con distintos tipos
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de B-lactamasas.

Los SCN presentan mayor resistencia antimicrobiana que S. aureus y pueden incluso
presentar la caracteristica de multirresistencia [Taponen y Pyorala., 2009]. El gen que
codifica para B-lactamasa, denominado blaZ [Olsen y col., 2006], en general esta
localizado en plasmidos de pequefio tamafio que se pueden transferir de célula a célula
por transduccion. También se pueden localizar en plasmidos més grandes junto a los
genes que codifican otros mecanismos de resistencia y se pueden transferir por
conjugacion, no solamente entre cepas de S. aureus sino también entre cepas de SCN
[Sampimon y col., 2009].

El gen mecA, esta localizado en un elemento genético movil denominado “Cassette
Cromosémico de Staphylococcus” (SCCmec). De esta manera la resistencia se adquiere
por incorporacion del cassette al cromosoma de cepas susceptibles [Vignoli y Seija.,
2008, Berglund y col., 2008; Soares y col., 2012]. Publicaciones recientes informan el
incremento en el ndmero de SCN portadores del gen blaZ y productores de B-
lactamasas, y portadores del gen mecA resistentes a todos los grupos de antibidticos [3-
lactdmicos [Kot y col., 2012; Bochniarz y col., 2013, Raspanti y col., 2016; Srednik y
col., 2017]. Se considera que los SCN actuan como reservorio de genes de resistencia

para S. aureus [Tulinski y col., 2012].

I11.1.4. Proteinas de superficie. Adherencia e internalizacion

Las IIM producidas por bacterias del género Staphylococcus se caracterizan
frecuentemente por la capacidad de estas bacterias de colonizar las células tanto
epiteliales como endoteliales de la ubre [Almeida, 1996; Oviedo-Boyso, 2008, 2011;
Valle y col., 2012]. Esta capacidad para invadir las células y persistir en su interior
juega un papel importante en la patogénesis de las infecciones producidas por estos
microorganismos y es considerada como una estrategia de evasion del sistema
inmunoldgico, ya que no pueden ser detectadas por los fagocitos profesionales
[Fraunholz y Sinha 2012]. También por otro lado resulta una proteccion frente a los
agentes antibioticos [Oviedo-Boyso y col., 2011], pudiendo ser por este motivo
causantes de infecciones de tipo cronicas.

El principal mecanismo de adhesion esta mediado por proteinas de union a la
fibronectina (FNBP) A y B, que permiten la interaccion bacteria-célula via un puente de

fibronectina con receptores de fibronectina presentes en las células de mamiferos
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(integrinas a5b1) [Sinha y col., 1999]. Otro mecanismo de adhesion de estos patdgenos
es atraves de Clumping Factors (CIf) A y B, proteinas de unién al fibrindgeno, las
cuales contribuyen a iniciar la infeccion [Zecconi y Scali., 2013]. Esta adhesion también
previene al patdgeno de la eliminacion via opsono-fagocitosis, promoviendo la
separacion e inactivacion de los componentes del complemento que median la
opsonizacion [Hair y col., 2010].

Trabajos recientes sugieren que algunas especies de SCN relacionadas a bovinos como
Staphylococcus fleurettii, estan presentes muy frecuentemente en el ambiente de las
vacas lecheras y aun asi muy pocas veces causan IIM. Otras, como Staphylococcus
chromogenes, colonizan los apices del pezén y son comdnmente encontradas en leche y
aun asi son menos frecuentemente encontradas en el ambiente [Piessens y col., 2011,
De Visscher y col., 2014; Vanderhaeghen y col., 2014; 2015]. Respecto a esto se ha
demostrado que las especies de SCN epidemioldgicamente diferentes, inducen también
diferente respuesta inmune innata en las células del huésped, como ha sido demostrado
en ensayos realizados en glandula mamaria murina [Breyne y col., 2015]. Se podria
suponer que estas diferencias en la ecologia y epidemiologia entre especies de SCN
podria ser la consecuencia de su distinta interaccion con las células huésped en lo
referente a adherencia, internalizacion y sobrevida.

Diversos estudios in vitro intentan reproducir los eventos involucrados en un proceso
normal de infeccion in vivo, llevando a cabo ensayos con células MAC-T (del inglés:
Transformed mammary epitelial cells), una linea de células epiteliales de origen
mamario, que mantiene la capacidad de diferenciacion y secrecion de productos
especificos de la leche [Huynh y col., 1991], lo cual la hace ideal para caracterizar la
invasion intracelular por Staphylococcus spp. [Almeida, 1996; Bayles y col., 1998; Qazi
y col., 2001; Hyvonen y col., 2009].
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I11.2. MATERIALES Y METODOS

111.2.1. Cepas bacterianas

Cepas de campo: Se trabajé con una coleccidn 118 aislamientos de SCN identificados a

nivel de especie mediante PCR-RFLP del gen gap, pertenecientes a los grupos de
investigacion de la UNVM y UNRC, originalmente aisladas de muestras de leche de
GM de bovinos de tambos en la cuenca lechera de Villa Maria, provincia de Cérdoba
[Felipe y col., 2013; Somale y col., 2013; Dieser y col., 2014; Raspanti y col., 2016;
Felipe y col., 2017].

Cepas control: para los ensayos de interaccion con células epiteliales MAC-T se utilizo
la cepa S. aureus Newbould 305 (ATCC 29740) como valor de referencia para los
parametros de adherencia, internalizacion y supervivencia.

Para la deteccion de genes de enterotoxinas (sea-see) se utilizaron las siguientes cepas
control: Staphylococcus aureus FRI196E enterotoxina A (+) y enterotoxina D (+) y tres
cepas cedidas gentilmente por la Mgtr. Veronica Neder del Grupo de investigacién de
Salud Animal, INTA Rafaela, las mismas fueron aisladas de leche de tanque de tambos
de la cuenca central de Argentina (provincia de Santa Fé y Buenos Aires),
caracterizadas a nivel de especie mediante cinco pruebas bioquimicas: test de coagulasa,
catalasa, clumpling factor, crecimiento en agar P y reduccion de VVoges-Proskawer. Se
evalud su capacidad de produccion de enterotoxinas mediante el test de Ensayo inmuno-
enziméatico (ELISA) de tipo sandwich: S. aureus Inta 07-487 enterotoxina B (+), S.
aureus Inta 05-684 enterotoxina C (+) y S. aureus Inta 05-543 enterotoxina E (+).

Como cepa control para la deteccidn de genes asociados a la resistencia a -lactamicos
se utiliz6 S. aureus ATCC 43300 (mecA + y blaz +).

Se utilizaron como cepas control para la deteccion de genes asociados a formacién de
biofilm y adhesion celular las siguientes cepas de referencia: S. aureus Newman ATCC
25904 y S. aureus V329 gentilmente provista por el Dr. Iiiigo Lasa (Instituto de
Agrobiotecnologia, Navarra, Valencia, Espafia), procedente de animales con MB y

caracterizada como hiper formadora de biofilm (Genbank accession no. AY220730.1).
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111.2.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo (Britania) se prepararon segun las recomendaciones del
fabricante en cada caso.

e Caldo Tripticasa Soya (TSB): 30 gr/L de tripteina soya caldo.

e Agar Tripticasa Soya (TSA): A la preparacion anterior se adicion6 15 gr/L de
agar-agar (Britania) y 6 gr/L de extracto de Levadura (Britania).

e Medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) suplementado con
un 10% de suero fetal bovino (Gibco), 1% de Penicilina/Strepto (Gibco),
1ug/mL de glucosa (Glutamax, Sigma) y 1pug/mL de Hidrocortisona (Sigma).

e Medio de congelacion de células: DMEM suplementado, adicionado con 20% de
DMSO-solucidn crio preservadora.

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave durante 15 min a 121°C,
excepto el medio de cultivo celular (DMEM) que fue esterilizado por filtracion (Filtro
millipore 0,45um Fisher Cientific).

111.2.3. Reactivos, enzimas y soluciones stock

Las drogas utilizadas fueron de grado analitico de las marcas Promega, Invitrogen y

Sigma.

111.2.3.1. Tincién de Biofilm con cristal violeta:
e Solucion Fisioldgica (NaCl 0,9%).
e Cristal Violeta (0,1%) filtrado.
e Alcohol etilico 96° (Porta).

111.2.3.2. Extraccion de ADN cromosomal

e EDTA 0,5M (pH: 8): EDTA deshidratado 186,1 gr/L, granallas de NaOH, agua
destilada: EI EDTA se disolvié en 800 mL de agua destilada utilizando un
agitador magnético, luego se ajusté al pH deseado utilizando las granallas de
NaOH, se ajustd a 1000 mL vy se esterilizé en autoclave a 121°C por 15 min.

e Tris 1M (pH: 8): Tris base 121,1 gr/L, HCI concentrado, agua destilada. Se
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disolvié el Tris base en 800 mL de agua destilada y se ajusto el pH adicionando
el volumen necesario de HCI concentrado, se ajustd a 1000 mL y se esterilizd
en autoclave a 121°C por 15 min.

e SDS al 20%(p/v) en Tris 50mM-EDTA 20mM pH 7,8.

e Cloroformo- alcohol isoamilico (49:1 v/v).

e NaAc IM.

e Etanol 100%.

e Isopropanol frio 100%.

e Lisozima.

e Buffer SET: (EDTA 25 mM, Tris 20 mM, NaCl 75 mM).

111.2.3.3. Amplificacién de ADN por PCR

La concentracion final y volumen de cada uno de los reactivos y soluciones que
componen la mezcla de reaccion para amplificar los genes relacionados a adherencia y
formacion de biofilm (bap, clfA, clfB, fnbpA, fnbpB, icaA, icaD, agr, sar, aap, fbe, altE,
embP, eno, cna), produccion de enterotoxinas (sea, seb, sec, sed, see) y resistencia a
antibidticos, (blaZ y mecA), se detallan en las Tablas 2-6. Los cebadores especificos
para la amplificacion de cada gen se detallan en las Tablas 7 y 8.
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Tabla 2. Mezcla de reaccion para la amplificacion por PCR de los genes de adherencia,
biofilm (bap, clfA, clfB, fnbpA, fnbpB, icaA, icaD, aap, fbe, embP).

Reactivos (conc. stock) Volumen Concentracion final
Buffer Taq Green (pH 8,5) 5X 10 uL 1X

MgCl, (25 mM) 4 L 2 mM

dNTPs (25mM c/dNTP) 0,5 uL 250 uM c/dNTP
Primer1 para c/gen (25 uM) 2 uL 1uM

Primer2 para c/gen (25 uM) 2 uL 1uM

Taq polimerasa 5U/uL) 0.4 uL 2U

Agua libre de nucleasas 26,1 pL

ADN 5 uL

Volumen final 50 pL

Tabla 3. Mezcla de reaccién para la amplificacion por PCR de los genes de adherencia,

biofilm (altg, eno, cna).

Reactivos (conc. stock) Volumen Concentracioén final
Buffer Taq Green (pH 8,5) 5X 10 uL 1X

MgCl, (25 mM) 3uL 1,5mM

dNTPs (25mM c/dNTP) 0,4 uL 200 uM c/dNTP
Primer1 para c/gen (25 uM) 2L 1uM

Primer2 para c/gen (25 uM) 2L 1uM

Taq polimerasa 5U/uL) 0,25 uL 125U

Agua libre de nucleasas 27,35 uL

ADN 5 uL

Volumen final 50 pL
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Tabla 4. Mezcla de reaccion para la amplificacion por PCR de los genes de adherencia,

biofilm y enterotoxinas clasicas (sea, seb, sec, sed, see).

Reactivos (conc. stock) Volumen Concentracion final
Buffer Taq Green (pH 8,5) 5X 10 uL 1X

MgCl, (25 mM) 3 uL 1.5 mM

dNTPs (25mM c/dNTP) 0.4 uL 200 uM c/dNTP
Primer1 para c/gen (25 uM) 2 uL 1uM

Primer2 para c/gen (25 uM) 2 uL 1uM

Taq polimerasa 5U/uL) 0.2 uL 1U

Agua libre de nucleasas 27.4 uL

ADN 5 uL

Volumen final 50 pL

Tabla 5. Mezcla de reaccion para la amplificacion por PCR del gen blazZ.

Reactivos (conc. stock) Volumen Concentracién final
Buffer Taq Green (pH 8,5) 5X 10 uL 1X

MgCl, (25 mM) 1,6 uL 0,8 mM

dNTPs (25mM c/dNTP) 0,4 uL 200 uM c/dNTP
Primer blaZz1(25 uM) 2 uL 1uM

Primer blaz2 (25 pM) 2L 1uM

Taq polimerasa 5U/uL) 0,4 uL 2U

Agua libre de nucleasas 28,6 pL

ADN 5 uL

Volumen final 50 pL
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Tabla 6. Mezcla de reaccién para la amplificacion por PCR del gen mecA.

Reactivos (conc. stock) Volumen Concentracién final
Buffer Taq Green (pH 8,5) 5X 10uL 1X

Primer mecAl (25 uM) 2uL 1uM

Primer mecA2 (25 uM) 2uL 1uM

dNTPs (25mM c/dNTP) 0.5uL 250uM c/dNTP
MgCl, (25 mM) 3uL 1.5mM

Taq polimerasa 5U/uL) 0.4uL 2U

Agua libre de nucleasas 27.1pL

ADN 5ul

Volumen final 50uL

Tabla 7. Secuencia de cebadores utilizados para genes de enterotoxinas y

resistencia antibidtica y tamano de amplicon.

Gen Producto 5’ — 3’ Secuencias de nucle6tidos  Amplicon  T° hibrid. Referencia
(pb) (°C)

seal . TTGGAAACGGTTAAAACGAA [Mello y
Enterotoxina A 120 55

sea2 GAACCTTCCCATCAAAAACA col., 2016]

sebl Enterotoxina B TCGCATCAAACTGACAAACG 478 - [Mello y

seb2 GCAGGTACTCTATAAGTGCC col., 2016]

secl Enterotoxina C GACATAAAAGCTAGGAATTT 957 - [Mello y

sec2 AAATCGGATTAACATTATCC col., 2016]

sedl . CTAGTTTGGTAATATCTCCT [Mello y
Enterotoxina D 317 55

sed2 TAATGCTATATCTTATAGGG col., 2016]

seel E . TAGATAAAGTTAAAACAAGC [Lekey col.,

nterotoxina E 170 57

see2 TAACTTACCGTGGACCCTTC 2017]

blaz1 AAGAGATTTGCCTATGCTTC [Sawant y
B-lactamasa 517 50

blaz2 GCTTGACCACTTTTATCAGC col., 2009]

mecAl AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC [Sawant y
PBP2 533 52

mecA2 AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC col., 2009]
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Tabla 8. Secuencia de cebadores utilizados para amplificacion por PCR de genes de

adherencia y biofilm y tamafio de amplicon.

Gen Funcién 5’ — 3’ Secuencias de nucle6tidos Amplicon T° hibrid. Ref.
(pb) 0

clfA Factor de ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT 292 53 Liy col. (2012)
Aglutinacion A cGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG
Factor de ACATCAGTAATAGTAGGGGGCAAC 205 52 Liy col. (2012)

o Aglutinacion B 7TCGCACTGTTTGTGTTTGCAC
Proteina de CATAAATTGGGAGCAGCATCA 127 52 Vancraeynest

fbpA union a ATCAGCAGCTGAATTCCCATT y col. (2004)
Fibrindgeno A

fnbpB Proteina de GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT 524 52 Tristan y col.
union a CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC (2003)
Fibrinbgeno B

Bap Prot. asociada CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTGCAC 971 55 Cucarellay
a Biofilm GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC col. (2001)

icaA Enzima TATACCTTTCTTCGATGTCG 561 47 Heilmanny
involucrada en  cTTTCGTTATAACAGGCAAG col. (1996)
la sint. de PIA

icaD Enzima AAACGTAAGAGAGGTGG 381 47 Heilmann y
involucrada en  GGCAATATGATCAAGATAC col. (1996)
la sint. de PIA

Eno Proteina de ACGTGCAGCAGCTGACT 302 53 Tristan y col.
union a CAACAGCATYCTTCAGTACCTTC (2003)
laminina

Aap Proteina GAAGCACCGAATGTTCCAACTATC 289 69 Rhode y col.
precursora AGTTGGCGGTATATCTATTGTA (2005)
amiloidea

Cna Proteina de GTCAAGCAGTTATTAACACCAGAC 423 53 Seo y col.
union a AATCAGTAATTGCACTTTGTCCACTG (2008)
colageno

Fbe Proteina de CTACAAGTTCAGGTCAAGGACAAGG 273 55 Costerton y
union al GCGTCGGCGTATATCCTTCAG col. (1995)
fibrinégeno

alte Autolisina CAACTGCTCAACCGAGAACA 682 53 Heilman y col.
asoc. a TTTGTAGATGTTGTGCCCCA (1997)
superficie

embP Union a matriz  AGCGGTACAAATGTCAAT 455 49 Banner y col.
extracelular  AGAAGTGCTCTAGCATCATCC (2007)
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111.2.3.4. Corrida electroforética de ADN en gel de agarosa

e Agarosa D1LE (Biodynamics).

e Buffer TAE [50X]. Composicion por 1 Lt: 242 gr Tris base, 57,1 mL &cido
glacial acético, 100mL EDTA 0,5M pH8, agua destilada hasta llevar a
volumen final.

e OBuffer TBE [5X]. Composicion por 1 Lt: 54 gr Tris base,27,5 gr &cido
borico, 20mL EDTA 0,5M pH8, agua destilada hasta llevar a volumen final.

e Bromuro de etidio 10 mg/mL (Sigma).

e Marcador 1kb: concentracion [0,1 ug/uL] (Promega).

e Marcados 100pb: concentracion [0,1 ug/uL] (Biodynamics).

111.2.3.5. Adherencia, internalizacion y sobrevida

e Tripsina 0,25%-EDTA 0,075% en PBS.
e Tritdén 1% en PBS.
e Solucion de PBS (10X).

Componentes:

NaCl 80,0¢g
KClI 2,09
Na,HPO4 144 g
KH,PO4 249
Agua bidestilada c.s.p. 1000 mL

e Antibioticos: Gentamicina (Sigma) a concentraciones de 100 pg/mL y 25
pg/mL en medio de cultivo DMEM suplementado.

111.2.4. Instrumentos y descartables

e Termociclador PTC-220 (MJ Reaserch inc.).
e Lector de micro placas (Labsystems Multiskan), micro placas.
e Erlenmeyer, tubos de ensayo con tapa, ansas en rulo, placas de Petri,

gradillas para tubos de ensayo, tubos tipo Khan, gradillas para tubos tipo
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Khan, tubos Eppendorff, gradillas para Eppendorff, pipetas con tips (p10,
p100, p200, p1000, p5000).

e Balanza granataria, vortex, mechero de Bunsen, Densicheck, heladera con
freezer, campana de flujo laminar, bafio termostatizado, estufa de cultivo,

microondas, autoclave.

111.2.5. Condiciones generales de cultivo bacteriano

Se realizaron cultivos plancténicos en tubos con 5 mL de TSB a partir de una Unica
colonia y se incubaron a 37°C por 16 hs para obtener cultivos en fase logaritmica. Para
cultivos en biofilm se inoculd, a partir de un cultivo O/N, 200uL por pocillo en una

placa de micro titulacion y se incubaron a 37°C por 16 hs.

111.2.5.1. Conservacion de las cepas

A partir de una suspension de 1 o 2 colonias, aisladas en cultivo puro, se sembré en 5
mL de TSB y se incubd 16 hs en estufa de cultivo hasta fase exponencial, se suplemento
con glicerol estéril a una concentracion del 20% para su posterior conservacion en crio
tubos a -80°C.

Para su posterior uso las bacterias fueron reactivadas mediante siembra en placas de
TSA e incubadas en estufa a 37°C por 24 hs.

111.2.6. Evaluacion de la capacidad de formacion de biofilm (Método cuantitativo):

Existen muchos métodos en la actualidad para medir esta cualidad en SCN. Algunos de
los mas utilizados son el del agar rojo Congo desarrollado por Freeman y col. (1989) y
el método en tubo de Christensen y col. (1989), ambos son de interpretacidn subjetiva
por su naturaleza cualitativa.

En este trabajo se utilizé el método de cuantificacion en placa de 96 pocillos de fondo
plano segun Christensen y col. (1989), con ligeras modificaciones segln Stepanovic y
col. (2000; 2007), que refuerzan la fiabilidad de la prueba.

Para esto a partir del caldo de cada cepa se realizaron cultivos de siembra con ansa por
agotamiento en superficie en TSA durante 18 hs a 37°C, para observacion de desarrollo

y control de pureza. A partir de este cultivo, se inocularon 2 a 3 colonias en TSB, el
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caldo fue incubado a 37°C por 3 a 5 hs, hasta lograr ajuste de turbidez compatible con el
estandar 0,5 de Mc Farland, utilizando para medir la densidad Optica el dispositivo
DensiCheck Inmediatamente después de ajustado el indculo se sembraron por
cuadriplicado para cada aislamiento 200 uL en placas para cultivo de células de 96
pocillos con fondo plano (Greiner Bio-One, Alemania) y se incubaron por 24 hs a 37°C.
A su vez se inocularon también por cuadriplicado, 200 pL de medio TSB estéril y
200 pL de las cepas de referencia con conocida capacidad de formacion de biofilm
descriptas mas arriba en esta misma seccién, como control negativo y positivo
respectivamente.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se descarté el contenido de los pocillos y se
lavaron cuidadosamente para no desprender el biofilm formado, con el mismo volumen
de solucidn fisiologica (NaCl 0,9%) 3 veces. Se secaron las placas en estufa a 60°C por
una hora para fijar el biofilm y se afiadio a cada pocillo 200 pL de cristal violeta al 0,1%
(p/v) filtrado, se dejo reposar durante 15 min y se descarto, se lavo 3 veces cada pocillo
con agua destilada y se dejé secar la placa invertida durante 24 hs a temperatura
ambiente. Se afiadié a cada pocillo 200 pL de alcohol 96° y se dejé reposar por 30 min
para remover el colorante adherido. Transcurrido este tiempo se pasaron a una placa
limpia 100 pL de contenido de cada pocillo y se determind la DOs7onm €n el lector de
micro placas Multiskan TM FC Microplate Photometer (Thermo Scientific, Estados
Unidos). En caso de obtener valores superiores a uno, se realizaron diluciones al 50%
con agua destilada.

La DO de cohorte (DOc) se definio siguiendo la metodologia de Li y col. (2012) como
el valor de la media de la DO del control negativo, mas tres desviaciones estandar por
encima de la misma.

Los aislamientos se clasificaron a partir de la DOc (0,026) en no formadores (NF),
débiles (D), intermedios (1) y fuertes (F) segin se muestra en la Tabla 9. El valor de
DOc fue obtenido a partir del promedio de las mediciones del control negativo
realizadas por cuadriplicado en tres ensayos, el valor obtenido fue 0,023 y a este valor
se le sumo tres veces el desvio estandar que para este promedio fue 0,001. A partir de
este valor de corte se establecieron los rangos para clasificar cuantitativamente la
capacidad de formar biofilm (D, I, F) de las cepas pertenecientes a las distintas especies

analizadas.
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Tabla 9. Clasificacion de la capacidad para formar biofilm adaptada a los valores en

estudio.
Consideracién DO* Valor DO Clasificacion
DO < DOc <0,026 NF
DOc < DO < 2D0Oc¢ 0,026 - 0,052 D
2DOc < DO < 4DOC 0,052 - 0,104 [
DO > 4DOc > 0,104 F

* Adaptado de Liy col (2012)
DO: densidad optica. DOc: densidad optica de corte. NF: no formadora. D: debil. I: Intermedio. F: fuerte

111.2.7. Amplificacion por PCR de genes relacionados a adherencia y formacion de

biofilm, genes de enterotoxinas y genes asociados a resistencia a B-lactamicos

Se analiz6 un total de 18 cepas, entre las tres especies aisladas con mayor prevalencia de
tambos pertenecientes a la cuenca lechera de Villa Maria, S. chromogenes, S. xylosus y
S. haemolyticus. Se seleccionaron 3 cepas con alta habilidad y 3 cepas con baja

habilidad para producir biofilm de cada una de las tres especies en estudio.

111.2.7.1. Extraccién de ADN cromosomal

La extraccion de ADN se realiz6 segun las condiciones descriptas por Pospiech y
Neumann (1995) con ligeras modificaciones. A partir de un cultivo puro por siembra en
agotamiento se tomaron 3-5 colonias que fueron resuspendidas en 5 mL de TSB e
incubadas por 24 hs a 37°C. Una alicuota de 1,5 mL de ese cultivo se centrifugd a
13.000 rpm por 10 min y se descartd el sobrenadante. El pellet obtenido se lavo con
500 uL de buffer SET, se centrifugd nuevamente a 13.000 rpm por 5 min, se descarto
sobrenadante y se agregaron 300 uL de buffer SET. La suspension se hirvio y congelo
alternadamente por periodos de 5 min, repitiendo el proceso 3 veces. Se agregaron 3 uL
de lisozima para lograr la ruptura de la pared celular y se incub6 1 h a 37°C. Se
agregaron 30 uL de sodio dodecil sulfato (SDS) al 10% para realizar la
desnaturalizacion alcalina vy lisis celular, y se incubo en bafio Maria a 55°C por 1 h. Para
precipitar el ADN cromosomal se agregaron 120 uL de NaAc 3 M y se incubd 10 min
en hielo para luego centrifugarlo a 13.000 rpm por 10 min. Se transfirio el sobrenadante
con el ADN a un nuevo tubo al que se adicion6 400 uL de cloroformo y se centrifugo

nuevamente a 13.000 rpm por 10 min para precipitar las proteinas de la suspension. La
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fase acuosa (superior) de alrededor de 500 uL se transfirio a un nuevo tubo al que se le
adiciond 500 uL de isopropanol frio y se incubd por 2 hs a -20°C. Se precipito el ADN
mediante centrifugacion a 12.500 rpm y 4°C por 20 min. Se descarto el sobrenadante, se
lavé el pellet con 300 uL de etanol (70% v/v) y se dejé secar la muestra a temperatura
ambiente hasta evaporar el etanol por completo. Finalmente, se resuspendio el pellet
(ADN) en 40 uL de agua libre de nucleasas (Biodynamics, Argentina) y se conservé a
-20°C hasta su proximo anélisis.

111.2.7.2. Amplificacion del ADN por reaccién en cadena de la polimerasa

Las reacciones de amplificacion del genoma bacteriano por PCR fueron optimizadas a
partir de las condiciones descriptas por Jayarao y col. (1992).

e Se prepararon las mezclas de reacciéon (mix) en un volumen final de 50 pL con
todos los componentes segn Tabla 3-7.

e Las mezclas de reaccion fueron preparadas en tubos de pared delgada tipo
Eppendorff de 200 uL. En todas las reacciones se realizé un control negativo, el
cual consistid en colocar todos los componentes de la mix a excepcion de ADN,
que se reemplaz6 por igual volumen de agua libre de nucleasas.

e La PCR fue llevada a cabo en un equipo termociclador T100 Thermal Cycler
(Biorad, Estados Unidos).

e Las condiciones de amplificacion consistieron en una desnaturalizacién inicial a
94°C durante 2 min, seguido de 35 ciclos de amplificacion, cada uno consistio de
un paso de desnaturalizacion a 94°C durante 1 min, un paso de union de lo
cebadores a las secuencias complementarias a la temperatura indicada para cada
amplicdn (Tablas 8 y 9) durante 1 min, y elongacién a 72°C durante 1 min, con

una extension final a 72°C durante 5 min.

111.2.7.3. Electroforesis en gel de agarosa

La corrida electroforética de los productos amplificados por PCR se llevo a cabo en
geles de agarosa 2% en buffer TBE 1X tefiidos con bromuro de etidio 0,5 pg/mL
durante (40-90 min) a 75V.

Los geles fueron visualizados en un transiluminador con luz UV y fotografiados con

una camara Cannon de 16,0 mega pixeles adosada a una computadora donde fueron
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almacenadas las imagenes en forma digital.
El peso molecular de cada producto de PCR de determind por comparacién con el
marcador de peso molecular de 1kb (Invitrogen) sembrado en el mismo gel.

111.2.8. Adherencia/lnternalizacion y sobrevida en la linea celular MAC-T

111.2.8.1. Conservacion y mantenimiento de la linea celular durante el periodo de

ensayo

Durante el periodo de ensayo, la linea celular se mantuvo a una temperatura de 37°C en
una estufa de cultivo con aporte constante de CO, a una concentracion de 5%,
cambiando el medio de cultivo que cubria la monocapa cada 48 hs. Cada vez que ésta
Ilegd a crecimiento confluente (continuo y uniforme), fue necesario bajar la carga para
permitirles seguir creciendo. Para ello se utiliz6 una solucion de Tripsina-EDTA que las
despegd de la superficie adherida y permitio realizar una dilucién hasta la concentracién
deseada. El stock de células se mantuvo en nitrégeno liquido, en una solucion de medio
de congelacion. Para congelar los cultivos fue menester tomarlos en fase logaritmica y
del pasaje mas bajo posible, fraccionando y llenando los criotubos solo hasta ¥ de su
volumen total. Los criotubos fueron rotulados: linea celular, pasaje, n° de células, fecha.
Previo a cada ensayo las células fueron descongeladas colocando el contenido de un
criotubo en una placa o frasco estéril correctamente rotulado con fecha y hora de
descongelacion y adicionando con cantidad suficiente del medio de cultivo
suplementado. EI medio de cultivo fue cambiado totalmente a las 24 hs de incubacién
para eliminar restos de DMSO y se continud con la incubacion en las condiciones ya
descriptas por 24 hs maéas. El cultivo fue tripsinizado para obtener las células en

suspension.

111.2.8.2. Ensayo de adherencia, internalizacion y supervivencia intracelular de
SCNen MAC-T

Previo a los ensayos se realizé la puesta a punto y recuento en placa de las unidades
formadoras de colonias (UFC) a emplear, a los efectos de utilizar una multiplicidad de
infeccion (MOI por sus siglas en inglés) similar para todas las cepas a ser evaluadas.

Para ello se prepard una suspension con la bacteria seleccionada y se realizo la lectura
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con un densitometro hasta obtener una turbidez equivalente a 0,5 en la escala de Mc
Farland (aprox. 108 UFC/mL). Con la suspensién madre se realizaron diluciones en base
10, y 100 pl de las ultimas cuatro diluciones fueron sembrados por duplicado en placas
con TSA e incubados en estufa a 37°C por 24 hs. Los recuentos de las UFC se
realizaron en las diluciones donde fue posible contar de 3 a 30 UFC. Una vez
estandarizado el numero de UFC/mL correspondiente a una suspension al 0,5 Mc
Farland para cada cepa, se comenzo con los ensayos.

Para la relacion bacteria/célula se utiliz6 una MOI de 10. Para ello se prepararon las
suspensiones bacterianas, luego del cultivo de cada cepa en 5 mL de medio TSB a 37°C
durante 18 hs, que fueron llevadas a 0,5 en la escala de McFarland y diluidas utilizando
como referencia los valores obtenidos en el recuento de UFC descripto previamente. Por
otra parte, el namero de células epiteliales por pocillo fue estimado contando en una
camara de Neubauer, previo al sembrado, y diluyendo hasta un ndmero que permita
obtener la cantidad deseada luego de 24 hs.

Posteriormente, se procedié a realizar el ensayo para determinar la capacidad de SCN de
adherirse e invadir a las MAC-T siguiendo las metodologias de Elhadidy y Elsayyad,
(2013) y Daw y col., (2012) con modificaciones.

Los ensayos se realizaron en placas de cultivo celular de 96 pocillos (Sigma).
Veinticuatro horas antes del experimento los pocillos se inocularon con 200 pL de una
suspension de células con una concentracion aproximada de 5 x 10° cel/mL, se
mantuvieron en estufa de cultivo a 37°C con un aporte constante de 5% CO- Y el dia del
experimento se comprobd, mediante recuento de las células presentes en uno de los
pocillos, que hubiera una concentracion aproximada al doble de lo inoculado.

Para llevar a cabo el ensayo, se sustituy6 el medio de cultivo por el mismo volumen de
las suspensiones correspondientes a las 18 cepas en estudio, que fueron co-cultivadas
con la monocapa confluente de células MAC-T durante 2 hs a 37°C en atmosfera de 5%
CO,. Los andlisis para cada cepa fueron llevados a cabo por triplicado para cada ensayo
(adherencia, internalizacion y supervivencia) en tres ensayos independientes.
Posteriormente al co-cultivo, las monocapas celulares fueron lavadas 3 veces con PBS
1X pH: 7,4 y el triplicado de los pocillos correspondientes al ensayo de adherencia
fueron tratados con Tritdn 1% en PBS para liberar los estafilococos intracelulares. Las
UFC/mL fueron determinadas por la técnica estandar de recuento en placa.

En paralelo 3 pocillos para el ensayo de internalizacion fueron, ademas, previo al paso

de lisis celular, tratados con gentamicina (Sigma) 100 pg/mL en medio DMEM a 37°C
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en atmosfera de 5% CO, durante 1 h para eliminar las bacterias extracelulares, libres y
adheridas. Nuevamente se traté con Triton 1% para liberar las bacterias intracelulares y
hacer el posterior recuento de UFC/mL.

Por dltimo, en los 3 pocillos restantes se adicion6 un paso mas, sustituyendo la
gentamicina 100 pg/mL, por una concentracion mas baja (25 pg/mL) del mismo
antibiotico en medio DMEM a 37°C en atmosfera de 5% CO, y se incubo durante 23 hs
mas para investigar la capacidad de supervivencia de las bacterias internalizadas durante
este periodo, al cabo de este tiempo, se llevd a cabo la lisis celular con Triton y se

realizé el recuento de UFC. Cada ensayo por triplicado se realizé en 3 oportunidades.

59

—
| —



111.2.9. Analisis estadistico

Se describié la frecuencia de genes asociados a los diferentes factores de virulencia,
produccién de enterotoxinas clasicas, resistencia a antibioticos, capacidad de formar
biofilm y capacidad de interaccion con las células epiteliales mamarias, en las especies
de SCN mas frecuentes, para cada categoria establecida segun la capacidad de formar
biofilm.

El estudio de las diferencias entre las especies en las capacidades de formar biofilm se
realizd mediante andlisis de la varianza (ANOVA) a una via de clasificacién, seguido de
la prueba de comparaciones Bonferroni [Stoline., 1981].

Los datos fueron analizados con el software estadistico InfoStat. [InfoStat (2008).
InfoStat version 2008. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Codrdoba,
Argentina]. Para examinar posibles diferencias entre las especies en las capacidades de
formar biofilm como también en la de adherir, internalizar y sobrevivir en células
epiteliales mamarias, se realiz6 andlisis de la varianza (ANOVA) a una via de
clasificacion, seguido de la prueba de comparaciones Bonferroni. Se determinaron

diferencias significativas utilizando un nivel de significancia del 5%.
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111.3. RESULTADOS Y DISCUSION

111.3.1. Formacién de biofilm: evaluacion de la capacidad fenotipica de forma

cuantitativa

Se utilizo la técnica de cultivo en placa de 96 pocillos de fondo plano como se describid
en materiales y métodos. La mayoria (92,4%) de los aislamientos analizados

presentaron la habilidad para formar biofilm (Tabla 10).

Tabla 10. Distribucion de la produccion de biofilm entre especies de SCN

Especies de SCN

Informacién 5. chromogenes 5. xplosus 5. haemolyticus 5. warneri Total (%)

Nimero de 44 (37,3) 39 (33) 25 (21,2) 10 (8,5) 118 (100)
aislamientos (%)

Biofilm, n (%)

No Formador 7 (15,9) 1(2,6) 0 (0) 1(10) 9(7.6)
(Asze <0,026)

Débil 15 (34,1) 3(7,7) 2(8) 1(10) 21 (17,8)
(Agn 0,026-0,052)

Intermedio 9 (20,5) 2 (5,1) 3(12) 2 (20 16 (13,6)
(As700,052-0,104)

Fuerte 13 (29.,5) 33 (84,6) 20 (80) 6 (60) 72 (61)
(Aszo >0,104)

El elevado porcentaje de cepas formadoras de biofilm hallado en este estudio coincide
con los estudios de Darwish y col. (2013) en Egipto, y Srednik y col. (2017) en
Argentina quienes informaron a partir de aislamientos de leches bovinas provenientes
de mastitis subclinica un 94,1% y 96,7% de cepas de SCN con capacidad de formar
biofilm, respectivamente.

En otros estudios se informaron porcentajes similares, aunque algo menores. Asi
Tremblay y col. (2013), informaron que de 255 aislamientos de SCN obtenidos a partir
de muestras de leches provenientes de tambos de Canada, la mayoria (85.1%) de los
aislados ensayados eran biofilm positivos. Da Costa Krewer y col. (2015) mostraron un
87% de cepas productoras de biofilm a partir de aislamientos obtenidos de vacas
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lactantes pertenecientes a tambos en los estados de Bahia y Pernambuco en Brasil. Algo
menor fue el porcentaje informado en el trabajo de Marques y col. (2013), quienes
observaron que de 145 aislamientos de SCN de muestras de leche bovina a partir de
establecimientos lecheros del sur de Brasil, 74,5% fueron formadores de biofilm.

Es interesante destacar que del total de los aislamientos positivos para la formacion de
biofilm descriptos en este estudio, el 66%, (72/109), 14,7% (16/109) y 19,3% (21/109)
resultaron fuertes, intermedios y débiles formadores de biofilm, respectivamente (Tabla
10). Porcentajes mas bajos de cepas con fuerte habilidad para formar biofilm fueron
informados en otros estudios desde 23,1% [Tremblay y col., 2013], 25,7% [da Costa
Krewer y col., 2015] y 29,5% [Darwish y col., 2013] hasta 35,6% [Srednik y col.,
2015].

La CFB mostro variaciones en las distintas especies. De las cuatro especies mas
prevalentes, S. xylosus y S. haemolyticus resultaron las mayores productoras de biofilm,
con 84,6% y 80% de los aislamientos fuerte formadores, mientras que solo el 29,5% de
los aislamientos identificados como S. chromogenes presentaron esta capacidad (Tabla
10; Figura 9).

100%
80%
60%
40%

20%

0%

S. chromogenes S. xylosus S. haemolyticus S. warneri

Fuerte

Intermedio 9 2 3 2
Debil 15 3 2 1
No Formadora 7 1 o] 1

Figura 9. Porcentaje de cepas de las principales especies de SCN segun la capacidad de formar biofilm

Los porcentajes de cepas formadoras de biofilm para las especies S. chromogenes

(84%), S. xylosus (97,4%) y S. haemolyticus (100%), fueron similares a los mostrados
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en el estudio de Tremblay y col., (2013), en el cual para las mismas especies los
porcentajes fueron 84,7%, 92% y 93,3%, respectivamente.

La mayoria de las cepas de S. xylosus (89,7%; 35/39), S. haemolyticus (92%; 23/25) y S.
warneri (80%; 8/10) resultaron moderados a fuertes formadores de biofilm, mientras
que el 50% (22/44) de las cepas de S. chromogenes fueron negativas o débiles
formadoras de biofilm. Se utiliz6 el valor medio de todos los aislamientos de cada
especie para evaluar la capacidad para formar biofilm por los SCN, mostrando los
aislamientos de la especie S. xylosus el valor de mediana mas alto para sus aislamientos
y S. haemolyticus tuvo la segunda mediana mas alta (Figura 9). Staphylococcus

chromogenes tuvo el valor de mediana mas bajo (Figura 10).

2,5 A

nm

2,0 1

1,5 1

1,0 A

Absorbancia DO 570

05 7

Figura 10. Fuerza del biofilm para las especies mas prevalentes: Staphylococcus chromogenes (n=44),
Staphylococcus xylosus (n=39), Staphylococcus haemolyticus (n=25) y S. warneri (n=10). Los puntos
fuera de las cajas se consideran valores atipicos.

El hecho de que un alto porcentaje de las cepas pertenecientes a las especies de SCN
aisladas con mayor frecuencia sean capaces de formar biofilm, es una caracteristica
relevante considerando que esta forma de crecimiento protege a la bacteria de las altas

concentraciones de antibidticos y de la accion del sistema inmune [Planchon y col.,
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2006]. Es importante sefialar que el alto porcentaje de cepas formadoras de biofilm,
detectado en este estudio, posiblemente podria resultar importante en las especies de
SCN ambientales para la supervivencia en ambientes secos y pobres en nutrientes.
Ademas, estas cepas en los rodeos lecheros podrian desempefiar un papel en la
transmisibilidad, dada la potencial formacién de reservorios, por ejemplo, en cafierias de

las lineas de ordefio.

111.3.2. Evaluacion de la presencia de genes relacionados a principales factores de

virulencia de SCN.

111.3.2.1. Deteccién por PCR de productos de amplificacién relacionados a

adherencia y formacién de biofilm

En este estudio se evalud la presencia de genes asociados a adherencia celular y a
formacion de biofilm entre las 18 cepas de SCN, con diferente capacidad para la
formacion de biofilm de las tres especies mas prevalentes, S. chromogenes, S. xylosus y
S. haemolyticus.

En la Tabla 11 se detalla el perfil de productos de amplificacion a partir del ADN de las
cepas de SCN en estudio, utilizando los cebadores y programas detallados en Materiales

y Métodos.
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CAPITULO Il

Tabla 11. Deteccién por PCR de productos de amplificacion relacionados a
adherencia y formacion de biofilm en cepas de SCN con diferente CFB

Genes asociados a adherencia y biofilm

Cepas de SCN ]
clfA clfbo fnbpA fnbpB icaD aap fbe altE embP eno cna bap
S. chromogenes* 12-27B - - - - - + + - - + + -
S. chromogenes* 18-07 R . . . . + + - . + + i
S. chromogenes* 25-33 R i . . + . - - . + i -

S. xylosus* 04-33 R . . . - . + - . + - +
S. XY|OSUS* 05-26 - - - - - + + - - + - +
S. xylosus” 07-05 ) . i ) i P i PP

S. haemolyticus™ 22-01 ; . . . ; + + - . + } +
S. haemolyticus” 22-07 . i i nooom .. N .
S. haemolyticus” 22-33 . : § oL o . N

* no formadoras de biofilm; ¢ formadoras de biofilm (I y F); *, formadoras de biofilm (D); -, presencia no
detectada; +, presencia detectada.

La totalidad de las cepas fueron positivas para el amplicon eno, este también fue el gen
dominante detectado por otros investigadores en aislamientos de origen bovino
[Simojoki y col. 2012]. ElI amplicon eno se encontrd6 ampliamente distribuido,
independientemente de las especies y de la CFB (100%), por lo tanto, es probable que
eno no sea un gen especifico de biofilm.

Los amplicones aap y bap fueron aislados en un elevado porcentaje (72,2%) en los
aislamientos de SCN en estudio, seguidos por cna (55,6%) y fbe (50%). Sin embargo, la
presencia de tres de ellos, aap, cna y bap, se observo en cepas con fuerte capacidad para
formar biofilm en una proporcién muy similar a la encontrada en cepas no formadoras o
débil formadoras de biofilm. EI amplicon fbe se detect6 atin en mayor proporcion en las
cepas no formadoras de biofilm, dados los resultados, no resulté posible considerar una
asociacion entre la presencia de estos productos de amplificacion y la capacidad de




formar biofilm.

Muy pocos aislamientos fueron positivos para los amplicones icaD, altE y embP, sin
embargo, el porcentaje de presencia de amplicones altE y embP entre las cepas
analizadas, sugiere una tendencia de asociacion positiva entre estos genes y las cepas
con fuerte capacidad de formar biofilm.

En discordancia con otros investigadores [Simojoki y co., 2012; Khoramrooz y col.,
2016; Felipe y col., 2017], los genes clfA, clfb, fnbpA y fnbpB no fueron amplificados en
ninguno de los aislamientos de SCN analizados, tanto formadores como no formadores
de biofilm.

Algunos autores han sugerido que los métodos genotipicos y fenotipicos pueden ser
utilizados en forma conjunta para determinar este factor de virulencia en un aislamiento
bacteriano [Vasudevan y col., 2003, Dhanawade y col., 2010]. Sin embargo, existen,
como se demostrd, resultados contradictorios entre pruebas fenotipicas y presencia de
genes asociados a adherencia y biofilm, lo cual sugiere que no hay una correlacién entre
ambos métodos.

Los resultados obtenidos en este estudio, al igual que los obtenidos por otros
investigadores [Simojoki y col., 2012, Tremblay y col., 2013; Felipe y col., 2017,
Srednik y col 2017] no revelan marcadores genéticos especificos usualmente atribuidos
a la formacion de biofilm en S. aureus [Vasudeman y col., 2003; Darwish y Asfour,
2013; Castro Melo y col., 2013; Khoramrooz y col., 2016; Felipe y col., 2017], en
aislamientos de SCN asociados con vacas lecheras. Resulta poco probable que la
formacion de biofilm en las especies del SCN ocurra debido a la presencia de un Unico
componente y/o proceso, como también ha sido sugerido por otros investigadores
[Rodriguez y col., 2010; Zmantar y col., 2010].

111.3.2.2. Deteccién por PCR de productos de amplificacion relacionados a las
enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED, SEE (sea-see)

Con la finalidad de investigar otras caracteristicas patogénicas en las 18 cepas de SCN
analizadas, se buscé detectar por PCR la presencia de los amplicones atribuibles a los
genes que codifican para cinco enterotoxinas estafilococales clasicas: SEA, SEB, SEC,
SEDy SEE.

Brevemente, a partir del ADN extraido de las cepas control y las 18 cepas en estudio se

realizé la amplificacion mediante PCR de los fragmentos especificos para los genes sea,
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seb, sec, sed y see. Los cebadores especificos y los programas de amplificacion
descriptos en Materiales y Métodos permitieron amplificar con éxito los genes de las
diferentes enterotoxinas. La figura 11 muestra luego de la electroforesis en geles de
agarosa al 2%, los amplicones obtenidos cuando el ADN de las cepas de referencia
productoras de enterotoxinas A, B, C, D, y E fueron usados como templado para las
PCR. El tamaiio de los amplicones correspondientes a los genes de las diferentes
enterotoxinas fueron idénticos a los tamafios informados en las citas bibliograficas y que
se detallan en la Tabla 7 [Johnson y col., 1991; Mello y col., 2016; Leke y col., 2017].
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Figura 11. Deteccidn por PCR de los genes sea, seb, sec, sed y see, en cepas de referencia.
Calle 1y 12: marcador de peso molecular, 100 pb; calle 2: gen sea (120 pb) detectado en S.
aureus FRI 196E; calle 4: gen seb (478 pb) detectado en S. aureus Inta 07-487; calle 6: gen sec
(257 pb) detectado en S. aureus Inta 05-684; calle 8: gen sed (317 pb) detectado en S. aureus
FRI 196E; calle 10: gen see (170 pb) detectado en S. aureus Inta 05-543; lanes 3.5, 7,9y 11:
controles (-).

El anélisis de las 18 cepas de SCN pertenecientes a las 3 especies aisladas con mayor
prevalencia de IIM bovinas, permitio detectar por PCR la presencia de productos de
amplificacion relacionados a enterotoxinas en 16 de ellas (88,8%), de las cuales 93,8%
Ilevaban méas de un amplicon (Tabla 12). El alto porcentaje de muestras positivas para

alguno de los genes en estudio coincide con lo observado mundialmente por otros

67

—
| —



CAPITULO Il

investigadores en aislamientos de SCN provenientes de leche de vaca en los cuales
obtuvieron 40% [Unal y Cinar, 2012], 58,6% [Rall y col., 2014], 74,7% [de Freitas
Guimarées y col., 2013] y 82% [Mello y col., 2016], aislamientos de leche de oveja
62,5%, [Martins y col., 2017] y en un porcentaje menor (26,2%), pero no por ello
menos importante, en aislamientos de leche de cabra [Rall y col., 2010].

Tabla 12. Deteccion por PCR de productos de amplificacion relacionados a genes que
codifican para enterotoxinas estafilococales (Ses) en cepas de S. chromogenes, S.
.x_)/l,Ube _y S huemut’yt‘icuo

Cepas de SCN

Presencia de:

sea seb sec sed see
S. chromogenes* 12-27B + - + + -
S. chromogenes* 18-07 + - + + +
S. chromogenes* 25-33 + - + + -

S. xylosus* 04-33 + + + + -
S. xylosus* 05-26 + + + - R
S. xylosus® 07-05 + = + 4 -

S. haemolyticus” 22-01 + . + + .
S. haemolyticus” 22-07 + - - - B}
S. haemolyticus” 22-33 + = + - B,

* no formadoras de biofilm; &, formadoras de biofilm (I'y F); # formadoras de biofilm (D);

-, presencia no detectada; +, presencia detectada.

Entre los genes encontrados, el amplicon sea fue el mas prevalente, estando presente
solo o concomitantemente con otro gen de enterotoxina en 15 cepas de las 18 estudiadas
(83,3%). EI amplicén sec presente en 14 cepas (77,7%) fue el segundo gen de toxina




mas encontrado, seguido de sed en 10 cepas (55,5%). En otros trabajos los genes sea y
sec respectivamente también estuvieron entre los mas prevalentes en aislamientos de
SCN obtenidos a partir de diferentes ganados lecheros con mastitis, 72% y 34,7%
[Freitas Guimardes y col., 2013], 43,8% y 10% [Rall y col., 2014], 50% y 13,4%
[Martins y col. (2017].

La mayor prevalencia de los amplicones sea y sec observada tanto en este estudio como
en estudios llevados a cabo por otros investigadores podria ser el resultado de la fécil
diseminacion entre cepas de Staphylococcus spp. de estos determinantes genéticos que
son portados por un profago, en el caso del gen sea [Borst y Betley, 1994] o por islas de

patogenicidad, en el caso del gen sec [Baba y col., 2002; Holtfreter y Broker, 2005].

111.3.2.2.1. Asociacion entre la presencia de productos de amplificacion

relacionados a genes de enterotoxinas y el crecimiento bacteriano en biofilm

Se evaluo la asociacion de este factor de virulencia con la CFB y se obtuvo que un
elevado porcentaje de cepas que revelaron presencia de amplicones de enterotoxinas,
estuvieron asociadas con una fuerte capacidad de formar biofilm (77,8%) (Tabla 12). El
porcentaje de cepas positivas para la presencia de los amplicones sea, sec y sed fue
superior a los valores encontrados para la presencia de los amplicones seb y see (Tabla
13).

Tabla 13. Deteccion por PCR de productos de amplificacion relacionados a genes
que codifican para enterotoxinas estafilococales (SEs) en cepas de S. chromogenes,
S. xylosus y S. haemolyticus formadoras de biofilm (1 y F).

Presencia de:

Especie
sea (%) seb (%) sec (%) sed (%) see (%)
S. chromogenes (n=3) 2 0 1 2 2
S. xylosus (n=3) 2 1 3 1 1
S. haemolyticus (n=3) 2 1 2 1 0
Total (n=9) 6 (66,7) 2(22,2) 6(66,7)  4(44,9) 3(33,3)

Por otro lado, la presencia de amplicones sea-see también fueron detectados y aun en
mayor porcentaje en aquellas cepas que presentaron una débil o nula capacidad para
formar biofilm (Tabla 14).
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Tabla 14. Deteccion por PCR de productos de amplificacion relacionados a genes

que codifican para enterotoxinas estafilococales (SEs) en cepas de S. chromogenes,

S. xylosus 'y S. haemolyticus no formadoras de biofilm y formadoras de biofilm (D).
Presencia de:

Especie

sea (%) seb (%) sec (%) sed (%) see (%)

S. chromogenes* (n=3) 3 0 3 3 1
S. xylosus* (n=2) 2 2 2 1 0
S. xylosus” (n=1) 1 0 1 1 0
S. haemolyticus” (n=3) 3 0 2 1 0
Total (n=9) 9(100) 2(222) 8(889) 6(667) 1(111)

* no formadoras de biofilm; *, formadoras de biofilm (D)

Estos resultados resaltan la importancia de este factor de patogenicidad ya que no se
puede restar importancia a la relacion entre la presencia de estos amplicones en cepas
con importante CFB, ya que esta capacidad también les confiere mayor permanencia en
relacién a superficies inertes como en la linea de leche.

El elevado porcentaje de cepas con capacidad de producir enterotoxinas entre los
aislamientos de SCN provenientes de tambos de una de las principales cuencas lecheras
del pais sumado al crecimiento en biofilm representa un riesgo potencial en términos de
salud publica.

Dado que el crecimiento en biofilm reduce la efectividad de los sanitizantes usados en la
industria [Mah, 2012; Simoes, 2010], favoreciendo la permanencia de las bacterias en el
ambiente de procesamiento de alimentos por el tiempo suficiente, lo cual les permite
alcanzar una concentracion bacteriana 6ptima para la produccion de toxinas por aquellas
cepas enterotoxigénicas [Adesiyun y col., 1998]. La termotolerancia de estas toxinas
ocasiona su permanencia en los productos lacteos contaminados aun luego del proceso
de pasteurizacion [Silva y col., 2013], con el riesgo potencial de producir intoxicaciones
alimentarias. Esta situacion es una sefial de alerta ya que fallas en el proceso de
pasteurizacion de los materiales crudos, combinadas con falta de aplicacion de las
buenas practicas de manufactura en los productos lacteos y la capacidad de formar
biofilm por cepas con capacidad de producir enterotoxinas representa un riesgo para la
salud del consumidor [Silva y col., 2013].

Los resultados obtenidos en este estudio valorizan la importancia de estudiar el
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potencial toxigenico en este grupo bacteriano por su implicancia en la salud publica y
refuerza la eficacia de contar con estrictos programas de higiene que aseguren las
précticas de ordefio y la salud animal.

111.3.2.3. Determinacion de perfiles genéticos de resistencia a B-lactdmicos

Dado que la resistencia a B-lactamicos puede deberse principalmente a la sintesis de
proteinas codificadas por los genes blaZ y mecA, enzimas B-lactamasa y PBP2a [Odd y
Maeland, 1997; Vignoli y Seija, 2008, Soares y col., 2012], respectivamente, se
analizaron los perfiles genéticos de resistencia en las cepas de interés.

Se obtuvo ADN cromosomal segin el método descripto por Pospiech y Neumann
(1995) y se us6 como templado en la reaccion de amplificacion por PCR, utilizando los
pares de cebadores correspondiente a los genes blaz y mecA. Se amplificaron
exitosamente, los fragmentos de 517 pb y 533 pb, respectivamente, como lo describe la
bibliografia [Sawant y col., 2009] (Figuras 12 y 13).
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de los amplicones de 517 pb del gen blaZ en cepas de
SCN. M: Marcador de PM 1 kb (Promega); 1-6: cepas de S. chromogenes, 7-12: cepas de S. xylosus;
13-18: cepas de S.haemolyticus; c(+): S. aureus ATCC 43300 control (+); c(-): control(-)
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa de los amplicones de 533 pb del gen mecA en cepas de
SCN. M: Marcador de PM 1 kb (Promega); 1-6: cepas de S. chromogenes, 7-12: cepas de S. xylosus;
13-18: cepas de S.haemolyticus; c(+): S. aureus ATCC 43300 control (+); c(-): control(-)

La Tabla 15 muestra los resultados obtenidos a partir de las amplificaciones de los
genes mecA y blaZ en cepas de SCN Oxacilina y/o Amp/Pen resistentes, pertenecientes
a las especies mas prevalentes y con diferentes capacidades para formar biofilm
seleccionadas, los perfiles de resistencia se obtuvieron en trabajos previos del grupo de
investigacion.

El porcentaje de cepas de SCN que mostrd presencia del amplicon blaZ fue del 88,9%
(Tabla 15). Este resultado es similar al informado por Sampimon y col. (2011) (80,1%)
en su estudio de susceptibilidad antimicrobiana de SCN aislados de muestras de leche
bovina provenientes de tambos en Paises Bajos. Soares y col., (2012) informaron
valores algo superiores, este gen fue detectado en el 55% de los SCN aislados de 25

tambos ubicados en el Estado de Rio de Janeiro en Brasil.
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CAPITULO Il

Tabla 15 Deteccidn de productes de amplificacién asociades a los genes
BlaZ v mecd en cepas de SCHN v patrén de resistencia frente a Plactamicos,
con diferente capacidad para fortn ar biofglnm

Cepas de SCN Presencia de amplicones: Patron de resistencia:

blaZz mecA Amp/Pn  Oxacilina
S. chromogenes*12-27B + + R R
S. chromogenes* 1807 + + R S
S. chromogenes*25-33 + - R R

S. xylosus™ 04-33 - - S S
S. xylosus™ 05-26 + - S S
S. xylosus® 07-05 + - R S

S. haemolyticus® 22-01 + + R S
S. haemolyticus® 22-07 + - R R
S. haemolyticus” 22-33 + - R S

* noformadoras de biofilm: &, formadoras de biofilm (lyF); # formadoras de biofilm (D);
-, presencia no detectada; +, presencia detectada; Amp/Pn: ampicilina/penicilina; R:
resistente; S: susceptible.

En cuanto a la presencia del amplicon mecA, el porcentaje de SCN que lo amplificaron
fue (27,8%), fue algo superior al informado por Sampimon y col., (2011) y Soares y col
(2012), 14,1% y 13,8%, respectivamente.

Esta amplia distribucion de los amplicones blaZ y mecA podria deberse al hecho que
ambos genes se encuentran en elementos moviles que permiten la transmision

horizontal entre aislamientos de S. aureus y SCN [Hanssen y col., 2004]. El gen que




codifica para B-lactamasa (blaz), generalmente est& localizado en pldsmidos [Shalita y
col., 1980], mientras que el gen mecA se encuentra en un elemento genético movil
Ilamado cassette cromosomal estafilococal (SCCmec) [Ito y col., 2001].

Los resultados obtenidos en este trabajo deben ser tenidos en cuenta dado que la
presencia de aislamientos meticilino-resistentes (SCN-MR) en animales agricolas puede
servir como reservorios importantes para la transferencia de genes de resistencia
[Sawant y col., 2009; Soares y col., 2012].

Por otra parte, el 16,7% (3/18) de las cepas, una cepa de S. haemolyticus y dos cepas de
S. chromogenes resultaron ser heterogéneamente resistentes a la oxacilina (Tabla 13), lo
cual se da cuando so6lo unas pocas colonias de una poblacion bacteriana pueden expresar
resistencia a la oxacilina, siendo esta heterogeneidad mas comun en cepas de SCN que
en cepas de S. aureus [Imran y col., 2010; Morosini y col., 2012].

Solamente dos cepas (11,1%), S chromogenes 25-33 y S. haemolyticus 22-07,
presentaron resistencia a oxacilina y el gen mecA no fue detectado. Esto puede atribuirse
a otros mecanismos como la inactivacion de oxacilina por hiper produccién de B-
lactamasa, codificada por el gen blaZ [Soares y col., 2012].

Una cepa de S. chromogenes mostrd resistencia a Amp/Pn (ampicilina/penicilina) y el
gen blaZ no fue detectado, esto puede explicarse por mutaciones en los sitios de unién a
los cebadores del gen de resistencia [Haveri y col., 2005]. Deberian tenerse en cuenta en
estudios futuros la utilizacion de otros cebadores u otras estrategias de amplificacion.

En el 22,2% (4/18) de las cepas en las que se obtuvieron amplicones atribuibles al gen
blaZ, dos cepas de S. xylosus y dos cepas de S. haemolyticus, no se detect6 resistencia a
Amp/Pn, esto puede deberse a la falta de expresion génica sin induccién, como ha sido
descripto también en S. aureus [De Oliveira y col., 2000].

Las especies de SCN provenientes de leche bovina difieren en los perfiles fenotipicos y
genotipicos de resistencia antimicrobiana, de alli la importancia de una correcta
identificacion y caracterizacion de los aislamientos de SCN obtenidos en
establecimientos lecheros, para ayudar a definir el tratamiento y las decisiones de
control sanitario sobre la MB.

En lo referente a una posible asociacion entre las cepas productoras de biofilm y
aquellas no productoras o débilmente productoras con los perfiles de resistencia
antimicrobiana, se pudo observar una tendencia en donde la menor resistencia a -

lactdmicos podria estar compensada por la proteccién que ofrece el crecimiento en
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biofilm, como ya ha sido reportado en cepas de S. aureus [Marques y col., 2017].

111.3.3. Adherencia, internalizacion y supervivencia intracelular de SCN en la linea
celular MAC-T

Considerando la importancia de la colonizacion celular, se evalud la capacidad de
adherencia, internalizacion y supervivencia intracelular entre diferentes especies dentro
del heterogéneo grupo de los SCN. Se estudiaron estas capacidades en cepas de las 3
especies en estudio, y dentro de cada grupo se investigd la posible asociacion de
adherencia, internalizacion y supervivencia con la mayor o menor capacidad para la
formacion de biofilm de las cepas. Se realizaron triplicados de cada condicion evaluada,
a su vez en 3 ensayos independientes, para cada cepa en estudio.

El analisis de los datos no mostrd diferencias estadisticamente significativas atribuibles
a la especie para los 2 primeros pardmetros en observacion, adherencia e
internalizacion, sin embargo la supervivencia de S. xylosus en células MAC-T fue
significativamente superior a la observada para S. chromogenes y S. haemolyticus
(Figura 14). La capacidad de adherencia, internalizacién y supervivencia de la cepa S.
aureus Newbould 305 utilizada como control positivo, fue estadisticamente superior a la
observada para las cepas de las tres especies de SCN analizadas (Figura 14).
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Figura 14. Capacidad de Adherencia, Internalizacion y Supervivencia en células epiteliales MAC-T para
las especies S. chromogenes, S. xylosus y S. haemolyticus. N=6 cepas de cada especie. C (+): S.aureus.

**: Significancia con p<0,05; ***: Significancia con p<0,01.
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Los resultados obtenidos para los 2 primeros pardmetros se compararon con el trabajo
realizado por Almeida y Oliver (2001) donde coincidentemente no observan diferencia
en la capacidad de adherencia entre 3 especies de SCN analizadas (S. xylosus, S.
epidermidis y S. hycus). Sin embargo, ellos si encontraron diferencia respecto a la
capacidad de internalizacion. Por el contrario, el trabajo de Souza y col. (2016) muestra
diferencias notorias en ambas capacidades para cepas con diferentes procedencias
ecoldgicas ya sean ambientales (S. fleurettii) o adaptadas a la GM (S. chromogenes).
Hasta nuestro conocimiento la literatura no cita trabajos donde se evalUe la capacidad de
supervivencia intracelular de SCN, por lo que los resultados obtenidos en este estudio

resultarian novedosos.

111.3.3.1. Asociacion entre la capacidad de adherencia, internalizacion y
supervivencia intracelular de SCN en la linea celular MAC-T y la capacidad de

formacién de biofilm

En cuanto a la CFB del total de aislamientos de SCN sin clasificarlos segun la especie,
no se encontrd una relacion entre este factor de virulencia y la capacidad de la bacteria
de adherirse a las células epiteliales MAC-T ni para sobrevivir en su interior (Figura
15). Sin embargo, aquellas bacterias que presentan una menor CFB mostraron una
capacidad de internalizar en las células epiteliales MAC-T significativamente mayor
(p<0.05). Resultados similares fueron observados con cepas de S. aureus formadoras y
no formadoras de biofilm y su capacidad para invadir células de epitelio mamario
bovino [Oliveira y col., 2011]. Estos resultados indicarian que las cepas que producen
biofilm invaden a las células epiteliales con menor eficiencia que las cepas que no
forman biofilm, sugiriendo que aquellas cepas que tiene la capacidad de invadir no

utilizarian la formacién de biofilm para sobrevivir en el huésped.
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Interaccion con las células epiteliales
segun CFB sin diferenciar especies
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Figura 15: Capacidad de Adherencia (Ad), Internalizacion (Int) y Supervivencia (Sv) segun la
capacidad de formacion de biofilm.: Formadoras de biofilm: B (+) y No Formadoras de biofilm:

B (-). N=9 cepas para cada CFB sin diferenciar especie. Control (+): S. aureus; ***:

LOG,, [UFC/mI]

Ad. S.aureus -
Ad B(-)

Int. 5. aureus -
Int B(-)

Sv. S.aureus 4
Sv b(-)
Svb(+)

Significancia con p<0,01.

Esta tendencia de menor invasividad de las cepas con mayor capacidad de forma biofilm
también se observé cuando se hizo el analisis entre cepas pertenecientes a las especies
S. chromogenes y S. xylosus (Figura 16). Sin embargo, no hubo diferencias
significativas en el nimero de bacterias internalizadas entre cepas de S. haemolyticus
(Figura 15). Esto podria deberse a diferentes mecanismos de internalizacion de las

especies de SCN que hasta la actualidad estan en estudio [Josse y col., 2017].
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Figura 16. Capacidad de Adherencia, Internalizacion y Supervivencia para las especies S. chromogenes, S.
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xylosus y S. haemolyticus, segln capacidad de formacion de biofilm. N= 3 cepas en cada grupo de formacion

de biofilm para cada especie. **: Significancia con p<0,05; ***: Significancia con p<0,01.
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111.4. CONCLUSIONES PARCIALES

Se observaron diferencias en la formacion de biofilm de las distintas especies de

SCN, siendo S. xylosus y S. haemolyticus las que presentan mayor capacidad.

Se describid el perfil genotipico de los principales factores de virulencia, lo que
permitié un mayor conocimiento del riesgo potencial que representan las 1M a

SCN tanto para la salud animal como humana.
Se encontro diferencia significativa en la capacidad de supervivencia a nivel
intracelular de S. xylosus, siendo el primer aporte que describe esta capacidad en

las distintas especies de SCN.

Las cepas que presentaron menor capacidad de formar biofilm mostraron una

mayor capacidad de internalizar en las células epiteliales MAC-T.
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Mecanismo de
respuesta inmune

de la glandula
mamaria bovina Iv




IV.1. INTRODUCCION
IV.1.1. Prevencion de mastitis por Staphylococcus coagulasa negativos

La vacunacion es una estrategia comuan y facil para el control de enfermedades
infecciosas. En los ultimos tiempos se realizaron avances significativos en la
obtencion de antigenos vacunales, mediante técnicas de extraccion y purificacion de
compuestos, y sintesis de proteinas recombinantes, combinados a moléculas
transportadoras para generar una respuesta inmune optima [Gerdts y col., 2013]. La
asociacion de antigenos a compuestos adyuvantes o inmunoestimulantes, tiene la
finalidad de modular en forma eficiente una respuesta inmune apropiada [Reed y
col., 2009]. A pesar de los avances en los ultimos afios, la MB adn continda siendo
una patologia dificil de abordar mediante la vacunacion, siendo necesario el
desarrollo de nuevas estrategias de inmuno-intervencion.

Como se ha descripto en este trabajo, la formacién de biofilm es el factor de
virulencia principalmente asociado a la cronicidad de las infecciones y a la
resistencia bacteriana a la fagocitosis [Consterton y col., 1999; Kampen y col., 2005].
Por esta razon muchos estudios buscan desarrollar terapias dirigidas a los
componentes de estas biopeliculas. En humanos se han propuesto antigenos
vacunales dirigidos al componente polisacaridico del biofilm estafilococico PNAG en
S. aureus, el andlogo al componente PIA en SCN, obteniendo resultados positivos
[Maira-Litran y col., 2005]. Este tipo de antigenos purificados podrian ser utilizables
en humanos, pero seria imposible aplicarlos para mastitis estafilocdcicas en
rumiantes por su mala relacion costo-beneficio [Prenafeta y col., 2010]. Fueron
propuestas varias estrategias de vacunacion para mastitis estafilococicas en rumiantes
dirigidas tanto a componentes constitutivos bacterianos, como a las biopeliculas.
Algunas de estas propuestas, incluso fueron similares a la que se propone en este
trabajo, con extractos bacterianos crudos en Hidréxido de Aluminio [Calzolari y col.,
1997; Giraudo y col., 1997]. Todos estos mostraron una degradacion rapida de la
respuesta protectora frente a la mastitis.

Segun la literatura, las principales metas de la vacunacion frente a esta enfermedad
serian obtener inflamacion reducida en el sitio de inoculacion, partir de un inoculo
bacteriano con buena relacion costo-beneficio, y la obtencion de parametros

inmunoldgicos que pudieran ayudar a predecir el éxito en dicha vacunacion
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[Prenafeta y col., 2010].

IV.1.2. Biofilm de SCN

Los SCN se diseminan ampliamente en el medio ambiente, colonizando nichos
ecoldgicos especificos, donde generalmente desarrollan una relacién benigna con sus
huéspedes [Otto, 2009]. Sin embargo, también son patdgenos oportunistas por ser
agentes causantes de una amplia gama de infecciones [Vadyvaloo y Otto 2005]. La
persistencia en el huésped y la evasion de la respuesta inmune son las estrategias
patdgenas empleadas por estas bacterias, que se logran principalmente por su
sorprendente capacidad para formar biopeliculas gruesas y de mudltiples capas [Otto,
2008]. Curiosamente, se ha propuesto que la produccion de biopeliculas también es
esencial en un entorno como la piel (estudio realizado en humanos), donde los SCN
estdn expuestos a un estrés mecéanico extenso [Otto, 2009]. La mayor parte del
conocimiento sobre la formacion de biopeliculas de este grupo bacteriano (SCN) se
deriva esencialmente de estudios sobre Staphylococcus epidermidis. Los marcadores
extracelulares de estafilococos relacionados con la produccion de limo o biofilm se han
investigado intensamente en las Gltimas décadas, y se utilizd S. epidermidis RP62A
(ATCC 35984), que se considera una cepa de referencia positiva para biofilm, como una
cepa modelo preferencial para estos estudios realizados por varios autores [Christensen
y col., 1990; Mack y col., 1999]. En el trabajo de Heilmann y col. (1996) identificaron
el operdn biosintético de esta adhesina polisacarida y la denominaron ica. Mas tarde, se
identifico un locus genético similar en los aislamientos clinicos de S. aureus
[McKenney y col., 2000].

Ademas de la PIA, se han identificado otros factores que median la acumulacién de
biopeliculas, especialmente la proteina asociada a la acumulacién (Aap) [Rhode y col.,
2005], un homologo de la proteina asociada al biofilm S. aureus (Bap), llamada Bhp
[Tormo y col., 2005], y la proteina de union a la matriz extracelular (Embp) [Christner y
col., 2010]. Por lo tanto, esta claro que las diferentes moléculas juegan un papel
importante en la fase acumulativa de la formacion de biopeliculas de S. epidermidis
[Schommer y col., 2011]. Ha quedado claro que la P1A no es un componente esencial ni
necesariamente el componente principal de los biofilm de SCN [Frank y col., 2007;
Kogan y col., 2006]. La adhesion intercelular mediada por la proteina asociada a la

acumulacién [Aap] antes nombrada, independientemente o en cooperacion con el
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operon ica, esta bien descrita [Hussain y col., 1997; Klingenberg y col., 2007; Rhode y
col., 2005]. También se ha sugerido que los componentes adicionales, tales como
proteinas distintas de Aap, ADN y ARN vy polisacaridos distintos de PIA [Hussain y
col., 1997; Qin y col., 2007; Sadovskaya y col., 2005; Tormo y col., 2005.], son
importantes en las biopeliculas de SCN Para S. epidermidis se ha demostrado que el
ADNe es especialmente importante en las fases iniciales de la formacion de biopeliculas
[Qiny col., 2007].
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IV.2. MATERIALES Y METODOS
IVV.2.1. Cepas bacterianas

Cepas de campo: partiendo originalmente de una coleccion de 118 cepas de SCN
pertenecientes a los grupos de investigacion, originalmente aisladas de muestras de
leche de GM de bovinos de tambos en la cuenca lechera de Villa Maria, provincia de
Cordoba [Dieser y col., 2014; Raspanti y col., 2016; Felipe y col., 2013, Somale y col.,
2013, Felipe y col., 2017] se trabajo con las 18 cepas seleccionadas y descriptas en los
capitulos previos segun sus factores de virulencia principales, y siendo representantes de
las especies mas prevalentes en la zona.

Se selecciond una cepa de la especie S. xylosus 222 por destacarse en su capacidad de
inducciodn de respuesta inmune en el modelo in vitro y fue la seleccionada para obtener

el inmundgeno probado in vivo en este capitulo.

1VV.2.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo (Britania) se prepararon segun las recomendaciones del
fabricante en cada caso.

Caldo Tripticasa Soya (TSB): 30 gr/L de tripteina soya caldo.

Agar Tripticasa Soya (TSA): A la preparacion anterior se adiciond agar-agar (Britania),
arazon de 15 gr/L y 6 gr/L de extracto de levadura (Britania).

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave durante 15 min a 121°C,

excepto el medio de cultivo celular (DMEM) que fue esterilizado por filtracion.
1VV.2.3. Reactivos, enzimas y soluciones stock

Las drogas utilizadas fueron de grado analitico de las marcas Promega, Invitrogen y

Sigma.
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1V.2.3.1. Respuesta inmune

1VV.2.3.1.1. Inmunoensayo enzimatico

¢ Kit Comercial ELISA (Thermo Scientific) IL-1p Kit Comercial ELISA (Thermo
Scientific) IL-6 Agua destilada.

e PBSpH 7.4-

e Buffer carbonato/bicarbonato (CB) 0, 2 uM pH 9.4. Para preparar 200 mL:
Na2CO3 0,2014 g + NaHCO3 0,6804 g + agua destilada filtrada 200 mL,
conservar en freezer  -20 °C, corroborar pH antes de cada uso.

e Buffer de bloqueo: PBS/4 % leche en polvo descremada Buffer de lavado:
PBS/0,05% Tween pH 7.4 (preparar fresco) Diluyente: PBS/2 % leche en polvo

descremada.

1VV.2.3.2. Caracterizacion de la composicion de biofilm.

e Solucion Salina (NaCl 0,9%).

e Meta-periodato sédico 40mM (NalO4) Proteinasa K.
e TrisHCL (100 mM: NaCl pH 7,5).

e DNAsa | Genbiotech MgCI2 5mM.

e Cristal violeta 0,1%.

1VV.2.3.3. Ensayo in vivo
e Animales:
-40 vaquillonas Holstein en su 3er trimestre de gestacion
-3 Vacas Holstein.
e Quitosano (Sigma-Aldrich).
e Hidroxido de Aluminio (Biopack).
IV.2.4. Instrumentos y descartables

Lector de micro placas (Labsystems Multiskan), micro placas.
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Erlenmeyer, tubos de ensayo con tapa, ansas en rulo, placas de Petri, gradillas para
tubos de ensayo, tubos tipo kahn, gradillas para tubos tipo kahn, tubos Eppendorff,
gradillas para Eppendorff, pipetas con tips (p10, p100, p200, p1000, p5000).

Balanza electronica, vortex, mechero de Bunsen, Densicheck, heladera con freezer,

campana de flujo laminar, bafio termostatizado, estufa de cultivo, microondas, autoclave

IVV.2.5. Condiciones generales de cultivo

Se realizaron cultivos plancténicos en tubos con 5 mL de TSB y se incubaron a 37°C
por 16 hs para obtener cultivos en fase logaritmica. Para cultivos en biofilm se inoculd,
a partir de un cultivo O/N, 200 uL por pocillo en una placa de micro titulacion y se

incubaron a 37°C por 16 hs.

IV.2.5.1. Conservacion de las cepas

A partir de una suspension de 1 o 2 colonias, aisladas en cultivo puro, se sembrd en 5
mL de TSB y se incubd 16 hs en estufa de cultivo hasta fase exponencial, se suplementd
con glicerol estéril a una concentracion del 20% para su posterior conservacion en crio
tubos a -80°C.

Para su posterior uso las bacterias fueron reactivadas mediante siembra en placas de
TSA e incubadas en estufa a 37°C por 24 hs.

1V.2.6. Evaluacion de la respuesta inmune.

Se evalud la respuesta inmune de las células MAC-T inducida por las interacciones con
las distintas cepas de SCN en los sobrenadantes recuperados del ensayo de interaccion
descripto en el apartado Materiales y Métodos del capitulo 111 de este trabajo (111.2.8.2).
1V.2.6.1. Ensayo inmuno-enzimatico (ELISA)

La concentracion de IL-1B e IL-6 en los sobrenadantes de cultivo celular, fueron
determinadas por ELISA (Thermo Scientific), segun las recomendaciones del

fabricante. Para ello, placas de 96 pocillos (Greiner Bio-One) fueron sensibilizadas con

anticuerpo de captura anti-IL-1p o anti IL-6 para cada caso, diluido 1/100 en buffer
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carbonato/bicarbonato (0,2 uM; pH 9,4) durante toda la noche a 4°C. Las placas fueron
lavadas y blogueadas con buffer de bloqueo durante 1 h a 37°C. Se sembraron las
muestras y se incubaron las placas toda la noche a 4°C. Transcurrido ese tiempo se
realizd una segunda incubacién a 37°C por una hora. Posteriormente las placas fueron
lavadas e incubadas con el anticuerpo de deteccién biotinilado anti-IL-1p o anti 1L-6
segun correspondiera, diluido 1/50 en diluyente durante 2 hs a temperatura ambiente.
Después de lavar, se agregd estreptavidina-peroxidasa diluido 1/400 con diluyente y se
incubd durante 1 h a temperatura ambiente en la oscuridad. Las placas fueron lavadas y
se coloco 50 pl de la solucion sustrato durante 20 min a temperatura ambiente en la
oscuridad durante el tiempo necesario. Finalmente se agregd 50 ul de la solucién de
frenado y se procedi6 a la lectura de la DO g0,y en lector de microplacas Multiskan™
FC Microplate Photometer (Thermo Scientific). De acuerdo a las absorbancias
obtenidas para los patrones se construye una curva de calibracion que permite calcular

la concentracion de citoquinas presente en las muestras.

IV.2.7. Caracterizacion de la composicion de biofilm

Estos ensayos fueron llevados a cabo siguiendo la metodologia de Kogan y col. (2006)
y Fredheim y col., (2009) con ligeras modificaciones. Se trabajo con las 9 cepas
caracterizadas como fuertes formadoras de biofilm en apartados anteriores, tomando 3
representantes de cada una de las especies mas prevalentes. Brevemente, se incubaron
en placas de poliestireno de 96 pocillos (Greiner Bio-One) 200 uL de inoculo de cada
cepa, estandarizado a 0,5 en escala de McFarland, y se incubd a 37°C por 48 hs para asi
obtener biofilm maduros. Los biofilm fueron lavados 2 veces con 200 uL de NaCl 0,9%
y luego tratados por 4 hs a 37°C con 200 uL de metaperiodato sodico (Nalo4) 40 mM o
200 uL de proteinasa K (0,1 mg/mL en Tris-HCI: 1mM CaCl, 20 mM), a su vez los
Wells control se Ilenaron con NaCl 0,9%.

Luego de los tratamientos, los biofilm fueron lavados 1 vez méas con 200 uL de NaCl
0,9%. Los tratados con proteinasa K fueron tefiidos por el método de cristal violeta
descripto en el apartado correspondiente a CFB, y se midio su DOszo,m €n el lector de
microplacas Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo Scientific). Por otro lado,
aquellos tratados con metaperiodato sodico fueron resuspendidos en NaCl 0,9%,
disgregados por sonicacion, y luego se midio su DOg nm. Se tomo esta determinacion

porque la bibliografia citada describe que este compuesto reacciona de manera
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inespecifica con el cristal violeta, pudiendo arrojar resultados falsos positivos (Onicuic
y col., 2016). Se agruparon los resultados en 3 categorias segin el porcentaje de
disrupcion de biofilm en comparacion con los no tratados, de la siguiente manera: (i) No
Desprendimiento (-10%) (ii) Desprendimiento intermedio (10-49%) vy (iii)

Desprendimiento Fuerte (+50%).

I1VV.2.8. Evaluacion de la respuesta inmune de la cepa elegida en diferentes tiempos

y fracciones.

Teniendo en cuenta la exacerbada respuesta de la cepa S. xylosus 222 en comparacion a
las demés en estudio, fue tomada como la de eleccion para los ensayos siguientes. Se
realizaron ensayos de interacciéon con células MAC-T para medir en qué tiempo y qué
fraccion del cultivo bacteriano generaba esta mayor respuesta. Para esto se enfrentd de
la misma forma el cultivo bacteriano ajustado a 0,5 en escala de McFarland a los
tiempos de 2, 6, 12y 24 hs.

Se obtuvieron distintas fracciones de cultivo bacteriano de S. xylosus 222, para ello se
realizd un cultivo de S. xylosus 222 en forma plancténica, ajustando el inoculo 0,5 de la
escala de McFarland. Por otro lado, se cultivé la cepa S. xylosus 222 hasta obtener un
biofilm maduro (48 hs a 37°C en TSB en cultivo estdtico), ambos cultivos fueron
colectados en tubos cénicos, centrifugados y separados en 2 fracciones: sobrenadantes y
precipitados o pellets. Los sobrenadantes fueron esterilizados por filtracion con filtros
de 0,22 micras y resuspendidos en solucion fisioldgica 0,9%. Los precipitados fueron
disgregados por sonicacion y se indujo la muerte celular por shock térmico. Esta
consistié en someter el lisado a 3 ciclos de frio/calor (10' -80°C y 10' a 65°C en bafio
térmico).

Se obtuvieron cuatro fracciones de estudio a partir del inoculo de S. xylosus 222:
sobrenadante de cultivo plancténico y en biofilm (SNP y SNB) y precipitado muerto del
cultivo plancténico y en biofilm (PP y PB). De las 4 fracciones obtenidas se tomaron
alicuotas, se sembraron a fin de comprobar la muerte celular y esterilidad de los
mismos, luego fueron liofilizadas y almacenadas hasta el momento del ensayo. Las
alicuotas fueron resuspendidas en medio de cultivo celular DMEM a una concentracion
de 1x10° UFC/mL para ser enfrentadas a la linea celular MAC-T como se describi6 en
ensayos anteriores. Para ello, se enfrentaron las distintas fracciones ajustadas a 0,5 en

escala de McFarland a los tiempos de 2, 6, 12 y 24 hs. Los sobrenadantes de los cultivos
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celulares obtenidos fueron procesados mediante la técnica de ELISA para evaluar la
produccion de las citoquinas IL-6 e IL-1p en cada caso, como se describio en el
apartado 1V.2.6.1., donde se explica esta técnica para cuantificar niveles de citoquinas.

1VV.2.9. Ensayo in vivo

Disefio experimental de ensayos con vaquillonas en estancia Yucat

1VV.2.9.1. Animales

Se utilizaron 3 vacas y 40 vaquillonas Holstein, pertenecientes al rodeo experimental de
la Estancia Yucat en la ciudad de Villa Maria, los cuales se encontraron libres de
infeccion microbiana a la observacion clinica. Todos los procedimientos se llevaron a
cabo de acuerdo a la Guia para el Cuidado y Uso de Animales en Investigaciones
Agropecuarias y Ensefianza (Federation of Animal Science Societies, FASS, 1999).

El trabajo consisti6 en movilizar los animales seleccionados a la manga para la
vacunacion, para la extraccion de sangre y al tambo para la obtencion de leche en las
instalaciones de ordefio, de acuerdo con las normales y cuidadas practicas de manejo

para evitar los riesgos de salud para los operarios y los animales.

1V.2.9.2. Preparacion del inmundgeno.

- Obtencion de antigeno enriquecido en la matriz de biofilm: Se prepar6 el inmundgeno
a partir de la fraccion correspondiente a la matriz de biofilm de la cepa seleccionada. Se
utilizé una formulacién basada en un concentrado inactivado de la matriz del biofilm
proteico de la cepa de SCN S. xylosus 222 previamente caracterizada como altamente
virulenta. EI mismo se obtuvo por centrifugacion de los biofilm de la cepa S. xylosus
222, inactivada por shock térmico en 3 ciclos de frio calor (10" -80°C y 10" a 65°C en
bafio térmico) y liofilizada. Luego se resuspendio en solucién fisiologica hasta la
concentracion de 1x10° UFC/mL. Se agregé Q en la concentracién de 500 ug/mL, o
Hidroxido de Aluminio (A) al 20% segun sea el grupo de estudio. Estos compuestos no
presentan riesgos para la salud humana ni animal. Todos los compuestos luego de
preparados, fueron sembrados para comprobar la muerte bacteriana. EI contenido total
de proteinas fue determinado por el método de Bradford [Bradford, 1976] como otro
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método para estandarizar la concentracion del inmunogeno.

-Concentracion de Q a utilizar: la concentracion de Q a utilizar fue determinada en
estudios previos realizados por el grupo en colaboracion con investigadores del INTA
Rafaela [Felipe, 2015]. Mediante un ensayo de Dosis vs Respuesta se determind que
500 pg/mL del adyuvante Q resulto ser la concentracion apropiada para estimular una
respuesta inmune sin generar inflamacion ni alteraciones en la ubre de las vacas
inoculadas [Felipe, 2015].

- Preparacion de las formulaciones: las formulaciones a evaluar se desarrollaron a partir
de 2 mL del inmunégeno de matriz de biofilm, conteniendo el equivalente a 1x10°
UFC/mL 0 100 pg. /mL de proteinas totales. Al mismo se le adiciono los adyuvantes en
estudio: como control se adicion6 0,5 mg de Hidroxido de Aluminio y a la formulacion
de la vacuna en estudio, se le adiciono Q 1 mg. Como control de la inocuidad del
adyuvante, se utilizd Q 1 mg.

Muerte por shock Resuspensiénen
térmico NaCl 0,9%
TSB 48h Concentracion Agregado de Envasado en
37°C (Centrifugacion) adyuvantes esterilidad
s — &= |

S. xylosus
222

Biofilm maduro

Figural7. Esquema de Preparacién del Inmundgeno.

1VV.2.9.3. Prueba de Reaccion al producto

Se realiz6 una prueba tomando 3 vacas al azar y se corrobord que no presentaran al
examen clinico reacciones adversas como ser abscesos, maculas o inflamacion en la
zona de aplicacion como tampoco sintomas sistémicos (fiebre, malestar, etc.). Para esto
se inocularon los animales en la zona de la tabla del cuello, de la misma manera que se
describid el protocolo del ensayo, aplicando una dosis del inmundgeno de matriz de
biofilm con adyuvante Hidroxido de Aluminio, una dosis del inmundgeno de matriz de
biofilm con el adyuvante Quitosano, y una dosis del control de inocuidad del adyuvante
Q, respectivamente a cada uno de los animales en estudio. Se consider6 para la

aplicacion el area de la tabla del cuello, dado que permite una mejor optimizacion del

<70 [== ]
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esquema por su facil acceso y practicidad experimental, teniendo en cuenta que este
factor puede modificar la respuesta inmune inducida, lo cual se tuvo en cuenta luego

para el disefio del esquema de inmunizacion [Boerhout y col., 2015].

|
|

. ‘ H Prueba de reaccion al producto, observaciéon1, 2, 3
' = y 7 postinoculacién

Vacas adultasn=3
0123 7

Figura 18. Esquema de inmunizacion y observacion clinica para prueba de reaccion al producto

1VV.2.9.4. Esquema de inmunizacion con la matriz del biofilm proteico y muestreo

Se desarroll6 un modelo experimental en bovinos siguiendo protocolos ya descriptos y
donde otras estrategias de vacunacion han sido evaluadas [Camussone y col., 2013,
2014], con procedimientos analizados por el comité de Etica y Seguridad de la UNVM
y UNRC.

Se utilizaron vaquillonas Holstein prefiadas en el Gltimo trimestre de gestacion del
tambo comercial del establecimiento Estancia Yucat, Villa Maria. Antes del comienzo
del protocolo, las GM de todos los animales incluidos en el experimento se examinaron
clinicamente por palpacién y se realiz un examen clinico para descartar la presencia de
IIM. Solo se incluyeron en el ensayo a vaquillonas libres de 1IM, y sin signos clinicos
de inflamacion, seleccionandose para este estudio 40 animales. Se recolectd
previamente una muestra de sangre por puncion de la vena coccigea, lo cual se repitid
cada 15 dias hasta el dia del parto. Luego se aplico el esquema de inmunizacion que se
describe a continuacion, conformando 4 grupos con los animales seleccionados
divididos al azar (n=10). Cada uno de ellos recibi6 una de las siguientes formulaciones:
Grupo Control (C): 2 mL de solucion fisioldgica estéril (NaCl 0,9%), grupo placebo o
no inmunizado.

Grupo Quitosano (Q): 2 mL del adyuvante Q 500 ug/mL.

Grupo Vacuna (V): 2 mL del inmundgeno de matriz de biofilm utilizando el adyuvante
Q 500 ug/mL, grupo a la que se le aplicé la vacuna en estudio.

Grupo Aluminio (AL): 2 mL del inmundégeno de matriz de biofilm utilizando el

adyuvante Hidroxido de Aluminio, grupo control de vacunacion.
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Se aplicaron tres inyecciones subcutaneas en el area de la tabla del cuello, a los 56 y 28
dias previos a la fecha estimada de parto, y a los 15 dias después, como se detalla en el
esquema de vacunacion (Figura 19). Dentro de las 24 hs post-parto se tomaron muestras
de calostro de cada cuarto mamario, y luego se continu6 el muestreo a los 15, 21, y 56
dias tomando muestras de sangre y leche para determinacion de niveles de anticuerpos
especificos anti-biofilm. De las muestras de sangre se obtuvo el suero, que fue separado
por centrifugacion y almacenado a -80°C hasta su procesamiento. Las muestras de leche
se centrifugaron por 15 min a 10.000 rpm y se recuperaron los sobrenadantes. Las
muestras de sangre se dejaron coagular mediante incubacion a temperatura ambiente y
posteriormente se obtuvo el suero por centrifugacion a 1.500 rpm por 10 min. Todas las
muestras se mantuvieron a -20°C hasta su procesamiento. A partir del tercer mes y hasta
el final de la lactancia, se realizaron muestreos de leche de forma mensual, para su

analisis bacterioldgico.

m m m m m m n m m m
Vaquillonas n =40 ' I ' ' | | E ' ' '
56 -42 35 28 21 -4 14 21 28

56

En este esquema 3 inoculaciones, observacion visual y toma
de muestras de sangre, calostroy leche segun fecha de parto

Figura 19. Esquema de Inmunizacidn, observacion clinica y toma de muestras de sangre, calostro y leche
en funcidn a la fecha estimada de parto.

1VV.2.9.5. Determinaciones analiticas

1VV.2.9.5.1. Anlisis bacterioldgico y recuento de células somaticas

El analisis microbiolédgico y recuento de células somaticas, se realizd en muestras de
leche, antes y después de la inoculacion en todos los tiempos pos parto. Las muestras se
cultivaron sobre placas de agar sangre al 5%, se incubaron durante 24-48 hs y se
descartaron los animales que presentaron crecimiento microbiano por ser considerados

con IIM. El RCS de cada cuarto individual se realizé mediante autoanalizador Soma-
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Count 300 (Bentley Instruments, Estados Unidos) en el Laboratorio LabVima de la

ciudad de Villa Maria, Argentina.

1VV.2.9.5.2. Determinacion de anticuerpos

Para la determinacion de 1gG especifica para las proteinas de la matriz del biofilm, se
realiz6 la técnica de ELISA sensibilizando placas de 96 pocillos con el antigeno
1 ug/well (antigeno enriquecido en la matriz de biofilm) durante 16 hs en camara
himeda a 4°C, posterior bloqueo con solucion PBS/leche de cabra al 4%. Luego se
incubaron las muestras de sueros diluidos 1/400, leche 1/10 y calostros 1/50 de los
grupos en estudio durante 1.30 hs a 37°C posteriormente se afiadié un anticuerpo
secundario anti-IgG bovina conjugado a peroxidasa (Sigma) 1/2500 durante una hora.
Para determinar isotipos se evaluaron los niveles de 1gG2 e IgG1 especifica, utilizando
anticuerpos monoclonales anti-lgG2 o anti-lgG1 bovina obtenidos en raton (Serotec) y
un segundo anticuerpo anti-lgG de raton conjugado a peroxidasa (Sigma) a la misma
dilucion. La reaccion fue revelada utilizando una solucion de sustrato/cromogeno TMB
(Pierce) durante 20 min. [Camussone y col., 2013; Gil y col., 2014]. Se tom6 como
grupo control a aquellos que recibieron placebo, y se consider6 como unidad
experimental al animal entero y no al cuarto mamario teniendo en cuenta la via de
aplicacion. La respuesta de anticuerpos especificos contra el inmundgeno aplicado, fue
determinada durante el periodo de estudio en 10 muestras seriadas correspondientes a
los dias -56, -42, -35, -28, -21, 14, 14, 21, 28 y 56 en relacion al parto (Tiempo 0). Se
utiliz6 como control positivo del ensayo la aplicacion del inmundgeno con el adyuvante

Hidroxido de Aluminio.
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1VV.2.10. Andlisis estadistico

Se utilizaron técnicas de estadistica descriptiva univariada y multivariada para la
exploracién y determinacion de la cepa a utilizar como candidata para la busqueda de
posibles antigenos vacunales. Una vez seleccionada la cepa, se realizaron estudios
descriptivos de las diferencias en distintos tiempos y fracciones de cultivo bacteriano
para optimizar las condiciones del inmundgeno producido.

Para la evaluacién de los efectos in vivo luego de la inmunizacién, se llevo a cabo un
experimento que se corresponde con un disefio bifactorial con medidas repetidas en el
tiempo, donde las unidades de observacion fueron vaquillonas de la raza Holstein en el
ultimo trimestre de su gestacion (N=40). De manera repetida en el tiempo se tomaron
muestras de sangre, calostro y leche. Las variables de interés fueron las
inmunoglobulinas (Ig) G (IgG), G1 (IgG1) y G2 (IgG2). Los tratamientos aplicados en
4 grupos (N=10) fueron: V (Inmundgeno con Q como adyuvante), AL (Inmundégeno con
Hidroxido de Aluminio como adyuvante), y como controles Q (Quitosano) y C (Placebo
con NaCl 0,9%). Para determinar diferencias significativas se realizaron modelos
lineales generales y mixtos, contemplando la respuesta aleatoria de cada animal como
asi también la estructura de correlacion serial presente en este tipo de ensayos. Para la
seleccion del mejor modelo se utilizaron los criterios de Akaike y el criterio Bayesiano
(AIC y BIC). Las diferencias a posteriori se determinaron a través del test de medias de
la prueba de di Rienzo, Guzméan y Casanovas (DGC) utilizando un nivel de
significancia del 5%.

Para el analisis bacterioldgico y de RCS los datos recolectados se analizaron utilizando
pruebas de independencia chi cuadrado y andlisis a través de modelo lineal mixto

bifactorial respectivamente p<0,05.
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IV.3. RESULTADOS Y DISCUSION

IVV.3.1. Evaluacion de la respuesta inmune de células epiteliales MAC-T frente a la
infeccidon experimental in vitro con SCN mediante la evaluacion de la produccion
de IL-1p e IL-6

El objetivo de este ensayo fue caracterizar la respuesta inmune innata de células
MAC-T infectadas in vitro con los aislamientos de las distintas especies de SCN en
estudio, clasificados segin la CFB. Se midio la concentracion de las citoquinas pro-
inflamatorias IL-6 e IL-1P en los sobrenadantes de cultivo empleando la técnica de
ELISA y expresados en pg/mL. Los ensayos de infeccion experimental en células
epiteliales MAC-T con las 9 cepas de SCN productoras de biofilm en estudio, se
Ilevaron a cabo en iguales condiciones que las planteadas en el ensayo de adherencia,

internalizacion y sobrevida.

Los primeros ensayos se llevaron a cabo comparando las cepas con mayor CFB (F) y las
consideradas D o no formadoras, con las cuales se trabajo en el objetivo anterior.
Ademaés, se compard la respuesta obtenida en dos tiempos de infeccién, 2 'y 24 hs. En la
figura 20 puede observarse una mayor respuesta de células MAC-T al ser infectadas con
cepas fuertemente productoras de biofilm, a las 24 hs pos-infeccién para la citoguina
pro-inflamatoria IL-6 (p<0.05). Cuando evaluamos la respuesta segln la especie de
SCN que generd la infeccion, se observé una tendencia de mayor respuesta de IL-6 para
S. xylosus en el periodo de 24 hs pos-infeccion (Figura 21). Considerando que a los
fines de este estudio nos interesa obtener un inmundgeno a partir de una matriz de
biofilm, y considerando la mayor respuesta en las cepas que tienen la mayor CFB,
destacamos los resultados obtenidos de las cepas consideradas F formadoras de las 3

especies principales enestudio.
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Figura 20. Concentraciones de citoquinas pro-inflamatorias en sobrenadante de cultivo celular MAC-T
infectadas con aislamientos de SCN con diferente CFB. Ay B- niveles de IL-6 en pg. /mL alas 2y 24 hs
de infeccion, C y D- niveles de IL-1B en pg. /mL a las 2 y 24 hs de infeccion. D: débil, F: fuerte.
(*p<0.05).
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Figura 21. Concentraciones de citoquinas pro-inflamatorias en sobrenadante de cultivo celular MAC-T
estimulados con diferentes especies de SCN. A y B- niveles de IL-6 en pg. /mL a las 2 y 24 hs de
infeccién, C y D- niveles de IL-1B en pg. /mL a las 2 y 24 hs de infeccion: S. chromogenes, S. xylosus, y

S. haemolyticus.
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Con el propdsito de lograr una mejor caracterizacion de la respuesta inmune inducida en
las células epiteliales mamarias, se evalud el estimulo generado por cada una de las
cepas en estudio. Se utilizd6 como controles diferentes estimulos conocidos, como los
generados por lipopolisacaridos de bacterias Gram (-) (LPS), &cido lipoteicoico de
bacterias Gram (+) (LTA) y lisado bacteriano de E. coli (EC) y S. aureus (SA). Tanto
LPS como LTA fueron utilizados como estimulos control en estudios previos,
demostrandose que no afectan la viabilidad de las lineas celulares de epitelio mamario a
luego de 24 hs de incubacion [Strandberg y col., 2005]. Se considero por lo tanto 24 hs
como tiempo maximo de exposicion de las células a la infeccion bacteriana.

Dado que las cepas F indujeron mayor respuesta de citoquinas a las 24 hs pos-infeccion,
los cultivos de células MAC-T se estimularon con las 9 cepas de SCN con F CFB de las
3 cepas de cada especie de SCN, S. chromogenes, S. xylosus y S. haemolyticus. Luego
de la infeccion de las células MAC-T por 24 hs, una cepa de S. xylosus desencadené la
mayor liberacion de ambas citoquinas IL-6 (Figura 22A) e IL-1p (Figura 22B), con
concentraciones significativamente superiores (p=0,0001) a las alcanzadas con los
estimulos controles LPS, LTA y los lisados bacterianos, y con respecto al control basal,
celulas sin infeccion (Figura 19).
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Figura 22. Concentraciones de citoquinas pro-inflamatorias en sobrenadante de cultivo celular MAC-T
estimulados con diferentes SCN. A- niveles de IL-6 en pg. /mL a las 24 hs de infeccidn, B- niveles de IL-
1B en pg. /mL a las 24 hs de infeccion. LPS: lipopolisacaridos, LTA: &cido lipoteicoico, EC: lisado de E.

coli, SA: lisado de S. aureus, S.ch: S. chromogenes, S.xy: S. xylosus, y S.h: S. haemolyticus. (*p<0.05).

A los fines del presente trabajo, resulta de importancia la respuesta exacerbada
obtenida con la cepa 1 de S. xylosus, dado que pertenece a una de las especies de SCN

mas prevalente y con fuerte capacidad para formar biofilm. Es por ello que resulta una
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cepa candidata para extraer los antigenos vacunales planteados en el trabajo de tesis.

Los resultados obtenidos reflejan en gran medida lo que sucederia en un modelo in vivo,
sin embargo, acorde a la bibliografia deberia tenerse en cuenta posibles variaciones en
el animal de acuerdo a variaciones propias de cada individuo como también aquellas
referidas a la etapa de la lactancia en la que se encuentra el animal al momento de la

infeccion [Madsen y col., 2002].

1VV.3.2. Evaluacion de la respuesta inmune de la cepa elegida en diferentes tiempos

y fracciones.

A los fines de lograr una mejor caracterizacion de la respuesta inmune inducida por la
cepa S. xylosus 222 en las células MAC-T, se midio la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias IL-6 e IL-1p a diferentes tiempos Yy utilizando como estimulos diferentes
fracciones del inoculo de la cepa. Se utilizd para ello sobrenadantes de cultivo
planctonico y en biofilm, y precipitados o pellets concentrados de las mismas
condiciones de cultivo, como se describio en la seccion Materiales y Métodos de este
capitulo en el apartado 1V.2.8. La eleccion de los tiempos de estudio, surgieron del
analisis de dosis y tiempos de estimulacion por LPS y LTA llevados a cabo en trabajos
anteriores [Calvinho y Vet, 2001; Strandberg y col., 2005; Wellnitz y Kerr, 2004; Kim y
col., 2011] en los cuales evaluaron un modelo similar en el mismo cultivo celular. Se
evalud la respuesta de las células MAC-T inducida frente las diferentes fracciones de
los cultivos bacterianos, tanto en modo plancténico como en biofilm, obtenidos como se
describid en el apartado Materiales y Métodos.

Al realizar un estudio de la cinética de produccion de citoquinas por células MAC-T
estimuladas con S. xylosus 222, se observo una respuesta incrementada de IL-6 a las 24
hs de infeccion respecto al control LPS, resultado estadisticamente significativo
(p<0.05) (Figura 23A). No se observaron diferencias respecto al control Basal, de
células sin estimulo, en ninguno de los otros tiempos evaluados. Para el caso de la IL-
1B, se obtuvo una respuesta aumentada, aunque poco marcada y no significativa a las 2
y 24 hs luego de la infeccidn (Figura 23B). Luego de estimular las células MAC-T con
las diferentes fracciones de cultivo por 24 hs, se obtuvo el sobrenadante y se evalué la
produccion de citoquinas por ELISA. Al evaluar la respuesta de IL-6, se observé para
todas las fracciones de cultivo bacteriano una respuesta superior al Basal (p<0.05)
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(Figura 23C). Sin embargo, el pellet concentrado de la matriz de biofilm estimul6 una
respuesta superior incluso al control de estimulacion LPS (p<0.05). Al evaluar los
niveles de IL-1B no se encontr6 diferencia estadisticamente significativa en ninguna de

las fracciones de cultivo estudiadas respecto al Basal (Figura 23D).
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Figura 23. Concentraciones de citoquinas pro-inflamatorias en sobrenadante de cultivo celular MAC-T.
Ay B- niveles de IL-6 e IL-1B en pg./mL a las 2, 8, 12 y 24 hs de infeccién con S. xylosus 222; C y D-
niveles de IL-6 e IL-1f en pg./mL a las 24 hs de estimulo con diferentes fracciones del inoculo S. xylosus
222, sobrenadante de cultivo plancténico y en biofilm (SNP y SNB), y pellets del cultivo plancténico y en
biofilm (PP y PB) respectivamente, utilizando como control LPS y basal (B). (*p<0.05).

IV.3.3. Caracterizacion de la composicién de biofilm

Previamente, se evalu6 la capacidad de formar biofilm por las distintas especies de
SCN. Considerando que no todas las cepas en estudio presentan la capacidad de
estimular una respuesta inmune, nos planteamos caracterizar la composicion de la
matriz extracelular que compone estos biofilm. Se evalu6 la composicién de las 9 cepas
elegidas como F formadoras, 3 representantes de cada una de las 3 especies mas
prevalentes en la zona. La composicion quimica de los biofilm se evalu6 midiendo la

capacidad de NalO4 o proteinasa K para dispersar biofilm de SCN, considerando que
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estos compuestos degradan polisacaridos y proteinas respectivamente. Después del
tratamiento, los biofilm se cuantificaron como se describié anteriormente en el capitulo
Il 'y se calculd el porcentaje de desprendimiento de los biofilm con los distintos
tratamientos. Se agruparon estos resultados en 3 categorias como se describié en el
apartado Materiales y Métodos de la siguiente manera: (i) Sin Desprendimiento (-10%)

(i) Desprendimiento intermedio (10-49%) vy (iii) Desprendimiento Fuerte (+50%).

Tabla 16. Porcentaje de desprendimiento de biofilm de las cepas SCN en estudio, frente

a tratamientos NalO4 y Proteinasa K.

% disrupcion % disrupcion

Especie Cepa
NalO, Proteinasa K
Vb5 90,4% 75,0%
S.chromogenes V78 97,5% 62,0%
68 29,3% 31,8%
222 43,0% 84,5%
S.xylosus 227 9,4% 49,3%
228 28,3% 69,9%
22 58,6% 31,1%
S.haemolyticus 62 23,8% 32,7%
64 20,2% 40,5%

Los resultados obtenidos fueron variables en cada tratamiento segun la especie estudio.
En el caso de S. chromogenes se vio en 2 de las 3 cepas estudiadas un
desprendimiento fuerte con ambos tratamientos, y en una de las cepas ambos
tratamientos produjeron un desprendimiento medio (Tabla 16). En base a esta
observacién, en S. chromogenes se podria suponer que ambos compuestos
(polisacéridos y proteina) son constitutivos importantes en la matriz de biofilm
producida y en el mantenimiento de su estructura, ya que se disgrega de forma similar
quitando cualquiera de los compuestos. En los biofilm de S. haemolyticus ocurrié algo
similar, aunque con porcentajes menores de desprendimiento. Sin embargo, al evaluar

los biofilm de las distintas cepas de S. xylosus se observa un desprendimiento fuerte en
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dos de las cepas estudiadas tratadas con Proteinasa k (Tabla 16). Estos resultados
permiten postular que la composicidn de la matriz de los biofilm de estas cepas es en su
mayoria de naturaleza proteica. En esta especie, el desprendimiento luego del
tratamiento con metaperiodato fue intermedio en 2/3 y nulo en 1/3 de los casos
sugiriendo que la estructura de estos biofilm es mantenida por compuestos de origen
proteico mayoritariamente (Tabla 16).

Sin diferenciar entre especies de SCN pudimos encontrar porcentajes atribuibles a
desprendimiento nulo en el 11% (1/9), intermedio en el 56% (5/9) y fuerte en el 33%
(3/9) de las cepas estudiadas frente al tratamiento con metaperiodato y para proteinasa
K, 45% (4/9) y 55% (5/9) desprendimiento intermedio y fuerte respectivamente (Tabla
16). Estos resultados, permiten asignar una mayor importancia del componente proteico
en la estructura de la matriz de biofilm en este grupo de especies SCN. Los antecedentes
en el tema postulan que el compuesto que estabiliza los biofilm es de naturaleza
polisacaridica basados en el estudio de una Unica cepa de la especie S. epidermidis
(RP62A) ampliamente estudiada como representante de este grupo heterogéneo
[Sadovskaya y col., 2005]. En otros estudios con un aislamiento de S. aureus, se
describe que la matriz de esta cepa permanece intacta luego de exponerla al tratamiento
con agentes anti-proteinicos [Ferreira y col., 2014 y Kogan y col., 2006]. Sin embargo,
estos resultados basados en una sola cepa en estudio, se contraponen a los obtenidos en
el presente trabajo. En concordancia con nuestros resultados, en el trabajo de Olivera y
col., (2015) se compara una cepa de referencia con aislamientos clinicos, y se muestra
claramente resultados similares a los nuestros con un porcentaje de 30-80% atribuible a
compuestos proteicos.

Otros autores muestran mayor porcentaje de compuestos proteicos en la estructura de la
matriz de biofilm de Staphylococcus spp. Onicuic y col. (2016) demuestran una
reduccion de 60-70% con agentes anti proteinicos y un 20-49% en presencia de agentes
anti polisacaridicos sobre las especies S. lentus, S. cohnii y S. saprophyticus. Fredheim
y col. (2009) describen 98% de disrupcion con proteinasa K y 38% con Nalo4 en S.
epidermidis y S. lugdunensis. Por otro lado, se describio en 2 aislamientos un porcentaje
de disrupcién del 75% con metaperiodato (75%) y similar al descripto en la cepa de
referencia S. epidermidis RP62A [Sadovskaya y col., 2005]. Sin embargo, cabe destacar
gue esos aislamientos también mostraron un porcentaje de disrupcién importante (50%)
frente a proteinasa K, por ende, se podria decir que ambos componentes tienen papeles

fundamentales en el mantenimiento de la estructura de la matriz. De acuerdo con esto,
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en estudios realizados en S. epidermidis, S. aureus y S. lugdunensis se demuestra que
los polisacaridos con enlaces B1-6 (sobre los que tiene accion el metaperiodato)
probablemente no sean el componente principal de la matriz de las biopeliculas
“Independientes de PIA” [Fitzpatrick, 2005; Frank y col., 2007; Qin y col., 2007;
Sadovskaya y col., 2005; Toledo-Arana y col., 2005].

Por otro lado, si se comparan ambos tratamientos, aquellas biopeliculas que se
rompieron mas con NalO4 se las denomindé “Grupo Polisacaridico” y a las que lo
hicieron con Proteinasa K se las denomindé “Grupo Proteico”, por simplicidad y
simulando la descripcion realizada por Fagerlund (2016). Jabborini y Sadovskaya
(2010) refuerzan este concepto, asegurando que aquellas biopeliculas que presentan
mayor disrupcion frente al tratamiento con Proteinasa K, producen una matriz
constituida principalmente por proteinas y no por polisacaridos.

En la comparacion realizada en el presente trabajo obtuvimos que un 33% de las cepas
pertenecen al grupo polisacaridico (3/9), el 45% al grupo proteico (4/9) y el 22% (2/9)
mostraron valores de disrupcion bajos y a la vez similares entre ambos tratamientos, por
ende, en estos grupos se podria decir que el mantenimiento de la estructura de la matriz

esta sostenido por ambos componentes por igual (Figura 24).
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Figura 24. Porcentaje de disrupcién de biofilm maduros de las cepas de SCN utilizando meta-periodato
de sodio (NalO4), para degradar los polisacaridos con enlaces B-1,6, y proteinasa K, para degradar las

proteinas.
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Teniendo en cuenta la diferencia por especie, S. chromogenes parece producir biofilm
mayoritariamente de tipo polisacaridico, para S. haemolyticus la distribucion fue
homogénea en ambos grupos, mientras que para S. xylosus el 100 % de las cepas (3/3)
mostraron un porcentaje de disrupcion elevado con agentes anti-proteinicos. A su vez,
las cepas de S. xylosus mostraron una marcada diferencia con baja disrupcion con
metaperiodato, asociando estos resultados a un biofilm de tipo proteico, siendo la cepa
S. xylosus 222 la que presentd mayor disrupcion (Figura 25).
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Figura 25. Porcentaje de disrupcién de biofilm maduros de las cepas de SCN utilizando meta-periodato
de sodio (NalO4) para degradar los polisacaridos con enlaces B-1,6 (2) y la proteinasa K para degradar las
proteinas (b) por especie. S. chromogenes (barras verde limas), S. xylosus (barras verdes) y S.
haemolyticus (barras verde oscuras).

La composicion de los biofilm debe conocerse para proporcionar una base para el
desarrollo de mejores estrategias para prevenir y tratar enfermedades clinicas asociadas
a este tipo de infecciones. EI mecanismo mas comin de formacién de biofilm en las
especies depende de la produccién de PIA como el componente mas importante de la
matriz de biofilm [Arciola y col., 2015]. También se cree que el ADNe y los &acidos
teicoicos asociados a la pared celular tienen funciones estructurales en las biopeliculas
de S. aureus y S. epidermidis, mientras que las interacciones electrostaticas e hidréfobas
inespecificas mediadas por acidos teicoicos, ADN vy proteinas de superficie hidr6fobas
pueden contribuir a la adhesion primaria a superficies abiéticas [lIzano y col., 2008;
Jabbouri y Sadovskaya, 2010; Becker y col., 2014; Biittner y col., 2015]. Curiosamente,
no solo la biopelicula en si misma, sino que la composicion de la matriz parece afectar
la resistencia bacteriana. Se ha demostrado que la sensibilidad de los biofilm a las
enzimas se puede utilizar indirectamente como un método para encontrar la naturaleza
de la matriz de los biofilm [Chaignon y col., 2007; Fredheim y col., 2009]. Bajo la
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premisa de que en una infeccidn causada por bacterias creciendo en biofilm, la interfaz
entre el huésped y la bacteria es la matriz extracelular, varios autores han buscado
analizar el potencial de estos componentes para inducir una respuesta inmune protectora
contra infecciones estafilococicas, estudiando las variaciones en la composicion de los
biofilm polisacaridicos o proteicos. EI componente proteico se estudio mediante técnicas
de proteomicas, caracterizando las proteinas de ambos tipos de biofilm. Se logrd
concluir que existe un nucleo comdn de proteinas secretadas en la matriz de ambos tipos
de biofilm y por ende seria 6ptimo buscar una cepa con mayor contenido proteico. Esto
debido a que la inmunizacion con un extracto de proteinas de la matriz de biofilm fue
capaz de inducir una respuesta inmune humoral y la produccion de diferentes
interleuquinas en estudios utilizando un modelo murino demostrando el potencial de las
exoproteinas de la matriz de biofilm como antigenos vacunales multivalentes frente a
infecciones causadas por biofilm estafilococicos [Burgui, 2018]. En base a estos
antecedentes y de acuerdo a los resultados obtenidos, la cepa de S. xylosus 222 que
presentaria mayor porcentaje de proteina en su matriz resulta una cepa candidata de

eleccion para la obtencion de antigenos vacunales a los fines de este trabajo.

1VV.3.4. Ensayo in vivo

Luego de un minucioso estudio de las cepas para buscar a la candidata ideal para
obtener el inmundogeno a aplicar, en base a los resultados obtenidos en este trabajo se
dirigio la atencion a la especie S. xylosus. Esta especie es la segunda mas prevalente en
la zona de estudio y la que mostro una mayor capacidad de formacion de biofilm. A su
vez, en los ensayos de infeccion in vitro en cultivos celulares, previos a esta instancia in
vivo, esta especie demostré mayor capacidad de supervivencia intracelular, como asi
también mayor induccion de respuesta inmune de tipo 11-6 en las células luego de 24 hs
de infeccién. En un estudio méas detallado observamos que una cepa de esta especie en
particular, la nombrada S. xylosus 222, fue capaz de inducir una respuesta
marcadamente incrementada, mostrando una fuerte capacidad formadora de biofilm y
resulté de composicion mayoritariamente proteica. Es por ello que esta cepa, bajo todos

los parametros en observacion, resulto la candidata de eleccion.
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1VV.3.4.1. Prueba de reaccion al producto

Se evalud en un grupo reducido de animales y previo a la inmunizacion, la reaccion de
las formulaciones desarrolladas. Para ello, se inocularon 3 animales con las
formulaciones Q, AL y V de los 3 grupos distintos al grupo C. Se evaluo clinicamente
el estado general de salud de los animales en estudio y lesiones en la zona de aplicacion,
mediante la observacion durante 7 dias. No se observaron durante el periodo de estudio,
signos de inflamacion importante, solo una inflamacion localizada leve en el animal al
que se le aplicd el inmunogeno de formulacién AL. Ninguno de los animales presento
dolor a la palpacion, malestar, pérdida de apetito, fiebre o ningin otro sintoma
generalizado.

1VV.3.4.2. Evaluacién de la respuesta inmune humoral

Luego de comprobar que no existiera ninguna reaccion que comprometiera la salud de
los animales en estudio, se procedié a inmunizar los animales seleccionados para el
estudio. Se aplico el esquema de inmunizacion y muestreo descripto anteriormente en el
apartado Materiales y Métodos. Se recolectaron muestras de sangre de cada animal cada
7 dias, a los dias -56, -42, -35, -28, -21 y -14 previo al parto y a los dias 14, 21, 28 y 56
posteriores al parto, resultando en 10 muestras de sangre por cada animal. Ademas, se
tomaron muestras de calostro y 4 muestras de leche a cada animal, a los dias 14, 21, 28
y 56 posteriores al parto. Se descartdé un animal perteneciente al grupo C, por haber
presentado un aborto espontaneo, pudiendo esto interferir con sus condiciones
fisiolégicas normales y con los parametros a medir en este estudio. Las vaquillonas
parieron en un periodo promedio de 15 dias de la fecha estimada de parto, y ninguna
presentd 1IM durante el periodo en estudio.

1V.3.4.2.1. Determinacion de anticuerpos especificos en suero de los animales

inmunizados

Se evaluo la respuesta de anticuerpos especificos mediante la técnica de ELISA a fin de

determinar el efecto de las inmunizaciones en la respuesta inmune humoral. Se tuvo en
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cuenta como unidad experimental cada animal y los datos de DOyso nm Obtenidos en cada
tiempo de muestreo se expresaron como diferencia con respecto al valor inicial (Tiempo
-56), inherente a la exposicién natural en el ambiente. Se estudiaron las respuestas de
anticuerpos de tipo IgG, IgG1 e 1gG2 en suero (Figuras 26, 27 y 28, respectivamente),
en todas las muestras recolectadas.

Al medir la respuesta humoral, se pudo evidenciar un comportamiento similar en todos
los isotipos estudiados teniendo en cuenta los grupos inoculados (AL y V) en donde la
concentracion fue superior a los 14 dias de la primera inoculacién (Dia -42) y a los 7
dias de la segunda (Dia -21). Luego los niveles descendieron poco antes de la fecha de
parto. Entre la tercera y cuarta semana pos parto se observo un incremento coincidiendo
con la aplicacioén de la tercera dosis, y descendiendo el nivel de Ig cerca del dia 60 pos
parto, aunque aun resultaron significativamente incrementados respecto de los grupos
control, salvo para IgG1. Estos resultados fueron similares a los descriptos en estudios
con otros inmunogenos [Sjolander y col., 1997] y los niveles resultaron superiores en el
tiempo a los obtenidos en otros trabajos donde el aumento de respuesta solo se
evidenciaba hasta el dia 14 pos parto en casos de formulaciones que utilizan el
adyuvante a base de Aluminio [Lee y col., 2005; Camussone y col., 2013].

Al evaluar los niveles de 1gG en ambos grupos que recibieron el inmunoégeno (AL y V),
0 grupos vacunados, se pudo observar que las muestras de estos animales presentaron
niveles de IgG significativamente superiores a los presentes en los grupos control (C y
Q), cuyas diferencias significativas se indican en el grafico de la figura 26 con letras
distintas (p<0.05). Para AL y V, la mayor concentracion de 1gG se obtuvo los 15 dias de
la primera inoculacion (-42) y a los 7 dias de la segunda (-21) (p<0.05). En general, la
respuesta fue superior en el grupo al cual se le inoculé el inmundgeno acompafiado del
adyuvante Q (V) y a diferencia del grupo de adyuvante AL, que en los dias -28, 14 y 21
no presento diferencias significativas con los controles C y Q. Cabe destacar que la
respuesta fue sostenida en el tiempo, siendo V el Gnico grupo diferenciado con mayores

niveles al final del muestreo.
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Figura 26: Niveles de 1gG especificos en suero. Diferencia de medias de DOgsnm respecto de valor basal
en dia -56 (56 dias antes del parto) segun dias respecto al parto y tratamientos. AL: inmunégeno +
adyuvante hidroxido de aluminio, C: control no inmunizado, Q: control adyuvante, V: inmundgeno +

adyuvante Q. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).

En cuanto a la respuesta de 1gG1, se obtuvo un valor medio significativamente mayor
en el grupo V en el dia 28 pos parto (Figura 27). Cabe destacar que ninguno de los
grupos restantes presentd un incremento de respuesta significativo en los demas
tiempos, aunque se observa una tendencia leve de aumento de respuesta luego de cada
inoculacion.

Al evaluar los niveles séricos de 1gG2 especifica, tanto los grupos V y AL presentaron
valores mayores que los grupos controles Q y C, con una respuesta mas sostenida en el
tiempo (Figura 28). El grupo V mostr6 valores aun superiores al grupo AL, con
diferencias significativas en todos los tiempos estudiados, diferenciandose ademas de
los controles Q y C. Esto se representa en el grafico de la figura 28 con letras distintas,

indicando diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 27: Niveles de 1gG1 en suero. Diferencia de medias de DOysonm respecto de valor basal en dia -56
(56 dias antes del parto) segln dias respecto al parto y tratamientos. AL: inmundgeno + adyuvante
hidréxido de aluminio, C: control no inmunizado, Q: control adyuvante Q, V: inmundgeno + adyuvante

Q. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 28. Niveles de 1gG2 en suero. Diferencia de medias de DO ysg,m respecto de valor basal en dia -56
(56 dias antes del parto) segln dias respecto al parto y tratamientos. AL: inmundgeno + adyuvante
hidréxido de aluminio, C: control no inmunizado, Q: control adyuvante, V: inmundgeno + adyuvante Q.

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).
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En el presente estudio, sobre la base de los registros del rebafio, no se registraron casos
de mastitis en los de cultivos bacteriolégicos de las muestras de leche. Segin nuestro
conocimiento, los animales incluidos en este ensayo controlado eran todas vaquillonas
de primer parto, por ende, nunca habian estado en lactancia. Como se esperaba, todas
las vaquillonas presentaron niveles de anticuerpos estadisticamente similares previo a la
inoculacion. En el momento del muestreo posterior a la aplicacion de la vacuna en
estudio, habia una presencia sérica de Igs media sustancialmente mayor en los grupos
vacunados versus grupos controles, y esto continué hasta el parto con una disminucion
de la respuesta media previo a la segunda dosis. Se encontrd una disminucion notable en
suero en el momento previo al parto, estos hallazgos son consistentes con otros estudios
en los cuales también se encontré esta baja de Ig sérica previa al parto [Kehrli y col.,
1989; Ishikawa y col., 1987]. Estos cambios del estado inmune en las vacas lecheras y
en la cantidad de Ig disponibles en sangre comienzan aproximadamente 3 semanas antes

del parto y contintian hasta 3 semanas después del parto [Mallard y col., 1998].

1V.3.4.2.2. Determinacién de anticuerpos especificos en calostro de los animales

inmunizados

Se determinaron los niveles de anticuerpos especificos en el calostro de los animales en
estudio, el cual se obtuvo antes de las 24 hs pos parto. Se observo para todas las Igs
estudiadas, diferencias significativas en los valores medios de DOgsonm Siendo
superiores los valores correspondientes a AL y V sin diferenciarse entre ellos y ambos
con valores medios més altos que los tratamientos C y Q (Figuras 29, 30 y 31).

El andlisis de los niveles de anticuerpos especificos en calostro resulto de suma
importancia ya que evidencia el paso de Ig desde suero, al sitio de interés que es la GM,
donde se espera que tengan capacidad neutralizante frente a infecciones por
Staphylococcus coagulasa negativos [Boerhout y col.,, 2018]. Debido a que la
transferencia intrauterina de inmunoglobulinas maternas a través de la placenta al feto
no ocurre en bovinos, los terneros nacen con niveles extremadamente bajos de Ig en
suero y la absorcion de anticuerpos del calostro después del nacimiento es esencial para
proporcionar inmunidad pasiva durante el periodo neonatal. Las concentraciones séricas
de Ig después de la ingestion de calostro se asocian con una disminucion de la

morbilidad y la mortalidad de la mayoria de las enfermedades infecciosas de los
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neonatos, incluidas la septicemia, la diarrea, las enfermedades respiratorias y la
onfaloflebitis [Besser y col., 1988; Gay y col., 1984]. Todas las principales clases de Ig
estan presentes en el calostro materno, y todas son capaces de ser absorbidas por el
intestino del recién nacido, sin embargo, 1gG1 es la Ig predominante en el calostro y
posteriormente en el suero de un ternero alimentado con calostro. Aunque con
frecuencia se sefiala la importancia de 1gG1 (como en este caso) como un marcador de
la efectividad final del proceso de transferencia pasiva, el enfoque de IgG1l no debe
tomarse para indicar que otras clases de Ig no son significativas [Logan y col., 1972].
En base a estos resultados y como perspectiva futura, cobra relevancia determinar la
concentracion efectiva de Ig en calostro, con capacidad protectora en los terneros, lo
cual escapa al alcance del presente trabajo de tesis. Para ello seria necesario desafiar a
los terneros que consuman dicho calostro, con el agente infeccioso a fin de determinar si

se proporciona alguna proteccion a través de calostro de madres vacunadas.
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Figura 29. Niveles de 1gG en calostro. Media de DOgsom S€QUN tratamiento. AL: inmundgeno +
adyuvante hidréxido de aluminio, C: control no inmunizado, Q: control adyuvante, V: inmundgeno +

adyuvante Q. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 30. Niveles de IgG1l en calostro. Media de DOgsgym Segun tratamiento. AL: inmundgeno +
adyuvante hidréxido de aluminio, C: control no inmunizado, Q: control adyuvante, V: inmundgeno +

adyuvante Q. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 31. Niveles de 1gG2 en calostro. Medias de DOysonm Segun tratamiento. AL: inmundgeno +
adyuvante hidréxido de aluminio, C: control no inmunizado, Q: control adyuvante, V: inmundgeno +

adyuvante Q. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).
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En el suero sanguineo, las concentraciones de 1gG1l generalmente disminuyen en el
momento del parto [Kehrli y col., 1989; Detilleux y col., 1995]. La colostrogénesis
comienza aproximadamente 15 dias antes del parto. Este evento estd marcado por un
activo y selectivo transporte de 1g, generalmente de subclase IgG1, a la GM [Watson y
col., 1980; Concha y col., 1986]. La calidad del calostro puede verse influenciada por la
vacunacion, con mayor produccién de anticuerpos protectores y transporte de
anticuerpos hacia la GM. En el presente estudio, las vacas vacunadas produjeron
calostro con mayores niveles de IgG1 especifica, en comparacion con los animales no
vacunados. En este estudio, la finalidad principal fue determinar el traspaso efectivo de

anticuerpos a la GM, sitio donde ocurren las infecciones.

1V.3.4.2.3. Determinacion de anticuerpos especificos en leche de los animales

inmunizados

Por dltimo, se evalud la respuesta de anticuerpos en leche obtenida luego de la
inmunizacion. Para todos los isotipos en estudio, se observd en términos generales un
comportamiento similar, obteniéndose una respuesta superior en los grupos vacunados
AL y V significativamente diferente a los grupos control C y Q en los dias 14, 21 y 28
pos parto (Figura 32, 33 y 34). En todos los casos la respuesta disminuye
progresivamente al transcurrir el tiempo, no diferencidndose de los controles en el
tiempo 56 pos parto.

Al evaluar la respuesta de IgG especifica en leche, se observa la distincién entre los
tratamientos vacunados AL y V en los dias 21 y 28 posparto, con valores
significativamente mayores en el grupo V (Figura 32). Los niveles de 1gG1 e IgG2
especificos presentan el mismo comportamiento, resultando significativamente mayor
en AL y V con respecto a los grupos controles C y Q, sin embargo, no se observa
diferencia entre ambos grupos inmunizados (Figura 33 y 34). Esto se representa en el
grafico de las figuras 32, 33 y 34 con letras distintas, indicando diferencias

significativas (p<0.05).
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Figura 32. Niveles de 1gG en leche. Media de DOy so,m Segun tratamiento. AL: inmundgeno + adyuvante
hidréxido de aluminio, C: control no inmunizado, Q: control adyuvante, V: inmunégeno + adyuvante Q.

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 33. Niveles de IgG1 en leche. Media de DOysg,m S€gUn tratamiento. AL: inmundgeno + adyuvante
hidréxido de aluminio, C: control no inmunizado, Q: control adyuvante, V: inmundgeno + adyuvante Q.

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).
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Figura 34. Niveles de 1gG en leche. Media de DO so,m Segun tratamiento. AL: inmundgeno + adyuvante

hidréxido de aluminio, C: control no inmunizado, Q: control adyuvante, V: inmunégeno + adyuvante Q.

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05).

El andlisis de la leche, mostré significativas diferencias entre los 2 grupos vacunados,
respecto a ambos controles. Sin embargo, los niveles de IgG1 de la leche resultaron
menores que los niveles de IgG1l en calostro. Estos resultados presentan similitudes
consistentes con reportes previos, dado que se esperan mayores concentraciones de
IgG1 en el calostro que en la leche, [Calloway y col., 2008]. Sera necesario
investigacion adicional como por ejemplo evaluar la eficacia en infecciones
experimentales de los terneros que hayan consumido calostro de vacas vacunadas como
ya fue descripto, y la evaluacion de los niveles de anticuerpos de las vacas en estudio
antes del proximo periodo de lactancia. Estos resultados permitiran validar su uso
practico como inmunogeno adecuado, al determinar si las Ig anti-biofilm de SCN
obtenidas presentan capacidad protectora, si pasan activamente a los terneros y si en

periodos siguientes estan presentes aun en el rebafio.
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La relacion entre aumento de concentracion de Ig y la reduccion de conteos bacterianos
se ha comprobado en la literatura en modelos de inmunizacién con bacterinas
concentradas de S. aureus crecido en biofilm, debido a que los anticuerpos especificos
generados presentaron la capacidad de opsonizar antigenos especificos en las bacterias,
favoreciendo la fagocitosis [Prenafeta y col., 2010], lo cual también se demostro en
otros trabajos con PNAG [Kelly-Quintos y col., 2005; Maira-Litran y col., 2005].

Las vaquillonas en este estudio recibieron 2 dosis antes del parto, de modo de alcanzar
niveles de anticuerpos elevados durante el primer mes post parto, debido a que es el
periodo de mayor susceptibilidad a IIM [Sordillo y Streicher, 2002; Burton y Erskine,
2003]. Se inoculd una tercera aplicacion para tratar de extender la respuesta protectora
al menos hasta el maximo tiempo estudiado en situaciones similares [Sjélander y col.,
1997], ya que, en la mayoria de los trabajos encontrados en la bibliografia, se sabe que
la respuesta no llega a ser sostenida mas alla del dia 14 pos parto [Lee y col., 2005].

Con el fin de mejorar la salud general, el bienestar y la productividad de las vacas
lecheras, especificamente contra mastitis, se han practicado durante afios estrategias de
prevencion [Barkema y col.0, 2006; Keefe, 2012]. El desarrollo de vacunas dirigidas a
los principales patdgenos de la ubre ha avanzado en las ultimas décadas. Una revision
de la literatura de los dltimos afios, demuestra que hay varios prototipos de vacunas
experimentales con lisados celulares y vacunas autogenas (especificas de rebafo), sin
embargo, unas pocas llegaron a convertirse en vacunas comerciales [Ismail, 2017]. La
mayoria de los estudios de eficacia de estas vacunas arrojaron resultados controvertidos,
y ninguna hasta ahora se mostro totalmente eficaz. Los patégenos a los cuales estan
dirigidas fueron en la mayoria de los casos S. aureus, S. agalactiae y E. coli. Las
vacunas contra S. aureus y S. agalactiae contenian el microorganismo completo (lisados
celulares, inactivos y vacunas atenuadas) o subunidades (toxinas, proteinas de superficie
y polisacaridos) mientras que para E. coli, el antigeno mutante J5 se us6 con mayor
frecuencia. Las vacunas también se clasificaron como mono o polivalentes segin el
numero de patdgenos especificos. Dentro de las vacunas disponibles comercialmente,
Startvac (Hipra, Espafia) que contiene el antigeno E. coli J5 y un lisado de S. aureus
cepa SP 140 fue una de las mas difundidas y fue evaluada en tambos comerciales del
Reino Unido en comparacion con la autovacuna especifica de rebafio BestVac, la cual
mostré ser menos eficiente que la primera [Freick y col., 2016]. La misma vacuna se
evalud6 mas adelante en 2 grandes establecimientos lecheros suecos [Landin y col.,

2015] con resultados similares. Ademas, se estudio su eficacia en el grupo de especies
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SCN, arrojando resultados positivos en cuanto a la reduccion de la duracion de la
mastitis y en un posterior ensayo de desafio experimental [Schukken y col., 2014].

Otra opcion comercial es la vacuna J5, dirigida a E. coli para la cual se evalud su
eficacia en la reduccion de la duracion de la mastitis y los niveles de anticuerpos
relacionados a la resolucion de esta patologia, 1gG1l e 1gG2, los cuales fueron
significativamente mayores que en las vacas controles [Wilson y col., 2009]. Otra
opcion menos difundida comercialmente pero que también llegd a mercado fue
MastaVac, la cual utiliza como antigeno una enterotoxina estafilocdcica tipo C
producida por una cepa mutante, su eficacia fue evaluada en estudios de mastitis
inducidas experimentalmente con una cepa de la especie S. aureus cepa 409 [Chang y
col., 2008]. A pesar de todas las opciones de vacunas disponibles, la mastitis sigue
siendo una de las principales enfermedades que afectan econémicamente la produccién
lactea. Es por ello que estas estrategias preventivas necesitan mayor estudio, asi como
también complementarlas con otros procedimientos de control como una correcta rutina
de ordefie, correctos tratamientos de casos clinicos, segregacion y descarte de animales

cronicos para asi reducir de manera significativa la incidencia duracion de las [1M.

1VV.3.4.2. Andlisis bacteriolégico y Recuento de Células Sométicas

Se midi6 mediante una marcha bacterioldgica convencional la presencia de infecciones
bacterianas por Staphylococcus spp. en todas las muestras de leche estudiadas Los
resultados se expresaron como como positivo (1) y negativo (0). Se realiz6 un analisis
comparativo para relacionar las frecuencias relativas de infecciones por este grupo
bacteriano segin los grupos en estudio, mediante un estudio de prueba de
independencia. En cuanto al analisis de la tabla de frecuencias (Tabla 17) se observo
para todos los grupos el predominio de muestras con resultados negativos respecto de la
infeccion. Los resultados observados en las muestras indican (mediante prueba de
independencia) que no hay evidencias para garantizar la asociacion entre los
tratamientos evaluados y la presencia de infeccion por SCN durante el periodo de
estudio. De todas formas, la muestra de animales es pequefia y se deberian llevar a cabo

mas estudios.
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Tabla 17: Frecuencias absolutas de infeccién por Staphylococcus spp. y grupo de
tratamiento. Prueba de independencia por chi-cuadrado de Pearson (p<0.05 indica
asociacion entre las variables). EI nimero total de muestras es variable por cuestiones
inherentes a los animales (diferente cantidad de cuartos mamarios o presencia de

algunos anatdmicamente inhabilitados).

GRUPO POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL

En cuanto a RCS se realizaron ajustes de modelos lineales generales y mixtos, para
determinar su asociacion con IIM y reacciones inflamatorias entre los grupos evaluados.
El resultado obtenido indic6 que no hay evidencias para determinar diferencias
significativas en los valores de RCS respecto de los tratamientos evaluados y de sus
interacciones con los tiempos de evaluacion (Véase Tabla resultado del modelo general
lineal y mixto para RCS en el apartado Anexo), lo cual es positivo ya que no se
demostréd una respuesta inflamatoria ni alteraciones en la ubre en los animales
inoculados, protegiendo asi su bienestar.

En trabajos en los cuales se desarrollaron vacunas, se realizaron modelos de infeccion
experimental, induciendo infecciones controladas para probar la efectividad y la
capacidad neutralizante y aglutinante de las Ig obtenidas [Camussone y col., 2013;
Prenafeta y col., 2010]. Lo ideal seria a nuestro criterio realizar ensayos a campo de
pruebas de eficacia con infecciones naturales y tasas de curacion espontanea para medir
la capacidad neutralizante de estos anticuerpos producidos, ya que los modelos de
desafio experimental, a nuestro entender, no reflejan los mecanismos naturales de
infeccion.

En conclusidn, este estudio reporta la capacidad de inducir una respuesta humoral del
inmundgeno propuesto a base de cultivos bacterianos crecidos en biofilm de la cepa
S. xylosus 222. Los resultados obtenidos permiten postular a la cepa y al inmunogeno
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obtenido, enriquecido en la matriz del biofilm, como un posible antigeno para
desarrollar vacunas comerciales para prevenir infecciones por SCN formadores de
biofilm. Esta estrategia presenta una buena relacion costo/beneficio a ser utilizada en la
prevencion de la MB ya que el modo de obtencion y el esquema de preparacion
utilizado haria posible obtener cantidades escalables de inmundgeno a bajo costo y de
manera rapida. Este estudio se apoya en otros trabajos en los cuales obtuvieron
antigenos de caracteristicas similares con concentrados de biofilm en ovinos con una

buena proteccion y bajo costo de produccién [Pérez y col., 2009].

Se destaca la respuesta incrementada obtenida del anticuerpo 1gG2 en todas las muestras
y en ambos grupos vacunados con el antigeno V y AL, dado que esta subclase es
considerada la opsonina mas importante involucrada en la fagocitosis por neutréfilos en
la GM infectada [Sordillo y Streicher, 2002, Paape y col., 2003]. A pesar de que la 1gG1
es la subclase predominante en leche normal debido a la transferencia selectiva de la
sangre a leche, su concentracion disminuye durante la inflamacion y el rol exacto de la
misma en la defensa inmune frente a 1M esta poco definido [Burton y Erskine, 2003].
Se describio que los niveles de 1gG2 aumentan considerablemente durante la
inflamacion, actuando como opsonina para incrementar la actividad fagocitica de los
polimorfo nucleares en bovinos, con un rol trascendental en la eliminacion de patdégenos
de la GM [Paape y col., 2003; Sordillo y Streicher, 2002]. Los niveles obtenidos fueron
en general superiores en la formulacién con adyuvante Q en comparacion con la
formulacién que llevaba el adyuvante comercial a base de Hidréxido de Aluminio. Los
adyuvantes son compuestos inmunoestimuladores que se incluyen en las formulaciones
de vacunas de subunidades para ayudar a dirigir y amplificar las respuestas inmunes
adaptativas. Q es un polisacarido cationico que se ha estudiado como adyuvante debido
a su naturaleza biocompatible y biodegradable. Se ha demostrado que este polisacarido
tiene la capacidad de inducir respuestas de células Thl después de la vacunacion por
inyeccion o por rutas mucosas, lo que respalda su aplicacién como una alternativa al
Hidroxido de Aluminio [Moran y col., 2018]. De acuerdo a los resultados obtenidos,
este biopolimero presentaria mayor capacidad de estimular una respuesta inmune
efectiva en la GM de vacas inmunizadas cuando se lo utiliza como adyuvante. Estos
hallazgos describen por primera vez el uso de Q como adyuvante en vacunas para la
prevencion de la MB, y sientan las bases para un mayor desarrollo de adyuvantes de

polisacaridos para uso veterinario.
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IV.4. CONCLUSIONES PARCIALES

e EIl estudio de citoquinas pro-inflamatorias demostré que las cepas de SCN
caracterizadas como fuerte formadoras de biofilm, inducen una mayor respuesta
de IL-6 a las 24 hs de infeccion in vitro.

e La cepa S. xylosus 222 indujo una respuesta inmune incrementada respecto al
resto de las cepas en estudio.

e El andlisis de la matriz de biofilm por especie revel6 para S. chromogenes una
composicion mayoritariamente de tipo polisacaridica, para S. haemolyticus la
distribucion fue homogénea entre polisacaridos y proteinas, mientras que S.
xylosus mostré un biofilm de tipo proteico.

e Se obtuvo un inmundgeno, a partir del precipitado concentrado de la matriz de
biofilm de la cepa S. xylosus 222, con una mayor capacidad de inducir una
respuesta in vitro.

e La inmunizacién con este antigeno y Q estimul6 una respuesta de anticuerpos
séricos contra los componentes del biofilm de SCN.

e Estas estructuras y componentes bacterianos cumplen un rol determinante, tanto
en las primeras etapas de la interaccion huésped-patdgeno como en la
permanencia y en la evasion del sistema inmune, y en etapas méas avanzadas de

la infeccion.
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CONCLUSIONES FINALES

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se caracterizaron aislamientos de SCN de
Mastitis Bovina, buscando nuevos antigenos vacunales y estudiando la respuesta
inmune inducida en bovinos.

Se realizaron analisis gendmicos, y dada la total concordancia de PCR-RFLP de los
productos de amplificacion relacionados al gen gap con MALDI-TOF MS sumado a los
resultados que surgen de comparar la identificacion a nivel de especie de los
aislamientos de SCN por PCR-RFLP del amplicén gap con la obtenida por PCR-RFLP
del amplicon groEL y Staph-Zym™ se concluyé que el analisis de PCR-RFLP de los
productos de amplificacién asociados a gap podria ser un método alternativo util y
confiable para la identificacion a nivel de especie de SCN aislados a partir de 1IM
bovina. Esta identificacion resulta esencial para un tratamiento rdpido y eficaz
considerando que los SCN constituyen un grupo bacteriano predominante en las granjas
lecheras de nuestra region.

En lo referente a la capacidad de formacion de biofilm, detectamos que existe diferencia
en las distintas especies de SCN, siendo una caracteristica relevante considerando que
esta forma de crecimiento protege a la bacteria de las altas concentraciones de
antibidticos y de la fagocitosis. Estudios futuros deberian llevarse a cabo para examinar
la asociacion de la formacion de biofilm con el fracaso de los tratamientos y la aparicién
de IIM persistentes por las distintas especies de SCN en bovinos.

Los estudios llevados a cabo permitieron detectar la presencia de productos de
amplificacion que podrian corresponder a genes relacionados a los distintos factores de
virulencia estudiados, produccién de biofilm, adherencia, produccion de enterotoxinas,
resistencia a antibioticos B lactdmicos, lo que permitid caracterizar ain mas las cepas en
estudio. No se encontrd una asociacion entre la habilidad de formar biofilm in vitro por
las cepas en estudio y la presencia de un amplicén o combinacion de estos, relacionados
a adherencia y formacion de biofilm. Se sugiere una tendencia de asociacion entre la
presencia de los amplicones altE y embP con las cepas con fuerte capacidad de formar
biofilm. Con lo cual es muy poco probable que la formacion de biofilm en las diferentes
especies del SCN ocurra debido a la presencia de un Unico determinante genético y/o
proceso.

Respecto a los productos de amplificacion asociados a genes de enterotoxinas
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estafilococales, en este trabajo de tesis se puso de manifiesto que estos se encuentran
presentes en un importante porcentaje de cepas de SCN, esto, sumado al crecimiento en
biofilm, lo cual favorece la permanencia de la bacteria y su resistencia a los
desinfectantes en la industria, pone en evidencia la participacion potencial de estos
microorganismos en intoxicaciones alimentarias. De este modo, si bien no afecta a la
salud del animal, en situaciones de riesgo, tales como leche con recuentos bacterianos
totales superiores a los niveles regulados y almacenamiento a temperaturas
inapropiadas, consideramos que el control de contaminacién con SCN podria ser
importante para proteger la salud humana.

Observamos que los mecanismos de transferencia horizontal podrian explicar la elevada
distribucion de amplicones asociados a genes de resistencia a pB-lactamicos, blaZ y
mecA, detectada entre las cepas analizadas, esto alerta la necesidad de un control en el
uso indiscriminado de este tipo de antibidticos. La presencia de cepas heterorresistentes
a la oxacilina entre los SCN analizados podria estar enmascarando el reservorio del
elemento genético movil SCCmec con el riesgo de una potencial emergencia de SCN
meticilino-resistentes.

En lo referente a una posible asociacion entre las cepas productoras de biofilm y
aquellas no productoras o débilmente productoras con los perfiles genotipicos y
fenotipicos de resistencia antimicrobiana, se pudo observar una tendencia en donde la
menor resistencia a B-lactdmicos podria estar compensada por la proteccion que ofrece
el crecimiento en biofilm.

Considerando la importancia de la colonizacion celular, se observo la capacidad de
adherencia, internalizacion y supervivencia intracelular entre diferentes especies dentro
del heterogéneo grupo de los SCN. Teniendo en cuenta que la supervivencia de S.
xylosus en células MAC-T fue significativamente superior a la observada para las demas
especies y que la literatura no cita trabajos donde se evalle la capacidad de
supervivencia intracelular de SCN, destacamos como novedosos los resultados
obtenidos en este estudio.

En cuanto a la capacidad de formacion de biofilm del total de aislamientos, no se
encontré una relacion entre este factor de virulencia y la capacidad de la bacteria de
adherirse a las células epiteliales MAC-T, ni de sobrevivir en su interior. Sin embargo,
aquellas bacterias que presentan una menor capacidad de formacion de biofilm
mostraron una capacidad de internalizar en las células epiteliales MAC-T

significativamente mayor. Estos resultados indicarian que las cepas que producen
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biofilm invaden a las células epiteliales con menor eficiencia que las cepas que no
forman biofilm, sugiriendo que aquellas cepas que tienen la capacidad de invadir no
necesitan la formacion de biofilm para sobrevivir en el huésped. Esta tendencia de
menor invasividad de las cepas con mayor capacidad de forma biofilm también se
observo cuando se hizo el anlisis entre cepas pertenecientes a las especies S.
chromogenes y S. xylosus.

En relacion a la infeccion experimental de células epiteliales MAC-T con diferentes
especies de SCN, se destaca la respuesta inmune exacerbada a la cepa S. xylosus 222 en
comparacion con las demas cepas estudiadas y con los controles de estimulacién
evaluados, (LPS, LTA vy lisados celulares de E. coli y S. aureus). Estos resultados
determinan su potencial como candidata para obtener antigenos vacunales, principal
objetivo de este trabajo.

Se llevé a cabo la evaluacion de la produccion de la cinética de citoquinas frente a la
infeccion, obteniéndose una respuesta estadisticamente significativa para IL-6 al a las
24 hs de infeccion, como asi también para para las fracciones de cultivo bacteriano
evaluadas. Sin embargo, el pellet concentrado de la matriz de biofilm, resultd ser el
unico que indujo una respuesta superior incluso al control de estimulacion con LPS. Se
concluyd que la mayor respuesta inmune se obtuvo luego de 24 hs post-infeccion y con
la fraccidn de cultivo que contenia la matriz concentrada de biofilm bacteriano.

Respecto a los estudios realizados en cuanto a la composicion de biofilm, teniendo en
cuenta la diferencia por especie, se muestra una tendencia marcada, donde S.
chromogenes parece producir biopeliculas mayoritariamente polisacaridicas, para S.
haemolyticus la distribucion fue homogénea en ambos grupos, mientras que para S.
xylosus el 100 % de las cepas mostraron un porcentaje de disrupcién elevado con
agentes anti proteinicos y a su vez una marcada diferencia con la baja disrupcion con
metaperiodato. La cepa con una matriz de composicion mayoritariamente proteica fue S.
xylosus 222, la cual sigue destacandose como la candidata de eleccidn a los fines de este
trabajo.

Con el fin de probar el inmundgeno obtenido a partir del pellet concentrado de la matriz
de biofilm de la cepa S. xylosus 222, que demostro una mayor capacidad de inducir una
respuesta in vitro, se realizé el ensayo in vivo. La inmunizacién in vivo con este
antigeno tanto en formulaciones con Quitosano como con Hidroxido de Aluminio,
provoco una buena respuesta humoral contra los componentes del biofilm de SCN en el

grupo de animales vacunados que se diferencié significativamente de la obtenida en los
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grupos control. Esta observacion destaca resultados novedosos obtenidos en esta tesis y
la necesidad de seguir investigando sobre estrategias para potenciar la respuesta inmune
empleando diversos antigenos y adyuvantes.

En relacion a la evaluacién de la cinética de anticuerpos en sueros de bovinos, la
vacunacion mostrd una respuesta humoral elevada y sostenida hasta el dia 28 post-parto,
lo cual evidencia la llegada de las Igs al a la GM. Si bien la respuesta no se sostuvo en
el tiempo, ya que en el dia 60 post-parto no se pudo observar una diferencia
significativa entre grupos control y vacunados, la misma permitiria dar proteccion en el
periodo del peri parto, que es el de mayor susceptibilidad del animal y riesgo de padecer
1IM.

En conjunto, los aportes de esta Tesis consistieron en la caracterizacion de las cepas de
SCN, demostrando las diferencias en la patogenicidad de las mismas y su capacidad de
interactuar con las células huésped, lo cual permiti6 seleccionar a S. xylosus 222 como
candidata vacunal, evaluando la accion inmunomoduladora de distintos adyuvantes
sobre la respuesta inmune generada por la vacuna. Considerando que la mastitis bovina
es una enfermedad de gran importancia a nivel mundial y en especial para la cuenca
lechera donde se realizo este estudio, consideramos fundamentales los avances en la
caracterizacion de las cepas causantes de la enfermedad y de la respuesta inmune
inducida por las mismas en el huésped.
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ANEXO

Tabla 1: Resultados modelo lineal general y mixto para IgG en suero
Variable dependiente: Dif.IgG

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC logLik Sigma R2 0

R2 1

694 -1585,07 -1378,56 838,53 0,08 0,28

0,42

AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 623 5,76 0,0167
Grupo 3 35 7,49 0,0005
Grupo:Dia 32 623 4,18 <0,0001

Pruebas de hipdtesis secuenciales

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 623 10,60 0,0012
Grupo 3 35 13,54 <0,0001
Grupo:Dia 32 623 4,18 <0,0001
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Efectos fijos

Value Std.Error DF t-value p-value
(Intercept) 0,10 0,03 623 3,70 0,0002
GrupoC -0,10 0,04 35 -2,58 0,0142
GrupoQ -0,10 0,04 35 -2,92 0,0060
GrupoV 0,02 0,04 35 0,44 0,6597
GrupoAL:Dia-21 2,1E-04 0,02 623 0,01 0,9903
GrupoC:Dia-21 -0,01 0,02 623 -0,81 0,4162
GrupoQ:Dia-21 0,02 0,01 623 1,25 0,2121
GrupoV:Dia-21 0,01 0,01 623 0,64 0,5218
GrupoAL:Dia-28 -0,07 0,02 623 -2,96 0,0032
GrupoC:Dia-28 -0,03 0,02 623 -1,59 0,1126
GrupoQ:Dia-28 -0,01 0,02 623 -0, 60 0,5513
GrupoV:Dia-28 -0,03 0,02 623 -1,83 0,0683
GrupoAL:Dia-35 -0,02 0,03 623 -0, 64 0,5232
GrupoC:Dia-35 -0,03 0,02 623 -1,34 0,1808
GrupoQ:Dia-35 -0,01 0,02 623 -0,29 0,7733
GrupoV:Dia-35 -2,6E-03 0,02 623 -0,12 0,9034
GrupoAL:Dia-42 0,02 0,03 623 0,67 0,5020
GrupoC:Dia-42 -0,01 0,03 623 -0,36 0,7154
GrupoQ:Dia-42 -0,08 0,02 623 -4,09 <0,0001
GrupoV:Dia-42 4,5E-03 0,02 623 0,19 0,8480
GrupoAL:Dia 14 -0,05 0,02 623 -2,09 0,0369
GrupoC:Dia 14 0,02 0,03 623 0,49 0,6212
GrupoQ:Dia 14 0,04 0,02 623 1,88 0,0611
GrupoV:Dia 14 -0,03 0,03 623 -1,09 0,2771
GrupoAL:Dia 21 -0,04 0,03 623 -1,37 0,1714
GrupoC:Dia 21 -0,08 0,04 623 -2,18 0,0293
GrupoQ:Dia 21 -0,06 0,03 623 -2,05 0,0406
GrupoV:Dia 21 -0,08 0,04 623 -2,15 0,0321
GrupoAL:Dia 28 -2,9E-03 0,03 623 -0,09 0,9309
GrupoC:Dia 28 -0,12 0,04 623 -2,85 0,0046
GrupoQ:Dia 28 -2,6E-03 0,03 623 -0,09 0,9319
GrupoV:Dia 28 -0,02 0,04 623 -0,50 0,6201
GrupoAL:Dia 56 -4,1E-03 0,04 623 -0,11 0,9104
GrupoC:Dia 56 -0,14 0,05 623 -3,12 0,0019
GrupoQ:Dia 56 -0,03 0,03 623 -0,86 0,3880
GrupoV:Dia 56 -0,07 0,04 623 -1,87 0,0623

Parametros de los efectos aleatorios

Modelo de covarianzas de los efectos aleatorios: pdIdent

Formula: ~1|Animal

Desvios estdndares y correlaciones

(const)

(const)

0,05

Estructura de correlacién

Modelo de correlacion:
Animal

Formula: ~ 1 |

Pardametros del modelo

Parédmetro Estim

Phi 0,76

—

Continuous AR(1)
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Estructura de varianzas

Modelo de varianzas: varIdent
Formula: ~ 1 | Momento * Grupo

Pardametros de la funcidn de varianza

Parédmetro Estim

A*AL 1,00
D*AL 1,48
A*V 0,79
D*V 1,65
A*Q 0,70
D*Q 1,41
A*C 0,91
D*C 1,94

Dif.IgG - Medias ajustadas y errores estandares para Grupo
DGC (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

Grupo Medias E.E.

Y 0,10 0,03 A

AL 0,09 0,02 A

0 -0,01 0,02 B
C -0,04 0,03 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Dif.IgG - Medias ajustadas y errores estandares para Dia*Grupo
DGC (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

Dia Grupo Medias E.E.

-21 v 0,13 0,03 A

-42 v 0,12 0,03 A

-42 AL 0,12 0,03 A

-14 v 0,12 0,03 A

-35 v 0,12 0,03 A

-21 AL 0,10 0,03 A

-14 AL 0,10 0,03 A

28 v 0,10 0,04 A

28 AL 0,10 0,04 A

56 AL 0,10 0,04 A

14 v 0,09 0,04 A

-35 AL 0,08 0,03 A

-28 v 0,08 0,03 A

21 AL 0,06 0,04 B

14 AL 0,05 0,04 B

56 v 0,04 0,04 B

14 Q 0,04 0,04 B

21 v 0,04 0,04 B

-28 AL 0,03 0,03 B

14 C 0,02 0,05 B

-21 Q 0,01 0,02 B

-14 C 4,3E-03 0,03 B

-14 Q -2,0E-03 0,02 B

28 Q -4,6E-03 0,04 B

=42 C -0,01 0,03 B

-35 Q -0,01 0,02 B

-21 C -0,01 0,03 B

-28 0 -0,01 0,02 B

-35 C -0,03 0,03 B

-28 C -0,03 0,03 B

56 Q -0,03 0,04 B

21 Q -0,06 0,04 C
21 C -0,08 0,05 C
-42 Q -0,08 0,02 C
28 C -0,12 0,05 C
56 C -0,14 0,05 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Tabla 2: Resultados modelo lineal general y mixto para IgG1 en suero
Variable dependiente: Dif.IgGI

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC logLik Sigma R2 0 R2 1

694 -1496, 95 -1290,45 794,48 0,07 0,15 0,57

AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 623 24,81 <0,0001
Grupo 3 35 2,08 0,1210
Grupo:Dia 32 623 2,46 <0,0001

Pruebas de hipdétesis secuenciales

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 623 22,49 <0, 0001
Grupo 3 35 1,93 0,1425
Grupo:Dia 32 623 2,46 <0,0001

Parametros de los efectos aleatorios

Modelo de covarianzas de los efectos aleatorios: pdIdent
Formula: ~1|Animal

Desvios estdndares y correlaciones

(const)
(const) 0,09

Estructura de correlacién

Modelo de correlacidn: Continuous AR (1)
Formula: ~ 1 | Animal

Pardametros del modelo

Parédmetro Estim
Phi 0,55

Estructura de varianzas

Modelo de varianzas: varIdent
Formula: ~ 1 | Momento * Grupo

Pardametros de la funcidén de varianza
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Parédmetro Estim

A*AL 1,00
D*AL 1,12
A*V 0,69
D*V 0,89
A*Q 1,08
D*Q 1,57
A*C 0,90
D*C 2,66

Dif.IgGl - Medias ajustadas y errores estandares para Grupo*Dia
DGC (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

Grupo Dia Medias E.E.

Y 28 0,03 0,03 B
\Y% 21 0,01 0,03 A

Q -42 -0,01 0,03 A

Q -28 -0,01 0,03 A

Q -35 -0,02 0,03 A

C -42 -0,03 0,03 A

\Y% -42 -0,04 0,03 A

Q -21 -0,04 0,03 A

Y -21 -0,04 0,03 A

Q -14 -0,04 0,03 B
Y -35 -0,04 0,03 A

\Y% -14 -0,04 0,03 B
\Y 56 -0,05 0,03 A

C -35 -0,05 0,03 A

Q 14 -0,05 0,04 A

Y 14 -0,05 0,03 A

C 21 -0,06 0,05 A

\Y% -28 -0,07 0,03 A

C -28 -0,07 0,03 A

Q 21 -0,08 0,04 A

C 14 -0,08 0,05 A

Q 28 -0,10 0,04 A

0 56 -0,10 0,04 A

C -14 -0,11 0,03 A

AL -42 -0,11 0,03 B
AL 21 -0,11 0,03 A

C -21 -0,12 0,03 B
AL -35 -0,12 0,03 B
AL -21 -0,12 0,03 B
AL -14 -0,13 0,03 A

AL 56 -0,13 0,03 A

AL -28 -0,14 0,03 B
AL 14 -0,14 0,03 A

AL 28 -0,14 0,03 A

C 28 -0,18 0,05 A

C 56 -0,22 0,06 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Dif.IgGl - Medias ajustadas y errores estandares para Grupo
DGC (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

Grupo Medias E.E.

Y -0,03 0,03 A
Q -0,05 0,03 A
C -0,10 0,03 A
AL -0,13 0,03 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Tabla 3: Resultados modelo lineal general y mixto para IgG2 en suero

Variable dependiente: Dif.IgG2

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC logLik Sigma R2 0 R2 1
688 -1714,87 -1508,79 903,43 0,04 0,40 0,67

AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 617 1,36 0,24406
Grupo 3 35 11,71 <0,0001
Grupo:Dia 32 617 3,60 <0,0001

Pruebas de hipdétesis secuenciales

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 617 0,62 00,4309
Grupo 3 35 11,88 <0, 0001
Grupo:Dia 32 617 3,60 <0,0001

Parametros de los efectos aleatorios

Modelo de covarianzas de los efectos aleatorios: pdIdent
Formula: ~1|Animal

Desvios estdndares y correlaciones

(const)
(const) 0,05

Estructura de correlacién

Modelo de correlacidn: Continuous AR (1)
Formula: ~ 1 | Animal

Parametros del modelo

Parédmetro Estim
Phi 0,41
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Estructura de varianzas

Modelo de varianzas: varIdent
Formula: ~ 1 | Momento * Grupo

Pardametros de la funcidn de varianza

Parédmetro Estim

A*AL 1,00
D*AL 1,53
A*V 1,39
D*V 1,58
A*Q 1,51
D*Q 1,28
A*C 1,33
D*C 1,56

Dif.IgG2 - Medias ajustadas y errores estandares para Grupo
DGC (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

Grupo Medias E.E.

Y 0,09 0,02 A

AL 0,03 0,02 B

0 -0,03 0,02 C
C -0,05 0,02 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Dif.IgG2 - Medias ajustadas y errores estandares para Grupo*Dia
DGC (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

Grupo Dia Medias E.E.

v 21 0,13 0,03 A

v 28 0,12 0,03 A

\Y -14 0,11 0,02 A

\Y% -42 0,10 0,02 A

v 14 0,08 0,02 B

\Y% -21 0,08 0,02 B

v 56 0,08 0,03 B

v -35 0,07 0,02 B

AL -14 0,06 0,02 B

AL 28 0,06 0,02 B

\Y% -28 0,04 0,02 B

AL =42 0,04 0,02 B

AL 21 0,04 0,02 B

AL -21 0,03 0,02 B

AL 56 0,02 0,02 B

AL 14 0,02 0,02 B

AL -35 0,01 0,02 B

C 14 4,5E-04 0,02 C
Q -28 -0,01 0,02 C
Q -14 -0,01 0,02 C
Q -21 -0,01 0,02 C
Q -42 -0,02 0,02 C
Q 21 -0,02 0,02 C
AL -28 -0,02 0,02 C
C =42 -0,02 0,02 C
Q 14 -0,02 0,02 C
Q -35 -0,03 0,02 C
C -14 -0,03 0,02 C
C -21 -0,04 0,02 C
C -35 -0,04 0,02 C
C 21 -0,06 0,02 C
Q 56 -0,06 0,02 C
C 28 -0,07 0,02 C
Q 28 -0,07 0,02 C
C -28 -0,09 0,02 C
C 56 -0,11 0,02 C
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla 4: Resultado de modelo lineal general y mixto para 1gG en calostro
Variable dependiente: Calostro.IgG

Medidas de ajuste del modelo
N AIC BIC logLik Sigma R2 0

70 -66,93 -49,41 41,46 0,15 0,56

AIC y BIC menores implica mejor
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Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF F-value p-value
(Intercept) 1 1829,51 <0,0001
Grupo 3 31,03 <0,0001

Pruebas de hipétesis secuenciales

numDF F-value p-value
(Intercept) 1 3895,98 <0,0001
Grupo 3 31,03 <0, 0001

Pruebas de hipdétesis tipo III - prueba

Source numDF denDF F-value p-value
1 Grupo 3 66 31,03 <0, 0001

Estructura de varianzas

Modelo de varianzas: varIdent
Formula: ~ 1 | Grupo

Parametros de la funcidén de varianza

Parédmetro Estim

AL 1,00
4 1,45
C 0,39
Q 0,77

Calostro.IgG - Medias ajustadas y errores estandares para Grupo
DGC (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

Grupo Medias E.E.

AL 0,94 0,03 A

Y 0,86 0,06 A

C 0,72 0,01 B

0 0,56 0,03 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla 5: Resultado de modelo lineal general y mixto para 1gG1 en calostro
ariable dependiente: Calostro.IgGl

Medidas de ajuste del modelo
N AIC BIC 1loglLik Sigma R2 O

70 31,11 48,63 -7,56 0,45 0,88

AIC y BIC menores implica mejor
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Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF F-value p-value
(Intercept) 1 1544,89 <0,0001
Grupo 3 148,55 <0,0001

Pruebas de hipétesis secuenciales

numDF F-value p-value
(Intercept) 1 2200,39 <0,0001
Grupo 3 148,55 <0, 0001

Pruebas de hipdétesis tipo III - prueba

Source numDF denDF F-value p-value
1 Grupo 3 66 148,55 <0, 0001

Estructura de varianzas

Modelo de varianzas: varIdent
Formula: ~ 1 | Grupo

Parametros de la funcidén de varianza

Parédmetro Estim

AL 1,00
4 1,04
C 0,21
Q 0,44

Calostro.IgGl - Medias ajustadas y errores estandares para Grupo
DGC (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

Grupo Medias E.E.

\Y 2,51 0,12 A

AL 2,48 0,10 A

C 0,87 0,02 B

Q 0,67 0,04 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla 6: Resultado de modelo lineal general y mixto para 1gG2 en calostro
Variable dependiente: Calostro.IgG2

Medidas de ajuste del modelo
N AIC BIC 1loglLik Sigma R2 0

70 -23,54 -6,03 19,77 0,29 0,57

AIC y BIC menores implica mejor
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Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF F-value p-value
(Intercept) 1 343,88 <0,0001
Grupo 3 31,98 <0,0001

Pruebas de hipétesis secuenciales

numDF F-value p-value
(Intercept) 1 1110,098 <0,0001
Grupo 3 31,98 <0,0001

Pruebas de hipétesis tipo III - prueba

Source numDF denDF F-value p-value
1 Grupo 3 66 31,98 <0,0001

Estructura de varianzas

Modelo de varianzas: varIdent
Formula: ~ 1 | Grupo

Pardmetros de la funcidn de varianza

Parédmetro Estim

AL 1,00
v 1,60
C 0,21
Q 0,34

Calostro.IgG2 - Medias ajustadas y errores estandares para Grupo
DGC (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

Grupo Medias E.E.

\Y 1,03 0,12 A

AL 0,89 0,07 A

C 0,42 0,02 B

Q 0,32 0,02 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla 7: Resultado de modelo lineal general y mixto para 1gG en Leche
Variable dependiente: Leche.IgGt

Medidas de ajuste del modelo
N AIC BIC logLik Sigma R2 0 R2 1

268 -387,09 -309,45 215,55 0,20 0,38 0,80

AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo IITI)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 221 134,34 <0,0001
Grupo 3 31 6,41 0,0017
Grupo:Dia 12 221 13,15 <0,0001
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Pruebas de hipdtesis secuenciales

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 221 126,50 <0, 0001
Grupo 3 31 6,76 0,0012
Grupo:Dia 12 221 13,15 <0,0001

Parametros de los efectos aleatorios

Modelo de covarianzas de los efectos aleatorios: pdIdent
Formula: ~1|Animal

Desvios estdndares y correlaciones

(const)
(const) 0,15

Estructura de correlacién

Modelo de correlacidn: Continuous AR (1)
Formula: ~ 1 | Animal

Pardametros del modelo

Parédmetro Estim
Phi 0,47

Estructura de varianzas

Modelo de varianzas: varIdent
Formula: ~ 1 | Grupo

Pardmetros de la funcidn de varianza

Parédmetro Estim
1,00
0,52
0,27
0,32

Q0 < @
=

Leche.IgGt - Medias ajustadas y errores estandares para Grupo
DGC (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

Grupo Medias E.E.

Y 0,50 0,06 A

AL 0,42 0,06 A

C 0,29 0,05 B
Q 0,17 0,05 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Leche.IgGt - Medias ajustadas y errores estandares para Grupo*Dia
DGC (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

Grupo Dia Medias E.E.

v 14 0,61 0,06 A

AL 14 0,61 0,07 A

\Y% 21 0,53 0,06 A

v 28 0,48 0,06 B
AL 21 0,40 0,07 B
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c 14 0,34 0,06 B

AL 28 0,32 0,07 c
C 21 0,29 0,06 C
C 28 0,28 0,06 c
Y 56 0,26 0,07 c
Q 14 0,21 0,05 c
C 56 0,19 0,06 C
AL 56 0,18 0,08 C
Q 21 0,17 0,05 C
Q 56 0,13 0,05 c
Q 28 0,11 0,05 c

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla 8 : Resultado de modelo lineal general y mixto para IgG1 en Leche
Variable dependiente: Leche.IgGl
Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC 1loglLik Sigma R2 0 R2 1
268 -8,10 69,55 26,05 0,29 0,44 0,89

AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo IIT)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 221 120,00 <0, 0001
Grupo 3 31 7,16 0,0009
Grupo:Dia 12 221 11,08 <0,0001

Pruebas de hipdétesis secuenciales

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 221 112,43 <0,0001
Grupo 3 31 6,82 0,0012
Grupo:Dia 12 221 11,08 <0,0001

Parametros de los efectos aleatorios

Modelo de covarianzas de los efectos aleatorios: pdIdent
Formula: ~1|Animal

Desvios estdndares y correlaciones

(const)
(const) 0,37

Estructura de correlacién

Modelo de correlacidn: Continuous AR (1)
Formula: ~ 1 | Animal

Parametros del modelo

Parédmetro Estim
Phi 0,69
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Estructura de varianzas

Modelo de varianzas: varIdent
Formula: ~ 1 | Grupo

Pardametros de la funcidn de varianza

Parédmetro Estim
1,00
0,89
0,94
0,54

Q0 < >
[

Leche.IgGl - Medias ajustadas y errores estandares para Grupo
DGC (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

Grupo Medias E.E.

Y 1,23 0,15 A

AL 0,97 0,13 A

C 0,49 0,13 B
0 0,43 0,13 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Leche.IgGl - Medias ajustadas y errores estadndares para Grupo*Dia
DGC (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

Grupo Dia Medias E.E.

Y 21 1,38 0,16 A

Y 14 1,34 0,16 A

\Y 28 1,33 0,16 A

AL 14 1,14 0,14 A

AL 21 1,09 0,14 A

AL 28 1,03 0,14 A

\Y 56 0,75 0,17 B
0 14 0,55 0,14 B
c 14 0,54 0,14 B
C 21 0,52 0,14 B
C 28 0,49 0,14 B
AL 56 0,46 0,15 B
Q 21 0,46 0,14 B
C 56 0,37 0,14 B
0 56 0,33 0,14 B
Q 28 0,27 0,14 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla 9: Resultado de modelo lineal general y mixto para 1gG2 en Leche

Variable dependiente: Leche.IgG2

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC logLik Sigma R2 0 R2 1
268 -302, 38 -224,74 173,19 0,15 0,41 0,69

AIC y BIC menores implica mejor
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Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 221 91,15 <0,0001
Grupo 3 31 9,08 0,0002
Grupo:Dia 12 221 6,10 <0,0001

Pruebas de hipétesis secuenciales

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 221 85,24 <0,0001
Grupo 3 31 10,07 0,0001
Grupo:Dia 12 221 6,10 <0,0001

Parametros de los efectos aleatorios

Modelo de covarianzas de los efectos aleatorios: pdIdent
Formula: ~1|Animal

Desvios estdndares y correlaciones

(const)
(const) 0,10

Estructura de correlacién

Modelo de correlacidn: Continuous AR (1)
Formula: ~ 1 | Animal

Parametros del modelo

Parédmetro Estim
Phi 0,25

Estructura de varianzas

Modelo de varianzas: varIdent
Formula: ~ 1 | Grupo

Parametros de la funcidén de varianza

Parédmetro Estim
1,00
0,95
0,29
1,08

Qo <P
=

Leche.IgG2 - Medias ajustadas y errores estandares para Grupo
DGC (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

Grupo Medias E.E.

\Y 0,37 0,04 A

AL 0,26 0,04 A

C 0,12 0,04 B
Q 0,07 0,03 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Leche.IgG2 - Medias ajustadas y errores estandares para Grupo*Dia
DGC (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

Grupo Dia Medias E.E.

Y 14 0,57 0,06 A

AL 14 0,34 0,05 B

\Y% 21 0,33 0,06 B

AL 21 0,27 0,05 B

AL 28 0,27 0,05 B

Y 28 0,24 0,06 B

\Y 56 0,16 0,06 C
C 14 0,15 0,06 C
C 56 0,13 0,06 C
C 21 0,11 0,06 C
AL 56 0,11 0,05 C
Q 56 0,09 0,03 C
C 28 0,08 0,06 C
Q 14 0,07 0,03 C
Q 21 0,06 0,03 C
0 28 0,06 0,03 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Tabla 10: Resultados de modelo lineal general y mixto para RCS
Variable dependiente: RCS.x1000

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC logLik Sigma R2 0

R2 1

123 1357,99 1408, 77 -659,99 94,96 0,13

0,32

AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo III)

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 76 36,17 <0, 0001
Grupo 3 31 1,16 0,3410
Grupo:Dia 12 76 0,82 0,6295

Pruebas de hipétesis secuenciales

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 76 54,05 <0,0001
Grupo 3 31 1,71 0,1863
Grupo:Dia 12 76 0,82 0, 6295

Parametros de los efectos aleatorios

Modelo de covarianzas de los efectos aleatorios: pdIdent

Formula: ~1|Animal
Desvios estdndares y correlaciones

(const)
(const) 33,26

Estructura de correlacién

Modelo de correlacidn: Continuous AR (1)
Formula: ~ 1 | Animal

Parametros del modelo

Parédmetro Estim
Phi 0,07.
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