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“Y luego eso pasa...un dia te despiertas y estas en ese lugar.
Estds en ese lugar donde todo se siente correcto.

Tii corazon estd tranquilo. Ti alma esta encendida.

Tus pensamientos son positivos. Tii vision es clara.

Tii fe es mds fuerte que nunca. Estds en paz.

En paz con donde has estado. En paz con lo que has atravesado.
Y en paz en paz con donde te diriges.”

-The Minds Journal-
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Resumen

El objetivo general de este trabajo fue estudiar diferentes aspectos de la compleja
interaccion entre genotipos bacterianos definidos y caracterizados como de alta y baja
adaptacion a la glandula mamaria (GM) con el hospedador, para poder comprender en
parte, el establecimiento y cronicidad de las infecciones intramamarias (IIM) causadas
por Staphylococcus aureus en bovinos. Se selecciond la cepa 806 transitoria (T), cap$,
icaACD, agrll, fuerte productora de biofilm, pulsotipo D, ST350 y poco invasiva en
células epiteliales mamarias (MAC-T); y la cepa 5011 persistente (P), cap5, icaACD,
agrl, blaZ, débil productora de biofilm, pulsotipo O, CC188 y altamente invasiva. La cepa
P presenté mayor sobrevida intracelular en MAC-T y macréfagos. MAC-T infectadas con
ambas cepas murieron por apoptosis, induciendo la cepa P mayores porcentajes de
muerte. Los macréfagos infectados con la cepa P mostraron mayor capacidad fagocitica.
La produccién de especies reactivas de oxigeno y de 6xido nitrico (ON) fue similar para
ambas cepas. Los resultados de la I[IM experimental difirieron entre ambas cepas, la T
indujo aumento del recuento de células somaticas (RCS), ON, IL-1p, IL-6 e IgG total en
leche a las 48 hs post-infeccion (pi); en sangre, indujo una disminucién de los monocitos,
linfocitos Tyd y CDS. La cepa P, indujo un aumento del RCS a los 7 dias pi y del ON 14
dias pi. La combinacion de factores de virulencia de S. aureus podria determinar el inicio
de la interaccioén patégeno-hospedador e influenciar la respuesta inmune de la GM y la

evolucion del proceso infeccioso.




Abstract

The general objective of this study was to investigate the interaction between
Staphylococcus aureus with different genotypes adaptation (low and high) to de bovine
mammary gland (MG) and to de host immune response in order to understand
intramammary establishment and chronicity. Two strains of S. aureus were isolated from
transient (T) and persistent (P) intramammary infections (IMI). The first was S. aureus
806 (strain cap8, icaACD, agrll, strong biofilm producer, D pulsotype, ST350 and low
invasion ability in bovine mammary epithelial cells-MAC-T). The second one was S.
aureus 5011 (strain cap5, icaACD, agrl, blaZ, weak biofilm producer, O pulsotype,
CC188 and high invasion ability). Strain P showed higher survival capacity in MAC-T
and macrophages than strain T. MAC-T infected with both strains died by apoptosis. P
strain produced higher apoptosis percentage than T strain. The macrophages infected by
strain P showed a higher percentage of phagocytosis than those infected by strain T.
Macrophages infected with both strains showed similar production of reactive oxygen
species and nitric oxide (NO). Bovine experimental IMI showed that T strain produced
an increase in somatic cell count (SCC), ON, IL-1f, IL-6 and IgG in milk 48 h post-
infection (pi) and a decrease of CD14 monocytes, Tyd and CD8 lymphocytes. P strain
produced an increase in SCC 7 days pi and in ON 14 days pi. The MG immune response,
the evolution of the process as well as the pathogen-host interaction could be determined

by the combination of bacterial virulence factors.
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1.1 Mastitis bovina.

La mastitis es la inflamacién de la glandula mamaria (GM) y es principalmente
causada por infecciones bacterianas. Esta enfermedad es la mds frecuente de las vacas
lecheras y tiene efectos perjudiciales sobre el bienestar animal y la rentabilidad del
establecimiento lechero (Hogeveen y col., 2011). La mastitis es una enfermedad compleja
y multifactorial, que resulta de la interaccién entre la vaca, el ambiente, incluida la
madquina de ordefio, y los microorganismos (Hawari y Al-Dabbas, 2008).

En funcién de la duracién del proceso inflamatorio, la mastitis se clasifica como
hiperaguda, aguda o crénica y en funcién de la severidad del proceso inflamatorio, como
clinica (con signos de inflamacién evidentes en la GM vy alteraciones visibles en la leche)
o subclinica (sin signos macroscépicos de inflamacién en la GM ni alteraciones visibles
en leche). Las bacterias de los géneros Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium
y algunos gérmenes Gram negativos, son responsables de mas del 90 % de los casos
clinicos y subclinicos (Ruegg, 2017).

Dependiendo de su reservorio primario y modo de transmision, la mastitis puede
clasificarse como "contagiosa" o "ambiental". Los patégenos contagiosos viven y se
multiplican en la GM y la piel del pez6n, se transmiten de animal a animal principalmente
durante el ordefio e incluyen a Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Corynebacterium bovis y a especies de Mycoplasma (Fox y Gay, 1993). Los patégenos
ambientales son aquellos cuyo reservorio primario es el ambiente donde vivien los
animales. Estos organismos constituyen un grupo heterogéneo, siendo los mads
frecuentemente aislados Streptococcus uberis y las bacterias coliformes (Escherichia coli
y Klebsiella), mientras que Streptococcus dysgalactiae comparte caracteristicas de los
patdgenos ambientales y los contagiosos (Bogni y col., 2011).

Un tercer grupo de organismos lo conforman los Staphylococcus coagulasa negativos
(SCN), que, si bien son considerados como integrantes de la flora normal de la piel de la

ubre y los pezones, también pueden causar infecciones del canal del pezén y de la GM.

1.2 Importancia econémica v prevalencia de la enfermedad.

A pesar de la considerable investigacion en mastitis en rumiantes lecheros, la
enfermedad sigue siendo un problema importante para la industria lctea. La necesidad

de controlar la mastitis se debe a multiples consideraciones, incluida la calidad de la leche,
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la rentabilidad econdmica del productor, la reduccion del uso de antimicrobianos y el
bienestar de los animales. Ademads, los consumidores exigen productos ldcteos
saludables, nutritivos, seguros y que se originen de animales sanos (Rainard y col., 2017).

Las consecuencias econdmicas de la mastitis (clinica o subclinica) se deben a los
costos de tratamiento, las pérdidas de producciodn, el sacrificio de animales, los cambios
en la calidad del producto y el riesgo de otras enfermedades (Halasa y col., 2007). Tanto
en las mastitis clinicas como en las subclinicas, las pérdidas en la produccion lactea son
substanciales. La disminucidn de la produccion de leche representa aproximadamente el
70% del costo total de la mastitis (Huijps y col., 2008). El dafio tisular mamario reduce
el nimero y la actividad de las células epiteliales y, en consecuencia, contribuye a la
disminucién de la produccién de leche (Zhao y Lacasse, 2008). Ademads, la llegada de
polimorfonucleares (PMN) neutréfilos a la GM y el dafio epitelial conducen a un marcado
aumento en los recuentos de células somdticas (RCS) y por lo tanto, a una disminucién
de la calidad y el valor nutricional y comercial de la leche. A medida que la infeccién
persiste, el nimero de células somadticas en la leche continia aumentando y, en forma
concomitante, se incrementa el dafio tisular.

Por otra parte, la causa mds comun para un descarte prematuro de las vacas lecheras
son los problemas de salud de la GM, ademads de problemas de fertilidad. El 26,5 % de
los descartes de vacas lecheras en el continente americano se debe a trastornos
ocasionados por la mastitis (Wolter y col., 2004).

Ademads del impacto econdmico de la mastitis producido por disminucién de la
produccién lictea, existen gastos directos asociados a su control. Entre ellos, cabe
destacar el costo del diagndstico, tratamiento y los honorarios de los servicios
veterinarios. De esta manera, el impacto econdmico total asociado a la mastitis surge de
sumar los beneficios no obtenidos a los gastos adicionales. Se calcula que en los Estados
Unidos las pérdidas econémicas producto de las mastitis clinicas oscilan entre US$ 95 a
US$ 211 (Chay col., 2011), en Finlandia entre € 112 a € 946 (Heikkild y col., 2012) y en
Canada $ 744 por vaca por afio (Jamali y col., 2018).

En Argentina no se dispone de estadisticas globales actualizadas acerca de las
pérdidas econdmicas causadas por la mastitis y los datos disponibles son parciales ya que
no incluyen a las principales cuencas lecheras del pais. Vissio y col. (2015), estimaron
los costos diarios directos de la mastitis y las erogaciones derivadas de su control y

prevencion en la cuenca de Villa Maria, Cérdoba. El costo total diario, representado por
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la sumatoria de las pérdidas productivas por mastitis subclinica (elevado RCS), mastitis
clinica y gastos de control, represento el 16% de los ingresos brutos diarios del productor.

En nuestro pais se observé un importante avance en el control de la mastitis en los
ultimos 15 afios; fundamentalmente debido a la implementacion de protocolos de buenas
précticas en el tambo. Sin embargo, la prevalencia de la enfermedad en Argentina sigue
siendo elevada. En un estudio que incluyé muestras de 20.117 vacas en lactancia
pertenecientes a 112 tambos ubicados en las provincias de Santa Fe, Cérdoba y Buenos
Aires relevados entre mayo de 1999 y agosto de 2007 por presentar problemas de mastitis,
mostré que los patogenos aislados con mayor frecuencia fueron S. aureus con el 57%, S.
agalactiae 29%; mientras que los miembros del grupo de Sreptococcus no-agalactiae
fueron hallados en el 12% de los animales. Staphylococcus aureus fue aislado casi en la
totalidad de los rodeos analizados (>97%) (Signorini y col., 2008). En un estudio mads
reciente, que incluyd un relevamiento aleatorizado realizado sobre 2.296 vacas
pertenecientes a 51 rodeos lecheros de la Provincia de Cérdoba, 54% mostraron mastitis
subclinica evidenciada por recuentos de células somaticas >200,000/ml. A partir de estas
muestras, los organismos patégenos mds frecuentemente aislados fueron SCN 52.1%,
seguidos por S. aureus 21.3%, Corynebacterium spp. 5.2%, S. agalactiae (4.4%) y S.
dysgalactiae (4.4%) (Dieser y col., 2014).

1.3 Mastitis por Staphylococcus aureus.

Las cepas patégenas de estafilococos son siempre de origen humano o animal y
persisten como habitantes de la piel y membranas mucosas, aunque también se pueden
aislar del medio ambiente de las vacas lecheras (Roberson y col., 1994; Capurro y col.,
2010). La mastitis es la principal enfermedad causada por S. aureus en rumiantes,
incluidas las vacas, ovejas, cabras, camellos y bufalos de agua (Anderson, 1982). Las GM
infectadas y la colonizacién extramamaria en animales lecheros son los principales
reservorios de S. aureus, por lo cual la principal forma de transmisién de este patdgeno
entre vacas ocurre durante el ordefio (Zecconi y col., 2006). La ruta mds comin de
invasion es a través del orificio y canal del pezén. Staphylococcus aureus coloniza el
extremo del pezon y/o lesiones del mismo. La diseminacion de la infeccion puede ocurrir
a través de las manos del ordenador, toallas humedas, las pezoneras, y las moscas.
Durante el ordefio, fluctuaciones irregulares de vacio pueden forzar a la bacteria dentro

del canal del pez6n, provocando una potencial nueva infeccién (Rainard y col., 2017).
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El proceso infeccioso puede variar de transitorio (T) a persistente (P) (Jubb y col.,
2016); y la mastitis estafilocdcica puede ser subclinica o clinica; de leve a severa o
fulminante; e hiperaguda, aguda o crénica (Zachary, 2016). La forma fulminante de la
enfermedad ocurre generalmente poco después del parto, y presenta gangrena de las
mamas afectadas y alta mortalidad (Jubb y col., 2016). Por otra parte, aunque las cepas
de S. aureus pueden causar mastitis supurativa aguda y clinica, tales infecciones
bacterianas pueden evolucionar hacia la mastitis crénica subclinica con fibrosis y
presentar ocasionalmente episodios de reagudizacion de la signologia de la enfermedad.
En el caso de mastitis clinica leve o moderada, los cambios en la GM pueden incluir
hinchazén, calor, dolor y enrojecimiento. Se denomina grave si la respuesta incluye
afectacion sistémica como fiebre, anorexia y shock (Zhao y Lacasse, 2008; Ballou, 2012).

En las vacas lecheras, la mastitis por S. aureus es cominmente subclinica y se
manifiesta por elevadas concentraciones de leucocitos (principalmente neutréfilos) en la
leche (elevados RCS) y persistencia de las bacterias en la GM (Rainard y col., 2017). La
mastitis subclinica estafilocécica representa el 30% de los casos de mastitis bovina
(Halasa y col., 2007). Los casos subclinicos tienen especial importancia ya que pasan
desapercibidos para el productor y afectan en gran medida el rendimiento de la
produccién de los animales. Aunque la mayoria de los casos de mastitis por S. aureus son
subclinicos, las vacas crénicas suelen presentar elevados RCS, tejido mamario anormal y

casos recurrentes de mastitis clinica (Suleiman y col., 2012).

1.4 Caracteristicas del patégeno: Staphvlococcus aureus.

Los estafilococos, son cocos Gram positivos que tienen 0,5-1,5 um de diametro y en
los exudados, forman grupos, pares o cadenas cortas. Estos cocos a pesar de no ser
esporulados, son extremadamente resistentes y se mantienen viables durante mucho
tiempo en ambientes humedos y en objetos inanimados. Las colonias son redondas y
relativamente grandes (3-5 mm) y son pigmentadas, de color blanquecino o amarillento
(Figura 1A). Staphylococcus aureus contiene la enzima coagulasa que convierte el
fibrin6geno del plasma en fibrina y es un factor de virulencia de estos organismos que se
correlaciona con la patogenicidad. A diferencia de los SCN, la mayoria de las cepas de S.
aureus son toxigénicas. Esta capacidad es evidente por la produccion de toxinas
hemoliticas cuando se las siembra en agar sangre (Figura 1B). Las toxinas detectables en

agar sangre incluyen las toxinas a, B y 0, cada una de las cuales exhibe propiedades unicas.
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La toxina a es una toxina formadora de poros que causa la lisis completa de los eritrocitos.
En contraste, la toxina 3 es una esfingomielinasa que presenta una gran actividad contra
eritrocitos de oveja y genera una forma incompleta de hemolisis conocida como hemolisis
turbia. Por otra parte, la toxina d es una modulina soluble en fenol estrechamente asociada
con el sistema regulador agr (regulador de genes accesorio) (McVey y col., 2013; Quinn

y col., 2015).

Figura 1. A. Colonias de S. aureus crecidas en agar base con morfologia caracteristica:
redondeadas, blancas, crema o amarillentas. Cultivo de 24 hs, atmodsfera aerobia, 37 °C.
B. off hemolisis de S. aureus crecido en agar suplementado con 5% de sangre bovina.

Cultivo de 24 hs, atmodsfera aerobia, 37 °C.

Si bien S. aureus se ha considerado ampliamente como una bacteria extracelular,
también se ha demostrado que puede comportarse como intracelular, ya que posee la
habilidad de invadir y sobrevivir dentro de diferentes tipos celulares, incluyendo células
epiteliales mamarias (CEM), neutréfilos y macréfagos (Almeida y col., 1996; Hebert y
col., 2000; Sinha y Fraunholz, 2010), protegiéndose de la respuesta inmune humoral del
hospedador y del efecto de los tratamientos con antibidticos. Ademds, trabajos previos
han demostrado que las infecciones persistentes o dificiles de remitir pueden relacionarse
con la capacidad de este patdgeno para formar una poblacién de crecimiento lento
denominada variantes de coloniales pequeiias (small colony variants, SCV) que pueden
sobrevivir dentro de las células fagociticas profesionales y no profesionales y
posteriormente modular las respuestas inmunes (Atalla y col., 2008; Sinha y Fraunholz,
2010; Tuchscherr y col., 2010a). Las IIM por S. aureus usualmente no responden al

tratamiento antimicrobiano y se vuelven crénicas (Sol y col., 2000). Estas particulares
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caracteristicas patogénicas de S. aureus determinan que no sea efectivamente controlado
por las medidas terapéuticas tradicionales (Zhao y Lacasse, 2008).

Estudios previos han demostrado que genotipos definidos de S. aureus que expresan
determinados factores de virulencia (FV) se han asociado con las manifestaciones clinicas
y el comportamiento epidemioldgico de las IIM causadas por este organismo; estas
caracteristicas pordrian influir también en la persistencia del patégeno en la GM (Haveri

y col., 2007; 2008; Fournier y col., 2008; Piccinini y col., 2010; 2012; Budd y col., 2016).

1.5 Patogenia de la mastitis causada por Staphylococcus aureus.

La patogénesis de la mastitis causada por S. aureus es compleja y aun no se ha
esclarecido completamente (Rainard y col., 2017). La infeccién de la GM ocurre
generalmente por via ascendente. Los microorganismos colonizan el canal del pezon,
alcanzan la cisterna del mismo y de la glandula, y de alli pueden llegar a colonizar los
alvéolos mamarios y establecerse en un area de tejido secretor, desencadenando una
respuesta inflamatoria. Los sistemas de defensa inmune innato y adaptativo son
responsables de intentar controlar la entrada, proliferacion e invasion tisular y para ello
involucran un amplio espectro de respuesta que incluye reacciones tisulares, celulares y
la produccién de un gran nimero de citoquinas (Pereyra y col. 2014; Rainard y col.,
2017).

El desarrollo de la 1IM y la respuesta de los tejidos a la presencia de S. aureus
dependen no solo de la efectividad de los mecanismos de defensa del hospedador sino
también del indice de multiplicacién del microorganismo y el tipo y concentracién de los
FV. Staphylococcus aureus se caracteriza por la presencia de multiples FV, algunos de
los cuales estarian relacionados con la severidad de las IIM que se desarrollan en el
hospedador (Fournier y col., 2008).

Estudios in vitro han demostrado que S. aureus se adhiere a la CEM y a componentes
de la matriz extracelular y posteriormente la invade. La adhesion es un requisito previo y
un paso temprano crucial para la infeccion de la GM. Staphylococcus aureus puede
escapar del interior del endosoma al citoplasma de la CEM e inducir la apoptosis (Bayles
y col., 1998). Durante las IIM por S. aureus, la induccion de apoptosis por este patogeno
puede generar dafio en el tejido mamario, comprometer la respuesta inmune protectiva y
de este modo facilitar la propagacién del microorganismo (Genestier y col., 2005; Zhao

y Lacasse, 2008). Estudios in vitro han demostrado que S. aureus induce apoptosis en
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neutréfilos (Sladek y col., 2005; Genestier y col., 2005), linfocitos (Slama y col., 2009),
macréfagos (Krzyminska y col., 2012) y CEM bovinas (Bayles y col., 1998; Hu y col.,
2014).

Para poder adherirse a la célula hospedadora, S. aureus expresa varias adhesinas de
superficie que reconocen moléculas de adhesion de la matriz denominados componentes
de superficie microbiana de reconocimiento de moleculas de adhesién de la matriz
(MSCRAMM, microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules)
(Foster y col., 1998). Entre las MSCRAMM de S. aureus mas importantes se encuentran:
proteinas de union a fibronectina A y B (FnBP-A y FnBP-B), proteina de unién a
coldgeno (Cna), proteina de unién a laminina (Eno), proteina de unién a elastina (EbpS),
proteina de unién a fibrinégeno (Fib) o factor de agregacion (clumping factor-CIf) y
proteina asociada a la produccién de biofilm (Bap) (Seo y col., 2008; Abraham vy
Jefferson, 2010; Atshan y col., 2012).

Durante el cultivo in vitro del microorganismo, los FV asociados a la superficie
bacteriana se expresan preferencialmente en la fase logaritmica de crecimiento, mientras
que los factores de secrecién son liberados en la fase postlogaritmica. Se ha propuesto
que esta expresion bifdsica de los FV cumpliria con la funcién de organizar el proceso de
infeccién. Inicialmente, las adhesinas de superficie reconocerian las estructuras del
hospedador facilitando la colonizacién, seguido por la multiplicacién del microorganismo
y la secrecién de toxinas (o, B, Y y 6 hemolisinas, leucotoxinas, enterotoxinas) y enzimas
(serina proteasas, cisteina proteasas, lipasas) (Lowy, 1998).

Durante el proceso de infeccidn, las bacterias encuentran diferentes condiciones
estresantes que deben superar para establecer y mantener una infeccion. En la infeccion
aguda tienen que evadir la accion de las células inmunes y destruir las células del tejido
para llegar hasta estructuras profundas. Por otra parte, en la fase crénica para evadir las
maquinarias de degradacion intracelular, las bacterias tienen que desarrollar diferentes
estrategias, como la destruccion de las células huésped o el escape de los compartimentos
lisosomales y la persistencia silenciosa dentro de la ubicacién intracelular (Haslinger-

Loffler, 2005; Tuchscherr y col., 2010a; Grosz y col., 2013).

1.6 Principales FV de Staphylococcus aureus.

La patogenia de la mastitis por S. aureus se atribuye al efecto combinado de factores

extracelulares y toxinas, junto con las propiedades invasivas de las cepas tales como
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adherencia, formacion de biofilm y resistencia a la fagocitosis (Cramton y col., 1999).
Entre las numerosas adhesinas presentes en la membrana de S. aureus, la habilidad de
internalizarse en células epiteliales y fagocitos no profesionales (Almeida y col., 1996;
Gresham y col., 2000; Sinha y Fraunholz, 2010) estaria relacionada principalmente con
la expresion de proteinas superficiales de unién a fibronectina (FnBP) (Fowler y col.,
2000), las cuales se encuentran presentes en la mayoria de las cepas de S. aureus aisladas
de infecciones humanas y bovinas (Mongodin y col., 2002; Ote y col., 2011; Klein y col.,
2012). Las proteinas FnBP-A y FnBP-B (codificadas por los genes fnbA y fnbB) se
encuentran ancladas a la membrana de la pared celular de S. aureus. Resultados recientes
de nuestro grupo de trabajo demostraron que cepas de S. aureus con alta capacidad de
internalizacién a la CEM sobre expresaron fnBP en comparacion con las cepas de baja
capacidad invasiva (Pereyra y col., 2016) resaltando la importancia de este FV en la

adhesion-invasion a las CEM.

1.6.1 Polisacaridos capsulares.

Staphylococcus aureus produce polisacaridos capsulares (CP) tanto in vivo como in
vitro bajo condiciones definidas de cultivo (Stringfellow y col., 1991; Lee y col., 1993).
Estos CP son importantes en la patogénesis de infecciones estafilocdcicas y han sido
postulados como uno de los principales FV de la bacteria (O'Riordan y Lee, 2004). Los
serotipos de polisacaridos capsulares 5 y 8 (CP5 y CP8) son los de mayor prevalencia en
bovinos, estando asociados al 70-80% de los aislamientos (Guidry y col.,, 1997;
Tollersrud y col., 2000). La produccién de CP por S. aureus enmascara los anticuerpos
dirigidos contra componentes de la pared celular e impide el mecanismo de activacién
por complemento, por lo cual las cepas capsuladas son mds resistentes a la fagocitosis
(Paape y col., 2003). De este modo los CP dificultan la eliminacién de la bacteria e
incrementan su habilidad para diseminarse y sobrevivir en el torrente sanguineo y tejidos
(O'Riordan y Lee, 2004). Se ha demostrado que la ausencia de expresion de CP aumenta
la adherencia (Pohlmann-Dietze y col., 2000) e invasién de S. aureus a las células
endoteliales y epiteliales mamarias bovinas in vitro (Buzzola y col., 2007; Thurlow y col.,
2011; Bardiau y col., 2014). Ademds, se ha observado que cepas de S. aureus CP
negativas indujeron mastitis experimentales crénicas en ratones, sugiriendo que la
pérdida de la expresion de capsula podria aumentar la persistencia de S. aureus en la GM

(Tuchscherr y col., 2005).
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1.6.2 Biofilm.

Se ha documentado que la formacion de biofilm es un importante FV de S. aureus que
facilita la adherencia y colonizacion del epitelio de la GM y que constituye un medio por
el cual las bacterias evaden las defensas inmunolégicas del animal causando IIM
persistentes en los bovinos (Cucarella y col., 2002; 2004; Melchior y col., 2006; 2007;
Wu y col., 2011). Si bien la habilidad de cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovina
para producir biofilm in vitro ha sido evaluada en diferentes estudios usando varios
métodos (Dhanawade y col.,, 2010; Oliveira y col., 2006), la demostracién de su
formacion in vivo contintda siendo un desafio (Veh y col., 2015). A la fecha no existen
estudios in vivo que puedan respaldar directamente la hip6tesis de que la formacién de
biofilm es responsable de la ineficacia de la terapia con antimicrobianos y de la
persistencia de las IIM causadas por S. aureus en bovinos (Melchior y col., 2006; Veh y
col., 2015; Schonborn y Kromker, 2016).

La formacion de biofilm ocurre a través de pasos secuenciales, con una inicial
adherencia de la bacteria planctonica a una superficie sélida, seguida de la subsecuente
proliferacciéon y acumulacion de clusters celulares en multiples capas, y la formacion final
de una comunidad bacteriana encerrada en una matriz polimérica producida por ella
misma (Stoodley y col., 2002). Finalmente, en el proceso de maduracién, muchos
estafilococos generan un glicocalix, una capa de limo que protege atin mds a las bacterias
en el biofim (Melchior y col., 2006). Cuando el biofilm llega a una masa critica, se alcanza
un equilibrio dindmico en el que la capa celular mds externa comienza a generar
organismos plancténicos. Estas bacterias son libres de escapar del biofilm y colonizar
otras superficies (Dunne, 2002) (Figura 2). Estudios preliminares con cepas aisladas de
mastitis en rumiantes han demostrado la capacidad de producir biofilm in vivo seguido a
la infeccion experimental de la GM en ovejas. Ademas, las cepas productoras de biofilm
tuvieron un capacidad de colonizacion significativamente mds alta comparadas con las
variantes no productoras (Baselga y col., 1993).

La formacioén de biofilm perjudica la accién tanto del sistema inmune del hospedador
como de los agentes antimicrobianos, y por lo tanto representa uno de los mecanismos de
supervivencia mds importantes de bacterias que colonizan en forma persistente el nicho
extracelular (Melchior y col., 2006). Sin embargo, la expresion de un fenotipo biofilm

positivo en cepas de estafilococos puede depender de la presencia de glucosa, cloruro de
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sodio (NaCl), asi como de otras condiciones ambientales, y de determinados factores
genéticos (Christensen y col., 1982; Bardiau y col., 2014).

La implicancia de los biofilms en las infecciones y en la resistencia a drogas ha
incrementado el interés en la caracterizacion de los genes que estdn involucrados en la
formacion de los mismos. Numerosos son los genes de S. aureus que se han asociado a la
produccién de biofilm, algunos de los mds relevantes son: los genes ica (intercellular
cluster adhesin, en espafiol, cluster de adhesion intercelular), el gen bap que codifica para
la produccion de la proteina de superficie Bap (biofilm associated protein o proteina

asociada a biofilm) y el tipo Agr (accessory gene regulator o gen regulador accesorio).
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Figura 2. Ciclo de vida del biofilm. (Adaptado de Reffuveille y col., 2017).

1.6.2.1 Genes ica.

Trabajos previos han detectado la presencia del locus ica en la mayoria de las cepas
de S. aureus aisladas de mastitis bovina, indicando un rol potencial como factor de
virulencia en la patogenia de la mastitis en rumiantes (Cucarella y col., 2004). EI locus
ica esta compuesto por los genes icaADBC y entre ellos, icaA e icaD han mostrado un rol
importante en la formacién de biofilm en S. aureus y S. epidermidis (Gotz, 2002). La
matriz extracelular que encierra la comunidad bacteriana estd conformada por el
polisacérido de adhesion intercelular (PIA, polysaccharide intercellular adhesin) o poly-
N-acetyl-B-1,6-glucosamina (PNAG), producido por las enzimas codificadas por el

operén icaADBC (Cucarella y col., 2004; Go6tz, 2002). Los genes icaA e icaD cumplen
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un rol primario en la sintesis del exopolisacarido. El gen icaA codifica la N-
acetilglicosaminiltransferasa, enzima transmembrana involurada en la sintesis del PNAG
(Gerke y col., 1998). El gen icaD ha sido reportado como un gen critico para la mdxima
expresion de la N-acetilglucosaminiltransferasa (Arciola y col., 2001). El producto de
icaC esta involucrado en la traslocacion del exopolisacédrido sintetizado a la superficie
celular. El producto de icaB es la N-deacetilasa responsable por la parcial deacetilacion
del PNAG. La deacetilacién del PNAG es relevante para el desarrollo estructural de
exopolisacdridos del biofilm, permitiendo la fijacién del polimero al exterior de la

superficie bacteriana (Aricola y col., 2015).

1.6.2.2 Gen bap.

El gen bap codifica a una gran proteina de 2.276 aminodcidos que promueve tanto
la adherencia primaria a superficies inertes y la adhesion intercelular, en contraste con el
PIA/PNAG que principalmente involucra la adhesion intercelular. La formacién de la
proteina Bap se ha descripto como un mecanismo alternativo independiente de ica para
la formacidn de biofilms por parte de aislados de S. aureus causantes de mastitis (Ubeda
y col., 2003; Cucarella y col., 2004; Lasa y Penadés, 2006).

Cucarella y col. (2002) demostraron que Bap interfiere con la actividad de las
proteinas MSCRAMMs disminuyendo: la adhesiéon a fibrindgeno y fibronectina, la
adherencia al tejido glandular mamario en ensayos ex vivo, la internalizacién a células
epiteliales y la colonizacién inicial de la GM en ovejas. Por su parte, Valle y col. (2012)
demostraron que la proteina Bap promueve la adhesién de S. aureus a las MAC-T; sin
embargo, previene la entrada de la bacteria a las mismas. Por otra parte, bacterias
deficientes en Bap mostraron una capacidad aumentada para invadir las CEM en un
modelo de mastitis en raton. Estos hallazgos, sumados a los de trabajos previos (Cucarella
y col., 2001; Ubeda y col., 2003; Cucarella y col., 2004), demuestran que Bap afecta la
colonizacién inicial del tejido mamario promoviendo la formacién de agregados
bacterianos que sobreviven adheridos a las CEM y evadiendo al sistema inmune por el
enmascaramiento de los antigenos de superficie, lo cual facilitaria la persistencia de S.

aureus a largo plazo.

1.6.2.3 Tipo Agr.
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En el género Staphylococcus , el sistema que regula la expresion de los FV en
respuesta a la densidad celular es el sistema regulador de genes accesorio (agr) (Recsei y
col., 1986). El sistema agr puede regular la expresion de proteinas de superficie y factores
de virulencia extracelulares (Moodley y col., 2006). Este sistema incluye AgrD, el
octapéptido de sefializacion producido en alta densidad celular; AgrB, una proteina
transmembrana responsable de la secrecidn, exportacion y procesamiento de AgrD
activo; y AgrC, un receptor de membrana que activa el mecanismo de fosforilacién de
AgrA cuando se une a AgrD. El AgrA fosforilado regula positivamente la produccién de
la molécula efectora ARN III (Geisinger y col., 2012). El sistema agr es polimoérfico y
permite la clasificacion de cepas de S. aureus en cuatro grupos (Agrl, Agrll, Agrlll, y
AgrIV) en base a la especifidad del péptido autoinducido (AIP) para el receptor de seial
AgrC (Mayville y col., 1999; Shopsin y col., 2003; Buzzola y col., 2007).

El sistema Agr responde a la densidad bacteriana “quorum sensing” (del inglés
percepcion de quorum), de manera que, durante la fase post-exponencial de crecimiento,
cuando aumenta el nimero de bacterias, se estimula la transcripcion de RNAIIL, que es la
molécula efectora de este sistema regulador (Yarwood y Schlievert, 2003; Cheung y col.,
2004). Como resultado, se inhibe la expresion de proteinas superficiales y se activa la
expresion de toxinas y enzimas extracelulares (a-toxina, B-toxina, lipasas, proteasas),
factores de virulencia relacionados con la adquisicién de nutrientes, la supervivencia y la
diseminacién bacteriana. Al mismo tiempo la produccién de nucleasas y proteasas
colaboran en la liberacion de bacterias que forman parte de biofilms (Novick y Geisinger,
2008; Otto, 2013). Parte de los transcriptos de RNAIII se traducen para producir delta-
hemolisina (HId), que es una de las modulinas fenol-solubles involucradas en la

reestructuracion del biofilm (Periasamy y col., 2012).

1.6.3 Genes de resistencia a los antibi6ticos.

Se considera que el uso exesivo de agentes antimicrobianos en humanos y en
medicina veterinaria ha sido una importante causa para favorecer la emergencia y
diseminacién de bacterias multiresistentes. Staphylococcus aureus puede sobrevivir a la
accion de los los agentes antimicrobianos debido a la portacion de varios genes de
resistencia (Peacock y col., 2002). La resistencia a la penicilina desarrollada por los
estafilococos estd mediada por dos mecanismos: por la secreciéon de una enzima [3-

lactamasa que inactiva el antibidtico por hidrélisis de su anillo de B-lactdmico, y esta
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codificada por el gen blaZ en un plasmido o cromosoma (Olsen y col., 2006), o por la
produccién de una proteina de unién a penicilina (PBP2A) codificada por el gen mecA,
incrustado en un elemento genético mévil en el cromosoma bacteriano llamado

Staphylococcus Chromosome Cassette mec o SCCmec (Moon y col., 2007).

1.6.3.1 Gen blaZ.

La resistencia de S. aureus a la bencilpenicilina es causada principalmente por el
gen blaZ que codifica la produccion de betalactamasas, que hidrolizan los betalactdmicos.
La penicilina G ha sido considerada la droga de eleccién para tratar la IIM por S. aureus;
sin embargo, aislados resistentes fueron detectados, y se informé que su prevalencia varia
ampliamente entre los paises de 18 a 100% (Aarestrup y Jensen, 1998; De Oliveira y col.,
2000; Russi y col., 2008; Persson y col.,2011). La produccion de B-lactamasa se considera
el mecanismo mas frecuente de resistencia a la penicilina entre los S. aureus aislados de
IIM en bovinos (Haveri y col., 2005; Olsen y col., 2006; Persson y col., 2011). Este tipo
de resistencia en S. aureus puede surgir a través de dos mecanismos: la propagacion de
clones resistentes o mediante la diseminacién horizontal de los elementos méviles que
contienen el gen blaZ (Holzbauer y Chiller, 2006; Malachowa y DeLeo, 2010).

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

resistencia (blaZ) y entre cepas agr-1II y la presencia del elemento de insercién IS257.

1.6.3.2 Gen mecA.

Los S. aureus resistentes a la meticilina (MRSA, Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus) son uno de los principales patogenos oportunistas a nivel
hospitalario en medicina humana, y algunos linajes especificos estdn surgiendo en el
ganado y relacionados a las granjas. Los MRS A representan un problema de salud publica
importante porque podrian transferirse a los humanos a través de la cadena alimentaria y
podria contaminar la leche y los productos lcteos causando enfermedades transmitidas
por los alimentos (Wang y col., 2015). Ademads, los animales podrian portar cepas de S.
aureus implicados en infecciones zoonoéticas (Klibi y col., 2018). La resistencia a

meticilina en S. aureus es conferida por la expresion del gen mecA, que también causa
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resistencia a la mayoria de los B-lactdmicos (Tiirkyilmaz y col., 2010; Bardiau y col.,
2013). La resistencia a B-lactdmicos en S. aureus es una causa importante del fracaso de
los tratamientos de infecciones en humanos y animales. La transferencia horizontal de
genes de resistencia a los antimicrobianos entre las cepas del ganado y las asociadas a los
humanos es un problema cada vez mayor para la salud publica (Brody y col., 2008),
considerando que en los ultimos afios, han aparecido reportes de casos de mastitis bovina
producidos por S. aureus resistente a la meticilina (SARM) en diferentes partes del mundo

(Moon y col., 2007; Turutoglu y col., 2009; van Duijkeren y col., 2013).

1.7 Persistencia de las infecciones intramamarias por Staphylococcus aureus.

Las IIM persistentes por S. aureus se asocian frecuentemente con episodios
clinicos recurrentes y aumentos a largo plazo en el RCS de la leche. Las cepas persistentes
a menudo expresan conjuntos de genes que se relacionan con su adaptacion al medio
intramamario y permiten la supervivencia intracelular y la subsiguiente modulacién de
los mecanismos de defensa del hospedador (Atalla y col., 2010).

Como se ha mencionado, la persistencia intracelular de S. aureus ha sido descripta
en macrofagos asi como también en fagocitos no profesionales tales como células
epiteliales, queratinocitos y células endoteliales (von Eiff y col., 2001; Clement y col.,
2005; Kubica y col., 2008). Una gran variedad de factores bacterianos han sido asociados
con la persistencia intracelular incluyendo a reguladores globales como el sistema Agr,
al factor alternativo SigB, la a-toxina y la habilidad de formar fenotipos bacterianos
alterados o SCV, entre otros (Atalla y col., 2009). La forma de vida intracelular puede
facilitar la persistencia de S. aureus en la GM, protegiendo a la bacteria de los
tratamientos antimicrobianos y de las defensas inmunes del hospedador (Sendi y Proctor,
2009).

Luego de la internalizacion en las células epiteliales S. aureus es capaz de sobrevivir
en vacuolas endociticas evitando la fusién lisosomal. En este ambiente los organismos
pueden replicarse o escapar del endosoma, multiplicindose en el citoplasma de la célula
hospedadora (Bayles y col., 1998; Qazi y col., 2001). En un estudio reciente, utilizando
una linea celular de macréfagos humanos, Jubrail y col. (2016) demostraron que una
acidificacion disminuida en el fagolisosoma se asocié con una falla en la maduracién
fagosomal y una reduccidn en la actividad de la enzima catepsina-D, lo cual conduce a la

inhibicion de la apoptosis y a la persistencia de S. aureus en los macréfagos.
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Por otra parte, en estudios previos sobre IIM persistentes causadas por S. aureus se
ha observado que las cepas que causan este tipo de infeccion difieren de las que causan
infecciones transitorias. Estas diferencias entre cepas fueron observadas usando técnicas
de tipificacion molecular descriptivas (Haveri y col., 2008; Fournier y col., 2008; Graber
y col., 2009; Ote y col., 2011), encontrandose, ademas, diferencias funcionales en ensayos
in vitro e in vivo (Buzzola y col., 2007; Atalla y col., 2009; Lewandowska-Sabat y col.,
2013; Bardiau y col., 2014; 2016). Por su parte, Schukken y col. (2011) sugieren que la
adaptacion de las cepas dominantes al hospedador daria lugar a infecciones asociadas con
patrones de enfermedad clinicamente menos severa y mayor oportunidad de permanencia
y transmision en el rodeo. Dado que diferentes cepas de S. aureus utilizan estrategias de
infeccion y supervivencia Unicas, se ha teorizado que la respuesta inmune del hospedador
también variard de acuerdo con la cepa infectante (Kim y col., 2011).

Estudios previos basados en infecciones experimentales con la misma cepa y tamafio
del in6éculo, han demostrado una gran variabilidad individual entre animales en lo que
respecta al curso, la duracion y la gravedad de la mastitis (Plommet y Le Gall, 1963). En
particular, no se han esclarecido completamente los primeros eventos que tienen lugar
durante la fase de latencia de la enfermedad, desde la intrusiéon de S. aureus al
microambiente de la GM hasta el inicio de la respuesta inflamatoria. Por lo tanto, el
estudio de la expresion temporal de los diversos FV a medida que avanza la infeccién
seria de gran utilidad. Ademas, la proporcion de bacterias intracelulares que sobreviven
el escape del fagolisosoma y la propension de las bacterias citosdlicas a adoptar el
fenotipo SCV son cuestiones sin resolver (Sinha y Fraunholz, 2010). La abundancia de
datos de experimentos in vitro contrasta con la escasez de evidencia basada en datos in
vivo 0 ex vivo, en cuanto a la adhesion e invasién a CEM, supervivencia intracelular en
fagocitos, desarrollo de biofilm o la contribucién de SCV alaresistencia a los tratamientos

antimicrobianos (Rainard y col., 2017).

1.8 Mecanismos de defensa de la GM bovina.

Los mecanismos de defensa de la GM bovina involucran diversos factores
anatomicos, celulares y moleculares asociados a este tejido que se engloban dentro de la
inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. Ambos mecanismos de respuesta interactian
en forma coordinada en un intento de proporcionar proteccion contra los

microorganismos causantes de mastitis (Rainard y Riollet, 2006). En oposicién con el
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sistema inmune adaptativo, que requiere varios dias para ejercer una respuesta protectora,
el sistema inmune innato estd preparado para responder inmediatamente en los primeros
minutos a horas luego de una invasién microbiana. De este modo, el sistema inmune
innato representa la primera linea de defensa inmunoldgica activa contra patdgenos
invasores una vez que han penetrado las barreras anatémicas del canal del pezén. La
rapidez y la magnitud de esta respuesta influyen en la resolucién de las IIM, como asi
también en la naturaleza de la respuesta inmune adaptativa (Aitken y col., 2011;
Nickerson y Sordillo, 2017).

La interaccion entre el sistema inmune del hospedador y los patégenos causantes
de mastitis es intrincada, ya que ambos han logrado co-evolucionar para reconocer,
responder y adaptarse al otro. Como tal, los patégenos microbianos han desarrollado
diversas estrategias para alterar y evadir las defensas del hospedador con el fin de
sobrevivir. Por otra parte, el sistema inmune del hospedador también posee la capacidad
de adaptarse y dispone de un gran arsenal para controlar o eliminar la amenaza
microbiana. Aun asi, es ampliamente aceptado que la susceptibilidad de los individuos
dentro de una especie determinada difiere para un mismo patégeno microbiano
(Thompson-Crispi y col., 2014).

Las bacterias expresan un gran repertorio de FV que se producen en
concentraciones variables dependiendo de la etapa de infeccion (Bharathan y Mullarky,
2011) y que en parte determinan las diferencias en la magnitud y la duracién de la
respuesta inmune del hospedador (Thompson-Crispi y col., 2014). Esta variabilidad en la
interaccién patégeno-hospedador estd controlada por la composicidén genética inherente
del hospedador, incluidas las respuestas inmunes innatas y adaptativas, particularmente
la memoria inmunoldgica adquirida, asi como por la naturaleza del agente patégeno

(Hermann, 2007).

1.8.1 Inmunidad innata.

En la GM bovina, la inmunidad innata constituye la primera linea de defensa
contra los patégenos causantes de mastitis y su sello distintivo es la inflamacién. Cuando
las defensas innatas responden en forma adecuada, los patégenos son eliminados en un
corto periodo de tiempo y la respuesta inflamatoria se resuelve rdpidamente (Nickerson

y Sordillo, 2017).
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Los principales efectores celulares dentro del sistema inmune mamario son las
células somaticas (Paape y Capuco, 1997), que se reclutan del torrente sanguineo en
cantidades variables dependiendo del patégeno involucrado (Kehrli y col., 1994; Sordillo
y Streicher, 2002; de Haas y col., 2004). Los patégenos Gram negativos, tales como E.
coli provocan una respuesta inflamatoria rdpida y de gran magnitud a través de una
estimulacidn vigorosa de la sintesis de citoquinas y otros mediadores endégenos, lo que
resulta en la activaciéon completa de la respuesta inmune local y generalizada del
hospedador (Burvenich y col., 2003; Jensen y col., 2013). Por otra parte, S. aureus y otros
patégenos Gram positivos provocan una respuesta inflamatoria retardada y de menor
magnitud en la GM y generalmente ninguna reaccion sistémica (Giinther y col., 2017).
Como resultado, estas infecciones muy a menudo pueden volverse persistentes (Hensen
y col., 2000).

Las defensas innatas contra los patégenos de la mastitis consisten en barreras
anatémicas provistas por el canal del pezon, barreras celulares como los leucocitos de la
leche y tejidos con sus receptores celulares y barreras solubles compuestas por una

variedad de factores moleculares no celulares (Tabla 1).

1.8.1.1 Defensas anatomicas.

El canal del pezon es la primera linea de defensa anatémica contra los patdgenos
causantes de mastitis. Este canal estd sellado entre ordefios y en el periodo seco por un
recubrimiento de queratina derivado del propio epitelio de revestimiento estratificado del
canal. El recubrimiento de queratina constituye una barrera fisica que impide la
penetracion de las bacterias. Ademads, la queratina es capaz de unirse e inmovilizar a la
mayoria de las cepas de bacterias no capsuladas causantes de mastitis (Craven y Williams,
1985). Adicionalmente, algunos componentes de la queratina pueden tener actividad
microbicida, aunque la eficacia bactericida de la queratina entera puede ser limitada
(Craven y Williams, 1985). Durante el ordefio la leche elimina el recubrimiento de
queratina, y el canal del pezdn se distiende por el vacio y el flujo de leche. Después del
ordefo, se requieren 2 horas para que el esfinter se contraiga y se cierre el canal del pezén
(Schultze y Bright, 1983). Por otra parte, la mdiquina ordefiadora puede dafiar
mecanicamente y producir disturbios circulatorios en el pezén. Lesiones en la piel y en el
canal del pezon, son factores que predisponen a la colonizacién por bacterias tales como

S. aureus, y que pueden resultar en una nueva [IM.
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Tabla 1. Resumen de los mecanismos de defensa innatos de la glandula mamaria bovina
(Adaptado de Nickerson y Sordillo, 2017).

Tipo Factor Mecanismo
Anatomica Esfinter del pezon  El esfinter muscular provee una barrera mecénica para evitar la entrada bacteriana
La queratina impide el crecimiento bacteriano y la entrada a la glandula
La roseta de Fiistenberg esta densamente poblada por leucocitos; defensa no definida
aun
Celular Neutrofilos Fagocitosis y destruccion bacteriana; secretan factores antibacterianos; forman NETs
Macrofagos Fagocitosis y destruccion bacteriana; secretan citocinas y oxilipidos
Células dendriticas Fagocitosis y produccion de citoquinas
Células Natural

killer Linfocitos no inmunes que secretan proteinas antibacterianas en la GM
Células epiteliales  Expresion de TLR que sensa la presencia de bacterias en la GM

Soluble Citoquinas Factores proinflamatorios que incrementan la actividad de los leucocitos
Complemento Bacteriolitico y facilita la fagocitosis
Lactoferrina Propiedades bacteriostaticas debido al secuestro de hierro

NETs: trampas extracelulares de neutrofilos; GM: gldndula mamaria; TLR: receptores tipo Toll.

1.8.1.2 Defensas celulares innatas.

Si las bacterias son capaces de atravesar el esfinter del pezoén y penetrar en el canal
del mismo, la segunda linea de defensa consiste en las células del sistema inmune innato,
como neutréfilos, macréfagos, células dendriticas (CD), células asesinas naturales o
natural killer (NK), asi como las CEM (Figura 3). El ndmero y actividad de las
poblaciones leucocitarias juega un rol vital en la determinacién de la severidad y duracién
de las IIM (Oviedo-Boyso y col., 2007).

La mastitis induce leucocitosis en la leche y los PMN neutréfilos son el tipo celular
predominante tanto en mastitis agudas como crénicas. Los neutréfilos juegan un rol clave
en las defensas de la GM y su rdpida movilizacién desde la sangre hacia la leche es crucial
para prevenir la proliferacion de bacterias de crecimiento rapido y la subsecuente mastitis
aguda (Burvenich y col., 2007; Sordillo, 2018). Durante la mastitis, la proporcién de
neutréfilos aumenta draméticamente y a menudo constituye mds del 90% de las células
en la leche (Sandholm y Helsingin, 1995).

Los neutréfilos bovinos atraviesan el epitelio de la GM por diapédesis sin causar dafio
a las células epiteliales a menos que la migracion sea extensa (Lin y col., 1995), en cuyo
caso tanto el dafio mecdnico como quimico son posibles (Akers y Nickerson, 2011). Los
neutréfilos poseen una membrana con un nimero de receptores funcionalmente
importantes: 1) moléculas de adhesién L-selectina y P2-integrina, que promueven la

unién a células endoteliales para facilitar su migracion hacia el foco de infeccion y 2)
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receptor para la porcion Fc de las inmunoglobulinas IgG e IgM y para los componentes
del complemento, C3b y C3bi (Ezzat Alnakip y col., 2014), que median la primera
funcion que cumplen los neutréfilos en la GM, que es fagocitar microorganismos
(Rainard y Riollet, 2006).

Los macréfagos son un tipo celular importante en la leche, la secrecion de la ubre en
involucion y en el tejido mamario (Jensen y Eberhart, 1981; McDonald y Anderson, 1981;
Sordillo y col., 1987). Son células fagociticas activas en la GM, que ingieren bacterias,
restos tisulares y componentes de la leche (Sordillo y Nickerson, 1988) y ademds, son
importantes células presentadoras de antigenos (CPA). Siguiendo a la diapédesis de los
neutréfilos, los macréfagos inician su principal funcién de fagocitosis y destruccion del
patégeno que se asocia a la liberacién de numerosos mediadores inflamatorios (Burvenich
y col, 2004). Durante la fagocitosis, los macréfagos también liberan numerosas
substancias que pueden dafiar la superficie de la mucosa de la GM. El tejido dafiado sera
reemplazado por tejido fibroso con la consecuente disminucion del nimero de células
secretoras (Turk y col., 2017). Los macréfagos en la leche y el tejido mamario reconocen
los productos bacterianos y después del procesamiento interno, se activan y liberan
citoquinas pro-inflamatorias que desencadenan la respuesta de fase aguda y la inmunidad
adaptativa (Andersson, 2004). Sin embargo, son menos activos que los neutréfilos de
leche en la fagocitosis, y ambos tipos de células de leche son menos eficientes que sus
contrapartes de sangre (Mullan y col., 1985). Las capacidades funcionales de los
macréfagos de la GM disminuyen notablemente durante el periodo del periparto, y esta
alteracion se ha relacionado con una mayor incidencia de mastitis (Sordillo y Streicher,

2002; Waller, 2000).
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Figura 3. A. Esquema que muestra las defensas anatémicas mds importantes en la
glandula mamaria bovina que actian como barrera. B. Defensas celulares y solubles que
participan en la respuesta inmune innata de la glandula mamaria. Los macréfagos
localizados en los alvéolos mamarios fagocitan bacterias ubicadas en la cisterna de la
glandula. Estos macréfagos activados liberan citoquinas como factor de necrosis tumoral-
alfa (TNF-a) e interleuquina-1beta (IL-1B). C. Las células endoteliales de los vasos
sanguineos adyacentes a los alvéolos expresan moléculas de adhesién en respuesta a
citoquinas pro-inflamatorias y facilitan el reclutamiento de neutréfilos provenientes del
flujo sanguineo al sitio de infeccién para eliminar bacterias invasoras. Asimismo, las
células epiteliales mamarias (CEM) presentan funciones de reconocimiento de patégenos.

(Adaptado de Oviedo-Boyso y col., 2007).

Las CEM que revisten el canal del pezon, la cisterna de la glandula y los alvéolos
constituyen en conjunto las primeras células que reconocen a los patégenos y participan
en el desencadenamiento de la respuesta inflamatoria en la GM. Estas células expresan
receptores de reconocimiento de patrones (RRP), principalmente receptores tipo toll
(TLR) (Alva-Murillo y col., 2012). En respuesta a una estimulacion bacteriana las CEM
secretan moléculas efectoras y mediadores inflamatorios de la inmunidad innata. Se

observd que pueden secretar IL-8 y otros componentes de defensa como defensinas,
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metabolitos de acido araquiddnico y lactoferrina (Lf), entre otros (Rinaldi y col., 2010,
Smolenski y col., 2011, Alva-Murillo y col., 2012, Wellnitz y col., 2012, Ezzat Alnakip
y col., 2014).

Durante la respuesta inflamatoria los neutréfilos y macréfagos liberan enzimas,
mediadores inflamatorios y especies reactivas de oxigeno (ROS, reactive oxygen species)
por los cuales se promueve la eliminacion de las bacterias, pero también ocasionan dafio
en el tejido que los rodea (Pham, 2006). Como consecuencia de la acumulacién de ROS
puede desarrollarse el estrés oxidativo. Excesivas cantidades de ROS y otros productos
del estrés oxidativo, como los hidroperdxidos lipidicos, pueden adicionalmente contribuir
a la destruccién celular y tisular (Ryman y col., 2015). Ademas, el incremento en la
produccién de ROS en leche, afecta sus propiedades organolépticas y reduce directamente
la calidad de la misma (Lykkesfeldt y Svendsen, 2007).

Otro componente que forma parte del proceso infamatorio en la mastitis bovina es el
oxido nitrico (NO, nitric oxide). La sintesis de NO se produce por accién de una enzima,
la 6xido nitrico sintasa (NOS, nitric oxide synthase), a partir del aminodcido L-arginina.
El NO controla varias funciones fisiolégicas del cuerpo y constituye un importante
mecanismo de defensa del hospedador para destruir microbios. El efecto antimicrobiano
del NO es debido al peroxinitrito, metabolito nitrogenado reactivo, derivado de la
oxidacién del NO. Los macréfagos y células epiteliales de la GM producen cantidades
significativas de NO que toma parte en el proceso inflamatorio (Boulanger y col., 2001).
Numerosos trabajos reportaron un incremento significativo en los niveles de NO en
secreciones mamarias provenientes de mastitis subclinicas y clinicas (Komine y col.,
2004; Osman y col., 2010a; 2010b). EI NO puede sintetizarse endégenamente a partir de
la arginina mediante 2 6xido nitrico sintasas constitutivas (endoteliales y neuronales)
(cNOS) y una NOS inducible (iNOS). iNOS se expresa especialmente en monocitos,
como resultado de la activacion con sustancias de origen microbiano, tales como LPS y
por citoquinas, por ejemplo, el TNF-a (Onoda y Inano, 1998; Blum y col., 2000;
Boulanger y col., 2001).

1.8.1.3 Defensas solubles.

Numerosos factores solubles se han asociado con las defensas innatas de la GM. Entre
ellos se encuentran diversos elementos contenidos en la leche con accidon sobre las

bacterias, tales como: lisozima, Lf y lactoperoxidasa.
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El sistema de complemento estd presente en suero y leche, y cumple un papel
importante dentro de los mecanismos inmunolégicos solubles de la GM. El complemento
es una familia de proteinas y fragmentos proteoliticos derivadas de ellas, que ejercen
numerosas funciones inmunoldgicas, entre ellas: opsonizaciéon de microorganismos,
quimiotaxis de PMN vy lisis de bacterias (Foster, 2005).

Las citoquinas son un grupo heterogéneo de proteinas sintetizadas naturalmente por
una amplia variedad de células, principalmente por células inmunes, que actian como
mensajeros quimicos de la respuesta inmunoldgica (Oviedo-Boyso y col., 2007). Las
citoquinas pro-inflamatorias promueven la inflamacién rdpidamente después del
reconocimiento del patdgeno, mientras que las citoquinas anti-inflamatorias suprimen y
limitan la actividad de las citoquinas pro-inflamatorias.

Una gran variedad de citoquinas, tales como IL, factor estimulante de colonias, IFN-y
y el TNF-a han sido encontrados en GM sana e infectada (Oviedo-Boyso y col., 2007).
Entre ellas, las citoquinas IL-1f3, IL-6 y TNF-a y las quimioquinas IL-8 y CCL-2
promueven la inflamacién (Schukken y col., 2011).

La IL-1p es una citoquina pro-inflamatoria producida por monocitos, macréfagos, CD,
linfocitos, células epiteliales y endoteliales y fibroblastos. La expresion de IL-1fB es
inducida en respuesta a bacterias, virus, hongos y parasitos, como asi también por fuentes
no microbianas como: TNF-q, IL-12 y componentes del complemento (C5a). Ademds de
ser inducida por otras citoquinas, IL-1f provoca la produccion de otras citoquinas tales
como TNF-q, IL-6, IL-8 y IL-12 (Bannerman, 2009). Durante la respuesta inflamatoria,
esta citoquina regula la expresion de moléculas de adhesion en las células epiteliales y la
quimiotaxis de neutréfilos en infecciones causadas por Escherichia coli. El rol de la IL-
1B en infecciones causadas por S. aureus es importante solo en etapas tempranas (Oviedo-
Boyso y col., 2007).

El TNF-a es una citoquina pro-inflamatoria secretada a partir de muchos tipos de
células, incluyendo macréfagos, linfocitos, neutrdfilos y células epiteliales. Esta
citoquina participa de la actividad quimiotactica de los neutréfilos ya que induce la
expresion de moléculas de adhesion en las células epiteliales. Es la principal citoquina
producida en momentos tempranos de la respuesta inmune innata y ademas es responsable
del desarrollo de fiebre y shock séptico en mastitis hiperaguda producida por bacterias
coliformes (Oviedo-Boyso y col., 2007).

La IL-6 es una citoquina pleiotropica con propiedades anti y pro-inflamatorias. Es uno

de los mediadores clave de la "respuesta de fase aguda" en la inflamacion (Giinther y col.,
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2009). Esta citoquina es producida por macréfagos, neutrofilos, células endoteliales,
células epiteliales y fibroblastos, y su expresion es inducida por bacterias y virus, como
asi también por citoquinas tales como IL-1B y TNF-a (Oviedo-Boyso y col., 2007;
Bannerman, 2009). Su presencia es activa en mastitis causadas por bacterias coliformes,
mientras que es insignificante en las IIM causadas por S. aureus (Alluwaimi y col., 2003).

La IL-4 ejerce una accion antagonista para IFN-y y su funcidén principal es la
regulaciéon de respuestas inmunes mediadas por IgE. Ademds, IL-4 estimula la
diferenciacion de los linfocitos ThO hacia Th2, es decir, la respuesta inmune humoral
(Fonseca y col., 2009). Los transcriptos de esta citoquina no fueron detectados en leche

de cuartos mamarios cronicamente infectados con S. aureus (Riollet y col., 2001).

1.8.2 Inmunidad adaptativa.

La iniciacién y la regulacién de la respuesta inmune adaptativa son fundamentales para
la resolucion de la infeccidn. Si la bacteria invasora de la GM sobrevive, la infiltracion
de neutréfilos es reemplazada, luego de un corto periodo, por linfocitos T y B (Tabla 2).
Los linfocitos pueden reconocer una amplia variedad de estructuras antigénicas a través
de receptores de membrana que definen la especificidad, diversidad, memoria y

reconocimiento de lo propio y no propio del sistema inmune (Nickerson y Sordillo, 2017).
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Tabla 2. Resumen de los mecanismos de defensa adaptativa de la glandula mamaria

bovina (Adaptado de Nickerson y Sordillo, 2017).

Tipo Subpoblacion Funciones
Linfocitos T Células Th Luego del reconocimiento del antigeno a través de moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) producen
citoquinas inmunoregulatorias; células de memoria seguido al
reconocimiento de antigenos.
Células Tc Lisis de células danadas del hospedador cuando se unen con
moléculas del CMH; producen citoquinas y limitan las
funciones de los leucocitos.

Células Tyd Su rol biologico no esta bien establecido en la GM.
Linfocitos B Células B maduras Células de memoria seguido al reconocimiento de antigenos.
Células plasmaticas Célula B diferenciada que sintetiza y secreta anticuerpos
contra un antigeno especifico.
Inmunoglobulinas IgGl Transporte selectivo hacia las secreciones mamarias;
opsonizacion de bacterias para aumentar la fagocitosis.
I1gG2 Transportada dentro de las secreciones mamarias durante la

diapédesis de los neutrofilos; opsonizacion de bacterias para
aumentar la fagocitosis.

IgA Puede causar aglutinacion bacteriana; previene la adhesion
bacteriana; neutraliza toxinas.
IeM Fijacion de complemento (C); ospsonizacion, aglutinacion,

neutralizacion de toxinas; opsonina para neutrofilos en
presencia de C.

Los linfocitos T reconocen los componentes antigénicos a través de receptores de
membrana y son los responsables de la regulacion y efectividad de la respuesta inmune
(Janeway y col., 2001). Del total de linfocitos sanguineos, la subpoblacién de células T
es la predominante en los rumiantes, llegando a representar hasta un 80% del total (Tizard,
2009). Los linfocitos T pueden dividirse en dos grandes poblaciones, dependiendo de la
expresion de marcadores de superficie y del tipo de citoquina secretada: los linfocitos
Tap, los cuales a su vez pueden ser subdivididos en T helper (Th) o colaboradores (CD4+)
y T citotéxicos (CTL) (CD8+), y los linfocitos Tyd. En la GM bovina sana predominan
los linfocitos Tap que expresan el fenotipo CD8+ fundamentalmente, en contraste con
los de sangre periférica que expresan primariamente el fenotipo CD4+ (Asai y col., 1998).
En el tejido glandular mamario de animales sanos, los linfocitos T CD4+ se localizan en
la porcion interalveolar, mientras que los linfocitos T CD8+ se encuentran principalmente
rodeando a los alvéolos (Leitner y col., 2003).

Los linfocitos Th virgenes o naive (Th0O) son activados mediante el reconocimiento
de un péptido o antigeno mediante el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)
clase II, presentado por las CPA mediante la interaccion con el TCR (T cell receptor).
Después de la activacion, las células ThO comienzan a dividirse y / o dan lugar a un clon

de células efectoras, cada una especifica para el mismo antigeno presentado en el mismo
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CMH 1II (Goldsby, 2003). Estas células Th efectoras son CD4+ y se pueden dividir en
cinco subtipos principales, con diferentes fenotipos de secrecién de citoquinas que
provocan caracteristicas funcionales tnicas para cada tipo: células tipo Thl, Th2, Th17,
T regulatorias (Treg) y T helper foliculares (TFH). En la tabla 3 se resumen las diferentes

subclases de linfocitos T y sus funciones principales.

Tabla 3. Diferenciacion y funciones de las diferentes subclases de linfocitos T (Adaptado

de Broker y col., 2016).

Linaje-Factor de

Citoquinas transcripcion  Citoquinas
inducidas especifico secretadas Principales funciones
TH1 IL-12, IFN-y"  Tbet IFN-y]IL-2  Activa macrofagos; Ayuda a células T CD8+
IL-4, IL-5,
TH2 IL-4 Gata3 IL-9, IL-13  Reclutamiento de eosinofilos, orquesta la inflamacion tipo2
TGF-B, IL1-B,
IL-6, IL-21, IL- Potencia la respuesta de neutrofilos; Ayuda a células B en
TH17 23 RORyT IL-17, IL-6  mucosas (IgA)
IL-6, IL-21, Ayuda a células B (cambia la clase de anticuerpos a IgG, IgA
TFH TGF-B Bel6 IL-21 y otras e IgE; madura la afinidad de los anticuerpos)
Suprime la respuesta de células T; Ayuda las células B en
Treg TGF-B Foxp3 TGF-, IL-10 mucosas (IgA)
CTL IL-2, IFN-y" Mata células infectadas

CTL: Linfocitos T citotoxicos; THF: Células T helper foliculares; Tn: Células T helper;

Treg: células T regulatorias.

En términos generales, las células Th1 median en una respuesta inmune celular y las
células Th2 potencian una respuesta humoral. Las poblaciones Thl, Th2 y Th17 y las
citoquinas que liberan, son antagénicas entre si y uno u otro subtipo es dominante en un
momento dado en respuesta a un patégeno particular (Kaiko y col., 2008).

Durante los estadios tempranos de la infeccidén por S. aureus, células del sistema
inmune innato del hospedador, como macréfagos, producen citoquinas pro-inflamatorias
como IL-1, IL-6, IL-12 p70, IL-18 y TNF-a (Buzas y col., 2004). Este ambiente de
citoquinas impulsa una respuesta de tipo Th1 y Th17 por parte de linfocitos TCD4+ que,
de manera exacerbada, puede resultar en un dafio sustancial a los tejidos del hospedador.

Los linfocitos T CD8+ poseen funciones tanto citotéxicas como supresoras, y por lo
tanto pueden eliminar células del hospedador que expresen antigenos extrafos (en
asociacion con el CMH-I) o pueden controlar o modular la respuesta inmune durante la
infeccion bacteriana. Se ha sugerido que las células T CD8+ citotéxicas pueden actuar

como “depuradores” (scavengers) removiendo células secretoras viejas o dafiadas, las
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cuales pueden incrementar la susceptibilidad de la GM a las infecciones (Taylor y col.,
1994). La evaluacion de secreciones lacteas de GM bovinas infectadas con S. aureus
revela una subpoblacién de linfocitos T CD8+ activados que son capaces de alterar o
suprimir la respuesta proliferativa de los linfocitos T CD4+ (Park y col., 1993). Los roles
inmuno-regulatorios de los linfocitos T CD8+ también dependen del estadio de la
lactancia. En un estudio realizado con células de sangre periférica de vacas lecheras, se
observo que linfocitos T CD8+ obtenidos en la mitad de la lactancia exhibian actividades
citotoxicas y expresaban IFN-y, mientras que los obtenidos durante el periodo post-parto
temprano no presentaban actividad citotéxica y expresaban principalmente IL-4 (Shafer-
Weaver y Sordillo, 1997). La predominancia del fenotipo supresor de las células T CD8+
en el periparto, podria ser una de las razones que expliquen el incremento de la incidencia
de IIM en dicho momento.

Durante las 1IM causadas por S. aureus, se produce un incremento en ambos tipos de
linfocitos. Cuando la infeccién ya se ha establecido, predomina el reclutamiento de
linfocitos T CD8+, lo que sugiere que este tipo de linfocitos desempeifia una importante
funcién en mastitis crénicas causadas por S. aureus (Riollet y col., 2001; Rivas y col.,
2002; Gronlund y col., 2006; Oviedo-Boyso y col., 2007).

Las células Tyd no han sido bien caracterizadas, pero se sugiere que tendrian capacidad
citotoxica, lo que las convertiria en una importante linea de defensa contra agentes
infecciosos, particularmente patégenos intracelulares (Skyberg y col., 2011). Soltys y
Quin (1999) mostraron un aumento de estas células en sangre durante I1IM
estafilocéccicas. Tanto en humanos como en bovinos, se ha propuesto que las
interacciones que desencadenan la activacion de las células Tyo serian independientes del
CMH y dependientes del Receptor de células T (TCR). Ademads, estas células podrian ser
directamente activadas por PAMPs en ausencia de CPA, lo cual tendria implicancia en la
respuesta inmune innata (Plattner y Hostetter, 2011). La contribucién de las variaciones
de los linfocitos Tyd en la inmunidad global de la GM no esté del todo clara, debido a que
las funciones bioldgicas de estas células son ain especulativas (Nickerson y Sordillo,
2017; Sordillo, 2018).

El principal rol de los linfocitos B es el de producir anticuerpos contra patégenos
invasores. A diferencia de los macréfagos y neutrofilos, los linfocitos B utilizan los
receptores de membrana para reconocer antigenos especificos (Sordillo y col., 1997). De
manera similar a los macréfagos y CD, estos linfocitos pueden funcionar como CPA. Los

linfocitos B internalizan, procesan y presentan el antigeno en el contexto del CMH-II a
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los linfocitos T CD4+. Después de la presentacion del antigeno procesado, los linfocitos
T secretan IL-2, la cual induce a su vez proliferacion y diferenciacion de linfocitos B en
células plasmaticas que producen anticuerpos y células B de memoria. A diferencia de
los linfocitos T, los linfocitos B, permanecen constantes durante la lactancia (Shafer-
Weaver y Sordillo, 1996).

En base a los antecedentes descriptos se desprende la necesidad de resolver numerosos
interrogantes sobre la patogenia de las IIM causadas por S. aureus. Como ejemplo, no
estd claro si las discrepancias observadas en la gravedad de las mastitis entre vacas, son
el resultado de las diferencias en el repertorio de FV que expresan las cepas, la interaccion
patégeno-hospedador o la respuesta inmune del hospedador. Asimismo, los FV y los
factores reguladores globales que se expresan durante el desarrollo de la infeccién y
contribuyen a la adaptacion y persistencia intracelular de S. aureus en la GM bovina no
han sido estudiados atn. En las mastitis por S. aurues son numerosos los factores que
intervienen en la modulacién del proceso infeccioso hacia la resolucién o hacia la
cronicidad. El conocimiento del perfil molecular de las cepas, podria ser una herramienta
que permita exponer los patrones de genes de virulencia mds prevalentes en los rodeos
lecheros, y avanzar en la elucidacion del mecanismo de la patogénesis de la mastitis por
S. aureus. Esto serd fundamental para el desarrollo de estrategias superadoras para

protocolos de profilaxis y control de las mastitis causadas por este patégeno.
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2.1 Objetivo general

Estudiar diferentes aspectos de la compleja interaccion entre genotipos bacterianos
definidos y caracterizados como de alta y baja adaptacién a la GM con el hospedador,
para poder comprender en parte, el establecimiento y cronicidad de las IIM causadas por

S. aureus en bovinos.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Seleccionar 2 cepas de S. aureus con caracteristicas genéticas y fenotipicas
diferenciales, asociadas a IIM transitorias (de baja adaptacion a la GM) y persistentes (de
alta adpatacion a la GM), y evaluar y comparar su habilidad de
adherencia/internalizacion, persistencia, e induccién de dafio en una linea epitelial

mamaria bovina (MAC-T).

2.2.2 Evaluar y comparar la capacidad fagocitica y la respuesta inflamatoria producida
luego de la interaccion entre macréfagos mamarios bovinos con dos cepas de S. aureus
con caracteristicas genéticas y fenotipicas diferenciales asociadas a IIM transitorias y

persistentes.

2.2.3 Desarrollar un modelo bovino de IIM experimental que refleje la habilidad de las

dos cepas seleccionadas para inducir mastitis transitorias o persistentes.

2.2.4 Evaluar y comparar la evolucion de la infeccidn (transitoria o persistente) y el
perfil de respuesta inmune inducido por las dos cepas seleccionadas luego de la

inoculacion experimental en la GM bovina.

2.3 Hipdtesis

La hipotesis general planteada, es que la asociacion entre genotipos de S. aureus y la
expresion de determinados FV, favorecen la invasion, colonizacion y persistencia del
patégeno en la GM bovina, influenciado la respuesta inmune del hospedador y

determinando la evolucién de la I[IM (transitoria o persistente).
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Para cumplir con el objetivo especifico 2.2.1 se realizaron los ensayos descriptos

en el item 3.1. de esta seccion.

3.1 Seleccion de cepas de S. aureus.

A partir de una coleccion de mas de 300 aislamientos de S. aureus del cepario
perteneciente al Laboratorio de Microbiologia y Calidad de Leche de la Estacion
Experimental Agropecuaria (EEA) Rafaela del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), se seleccionaron inicialmente 34 cepas provenientes de vacas con
infecciones intramamarias (IIM) clinicas o subclinicas. La seleccion de las cepas se
realiz6 sobre la base de caracteristicas clinicas y epidemioldgicas, incluyendo
aproximadamente el 10% de los aislados del cepario original. Los aislados de S. aureus
provenian de diferentes tambos de las provincias de Santa Fe, Cérdoba y Buenos Aires y
fueron colectados entre los afos 2010 y 2014.

Las cepas seleccionadas fueron caracterizadas sobre la base de datos
epidemioldgicos del rodeo de origen (alta o baja prevalencia de IIM por S. aureus,
considerando alta >15% y baja <10%, en base al muestreo y posterior cultivo de leche de
todos los animales en lactancia), recuento de células somaticas (RCS) promedio del
tambo de origen (bajo RCS: <200.000 cél/ml y alto RCS: >500.000 cél/ml), presentacion
clinica de la infeccién (mastitis clinica o subclinica), respuesta al tratamiento
antimicrobiano ante un protocolo estandarizado basado en la administracién de beta
lactdimicos o macrdlidos durante 3 dias (favorable: curacién bacteriolégica o
desfavorable: ausencia de curacidén bacterioldgica a los 14 dias post tratamiento) y
produccion de a y B-toxinas.

De las 34 cepas preseleccionadas, 17 fueron aisladas a partir de cuartos con
mastitis clinicas y las 17 restantes a partir de cuartos con mastitis subclinica<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>