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Resumen 

 

El objetivo general de este trabajo fue estudiar diferentes aspectos de la compleja 

interacción entre genotipos bacterianos definidos y caracterizados como de alta y baja 

adaptación a la glándula 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 seleccionó la cepa 806 transitoria (T), cap8, 

icaACD, agrII, fuerte productora de biofilm, pulsotipo D, ST350 y poco invasiva en 

células epiteliales mamarias (MAC-T); y la cepa 5011 persistente (P), cap5, icaACD, 

agrI, blaZ, débil productora de biofilm, pulsotipo O, CC188 y altamente invasiva. La cepa 

P presentó mayor sobrevida intracelular en MAC-T y macrófagos. MAC-T infectadas con 

ambas cepas murieron por apoptosis, induciendo la cepa P mayores porcentajes de 

muerte. Los macrófagos infectados con la cepa P mostraron mayor capacidad fagocítica. 

La producción de especies reactivas de oxígeno y de óxido nítrico (ON) fue similar para 

ambas cepas. Los resultados de la IIM experimental difirieron entre ambas cepas, la T 

indujo aumento del recuento de células somáticas (RCS), ON, IL-✘✙✚ ✛✜-6 e IgG total en 

leche a las 48 hs post-infección (pi); en sangre, indujo una disminución de los monocitos, 

linfocitos T�✁ y CD8. La cepa P, indujo un aumento del RCS a los 7 días pi y del ON 14 

días pi. La combinación de factores de virulencia de S. aureus podría determinar el inicio 

de la interacción patógeno-hospedador e influenciar la respuesta inmune de la GM y la 

evolución del proceso infeccioso. 
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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, agrII, 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, agrI, 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-✘✙✚ ✛✜-6 and IgG in milk 48 h post-

infection (pi) and a decrease of CD14 monocytes, T�✁ 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 inflamación de la glándula mamaria (GM) y es principalmente 

causada por infecciones bacterianas. Esta enfermedad es la más 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 interacción entre la vaca, el ambiente, incluida la 

máquina de ordeño, y los microorganismos (Hawari y Al-Dabbas, 2008). 

En función de la duración del proceso inflamatorio, la mastitis se clasifica como 

hiperaguda, aguda o crónica y en función de la severidad del proceso inflamatorio, como 

clínica (con signos de inflamación evidentes en la GM y alteraciones visibles en la leche) 

o subclínica (sin signos macroscópicos de inflamación en la GM ni alteraciones visibles 

en leche). Las bacterias de los géneros Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium 

y algunos gérmenes Gram negativos, son responsables de más del 90 % de los casos 

clínicos y subclínicos (Ruegg, 2017). 

Dependiendo de su reservorio primario y modo de transmisión, la mastitis puede 

clasificarse como "contagiosa" o "ambiental". Los patógenos contagiosos viven y se 

multiplican en la GM y la piel del pezón, se transmiten de animal a animal principalmente 

durante el ordeño e incluyen a Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, 

Corynebacterium bovis y a especies de Mycoplasma (Fox y Gay, 1993). Los patógenos 

ambientales son aquellos cuyo reservorio primario es el ambiente donde vivien los 

animales. Estos organismos constituyen un grupo heterogéneo, siendo los más 

frecuentemente aislados Streptococcus uberis y las bacterias coliformes (Escherichia coli 

y Klebsiella), mientras que Streptococcus dysgalactiae comparte características de los 

patógenos 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 pezón y de la GM.  

 

1.2 Importancia económica y prevalencia de la enfermedad. 

 

A pesar de la considerable investigación en mastitis en rumiantes lecheros, la 

enfermedad sigue siendo un problema importante para la industria láctea. La necesidad 

de controlar la mastitis se debe a múltiples consideraciones, incluida la calidad de la leche, 
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la rentabilidad económica del productor, la reducción del uso de antimicrobianos y el 

bienestar de los animales. Además, los consumidores exigen productos lácteos 

saludables, nutritivos, seguros y que se originen de animales sanos (Rainard y col., 2017). 

Las consecuencias económicas de la mastitis (clínica o subclínica) se deben a los 

costos de tratamiento, las pérdidas de producción, 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 clínicas como en las subclínicas, las pérdidas en la produccion láctea son 

substanciales. La disminución de la producción de leche representa aproximadamente el 

70% del costo total de la mastitis (Huijps y col., 2008). El daño tisular mamario reduce 

el número y la actividad de las células epiteliales y, en consecuencia, contribuye a la 

disminución de la producción de leche (Zhao y Lacasse, 2008). Además, la llegada de 

polimorfonucleares (PMN) neutrófilos a la GM y el daño epitelial conducen a un marcado 

aumento en los recuentos de células somáticas (RCS) y por lo tanto, a una disminución 

de la calidad y el valor nutricional y comercial de la leche. A medida que la infección 

persiste, el número de células somáticas en la leche continúa aumentando y, en forma 

concomitante, se incrementa el daño tisular. 

Por otra parte, la causa más común para un descarte prematuro de las vacas lecheras 

son los problemas de salud de la GM, además 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). 

Además del impacto económico de la mastitis producido por disminución de la 

producción láctea, existen gastos directos asociados a su control. Entre ellos, cabe 

destacar el costo del diagnóstico, tratamiento y los honorarios de los servicios 

veterinarios. De esta manera, el impacto económico 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 económicas producto de las mastitis clínicas oscilan entre US$ 95 a 

�✁✂ ✄✘✘ ✆☎✆✂ ☎ ✆☞✄✗✚ ✄✝✘✘✟✚ ✡✟ ✞✝✟✄✂✟✠✝✂ ✡✟✎✕✡ ✟ ✘✘✄ ✂ ✟ ✠✡☛ ✆☞✡✝✌✌✝✄✍ ☎ ✆☞✄✗✚ ✄✝✘✄✟ ☎ ✡✟

Canadá $ 744 por vaca por año (Jamali y col., 2018).  

En Argentina no se dispone de estadísticas globales actualizadas acerca de las 

pérdidas económicas causadas por la mastitis y los datos disponibles son parciales ya que 

no incluyen a las principales cuencas lecheras del país. Vissio y col. (2015), estimaron 

los costos diarios directos de la mastitis y las erogaciones derivadas de su control y 

prevención en la cuenca de Villa María, Córdoba. El costo total diario, representado por 
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la sumatoria de las pérdidas productivas por mastitis subclínica (elevado RCS), mastitis 

clínica y gastos de control, representó el 16% de los ingresos brutos diarios del productor. 

En nuestro país se observó un importante avance en el control de la mastitis en los 

últimos 15 años; fundamentalmente debido a la implementación de protocolos de buenas 

prácticas en el tambo. Sin embargo, la prevalencia de la enfermedad en Argentina sigue 

siendo elevada. En un estudio que incluyó muestras de 20.117 vacas en lactancia 

pertenecientes a 112 tambos ubicados en las provincias de Santa Fe, Córdoba y Buenos 

Aires relevados entre mayo de 1999 y agosto de 2007 por presentar problemas de mastitis, 

mostró que los patógenos 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 más 

reciente, que incluyó un relevamiento aleatorizado realizado sobre 2.296 vacas 

pertenecientes a 51 rodeos lecheros de la Provincia de Córdoba, 54% mostraron mastitis 

✏☎✌✆✄�✟✝✆✂ ✡✁✝✠✡✟✆✝✂✠✂ ☛☞✕ ✕✡✆☎✡✟✎☞✏ ✠✡ ✆✖✄☎✄✂✏ ✏☞✞✄✎✝✆✂✏ ✁✄✝✝✚✝✝✝✝✞✄✗ ✂ ☛✂✕✎✝✕ ✠✡ ✡✏✎✂✏

muestras, los organismos patógenos más 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 patógenas 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 búfalos de agua (Anderson, 1982). Las GM 

infectadas y la colonización extramamaria en animales lecheros son los principales 

reservorios de S. aureus, por lo cual la principal forma de transmisión de este patógeno 

entre vacas ocurre durante el ordeño (Zecconi y col., 2006). La ruta más común de 

invasión es a través del orificio y canal del pezón. Staphylococcus aureus coloniza el 

extremo del pezón y/o lesiones del mismo. La diseminación de la infección puede ocurrir 

a través de las manos del ordeñador, toallas húmedas, las pezoneras, y las moscas. 

Durante el ordeño, fluctuaciones irregulares de vacío pueden forzar a la bacteria dentro 

del canal del pezón, provocando una potencial nueva infección (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 estafilocócica puede ser subclínica o clínica; de leve a severa o 

fulminante; e hiperaguda, aguda o crónica (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 clínica, tales infecciones 

bacterianas pueden evolucionar hacia la mastitis crónica subclínica con fibrosis y 

presentar ocasionalmente episodios de reagudización de la signología de la enfermedad. 

En el caso de mastitis clínica leve o moderada, los cambios en la GM pueden incluir 

hinchazón, calor, dolor y enrojecimiento. Se denomina grave si la respuesta incluye 

afectación sistémica como fiebre, anorexia y shock (Zhao y Lacasse, 2008; Ballou, 2012). 

En las vacas lecheras, la mastitis por S. aureus es comúnmente subclínica y se 

manifiesta por elevadas concentraciones de leucocitos (principalmente neutrófilos) en la 

leche (elevados RCS) y persistencia de las bacterias en la GM (Rainard y col., 2017). La 

mastitis subclínica estafilocócica representa el 30% de los casos de mastitis bovina 

(Halasa y col., 2007). Los casos subclínicos tienen especial importancia ya que pasan 

desapercibidos para el productor y afectan en gran medida el rendimiento de la 

producción de los animales. Aunque la mayoría de los casos de mastitis por S. aureus son 

subclínicos, las vacas crónicas suelen presentar elevados RCS, tejido mamario anormal y 

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

 

1.4 Características del patógeno: Staphylococcus aureus. 

 

Los estafilococos, son cocos Gram positivos que tienen 0,5-✘✚� ✂✞ ✠✡ ✠✝✄✞✡✎✕☞ ☎ ✡✟

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 húmedos 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 

fibrinógeno 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 mayoría de las cepas de S. 

aureus son toxigénicas. Esta capacidad es evidente por la producción de toxinas 

hemolíticas cuando se las siembra en agar sangre (Figura 1B). Las toxinas detectables en 

✂✔✂✕ ✏✂✟✔✕✡ ✝✟✆✄☎☎✡✟ ✄✂✏ ✎☞✁✝✟✂✏ ✄✚ ✙ ☎ ✓✚ ✆✂✠✂ ☎✟✂ ✠✡ ✄✂✏ ✆☎✂✄✡✏ ✡✁✆✝✌✡ ☛✕☞☛✝✡✠✂✠✡✏ ☎✟✝✆✂✏✗
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✜✂ ✎☞✁✝✟✂ ✄ ✡✏ ☎✟✂ ✎☞✁✝✟✂ ✍☞✕✞✂✠☞✕✂ ✠✡ ☛☞✕☞✏ �☎✡ ✆✂☎✏✂ ✄✂ ✄✝✏✝✏ ✆☞✞☛✄✡✎✂ ✠✡ ✄☞✏ ✡✕✝✎✕☞✆✝tos. 

�✟ ✆☞✟✎✕✂✏✎✡✚ ✄✂ ✎☞✁✝✟✂ ✙ ✡✏ ☎na esfingomielinasa que presenta una gran actividad contra 

eritrocitos de oveja y genera una forma incompleta de hemolisis conocida como hemolisis 

✎☎✕✌✝✂✗ ✁☞✕ ☞✎✕✂ ☛✂✕✎✡✚ ✄✂ ✎☞✁✝✟✂ ✓ ✡✏ ☎✟✂✞☞✠☎✄✝✟✂ ✏☞✄☎✌✄✡ ✡✟ ✍✡✟☞✄ ✡✏✎✕✡chamente 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 morfología característica: 

redondeadas, blancas, crema o amarillentas. Cultivo de 24 hs, atmósfera aerobia, 37 °C. 

B. ✂� hemolisis de S. aureus crecido en agar suplementado con 5% de sangre bovina. 

Cultivo de 24 hs, atmósfera 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), neutrófilos y macrófagos (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 antibióticos. Además, trabajos previos 

han demostrado que las infecciones persistentes o difíciles de remitir pueden relacionarse 

con la capacidad de este patógeno para formar una población de crecimiento lento 

denominada variantes de coloniales pequeñas (small colony variants, SCV) que pueden 

sobrevivir dentro de las células fagocíticas 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 crónicas (Sol y col., 2000). Estas particulares 

✄ ☎ 
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características 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 clínicas 

y el comportamiento epidemiológico de las IIM causadas por este organismo; estas 

características pordrían influir también en la persistencia del patógeno 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 infección de la GM ocurre 

generalmente por vía ascendente. Los microorganismos colonizan el canal del pezón, 

alcanzan la cisterna del mismo y de la glándula, y de allí pueden llegar a colonizar los 

alvéolos mamarios y establecerse en un área de tejido secretor, desencadenando una 

respuesta inflamatoria. Los sistemas de defensa inmune innato y adaptativo son 

responsables de intentar controlar la entrada, proliferación e invasión tisular y para ello 

involucran un amplio espectro de respuesta que incluye reacciones tisulares, celulares y 

la producción de un gran número de citoquinas (Pereyra y col. 2014; Rainard y col., 

2017). 

El desarrollo de la IIM 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 índice de multiplicación del microorganismo y el tipo y concentración de los 

FV. Staphylococcus aureus se caracteriza por la presencia de múltiples FV, algunos de 

los cuales estarían 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 adhesión es un requisito previo y 

un paso temprano crucial para la infección 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 inducción de apoptosis por este patógeno 

puede generar daño en el tejido mamario, comprometer la respuesta inmune protectiva y 

de este modo facilitar la propagación 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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neutrófilos (Sladek y col., 2005; Genestier y col., 2005), linfocitos (Slama y col., 2009), 

macrófagos (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 adhesión de la matriz denominados componentes 

de superficie microbiana de reconocimiento de moleculas de adhesión de la matriz 

(MSCRAMM, microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules) 

(Foster y col., 1998). Entre las MSCRAMM de S. aureus más importantes se encuentran: 

proteínas de unión a fibronectina A y B (FnBP-A y FnBP-B), proteína de unión a 

colágeno (Cna), proteína de unión a laminina (Eno), proteína de unión a elastina (EbpS), 

proteína de unión a fibrinógeno (Fib) o factor de agregación (clumping factor-Clf) y 

proteína asociada a la producción de biofilm (Bap) (Seo y col., 2008; Abraham y 

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 logarítmica de crecimiento, mientras 

que los factores de secreción son liberados en la fase postlogarítmica. Se ha propuesto 

que esta expresión bifásica de los FV cumpliría con la función de organizar el proceso de 

infección. Inicialmente, las adhesinas de superficie reconocerían las estructuras del 

hospedador facilitando la colonización, seguido por la multiplicación del microorganismo 

y la secreción de toxinas ✆✄✚ ✙✚ ✒ ☎ ✓ ✆✡✞☞✄✝✏✝✟✂✏✚ ✄✡☎✆☞✎☞✁✝✟✂✏✚ ✡✟✎✡✕☞✎☞✁✝✟✂✏✟ ☎ ✡✟✂✝✞✂✏

(serina proteasas, cisteína proteasas, lipasas) (Lowy, 1998). 

Durante el proceso de infección, las bacterias encuentran diferentes condiciones 

estresantes que deben superar para establecer y mantener una infección. En la infección 

aguda tienen que evadir la acción de las células inmunes y destruir las células del tejido 

para llegar hasta estructuras profundas. Por otra parte, en la fase crónica para evadir las 

maquinarias de degradación intracelular, las bacterias tienen que desarrollar diferentes 

estrategias, como la destrucción de las células huésped o el escape de los compartimentos 

lisosomales y la persistencia silenciosa dentro de la ubicación intracelular (Haslinger-

Löffler, 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, formación 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) estaría relacionada principalmente con 

la expresión de proteínas superficiales de unión a fibronectina (FnBP) (Fowler y col., 

2000), las cuales se encuentran presentes en la mayoría 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 proteínas 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 

internalización a la CEM sobre expresaron fnBP en comparación con las cepas de baja 

capacidad invasiva (Pereyra y col., 2016) resaltando la importancia de este FV en la 

adhesión-invasión a las CEM.  

 

1.6.1 Polisacaridos capsulares. 

 

Staphylococcus aureus produce polisacáridos 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 estafilocócicas y han sido 

postulados como uno de los principales FV de la bacteria (O'Riordan y Lee, 2004). Los 

serotipos de polisacáridos 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 producción de CP por S. aureus enmascara los anticuerpos 

dirigidos contra componentes de la pared celular e impide el mecanismo de activación 

por complemento, por lo cual las cepas capsuladas son más resistentes a la fagocitosis 

(Paape y col., 2003). De este modo los CP dificultan la eliminación de la bacteria e 

incrementan su habilidad para diseminarse y sobrevivir en el torrente sanguíneo y tejidos 

(O'Riordan y Lee, 2004). Se ha demostrado que la ausencia de expresión de CP aumenta 

la adherencia (Pöhlmann-Dietze y col., 2000) e invasión 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). Además, se ha observado que cepas de S. aureus CP 

negativas indujeron mastitis experimentales crónicas en ratones, sugiriendo que la 

pérdida de la expresión de cápsula podría 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 formación de biofilm es un importante FV de S. aureus que 

facilita la adherencia y colonización del epitelio de la GM y que constituye un medio por 

el cual las bacterias evaden las defensas inmunológicas 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 demostración de su 

formación in vivo continúa siendo un desafío (Veh y col., 2015). A la fecha no existen 

estudios in vivo que puedan respaldar directamente la hipótesis de que la formación 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; Schönborn y Krömker, 2016). 

La formacion de biofilm ocurre a través de pasos secuenciales, con una inicial 

adherencia de la bacteria planctónica a una superficie sólida, seguida de la subsecuente 

proliferacción y acumulación de clusters celulares en múltiples capas, y la formación final 

de una comunidad bacteriana encerrada en una matríz polimérica producida por ella 

misma (Stoodley y col., 2002). Finalmente, en el proceso de maduración, muchos 

estafilococos generan un glicocalix, una capa de limo que protege aún más a las bacterias 

en el biofim (Melchior y col., 2006). Cuando el biofilm llega a una masa crítica, se alcanza 

un equilibrio dinámico en el que la capa celular más externa comienza a generar 

organismos planctónicos. 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. Además, las cepas productoras de biofilm 

tuvieron un capacidad de colonización significativamente más alta comparadas con las 

variantes no productoras (Baselga y col., 1993). 

La formación de biofilm perjudica la acción tanto del sistema inmune del hospedador 

como de los agentes antimicrobianos, y por lo tanto representa uno de los mecanismos de 

supervivencia más importantes de bacterias que colonizan en forma persistente  el nicho 

extracelular (Melchior y col., 2006). Sin embargo, la expresión de un fenotipo biofilm 

positivo en cepas de estafilococos puede depender de la presencia de glucosa, cloruro de 
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un rol primario en la síntesis del exopolisacárido. El gen icaA codifica la N-

acetilglicosaminiltransferasa, enzima transmembrana involurada en la síntesis del PNAG 

(Gerke y col., 1998). El gen icaD ha sido reportado como un gen crítico para la máxima 

expresión de la N-acetilglucosaminiltransferasa (Arciola y col., 2001). El producto de 

icaC está involucrado en la traslocación del exopolisacárido sintetizado a la superficie 

celular. El producto de icaB es la N-deacetilasa responsable por la parcial deacetilación 

del PNAG. La deacetilación del PNAG es relevante para el desarrollo estructural de 

exopolisacáridos del biofilm, permitiendo la fijación del polímero al exterior de la 

superficie bacteriana (Aricola y col., 2015).  

 

1.6.2.2 Gen bap. 

 

El gen bap codifica a una gran proteína de 2.276 aminoácidos que promueve tanto 

la adherencia primaria a superficies inertes y la adhesión intercelular, en contraste con el 

PIA/PNAG que principalmente involucra la adhesión intercelular. La formación de la 

proteína Bap se ha descripto como un mecanismo alternativo independiente de ica para 

la formación 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 

proteínas MSCRAMMs disminuyendo: la adhesión a fibrinógeno y fibronectina, la 

adherencia al tejido glandular mamario en ensayos ex vivo, la internalización a células 

epiteliales y la colonización inicial de la GM en ovejas. Por su parte, Valle y col. (2012) 

demostraron que la proteína Bap promueve la adhesión 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 ratón. 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 

colonización inicial del tejido mamario promoviendo la formación de agregados 

bacterianos que sobreviven adheridos a las CEM y evadiendo al sistema inmune por el 

enmascaramiento de los antígenos de superficie, lo cual facilitaría 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 expresión 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 expresión de proteínas de superficie y factores 

de virulencia extracelulares (Moodley y col., 2006). Este sistema incluye AgrD, el 

octapéptido de señalización producido en alta densidad celular; AgrB, una proteína 

transmembrana responsable de la secreción, exportación y procesamiento de AgrD 

activo; y AgrC, un receptor de membrana que activa el mecanismo de fosforilación de 

AgrA cuando se une a AgrD. El AgrA fosforilado regula positivamente la producción de 

la molécula efectora ARN III (Geisinger y col., 2012). El sistema agr es polimórfico y 

permite la clasificación de cepas de S. aureus en cuatro grupos (AgrI, AgrII, AgrIII, y 

AgrIV) en base a la especifidad del péptido autoinducido (AIP) para el receptor de señal 

AgrC (Mayville y col., 1999; Shopsin y col., 2003; Buzzola y col., 2007).   

�✄ ✏✝✏✎✡✞✂ ✂✔✕ ✕✡✏☛☞✟✠✡ ✂ ✄✂ ✠✡✟✏✝✠✂✠ ✌✂✆✎✡✕✝✂✟✂ ��☎☞✕☎✞ ✏✡✟✏✝✟✔✁ ✆✠✡✄ ✝✟✔✄✖✏

percepción de quorum), de manera que, durante la fase post-exponencial de crecimiento, 

cuando aumenta el número de bacterias, se estimula la transcripción de RNAIII, que es la 

molécula efectora de este sistema regulador (Yarwood y Schlievert, 2003; Cheung y col., 

2004). Como resultado, se inhibe la expresión de proteínas superficiales y se activa la 

✡✁☛✕✡✏✝✞✟ ✠✡ ✎☞✁✝✟✂✏ ☎ ✡✟✂✝✞✂✏ ✡✁✎✕✂✆✡✄☎✄✂✕✡✏ ✆✄-✎☞✁✝✟✂✚ ✙-toxina, lipasas, proteasas), 

factores de virulencia relacionados con la adquisición de nutrientes, la supervivencia y la 

diseminación bacteriana. Al mismo tiempo la producción de nucleasas y proteasas 

colaboran en la liberación 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 (Hld), que es una de las modulinas fenol-solubles involucradas en la 

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

 

1.6.3 Genes de resistencia a los antibióticos. 

 

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 

diseminación de bacterias multiresistentes. Staphylococcus aureus puede sobrevivir a la 

acción de los los agentes antimicrobianos debido a la portación de varios genes de 

resistencia (Peacock y col., 2002). La resistencia a la penicilina desarrollada por los 

✡✏✎✂✍✝✄☞✆☞✆☞✏ ✡✏✎✄ ✞✡✠✝✂✠✂ ☛☞✕ ✠☞✏ ✞✡✆✂✟✝✏✞☞✏� ☛☞✕ ✄✂ ✏✡✆✕✡✆✝✞✟ ✠✡ ☎✟✂ ✡✟✂✝✞✂ ✙-

lactamasa que inactiva el antibiótico por hidrólisis ✠✡ ✏☎ ✂✟✝✄✄☞ ✠✡ ✙-lactámico, y está 



Introducción | Tesis Doctoral, MV Sofia Clara Sacco 

 

 
14 

codificada por el gen blaZ en un plásmido o cromosoma (Olsen y col., 2006), o por la 

producción de una proteína de unión a penicilina (PBP2A) codificada por el gen mecA, 

incrustado en un elemento genético móvil 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 producción de betalactamasas, que hidrolizan los betalactámicos. 

La penicilina G ha sido considerada la droga de elección para tratar la IIM por S. aureus; 

sin embargo, aislados resistentes fueron detectados, y se informó que su prevalencia varía 

ampliamente entre los países de 18 a 100% (Aarestrup y Jensen, 1998; De Oliveira y col., 

2000; Russi y col., 2008; Persson y col.,2011). La producción de ✙-lactamasa se considera 

el mecanismo más 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 propagación de 

clones resistentes o mediante la diseminación horizontal de los elementos móviles 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 correlación 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-II y la presencia del elemento de inserción IS257.  

 

1.6.3.2 Gen mecA. 

 

Los S. aureus resistentes a la meticilina (MRSA, Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus) son uno de los principales patógenos oportunistas a nivel 

hospitalario en medicina humana, y algunos linajes específicos están surgiendo en el 

ganado y relacionados a las granjas. Los MRSA representan un problema de salud pública 

importante porque podrían transferirse a los humanos a través de la cadena alimentaria y 

podría contaminar la leche y los productos lácteos causando enfermedades transmitidas 

por los alimentos (Wang y col., 2015). Además, los animales podrían portar cepas de S. 

aureus implicados en infecciones zoonóticas (Klibi y col., 2018). La resistencia a 

meticilina en S. aureus es conferida por la expresión del gen mecA, que también causa 
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resistencia a la mayoría de los ✙-✄✂✆✎✄✞✝✆☞✏ ✆✑�✕✌☎✁✄✞✂✂ ☎ ✆☞✄✗✚ ✄✝✘✝; Bardiau y col., 

2013). La resistencia a ✙-lactámicos 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 pública (Brody y col., 2008), 

considerando que en los últimos años, 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 

clínicos 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 adaptación al medio 

intramamario y permiten la supervivencia intracelular y la subsiguiente modulación 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 macrófagos así 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, 

✂✄ ✍✂✆✎☞✕ ✂✄✎✡✕✟✂✎✝✁☞ ✁✝✔✂✚ ✄✂ ✄-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 internalización en las células epiteliales S. aureus es capaz de sobrevivir 

en vacuolas endocíticas evitando la fusión lisosomal. En este ambiente los organismos 

pueden replicarse o escapar del endosoma, multiplicándose en el citoplasma de la célula 

hospedadora (Bayles y col., 1998; Qazi y col., 2001). En un estudio reciente, utilizando 

una línea celular de macrófagos humanos, Jubrail y col. (2016) demostraron que una 

acidificación disminuida en el fagolisosoma se asoció con una falla en la maduración 

fagosomal y una reducción en la actividad de la enzima catepsina-D, lo cual conduce a la 

inhibición de la apoptosis y a la persistencia de S. aureus en los macrófagos. 
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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 infección difieren de las que causan 

infecciones transitorias. Estas diferencias entre cepas fueron observadas usando técnicas 

de tipificación molecular descriptivas (Haveri y col., 2008; Fournier y col., 2008; Graber 

y col., 2009; Ote y col., 2011), encontrándose, además, 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 

adaptación de las cepas dominantes al hospedador daría lugar a infecciones asociadas con 

patrones de enfermedad clínicamente menos severa y mayor oportunidad de permanencia 

y transmisión en el rodeo. Dado que diferentes cepas de S. aureus utilizan estrategias de 

infección y supervivencia únicas, se ha teorizado que la respuesta inmune del hospedador 

también variará de acuerdo con la cepa infectante (Kim y col., 2011).  

Estudios previos basados en infecciones experimentales con la misma cepa y tamaño 

del inóculo, han demostrado una gran variabilidad individual entre animales en lo que 

respecta al curso, la duración 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 intrusión de S. aureus al 

microambiente de la GM hasta el inicio de la respuesta inflamatoria. Por lo tanto, el 

estudio de la expresión temporal de los diversos FV a medida que avanza la infección 

sería de gran utilidad. Además, la proporción de bacterias intracelulares que sobreviven 

el escape del fagolisosoma y la propensión de las bacterias citosólicas 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 o ex vivo, en cuanto a la adhesión e invasión a CEM, supervivencia intracelular en 

fagocitos, desarrollo de biofilm o la contribución de SCV a la resistencia 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 

anatómicos, celulares y moleculares asociados a este tejido que se engloban dentro de la 

inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. Ambos mecanismos de respuesta interactúan 

en forma coordinada en un intento de proporcionar protección contra los 

microorganismos causantes de mastitis (Rainard y Riollet, 2006). En oposición con el 
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sistema inmune adaptativo, que requiere varios días para ejercer una respuesta protectora, 

el sistema inmune innato está preparado para responder inmediatamente en los primeros 

minutos a horas luego de una invasión microbiana. De este modo, el sistema inmune 

innato representa la primera línea de defensa inmunológica activa contra patógenos 

invasores una vez que han penetrado las barreras anatómicas del canal del pezón. La 

rapidez y la magnitud de esta respuesta influyen en la resolución de las IIM, como así 

también en la naturaleza de la respuesta inmune adaptativa (Aitken y col., 2011; 

Nickerson y Sordillo, 2017). 

La interacción entre el sistema inmune del hospedador y los patógenos causantes 

de mastitis es intrincada, ya que ambos han logrado co-evolucionar para reconocer, 

responder y adaptarse al otro. Como tal, los patógenos 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 así, es ampliamente aceptado que la susceptibilidad de los individuos 

dentro de una especie determinada difiere para un mismo patógeno 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 infección (Bharathan y Mullarky, 

2011) y que en parte determinan las diferencias en la magnitud y la duración de la 

respuesta inmune del hospedador (Thompson-Crispi y col., 2014). Esta variabilidad en la 

interacción patógeno-hospedador está controlada por la composición genética inherente 

del hospedador, incluidas las respuestas inmunes innatas y adaptativas, particularmente 

la memoria inmunológica adquirida, así como por la naturaleza del agente patógeno 

(Hermann, 2007). 

 

1.8.1  Inmunidad innata. 

 

En la GM bovina, la inmunidad innata constituye la primera línea de defensa 

contra los patógenos causantes de mastitis y su sello distintivo es la inflamación. Cuando 

las defensas innatas responden en forma adecuada, los patógenos son eliminados en un 

corto periodo de tiempo y la respuesta inflamatoria se resuelve rápidamente (Nickerson 

y Sordillo, 2017).  
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Los principales efectores celulares dentro del sistema inmune mamario son las 

células somáticas (Paape y Capuco, 1997), que se reclutan del torrente sanguíneo en 

cantidades variables dependiendo del patógeno involucrado (Kehrli y col., 1994; Sordillo 

y Streicher, 2002; de Haas y col., 2004). Los patógenos Gram negativos, tales como E. 

coli provocan una respuesta inflamatoria rápida y de gran magnitud a través de una 

estimulación vigorosa de la síntesis de citoquinas y otros mediadores endógenos, lo que 

resulta en la activación 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 

patógenos Gram positivos provocan una respuesta inflamatoria retardada y de menor 

magnitud en la GM y generalmente ninguna reacción sistémica (Günther y col., 2017). 

Como resultado, estas infecciones muy a menudo pueden volverse persistentes (Hensen 

y col., 2000).  

Las defensas innatas contra los patógenos de la mastitis consisten en barreras 

anatómicas provistas por el canal del pezón, 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 anatómicas. 

 

El canal del pezón es la primera línea de defensa anatómica contra los patógenos 

causantes de mastitis. Este canal está sellado entre ordeños y en el período seco por un 

recubrimiento de queratina derivado del propio epitelio de revestimiento estratificado del 

canal. El recubrimiento de queratina constituye una barrera física que impide la 

penetración de las bacterias. Además, la queratina es capaz de unirse e inmovilizar a la 

mayoría 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 ordeño la leche elimina el recubrimiento de 

queratina, y el canal del pezón se distiende por el vacío y el flujo de leche. Después del 

ordeño, se requieren 2 horas para que el esfínter se contraiga y se cierre el canal del pezón 

(Schultze y Bright, 1983). Por otra parte, la máquina ordeñadora puede dañar 

mecánicamente y producir disturbios circulatorios en el pezón. Lesiones en la piel y en el 

canal del pezón, son factores que predisponen a la colonización por bacterias tales como 

S. aureus, y que pueden resultar en una nueva IIM. 
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receptor para la porción 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 

función que cumplen los neutrófilos en la GM, que es fagocitar microorganismos 

(Rainard y Riollet, 2006). 

Los macrófagos son un tipo celular importante en la leche, la secreción de la ubre en 

involución y en el tejido mamario (Jensen y Eberhart, 1981; McDonald y Anderson, 1981; 

Sordillo y col., 1987). Son células fagocíticas activas en la GM, que ingieren bacterias, 

restos tisulares y componentes de la leche (Sordillo y Nickerson, 1988) y además, son 

importantes células presentadoras de antígenos (CPA). Siguiendo a la diapédesis de los 

neutrófilos, los macrófagos inician su principal función de fagocitosis y destrucción del 

patógeno que se asocia a la liberación de numerosos mediadores inflamatorios (Burvenich 

y col, 2004). Durante la fagocitosis, los macrófagos también liberan numerosas 

substancias que pueden dañar la superficie de la mucosa de la GM. El tejido dañado será 

reemplazado por tejido fibroso con la consecuente disminución del número de células 

secretoras (Turk y col., 2017). Los macrófagos 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 neutrófilos 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 

macrófagos de la GM disminuyen notablemente durante el período del periparto, y esta 

alteración se ha relacionado con una mayor incidencia de mastitis (Sordillo y Streicher, 

2002; Waller, 2000).  
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metabolitos de ácido araquidónico 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 neutrófilos y macrófagos liberan enzimas, 

mediadores inflamatorios y especies reactivas de oxígeno (ROS, reactive oxygen species) 

por los cuales se promueve la eliminación de las bacterias, pero también ocasionan daño 

en el tejido que los rodea (Pham, 2006). Como consecuencia de la acumulación de ROS 

puede desarrollarse el estrés oxidativo. Excesivas cantidades de ROS y otros productos 

del estrés oxidativo, como los hidroperóxidos lipídicos, pueden adicionalmente contribuir 

a la destrucción celular y tisular (Ryman y col., 2015). Además, el incremento en la 

producción 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 

óxido nítrico (NO, nitric oxide). La síntesis de NO se produce por acción de una enzima, 

la óxido nítrico sintasa (NOS, nitric oxide synthase), a partir del aminoácido L-arginina. 

El NO controla varias funciones fisiológicas 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 

oxidación del NO. Los macrófagos 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 subclínicas y clínicas (Komine y col., 

2004; Osman y col., 2010a; 2010b). El NO puede sintetizarse endógenamente a partir de 

la arginina mediante 2 óxido nítrico sintasas constitutivas (endoteliales y neuronales) 

(cNOS) y una NOS inducible (iNOS). iNOS se expresa especialmente en monocitos, 

como resultado de la activación con sustancias de origen microbiano, tales como LPS y 

por citoquinas, por ejemplo, el TNF-✄ ✆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 acción sobre las 

bacterias, tales como: lisozima, Lf y lactoperoxidasa.  
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 El sistema de complemento está presente en suero y leche, y cumple un papel 

importante dentro de los mecanismos inmunológicos solubles de la GM. El complemento 

es una familia de proteínas y fragmentos proteolíticos derivadas de ellas, que ejercen 

numerosas funciones inmunológicas, entre ellas: opsonización de microorganismos, 

quimiotaxis de PMN y lisis de bacterias (Foster, 2005).  

 Las citoquinas son un grupo heterogéneo de proteínas sintetizadas naturalmente por 

una amplia variedad de células, principalmente por células inmunes, que actúan como 

mensajeros químicos de la respuesta inmunológica (Oviedo-Boyso y col., 2007). Las 

citoquinas pro-inflamatorias promueven la inflamación rápidamente después del 

reconocimiento del patógeno, 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 el TNF-✄ ✆✂✟ ✏✝✠☞ ✡✟✆☞✟✎✕✂✠☞✏ ✡✟ �✁ ✏✂✟✂ ✡ ✝✟✍✡✆✎✂✠✂ ✆✂✁✝✡✠☞-Boyso y col., 2007). 

Entre ellas, las citoquinas IL-✘✙✚ ✛✜-6 y TNF-✄ ☎ ✄✂✏ �☎✝✞✝☞�☎✝✟✂✏ ✛✜-8 y CCL-2 

promueven la inflamación (Schukken y col., 2011).  

 La IL-✘✙ ✡✏ ☎✟✂ ✆✝✎☞�☎✝✟✂ ☛✕☞-inflamatoria producida por monocitos, macrófagos, CD, 

linfocitos, células epiteliales y endoteliales y fibroblastos. La expresión de IL-✘✙ ✡✏

inducida en respuesta a bacterias, virus, hongos y parásitos, como así también por fuentes 

no microbianas como: TNF-✄✚ ✛✜-12 y componentes del complemento (C5a). Además de 

ser inducida por otras citoquinas, IL-✘✙ ☛✕☞✁☞✆✂ ✄✂ ☛✕☞✠☎✆✆✝✞✟ ✠✡ ☞✎✕✂✏ ✆✝✎☞�☎✝✟✂✏ ✎✂✄✡✏

como TNF-✄✚ ✛✜-6, IL-8 y IL-12 (Bannerman, 2009). Durante la respuesta inflamatoria, 

esta citoquina regula la expresión de moléculas de adhesión en las células epiteliales y la 

quimiotaxis de neutrófilos en infecciones causadas por Escherichia coli. El rol de la IL-

✘✙ ✡✟ ✝✟✍✡✆✆✝☞✟✡✏ ✆✂☎✏✂✠✂✏ ☛☞✕ S. aureus es importante solo en etapas tempranas (Oviedo-

Boyso y col., 2007). 

 El TNF-✄ ✡✏ ☎✟✂ ✆✝✎☞�☎✝✟✂ ☛✕☞-inflamatoria secretada a partir de muchos tipos de 

células, incluyendo macrófagos, linfocitos, neutrófilos y células epiteliales. Esta 

citoquina participa de la actividad quimiotáctica de los neutrófilos ya que induce la 

expresión de moléculas de adhesión en las células epiteliales. Es la principal citoquina 

producida en momentos tempranos de la respuesta inmune innata y además 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 pleiotrópica con propiedades anti y pro-inflamatorias. Es uno 

de los mediadores clave de la "respuesta de fase aguda" en la inflamación (Günther y col., 
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2009). Esta citoquina es producida por macrófagos, neutrófilos, células endoteliales, 

células epiteliales y fibroblastos, y su expresión es inducida por bacterias y virus, como 

así también por citoquinas tales como IL-✘✙ ☎ ✑�✞-✄ ✆✂✁✝✡✠☞-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 acción antagonista para IFN-✒ ☎ ✏☎ ✍☎✟✆✝✞✟ ☛✕✝✟✆✝☛✂✄ ✡✏ ✄✂

regulación de respuestas inmunes mediadas por IgE. Además, IL-4 estimula la 

diferenciación de los linfocitos Th0 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 crónicamente infectados con S. aureus (Riollet y col., 2001). 

 

1.8.2 Inmunidad adaptativa.  

 

 La iniciación y la regulación de la respuesta inmune adaptativa son fundamentales para 

la resolución de la infección. Si la bacteria invasora de la GM sobrevive, la infiltración 

de neutrófilos 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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cuales pueden incrementar la susceptibilidad de la GM a las infecciones (Taylor y col., 

1994). La evaluación de secreciones lácteas de GM bovinas infectadas con S. aureus 

revela una subpoblación 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 

observó que linfocitos T CD8+ obtenidos en la mitad de la lactancia exhibían actividades 

citotóxicas y expresaban IFN-✒✚✞✝✡✟✎✕✂✏ �☎✡ ✄☞✏ ☞✌✎✡✟✝✠☞✏ ✠☎✕✂✟✎✡ ✡✄ ☛✡✕✝☞✠☞ ☛☞✏✎-parto 

temprano no presentaban actividad citotóxica y expresaban principalmente IL-4 (Shafer-

Weaver y Sordillo, 1997). La predominancia del fenotipo supresor de las células T CD8+ 

en el periparto, podría ser una de las razones que expliquen el incremento de la incidencia 

de IIM en dicho momento. 

 Durante las IIM causadas por S. aureus, se produce un incremento en ambos tipos de 

linfocitos. Cuando la infección ya se ha establecido, predomina el reclutamiento de 

linfocitos T CD8+, lo que sugiere que este tipo de linfocitos desempeña una importante 

función en mastitis crónicas causadas por S. aureus (Riollet y col., 2001; Rivas y col., 

2002; Grönlund y col., 2006; Oviedo-Boyso y col., 2007). 

 ✜✂✏ ✆✖✄☎✄✂✏ ✑✒✓ ✟☞ ✆✂✟ ✏✝✠☞ ✌✝✡✟ ✆✂✕✂✆✎✡✕✝✂✂✠✂✏✚ ☛✡✕☞ ✏✡ ✏☎✔✝✡✕✡ �☎✡ ✎✡✟✠✕�✂✟ ✆✂☛✂✆✝✠✂✠

citotóxica, lo que las convertiría en una importante línea de defensa contra agentes 

infecciosos, particularmente patógenos intracelulares (Skyberg y col., 2011). Soltys y 

Quin (1999) mostraron un aumento de estas células en sangre durante IIM 

estafilocóccicas. Tanto en humanos como en bovinos, se ha propuesto que las 

✝✟✎✡✕✂✆✆✝☞✟✡✏ �☎✡ ✠✡✏✡✟✆✂✠✡✟✂✟ ✄✂ ✂✆✎✝✁✂✆✝✞✟ ✠✡ ✄✂✏ ✆✖✄☎✄✂✏ ✑✒✓ ✏✡✕�✂✟ ✝✟✠✡☛✡✟✠✝✡✟✎✡✏ del 

CMH y dependientes del Receptor de células T (TCR). Además, estas células podrían ser 

directamente activadas por PAMPs en ausencia de CPA, lo cual tendría implicancia en la 

respuesta inmune innata (Plattner y Hostetter, 2011). La contribución de las variaciones 

✠✡ ✄☞✏ ✄✝✟✍☞✆✝✎☞✏ ✑✒✓ ✡✟ ✄✂ ✝✟✞☎✟✝✠✂✠ ✔✄☞✌✂✄ ✠✡ ✄✂ �✁ ✟☞ ✡✏✎✄ ✠✡✄ ✎☞✠☞ ✆✄✂✕✂✚ ✠✡✌✝✠☞ ✂ �☎✡

las funciones biológicas de estas células son aún especulativas (Nickerson y Sordillo, 

2017; Sordillo, 2018).  

 El principal rol de los linfocitos B es el de producir anticuerpos contra patógenos 

invasores. A diferencia de los macrófagos y neutrófilos, los linfocitos B utilizan los 

receptores de membrana para reconocer antígenos específicos (Sordillo y col., 1997). De 

manera similar a los macrófagos y CD, estos linfocitos pueden funcionar como CPA. Los 

linfocitos B internalizan, procesan y presentan el antígeno en el contexto del CMH-II a 
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los linfocitos T CD4+. Después de la presentación del antígeno procesado, los linfocitos 

T secretan IL-2, la cual induce a su vez proliferación y diferenciación de linfocitos B en 

células plasmáticas 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 

está 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 interacción 

patógeno-hospedador o la respuesta inmune del hospedador. Asimismo, los FV y los 

factores reguladores globales que se expresan durante el desarrollo de la infección y 

contribuyen a la adaptación y persistencia intracelular de S. aureus en la GM bovina no 

han sido estudiados aún. En las mastitis por S. aurues son numerosos los factores que 

intervienen en la modulación del proceso infeccioso hacia la resolución o hacia la 

cronicidad. El conocimiento del perfil molecular de las cepas, podría ser una herramienta 

que permita exponer los patrones de genes de virulencia más prevalentes en los rodeos 

lecheros, y avanzar en la elucidación del mecanismo de la patogénesis de la mastitis por 

S. aureus. Esto será fundamental para el desarrollo de estrategias superadoras para 

protocolos de profilaxis y control de las mastitis causadas por este patógeno. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 Objetivos e hipótesis 
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2.1 Objetivo general  

 

Estudiar diferentes aspectos de la compleja interacción entre genotipos bacterianos 

definidos y caracterizados como de alta y baja adaptación 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 específicos  

 

2.2.1 Seleccionar 2 cepas de S. aureus con características genéticas y fenotípicas 

diferenciales, asociadas a IIM transitorias (de baja adaptación a la GM) y persistentes (de 

alta adpatación a la GM), y evaluar y comparar su habilidad de 

adherencia/internalización, persistencia, e inducción de daño en una línea epitelial 

mamaria bovina (MAC-T).  

 

2.2.2 Evaluar y comparar la capacidad fagocítica y la respuesta inflamatoria producida 

luego de la interacción entre macrófagos mamarios bovinos con dos cepas de S. aureus 

con características genéticas y fenotípicas 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 evolución de la infección (transitoria o persistente) y el 

perfil de respuesta inmune inducido por las dos cepas seleccionadas luego de la 

inoculación experimental en la GM bovina. 

 

2.3 Hipótesis  

 

La hipótesis general planteada, es que la asociación entre genotipos de S. aureus y la 

expresión de determinados FV, favorecen la invasión, colonización y persistencia del 

patógeno en la GM bovina, influenciado la respuesta inmune del hospedador y 

determinando la evolución de la IIM (transitoria o persistente). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 Materiales y Métodos 
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Para cumplir con el objetivo específico 2.2.1 se realizaron los ensayos descriptos 

en el ítem 3.1. de esta sección. 

 

3.1 Selección de cepas de S. aureus. 

 

A partir de una colección de más de 300 aislamientos de S. aureus del cepario 

perteneciente al Laboratorio de Microbiología y Calidad de Leche de la Estación 

Experimental Agropecuaria (EEA) Rafaela del Instituto Nacional de Tecnología 

Agropecuaria (INTA), se seleccionaron inicialmente 34 cepas provenientes de vacas con 

infecciones intramamarias (IIM) clínicas o subclínicas. La selección de las cepas se 

realizó sobre la base de características clínicas y epidemiológicas, incluyendo 

aproximadamente el 10% de los aislados del cepario original. Los aislados de S. aureus 

provenían de diferentes tambos de las provincias de Santa Fe, Córdoba y Buenos Aires y 

fueron colectados entre los años 2010 y 2014.   

Las cepas seleccionadas fueron caracterizadas sobre la base de datos 

epidemiológicos 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 somáticas (RCS) promedio del 

tambo de origen (bajo RCS: <200.000 cél/ml y alto RCS: >500.000 cél/ml), presentación 

clínica de la infección (mastitis clínica o subclínica), respuesta al tratamiento 

antimicrobiano ante un protocolo estandarizado basado en la administración de beta 

lactámicos o macrólidos durante 3 días (favorable: curación bacteriológica o 

desfavorable: ausencia de curación bacteriológica a los 14 días post tratamiento) y 

☛✕☞✠☎✆✆✝✞✟ ✠✡ ✄ ☎ ✙-toxinas.  

De las 34 cepas preseleccionadas, 17 fueron aisladas a partir de cuartos con 

mastitis clínicas y las 17 restantes a partir de cuartos con mastitis subclínicas. Se 

✆☞✟✏✝✠✡✕✞ ✆☞✞☞ �✞✂✏✎✝✎✝✏ ✆✄�✟✝✆✂✁ ✄✂ ☛✕✡✏✡✟✆✝✂ ✠✡ alteración macroscópica de la leche al 

momento de la toma de la muestra, con o sin signos cardinales de inflamación en la GM, 

tales como: enrojecimiento, aumento de la temperatura local o tumefacción del tejido 

✞✂✞✂✕✝☞✗ ✁✡ ✆☞✟✏✝✠✡✕✞ ✆☞✞☞ �✞✂✏✎✝✎✝✏ ✏☎✌✆✄�✟✝✆✂✁ ✆☎✂✟✠☞ ✟☞ ✏✡ ☞✌✏✡✕✁✂✕☞✟ ✆✂✞✌✝☞✏

macroscópicos en las características de la leche, ni signos clínicos de inflamación en la 

GM, mostrando RCS en leche >250.000 cél/ml.    

De las 34 cepas preseleccionadas, 26 fueron denominadas transitorias (T) o no 

persistentes (NP), de éstas últimas, 17 fueron aisladas a partir de cuartos con mastitis 
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clínica y 9 a partir de cuartos con mastitis subclínica. Las cepas de S. aureus consideradas 

T o NP fueron aisladas sólo una vez de un cuarto mamario y no volvieron a aislarse en 

dos muestreos de leche consecutivos después de la terapia con antibióticos. Estas cepas 

fueron consideradas como de baja adaptación a la GM bovina e indujeron IIM transitorias 

al no aislarse persistentemente de los cuartos afectados (Pereyra y col., 2016). 

Por otra parte, de las 34 cepas preseleccionadas, 8 fueron denominadas persistentes 

(P) y aisladas a partir de cuartos con mastitis subclínica. Las cepas de S. aureus 

consideradas P se aislaron del mismo cuarto mamario durante tres o más muestreos de 

leche consecutivos cada 21 días en un período de 6 meses. Estas cepas fueron 

consideradas como de alta adaptación a la GM bovina e indujeron IIM crónicas o 

persistentes en los cuartos afectados (Pereyra y col., 2016). Para confirmar que fue la 

misma cepa la que persistió en cada cuarto mamario se realizó electroforesis en gel de 

campo pulsado (PFGE, Pulsed-Field Gel Electrophoresis), cuya metodología se describe 

en el punto 3.1.8. 

Todas las cepas preseleccionadas fueron caracterizadas fenotípicamente por pruebas 

estándares (Oliver y col., 2004). Los procedimientos de selección fueron realizados en la 

EEA Rafaela de INTA en el marco de diferentes proyectos de investigación, por lo cual, 

la metodología utilizada no se presenta en esta tesis. Las cepas de S. aureus fueron 

conservadas a -80°C en Caldo Tripteína Soya (CTS, Britania) y glicerol 15% V/V (Merk) 

hasta el momento de su uso. 

La caracterización genotípica de las 34 cepas preseleccionadas, se realizó mediante 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final y por PFGE a partir de ADN 

genómico. Mediante PCR se realizó la identificación molecular de especie y se evaluó la 

presencia de genes de virulencia. Mediante PFGE se identificaron los perfiles de 

restricción genómica de todas las cepas. En función de los resultados obtenidos, se 

seleccionaron 6 cepas con perfiles genéticos diferentes. Posteriormente, las 6 cepas 

seleccionadas fueron caracterizadas mediante genotipificación de ADN basado en 

microarreglos (Microarray-based DNA genotyping) y utilizadas para los ensayos de 

invasión in vitro en células epiteliales mamarias bovinas transformadas (MAC-T) 

(Transformed mammary epitelial cells) (Huynh y col., 1991). 

Luego de la caracterización fenotípica y genotípica se establecieron los criterios que 

permitieron la selección de las 2 cepas de S. aureus que fueron utilizadas en los ensayos 

in vitro e in vivo.  
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La información detallada de las 34 cepas preseleccionadas se encuentra en la tabla 1 

en el anexo 2. Las cepas de S. aureus a evaluar se reactivaron en cada ensayo según lo 

detallado a continuación. 

 

� Cultivos microbiológicos de S. aureus. 

 

3.1.1 Cultivo en medio sólido. 

 

Las cepas de S. aureus fueron reactivadas mediante siembra en estrías en medio 

Columbia agar base (CAB, Britania) (Anexo 1), y fueron incubadas por 24 hs a 35-37ºC 

(Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Siembra en estrías de S. aureus en CAB. 

 

3.1.2 Cultivo líquido para posterior extracción de ADN. 

 

A partir del cultivo en medio sólido, se levantaron cinco colonias aisladas y de 

similar morfología, y se homogeneizaron en 5 ml de CTS (Anexo 1). La suspensión se 

incubó aproximadamente 16 hs a 37 °C y a 150 rpm de agitación (Figura 5).   
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de Proteinasa K (20 mg/ml, Genbiotech S.R.L.) y 400 µl de buffer de lisis (Anexo 1) y se 

colocó en baño termostático a 50ºC por 1 hora. Se agregaron 250 µl de fenol (SIGMA-

ALDRICH) y 250 µl de cloroformo (Emsure® Merk) (1:1) y se centrifugó a 10.000 rpm 

por 15 min a 4°C. Posteriormente, se transfirió la fase superior a un tubo Eppendorf estéril 

y se agregaron 240 µl de cloroformo y 10 µl de alcohol isoamílico (24:1) 

homogeneizando por inversión hasta mezclar las 2 fases. Se centrifugó a 10.000 rpm por 

15 min a 4°C y luego se transfirió la fase superior a un tubo Eppendorf estéril. Finalmente, 

se agregaron 25 µl de NaCl 5 Mm y 2 volúmenes de etanol 95% frío. Se dejó precipitando 

el ADN aproximadamente 16 hs a -20 oC. Posteriormente, se centrifugó a 14.000 rpm por 

20 min a 4 °C, se descartó el sobrenadante y se lavó el pellet con 500 µl de etanol 70% a 

4 ºC. Se centrifugó a 14.000 rpm por 5 min a 4 °C y se descartó el etanol. Se lavó con 500 

µl de etanol 70% frío y se centrifugó a 14.000 rpm por 2 min a 4 °C. Se eliminó el 

sobrenadante y se colocó en estufa a 37ºC por 30 min. El pellet se resuspendió en 60 µl 

de agua Milli-Q estéril y se incubó en baño termostático a 45ºC por 2 hs.  

Se corroboró la correcta extracción de ADN mediante la lectura en el equipo 

SPECTROstarNano (BMG Labtech), y se evaluaron los siguientes parámetros: 

concentración de ADN en ng/µl (Densidad Óptica, DO, 260 nm), pureza (DO 280 nm), 

degradación del ADN o contaminación con solventes orgánicos (relación 260/230, fue 

aceptable un valor aproximado de 2) y la presencia de ADN disuelto o contaminación con 

proteínas (relación 260/280, fue aceptable un valor aproximado de 1,6 o superior).  

 

3.1.6 Amplificación de una secuencia nucleotídica específica de S. aureus. 

 

La identificación molecular de las 34 cepas de S. aureus pre-seleccionadas se llevó a 

cabo mediante PCR de punto final siguiendo el protocolo descripto por Martineau y col. 

(1998). El par de oligonucleótidos utilizado amplifica un fragmento especie-específico 

con una longitud de 108 pares de bases (pb). Las características del par se muestran en la 

tabla 4. El programa Primer Blast indicó que los oligonucleótidos amplifican una región 

que codifica para una proteína de la familia de las glutamato sintetasas. 
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Tabla 4. Nombre, secuencia y características del par de oligonucleótidos utilizados en la 

identificación molecular de S. aureus. Extraídos de Martineau y col. (1998).  

Oligonucleótido Secuencia (5'-3') 

Producto de 

amplificación 

(pb)  

Sa442-1  AATCTTTGTCGGTACACGATATTCTTCACG 108 

Sa442-2  CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAACA 108 

Ta: Temperatura de unión específica o annealing; (pb): pares de bases. 

 

Para la reacción de PCR se utilizó un termociclador TC-312 (Techne). Se colocaron 

aproximadamente 120 ng de ADN genómico como mo✄✠✡ ✡✟ ☎✟ ✁☞✄☎✞✡✟ ✎☞✎✂✄ ✠✡ ✄✝ ✂✄✗

Los reactivos utilizados en la mezcla de reacción y sus correspondientes concentraciones 

finales se detallan junto al programa de ciclado en las tablas 5 y 6. Como control positivo 

se utilizó la cepa Newbould 305 (ATCC 29740) de S. aureus. Para el control negativo se 

utilizó agua Milli-Q estéril.  

 

Tabla 5. Reactivos incluidos en la mezcla de amplificación y sus concentraciones finales 

en un volumen final de 20 µl. 

Reactivo Concentración final 

Buffer Taq 10X 1X 

MgCl2 50 mM 2,4 mM 

dNTP's 25 mM 0,25 mM 

✂✄✝✔☞✟☎✆✄✡✞✎✝✠☞✏ ✄✝ ✂✁ 1 pM 

Taq ADN ✁☞✄☎✞✡✕✂✏✂ ��✝✂✄ ✝✚✝�� �✝✂✄ 

 

Tabla 6. Etapas del programa de amplificación utilizado.  

Etapa del ciclado   Condiciones 

Desnaturalización inicial 
 

96ºC-3 min 

 
Desnaturalización 95ºC-30 s 

Amplificación Hibridación 55ºC-30 s 

(35 ciclos) Extensión 72°C-1 min 

Extensión final   72°C-2 min 
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En cada caso se detalla la cantidad de ciclos como también la duración y la temperatura 

aplicada. 

Los productos de PCR (10 �l) se sembraron en geles de agarosa (Invitrogen) al 3% en 

buffer TAE 1X (40 mM Tris-acetato; 0,5 mM EDTA, pH 8,0) y el colorante de ácidos 

nucleicos Gel Red 1X (Biotium, CA, Estados Unidos). La corrida electroforética se 

realizó a 80 V durante 60 minutos en buffer TAE 1X. Paralelamente a las muestras, se 

✏✡✞✌✕✞ ✘ ✂✄ ✠✡✄ ✞✂✕✆✂✠☞✕ ✠✡ ☛✌ ✆✜✂✠✠✡✕ ✘✝✝ ☛✌✚ ✁✂-L Productos Bio-Lógicos, Buenos 

Aires, Argentina). Por último, las bandas fueron visualizadas al colocar el gel sobre un 

transiluminador UV (Labnet, Edison, Estados Unidos) y se tomaron fotografías usando 

una cámara digital (Olympus C-5060, Olympus America INC., Estados Unidos). 

 

3.1.7 Evaluación de la presencia de genes de virulencia por PCR de punto final. 

 

Con la finalidad de seleccionar 2 cepas de S. aureus con características genéticas 

diferenciales que pudieran asociarse con la capacidad de adaptación a la GM bovina, se 

evaluó mediante PCR de punto final la portación de genes relacionados con la expresión 

de los siguientes FV de S. aureus: polisacáridos capsulares (cap5 y cap8), producción de 

biofilm (agr, ica y bap) y resistencia a los antibióticos beta-lactámicos (blaZ). La 

metodología se realizó según lo descripto en la bibliografía para los distintos genes de 

virulencia de S. aureus. Los pares de cebadores (primers) utilizados para la amplificación 

de las secuencias nucleotídicas de interés, así como el tamaño esperado del amplificado 

en pb se detallan en la tabla 2 del anexo 2. Como control negativo se utilizó agua DEPC 

0,1%. Las condiciones usadas se resumieron en las tablas 7 a 16. 

 

Tabla 7. Reactivos incluidos en la mezcla de amplificación para los genes cap5 y cap8 y 

✆☞✟✆✡✟✎✕✂✆✝✞✟ ✍✝✟✂✄ ☎✎✝✄✝✂✂✠✂ ☛✂✕✂ ☎✟ ✁☞✄☎✞✡✟ ✎☞✎✂✄ ✠✡ ✄� ✂✄✗  

Reactivo Concentración final 

Buffer Taq 10X 1X 

MgCl2 50 mM 0,75 mM 

dNTP's 25 mM 0,2 mM 

✂✄✝✔☞✟☎✆✄✡✞✎✝✠☞✏ ✄✝ ✂✁ ✝✚� ✂✁ 

Taq ✂✁� ✁☞✄☎✞✡✕✂✏✂ ��✝✂✄ ✝✚✡ �✝✂✄ 

Como controles positivos de referencia se utilizó ADN de las cepas de S. aureus: 

Reynolds para cap5 y Becker para cap8. 
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Tabla 8. Etapas del programa de amplificación utilizado para los genes cap5 y cap8.  

Etapa del ciclado   Condiciones 

Desnaturalización inicial 
 

94ºC-5 min 

 
Desnaturalización 94ºC-30 s 

Amplificación Hibridación 50ºC-30 s 

(35 ciclos) Extensión 72°C-1 min 

Extensión final   72°C-5 min 

Se detalla la cantidad de ciclos, temperatura aplicada y duración en segundos (s) y 

minutos (min). 

 

Tabla 9. Reactivos incluidos en la mezcla de amplificación para los genes agrI, agrII, 

agrIII y agrIV y concentración final utilizada para un vo✄☎✞✡✟ ✎☞✎✂✄ ✠✡ ✄� ✂✄✗  

Reactivo Concentración final 

Buffer Taq 10X 1X 

MgCl2 50 mM 0,75 mM 

dNTP's 25 mM 0,2 mM 

✂✄✝✔☞✟☎✆✄✡✞✎✝✠☞✏ ✄✝ ✂✁ ✝✚� ✂✁ 

Taq ✂✁� ✁☞✄☎✞✡✕✂✏✂ ��✝✂✄ ✝✚✡ �✝✂✄ 

Como controles positivos se utilizó ADN de las cepas de S. aureus de referencia para 

grupos agr: RN6390 para agrI, RN6607 para agrII y RN8540 para agrIV (Gilot y col., 

2002. Para los genes agr se realizó una PCR multiplex donde se incluyeron en la mezcla 

de amplificación primers para cada uno de los cuatro tipos agr. 

 

Tabla 10. Etapas del programa de amplificación utilizado para los genes agrI, agrII, 

agrIII y agrIV.  

Etapa del ciclado   Condiciones 

Desnaturalización inicial 
 

94ºC-3 min 

 
Desnaturalización 94ºC-30 s 

Amplificación Hibridación 55ºC-30 s 

(26 ciclos) Extensión 72°C-60 s 

Extensión final   72°C-10 min 

Se detalla la cantidad de ciclos, la temperatura aplicada y duración en segundos (s) y 

minutos (min). 
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Tabla 11. Reactivos incluidos en la mezcla de amplificación para los genes icaA, icaC e 

icaD ☎ ✆☞✟✆✡✟✎✕✂✆✝✞✟ ✍✝✟✂✄ ☎✎✝✄✝✂✂✠✂ ☛✂✕✂ ☎✟ ✁☞✄☎✞✡✟ ✎☞✎✂✄ ✠✡ ✄� ✂✄✗  

Reactivo Concentración final 

Buffer Taq 10X 1X 

MgCl2 50 mM 0,75 mM 

dNTP's 25 mM 0,2 mM 

✂✄✝✔☞✟☎✆✄✡✞✎✝✠☞✏ ✄✝ ✂✁ ✝✚� ✂✁ 

Taq ✂✁� ✁☞✄☎✞✡✕✂✏✂ ��✝✂✄ ✝✚✡ �✝✂✄ 

El control positivo fue la cepa 17 de S. aureus caracterizada en la tesis doctoral de 

Pereyra (2015). 

 

Tabla 12. Etapas del programa de amplificación utilizado para los genes icaA, icaC e 

icaD.  

Etapa del ciclado   Condiciones 

Desnaturalización 

inicial 
 

96ºC-3 min 

 
Desnaturalización 95ºC-30 s 

Amplificación Hibridación 55ºC-30 s 

(32 ciclos) Extensión 72°C-1min 30s 

Extensión final   72°C-5 min 

Se detalla la cantidad de ciclos, la temperatura aplicada y duración en segundos (s) y 

minutos (min). 

 

Tabla 13. Reactivos incluidos en la mezcla de amplificación para el gen blaZ y 

✆☞✟✆✡✟✎✕✂✆✝✞✟ ✍✝✟✂✄ ☎✎✝✄✝✂✂✠✂ ☛✂✕✂ ☎✟ ✁☞✄☎✞✡✟ ✎☞✎✂✄ ✠✡ ✄� ✂✄✗  

Reactivo Concentración final 

Buffer Taq 10X 1X 

MgCl2 50 mM 0,75 mM 

dNTP's 25 mM 0,2 mM 

Oligonucleótidos ✝✚✡ ✂✁ ✘ ✂✁ 

Taq ✂✁� ✁☞✄☎✞✡✕✂✏✂ ��✝✂✄ ✝✚✘ �✝✂✄ 

Como control positivo se utilizó la cepa de referencia S. aureus ATCC 29213. 
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Tabla 14. Etapas del programa de amplificación utilizado para el gen blaZ.  

 

 

 

 

 

 

 

Se detalla la cantidad de ciclos, la temperatura aplicada y la duración en segundos (s) 

y minutos (min). 

 

Tabla 15. Reactivos incluidos en la mezcla de amplificación para el gen bap y 

✆☞✟✆✡✟✎✕✂✆✝✞✟ ✍✝✟✂✄ ☎✎✝✄✝✂✂✠✂ ☛✂✕✂ ☎✟ ✁☞✄☎✞✡✟ ✎☞✎✂✄ ✠✡ ✄� ✂✄✗  

Reactivo Concentración final 

Buffer Taq 10X 1X 

MgCl2 50 mM 0,75 mM 

dNTP's 25 mM 0,2 mM 

✂✄✝✔☞✟☎✆✄✡✞✎✝✠☞✏ ✄✝ ✂✁ ✝✚� ✂✁ 

Taq ✂✁� ✁☞✄☎✞✡✕✂✏✂ ��✝✂✄ ✝✚✡ �✝✂✄ 

Como control positivo de referencia se utilizó ADN de la cepa de S. aureus V329 

(Genbank accession No AY220730.1), altamente formadora de biofilm. La cepa de S. 

aureus V329 fue gentilmente provista por el Dr. José Rafael Penadés de la Universidad 

Cardenal Herrera-CEU, Valencia, España. 

 

Tabla 16. Etapas del programa de amplificación utilizado para el gen bap.  

Etapa del ciclado   Condiciones 

Desnaturalización inicial 
 

96ºC-3 min 

 
Desnaturalización 95ºC-30 s 

Amplificación Hibridación 60ºC-45 s 

(32 ciclos) Extensión 72°C-30 s 

Extensión final   72°C-5 min 

Se detalla la cantidad de ciclos, la temperatura aplicada y la duración en segundos (s) y 

minutos (min). 

Etapa del ciclado   Condiciones 

Desnaturalización inicial 
 

94ºC-3 min 

 
Desnaturalización 94ºC-30 s 

Amplificación Hibridación 55ºC-30 s 

(35 ciclos) Extensión 72°C-1 min 

Extensión final   72°C-10 min 
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Posteriormente, los productos de PCR (2,5 �l) fueron sembrados y corridos en gel de 

agarosa al 1 % para bap, al 1,5 % para agrI-IV y al 2 % para cap5, cap8, icaACD y blaZ, 

diluido en buffer TAE 1X y con el agregado del colorante de ácidos nucleicos Gel Red 

1X.  

 

3.1.8 Tipificación molecular por electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE). 

 

Luego de la caracterización molecular por PCR se realizó la evaluación de la 

diversidad genética de las 34 cepas de S. aureus preseleccionadas mediante PFGE.  

La realización de esta técnica consistió en tres fases: a) extracción del ADN 

cromosómico bacteriano, b) restricción del ADN utilizando enzimas de restricción de baja 

frecuencia de corte y, c) separación de los fragmentos obtenidos mediante PFGE. 

 

a) Extracción del ADN. 

Las cepas de S. aureus fueron reactivadas según lo detallado en los apartados 3.1.1. 

y 3.1.2. Posteriormente, 1 ml del cultivo se centrifugó a 12.000 rpm por 2 min a 27 °C. 

�✄ ☛✡✄✄✡✎ ✌✂✆✎✡✕✝✂✟☞ ✏✡ ✕✡✏☎✏☛✡✟✠✝✞ ✡✟ ✘✝✝✝ ✂✄ ✠✡ ✌☎✍✍✡✕ ✁✛� �✂☎✄ ✘✁ ✝✑✕✝✏-HCl (pH 8) 

10 mM. (Anexo 1), se centrifugó utilizando las mismas condiciones, se descartó el 

sobrenadante y el pe✄✄✡✎ ✕✡✏☎✄✎✂✟✎✡ ✏✡ ✕✡✏☎✏☛✡✟✠✝✞ ✡✟ ✄✝✝ ✂✄ ✠✡ ✌☎✍✍✡✕ ✁✛�✗ ✁✡ ✎☞✞✂✕☞✟ �

✂✄ ✠✡ ✡✏✎✂ ✏☎✏☛✡✟✏✝✞✟ ✌✂✆✎✡✕✝✂✟✂✚ ✏✡ ✕✡✏☎✏☛✡✟✠✝✡✕☞✟ ✡✟ ✘✝✝✝ ✂✄ ✠✡ ✌☎✍✍✡✕ ✁✛� ☎ ✏✡ ✞✝✠✝✞

la DO a 620 nm. Este valor se utilizó para calcular el v☞✄☎✞✡✟ ✠✡ ✏☞✄☎✆✝✞✟ ✁✛� ✆✁✟ ✂

agregar a la suspensión bacteriana para que todas las muestras alcancen una DO a 620 nm 

igual a 5 (DO620=5). Para ello se utilizó la siguiente fórmula:  

(✁) Voldil = (DO620x40x210)-210 

Posteriormente, se mezclaron partes iguales de la suspensión bacteriana con DO 

620=5 y de una solución de agarosa de bajo punto de fusión al 1,5%. Con micropipeta, se 

✆☞✄☞✆✂✕☞✟ ✔☞✎✂✏ ✠✡ ✄✝ ✂✄ ✠✡ ✄✂✞✡✂✆✄✂ ✏☞✌✕✡ ☎✟✂ ✏☎☛✡✕✍✝✆✝✡ ✠✡ ✁✝✠✕✝☞✗ ✁✡ ✠✡✂✂✕☞✟ ✏☞✄✝✠✝✍✝✆✂✕

durante 5 min a -20ºC y 10 min a temperatura ambiente. Luego, estas gotas de agarosa 

solidificadas se incubaron en buffer EC-Lisis (Anexo 1) a 37°C durante 5 hs y 

posteriormente en buffer ES-P (Anexo 1) a 50°C durante 18 hs. Por último, los bloques 

de agarosa se lavaron 6 veces durante 30 min con buffer Tris EDTA (Anexo 1). 

 

b) Restricción del ADN. 
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✜☞✏ ✌✄☞�☎✡✏ ✠✡ ✂✔✂✕☞✏✂ ✏✡ ✝✟✆☎✌✂✕☞✟ ✡✟ �✝✝ ✂✄ ✠✡ ✌☎✍✍✡✕ ✁✕✡-✁✞✂✛ ✘� ✆☞✟ ✙-

mercaptoetanol (Anexo 1✟ ✠☎✕✂✟✎✡ ✘ ✆☞✕✂ ✂ ✄�✁☎✗ ✁✡ ✂✏☛✝✕✞ ✡✄ ✌☎✍✍✡✕ ☎ ✏✡ ✂✔✕✡✔✂✕☞✟ ✡� ✂✄

de buffer Pre-SmaI conteniendo la enzima SmaI (15 U/bloque) y se incubaron a 25°C en 

baño de agua durante 17 hs. 

 

c) Electroforesis de los fragmentos de restricción e interpretación de resultados. 

Se preparó un gel de agarosa al 1% en buffer TBE 0,5X (Anexo 1). En cada uno de 

los pocillos se colocaron los bloques de agarosa digeridos y el marcador de peso 

molecular. Los fragmentos de ADN fueron separados con un equipo CHEF DRIII System 

(BIO-RAD). Las condiciones de la corrida electroforética fueron: distribución lineal de 

pulsos de 5 a 35 s, a 6 V/cm durante 23 hs. El alto voltaje usado fue necesario para lograr 

una adecuada separación de los fragmentos grandes de ADN, por ello el buffer de corrida 

debe recircular a través de un módulo de enfriamiento, lográndose así mantener su 

temperatura constante, ajustada a 11,3°C. Los geles fueron coloreados con 0,5 mg/l de 

bromuro de etidio (BrEt, Byodinamics) y el ADN visualizado con un transiluminador de 

UV. Los resultados se registraron con una cámara digital. 

A partir de los perfiles de bandas obtenidos se siguió el criterio establecido por 

Tenover y col. (1995) comparando número, tamaño, ubicación o desaparición de los 

fragmentos para las distintas cepas. Se construyó un patrón de bandas que reúne todas las 

posiciones en que se presentaron los fragmentos y se determinó un valor numérico para 

cada aislamiento, calculado por la razón entre el número de bandas compartidas y las no 

compartidas. El número fue comparado para los 34 aislamientos y se representaron los 

resultados gráficamente y numéricamente evidenciando los pulsotipos de los 

aislamientos. El análisis se realizó con el programa Pyelph (Pavel y Vasile, 2012). 

Las relaciones epidemiológicas entre los aislamientos se describieron gráficamente 

utilizando el programa para filogenia Treecon para Windows (Van de Peer y De Wachter, 

1994). El mismo permite la construcción y el dibujo de árboles filogenéticos 

(dendrogramas) basados en distancias evolutivas calculadas desde las secuencias de 

ácidos nucleicos de cada cepa de S. aureus. Se definieron los pulsotipos considerando que 

los aislamientos que comparten un 80% de similitud en su patrón de bandas pertenecen 

al mismo subtipo.  

La agrupación en pulsotipos permitió seleccionar 6 cepas de S. aureus con diferentes 

patrones clonales, 3 de las cuales fueron de baja adaptación a la GM o T (cepas 3, 179 y 

806) y 3 de alta adaptación a la GM o P (cepas 5011, 5128 y 37). 
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3.1.9 Genotipificación de ADN basado en microarreglos (Microarray-based DNA 

genotyping). 

 

Las 6 cepas de S. aureus seleccionadas mediante PFGE fueron posteriormente 

caracterizadas utilizando un sistema de genotipificación de ADN basado en microarreglos 

(Alere GmbH, Jena, Germany). Este procedimiento se realizó con la colaboración del Dr. 

Stefan Monecke en el Institute for Medical Microbiology and Hygiene, Technical en la 

Universidad de Dresden, Alemania.   

El ADN genómico fue obtenido como lo describió previamente Monecke y col. 

(2008). Las secuencias del microarreglo utilizado en este sistema fueron las secuencias 

del genoma de cepas de S. aureus publicadas por Monecke y col. (2008). El microarreglo 

abarca 334 secuencias diana correspondientes a 185 genes diferentes y sus variantes 

alélicas y detecta una amplia gama de determinantes genéticos incluyendo controles 

específicos de especie, genes que codifican factores de virulencia y resistencia, genes que 

codifican exotoxinas, superantígenos y MSCRAMM, así como marcadores de tipado 

como SCCmec, cápsula y grupo agr (Monecke y col., 2009). La interpretación de los 

datos, la definición del umbral y la categorización se realizaron como lo describen 

Monecke y col. (2008). Los resultados categorizados como ambiguos se contaron como 

negativos. Sobre la base de los patrones de hibridación y mediante la comparación con 

una base de datos de cepas de referencia, los aislados se asignaron a complejos clonales 

(CC) utilizando la nomenclatura basada en Multilocus Sequence Typing (MLST) 

(Monecke y col., 2008).   

 

� Caracterización fenotípica de las cepas de S. aureus. 

 

3.1.10 Cuantificación de la producción de biofilm mediante el método de cultivo en 

placa. 

 

Con la finalidad de seleccionar 2 cepas de S. aureus con características fenotípicas 

diferenciales que pudieran asociarse con la capacidad de adaptación a la GM bovina, se 

evaluó la producción biofilm de las 34 cepas de S. aureus preseleccionadas utilizando el 

método descripto por Stepanovic y col. (2007) con modificaciones. Las cepas de S. aureus 

conservadas fueron reactivadas según lo detallado en los apartados 3.1.1. y 3.1.3. A partir 
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del cultivo líquido se realizó una dilución 1/100, mezclando 990 µl de TSC suplementado 

con 1% de glucosa (Laboratorios Cicarelli) y 10 µl del cultivo de cada cepa de S. aureus 

a evaluar. ✁☞✏✆✝✡✟✎☞✏ ✂✄ ✠✡ ✡✏✎✂ ✠✝✄☎✆✝✞✟ ✏✡ ✏✡✞✌✕✂✕☞✟ ☛☞✕ ✎✕✝☛✄✝✆✂✠☞ ✡✟ ☎✟✂ ☛✄✂✆✂ ✠✡ ✠☛

pocillos de fondo plano (GBO). Este procedimiento se realizó para cada cepa de S. aureus 

✂ ✡✁✂✄☎✂✕✗ ✁✡ ✝✟✆✄☎☎✡✕☞✟ ✏✡✝✏ ☛☞✆✝✄✄☞✏ ✆☞✟ ✄✝✝ ✂✄ ✠✡ ☎✑✁ ✡✟ ✆✂✠✂ ☛✄✂✆✂ ✆☞✞☞ ✆☞✟✎✕☞✄

negativo. Las placas se incubaron a 37ºC por 24 hs. Se descartó el líquido de la placa por 

volcado y se realizaron 3 lavados con 300 µl de PBS estéril 1X (pH 7.2). Luego del secado 

de la placa por inversión, se fijaron los pocillos con 150 µl de metanol (Laboratorios 

Cicarelli) durante 20 min. Posteriormente, se descartó el líquido por volcado y se incubó 

la placa a 27°C en posición invertida durante 16 hs. La tinción se re✂✄✝✂✞ ✆☞✟ ✘�✝ ✂✄ ✠✡

una solución al 2% de cristal violeta (Britania) durante 15 min. Se realizaron 3 lavados 

✆☞✟ ✂✔☎✂ ✠✡✏✎✝✄✂✠✂ ☎ ✠✡✏✆✂✕✎✡ ☛☞✕ ✁☞✄✆✂✠☞✗ ✜✂ ✠✡✆☞✄☞✕✂✆✝✞✟ ✏✡ ✕✡✂✄✝✂✞ ✂�✂✠✝✡✟✠☞ ✘�✝ ✂✄

de una solución de etanol 95% durante 30 minutos y finalmente se midió la DO a 570 nm 

en un espectrofotómetro (SPECTROstar Nano BMG Labtech). El valor de DO se 

consideró proporcional a la formación de biomasa o cantidad de biofilm. Cada ensayo se 

repitió 3 veces y la cepa V329, cepa positiva para el gen bap y fuerte productora de biofilm 

in vitro se utilizó como control positivo. Los resultados se interpretaron de acuerdo con 

la metodología empleada por Li y col. (2012). El valor de DO de corte (DOc) se definió 

como el valor de la media del control negativo más tres desviaciones estándar por encima 

de la misma. En este estudio se obtuvo una DOc de 0,4 por lo que se clasificaron a los 

aislamientos de la siguiente forma (Tabla 17): 

 

Tabla 17. Clasificación de la capacidad para formar biofilm según método de cultivo en 

placa. Adaptado de Li y col. (2012).  

Consideración DO Valor DO Clasificación 

DO<DOc <0,4 NP 

DOc<DO<2DOc 0,4-0,8 D 

2DOc<DO<4DOc 0,8-1,6 M 

DO>4DOc >1,6 F 

DO: densidad óptica, DOc: densidad óptica de corte, NP: no productora, D: débil, M: 

moderada, F: fuerte. 
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3.1.11 Curvas de crecimiento de cepas de S. aureus. 

 

Se evaluaron diferentes parámetros del crecimiento in vitro de 6 cepas de S. aureus 

seleccionadas en función a la portación de genes de virulencia de interés, genotipo, 

producción de biofilm y la capacidad de adaptación a la GM bovina (T o P). Además, se 

incluyeron en el ensayo la cepa V329 portadora del gen bap con alta capacidad para 

producir biofilm y la cepa Newbould 305 (ATCC 29740), cepa de referencia aislada de 

mastitis bovina ampliamente utilizada en ensayos in vitro e in vivo (Hensen y col, 2000; 

Bannerman y col., 2004; Bouchard y col., 2012). 

Las cepas de S. aureus fueron reactivadas según lo detallado en los apartados 3.1.1. 

y 3.1.4. A partir del cultivo líquido se realizó una dilución 1/100 para la cual se colocaron 

240 µl/pocillo de CTS en una placa de 96 pocillos y se agregaron 2,4 µl del cultivo líquido 

correspondiente a cada cepa a evaluar. Se utilizó como control negativo CTS sin el 

agregado del cultivo de S. aureus. El crecimiento se determinó mediante lecturas de DO 

a 630nm cada 1 hora y durante 24 hs, utilizando el equipo Multi-Mode Microplate Reader, 

SynergyTM HT, Biotek. A partir del informe emitido por el equipo, se analizó la duración 

de la fase de crecimiento logarítmica (lagtime) de cada cepa y el tiempo en el que cada 

una de ellas alcanzó el máximo crecimiento (t at Max V). De cada cepa evaluada se 

realizaron triplicados en cada ensayo y el mismo se repitió 3 veces. 

 

3.1.12 Determinación de número de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por 

mililitro. 

 

Previo a los ensayos de internalización se realizó la determinación del número de 

UFC/ml de 6 cepas de S. aureus que se seleccionaron en función a la portación de genes 

de virulencia de interés, a su pulsotipo, secuenciotipo, producción de biofilm y capacidad 

de adaptación a la GM bovina (T o P). También se incluyó la cepa V329 por ser portadora 

del gen bap. La determinación del número de UFC/ml de cada cepa fue necesaria para 

calcular la relación bacteria:célula o multiplicidad de infección (MOI, multiplicity of 

infection) a utilizar en los ensayos de adherencia y/o internalización en la línea celular 

epitelial mamaria bovina, MAC-T (Huynh y col., 1991). 

Para realizar esta determinación, las cepas de S. aureus fueron reactivadas según lo 

detallado en los apartados 3.1.1. y 3.1.4. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas 

en base 10 del cultivo líquido y se sembraron en Agar Manitol Salado (AMS, Britania) 
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(Anexo 1). Brevemente, se colocaron 90 µl de buffer fosfato salino 1X (PBS) estéril 

(Anexo 1) en 8 pocillos de una placa de 96 pocillos y se realizaron las siguientes 

diluciones: 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107 y 108. Luego, se sembraron 20 µl de cada 

dilución por duplicado en placas de AMS y se incubaron por 24 hs a 37ºC. Finalmente, 

se contaron las colonias en la dilución correspondiente (conteniendo hasta un máximo de 

30 o 40 colonias) para luego calcular el número de UFC/ml según la siguiente formula:  

Nº UFC/ml = Nº colonias x 1x10X (dilución) x 50  

Se realizaron triplicados de cada dilución y el ensayo se repitió 3 veces para obtener 

el resultado final. 

 

3.1.13 Recuento de UFC/ml en diferentes tiempos del crecimiento bacteriano.  

 

Previo a la realización de los ensayos de internalización con las 6 cepas seleccionadas 

según los criterios descriptos en el apartado 3.1, se evaluó si la capacidad de invasión de 

S. aureus a las células MAC-T se modificaba con la fase de crecimiento en la que se 

encontraban las bacterias al momento de realizar la infección, es decir si estaban en fase 

de crecimiento logarítmica o estacionaria. Para ello, se cuantificó el número de UFC/ml 

de dos cepas de S. aureus (179 T y 5011 P) a las 2 y 16 hs del crecimiento en cultivo 

líquido utilizando el método descripto en el apartado 3.1.12.  

 

� Ensayos de internalización, adherencia, persistencia y muerte inducida por S. 

aureus en células MAC-T. 

 

3.1.14 Cultivo de células MAC-T. 

 

Se utilizó la línea celular MAC-T (Hyunh y col., 1991) proveniente de células 

epiteliales alveolares mamarias bovinas. Las mismas se cultivaron en frascos T de cultivo 

de 75 cm2 con medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco), 

suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB✟ ✆✛✟✎✡✕✟✡✔☞✆✝☞✏✟✚✘ ✂✔✝✞✄ ✠✡

hidrocortisona (Richet), antibióticos penicilina 100 U/ml y ✡✏✎✕✡☛✎☞✞✝✆✝✟✂ ✘✝✝ ✂✔✝✞✄

(Gibco) e insulina bovina (Betasint U-4000, pH 7,2-7,0). Las células se mantuvieron a 

37ºC en atmósfera húmeda de CO2 al 5%. El medio de cultivo se renovó cada 48 hs y las 

células se subcultivaron una vez por semana. 
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Para los ensayos de adherencia, invasión, persistencia y daño, las células MAC-T 

✍☎✡✕☞✟ ✆☎✄✎✝✁✂✠✂✏ ✡✟ ☛✄✂✆✂✏ ✠✡ ✄✡ ☛☞✆✝✄✄☞✏ ✆�✂✂✟ ✡✟ ✘✝✝✝ ✂✄ ✠✡ ✞✡✠✝☞ ✆☞✞☛✄✡✎☞ ☎ ✏✡

dejaron crecer a confluencia durante 48 hs (1x105 cel/ml). Transcurrido el tiempo de 

incubación, las células MAC-T (aproximadamente 2,5 x 105 cel/ml) se utilizaron para los 

diferentes ensayos que se describen a continuación. 

 

3.1.15 Evaluación de la capacidad de internalización de cepas de S. aureus en fase de 

crecimiento logarítmica y estacionaria en células MAC-T. 

 

Se realizaron ensayos de invasión en células MAC-T utilizando dos cepas de S. 

aureus, una de alta adaptación a la GM o P (5011) y otra de baja adaptación a la GM o T 

(179), ambas cepas se utilizaron en dos fases de crecimiento: logarítmica (2 hs de 

crecimiento en TSC) y estacionaria (16 hs de crecimiento en TSC), para evaluar si existían 

diferencias en la capacidad de cada cepa de invadir a las células MAC-T según la fase de 

crecimiento en la que se encontraban. Las cepas de S. aureus fueron reactivadas según lo 

explicado en los apartados 3.1.1. y 3.1.2.  

A partir del cultivo liquido de 16 hs de ambas cepas (correspondiente a la fase de 

crecimiento estacionaria), se realizó cultivo líquido de 2 hs (correspondiente a la fase de 

crecimiento logarítmica) según lo detallado en el apartado 3.1.4. 

Posteriormente, las 2 suspensiones de cada cepa seleccionada fueron co-cultivadas 

con una monocapa confluente de células MAC-T en medio D-MEM (Apartado 3.1.14) 

en una MOI, de 100 bacterias/célula MAC-T durante 2 hs a 37°C en atmósfera de 5% de 

CO2. El número de células MAC-T por pocillo fue estimado mediante recuento en cámara 

de Neubauer para calcular la cantidad de S. aureus necesaria para obtener, en cada 

condición, una MOI de 100. Paralelamente, se sembraron estos inóculos iniciales (ii) por 

triplicado en placas de AMS para corroborar el número de UFC/ml que se pusieron en 

contacto con las células MAC-T. En la Figura 6 se muestran MAC-T en confluencia antes 

de la infección e infectadas con S. aureus. 
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De esta manera, se pudo comprobar que el número de UFC utilizadas para la 

infección de las MAC-T fue el deseado. Además, se determinó número de UFC que se 

recuperaron del interior de las células MAC-T, según lo explicado en el punto 3.1.12. 

 

3.1.16 Evaluación de la capacidad de internalización de cepas de S. aureus en células 

MAC-T. 

 

Se evaluó la capacidad de internalización en células MAC-T de 7 cepas de S. 

aureus seleccionadas en función de su genotipo, fenotipo y adaptación a la GM bovina. 

Se emplearon 3 aislados de S. aureus de baja adaptación a la GM o T (3, 179 y 806) y 3 

aislados de S. aureus de alta adaptación a la GM o P (5011, 5128 y 37). Además, se 

incluyó la cepa de S. aureus V329, portadora del gen bap y fuerte formadora de biofilm. 

La tabla 3 (Anexo 2) muestra las características diferenciales de las cepas seleccionadas 

para los ensayos de internalización. Como control negativo se empleó la cepa de 

Escherichia coli ✁☞�✄✚ ✄✂ ✆☎✂✄ ✡✏ ✝✟✆✂☛✂✂ ✠✡ ✝✟✁✂✠✝✕ ✂ las células epiteliales mamarias 

bovinas. 

El ensayo se realizó con la misma metodología empleada en el apartado 3.1.15. Como 

ii de estos ensayos se utilizaron cultivos líquidos de S. aureus en fase de crecimiento 

logarítmica (2 hs de crecimiento) según lo detallado en el apartado 3.1.4. De cada cepa 

evaluada se hicieron triplicados en cada ensayo y el ensayo se repitió 3 veces para obtener 

3 réplicas. 

 

3.1.17 Evaluación de la capacidad de adherencia de cepas de S. aureus en células 

MAC-T. 

 

Luego de los ensayos de internalización con las 7 cepas mencionadas, se 

seleccionaron 2 cepas de S. aureus con características diferenciales en relación a la 

portación de genes de virulencia (cap, ica, agr, bap, blaZ), producción de biofilm (débil 

o fuerte), pulsotipo (PFGE), perfil clonal (microarrays de ADN), capacidad de adaptación 

a la GM bovina (T o P) y capacidad de internalización a las células MAC-T (alta o baja). 

En la Tabla 4 (Anexo 2) se detallan las características diferenciales de las 2 cepas de S. 

aureus seleccionadas (806 T y 5011 P). Las mismas se emplearon en los ensayos de 

adherencia que se describen en este apartado y de persistencia intracelular que se 

describen en el siguiente.  
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El ensayo de adherencia se realizó siguiendo la metodología descripta en el apartado 

3.1.15 con algunas modificaciones. Como ii de estos ensayos se utilizaron cultivos 

líquidos de S. aureus en fase de crecimiento logarítmica según lo detallado en el apartado 

3.1.4. Brevemente, monocapas de células MAC-T fueron co-cultivadas con las 

suspensiones de S. aureus utilizando una MOI de 100, durante 2 hs a 37°C y 5% CO2. 

Posteriormente, las monocapas fueron lavadas tres veces con 500 µl de PBS 1X estéril y 

se procedió a la lisis de las células MAC-T según el procedimiento del ensayo estándar. 

Se realizaron diluciones seriadas, siembra en AMS y posterior recuento de UFC.  

 

3.1.18 Evaluación de la capacidad de cepas de S. aureus de persistir en células MAC-T. 

 

El objetivo de los ensayos de persistencia fue evaluar la habilidad de las 2 cepas de 

S. aureus seleccionadas según los criterios mencionados anteriormente, para sobrevivir 

intracelularmente en las células MAC-T durante 4, 10, 24, 48 y 72 hs.  

Se realizaron ensayos previos con diferentes MOIs (10, 30 y 100) para determinar la 

más apropiada a utilizar para la infección persistente de las células MAC-T. Cuando se 

infectaron monocapas de células MACT utilizando una MOI de 100 durante 72 hs, se 

observó una disminución de la viabilidad de las células epiteliales y una mayor 

variabilidad de los resultados entre ensayos. La misma variabilidad se observó cuando se 

infectaron a las células MACT utilizando una MOI de 10 bacterias por células. La MOI 

de 30 indujo un daño moderado a las células MAC-T y la infección pudo establecerse en 

el tiempo hasta las 72 hs pi, por lo tanto, fue la MOI seleccionada para los ensayos con 

las 7 cepas de S. aureus.   

La primera parte del ensayo se realizó siguiendo la metodología descripta en el 

apartado 3.1.16, que corresponde al ensayo de internalización estándar. Finalizadas las 2 

hs de incubación de las células MAC-T con el medio conteniendo gentamicina, las 

monocapas celulares se lavaron 2 veces con 500 µl de PBS 1X y a los pocillos que 

correspondían a las 4 hs de infección se les agregó Tritón al 0,025% (v/v) en agua 

destilada estéril y se continuó con el ensayo estándar. A los pocillos que correspondían a 

los tiempos de 10, 24, 48 y 72 hs de infección se les remplazo el medio de cultivo y se 

agregó medio completo suplementado con 300 µg/ml de gentamicina (Anexo 1) para 

evitar las re-infecciones de la monocapa por las bacterias que se liberan al morir las 

células infectadas y se incubó a 37ºC con 5% CO2. Al cumplirse el tiempo de incubación 
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correspondiente, se procedió a la lisis de las células MAC-T y posterior siembra en placas 

de AMS, siguiendo el mismo procedimiento que para el ensayo estándar.  

 

3.1.19 Evaluación de la capacidad de cepas de S. aureus para inducir muerte en células 

MAC-T.  

 

Para la realización de este ensayo se utilizó el kit comercial: Annexin V-FITC 

Apoptosis Detection Kit (Abcam) y la muerte celular se evaluó por citometría de flujo.  

El fundamento de esta técnica está basado en la translocación de la fosfatidilserina (PS) 

desde la cara interna de la membrana celular a la superficie externa de la misma, ello 

ocurre cuando la célula inicia el proceso de apoptosis. Una vez en la superficie, la PS 

puede ser fácilmente detectada por Anexina V, una proteína que tiene alta afinidad por 

ella. La Anexina V se encuentra conjugada a isotiocianato de fluoresceína (FITC), por lo 

cual permite la detección de células en apoptosis temprana mediante citometría de flujo. 

Por otra parte, en apoptosis tardía y/o necrosis, la integridad de la membrana plasmática 

y nuclear disminuye, permitiendo que el ioduro de propidio (IP) ingrese a la célula, se 

intercale entre los ácidos nucleicos, y aumente su fluorescencia unas 20 a 30 veces 

(Faleiro y Lazebnik, 2000; Vermes y col., 1995; Vermes y col., 2000).  

El ensayo se realizó siguiendo la metodología descripta en el apartado 3.1.18 (ensayo 

de persistencia). Durante el co-cultivo, a los pocillos de células MAC-T infectadas con 

las cepas de S. aureus (24, 48 y 72 hs), se les renovó el medio de cultivo cada 24 hs 

suplementado con gentamicina a los fines de evitar una reinfección de la monocapa por 

las bacterias liberadas al morir las células. 

Al cumplirse las 4, 24, 48 y 72 hs de incubación de las MAC-T con las cepas de S. 

aureus, las monocapas celulares se lavaron 2 veces con 500 µl de PBS 1X, se les agregó 

200 µl de tripsina-EDTA 1X (Emeve Medios) y se incubaron a 37°C por 8-10 min hasta 

que las células MAC-T se despegaron de la superficie del pocillo. Se detuvo la acción de 

la tripsina con 1000 µl de medio completo de las MAC-T (Anexo 1), se colectaron las 

células en tubos Eppendorf y se centrifugaron a 2000 rpm por 5 min, a 4°C. Se eliminó 

el sobrenadante y se agregó 500 µl de Binding Buffer (Annexin V-FITC Apoptosis 

Detection Kit) a cada tubo más 5 µl de Anexina V-FITC y/o 5 µl de IP según el tubo que 

correspondiera y se incubó a temperatura ambiente, en oscuridad por 5 min. Finalmente, 

las células fueron adquiridas en el citómetro de flujo Attune NxT (Acoustic Focusing 

Cytometer A24860, Thermo Fisher SCIENTIFIC).  
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Los controles utilizados en este ensayo fueron los siguientes: 

a) Un control de células sin infectar y sin marcar (doble negativo) para determinar 

el nivel basal de fluorescencia de las MAC-T. 

b) Un control de muerte basal de las células MAC-T. La marcación se realizó con 5 

µl de AnexinaV-FITC y 5 µl de IP. 

c) Un control positivo de necrosis. Las células fueron tratadas con 150 µl de alcohol 

etílico absoluto 99.5% (Laboratorios Cicarelli) por 3 hs. La marcación se realizó 

con 5 µl de IP. 

d) Un control positivo de apoptosis. Las células fueron tratadas con 10 µl de peróxido 

de hidrógeno por 7 hs. La marcación se realizó con 5 µl de Anexina V-FITC. 

�✄ ✂✟✄✄✝✏✝✏ ✠✡ ✄☞✏ ✠✂✎☞✏ ✠✡ ✆✝✎☞✞✡✎✕�✂ ✠✡ ✍✄☎✂☞ ✏✡ ✌✂✏✂ ✡✟ ✡✄ ☛✕✝✟✆✝☛✝☞ ✠✡ �✔✂✎✝✟✔✁✗

✜☞✏ �✔✂✎✡✁ ☎ las regiones se colocaron alrededor de poblaciones de células con 

características comunes, para investigar y cuantificar estas poblaciones de interés. Los 

datos obtenidos fueron analizados utilizando un software específico (FlowJo, TreeStar 

Inc., Ashland, EE. UU) y se evaluó el porcentaje de células Anexina V simple positivas 

(correspondiente a células en apoptosis temprana), células Anexina V positivas, IP 

positivas (dobles positivas, correspondiente a células en apoptosis tardía y/o necrosis) y 

cellas IP simples positivas (correspondiente a células muertas por necrosis). De cada cepa 

evaluada se hicieron duplicados en cada ensayo y el ensayo se llevó a cabo 3 veces para 

obtener 3 réplicas del mismo. 

 

3.1.20 Evaluación de la viabilidad de células MAC-T luego del co-cultivo con cepas de 

S. aureus. 

 

El objetivo de estos ensayos fue evaluar la viabilidad de las células MAC-T luego de 

4, 24, 48 y 72 hs del co-cultivo con las 2 cepas de S. aureus seleccionadas para los ensayos 

de persistencia, 806 (T) y 5011 (P).  

Se realizó un ensayo colorimétrico para la determinación por cuantificación no 

radioactiva de la viabilidad celular. El ensayo está basado en el clivaje de la sal de 

tetrazolio (XTT) y su conversión a formazan (de color naranja), debido al metabolismo 

celular activo (Gerlier y Thomasset, 1986), por lo tanto, esta conversión solo ocurre en 

células viables. El formazan formado es soluble en soluciones acuosas y se cuantifica 

directamente midiendo DO en un espectrofotómetro. Para la realización de este ensayo 
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se utilizó el kit comercial: Cell Proliferation Kit II (XTT) (ROCHE) y el equipo utilizado 

para la medición de la reacción fue el SPECTROstar Nano (BMG LABTECH). 

Se realizó el ensayo siguiendo la metodología descripta en el ensayo de persistencia 

(apartado 3.1.16). Durante el co-cultivo, a los pocillos de células MAC-T infectadas con 

las cepas de S. aureus (24, 48 y 72 hs), se les renovó el medio de cultivo suplementado 

con gentamicina cada 24 hs a los fines de evitar una reinfección de la monocapa por las 

bacterias liberadas al morir las células. Al cumplirse las 4, 24, 48 y 72 hs de incubación 

de las células MAC-T con las cepas de S. aureus, se lavaron las monocapas celulares 2 

veces con 500 µl de PBS 1X y se agregó 1 ml de medio completo MAC-T suplementado 

con gentamicina (Anexo 1) más el agregado de 500 µl de una mezcla de XTT labeling 

reagent (1 mg/ml) y Electron-coupling reagent (0,3 mg/ml), y se incubó por 2 hs a 37°C. 

Finalmente, se colectó el sobrenadante de cada pocillo y se midió la DO a 470 nm 

utilizando el equipo SPECTROstar Nano.  

Los controles utilizados para este ensayo fueron los siguientes: 

a) Un control de sobrenadante de células sin infectar y sin XXT, blanco de la 

medición para cada tiempo. 

b) Un control de células muertas para cada tiempo. Las células fueron tratadas con 

150 µl de alcohol etílico absoluto 99.5% (Laboratorios Cicarelli) por 3 hs y 

posteriormente con el kit XTT.  

c) Un control de células vivas sin infectar. Las células fueron tratadas con el kit XTT 

de la misma manera que las infectadas. 

 

3.1.21 Evaluación de la viabilidad intracelular de cepas de S. aureus en células MAC-T. 

 

El objetivo de este ensayo fue evaluar la viabilidad intracelular de las dos cepas de 

S. aureus seleccionadas, 806 (T) y 5011 (P), luego de 4, 10, 24, 48 y 72 hs del co-cultivo 

con las células MAC-T. 

Para la realización de este ensayo se utilizó el kit comercial: Live/Dead® 

BacLightTM Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, Invitrogen) y el equipo utilizado 

fue el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipce Ci. 

Para este ensayo, células MAC-T se sembraron sobre cubreobjetos estériles 

colocados en los pocillos de una placa de cultivo y se realizó el ensayo de persistencia 

con la misma metodología empleada en apartado 3.1.16. Al cumplirse las 4, 10, 24, 48 y 

72 hs de incubación de las células MAC-T con las cepas de S. aureus, se lavó la monocapa 
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3 veces con 1 ml de PBS 1X, se levantó el cubreobjetos con las células MAC-T crecidas 

en su superficie y se colocó sobre un portaobjetos. Se agregaron 300 µl del reactivo A 

(fijador, kit LeucopermTM, BIORAD) por 15 min, y luego de lavar con 500 µl de PBS 1X 

se incubó a las células MAC-T con saponina (SIGMA-ALDRICH) al 0,1% por 10 min 

para permeabilizar la membrana celular. Posteriormente, se agregaron 500 µl de una 

mezcla de Syto 9 (0,5 µl, 3.34 mM) e IP (1 µl, 20 mM) en saponina al 0,1% y se incubó 

en oscuridad por 30 min. Finalmente, luego de lavar a la monocapa de células MAC-T 

con PBS 1X, se agregó una gota de líquido de montaje (Kit Live/Dead®) y se observó en 

el microscopio de fluorescencia a 40X y 100X utilizando los filtros correspondientes.  

 

Para cumplir con el objetivo específico 2.2.2 de la presente tesis se realizaron los 

ensayos comprendidos en los ítems del punto 3.2.  

 

3.2 Ensayo de fagocitosis, persistencia y producción de especies reactivas de oxígeno 

y nitrógeno en macrófagos infectados con cepas de S. aureus marcadas con FITC. 

 

El objetivo de estos ensayos fue evaluar y comparar la actividad fagocítica de 

macrófagos bovinos provenientes de secreciones de glándulas mamarias en involución y 

enfrentados a las cepas de S. aureus aisladas de IIM bovinas seleccionadas en función de 

su genotipo, fenotipo, adaptación a la GM (T o P) y capacidad invasiva en las células 

MAC-T.  

 

3.2.1 Toma de muestras de secreción mamaria. 

 

Para la realización de estos ensayos se tomaron muestras de secreción mamaria 

provenientes de cuartos sanos de vacas Holando Argentino a los 10-15 días luego de la 

finalización de la lactancia (pos-secado). Previo a la toma de muestra se realizaron 3 

muestreos consecutivos cada 7 días para descartar la presencia de IIM a través de cultivos 

microbiológicos. Los animales utilizados para el muestreo pertenecían al tambo de la 

Escuela de Agricultura, Ganadería y Granja de la Universidad Nacional del Litoral. 

Para los cultivos bacteriológicos se obtuvieron 10 ml de secreción mamaria en forma 

aséptica en tubos estériles. Para el aislamiento y purificación de macrófagos se obtuvieron 

100 ml de secreción mamaria de cada cuarto en forma aséptica (Figura 7). Las muestras 

fueron conservadas a 4°C e inmediatamente remitidas al laboratorio.  
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veces y se resuspendió en 40 ml de PBS estéril. Se agregaron en el fondo del tubo 5 ml 

de Ficoll-PaqueTM PLUS (densidad 1083, GE Healthcare) y se centrifugó a 1890 rpm, por 

30 min a temperatura ambiente. Las células mononucleares se obtuvieron de la separación 

de las dos fases entre la solución de Ficoll y la suspensión que contenía a las células. Las 

células fueron contadas en cámara de Neubauer y se evaluó la viabilidad celular con 

solución de azul de tripán 0.4% (Gibco) para posteriormente ser utilizadas para los 

ensayos que se describen a continuación.  

 

3.2.4 Evaluación de la capacidad de cepas de S. aureus de inducir actividad fagocítica 

y producción de especies reactivas del oxígeno (ROS) en macrófagos. 

 

Los macrófagos purificados de secreción mamaria de cuartos sanos fueron 

enfrentados a las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus marcadas con FITC siguiendo la 

metodología empleada por Renna y col. (2014) con modificaciones. Brevemente, se 

✡✟✍✕✡✟✎✂✕☞✟ ✘✝✝ ✂✄ ✠✡ ☎✟✂ ✏☎✏☛✡✟✏✝✞✟ ✠✡ ✄✂✏ ✆✡☛✂✏ ✑ ☎ ✁ ✠✡ S. aureus (1 x 108 UFC/ml) 

✆☞✟ ✘✝✝ ✂✄ ✠✡ ☎✟✂ ✏☎✏☛✡✟✏✝✞✟ ✠✡ ✞✂✆✕✞✍✂✔☞✏ ☛☎✕✝✍✝✆✂✠☞✏ ✠✡ ✏✡✆✕✡✆✝✞✟ ✞✂✞✂✕✝✂ ✌☞✁✝✟✂ ✆✘

x 107 cél/ml), durante 30 min a 37°C en agitación suave. La MOI empleada fue de 100 

bacterias por célula. La fagocitosis se detuvo mediante la adición de NaCl 0,85% / EDTA 

0,04% a 4 °C. Luego, los macrófagos fueron incubados con hidroetidina 1 �M (HE, 

Molecular Probes, Invitrogen) en PBS durante 15 min a 37°C en oscuridad a los fines de 

evaluar la producción de ROS. La hidroetidina (HE) es un compuesto no fluorescente que 

difunde al interior de la célula y es convertido a bromuro de etidio por la presencia de 

ROS (principalmente por el anión superóxido) de manera dosis dependiente, dando como 

resultado final, la emisión de fluorescencia. Luego de la incubación con HE, las células 

se centrifugaron a 1890 rpm durante 5 min, se resuspendieron en fluido de enfoque 

(Attune® Focusing Fluid, ThermoFisher SCIENTIFIC) y se adquirieron en el citómetro 

de flujo Attune NxT. Una alícuota de los macrófagos purificados se incubó con el 

anticuerpo monoclonal anti-CD14-APC (APC anti-CD14 human BioLegend®, CA, 

EEUU) en buffer de tinción (PBS-EDTA-FCS) a 4°C durante 30 min en oscuridad. Las 

células se lavaron, se resuspendieron en fluido de enfoque y se adquirieron en el equipo 

Attune NxT.  

Se seleccionó la región R1 que contenía a la población de células mononucleares 

teniendo en cuenta los parámetros de tamaño (Forward Scatter) y complejidad 

citoplasmática (Side Scatter). La población de macrófagos se identificó como CD14 
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positiva. El análisis de datos se realizó utilizando el programa FlowJo. Se evaluó el 

porcentaje de macrófagos con bacterias asociadas (adheridas y/o internalizadas, R2) y se 

utilizó la intensidad de fluorescencia media (IFM) para estimar el número de bacterias 

asociadas por célula positiva (Zetterlund y col., 1998; Renna y col., 2014). Se analizó, 

además, la conversión de HE a bromuro de etidio por la presencia de anión superóxido 

en la población de macrófagos totales (R1) y en la población de macrófagos positivos 

para FITC (R2), utilizándose el parámetro de IFM para estimar la cantidad de ROS 

producido por célula. 

 

3.2.5 Evaluación de la capacidad de cepas de S. aureus de inducir la producción de 

óxido nítrico (ON) en macrófagos. 

 

Para evaluar la producción de ON por los macrófagos de secreción mamaria 

enfrentados a las cepas de S. aureus, se utilizaron los sobrenadantes recuperados de los 

ensayos de fagocitosis (apartado 3.2.5), los cuales fueron filtrados utilizando un filtro de 

0,22 �M (Milipore) para eliminar a las bacterias. La concentración de nitritos se 

determinó por el método de microplaca utilizando el kit de Griess (Griess Reagent Kit for 

Nitrite Determination, Molecular Probes) y siguiendo la metodología de Renna y col. 

(2019). Brevemente, en una placa de 96 pocillos se colocaron 150 µl del sobrenadante, 

se agregaron 150 µl del reactivo de Griess y se incubó por 30 min a temperatura ambiente 

y en oscuridad. Finalmente, se midió la absorbancia a 550 nm utilizando el equipo 

SPECTROstar Nano (BMG LABTECH). La concentración de nitritos se calculó por medio 

de la utilización de un estándar de nitrito (nitrito de sodio, provisto por el kit), lo que 

permitió realizar una curva de calibración abarcando rangos de concentración entre 0,78 

y 100 �M. Como control positivo de la producción de ON se utilizó la estimulación de 

los macrófagos de secreción mamaria por la combinación de activadores de la Proteína 

Kinasa C, como el acetato mirístico de forbol (PMA, Phorbol 12-Myristate 13-Acetate) 

(50 ng/ml, SIGMA-ALDRICH) asociados a Ionóforo de calcio como Ionomicina (Io, 

1µg-ml, SIGMA-ALDRICH).  

 

3.2.6 Evaluación de la persistencia intracelular de cepas de S. aureus en macrófagos. 

 

Se purificaron macrófagos de secreción mamaria bovina según lo explicado en el 

apartado 3.2.3. Se sembraron 2 x 106 cél/pocillo en una placa de 24 pocillos pretratada 



Materiales y Métodos | Tesis Doctoral, MV Sofia Clara Sacco 

 

 
59 

con 300 µl de suero fetal bovino (SFB, Internegocios) durante 30 min y se incubaron 

durante 2 hs a 37°C 5% CO2. Se cambió el medio de cultivo y se dejaron las células 

incubando en medio sin antibiótico por 16 hs (Anexo 1) hasta el momento de la infección 

con las dos cepas de S. aureus, las cuales fueron reactivadas según lo explicado en los 

apartados 3.1.1. y 3.1.2. A partir del cultivo líquido de 16 hs de ambas cepas, se realizó 

cultivo líquido de 2 hs según lo detallado en el apartado 3.1.4. Posteriormente, las 

suspensiones de cada cepa fueron co-cultivadas con los macrófagos en una MOI de 100 

bacterias por célula en medio RPMI durante 1 h a 37°C en atmósfera de 5% de CO2. El 

número de macrófagos por pocillo fue estimado mediante recuento en cámara de 

Neubauer para calcular la cantidad de S. aureus necesaria para obtener, en cada condición, 

una MOI de 100. La elección de esta MOI resulta de ensayos previos donde se evaluaron 

diferentes MOIs: 10, 30 y 100. La MOI de 100 UFC/célula fue elegida ya que los 

resultados obtenidos en los ensayos previos fueron más homogéneos y reproducibles en 

comparación con las MOIs de 10 y 30 donde se observó mayor variación en los resultados 

inter-ensayo. Paralelamente, se sembraron los ii por triplicado en placas de AMS para 

conocer cuántas UFC/ml fueron las que inicialmente se pusieron en contacto con las 

células. 

Al finalizar la incubación, previo descarte del medio conteniendo las bacterias, se 

colocó 1 ml del medio RPMI suplementado con 300 µg/ml de gentamicina (OVER) a 

cada pocillo y se incubó por 1 h a 37ºC con 5% CO2 con la finalidad de eliminar las 

bacterias extracelulares. Finalizada la incubación, se colectaron los sobrenadantes y se 

sembraron en placas de AMS para verificar la muerte bacteriana por gentamicina. Por 

último, los macrófagos fueron lavados con 500 µl de PBS 1X y a los pocillos 

correspondientes a las 2 hs post-infección se les colocó 900 µl de Tritón X-100 al 0.025% 

v/v en agua destilada estéril y se incubó durante 10 min para favorecer la lisis de las 

células y la liberación de las bacterias intracelulares. Se recolectó el lisado celular y se 

realizaron diluciones seriadas en base 10 según lo explicado en el apartado 3.7. Se 

sembraron las diluciones 1/10, 1/100, 1/1.000 y 1/10.000 para determinar las UFC 

intracelulares, las placas se incubaron 24 hs a 37°C y finalmente se realizó el recuento de 

las UFC. A los pocillos que correspondieron a los tiempos de 4, 8 y 24 hs de infección, 

se les agregó medio completo suplementado con 300 �g/ml de gentamicina y se incubaron 

a 37°C con 5% CO2. Al cumplirse el tiempo de incubación correspondiente, se procedió 

a la lisis de los macrófagos siguiendo el mismo protocolo que para las 2 hs de incubación.  



Materiales y Métodos | Tesis Doctoral, MV Sofia Clara Sacco 

 

 
60 

De cada cepa evaluada se hicieron duplicados en cada ensayo y el ensayo se llevó a 

cabo 3 veces para obtener 3 réplicas del mismo. 

 

3.2.7 Evaluación de la viabilidad intracelular de cepas de S. aureus en macrófagos. 

 

Para la realización de este ensayo se utilizó el kit comercial: Live/Dead® 

BacLightTM Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, Invitrogen) siguiendo 

instrucciones del fabricante. Brevemente, los macrófagos se sembraron sobre 

cubreobjetos estériles (previamente pretratados con SFB al 10%) colocados en los 

pocillos de una placa de cultivo y se realizó el ensayo de persistencia con la misma 

metodología empleada en el apartado 3.1.20. Al cumplirse las 2 y 4 hs de incubación de 

los macrófagos con las cepas de S. aureus, se lavó la monocapa 3 veces con 1 ml de PBS 

1X, se levantó el cubreobjetos con los macrófagos crecidos en su superficie y se colocó 

sobre un portaobjetos. Para la marcación de las bacterias intracelulares se realizó el 

mismo procedimiento descripto en el apartado 3.1.20. La observación de las bacterias 

intracelulares se realizó con el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse Ci, utilizando 

los filtros correspondientes.  

 

Para cumplir con el objetivo específico 2.2.3 se realizaron los ensayos comprendidos 

en los ítems del punto 3.3.  

 

3.3 Puesta a punto del modelo de infección experimental en la glándula mamaria 

bovina. 

 

3.3.1 Preparación del inóculo para la infección intramamaria con las cepas T y P de S. 

aureus. 

 

Los inóculos utilizados para infectar los cuartos mamarios se prepararon siguiendo 

el protocolo indicado a continuación: las dos cepas de S. aureus previamente 

seleccionadas a partir de los ensayos in vitro (apartados 3.1 y 3.2) fueron reactivadas 

según lo explicado en los apartados 3.1.1. y 3.1.3. A partir del cultivo líquido de 16 hs de 

ambas cepas, se realizó cultivo líquido de 2 hs según lo detallado en el apartado 3.1.4 y 

se realizaron las diluciones correspondientes en solución fisiológica para alcanzar una 

concentración aproximada de 250 UFC/ml de cada cepa.  
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3.3.2 Prueba de la infección intramamaria experimental.  

 

Para la puesta a punto del modelo de infección intramamaria se utilizaron 4 vacas 

Holando argentino en el tercio final de la lactancia, con una producción promedio de 12-

15 litros, pertenecientes al rodeo experimental de la EEA Rafaela (INTA). Se incluyeron 

animales de segunda o tercera lactancia y fueron seleccionados sobre la base de ausencia 

de IIM por patógenos mayores y menores de la ubre, de acuerdo con procedimientos 

estándares (Oliver y col., 2004). Para ello se tomaron muestras de leche de los cuatro 

cuartos mamarios (21, 14 y 7 días previos al desafío) y a las 48 hs antes del desafío 

experimental para cultivo microbiológico y RCS.  

Para el examen bacteriológico se sembraron 10 µl de secreción mamaria en placas 

de agar-sangre (5%), incubándose por 48 hs en forma aeróbica. Las placas fueron 

examinadas a las 24 y 48 hs para detectar desarrollo bacteriano. Las colonias aisladas 

fueron identificadas de acuerdo con procedimientos estándares (Oliver y col., 2004). Los 

RCS se realizaron a través de un contador automático de células (Somacount 300, Bentley 

Instruments-Estados unidos) en el laboratorio de la Asociación del Litoral de Entidades 

de Control Lechero (Alecol).  

A partir de los resultados obtenidos de los tres muestreos consecutivos se 

seleccionaron 2 animales con RCS no superiores a 200.000 cél/ml y cultivo 

microbiológico negativo. Los 2 animales restantes fueron excluidos del ensayo porque, si 

bien el cultivo microbiológico en los sucesivos muestreos fue negativo, los RCS 

obtenidos a partir de leche de los cuatro cuartos fueron superiores a 200.000 cél/ml. 

 

3.3.3 Inoculación intramamaria 

 

De los dos animales seleccionados, uno fue inoculado con 1 ml de solución 

fisiológica estéril en el cuarto anterior derecho (AD) (cuarto control) y el otro animal fue 

inoculado con 1 ml de las suspensiones de las cepas T (806) y P (5011) de S. aureus (250 

UFC aproximadamente). El cuarto AD fue inoculado con la suspensión de la cepa T y el 

cuarto posterior izquierdo (PI) con la suspensión de la cepa P. La inoculación se realizó 

luego del ordeño de la tarde de la siguiente forma: se desinfectó la punta del pezón 

vigorosamente con un algodón embebido en alcohol (70%) y se empleó una jeringa 

acoplada a una cánula estéril, la cual se introdujo parcialmente en el canal del pezón para 

descargar el contenido. El líquido depositado en la cisterna del pezón fue desplazado 
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hacia la cisterna de la glándula, masajeando suavemente la base del pezón en dirección 

dorsal. Después de la inoculación el pezón fue sumergido en una solución antiséptica 

conteniendo 0,5% de iodo disponible.  

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo a las normas correspondientes 

sobre experimentación animal (Guide for the Care and Use of Agricultural Animals in 

Research and Teaching. Federation of Animal Science Societies. Third edition. 2010. 

ISBN: 978-1-884706-11-0) y sometidos a la aprobación del Comité de Ética y Seguridad 

de la FCV-UNL. 

 

3.3.4 Monitoreo de la evolución de la infección 

 

Los animales fueron monitoreados durante los primeros 5 días post-inoculación 

registrándose el estado general, presencia de inflamación en la glándula mamaria, 

apariencia macroscópica de la leche, apetito y producción de leche. Asimismo, se tomaron 

muestras de leche de los cuartos mamarios inoculados con las cepas de S. aureus y 

solución fisiológica (control negativo) a la hora 0 (pre-inoculación) y a las 12, 24, 48, 72, 

96 y 120 hs post-inoculación para RCS y cultivo microbiológico según se detalló en el 

punto 3.3.2. 

 

Para cumplir con el objetivo específico 2.2.4 se realizaron los ensayos comprendidos 

en los ítems del punto 3.4.  

 

3.4 Infección experimental de la glándula mamaria bovina con cepas T y P de S. aureus. 

 

3.4.1 Preparación del inóculo para la infección intramamaria. 

 

Se preparó la suspensión de cada cepa para ser inoculada en la GM bovina utilizando 

el protocolo descripto en el apartado 3.3.1. Se colocó 1 ml del inóculo estéril (conteniendo 

aproximadamente 250 UFC) en jeringas con una cánula intramamaria acoplada y se 

mantuvieron refrigerados a 4°C hasta su utilización. Simultáneamente, se prepararon 

jeringas con 1 ml de solución fisiológica estéril para inocular en los cuartos controles.  

 

3.4.2 Selección de los animales  
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Para los desafíos experimentales se seleccionaron 9 vacas en el tercio final de la 

lactancia, pertenecientes al tambo de la Escuela de Agricultura Ganadería y Granja 

(UNL). Los criterios para la selección de los animales fueron los mismos que se detallaron 

en el punto 3.3.2. De los 9 animales inicialmente seleccionados, 3 fueron excluidos del 

ensayo ya que los RCS a partir de leche de los cuatro cuartos fueron superiores a 200.000 

cél/ml en el último muestreo realizado la semana previa al desafío experimental. 

 

3.4.3 Desafío experimental: infección intramamaria con cepas T y P de S. aureus. 

 

En el diseño experimental se incluyeron 6 animales, de los cuales 1 fue inoculado en 

los cuartos contralaterales (AD y PI) con 1 ml de la suspensión conteniendo la cepa T 

(806) de S. aureus (250 UFC), 2 animales fueron inoculados en los cuartos contralaterales 

(AD y PI) con 1 ml de la suspensión conteniendo la cepa P (5011) de S. aureus (250 UFC) 

y 3 animales fueron inoculados con 1 ml de solución fisiológica estéril en los cuartos 

contralaterales (AD y PI). La inoculación intramamaria se realizó luego del ordeño de la 

tarde siguiendo el procedimiento detallado en el punto 3.3.3. 

El número de animales empleados para la infección experimental con las cepas 806 

(T) y 5011 (P) no permitió el tratamiento estadístico de los datos, por lo tanto los 

resultados obtenidos a partir de cada animal que se presentan en esta tesis son 

preliminares y descriptivos. Cabe señalar que se pretende dar continuidad al diseño 

experimental inicialmente planeado para llegar a obtener un número de animales que 

permita el tratamiento estadístico de los datos obtenidos.        

 

3.4.4 Monitoreo de la infección intramamaria y toma de muestras de leche y sangre 

 

Los animales fueron monitoreados diariamente hasta los 21 días post-inoculación, 

registrándose el estado general, presencia de inflamación en la glándula mamaria, 

apariencia macroscópica de la leche, apetito y producción de leche. Se tomaron muestras 

de leche y de sangre periférica pre y post-inoculación intramamaria siguiendo el 

cronograma detallado en la figura 8.  
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Figura 8. Cronograma de toma de muestras de leche y sangre pre-inoculación (pre-i) y 

post-inoculación (post-i). Sem: semanas; Ti0: tiempo 0 pre-inoculación; Ti0,5: 12 hs 

post-i; Ti1: 24 hs post-i; Ti2: 48 hs post-i; Ti3: 72 hs post-i; Ti4: 96 hs post-i; Ti7: 7 

días post-i; Ti14: 14 días post-i; Ti21: 21 días post-i.  

 

Toma de muestras pre-inoculación (pre-i): 2 y 1 semana previas a la inoculación y tiempo 

(Ti) 0 pre-i. 

a) Muestras de leche: 30 ml para RCS, 5 ml para cultivo microbiológico y 9 ml para 

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay). Las muestras se tomaron antes del 

ordeño en forma aséptica.  

b) Muestras de sangre periférica: 100 ml para la extracción de células mononucleares 

(basales pre-inoculación). La toma de muestra se realizó de la vena mamaria craneal 

al finalizar el ordeño. 

 

Toma de muestras post-inoculación (post-i): Ti0,5, Ti1, Ti2, Ti3, Ti4, Ti7, Ti14 y Ti21 

post-i. 

c) Muestras de leche: 30 ml para RCS, 5 ml para cultivo microbiológico y 9 ml para 

ELISA. Los cuartos mamarios inoculados con las cepas 806 y 5011, terminado el 

ensayo (Ti 21), se evaluaron adicionalmente por microbiología durante 5 semanas 

con intervalos de 7 días para monitorear el desarrollo de una infección crónica. 

d) Muestras de sangre periférica: 100 ml para la extracción de células 

mononucleares, evaluación de poblaciones celulares. 

 

3.4.4.1 Recuento de células somáticas. 

 

Las muestras de leche de cada cuarto y de cada tiempo de muestreo fueron rotuladas, 

refrigeradas a 4 °C y enviadas al Laboratorio ALECOL para el RCS.  

 

3.4.4.2 Cultivos microbiológicos 
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Las muestras de leche de cada cuarto y de cada tiempo de muestreo se sembraron en 

estrías en agar sangre (5%) y se incubaron en estufa a 37 °C por 24 a 48 hs en forma 

aeróbica. En los casos donde se observó desarrollo de colonias con doble hemolisis y 

morfología compatible con S. aureus, se realizó la caracterización fenotípica mediante 

pruebas bioquímicas (Oliver y col., 2004). Las colonias identificadas como S. aureus se 

repicaron en agar base y se conservaron a -80°C en CTS (Britania) y glicerol 15% V/V 

(Merk) para realizar la posterior tipificación de la cepa por PFGE.  

 

3.4.5 Evaluación de la respuesta inmune en leche. 

 

Se evaluó la respuesta inmune a partir de muestras de leche de cuartos infectados con 

las cepas de S. aureus 806 (T) o 5011 (P) y controles inoculados con solución fisiológica 

a diferentes tiempos pre y post-inoculación: Ti0 (pre-i), Ti0,5, Ti1, Ti2, Ti3, Ti4, Ti7, 

Ti14 y Ti21 post-i. Se evaluaron las concentraciones de ON, IL-✘✙✚ ✛✜-6 e IL-4; así como 

los niveles de IgG específicos.  

 

3.4.5.1 Evaluación de la producción de ON. 

 

Se realizó la evaluación de la producción de ON midiendo su metabolito más estable, 

el nitrito (NO2), siguiendo la metodología de Bouchard y col. (1999) con modificaciones. 

Para ello, 1 ml de las muestras de leche fueron tratadas con 1,5 ml de acetato de sodio 0,1 

M frío, pH 4,0, para precipitar las caseínas. Las muestras se clarificaron por 

centrifugación (4.000 g por 10 min) y los sobrenadantes se incubaron durante 10 min en 

un baño de agua hirviendo para inactivar las proteasas. Después de enfriar las muestras a 

temperatura ambiente, el pH se ajustó a 7 con hidróxido de sodio 5 N. Las muestras se 

clarificaron por centrifugación a 10.000 g por 10 min. La concentración de NO2 en leche 

se midió siguiendo el protocolo descripto en al apartado 3.2.5. La concentración de NO2 

se calculó mediante una curva de calibración realizada entre 0,78 y 100 µM de nitrito 

utilizando nitrito de sodio (proporcionado por el kit) como estándar. 

 

3.4.5.2  Evaluación de la producción de IL-✘✙✚ ✛✜-6 e IL-4 mediante ELISA sándwich. 

 

Las muestras de leche destinadas a los ensayos de ELISA fueron descongeladas y 

desengrasadas siguiendo un protocolo de rutina. Brevemente, se centrifugaron a 1.500 g 
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durante 20 minutos a 4ºC. Luego, se extrajo con espátula la grasa adherida a las paredes 

de la parte superior del tubo. Posteriormente, se realizó una segunda centrifugación a 

14.700 rpm durante 30 minutos a 4ºC. Finalmente, se extrajo la porción acuosa superior 

con jeringa de 1 ml y aguja, colocándose alícuotas en tubos Eppendorf de 0,5 ml a -80ºC. 

Las citoquinas se cuantificaron utilizando los kits de ensayo inmunoabsorbente 

(ELISA) de IL-✘✙✚ ✛✜-6 e IL-4 comercial bovina, de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante (Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU.). La absorbancia se midió utilizando 

un espectrofotómetro de microplaca (A450 nm menos A550 nm) y las concentraciones 

se extrapolaron de la curva estándar realizada con IL-✘✙ ✌☞✁✝✟✂ ✕✡✆☞✞✌✝✟✂✟✎✡✚ ✛✜-6 e IL-

4 proporcionadas por los kits. Los datos se expresaron en picogramos por mililitro 

(pg/ml).  

 

3.4.5.3 Evaluación de los niveles de IgG específica. 

 

Se realizó un ELISA para detectar anticuerpos específicos de antígeno, IgG total 

procedimiento descrito por Renna y col. (2019) con algunas modificaciones. Brevemente, 

se sensibilizaron placas de 96 pocillos con fondo plano (GBO) con 100 µl de un lisado de 

S. aureus correspondiente a la cepa 806 (T) o 5011 (P) (100 µg/ml, ver anexo 1). Las 

placas se incubaron a 4 °C durante toda la noche en cámara húmeda y a continuación, 

previo lavado con PBS-Tween (PBS-T, 3 lavados con 300 �l cada uno) se bloquearon 

con solución de bloqueo (PBS-leche de cabra descremada al 5%) durante 30 minutos a 

37°C. Luego de tres lavados con PBS-T las placas se incubaron a 37°C durante 1 hora 

con las muestras de leche sin diluir. Transcurrida la incubación, se realizaron nuevamente 

tres lavados con PBS-T y seguidamente las placas fueron incubadas con un anticuerpo 

secundario anti-IgG bovina conjugado a peroxidasa alcalina (SIGMA-ALDRICH) 

durante 45 minutos a 37°C. Luego de ese tiempo, se realizaron tres lavados con PBS-T y 

se incubaron las placas con la solución de sustrato/cromógeno TMB (General Electrics) 

durante 5 minutos. La reacción se detuvo con HCl 1N y finalmente se midió la DO a 450 

nm utilizando el equipo SPECTROstarNano. La confirmación de la ausencia de anticuerpos 

contra S. aureus en la leche de cabra descremada fue realizada por ELISA, utilizando la 

solución de bloqueo (PBS + leche de cabra al 5%) como una muestra. Los valores de DO 

para esta solución fueron menores que los de los controles negativos.  Los niveles de IgG 

total específica para S. aureus se expresaron como DO. 
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3.4.6 Evaluación de dinámica de las poblaciones celulares en sangre.  

 

Se determinó la dinámica de las poblaciones celulares en sangre (pre y post-

inoculación) mediante citometría de flujo utilizando anticuerpos específicos para 

identificar ✄✝✟✍☞✆✝✎☞✏ ✂ ✆☎✁✄✘✟� ✄✝✟✍☞✆✝✎☞✏ ✑ ✆☎✁✁✂✚ ☎✁✡✂ ☎ ✒✓✚✟�✞☞✟☞✆✝✎☞✏-macrófagos 

(CD14). La determinación se realizó a partir de muestras de sangre periférica de los 

animales infectados con las cepas de S. aureus 806 (T), 5011 (P) y controles inoculados 

con solución fisiológica en los tiempos T 0 pre-inoculación, Ti 0,5, Ti 1, Ti 2, Ti 3, Ti 4, 

Ti 7, Ti 14 y Ti 21 días post-i. 

 

3.4.6.1 Purificación y aislamiento de leucocitos totales de sangre periférica. 

 

Los leucocitos totales de sangre periférica se purificaron siguiendo la metodología 

previamente descripta por Beccaria y col. (2018) con modificaciones. Brevemente, las 

muestras de sangre anticoagulada de los animales infectados con las cepas de S. aureus 

806 (T), 5011 (P) y controles inoculados con solución fisiológica se centrifugaron a 2.000 

rpm por 15 min a 4 °C. Luego de la centrifugación se eliminó el plasma de la capa 

superior, se resuspendió el paquete conteniendo los leucocitos totales y glóbulos rojos en 

buffer de lisis (Anexo 1) hasta completar los 50 ml y se incubó durante 10 min a 4 °C 

para lograr la lisis completa de los glóbulos rojos. Luego de la incubación, las muestras 

se centrifugaron a 2.000 rpm durante 10 min a 4 °C. Luego de descartar el sobrenadante, 

se realizó una segunda lisis resuspendiendo a las células en 5-10 ml de buffer de lisis 

durante 5 min. Finalizado el tiempo de incubación, se agregó PBS 1X hasta completar los 

50 ml, se centrifugó a 2000 rpm por 10 min a 4 °C, se eliminó el sobrenadante y el pellet 

se resuspendió en 10 ml de RPMI/10% SFB. Las células fueron contadas en cámara de 

Neubauer y utilizadas para los ensayos que se describen a continuación.  

 

3.4.7 Evaluación de la respuesta inmune en sangre periférica. 

 

3.4.7.1 Evaluación de la cinética de las diferentes poblaciones de células inmunes en 

diferentes momentos post-infección mediante citometría de flujo. 

 

Se evaluó por citometría de flujo la cinética de las poblaciones de células inmunes a 

nivel sistémico a partir de leucocitos totales aislados de sangre periférica de los animales 
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infectados con las cepas de S. aureus 806 (T) y 5011 (P) y controles inoculados con 

solución fisiológica a diferentes tiempos pre y post-inoculación: Ti0 (pre-i), Ti0,5, Ti1, 

Ti2, Ti3, Ti4, Ti7, Ti14 y Ti21 post-i. Se utilizaron los siguientes anticuerpos comerciales 

para identificar linfocitos B (anti-CD21); linfocitos T CD3+ (anti-CD3); linfocitos T 

CD8+ (anti-CD8); linfocitos T CD4+ (anti-☎✁✡✟� ✄✝✟✍☞✆✝✎☞✏ ✑✒✓ ✆✂✟✎✝-WC1); y monocitos 

macrófagos (anti-CD14). Los anticuerpos utilizados y las concentraciones de los mismos 

se detallan en la tabla 18. 

 

Tabla 18. Anticuerpos utilizados en cinética de las diferentes poblaciones en sangre 

periférica de animales desafiados con las cepas 806 (T), 5011 (P) y controles.  

Anticuerpo  Fluorocromo Marca Dilución#  

Mouse anti bovine CD21* RPE BIO-RAD 0,5 µl 
Mouse anti bovine CD8 Beta* RPE BIO-RAD 0,1 µl 
Mouse anti bovine CD4* FITC BIO-RAD 0,25 µl 
Mouse anti bovine WC1* FITC BIO-RAD 2,5 µl 
Anti-bovine CD3* - Kingfisher Biotech, Inc. 1 µl 
Goat anti-mouse IgG Fc** APC Thermo Fisher 1/300 
APC anti-human CD14* APC BioLegend 0,125 µl 

(#): Dilución en un volumen final de 24 µl; RPE: R Phycoerythrin (Ficoeritrina); FITC: 

Fluorescein Isothiocyanate Isomer 1 (Isotiocianato de Fluoresceína); APC: 

Allophycocyanin; (*): primario; (**): secundario.  

 

Brevemente, las células fueron incubadas con los anticuerpos específicos para los 

diferentes marcadores de superficie en PBS-EDTA-SFB a 4ºC durante 30 min en 

oscuridad. Luego de la incubación, las células fueron lavadas e incubadas con el 

anticuerpo secundario respectivo cuando correspondiera. Nuevamente, después del 

lavado, las células se resuspendieron en fluido de enfoque y fueron adquiridas en el 

citómetro de flujo Attune NxT (Renna y col., 2012). Se seleccionó la región R1 que 

contenía a la población de células mononucleares teniendo en cuenta los parámetros de 

tamaño (Side Scatter) vs complejidad citoplasmática o granularidad (Fordward Scatter). 

La población de linfocitos T CD4+ fue identificada como CD3 positiva y CD4 positiva 

(doble positiva) y la población de linfocitos T CD8+ fue identificada como CD3 positiva 

y CD8 positiva (doble positiva). El análisis de los datos se realizó utilizando el programa 

Flowjo. 
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3.4.8 Análisis estadístico de datos 

 

El análisis estadístico de los datos se realizó mediante el Software SPSS 10.1, 

Estados Unidos. Las inferencias estadísticas se efectuaron mediante pruebas paramétricas 

y no-paramétricas según el caso (Spiegel, 1991). Valores de p<0,05 fueron considerados 

estadísticamente significativos. A continuación, se detallan los test desarrollados para el 

análisis de los resultados de cada ensayo: 

� Las DO obtenidas de las curvas de crecimiento de cepas de S. aureus se analizaron 

utilizando el Modelo Lineal General de medidas repetidas y post test de Duncan. 

Los tiempos de duración de la fase de crecimiento logarítmica (lagtime) y los 

tiempos en los cuales las cepas alcanzaron su máximo crecimiento (t at Max V) se 

analizaron mediante ANOVA y post test de Duncan. 

� Las UFC/ml obtenidas luego de los ensayos de persistencia con cepas de S. aureus 

en células MAC-T se analizaron mediante la prueba de Mann-Whitney para 

muestras independientes. 

� Las UFC/ml obtenidas luego de los ensayos de adherencia con cepas de S. aureus 

en células MAC-T se analizaron mediante t de Student. 

� Los porcentajes de apoptosis y las DO obtenidos en los ensayos de viabilidad 

celular luego del co-cultivo de células MAC-T con las cepas de S. aureus en cada 

tiempo de muestreo se analizaron mediante ANOVA seguido del post test de 

Duncan.  

� Los porcentajes de fagocitosis y de producción de ROS obtenidos luego del co-

cultivo de macrófagos con las cepas de S. aureus se analizaron mediante la prueba 

de Mann-Whitney para muestras independientes.  

La cantidad de óxido nítrico producida luego del co-cultivo de macrófagos con 

las cepas de S. aureus se analizó mediante ANOVA seguido del post test de 

Duncan.  

 

 



 

 

 

 

 

4 Resultados 
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Los resultados de los ensayos correspondientes al objetivo específico 2.2.1 se 

describen entre los ítems 4.1 y 4.14 de esta sección. 

 

4.1. Selección de cepas de S. aureus. 

 

Se seleccionaron 34 cepas de S. aureus, 26 provenientes de IIM T (9 subclínicas y 17 

clínicas) y 8 provenientes de IIM P (subclínicas). La información de cada cepa se 

encuentra detallada en la tabla 1 del anexo 2. 

 

4.2. Evaluación de la presencia de genes de virulencia. 

 

 Con la finalidad de seleccionar 2 cepas de S. aureus con características genéticas 

diferenciales que puedan asociarse con la capacidad de adaptación a la GM bovina, se 

evaluó mediante PCR de punto final la portación de genes relacionados con la expresión 

de polisacáridos capsulares (cap5 y cap8), producción de biofilm (agr, ica y bap) y 

resistencia a los antibióticos �-lactámicos (blaZ).  

Los resultados obtenidos se detallan en la tabla 19. El 94% (32/34) de las cepas 

evaluadas en este estudio fueron positivas a uno de los dos genes que codifican para el 

polisacárido capsular serotipo 5 (cap5) o serotipo 8 (cap8). El 47% de las cepas evaluadas 

(16/34) fueron positivas a cap5, de éstas el 88% (14/16) fueron cepas T y el 12% (2/16) 

P. El 46% de las cepas (16/34) fueron positivas a cap8, y de éstas, un 63% (10/16) fueron 

cepas T y un 37% (6/16) P. Un 6% (2/34) de las cepas fueron negativas para ambos genes 

o no tipificables (NT).  

El 94% (30/32) de las cepas de S. aureus se identificaron como agrI, de las cuales el 

73% (22/30) fueron cepas T y un 27% (8/30) P. El 6% (2/32) de las cepas evaluadas fue 

positivo para agrII, y fueron cepas T. No se detectaron cepas agrIII y agrIV y en un 6% 

(2/34) de las cepas no fue posible la determinación para agr.  

El 97% (33/34) de las cepas fueron positivas para icaA e icaC y el 100% (34/34) 

fueron positivas para icaD. Ninguna de las cepas evaluadas fue positiva para el gen bap. 

El 21% (7/34) fue blaZ positiva, de éstas el 71% (5/7) fueron cepas T y el 29% (2/7) P.  
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Tabla 19. Análisis de la presencia o ausencia de genes que codifican para polisacáridos 

capsulares (cap5 y cap8), formación de biofilm (agr, ica y bap), y del gen de resistencia 

✂ ✄☞✏ ✙-lactámicos (blaZ) en aislados de S. aureus procedentes de IIM T y P.  

Cepas de S. 
aureus  

cap5 cap8 agrI agrII agrIII agrIV icaA icaC icaD bap blaZ 

3 (T) - + + - - - + + + - - 
8 (T) + - + - - - + + + - - 
14 (T) + - + - - - + + + - - 
17 (T) - + + - - - + + + - + 
20 (T) - + + - - - + + + - - 
25 (T) + - s/i s/i s/i s/i + + + - - 
37 (T) + - + - - - + + + - - 
48 (T) + - + - - - + + + - - 
61 (T) - + + - - - + + + - + 
110 (T) - + + - - - + + + - - 
117 (T) + - + - - - + + + - + 
126 (T) + - + - - - + + + - - 
127 (T) + - + - - - + + + - - 
133 (T) + - s/i s/i s/i s/i + + + - + 
157 (T) - - + - - - + + + - - 
164 (T) + - + - - - + + + - - 
179 (T) - - + - - - - + + - - 
209 (T) + - + - - - + - + - - 
247 (T) + - + - - - + + + - + 
293 (T) + - + - - - + + + - - 
322 (T) + - + - - - + + + - - 
350 (T) - + - + - - + + + - - 
358 (T) - + + - - - + + + - - 
364 (T) - + + - - - + + + - - 
731 (T) - + + - - - + + + - - 
806 (T) - + - + - - + + + - - 
037 (P) - + + - - - + + + - - 
316 (P) - + + - - - + + + - + 
397 (P) - + + - - - + + + - - 
662 (P) - + + - - - + + + - - 
1570 (P) - + + - - - + + + - - 
1595 (P) - + + - - - + + + - - 
5011 (P) + - + - - - + + + - + 
5128 (P) + - + - - - + + + - - 

Ocurrencia 
(%) 

47 46 94 6 0 0 97 97 100 0 21 

(+): Positivo para el gen. (-): Negativo para el gen. (T): Cepa aislada de una IIM 

transitoria. (P): Cepa aislada de una IIM persistente. s/i: Gen sin identificar. 
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4.3. Evaluación de la diversidad genética por PFGE.  

 

Se realizó el análisis filogenético de los aislados, para poder discernir entre tipos y 

subtipos y se construyeron los dendrogramas sobre la base de los niveles de similitud. Se 

consideró un punto de corte del 80% de similitud para definir los grupos.  

La tipificación de las 34 cepas, discriminó 27 pulsotipos o grupos, los cuales fueron 

designados arbitrariamente como A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L, M, N, Ñ, O, P, Q, R, 

S, T, U, V, W, X, Y Z (Figura 9).  

Figura 9. PFGE. Patrones de bandas obtenidos a partir de cada cepa de S. aureus. (T): 
Cepa aislada de una IIM transitoria. (P): cepa aislada de una IIM persistente. 

 

El pulsotipo con mayor número de aislamientos fue el P (n=6). El siguiente pulsotipo 

en números de aislamientos fue el U (n=2) donde ambas cepas presentaron el mismo 

número de bandas y del mismo tamaño. La agrupación en pulsotipos permitió seleccionar 

6 cepas de S. aureus con diferentes patrones clonales, 3 de las cuales fueron de baja 

adaptación a la GM o T (cepas 3, 179 y 806) y 3 de alta adaptación a la GM o P (cepas 

5011, 5128 y 037). Las cepas se agruparon en diferentes pulsotipos designados con letras: 

cepa 3 (W); 179 (B); 806 (D); 5011 (O); 5128 (N) y 037 (H). 
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4.4. Evaluación de la diversidad genética por genotipificación de ADN. 

 

Las 6 cepas de S. aureus seleccionadas mediante PFGE fueron posteriormente 

caracterizadas utilizando un sistema de genotipificación de ADN basado en 

microarreglos. Sobre la base de los patrones de hibridación y mediante la comparación 

con una base de datos de cepas de referencia, los aislados se asignaron a complejos 

clonales (CC) utilizando la nomenclatura basada en Multilocus Sequence Typing (MLST). 

La tabla 20 muestra un resumen de la genotipificación donde se especifican los CC y 

afiliación de las 6 cepas de S. aureus analizadas. Las cepas 179, 5128 y 37 se clasificaron 

como CC97. La cepa 3, se clasificó como CC133 y la cepa 5011 como CC188. La cepa 

806 (ST350) no se agrupó dentro de ningún CC. En el Anexo 2 se adjuntan los resultados 

completos de la genotipificación de ADN basado en microarreglos de las cepas de S. 

aureus evaluadas. 

 

Tabla 20. Resumen de la genotipificación de las cepas de S. aureus y agrupación en 

complejos clonales.  

Cepas de  
S. aureus 

                                    Datos de tipificación 
Complejo clonal (CC) Afiliación de la cepa  

3 CC133 CC133-MSSA (lukF-P83/lukM+) 
179 CC97 CC97/ST746-MSSA (cápsula negativa) 
806 ST350 ST350-MSSA 
5011 CC188 CC188-MSSA 
5128 CC97 CC97-MSSA 
37 CC97 CC97-MSSA-[ccrAB1] 

ST: sequence type o secuenciotipo; MSSA: Meticillin-sensitive Staphylococcus aureus; 

lukF: leukocidin F; lukM: leukocidin M. 

 

El perfil genético arrojado por la genotipificación fue coincidente con los resultados 

obtenidos por PCR para los distintos genes de virulencia evaluados para cada cepa (cap, 

ica, agr, bap y blaZ). Además, permitió determinar que las 6 cepas de S. aureus 

estudiadas fueron negativas para la portación del gen mecA. 

 

4.5. Evaluación de la capacidad de producir biofilm.  

 

Se utilizó la cepa de referencia V329 como control positivo por su fuerte capacidad 

para producir biofilm.  
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Los resultados de estos ensayos evidenciaron que el 100% de las cepas evaluadas fue 

capaz de producir biofilm en diferentes grados: un 32,5% (11/34) de las cepas fue débil 

productora, un 32,5% (11/34) fue capaz de producir biofilm en forma moderada y un 35% 

(12/34) de las cepas fue fuerte productora de biofilm.  

De las cepas T de S. aureus, el 34,6% (9/26) fue débil productora, el 34,6% (9/26) fue 

capaz de producir biofilm en forma moderada y el 30,7% (8/26) fue fuerte productora de 

biofilm. Respecto a las cepas P de S. aureus: el 25% (2/8) fue débil productora, el 25% 

(2/8) fue capaz de producir biofilm en forma moderada y el 50% (4/8) fue fuerte 

productora de biofilm. En la figura 10 se representan las medias de las densidades ópticas 

(DO) obtenidas luego del cultivo en placas de poliestireno. 

 

 

Figura 10. Representación de las densidades ópticas obtenidas luego del cultivo en placas 

de poliestireno de los aislados de S. aureus provenientes de IIM transitorias y persistentes. 

Las barras representan las medias ± desvío estándar (DE) correspondientes a tres ensayos 

independientes. Verde: débil productora de biofilm. Lila: moderada productora de biofilm. 

Rojo: fuerte productora de biofilm. (T): Cepa aislada de una IIM transitoria. (P): Cepa 

aislada de una IIM persistente. (*) Cepa control fuerte productora de biofilm. 

 

4.6. Evaluación de la capacidad de crecimiento in vitro.  

 

Se evaluaron diferentes parámetros del crecimiento in vitro de las 6 cepas de S. aureus 

preseleccionadas. Además, se utilizaron las cepas de referencia Newbould 305 (ATCC 
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29740) y la V329. Las curvas de crecimiento de las diferentes cepas evaluadas durante 

24 horas se presentan en la figura 11.  

 

 

Figura 11. Curvas de crecimiento para las distintas cepas de S. aureus durante 24 hs. Los 

valores representan las medias de las densidades ópticas (DO) obtenidas a partir de tres 

ensayos independientes.  

El crecimiento bacteriano in vitro (representado por los valores de DO) fue similar 

a lo largo del tiempo para las diferentes cepas de S. aureus evaluadas (p=0,171). La cepa 

Newbould fue la que presentó mayores valores de DO a lo largo del tiempo con respecto 

a las demás cepas estudiadas. El análisis de la duración de la fase de crecimiento 

logarítmica (lagtime) mostró diferencias entre las cepas evaluadas (p=0,003). La cepa 

V329 fue la que presentó la fase de crecimiento logarítmica más prolongada (301 ± 168 

min), mostrando diferencias significativas con las demás cepas estudiadas (p<0,05). Se 

pudo observar, que el tiempo en el que todas las cepas alcanzaron su máximo crecimiento 

(t at Max V) fue superior al tiempo de duración de la fase de crecimiento logarítmica. El 

análisis del tiempo en el que cada cepa alcanzó el máximo crecimiento mostró diferencias 
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entre las mismas (p=0,001). La cepa V329 fue la que mostró menor velocidad de 

crecimiento, ya que demoró 442 ± 213 minutos para alcanzar su máximo desarrollo, 

mostrando diferencias significativas con las demás cepas estudiadas (p<0,05). En la tabla 

21 se muestran los tiempos de duración de la fase de crecimiento logarítmica y velocidad 

de crecimiento de las diferentes cepas de S. aureus evaluadas.  

 

Tabla 21. Tiempos de duración de la fase de crecimiento logarítmica y velocidad de 

crecimiento de las diferentes cepas de S. aureus evaluadas. 

Cepa  Lagtime (minutos) T at Max V (minutos) 
3 111 ± 14a 193 ± 2a 

179 166 ± 68a 280 ± 78a 

806 159 ± 57a 265 ± 70a 

5011 131 ± 21a 230 ± 35a 

5128 153 ± 54a 250 ± 62a 

037 175 ± 89a 270 ± 94a 

Newbould 100 ± 11a 185 ± 15a 

V329 301 ± 168b 442 ± 213b 

Lagtime: duración de la fase de crecimiento logarítmica en minutos. T at Max V: tiempo 

en el que cada cepa alcanzó el máximo crecimiento en minutos. Los datos representan 

las medias ± desvío estándar (DS) correspondientes a tres ensayos independientes. En 

cada columna, diferentes letras denotan diferencias significativas entre las cepas 

(p<0,05). 

 

4.7. Evaluación de la capacidad de internalización de cepas de S. aureus en fase de 

crecimiento logarítmica y estacionaria en células MAC-T. 

 

No se observaron diferencias significativas entre el número de UFC/ml recuperadas 

luego de enfrentar a las células MAC-T con ambas cepas de S. aureus en ninguna de las 

dos fases de crecimiento evaluadas. Sin embargo, cuando se utilizaron ambas cepas de S. 

aureus crecidas en fase logarítmica, los resultados obtenidos mostraron una menor 

variabilidad intra e inter ensayo en comparación con los obtenidos cuando se utilizaron 

las mismas cepas crecidas en fase estacionaria (Figura 12). En función de los resultados 

obtenidos, se seleccionó la fase de crecimiento logarítmica para realizar los ensayos de 

internalización de 7 cepas de S. aureus previamente caracterizadas y seleccionadas.   
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Figura 14. Número de UFC/ml adheridas a las células MAC-T luego del co-cultivo con 

las cepas de S. aureus 806 (T) y 5011 (P). Las barras representan las medias ± desvío 

estándar (DE) correspondientes a tres ensayos independientes. Letras diferentes 

representan diferencias significativas (p<0,05) entre las cepas. (T): Cepa aislada de una 

IIM transitoria. (P): Cepa aislada de una IIM persistente. 

 

4.10. Evaluación de la capacidad de persistencia de cepas de S. aureus en células MAC-

T. 

 

Se evaluó la capacidad de persistencia de las cepas de S. aureus 806 (T) y 5011 (P) 

en células MAC-T hasta las 96 hs post-infección (pi). Los resultados mostraron que las 2 

cepas de S. aureus presentaron diferente capacidad para persistir en las células MAC-T a 

lo largo del tiempo. La cepa 806 (T) sólo puedo recuperarse de los lisados de las células 

MAC-T luego de las 4 hs del co-cultivo y la cantidad de UFC/ml recuperada fue 

significativamente inferior (8,5E+03 ± 5+E02 UFC/ml) a la obtenida para la cepa 5011 

(P) (p=0,002) en este mismo periodo de tiempo (Figura 15). Por otra parte, la cepa 5011 

(P) pudo recuperarse a partir de los lisados de las células MAC-T desde las 4 hasta las 72 

hs pi. A las 4 hs del co-cultivo se recuperó el mayor número de bacterias (6,5E+04 ± 

5,2E+04 UFC/ml) y a las 72 hs el menor número (2,1E+02 ± 5,7E+01 UFC/ml). A las 96 

h del co-cultivo no fue posible recuperar bacterias de la cepa 5011 (P) del interior de las 

células MAC-T.  
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Figura 16. Determinación de la muerte de células MAC-T mediante citometría de flujo. 

A. Gráfico Dot Plot que muestra la selección de la región donde se encuentra la población 

celular a evaluar (R1). B. Gráfico Dot Plot que muestra los porcentajes de muerte basal 

de un cultivo de células MAC-T no infectadas a las 24 hs de incubación. C. Gráfico Dot 

Plot que muestra los porcentajes de muerte de un cultivo de células MAC-T infectadas 

con la cepa 806 (T) durante 24 hs. D. Gráfico Dot Plot que muestra los porcentajes de 

muerte de un cultivo de células MAC-T infectadas con la cepa 5011 (P) durante 24 hs. 
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806 (T) no presentaron bacterias intracitoplasmáticas. A. La flecha amarilla indica 

bacterias marcadas con Syto9 (fluorescencia verde) en el citoplasma de las células MAC-

T infectadas con la cepa 5011 (P) de S. aureus. B. Ausencia de bacterias marcadas con 

ioduro de propídio (IP) en el citoplasma de las células MAC-T infectadas con la cepa 

5011 (P) de S. aureus. (P): Cepa aislada de una IIM persistente. 

 

Para cumplir con el objetivo específico 2.2.2 se realizaron los ensayos comprendidos 

en los ítems del punto 4.14 y 4.16. 

 

4.14. Evaluación de la capacidad de las cepas T y P de S. aureus de inducir actividad 

fagocítica y producción de especies reactivas del oxígeno (ROS) en macrófagos. 

 

En la figura 25 se muestran imágenes representativas de los porcentajes de producción 

de ROS en macrófagos luego del co-cultivo con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus 

evaluados mediante citometría de flujo. El panel A de la figura muestra un gráfico 

representativo del tamaño de las poblaciones celulares donde se visualiza área vs altura 

☛✂✕✂ ✄✂ ✏✡✄✡✆✆✝✞✟ ✠✡ ✄✂ ☛☞✌✄✂✆✝✞✟ ✠✡ �✏✝✟✔✄✡✎✡✏✁ ☞ ✆✖✄☎✄✂✏ ☎✟✝✆✂s contenidas en la región 

R1. En el panel B de la figura se observa un gráfico representativo de complejidad 

citoplasmática vs tamaño celular donde se definió la región R2 que contiene a la 

población de macrófagos. Dentro de esta región se realizó el análisis de la fagocitosis y 

producción de ROS. El panel C de la figura muestra un histograma representativo de 

fluorescencia verde, en donde se definió la región R3 que contiene a la población de 

macrófagos FITC+, es decir que tienen al menos una bacteria asociada. Dentro de esta 

región (conteniendo macrófagos en contacto con al menos una bacteria) o dentro de la 

región R2 (conteniendo macrófagos totales) se realizó el análisis de la producción de 

ROS, como se puede observar en el histograma representativo que se muestra en el panel 

D de la figura. 
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Figura 25. �✏✎✕✂✎✡✔✝✂ ✠✡ �✔✂✎✝✟g✁ ☎✎✝✄✝✂✂✠✂ ☛✂✕✂ ✡✄ ✂✟✄✄✝✏✝✏ ✠✡ ✄✂ ✍✂✔☞✆✝✎☞✏✝✏ ☎ ☛✕☞✠☎✆✆✝✞✟

de ROS en la población de macrófagos totales y con al menos una bacteria asociada 

(adherida y/o internalizada). A. Gráfico dot plot representativo de la eliminación de 

dobletes donde se define la región R1 que solo contiene singletes, es decir, células únicas. 

B. Gráfico dot plot representativo de tamaño vs complejidad citoplasmática donde se 

define R2 que contiene a la población de macrófagos. C. Histograma representativo del 

porcentaje de macrófagos que están asociados con al menos una bacteria (macrófagos 

FITC+). D. Histograma representativo del porcentaje de macrófagos totales (Gate en R2) 

o macrófagos FITC+ (Gate en R3) que producen ROS. 

 

Luego de realizar el análisis, se evidenciaron diferencias en el porcentaje de 

macrófagos con bacterias asociadas (macrófagos FITC+ con bacterias intracelulares o 

adheridas a su superficie) cuando fueron enfrentados con ambas cepas (p=0,041); siendo 

mayor el porcentaje para la cepa 5011 (P) (83,75%) en comparación con la 806 (T) 

(72,23%) (Figura 26 A). El parámetro de IFM (cantidad de bacterias promedio asociada 
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por macrófago) también difirió (p=0,026), siendo mayor para los macrófagos enfrentados 

con la cepa 5011 (P) en comparación con la cepa 806 (T) (Figura 26 B).   

 

 

Figura 26. A. Porcentajes promedio de macrófagos FITC+ conteniendo al menos una 

bacteria asociada (adherida y/o internalizada) luego del co-cultivo con las cepas 806 (T) 

y 5011 (P) de S. aureus marcados con FITC. B. Promedio de la IFM de macrófagos FITC 

+ luego del co-cultivo con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus marcadas con FITC. 

Las barras representan las medias ± desvío estándar (DE) correspondientes a tres ensayos 

independientes. Letras diferentes representan diferencias significativas (p<0,05). FITC: 

Isotiocinato de fluoresceína. (T): Cepa aislada de una IIM transitoria. (P): Cepa aislada 

de una IIM persistente. 

 

No se observaron diferencias en la producción de ROS (células HE positivas) por 

parte de los macrófagos enfrentados a las cepas 5011 (T) y 806 (P) de S. aureus (p=0,24, 

Figura 27 A) y tampoco se evidenciaron diferencias en la cantidad de ROS promedio 

producida por célula, evaluado por el parámetro de IFM (p=0,86, Figura 27 B).  

 

Figura 27. A. Porcentajes promedio de la producción intracelular de especies reactivas 

del oxígeno (ROS) en macrófagos luego del co-cultivo con las cepas 806 (T) y 5011 (P) 

de S. aureus marcadas con FITC. B. Promedio de la IFM de la producción de ROS en 

macrófagos luego del co-cultivo con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus marcadas 

con FITC. Las barras representan las medias ± desvío estándar (DE) correspondientes a 
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tres ensayos independientes. Letras diferentes representan diferencias significativas 

(p<0,05). HE: Hidroetidina. IFM: Intensidad de fluorescencia media. (T): Cepa aislada 

de una IIM transitoria. (P): Cepa aislada de una IIM persistente. 

 

Por otra parte, se realizó el análisis de la producción de ROS intracelular de los 

macrófagos infectados con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y que luego del co-

cultivo estuvieron asociados con al menos una bacteria (macrófagos FITC+), 

observándose un incremento en la producción de ROS en los macrófagos FITC + 

infectados con la cepa 5011 (P) en comparación con la cepa 806 (T) (p=0,029) (Figura 

28 A). Sin embargo, la IFM de los macrófagos FITC + que produjeron ROS fue similar 

para ambas cepas evaluadas (p=0,34) (Figura 28 B). 

 

 

Figura 28. A. Porcentajes promedio de la producción intracelular de especies reactivas 

del oxígeno (ROS) en la población de macrófagos FITC+, que estuvieron en contacto con 

al menos una bacteria, luego del co-cultivo con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus. 

B. Promedio de la IFM para la producción de ROS intracelular en la población de 

macrófagos FITC+ luego del co-cultivo con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus. 

Las barras representan las medias ± desvío estándar (DE) correspondientes a tres ensayos 

independientes. Letras diferentes representan diferencias significativas (p<0,05). HE: 

Hidroxietidina. (T): Cepa aislada de una IIM transitoria. (P): Cepa aislada de una IIM 

persistente. 

 

4.15. Evaluación de la capacidad de cepas de S. aureus de inducir la producción 

de óxido nítrico (ON) en macrófagos. 

 

Cuando se enfrentó a los macrófagos con ambas cepas de S. aureus marcadas con 

FITC, la producción de nitritos (formados por la espontánea oxidación del ON) fue 
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similar a la producción basal (macrófagos cultivados con medio solamente). La 

estimulación del macrófago con PMA/Io (control positivo de activación) indujo un 

aumento significativo en la producción de nitritos en comparación con la producción 

basal y con la obtenida luego del desafío con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus 

(p<0,05) (Figura 29).   

 

 

Figura 29. Concentración de nitritos (generados por la espontánea oxidación del ON) 

producidos por macrófagos de secreción mamaria luego del co-cultivo con las cepas 806 

(T) y 5011 (P) de S. aureus. Las barras representan las medias ± desvío estándar (DE) 

correspondientes a tres ensayos independientes. Letras diferentes representan diferencias 

significativas (p<0,05). Basal: Macrófagos no infectados. PMA/Io (Phorbol 12-Myristate 

13-Acetate/Ionomicina): Macrófagos de secreción mamaria estimulados con PMA e 

Ionomicina, control positivo para la producción de ON. (T): Cepa aislada de una IIM 

transitoria. (P): Cepa aislada de una IIM persistente. 

 

4.16. Evaluación de la persistencia intracelular de las cepas de S. aureus en 

macrófagos. 

 

Se evaluó la persistencia intracelular de las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus 

en macrófagos bovinos purificados a partir de secreción mamaria. Los resultados 

mostraron que no se pudieron recuperar bacterias viables del lisado de los macrófagos 

enfrentados con las dos cepas de S. aureus en ninguno de los tiempos evaluados (2, 4, 8 

y 24 hs pi). 
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Para cumplir con el objetivo específico 3.2.3 se realizaron los ensayos 

comprendidos en los ítems del punto 4.17. 

  

4.17. Puesta a punto de la infección experimental en la glándula mamaria bovina. 

 

El animal restante fue inoculado con solución fisiológica estéril en el cuarto AD 

y utilizado como control. Los animales fueron seleccionados según lo descripto en el 

punto 3.3.2.  

A las 12 y 24 hs post-i, en el cuarto mamario desafiado con la cepa 806 (T), no se 

observaron cambios macroscópicos en la leche ni tampoco signos de inflamación 

aparentes. A las 48 y 72 hs post-i, se observó la presencia de grumos en la leche sin signos 

de inflamación aparente en el cuarto inoculado con esta cepa de S. aureus. El aislamiento 

bacteriano a partir de leche del cuarto mamario inoculado con la cepa 806 (T) fue positivo 

a las 48 y 72 hs post-i y las colonias fueron identificadas como S. aureus por pruebas 

estándares.   

En las muestras de leche del cuarto mamario inoculado con la cepa 5011 (P) no 

fue posible el aislamiento bacteriano en ninguno de los tiempos de muestreo, no se 

observaron cambios macroscópicos en la leche ni signos de inflamación aparentes.  

En las muestras de leche del cuarto mamario inoculado con solución fisiológica 

no se aislaron microorganismos en ninguno de los tiempos de muestreo, no se observaron 

cambios macroscópicos en la leche ni signos de inflamación aparentes.  

En la figura 32 se muestra el RCS de los cuartos mamarios inoculados con la cepa 806 

(T) y 5011 (P) de S. aureus y del cuarto control inoculado con solución fisiológica desde 

la hora 0 (pre-i) hasta las 120 hs post-i. 

En el cuarto inoculado con la cepa 806 (T) se observó un pico en el RCS de la 

leche a las 48 has post-i, alcanzando valores de 8,2 x 106 cél/ml (Log10 6,91), para 

descender gradualmente hasta las 120 hs post-i. En el cuarto mamario inoculado con la 

cepa 5011 (P) el incremento en el RCS de la leche fue gradual, alcanzando valores 

máximos de 1,3 x 106 cél/ml (Log10 6,10) a las 96 hs post-i, aunque éstos fueron menores 

a los observados para la cepa 806 (T). En los cuartos mamarios controles inoculados con 

solución fisiológica, no se observaron variaciones en los RCS en leche durante los 

tiempos de muestreo evaluados.  
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En el cuarto AD desafiado con la cepa 806 (T) se observaron grumos en la leche 

a las 24, 48 y 72 hs y a los 7 días post-i, sin signos inflamatorios aparentes en el cuarto 

inoculado. El cuarto PI desafiado con la cepa 806 (T), a las 24 hs post-i, desarrolló una 

mastitis clínica con la presencia de grumos en la leche y signos inflamatorios en el cuarto 

inoculado (calor y tumefacción). El cuarto afectado fue tratado con cloxacilina � 

ampicilina intramamaria (Cloxampi M.A., ZOOVET) cada 12 hs durante 4 días, por lo 

tanto, debió ser excluido del ensayo.   

De los dos animales desafiados con la cepa 5011 (P), solo se observaron pequeños 

grumos en la leche en el cuarto (PI) en uno de los animales a los 14 días post-i, sin la 

presencia de signos inflamatorios locales.  

En los cuartos mamarios de los 3 animales inoculados con solución fisiológica no 

se observaron cambios macroscópicos en la leche ni signos de inflamación aparentes en 

ninguno de los periodos de muestreo evaluados.  

 

4.18.1.1. Recuentos de células somáticas. 

 

Se evaluaron los RCS en leche para cada tiempo de muestreo en los cuartos 

mamarios desafiados con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y controles desafiados 

con solución fisiológica (Figura 33). 

En el cuarto AD inoculado con la cepa 806 (T) se observó un pico en el RCS de 

la leche a las 48 hs post-i, alcanzando valores de 7,96 x 106 cél/ml (Log10 6,90). A partir 

del día 7 post-i se observó un descenso marcado en el RCS (3,02 x 106 cél/ml; Log10 

6,48), para alcanzar al día 21 post-i valores de 4,63 x 105 cél/ml (Log10 5,66).  

En los cuartos mamarios inoculados con la cepa 5011 (P) no se observaron 

variaciones en los valores de RCS de la leche hasta las 72 hs post-i. A las 96 hs post-i se 

observó un incremento en el RCS, el cual se mantuvo hasta los 7 días post-i, alcanzando 

los máximos valores a los 14 días post-i (3,84 x 106 cél/ml; Log10 6,48). A los 21 días 

post-i los valores de los RCS en los cuartos inoculados se mantuvieron elevados (3,58 x 

106 cél/ml; Log10 6,4).    

Los cuartos de los animales controles, inoculados con solución fisiológica, no 

mostraron variaciones en los RCS a lo largo del ensayo. 

 

 



Resultados | Tesis Doctoral, MV Sofia Clara Sacco 

 

 
100 

 

Figura 33. Recuento de células somáticas (Log10) en los cuartos desafiados con las cepas 

806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y controles inoculados con solución fisiológica a 

diferentes tiempos post-inoculación. Para la cepa 5011 (P) y control, las líneas 

representan las medias ± desvío estándar (DE). Ti0: tiempo 0 pre-inoculación; Ti0,5: 12 

hs post-inoculación (post-i); Ti1: 24 hs post-i; Ti2: 48 hs post-i; Ti3: 72 hs post-i; Ti4: 96 

hs post-i; Ti7: 7 días post-i; Ti14: 14 días post-i; Ti21: 21 días post-i. (T): Cepa aislada 

de una IIM transitoria. (P): Cepa aislada de una IIM persistente. Control: cuartos 

mamarios inoculados con solución fisiológica.  

 

4.18.1.2. Aislamiento microbiológico a partir de leche. 

 

A partir de la leche proveniente del cuarto AD (animal 1) desafiado con la cepa 

806 (T), fue posible el aislamiento de colonias de 3-4 mm de diámetro, amarillentas, con 

doble halo de hemolisis a las 24 (5000 UFC/ml), 48 (1500 UFC/ml) y 72 hs (500 UFC/ml) 

post-i. A las 96 hs y a los 7 días post-i, el cultivo microbiológico de la leche fue negativo; 

mientras que a los 14 y a los 21 días post-i el aislamiento fue positivo (100 UFC/ml y 300 

UFC/ml, respectivamente). En estos últimos periodos, la morfología de las colonias fue 

similar a aquellas halladas durante los primeros 3 días post-i. Las pruebas bioquímicas 

realizadas confirmaron la presencia de S. aureus en el cuarto mamario inoculado. En el 

cuarto PI (animal 1) desafiado con la cepa 806 (T), a las 24 hs post-i se aislaron dos tipos 

de colonias con diferente morfología. Por un lado, 2.700 UFC/ml, las colonias median 3-

4 mm de diámetro, amarillentas y con doble halo de hemólisis y por otro, más de 10.000 

UFC/ml con colonias pequeñas (<1 mm), grisáceas con ausencia de hemólisis. Estas 
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últimas bacterias fueron identificadas como cocos Gram (+) y no mostraron reacción a la 

prueba de la catalasa. El cuarto PI fue tratado con antibióticos intramamarios durante 4 

días por lo tanto fue excluido del ensayo. Finalizado el ensayo (21 días post-i), y a los 

fines de realizar un seguimiento de la IIM, se tomaron muestras de leche para cultivo 

microbiológico de los cuartos AD y PI inoculados con la cepa 806 (T) durante 5 semanas 

con intervalos de 7 días, no detectándose desarrollo bacteriano en ninguno de los 

muestreos realizados. El cultivo microbiológico de la leche obtenida del cuarto mamario 

AD (animal 2) desafiado con la cepa 5011 (P) no mostró desarrollo bacteriano en ninguno 

de los tiempos evaluados. Sin embargo, el cultivo de la leche del cuarto PI (animal 2) 

mostró desarrollo de colonias de 4-5 mm de diámetro, ligeramente amarillentas y con 

doble halo de hemolisis a los 7 (200 UFC/ml) y 14 días (400 UFC/ml colonias) post-i. 

Las pruebas bioquímicas realizadas confirmaron la presencia de S. aureus en el cuarto 

mamario inoculado en ambos tiempos de muestreo.  

El cultivo microbiológico a partir de leche del cuarto AD (animal 3) inoculado 

con la cepa 5011 (P) mostró desarrollo bacteriano a los 14 días post-i (300 UFC/ml). 

Mientras que el cultivo de leche del cuarto PI (animal 3) mostró desarrollo bacteriano a 

los 14 (400 UFC/ml) y 21 días (200 UFC/ml) post-i. La morfología de las colonias fue 

similar a la observada en el cultivo de leche del cuarto PI (animal 2) y las pruebas 

bioquímicas confirmaron la presencia de S. aureus. Los resultados obtenidos se muestran 

en la tabla 22. Se almacenaron muestras de las cepas que se aislaron en cada tiempo 

evaluado para posterior caracterización por PFGE, lo cual se realizará posteriormente 

porque excede a los objetivos de esta tesis.  

Finalizado el ensayo (21 días post-i), y a los fines de realizar un seguimiento de 

la IIM, se tomaron muestras de leche para cultivo microbiológico de los cuartos AD y PI 

(animal 2 y 3) inoculados con la cepa 5011 (P) durante 5 semanas con intervalos de 7 

días. En el cuarto PI (animal 2) se observó desarrollo de colonias de S. aureus (confirmado 

por pruebas bioquímicas) a los 28 días y a los 42 días post-i. En el cuarto AD (animal 3) 

se observó desarrollo de colonias de S. aureus (confirmado por pruebas bioquímicas) a 

los 28 y 49 días post-i y en el cuarto PI (animal 3) a los 28, 35 y 56 días post-i. 

Los cultivos microbiológicos a partir de leche de los cuartos AD y PI de los 

animales controles no mostraron desarrollo bacteriano en ninguno de los tiempos de 

muestreo evaluados. 

 



Resultados | Tesis Doctoral, MV Sofia Clara Sacco 

 

 
102 

Tabla 22. Aislamiento microbiológico a partir de leche de cuartos mamarios desafiados 

con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus a diferentes tiempos post-inoculación. 

Cepa (animal - cuarto inoculado) Ti0 Ti0,5 Ti1 Ti2 Ti3 Ti4 Ti7 Ti14 Ti21 

806 (Animal 1 - AD)  - - + + + - - + + 

5011 (Animal 2 - AD) - - - - - - - - - 

5011 (Animal 2 - PI) - - - - - - + + - 

5011 (Animal 3 - AD) - - - - - - - + - 

5011 (Animal 3 - PI) - - - - - - - + + 

Ti0: tiempo 0 pre-inoculación; Ti0,5: 12 hs post-inoculación (post-i); Ti1: 24 hs post-i; 

Ti2: 48 hs post-i; Ti3: 72 hs post-i; Ti4: 96 hs post-i; Ti7: 7 días post-i; Ti14: 14 días 

post-i; Ti21: 21 días post-i. AD: cuarto anterior derecho. PI: cuarto posterior izquierdo. 

(+): Cultivo microbiológico positivo a S. aureus. (-) Cultivo microbiológico negativo a 

S. aureus. 

 

4.18.2. Evaluación de la respuesta inmune en leche. 

 

La respuesta inmune de la glándula mamaria se determinó a partir de leche de 

cuartos infectados con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y controles inoculados 

con solución fisiológica en los tiempos T 0 pre-i, Ti 0,5, Ti 1, Ti 2, Ti 3, Ti 4, Ti 7, Ti 14 

y Ti 21 días post-i. Se evaluó la producción de ON mediante la reacción de Griess, la 

concentración de diferentes citoquinas (IL-✘✙✚ ✛✜-6 e IL-4) mediante kits de ELISA 

comerciales y los niveles de IgG específicos. Por otra parte, se determinó la dinámica de 

las poblaciones celulares en sangre (monocitos, linfocitos T CD4 y T CD8, linfocitos B 

☎ ✄✝✟✍☞✆✝✎☞✏ ✑ ✒✓✟ ✞✡✠✝✂✟✎✡ ✆✝✎☞✞✡✎✕�✂ ✠✡ ✍✄☎✂☞✗ 

 

4.18.2.1. Evaluación de la producción de ON. 

 

Se evaluó la concentración de ON en muestras de leche provenientes de animales 

infectados con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y animales controles inoculados 

con solución fisiológica en los diferentes tiempos de muestreo.  Como se puede observar 

en la figura 34, en el cuarto mamario inoculado con la cepa 806 (T) de S. aureus se 

observó un aumento en la concentración de nitritos (formados por la espontánea 

oxidación del ON) desde las 12 hs post-i, alcanzando un máximo a las 48 hs post-i. A 

partir de las 96 hs post-i se observó un marcado descenso en la concentración de nitritos 

alcanzando valores indetectables hasta el final del ensayo. Por otra parte, en los cuartos 
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mamarios inoculados con la cepa 5011 (P) no se observaron variaciones en los valores de 

nitritos hasta el día 7 post-i. Al día 14 post-i se observó un incremento en los niveles de 

nitritos alcanzando el máximo valor al día 21 post-i. Los cuartos de los animales 

controles, inoculados con solución fisiológica, no mostraron variaciones en los niveles de 

nitritos a lo largo del ensayo. 

 

Figura 34. Concentración de nitritos en muestras de leche de cuartos provenientes de 

animales desafiados con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y de animales controles 

inoculados con solución fisiológica a diferentes tiempos post-inoculación. Para la cepa 

5011 (P) y control, las líneas representan las medias ± desvío estándar (DE). Ti0: tiempo 

0 pre-inoculación; Ti0,5: 12 hs post-inoculación (post-i); Ti1: 24 hs post-i; Ti2: 48 hs 

post-i; Ti3: 72 hs post-i; Ti4: 96 hs post-i; Ti7: 7 días post-i; Ti14: 14 días post-i; Ti21: 

21 días post-i. (T): Cepa aislada de una IIM transitoria. (P): Cepa aislada de una IIM 

persistente. Control: Cuartos mamarios inoculados con solución fisiológica. 

 

4.18.2.2. Cuantificación de los niveles de citoquinas en muestras de leche. 

 

4.18.2.2.1. IL-1�. 
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En el cuarto mamario inoculado con la cepa 806 (T) de S. aureus se observó un 

aumento en la concentración de IL-✘✙ ✠✡✏✠✡ ✄✂✏ ✄✡ ✆✏ ✆✂✏✎✂ ✄✂✏ ✡� ✆✏ ☛☞✏✎-i, alcanzando 

en este tiempo la concentración máxima. A partir de las 72 hs post-i se observó un 

marcado descenso de los niveles de esta citoquina, para alcanzar valores indetectables el 

resto de los tiempos evaluados. Por otra parte, en los cuartos mamarios inoculados con la 

cepa 5011 (P) de S. aureus no se observaron variaciones en la concentración de IL-1✙✚

encontrándose valores similares a los detectados en los cuartos controles inoculados con 

solución fisiológica en los diferentes tiempos de muestreo evaluados (Figura 35).  

 

 

Figura 35. Concentración de IL-✘✙ ✆☛✔✝✞✜) en muestras de leche de cuartos provenientes 

de animales desafiados con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y de animales 

controles inoculados con solución fisiológica a diferentes tiempos post-inoculación. Para 

la cepa 5011 (P) y control, las líneas representan las medias ± desvío estándar (DE).  Ti0: 

tiempo 0 pre-inoculación; Ti0,5: 12 hs post-inoculación (post-i); Ti1: 24 hs post-i; Ti2: 

48 hs post-i; Ti3: 72 hs post-i; Ti4: 96 hs post-i; Ti7: 7 días post-i; Ti14: 14 días post-i; 

Ti21: 21 días post-i. (T): Cepa aislada de una IIM transitoria. (P): Cepa aislada de una 

IIM persistente. Control: Cuartos mamarios inoculados con solución fisiológica. 
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4.18.2.2.2. IL-6. 

 

En el cuarto mamario inoculado con la cepa 806 (T) de S. aureus se observó un 

aumento en la concentración de IL-6 a las 24 hs post-i hasta las 48 hs post-i alcanzando 

en este tiempo la concentración máxima. A partir de las 72 hs post-i se observó un 

marcado descenso de los niveles de esta citoquina, para alcanzar valores indetectables el 

resto de los tiempos evaluados. Por otra parte, en los cuartos mamarios inoculados con la 

cepa 5011 (P) de S. aureus no se detectaron variaciones en los escasos niveles de IL-6 

observados, encontrándose valores similares a los hallados en los cuartos controles 

inoculados con solución fisiológica en los diferentes tiempos de muestreo evaluados 

(Figura 36).  

 

 

Figura 36. Concentración de IL-6 (pg/mL) en muestras de leche de cuartos provenientes 

de animales desafiados con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y de animales 

controles inoculados con solución fisiológica a diferentes tiempos post-inoculación. Para 

la cepa 5011 (P) y control, las líneas representan las medias ± desvío estándar (DE). Ti0: 

tiempo 0 pre-inoculación; Ti0,5: 12 hs post-inoculación (post-i); Ti1: 24 hs post-i; Ti2: 

48 hs post-i; Ti3: 72 hs post-i; Ti4: 96 hs post-i; Ti7: 7 días post-i; Ti14: 14 días post-i; 

Ti21: 21 días post-i. (T): Cepa aislada de una IIM transitoria. (P): Cepa aislada de una 

IIM persistente. Control: Cuartos mamarios inoculados con solución fisiológica. 
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4.18.2.2.3. IL-4. 

 

En el cuarto mamario inoculado con la cepa 806 (T) de S. aureus los niveles de 

IL-4 fueron prácticamente indetectables y se mantuvieron sin modificaciones a lo largo 

del tiempo de muestreo. Por otra parte, en los cuartos mamarios inoculados con la cepa 

5011 (P) de S. aureus, solo se detectaron niveles de IL-4 desde el tiempo 0 pre- i hasta 

las 24 hs post-i, encontrándose valores similares a los obtenidos en las muestras de leche 

provenientes de animales inoculados con solución fisiológica. A partir de las 48 hs post-

i y hasta el día 21 post-i no se detectaron niveles de IL-4 en las muestras de leche 

provenientes de cuartos infectados con la cepa 5011 (T) de S. aureus. Los cuartos de los 

animales controles, inoculados con solución fisiológica, no mostraron variaciones en los 

niveles de IL-4 a lo largo del ensayo (Figura 37). 

 

 

Figura 37. Concentración de IL-4 (pg/mL) en muestras de leche de cuartos de animales 

desafiados con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y de animales controles 

inoculados con solución fisiológica a diferentes tiempos post-inoculación. Para la cepa 

5011 (P) y control, las líneas representan las medias ± desvío estándar (DE). Ti0: tiempo 

0 pre-inoculación; Ti0,5: 12 hs post-inoculación (post-i); Ti1: 24 hs post-i; Ti2: 48 hs 

post-i; Ti3: 72 hs post-i; Ti4: 96 hs post-i; Ti7: 7 días post-i; Ti14: 14 días post-i; Ti21: 

21 días post-i. (T): Cepa aislada de una IIM transitoria. (P): Cepa aislada de una IIM 

persistente. Control: Cuartos mamarios inoculados con solución fisiológica. 
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4.18.2.3. Evaluación de los niveles de IgG total en muestras de leche. 

 

En la figura 38 se muestran los niveles de IgG total obtenidos cuando se utilizó un 

lisado de la cepa 806 (T) de S. aureus como antígeno para sensibilizar el pocillo de la 

placa. Como se puede observar en la figura, en el cuarto mamario inoculado con la cepa 

806 (T) se observó un pico en los niveles de IgG total al día 7 post-i, que luego fue 

descendiendo al día 14 post-i y llegó al día 21 post-i a valores similares al tiempo 0 pre-i 

y a los valores de IgG obtenidos en cuartos controles inoculados con solución fisiológica. 

Por otra parte, en los cuartos mamarios inoculados con la cepa 5011 (P) de S. aureus no 

se observaron variaciones en los niveles de IgG total a lo largo del tiempo de muestreo, 

siendo estos superiores a los detectados en los cuartos controles inoculados con solución 

fisiológica. Por último, los cuartos de los animales controles no mostraron variaciones en 

los niveles de IgG total a lo largo del ensayo. 

 

 

Figura 38. Niveles de IgG total en muestras de leche de cuartos provenientes de animales 

desafiados con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y de controles inoculados con 

solución fisiológica. Placa sensibilizada con lisado de la cepa 806 (T). Para la cepa 5011 

(P) y control, las líneas representan las medias ± desvío estándar (DE). Ti0: tiempo 0 pre-

inoculación; Ti7: 7 días post-i; Ti14: 14 días post-i; Ti21: 21 días post-i. (T): Cepa aislada 

de una IIM transitoria; (P): Cepa aislada de una IIM persistente. Control: animales 

inoculados con solución fisiológica. 
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En la figura 39 se muestran los niveles de IgG total obtenidos cuando se utilizó un 

lisado de la cepa 5011 (P) de S. aureus como antígeno para sensibilizar el pocillo de la 

placa. Como se puede observar en la figura, en el cuarto mamario inoculado con la cepa 

806 (T) se observó un pico en los niveles de IgG total al día 7 post-i, que luego fue 

descendiendo al día 14 post-i y llegó al día 21 post-i a valores similares al tiempo 0 pre-i 

y a los valores de IgG obtenidos en cuartos controles inoculados con solución fisiológica. 

Por otra parte, en los cuartos mamarios inoculados con la cepa 5011 (P) se observó un 

incremento en los valores de IgG total al día 7 post-i, que luego retomó a valores basales 

al día 14 post-i, para aumentar nuevamente al día 21 post-i. Por último, los cuartos de los 

animales controles no mostraron variaciones importantes en los niveles de IgG total a lo 

largo del ensayo. 

 

 

Figura 39. Niveles de IgG total en muestras de leche de cuartos provenientes de animales 

desafiados con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y controles inoculados con 

solución fisiológica. Placa sensibilizada con lisado de la cepa 5011 (P). Para la cepa 5011 

(P) y control, las líneas representan las medias ± desvío estándar (DE). Ti0: tiempo 0 pre-

inoculación; Ti7: 7 días post-i; Ti14: 14 días post-i; Ti21: 21 días post-i. (T): Cepa aislada 

de una IIM transitoria. (P): Cepa aislada de una IIM persistente. Control: Animales 

inoculados con solución fisiológica. 
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4.18.3. Evaluación de dinámica de las poblaciones celulares en sangre. 

 

A partir de muestras de sangre periférica provenientes de animales infectados con 

las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y de controles inoculados con solución 

fisiológica, durante diferentes tiempos de muestreo (T 0 pre-inoculación, Ti 0,5, Ti 1, Ti 

2, Ti 3, Ti 4, Ti 7, Ti 14 y Ti 21 días post-i), se evaluaron las siguientes poblaciones 

inmunes: linfocitos B (CD21+), linfocitos TCD4 (CD3+ CD4+), linfocitos TCD8 (CD3+ 

☎��✁✟✚ ✄✝✟✍☞✆✝✎☞✏ ✑✒✓ ✆✂☎✘✁✟ ☎ ✞☞✟☞✆✝✎☞✏ ✆☎�✘✡✁✟ mediante citometría de flujo. En la 

figura 40 ✏✡ ☛✕✡✏✡✟✎✂ ✄✂ ✡✏✎✕✂✎✡✔✝✂ ✠✡ �✔✂✎✝✟✔✁ ☎✎✝✄✝✂✂✠✂ ☛✂✕✂ ✡✄ ✂✟✄✄✝✏✝✏ ✠✡ ✄✂✏ ☛☞✌✄✂✆✝☞✟✡✏

celulares. El panel A de la figura muestra un gráfico representativo del tamaño de las 

poblaciones celulares donde se visualiza área vs altura para la selección de la población 

✠✡ �✏✝✟✔✄✡✎✡✏✁ ☞ ✆✖✄☎✄✂✏ ☎✟✝✆✂✏ ✆☞✟✎✡✟✝✠✂✏ ✡✟ ✄✂ ✕✡✔✝✞✟ ✄✘✗ �✟ ✡✄ ☛✂✟✡✄ ✂ ✠✡ ✄✂ ✍✝✔☎✕✂ ✏✡

observa un gráfico representativo de complejidad citoplasmática vs tamaño celular donde 

se definió la región R2 que contiene a la población de células mononucleares. Dentro de 

esta región se realizó el análisis de todas las poblaciones celulares antes mencionadas. El 

panel C de la figura muestra un gráfico representativo donde se analizó la expresión de 

CD21 (Li B) y CD14 (monocitos). El panel E de la figura muestra un histograma 

representativo de la expresión de CD3, donde se definió la región R3 que contiene a la 

población de linfocitos T totales. Dentro de esta región se realizó el análisis de la 

expresión de CD4 en función de la expresión de CD8 para identificar a los linfocitos 

TCD4 y TCD8 respectivamente (Panel F). El panel G de la figura muestra un gráfico 

representativo donde se analizó la expresión de WC1 que identifica a los linfocitos T�✁. 
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Figura 40. �✏✎✕✂✎✡✔✝✂ ✠✡ �✔✂✎✝✟✔✁ ☎✎✝✄✝✂✂✠✂ ☛✂✕✂ ✡✄ ✂✟✄✄✝✏✝✏ ✠✡ ✄✂✏ ☛☞✌✄✂✆✝☞✟✡✏ ✆✡✄☎✄✂✕✡✏

en sangre periférica. A. ✁✡✄✡✆✆✝✞✟ ✠✡ �✏✝✟✔✄✡✎✡✏✁ ☞ ✆✖✄☎✄✂✏ ☎✟✝✆✂✏ ✆✄✘✟✗ B. Selección de la 

población de células mononucleares (R2). C. �✕✄✍✝✆☞ ��☞✎ ✁✄☞✎✁ ✕✡☛✕✡✏✡✟✎✂✎✝✁☞ ✠✡ ✄✂

frecuencia de células CD14 + (monocitos) y células CD21+ (Linfocitos B). D. Controles 

de isotipo y fluorocromos para APC (Allophycocyanin) y RPE (ficoeritrina). E. 

Histograma representativo de la población de células CD3+ (Linfocitos T totales) a partir 

de la cual se realizó el análisis para las dos subpoblaciones CD4 y CD8 (R3). La línea 

negra representa la marcación con el control de isotipo y el histograma gris representa la 

fluorescencia de células CD3 positivas. F. �✕✄✍✝✆☞ ��☞✎ ✁✄☞✎✁ ✕✡☛✕✡✏✡✟✎✂✎✝✁☞ ✠✡ ✄✂

frecuencia de linfocitos TCD4 y TCD8. G. �✕✄✍✝✆☞ ��☞✎ ✁✄☞✎✁ ✕✡☛✕✡✏✡✟✎✂✎✝✁☞ ✠✡ ✄✂

frecuencia de células WC1+ (Linfocitos ✑✒✓✟✗ H. Control de isotipo y fluorocromo para 

FITC y RPE. 

 

4.18.3.1. Evaluación de la población de monocitos en sangre periférica. 

 

En la figura 41 se muestran los porcentajes de monocitos de sangre periférica 

provenientes de animales infectados con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y 

animales controles inoculados con solución fisiológica desde el día 0 pre-i hasta el día 21 

post-i. Como se puede observar en la figura, en el animal infectado con la cepa 806 (T) 

de S. aureus, el porcentaje de monocitos disminuyó notablemente a las 24 hs y 48 hs post-

i. Luego de esta disminución en sangre periférica, los porcentajes de monocitos 

alcanzaron nuevamente valores cercanos al tiempo 0 pre-i. Al día 7 post-i se observó una 

disminución en el porcentaje de estas células, pero sin alcanzar los valores obtenidos a 

las 24 y 48 hs post-i. Finalmente, durante los días 14 y 21 post-i, los porcentajes de estas 

células innatas en sangre periférica subieron nuevamente, pero sin alcanzar los valores 

iniciales (tiempo 0 pre-i). En los animales infectados con la cepa 5011 (P) de S. aureus, 

el porcentaje de monocitos alcanzó un pico en sangre periférica a las 48 hs post-i, mientras 

que el resto de los tiempos evaluados se mantuvo sin demasiados cambios. En los 

animales controles inoculados con solución fisiológica, los porcentajes de monocitos en 

sangre periférica se mantuvieron prácticamente constantes a lo largo del ensayo.  

 

 

 

 



Resultados | Tesis Doctoral, MV Sofia Clara Sacco 

 

 
111 

Figura 41. Porcentaje de monocitos en sangre periférica de animales desafiados con las 

cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y controles inoculados con solución fisiológica a 

diferentes tiempos post-inoculación. (T): Cepa aislada de una IIM transitoria. (P): Cepa 

aislada de una IIM persistente. Control: animales inoculados con solución fisiológica. 

 

4.18.3.2. �✁✂✄☎✂✆✝✞✟ ✠✡ ✄✂ ☛☞✌✄✂✆✝✞✟ ✠✡ ✄✝✟✍☞✆✝✎☞✏ ✑✒✓ ✡✟ ✏✂✟✔✕✡ ☛✡✕✝✍✖✕✝✆✂✗ 

 

En la figura 42 se muestran los porcentajes de linfocitos T�✁ de sangre periférica 

provenientes de animales infectados con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y 

animales controles inoculados con solución fisiológica desde el día 0 pre-i hasta el día 21 

post-i. Como se puede observar en la figura, en el animal infectado con la cepa 806 (T) 

de S. aureus, el porcentaje de linfocitos T�✁ en sangre periférica fue disminuyendo desde 

el tiempo 0 pre-i hasta las 48 hs post-i, tiempo en el que se observó el menor porcentaje 

de estas células en sangre periférica. Luego de las 48 hs post-i, el porcentaje de linfocitos 

T�✁ fue aumentando hasta las 72 hs post-i para luego mantenerse hasta el día 21 post-i 

sin cambios. En los animales infectados con la cepa 5011 (P) de S. aureus, el porcentaje 

de linfocitos T�✁ en sangre periférica fue mayor en todos los periodos de tiempos 

evaluados con respecto a los animales controles y al infectado con la cepa 806 de S. 

aureus. Al día 14 post-i se observó una disminución marcada en el porcentaje de estas 

células innatas en sangre periférica y al día 21 post-i alcanzó el mayor porcentaje en 

sangre periférica de todos los periodos evaluados. En los animales controles inoculados 
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con solución fisiológica, los porcentajes de linfocitos T�✁ en sangre periférica se 

mantuvieron constantes a lo largo del ensayo.  

 

 

Figura 42. ✁☞✕✆✡✟✎✂✂✡ ✠✡ ✄✝✟✍☞✆✝✎☞✏ ✑✒✓ ✡✟ ✏✂✟✔✕✡ ☛✡✕✝✍✖✕✝✆✂ ✠✡ ✂✟✝✞ales desafiados con 

las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y controles inoculados con solución fisiológica 

a diferentes tiempos post-inoculación. Ti0: tiempo 0 pre-inoculación; Ti0,5: 12 hs post-

inoculación (post-i); Ti1: 24 hs post-i; Ti2: 48 hs post-i; Ti3: 72 hs post-i; Ti4: 96 hs post-

i; Ti7: 7 días post-i; Ti14: 14 días post-i; Ti21: 21 días post-i. FITC: Isotiocianato de 

fluoresceína. (T): Cepa aislada de una IIM transitoria. (P): Cepa aislada de una IIM 

persistente. Control: Animales desafiados con solución fisiológica. 

 

4.18.3.3. Evaluación de la población de linfocitos B en sangre periférica. 

 

En la figura 43 se muestran los porcentajes de linfocitos B de sangre periférica 

provenientes de animales infectados con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y 

animales controles inoculados con solución fisiológica desde el día 0 pre-i hasta el día 21 

post-i. Como se puede observar en la figura, en los animales infectados y controles los 

porcentajes de linfocitos B varían de manera similar durante los diferentes tiempos 

evaluados, mostrando los animales controles los mayores porcentajes de estas células 

inmunes en sangre periférica. La única diferencia que se puede observar es al día 21, 

donde la población de linfocitos B en los animales infectados con las cepas 806 (T) y 
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5011 (P) de S. aureus disminuye en sangre periférica, mientras que en los animales 

controles aumenta.  

 

 

Figura 43. Porcentaje de linfocitos B en sangre periférica de animales desafiados con las 

cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y controles inoculados con solución fisiológica a 

diferentes tiempos post-inoculación. Ti0: tiempo 0 pre-inoculación; Ti0,5: 12 hs post-

inoculación (post-i); Ti1: 24 hs post-i; Ti2: 48 hs post-i; Ti3: 72 hs post-i; Ti4: 96 hs post-

i; Ti7: 7 días post-i; Ti14: 14 días post-i; Ti21: 21 días post-i. (T): cepa aislada de una 

IIM transitoria. (P): Cepa aislada de una IIM persistente. Control: Animales inoculados 

con solución fisiológica. 

 

4.18.3.4. Evaluación de la población de linfocitos T CD8 en sangre periférica. 

 

Como se puede observar en la figura 44, en el animal infectado con la cepa 806 

(T) de S. aureus, el porcentaje de linfocitos TCD8 disminuye gradualmente en sangre 

periférica hasta las 96 hs post-i, tiempo en el que se observa el menor porcentaje de estas 

células inmunes en sangre periférica. A partir del día 7 post-i el porcentaje de linfocitos 

TCD8 aumentó nuevamente a valores similares a los encontrados a nivel basal (tiempo 0 

pre-i). En los animales infectados con la cepa 5011 (P) de S. aureus, el máximo porcentaje 

de linfocitos TCD8 de sangre periférica se observó al día 14 post-i. En los animales 
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controles, el porcentaje de linfocitos TCD8 de sangre periférica se mantuvo constante a 

lo largo del ensayo.  

 

 

Figura 44. Porcentaje de linfocitos T CD8 en sangre periférica de animales desafiados 

con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y controles inoculados con solución 

fisiológica a diferentes tiempos post-inoculación. Ti0: tiempo 0 pre-inoculación; Ti0,5: 

12 hs post-inoculación (post-i); Ti1: 24 hs post-i; Ti2: 48 hs post-i; Ti3: 72 hs post-i; Ti4: 

96 hs post-i; Ti7: 7 días post-i; Ti14: 14 días post-i; Ti21: 21 días post-i. (T): Cepa aislada 

de una IIM transitoria. (P): Cepa aislada de una IIM persistente. Control: Animales 

inoculados con solución fisiológica. 

 

4.18.3.5. Evaluación de la población de linfocitos T CD4 en sangre periférica. 

 

Como se puede observar en la figura 45, en el animal infectado con la cepa 806 (T) de S. 

aureus, el porcentaje de linfocitos TCD4 en sangre periférica fue mayor en todos los 

periodos de tiempos evaluados y a las 72 hs post-i se observó el mayor porcentaje de estos 

linfocitos en sangre periférica. En los animales infectados con la cepa 5011 (P) de S. 

aureus, el porcentaje de linfocitos TCD4 en sangre periférica fue menor en todos los 

periodos de tiempos evaluados, y a las 48 hs y al día 21 post-i se observaron los menores 

0

10

20

30

Ti 0 Ti 0,5 Ti 1 Ti 2 Ti 3 Ti 4 Ti 7 Ti 14 Ti 21

L
in

fo
ci

to
s 

T
 C

D
8

 (
%

)

Tiempo

Control

 806 (T)

5011 (P)



Resultados | Tesis Doctoral, MV Sofia Clara Sacco 

 

 
115 

porcentajes de estas células en sangre periférica. En cambio, en los animales controles 

inoculados con solución fisiológica, los porcentajes de linfocitos TCD4 en sangre 

periférica se mantuvieron constantes a lo largo del ensayo.  

 

 

Figura 45. Porcentaje de linfocitos T CD4 en sangre periférica de animales desafiados 

con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus y controles inoculados con solución 

fisiológica a diferentes tiempos post-inoculación. Ti0: tiempo 0 pre-inoculación; Ti0,5: 

12 hs post-inoculación (post-i); Ti1: 24 hs post-i; Ti2: 48 hs post-i; Ti3: 72 hs post-i; Ti4: 

96 hs post-i; Ti7: 7 días post-i; Ti14: 14 días post-i; Ti21: 21 días post-i. (T): Cepa aislada 

de una IIM transitoria. (P): Cepa aislada de una IIM persistente. Control: Animales 

inoculados con solución fisiológica. 
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� Caracterización molecular genotípica y fenotípica. 

 

5.1.1. Evaluación de la presencia de genes de virulencia. 

 

Se ha documentado que la mayoría de las infecciones causadas por S. aureus se 

deben a sus múltiples FV, los cuales actúan de manera coordinada para promover la 

infección, lo que dificulta el estudio del rol preciso que cumple cada factor en la patogenia 

de las IIM (Zecconi y Scali, 2013). Por otra parte, se han descripto correlaciones entre 

cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovina y la expresión de determinados FV, lo cual 

permite inferir sobre el modo en que estos factores contribuyen al desarrollo de la 

infección (Melchior y col., 2011, Szweda y col., 2012; Bardiau y col., 2014). En este 

sentido, utilizando técnicas de tipificación molecular descriptivas, se han observado 

asociaciones entre determinados tipos genéticos y características clínicas y 

epidemiológicas, determinándose que las cepas de S. aureus que causan infecciones P 

difieren de las que causan infecciones T (Haveri y col., 2007; 2008; Graber y col., 2009; 

Ote y col., 2011). En base a estos antecedentes se ha postulado que el progreso de la IIM 

hacia la resolución o hacia la cronicidad podría estar relacionado con las características 

de la cepa y con la expresión de combinaciones específicas de FV. 

En este estudio con la finalidad de seleccionar 2 cepas de S. aureus con 

características genéticas diferenciales que puedan asociarse con la capacidad de 

adaptación a la GM bovina, se evaluó la presencia de genes de virulencia relacionados 

con la expresión de polisacáridos capsulares (cap5 y cap8), producción de biofilm (agr, 

ica y bap) y resistencia a los antibióticos �-lactámicos (blaZ). El conocimiento de estos 

FV es de importancia fundamental para comprender los mecanismos de adaptación de S. 

aureus al microambiente de la GM bovina. Cabe destacar que la selección de las cepas 

utilizadas en este estudio se realizó sobre la base de características clínicas y 

epidemiológicas, incluyendo aproximadamente el 10% de los aislados del cepario 

original. Si bien este no fue un muestreo aleatorizado, no se conocía a priori la 

distribución de los distintos FV entre las cepas seleccionadas. 

Los serotipos de CP más prevalentes en el ganado bovino son los CP5 y CP8, 

mientras que los serotipos 1 y 2 son de hallazgo infrecuente. Se ha demostrado una gran 

variabilidad en la distribución de los serotipos capsulares entre los aislamientos de S. 

aureus de mastitis bovina de diferentes países del mundo (Poutrel y col., 1988; Guidry y 

col., 1998; Han y col., 2000; Tollersrud y col., 2000; Salimena y col., 2016) y de 
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Argentina, donde la información es más limitada (Sordelli y col. 2000; Buzzola y col., 

2007; Camussone y col., 2012; Ambroggio y col., 2018).  

En esta tesis se evaluaron 34 cepas de S. aureus aisladas de IIM T y P provenientes 

de las provincias Santa Fe (n = 27), Córdoba (n = 4), Buenos Aires (n = 2) y sin datos de 

origen (n = 1). Los resultados demostraron que la mayoría de las cepas evaluadas en esta 

tesis fueron portadoras de los genes cap5 o cap8 (94%), y la presentación de éstos fue en 

proporciones muy silmilares (45 y 50 %, respectivamente) y solo un pequeño porcentaje 

de las cepas fueron clasificadas como NT (6 %). En un estudio realizado por Camussone 

y col. (2012) en 157 aislados de S. aureus procedentes de mastitis clínicas y subclínicas 

registradas en las provincias de Santa Fe (n = 91), Buenos Aires (n = 31), Córdoba 

(n = 22) y Entre Ríos (n = 13); se presentaron menores porcentajes de prevalencia para 

los genes cap, donde un 64 % de las cepas fue positiva para cap5 o cap8, y de ellas el 53 

% fue cap5 y el 11 % fue cap8. Se observó, además, que la presencia de los loci capsulares 

varió según la distribución geográfica. En un estudio anterior realizado por Reinoso y col. 

(2008) con 15 cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovina en distintos rodeos lecheros 

de la provincia de Buenos Aires, se demostró que 7 cepas fueron caracterizadas 

genotípicamente como tipo cap5, mientras que ninguna como tipo cap8.  

En un estudio reciente, Ambroggio y col. (2018) evaluaron fenotípica y 

genéticamente el perfil capsular de 144 cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovina en 

Argentina, Chile y Uruguay. Estos autores, en concordancia a los resultados obtenidos en 

esta tesis, observaron que el 96 % de los aislamientos de S. aureus tenían genes cap5 y 

cap8. De las 55 cepas de S. aureus procedente de Chile, el 67,3% eran portadoras de 

genes cap5 y 32,7 % de cap8. De las 38 cepas de Uruguay, el 44,7% portaban genes cap5 

y el 55,3 % genes cap8. De las 51 cepas de Argentina, 88,2 % portaba genes cap8 y el 

11,8 % restante fueron NT. Cabe aclarar que en el mencionado estudio, los 51 aislados 

procedentes de Argentina fueron definidos como NT en un estudio previo (Camussone y 

col., 2012). 

En otras partes del mundo, los aislamientos de S. aureus de rumiantes han mostrado 

cierta variabilidad respecto de la distribución de los genes cap. Salimena y col. (2016) 

evaluaron la presencia de genes cap a partir de 159 aislados de S. aureus procedentes de 

diferentes regiones de Brasil y observaron que 100 % de las cepas eran portadoras de 

genes cap, de las cuales el 80 % portaban genes cap5 y el 20 % restante cap8. Otros 

estudios realizados en diferentes países informaron que cap5 y cap8 se distribuyeron 

uniformemente entre aislamientos de S. aureus de mastitis bovina (Bar-Gal y col., 2015) 
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o que hubo una mayor proporción de cap8 que de cap5 (Salasia y col., 2004; Babra y col. 

2013; Marques y col., 2013; Bardiau y col., 2014). La caracterización genotípica es 

altamente significativa debido a que varios factores involucrados en la expresión de 

cápsula no han sido del todo definidos, y su expresión in vivo no se correlaciona 

necesariamente con la expresión in vitro (O�✄✝☞✕✠✂✟ ☎ Lee, 2004). En el mencionado 

estudio de Camussone y col. (2012), al evaluar fenotípicamente la presencia de CP, se 

observó que el 50 % de los aislamientos con genotipo cap5 o cap8 fueron capaces de 

producirlo in vitro. Asimismo, en el estudio de Ambroggio y col. (2018), si bien el 96 % 

de los aislamientos de S. aureus eran portadores de genes cap, más del 75% de las cepas 

evaluadas no expresaron cápsula. La falta de expresión de CP podría deberse a la falta de 

locus cap5 (8) o a mutaciones puntuales dentro de los genes esenciales que codifican la 

cápsula, mutaciones en las regiones promotoras de cap5 (8), o supresión del locus cap5 

(8) (Cocchiaro y col. 2006). Además, se han identificado cepas que presentan mutaciones 

en genes que regulan la expresión de la cápsula, como agr o arlRS (Cocchiaro y col., 

2006). En esta tesis si bien se halló una alta prevalencia de bacterias portadoras de genes 

cap, no se evaluó la expresión de cápsula in vitro.  

En función de la información existente podemos concluir que la prevalencia de 

cepas capsuladas y de los genotipos cap5 y cap8 es variable entre aislamientos de S. 

aureus de mastitis bovina y está marcadamente influenciada por la región geográfica de 

la cepa. La alta prevalencia de los genes cap observada en esta tesis coincide parcialmente 

con los descripto por otros autores, sin embargo, la mayor parte de los aislados evaluados 

provienen de la provincia de Santa Fe, por lo cual para determinar la prevalencia real de 

estos genes en cepas de S. aureus aisladas de IIM bovinas a nivel país se requieren más 

estudios con un mayor número de cepas de diferentes procedencias seleccionadas 

aleatoriamente, lo cual escapa a los objetivos de esta tesis. 

La cronicidad de las IIM por S. aureus se ha atribuido en parte a la capacidad de 

esta bacteria para producir biofilm (Gomes y col., 2016). Si bien la habilidad de cepas de 

S. aureus aisladas de mastitis bovina para producir biofilm in vitro ha sido reportada en 

numerosos estudios (Oliveira y col., 2006; Dhanawade y col., 2010), la demostración de 

su formación in vivo continúa siendo un desafío (Veh y col., 2015; Schönborn y Krömker, 

2016).  

En el presente estudio, se observó que la mayoría de los aislados de S. aureus fueron 

portadores de los genes icaA (97 %), icaC (97 %) e icaD (100 %), mientras que ninguno 

de ellos presentó el gen bap. En Argentina, la información disponible sobre la prevalencia 
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de genes ica en cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovina es escasa. En un estudio 

reciente Felipe y col. (2017) evaluaron la presencia de los genes icaA, icaD y bap sobre 

un total de 127 cepas de S. aureus provenientes de IIM subclínicas de diferentes tambos 

comerciales de las provincias de Córdoba y Buenos Aires, observando un 100 % de 

prevalencia para los genes icaA e icaD y un 11 % de prevalencia para bap. Asimismo, 

Marques y col. (2013), en un estudio realizado a partir de 20 cepas de S. aureus aisladas 

de IIM subclínicas en el estado de Río de Janeiro, Brasil, detectaron una prevalencia del 

85 % para icaA, 95 % para icaD y un 5 % para bap. En forma similar a lo observado en 

esta tesis, Soares y col. (2017), evaluaron 128 cepas de S. aureus provenientes de IIM 

subclínicas de diferentes regiones de Brasil y determinaron que el 67 % de las cepas eran 

portadoras del gen icaA y el 87 % del gen icaD. Por otra parte, Salimena y col. (2016) en 

el mismo estudio antes descripto en 159 cepas de S. aureus, determinaron que todos los 

aislamientos albergaron los genes icaA y icaD, y el 95.6 % de los aislamientos portaban 

el gen bap, además el 97,5 % eran productores de biofilm. Khoramian y col. (2015) en un 

estudio realizado en Irán, a partir de 215 cepas de S. aureus provenientes de infecciones 

en humanos y de vacas lecheras con mastitis subclínicas, demostraron una prevalencia 

del 87 % para icaA, del 88 % para icaD y no detectaron el gen bap. En EE.UU. Vasudevan 

y col. (2003), a partir de 35 aislados de S. aureus provenientes de mastitis bovina, 

determinaron que el 100 % de las cepas eran portadoras de los genes para producción de 

biofilm, icaA e icaD, pero solo el 68,6 % de las cepas mostraron capacidad para producir 

biofilm in vitro. 

Aunque el 100 % de las cepas analizadas en esta tesis fueron negativas para el gen 

bap, todas ellas mostraron diferente capacidad para producir biofilm in vitro. Esto 

concuerda con otros estudios donde se sugiere que los genes ica y bap representan 

caminos sintéticos alternativos para la producción de biofilm (Tormo y col., 2005; 

Notcovich y col., 2018). En estudios previos, el gen bap se ha encontrado en islas de 

patogenicidad que son capaces de transmitirse horizontalmente entre cepas y no están 

presentes en todas las cepas (Ubeda y col., 2003; Tormo y col., 2005).  La pérdida de 

estas islas por transferencia horizontal de genes podría ser una posible explicación 

respecto al gran número de aislados negativos (Notcovich y col., 2018).  

Respecto a la producción de biofilm in vitro de las cepas evaluadas en este estudio, 

se observó que el 100 % de las mismas fueron productoras de biofilm en alguna medida: 

el 32,5 % lo hizo en forma débil, el 32,5 % en forma moderada y el 35 % fue fuerte 

productora de biofilm. En forma similar a lo observado en este trabajo, Felipe y col. 
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(2017) evaluaron la producción de biofilm in vitro a partir de 127 cepas de S. aureus y 

observaron que un 20 % (26/127) se comportaron como débiles productoras, un 45 % 

(57/127) como moderadas y un 35 % (44/127) como fuertes productoras de biofilm.  Por 

otra parte, Khoramian y col. (2015), observaron que el 70 % (155/215) de los aislamientos 

analizados en su estudio, mostraron capacidad de producir biofilm in vitro. Entre éstos, 

59 % fueron débiles productores de biofilm, mientras que 34 % y 5 % produjeron biofilm 

en forma moderada y fuerte, respectivamente.  

Si bien la portación de ica no es predictiva de la intensidad de producción de biofilm 

(Atkin y col., 2014), la presencia de al menos uno de los genes ica en la mayoría de los 

aislamientos indica que PIA es un mediador importante en la formación de los biofilm 

producidos por S. aureus y demuestra la importancia potencial del locus ica en la 

patogénesis de la mastitis bovina. 

Los resultados obtenidos en esta tesis demostraron que la mayoría de las cepas 

estudiadas fueron identificadas comoagr-tipo I (94 %), y solo un pequeño número agr-

tipo II (6%). En concordancia con estos hallazgos, Buzzola y col. (2006), reportaron una 

alta prevalencia (88 %) de cepas agr-tipo I en aislados de S. aureus procedentes de 

diferentes provincias de Argentina. En un estudio reciente, Ambroggio y col. (2018), 

evaluaron los tipos agr de 144 cepas de S. aureus procedentes de Argentina, Chile y 

Uruguay. En concordancia con lo hallado en esta tesis, observaron que la mayoría de las 

cepas estudiadas pertenecían al agr-tipo I (76 %). De las cepas restantes, el 9 % fueron 

identificadas como agr-tipo III, el 6 % como como agr-tipo II, el 1 % como agr-tipo IV y 

un 8% fueron no tipificables. Asimismo, Gilot y col. (2002), demostraron una alta 

prevalencia de cepas agr-tipo I (69 %) en aislados de diferentes regiones del mundo. Sin 

embargo, la información disponible sobre la distribución de los tipos agr en distintas 

partes del mundo no es homogénea. En un estudio reciente a partir de cepas aisladas de 

diferentes regiones de Brasil, Soares y col. (2017), determinaron una prevalencia del 81 

% de cepas agr-tipo II y un 18 % no pudo clasificarse en ningún tipo agr. En los estudios 

de Melchior y col. (2009) el 81 % de las cepas de campo recogidas en los Países Bajos 

pertenecían al agr-tipo II, mientras que el 9% pertenecía al agr-tipo I.  

Ambroggio y col. (2018) observaron una alta correlación entre la falta de expresión 

de cápsula y el agr-tipo I de las cepas de S. aureus estudiadas. En esta tesis el 6 % de las 

cepas fueron clasificadas como NT y a su vez las mismas pertenecían al agr-tipo I. Por 

otra parte, Melchior y col. (2009), demostraron una alta correlación entre el agr-tipo I y 

II de los aislados de S. aureus y la cantidad de biofilm producida; una alta correlación 
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positiva entre cepas agr-tipo I y la presencia de genes de resistencia a ✙-lactamasa (blaZ) 

y una alta correlación positiva entre cepas agr-tipo II y la presencia de IS257. Asimismo, 

Buzzola y col. (2007), observaron que cepas agr-tipo I mostraron una mayor habilidad 

para internalizarse en las MAC-T y mayor persistencia en tejido mamario murino, en 

comparación con cepas agr-tipo II, III y IV. En el presente estudio las cepas de S. aureus 

que se identificaron como agr-tipo I (94 %) provenían en su mayoría (73 %) de IIM T; 

aunque el bajo número de aislados no permitió establecer correlaciones. Por otra parte, 

todas las cepas identificadas como agr-tipo I (94 %) mostraron capacidad para producir 

biofilm in vitro en diferentes intensidades (leves, moderadas y fuertes) y un bajo 

porcentaje (22 %) fueron positivas para el gen blaZ. Las cepas agr-tipo II (6 %) mostraron 

fuerte capacidad para producir biofilm y no fue posible identificar el gen blaZ en ninguna 

de ellas. Como se contó con un limitado número de cepas agr-tipo II, los resultados de 

esta tesis no permitieron realizar asociaciones entre el tipo agr, la capacidad para producir 

biofilm y la presencia del gen blaZ. 

Haveri y col. (2007) demostraron una asociación significativa entre la presencia del 

gen blaZ en cepas de S. aureus y la persistencia de la IIM en bovinos. En esta tesis no se 

pudo establecerse tal asociación por el limitado número de aislados, ya que de las 34 

cepas de S. aureus evaluadas sólo 7 fueron portadoras del gen blaZ (21 %) y de éstas 5 

(71 %) provenían de IIM T y sólo 2 (29 %) de IIM P. Los porcentajes hallados en esta 

tesis sobre presencia del gen blaZ en los aislados de S. aureus analizados fueron inferiores 

a los hallados por Srednik y col. (2018) en un estudio reciente, donde sobre un total de 80 

cepas de S. aureus procedentes de tambos distribuidos principalmente en la provincia de 

Buenos Aires, detectaron una prevalencia del 40 %. 

En un trabajo reciente publicado por Srednik y col. (2018), en Argentina, se 

evaluaron 229 aislados de S. aureus de mastitis clínicas y subclínicas, no detectándose 

ninguna cepa positiva a mecA. Los resultados obtenidos en esta tesis a partir del análisis 

de las 6 cepas seleccionadas para el estudio por genotipificación de ADN coinciden con 

los observados por estos autores, ya que no se detectaron cepas portadoras del gen mecA. 

Sin embargo, en otros países se han detectado cepas de S. aureus provenientes de IIM 

bovinas portadoras de este gen. En un estudio realizado en India a partir de 52 cepas 

aisladas de mastitis clínicas y subclínicas se determinó una prevalencia para mecA del 9% 

(Kutar y col., 2015), otro trabajo a partir de 105 aislados de S. aureus  en Nigeria, mostró 

una prevalencia del 7% (Suleiman y col., 2012), en Bélgica a partir de 118 muestras de 

leches mastíticas se determinó una prevalencia del 9%  (Vanderhaeghen y col., 2010), y 
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en Italia, a partir de 160 cepas de S. aureus de analizadas, se determinó una prevalencia 

del 3% (Normanno y col., 2007).  

 

5.1.1 Evaluación de la diversidad genética por PFGE y genotipificación de ADN. 

 

En un estudio reciente, Srednik y col. (2018) evaluaron mediante PFGE la 

diversidad genética de 80 cepas de S. aureus procedentes de diferentes provincias de 

Argentina. Estos autores observaron una amplia variabilidad genética entre los aislados, 

los cuales se agruparon en 23 pulsotipos (PT) diferentes; de los cuales 7  (A, B, N, P, S, 

T, U y V) representaron el 68,7% de los aislamientos y 12 PT (A, B, F, G, J, K, M, N, P, 

S, T y U) ocurrieron en más de un establecimiento. En esta tesis, se determinaron los 

perfiles genéticos mediante PFGE de 34 aislamientos identificados como S. aureus por 

pruebas fenotípicas y genotípicas.  El PFGE reveló una alta tasa de diversidad genética 

dentro de los aislamientos evaluados, discriminando 27 PT diferentes. Estos hallazgos se 

relacionan con resultados obtenidos por otros autores en otras partes del mundo, donde 

informan alta variabilidad genética entre cepas de S. aureus procedentes de IIM bovinas 

(Capurro y col., 2010; Lundberg y col., 2014). Capurro y col. (2010) sobre un total de 82 

aislados de S. aureus procedentes de casos de mastitis clínica de diferentes regiones de 

Suecia, obtuvieron 25 PT, donde el PT más común fue encontrado en el 26 % de los 

aislamientos y distribuido en todas las regiones evaluadas. Lundberg y col. (2014) sobre 

un total de 185 aislamientos de S. aureus provenientes IIM clínicas en Suecia, obtuvieron 

29 PT, donde 2 PT fueron clasificados como comunes y encontrados en el 64 % de los 

casos de IIM clínicas. En el presente trabajo, la mayoría de los aislamientos estuvieron 

representados por 1 PT exclusivo y el más común fue el PT P que agrupó el 17,64 % de 

las cepas analizadas. De las 6 cepas incluidas en el PT P, 4 fueron aisladas de diferentes 

tambos de la provincia de Córdoba y las 2 restantes de diferentes tambos de la provincia 

de Santa Fe, lo que indicó una amplia distribución de este PT. Todas las cepas agrupadas 

en el PT P provenían de IIM T. El PT U incluyó 2 cepas clonalmente idénticas, una de la 

provincia de Santa Fe y otra de Buenos Aires, ambas procedentes de IIM T. El resto de 

las cepas se distribuyeron en PT individuales.  

Haveri y col. (2007) a partir de 161 cepas de S. aureus, evaluaron la relación entre 

el perfil genético de los aislados, la persistencia de la infección y la resistencia 

antimicrobiana. Estos autores observaron que las cepas que portaban genes que codifican 

PTSAg (superantígeno de toxina pirogénica) fueron más comunes entre los PT 
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predominantes y causantes de IIM persistentes. Además, las cepas que 

concomitantemente portaban los genes sed, sej y blaZ, codificados por plásmidos, se 

encontraban típicamente asociadas a IIM persistentes. En este estudio, debido al limitado 

número de cepas evaluadas, no fue posible establecer asociaciones entre la procedencia 

de la cepa (IIM T o P), la agrupación en PT y la resistencia antimicrobiana.  

Basado en publicaciones previas, los CC más comunes en mastitis bovina en 

diferentes países se asocian con ST97, ST126, ST133, ST151, ST479 y ST771 (Smith y 

col., 2005; Aires-de-Sousa y col., 2007; Rabello y col., 2007; Sung y col., 2008; Smyth y 

col., 2009; Hata y col., 2010; van den Borne y col., 2010; Jagielski y col., 2011; 

Sakwinska y col., 2011). 

En un estudio reciente Srednik y col. (2018) evaluaron la diversidad genética 

mediante PFGE y MLST de cepas de S. aureus procedentes de diferentes provincias de 

Argentina. Estos autores observaron que las cepas agrupadas en los PT U y N pertenecían 

al ST97 y representaron el 31,2 % del total de los aislamientos, siendo este ST el más 

dominante. El PT P (ST746) y el PT S (ST746) fueron encontrados en más de un 

establecimiento. Los ST97, ST746 y ST2187 conformaron el 48,7 % de los aislados 

tipificados y estos ST fueron parte del CC97, un linaje ampliamente distribuido en casos 

de mastitis bovina en todo el mundo (Smith y col., 2005; Monecke y col., 2007) y 

ocasionalmente en humanos (Luedicke y col., 2010; Wang y col., 2015). Este último dato 

coincide con los resultados obtenidos en esta tesis, donde el CC dominante fue CC97, 

identificado en el 50 % de las cepas (179, 037 y 5128) de S. aureus pre-seleccionadas. 

Estos datos concuerdan con trabajos previos en los cuales se ha sugerido que pocos 

clones, con amplia distribución geográfica, serían los responsables de la mayoría de los 

casos de mastitis (Smith y col., 2005).  

En un estudio reciente Artursson y col. (2016) evaluaron la diversidad genética de 

70 cepas de S. aureus aislados de mastitis clínica aguda en Suecia mediante PFGE y 

MLST. De las 70 cepas analizadas, 53 se agruparon en 3 PT predominantes denominados 

(E, Q y U). Diez de los 11 aislados asignados como PT E pertenecían a CC97, 13 de los 

16 aislados asignados como PT Q pertenecían a CC133 y 25 de los 26 aislados asignados 

como PT U pertenecían a CC705 (= CC151). En el presente trabajo, similar a lo observado 

por los mencionados autores, 3 de las 6 cepas evaluadas pertenecían al CC97 y 1 cepa (3) 

al CC133. Este último linaje ha sido descripto en cabras y ovejas (Rabello y col., 2007; 

Smyth y col., 2009) y más raramente en aislados de mastitis bovina (Artrusson y col., 

2016). Por otra parte, en el presente estudio, la cepa 5011 se agrupó en el CC188, que 
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parte de un linaje principalmente humano, susceptible a la meticilina y ocasionalmente 

aislada del ganado (Monecke y col., 2011). La cepa 806 se identificó como ST350; este 

linaje podría ser propio de nuestra región geográfica ya que hasta la fecha este ST no ha 

sido descripto en bovinos de otros lugares del mundo.  

En el presente estudio, PFGE mostró mayor poder discriminatorio que la 

genotipificación de ADN ya que, mediante PFGE las 6 cepas pre-seleccionadas se 

agruparon en diferentes PT; mientras que, mediante la genotipificacion de ADN de las 6 

cepas analizadas, 3 de ellas (179, 037 y 5128) se agruparon dentro del mismo CC (CC97). 

Esto coincide con los resultados obtenidos por Srednik y col. (2018) quienes observaron 

que, aunque los PT con similitudes del 80% y superiores pertenecían al mismo ST, 

también el mismo ST fue compartido entre otros PT diferentes. Como ejemplo los autores 

citan que: los PT asignados con letras U y N pertenecían al ST97, los PT P y T pertenecían 

al ST746 y los PT A y B pertenecían al ST705. 

 

5.1.2 Curvas de crecimiento. 

 

Los resultados demostraron que el crecimiento in vitro de las bacterias analizadas 

fue similar a lo largo del tiempo y la cepa V329 de S. aureus fue la que presentó la fase 

de crecimiento logarítmico más prolongada y la que mostró menor velocidad de 

crecimiento difiriendo en forma significativa con las demás cepas estudiadas. Esta cepa, 

se incluyó como control debido a la fuerte capacidad que posee para formar biofilm y por 

ser portadora del gen bap (Cucarella y col., 2001). Los resultados obtenidos con la cepa 

V329 podrían indicar una mayor tasa de replicación bacteriana en el proceso de infección 

temprana, lo cual podría asociarse a una mayor capacidad por parte de la bacteria para 

persistir en el ambiente extracelular (Valle y col., 2012). 

En un trabajo previo Pereyra y col. (2016) observaron que cepas de S. aureus 

aisladas de IIM persistentes mostraron una velocidad de multiplicación in vitro más lenta 

en comparación con cepas aisladas de IIM no persistentes; sin embargo, estas diferencias 

en las tasas de crecimiento no se relacionaron con la capacidad invasiva de las cepas a las 

células MAC-T. En esta tesis, los aislados procedentes de IIM T y P mostraron fases de 

crecimiento logarítmico y velocidades de crecimiento similares, difiriendo con los 

resultados observados por Pereyra y col. (2016), lo cual podría estar relacionado con las 

características particulares de las cepas utilizadas en cada estudio.  
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� Evaluación de la adherencia e internalización de cepas de S. aureus en MAC-T. 

 

Los resultados de los ensayos de internalización mostraron que las UFC/ml 

recuperadas del interior de las MAC-T fueron similares para ambos períodos de 

crecimiento bacteriano (fase de crecimiento logarítmica y estacionaria), sin embargo, los 

resultados fueron más reproducibles (inter-ensayo) con las cepas en fase de crecimiento 

logarítmico. En contraste con estos resultados, Lammers y col. (1999), observaron que 

tanto en ensayos de adherencia como de invasión el número de UFC/ml recuperadas fue 

significativamente mayor cuando se enfrentaron MAC-T con cepas de S. aureus en fase 

de crecimiento logarítmico en comparación con cepas en fase de crecimiento estacionaria. 

Los autores, a partir de los resultados obtenidos, interpretaron que los FV de S. aureus 

que están implicados en la adherencia e invasión a las células de la GM bovina se expresan 

principalmente en la fase exponencial de crecimiento. En esta tesis, los ensayos de 

internalización en diferentes fases de crecimiento, se realizaron utilizando únicamente 2 

cepas de S. aureus, lo cual determina que no puedan hacerse comparaciones directas con 

los resultados observados por Lammers y col. (1999).  

Estudios previos demostraron que la habilidad de S. aureus para adherirse y/o 

internalizarse en células epiteliales mamarias bovinas no difiere entre linajes adaptados 

al bovino; aunque sí se han observado diferencias significativas entre aislados 

individuales (Hensen y col., 2000; Budd y col., 2016). En este sentido, Pereyra y col. 

(2016), utilizando cepas de S. aureus aisladas de IIM bovinas persistentes y no 

persistentes con diferentes perfiles genéticos y portadoras de genes para la adherencia y 

producción de biofilm, demostraron que la capacidad de internalización de S. aureus en 

células MAC-T varió con cada cepa en particular y que todas ellas sobre expresaban genes 

de adherencia y formación de biofilm en comparación con las cepas que no internalizaban. 

Los ensayos de internalización en esta tesis se realizaron con 7 cepas de S. aureus con 

distintos perfiles genéticos y con diferente capacidad de adaptación a la GM bovina. 

Dentro de estos aislados se incluyó la cepa V329, fuerte productora de biofilm, para 

evaluar la capacidad de internalización de una cepa bap positiva. En concordancia con lo 

observado en los estudios de Pereyra y col. (2016), todas las cepas de este estudio 

presentaron diferentes capacidades para internalizar células epiteliales mamarias bovinas. 

Particularmente, la cepa 806 (T) mostró una capacidad de internalización 

significativamente menor a las demás cepas; mientras que la cepa 3 (T) fue la que mayor 

capacidad de internalización presentó mostrando diferencias significativas con la cepa 
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806 (T). Las demás cepas mostraron capacidades de internalización intermedias 

pudiéndose recuperar de las MAC-T similares números de UFC/ml.  

En este estudio, la cepa 806 (T), caracterizada como agr-tipo II, portadora del gen 

cap8 y fuerte productora de biofilm, mostró una baja capacidad para adherirse e 

internalizarse en las MAC-T en comparación con las demás cepas estudiadas. La baja 

capacidad de adherencia observada en la cepa 806 (T) podría explicar, en parte, la baja 

capacidad de internalización a la MAC-T.  

Bardiau y col. (2014), en un estudio que incluyó 229 aislados de S. aureus 

provenientes de mastitis bovina, observaron que las cepas cap8/CP8 y agr-tipo II 

mostraron una baja tasa de internalización en comparación con las cepas NT y agr-tipo I. 

A partir de estos resultados, los autores sugirieron que los aislados caracterizados como 

agr-tipo II, que expresaban el antígeno capsular CP8 y que mostraban baja supervivencia 

intracelular, estarían probablemente mejor adaptados a un nicho extracelular. Asimismo, 

Buzzola y col. (2007), observaron que aislados de S. aureus agr-tipo II, III, y IV se 

internalizaron de manera menos eficiente a las MAC-T, sugiriendo que estos aislados 

pueden ser más susceptibles de ser atacados por la respuesta inmune del hospedador 

porque tenderían a permanecer en grandes cantidades en el ambiente extracelular. Los 

resultados de Bardiau y col. (2014) y Buzzola y col. (2007) concuerdan con los obtenidos 

en esta tesis para la cepa 806 (T), la que además de ser portadora del gen cap8 e 

identificada como agr-tipoII, ha demostrado baja capacidad de adherencia e 

internalización a la MAC-T, sugiriendo una mejor adaptación al nicho extracelular y 

menor probabilidad de vida intracelular. Es importante considerar, que en esta tesis sólo 

se evaluó la presencia o ausencia de los genes cap5 y cap8 y no se determinó la expresión 

de los polisacáridos capsulares (CP5 o CP8). Los resultados de los ensayos de 

adherencia/internalización y las características particulares de la cepa 806 (T), llevaron a 

la selección de la misma como candidata para la realización de los ensayos in vitro con 

macrófagos e in vivo en bovinos. 

En los estudios de Buzzola y col. (2007) las cepas que pertenecían al agr-tipo I e 

identificadas como NT mostraron mayor capacidad de internalización a las MAC-T que 

las cepas pertenecientes a otros tipos agr. Resultados similares fueron descritos en los 

trabajos de Bardiau y col. (2014, 2016) los cuales sugirieron que las cepas agr-tipo I y 

NT pueden estar mejor adaptadas al nicho intracelular y conducir a IIM crónicas. En esta 

tesis, en los ensayos de internalización se incluyó la cepa 179 (T) que fue clasificada 

como NT, identificada como agr-tipo I y con capacidad moderada para producir biofilm 
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in vitro. La misma mostró una capacidad de internalización intermedia y similar a la de 

las cepas 37, 5011, 5128 y V329. La cepa V329 mostró capacidad invasiva similar a la 

descripta por Valle y col. (2012). Por otra parte, la cepa 5011 (P) portadora del gen cap5, 

caracterizada como agr-tipo I y débil productora de biofilm, mostró una capacidad 

intermedia de adherencia e internalización a las MAC-T en comparación con las demás 

cepas evaluadas. Considerando las características genéticas y el origen de la cepa 5011 

(procedente de una IIM P) estos resultados podrían sugerir una mejor adaptación al nicho 

intracelular y supervivencia en el ambiente de la GM bovina. Estas características 

particulares, llevaron a la selección de la cepa 5011 (P) como candidata para la realización 

de los ensayos in vitro con macrófagos e in vivo en bovinos.  

 

� Evaluación de la capacidad de cepas de S. aureus de persistencia y de inducción 

de muerte en células MAC-T.  

 

La capacidad de S. aureus para sobrevivir intracelularmente podría explicar varios 

aspectos de las relaciones entre el hospedador y el patógeno en lo que respecta a las 

enfermedades recurrentes estafilocócicas crónicas y a la colonización a largo plazo. La 

internalización puede ser un componente importante de la mastitis y otras enfermedades 

estafilocócicas, proporcionando protección contra las defensas del hospedador y el 

tratamiento con antibióticos (Bayles y col., 1998). En el presente trabajo se evaluó la 

capacidad de persistencia de las cepas de S. aureus 806 (T) y 5011 (P) en células MAC-

T hasta las 96 hs pi. Cabe aclarar que son escasos los estudios disponibles sobre 

persistencia intracelular en cultivos primarios o líneas celulares epiteliales mamarias 

bovinas de cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovina (Bouchard y col., 2013). 

Además, en los estudios disponibles se ha prestado especial interés en la exploración de 

la capacidad de persistencia de fenotipos bacterianos conocidos como variantes pequeñas 

o small colony variants (SCVs) de S. aureus (Atalla y col., 2010; Zhu y col., 2016) o en 

otros, los ensayos de persistencia han sido menos prolongados en el tiempo (Martínez-

Pulgarín y col., 2009). 

Atalla y col. (2008) en trabajos previos reportaron el aislamiento de variantes 

pequeñas de S. aureus o SCVs, generadas naturalmente a partir de bovinos con historia 

de IIM crónica por S. aureus, sugiriendo una posible asociación entre mastitis bovina 

persistente y formación de SCVs. En un estudio posterior, Atalla y col. (2010) evaluaron 

la persistencia intracelular en células MAC-T de una cepa de S. aureus aislada de mastitis 
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crónica con fenotipo SCV, denominada Heba3231, de la cepa salvaje o parental 3231 y 

de la cepa Newbould 305. Estos autores observaron que la recuperación de SCV a partir 

del lisado de MAC-T fue significativamente mayor a la detectada con las cepas 3231 y 

Newbould 305 a las 3,8 hs pi. Además, en incubaciones adicionales detectaron SCV 

viables recuperadas de las MAC-T hasta las 96 hs pi, mientras que con la cepa 3231 a las 

24 hs pi ya no fue posible aislar bacterias. En esta tesis, utilizando ensayos similares a los 

empleados por Atalla y col. (2010), observamos que las cepas de S. aureus 806 (T) y 5011 

(P) presentaron diferente capacidad para persistir en las células MAC-T a lo largo del 

tiempo. En concordancia con lo observado por los mencionados autores, la cepa 5011 

aislada de una IIM P, logró mejor adaptación al nicho intracelular y pudo recuperarse 

hasta las 72 hs pi; mientras que la cepa 806, aislada de una IIM T, sólo pudo recuperarse 

hasta las 4 hs pi. Estos datos se relacionan, además, con la baja capacidad de 

adherencia/internalización detectada para la cepa 806 (T) en comparación con la alta 

capacidad de adherencia/internalización detectada para la cepa 5011 (P). 

En este estudio, la cepa 5011 (P) pudo recuperarse a partir del lisado de células 

MAC-T desde las 4 hs hasta las 72 hs pi, observándose una disminución gradual en la 

cantidad de bacterias recuperadas a lo largo del tiempo. Estos resultados coincidieron que 

los de Martínez-Pulgarín y col. (2009), quienes informaron que después de un corto 

período de replicación intracelular (2 hs), el número de S. aureus internalizadas en las 

células MAC-T disminuyó gradualmente con el tiempo.  

Por otra parte, en el presente estudio, se evaluó la presencia de bacterias viables 

en las MAC-T infectadas con las cepas 806 (T) y 5011 (P) de S. aureus mediante 

microscopía de fluorescencia. Los resultados observados coincidieron parcialmente con 

los hallados en los ensayos de persistencia antes descriptos. En las células MAC-T 

infectadas con la cepa 806 (T) se evidenció la presencia de bacterias viables 

intracitoplasmáticas desde las 4 hasta las 48 hs pi, mostrando una densidad decreciente 

con el progreso del tiempo; mientras que, en los ensayos de persistencia la bacteria solo 

pudo recuperase hasta las 4 hs pi. Esto podría explicarse argumentando que el número de 

bacterias viables intracitoplasmáticas luego de las 4 hs pi fue muy bajo e insuficiente para 

lograr reproducirse en el medio de cultivo. Por otra parte, y en coincidencia con lo 

observado en los ensayos de persistencia, en las células MAC-T infectadas con la cepa 

5011 (P) de S. aureus se evidenció la presencia de bacterias viables intracitoplasmáticas 

desde las 4 hasta las 72 hs pi, mostrando una densidad mayor a la observada con la cepa 

806 (T), la cual fue decreciendo con el progreso del tiempo. 
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A partir de los resultados descriptos, ´se pudo observar que las cepas 806 (T) y 

5011 (P) de S. aureus mostraron diferentes capacidades para adaptarse al ambiente 

intracitoplasmático de la MAC-T y persistir en el tiempo, demostrando la cepa 5011 (P) 

una mayor adaptación al nicho intracelular que la cepa 806 (T).  

Estudios in vitro han demostrado que S. aureus se adhiere a las CEM y a 

componentes de la matriz extracelular y posteriormente las invade. 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 inducción de apoptosis 

por este patógeno puede generar daño en el tejido mamario, comprometer la respuesta 

inmune protectora y de este modo facilitar la propagación del microorganismo (Genestier 

y col., 2005; Zhao y Lacasse, 2008).  

Hu y col. (2014) demostraron que S. aureus induce apoptosis en pBMEC a través 

del receptor de muerte Fas-FADD y que dicha inducción se asoció con la activación de 

caspasa-3 y caspasa-8, pero no de caspasa-9.  En concordancia con lo observado por Hu 

y col. (2014), en este estudio se demostró que en todos los tiempos evaluados (4, 24, 48 

y 72 hs pi), el principal mecanismo de muerte de las células infectadas con ambas cepas 

de S. aureus fue la apoptosis, observándose los mayores porcentajes a las 24 hs pi. Por 

otra parte, se observaron diferencias en la inducción de apoptosis entre ambas cepas a lo 

largo del tiempo, detectándose para la cepa 5011 (P) mayores porcentajes de apoptosis en 

relación a la cepa 806 (T) y al tiempo basal a las 4, 24 y 48 hs pi. Si bien las diferentes 

características experimentales no permiten hacer comparaciones directas, este aumento 

en la inducción de apoptosis por parte de la cepa 5011 (aislada de una IIM P) podría 

relacionarse con resultados previos obtenidos por Andreotti y col. (2017) en tejido 

mamario bovino durante la involución mamaria, en el cual se observó un incremento en 

los porcentajes de apoptosis de las células epiteliales mamarias en los tejidos provenientes 

de cuartos crónicamente infectados con S. aureus en relación a los porcentajes obtenidos 

en tejidos no infectados. La mayor capacidad para inducir apoptosis de las células 

epiteliales infectadas demostrada para la cepa 5011 (P), en comparación con la de la cepa 

806 (P), podría relacionarse con una mayor inducción de daño al tejido mamario y mayor 

diseminación y persistencia de la bacteria en la GM.  

 

� Evaluación de la viabilidad de células MAC-T luego del co-cultivo con cepas de 

S. aureus. 
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Los resultados mostraron que a las 4 hs pi la viabilidad de las MAC-T infectadas 

con las cepas 806 (T) y 5011 (P) no se vio afectada, mostrando valores de DO similares 

a los de las células no infectadas. Sin embargo, a las 24 hs pi, la viabilidad de las células 

infectadas con la cepa 5011 (P) fue significativamente menor a la detectada en las células 

infectadas con la cepa 806 (T) y a la de las células no infectadas. Estos resultados 

coinciden con los observados en los ensayos sobre inducción de muerte celular, donde a 

las 24 hs pi se observó el mayor porcentaje de apoptosis en las MAC-T infectadas con la 

cepa 5011 (P). La colonización intracelular podría ser uno de los factores que conduce a 

una disminución en la viabilidad de las MAC-T infectadas con la cepa 5011 (P), ya que, 

según lo descripto anteriormente, esta cepa demostró alta capacidad de adherencia, 

internalización y mayor persistencia en las MAC-T en comparación con la cepa 806 (T). 

Por otro lado, a las 48 y 72 hs pi la viabilidad de las células MAC-T infectadas fue similar 

para ambas cepas y menor a la observada en las células no infectadas, esto último podría 

deberse al daño celular inducido por la infección con ambas cepas de S. aureus.  

Como especie, S. aureus comprende un grupo heterogéneo de cepas, cada una con 

el potencial de elaborar su propio conjunto de FV (Bayles y col., 1998). Las cepas 

seleccionadas para los ensayos de esta tesis presentan diferentes combinaciones de FV 

que pueden ser los responsables de las diferencias en los resultados in vitro. Además, 

como estos ensayos se han realizado con placas de MAC-T en confluencia es necesario 

considerar que si bien numerosas células se han observado dañadas mediante microscopía 

de contraste de fase, otras del mismo pocillo mantienen su integridad, por lo cual seguirán 

metabolizando activamente el colorante, ello podría explicar la conversión del XTT en 

los pocillos infectados a las 48 y 72 hs pi. Además, las bacterias también son capaces de 

metabolizar el colorante (Higa y col., 1998) por lo que los datos obtenidos en estos 

ensayos deben interpretarse cuidadosamente y en asociación a los hallazgos de los otros 

ensayos in vitro.  

  

� Ensayos de fagocitosis, persistencia y respuesta inflamatoria de macrófagos 

infectados con S. aureus. 

 

En este trabajo, la elección de los macrófagos para la realización de los ensayos de 

fagocitosis, se basó en que estas células constituyen el tipo predominante en leche de 

vacas sanas y secreción de secado, y son las primeras células del sistema inmune que 

interaccionan con las bacterias invasoras (Rainard y Riollet, 2006); además expresan 
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receptores para IgG1 e IgG2, son fagocitos activos y están involucrados en la presentación 

de antígenos en asociación con moléculas clase I y II del CMH (Sordillo y Streicher, 

2002; Rainard y Riollet, 2006). 

Los macrófagos durante la mastitis son indispensables para el reconocimiento y 

eliminación de las bacterias que ingresan a la GM (Aitken y col., 2011). En esta tesis el 

porcentaje de macrófagos con bacterias asociadas (intracelulares o adheridas a su 

superficie) fue significativamente mayor en los fagocitos enfrentados a la cepa 5011 (P) 

en comparación con los enfrentados a la cepa 806 (T). Un resultado similar también se 

observó para el IFM (cantidad de bacterias promedio asociada por macrófago), siendo 

significativamente mayor en los fagocitos enfrentados a la cepa 5011 (P) en relación a la 

cepa 806 (T). Estos resultados sugieren que la cepa 5011 (P) fue reconocida y fagocitada 

con mayor eficiencia que la cepa 806 (T), lo cual podría relacionarse con las 

características propias de la cepa y la expresión de determinados FV. Es importante 

destacar que no se han reportado trabajos en los cuales se compare la capacidad fagocítica 

de macrófagos enfrentados a cepas de S. aureus con características genéticas diferenciales 

y con diferente capacidad de adaptación a la GM.  

La capacidad de los macrófagos para matar patógenos depende, en parte, de 

mecanismos dependientes de oxígeno y nitrógeno (ROS / RNS, respectivamente) (Foster, 

2005). Los mecanismos bactericidas dependientes de oxígeno incluyen la producción de 

ROS, como el anión superóxido, el peróxido de hidrógeno y los radicales hidroxilo 

(Cabiscol y col., 2000). Los oxidantes reactivos desempeñan un papel crítico en la defensa 

del hospedador y en otros procesos fisiológicos y también participan en la regulación de 

la apoptosis y la homeostasis inmunológica (Serhan y Savill, 2005; Quinn y col., 2006). 

En esta tesis, no se observaron diferencias en los porcentajes de producción de ROS 

(células HE positivas) por parte de los macrófagos enfrentados con ambas cepas de S. 

aureus, ni tampoco en la cantidad de ROS promedio producida por célula (evaluado por 

el parámetro de IFM). Sin embargo, sí se evidenció un incremento significativo en los 

porcentajes de producción de ROS intracelular por parte de los macrófagos FITC+ 

infectados con la cepa 5011 (P) en comparación con los infectados con la cepa 806 (T); 

aunque la cantidad producida (estimada por el IFM de los macrófagos FITC+ que 

produjeron ROS), fue similar para ambas cepas evaluadas. Estos resultados indican que 

la cepa 5011 (P) de S. aureus indujo la activación de un mayor número de macrófagos 

capaces de producir ROS en relación a la cepa 806 (T); sin embargo, la cantidad de ROS 

producida por célula fue similar para ambas cepas de S. aureus.   
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La habilidad de los macrófagos para eliminar patógenos se ha relacionado con la 

capacidad de estas células para generar ON, un compuesto altamente bactericida (Jungi y 

col., 1999). El ON se genera a partir del metabolismo de la L-arginina y su producción 

está regulada por el efecto de citoquinas como el IFN-✒✗ �✟ ✡✄ ☛✕✡✏✡✟✎✡ ✎✕✂✌✂✂☞✚ ✆☎✂✟✠☞

los macrófagos fueron enfrentados con ambas cepas de S. aureus, la producción de nitritos 

(formados por la oxidación espontánea del ON) fue similar a la observada en los 

macrófagos no infectados (producción basal). Es importante aclarar que no se han 

reportado estudios que evalúen la producción de ON por parte de macrófagos aislados de 

secreción mamaria que hayan sido enfrentados a diferentes cepas de S. aureus que puedan 

aportar datos para la discusión de los resultados obtenidos en esta tesis. Jungi y col. 

(1999), en un trabajo previo, evaluaron la capacidad de bacterias Gram positivas y Gram 

negativas (inactivadas por calor) para promover la inducción de la síntesis de ON por 

macrófagos derivados de monocitos bovinos. Estos autores observaron que las bacterias 

Gram positivas como estímulos únicos, fueron 4 veces menos potentes para inducir la 

síntesis de ON que los organismos Gram negativos. En el mencionado estudio dentro de 

los organismos Gram positivos evaluados se incluyó a S. aureus y se observó que este 

patógeno fue menos potente para estimular la producción de ON por parte de los 

macrófagos que Listeria monocytogenes y Bacillus subtillis. 

Por otra parte, trabajos previos han descripto que los macrófagos de leche son 

menos activos en la fagocitosis, que sus contrapartes de sangre (Mullan y col., 1985; 

Denis y col., 2006). Durante la involución activa la indiscriminada ingestión de los 

componentes de la leche por parte de los macrófagos torna a estas células menos efectivas 

para ejercer sus actividades bactericidas. En este estudio, los macrófagos que se utilizaron 

para los ensayos in vitro fueron aislados a partir de secreción mamaria obtenida a los 14 

días post-secado. Si bien en el momento de la involución elegido para la toma de muestra 

los macrófagos constituyen el tipo celular predominante, es el periodo en el cual ocurre 

la máxima remodelación de la GM, lo cual podría incidir en la baja producción de ON 

observada en los macrófagos enfrentados a las cepas de S. aureus. Sin embargo, tal 

consideración debe ser tomada con cautela ya que, se conoce que los macrófagos expresan 

receptores para IgG1 e IgG2 (Desiderio y Campbell, 1980) y los obtenidos 10 a 15 días 

después del cese de la lactancia mostraron una mayor activación y captación de S. aureus 

cuando se incubaron con anticuerpos específicos (Renna y col., 2014).  

En vacas crónicamente infectadas, se ha demostrado la presencia de S. aureus 

viables en el interior de macrófagos y en células alveolares aisladas de leche (Hebert y 
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col., 2000), lo cual favorecería la evasión de las defensas del hospedador por parte de la 

bacteria evitando ser reconocida por los receptores de la inmunidad innata con la 

consecuente persistencia en la GM. Por lo tanto, la infección subclínica repetida puede 

resultar de la existencia intracelular de la bacteria protegida de las defensas del 

hospedador así como del efecto de los antibióticos. A la fecha existe considerable 

incertidumbre sobre la eficiencia de los mecanismos microbicidas contra S. aureus por 

parte de los macrófagos así como sobre el destino final de los macrófagos que han 

ingerido S. aureus. Algunos informes sugieren que S. aureus induce la apoptosis de los 

macrófagos (Kubota, 2010; Wang y col., 2010), mientras que otros han descrito la 

persistencia intracelular de S. aureus en macrófagos resistentes a la apoptosis por factores 

microbianos (Kubica y col., 2008; Koziel y col., 2013). En esta tesis, mediante 

microscopia de fluorescencia se observaron bacterias vivas en el citoplasma de 

macrófagos desafiados con la cepa 5011 (P) a las 2 y 4 hs pi; mientras que en los 

macrófagos desafiados con la cepa 806 (T) sólo se observaron escasas baterías vivas a las 

2 hs pi. Estos resultados, en conjunto, indicarían que si bien la cepa 5011 (P) fue 

fagocitada en mayores porcentajes por parte de macrófagos que la cepa 806 (T); esa 

misma cepa mostró una mayor capacidad de resistencia a los mecanismos microbicidas 

desencadenados por los macrófagos en comparación con la cepa 806 (T). Los resultados 

obtenidos en esta tesis podrían relacionarse con el estudio de Jubrail y col. (2016), en el 

cual utilizando una línea celular de macrófagos humanos, demostraron que aunque los 

mecanismos microbicidas intracelulares matan rápidamente a S. aureus luego de la 

ingestión, éstos se agotan progresivamente. La maduración fagolisosómica y la 

acidificación son incompletas y los macrófagos por tanto, mantienen una población de 

bacterias intracelulares, que pueden persistir durante períodos prolongados escapando de 

otros potenciales mecanismos para la eliminación bacteriana.  

Si bien en el presente estudio mediante microscopia de fluorescencia se 

observaron bacterias vivas en el citoplasma de macrófagos desafiados con la cepa 806 (T) 

y 5011 (P) hasta las 2 y 4 hs pi, respectivamente; no fue posible el cultivo de las bacterias 

a partir del lisado de los macrófagos enfrentados con las dos cepas de S. aureus en 

ninguno de los tiempos evaluados (2, 4, 8 y 24 hs pi). Esto podría explicarse 

argumentando que el número de bacterias viables intracitoplasmáticas luego de las 2 y 4 

hs pi para ambas cepas fue muy bajo e insuficiente para lograr reproducirse en el medio 

de cultivo. La ausencia de bacterias vivas intracitoplasmáticas después de las 4 hs pi; así 

como la falta de aislamiento de ambas cepas de S. aureus partir de los lisados celulares 
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infectados, demuestra que los macrófagos aislados de secreción mamaria de secado son 

capaces de fagocitar y desplegar mecanismos bactericidas para S. aureus. Además, 

considerando que en este estudio la producción de ON de los macrófagos infectados fue 

similar a la de los no infectados, se podría inferir que luego de las fagocitosis, el principal 

mecanismo microbicida empleado por los macrófagos para eliminar ambas cepas de S. 

aureus fue el dependiente de oxígeno. 

 

Los objetivos específicos 2.2.3. y 2.2.4. se discutirán juntos en el siguiente 

apartado, ya que el primero representa la puesta a punto del segundo. 

 

� Puesta a punto de la infección experimental en la glándula mamaria bovina. 

 

Los modelos de IIM experimentales en bovinos han servido de manera confiable para 

inducir los signos característicos y específicos de mastitis por E. coli y S. aureus en varios 

estudios realizados en las últimas décadas (Schukken y col., 1999; Shoshani y col., 2000; 

Bannerman y col., 2004). Aunque las condiciones de los animales y el diseño 

experimental varían entre los estudios, los desafíos experimentales con E. coli 

generalmente inducen mastitis clínicas mientras que los desafíos con S. aureus inducen 

mastitis clínicas leves o subclínicas (Bannerman y col., 2004; Vangroenweghe y col., 

2004a; Whelehan y col., 2011; Pomeroy y col., 2016). 

Existen en la bibliografía numerosos antecedentes sobre IIM experimentales en 

bovinos en las cuales se han empleado múltiples concentraciones bacterianas y diferentes 

cepas de S. aureus: ~40 UFC/ml (Bannerman y col., 2004; Lee y col., 2006); ~300 

UFC/ml (Schukken y col., 1999); ~2000 UFC/ml (Shoshani y col., 2000); ~1x103 

UFC/ml (Atalla y col., 2009, Kim y col., 2011); 5x106 UFC/cuarto (Lewandowska-Saba 

y col., 2013). La cepa Newbould de S. aureus se ha utilizado ampliamente en 

inoculaciones experimentales debido a su alta capacidad de adaptación a la GM bovina 

(Smith y col., 2005; Bouchard y col., 2012; Boerhout y col., 2016). Esto demuestra que 

los modelos experimentales de infección in vivo han sido extensamente probados y 

constituyen una herramienta efectiva para la investigación sobre la respuesta inmune del 

hospedador frente a diferentes patógenos causantes de mastitis bovina (Petzl y col., 2018). 

Para la inoculación intramamaria de ambas cepas de S. aureus se utilizó una 

suspensión bacteriana conteniendo ~250 UFC en 1 ml. La selección de la concentración 

bacteriana a inocular se basó en estudios previos donde, utilizando inóculos con baja 
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carga de la cepa Newbould 305 de S. aureus (~72 UFC en 2 ml) lograron establecer IIM 

clínicas leves en todos los cuartos inoculados (Bannerman y col., 2004).  

En este estudio se logró inducir de manera exitosa la IIM en los cuartos inoculados 

con ambas cepas de S. aureus. La cepa 806 (T) causó una IIM clínica leve en el cuarto 

inoculado, demostrado por la presencia de grumos en la leche a las 48 y 72 hs post-i. 

Además, se observó un aumento en el RCS que alcanzó un pico a las 48 hs pi y fue posible 

el aislamiento de S. aureus a partir de leche a las 48 y 72 hs post-i. Por otra parte, la cepa 

5011 (P) causó una IIM subclínica en el cuarto inoculado, sin cambios macroscópicos en 

la leche y microbiología negativa en todos los tiempos de muestreo; sin embargo, se 

observó un incremento en el RCS que fue menor y más gradual que el inducido por la 

cepa 806 (T), alcanzando los mayores recuentos a las 96 hs post-i. Los cuartos mamarios 

controles inoculados con solución fisiológica, no presentaron signos clínicos de 

inflamación, no mostraron variaciones en los RCS en leche y la microbiología fue 

negativa en todos los tiempos evaluados.  

Considerando que con la concentración bacteriana utilizada en este estudio se logró 

inducir una IIM clínica leve en el cuarto inoculado con la cepa 806 (T) y una IIM 

subclínica en el cuarto inoculado con la cepa 5011 (P), se decidió realizar el desafío 

experimental en un mayor número de animales.  

 

� Infección experimental con cepas T y P de S. aureus: respuesta inmune innata y 

adaptativa. 

 

Es importante aclarar que en esta tesis el reducido número de animales empleados 

para la IIM experimental con las cepas 806 (T) y 5011 (P) no permitió el tratamiento 

estadístico de los datos, por lo tanto, los resultados presentados son preliminares y 

descriptivos. Tomando tal consideración la discusión de los resultados se realizó con la 

debida mesura a los fines de no dar lugar a especulaciones. 

 

5.1.3 Monitoreo de la IIM. 

 

En esta tesis a partir de la inoculación intramamaria experimental se observó que 

ambos cuartos del animal desafiado con la cepa 806 (T) desarrollaron mastitis clínica 

aguda. La misma se clasificó como leve en el cuarto AD y moderada en el cuarto PI (Jubb 
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y col., 2016; Zachary, 2016). Los signos clínicos observados en el cuarto AD fueron 

grumos en la leche desde las 24 hs hasta los 7 días post-i, sin otros cambios visibles en el 

tejido mamario y coincidente con altos RCS y aislamiento microbiológico de S. aureus 

desde las 24 hs hasta las 72 hs post-i. Debido a la severa respuesta inflamatoria y al 

desarrollo de una IIM combinada con 2 patógenos, el cuarto PI fue tratado con un 

antibiótico por vía intramamaria y debió ser excluido del ensayo.  

Los 2 animales que fueron desafiados con la cepa 5011 (P) en los cuartos (AD) y 

(PI) no mostraron signos de mastitis clínica. Sin embargo, en tres cuartos mamarios de 

diferentes animales, se logró el desarrollo de una IIM subclínica. Los 3 cuartos infectados 

no mostraron signos evidentes de inflamación, excepto el cuarto PI de un animal, en el 

cual se evidenciaron pequeños grumos en la leche antes del ordeño de la mañana, sólo a 

los 14 días post-i.  

La respuesta diferencial observada en este estudio en las formas de presentación de 

la IIM entre ambas cepas, ha sido descripta por otros autores en estudios experimentales 

de infección. En los mismos, se ha observado que la inoculación de bacterias en la GM 

conduce a una dinámica de diseminación del microorganimso  altamente variable entre 

vacas e incluso entre cuartos de la misma vaca, indicando la variación en la 

susceptibilidad dependiente de la vaca o del cuarto (Schukken y col., 1999; Tollersrud y 

col., 2006). Asimismo, se conoce que la erspuesta inmune del animal y por lo tanto la 

susceptibilidad a las IIM pueden variar de acuerdo con la etapa de la lactancia (Schukken 

y col., 2009). En esta tesis, todas las vacas utilizadas para las inoculaciones 

experimentales estaban en el último tercio de la lactancia. Por otra parte, otros estudios 

han sugerido que la gravedad de las mastitis en vacas, es el resultado de las diferencias 

en el repertorio de FV que expresan las cepas, la respuesta inmune del hospedador o la 

interacción patógeno-hospedador (Schalm y col., 1971; Bar-Gal y col., 2015). 

Pereyra y col. (2017) utilizando dos cepas de S. aureus diferenciadas según criterios 

fenotípicos, genéticos y clínicos (una procedente de IIM subclínica persistente-P y otra 

IIM clínica no persistente-NP) evaluaron la capacidad de persistencia en la GM y la 

reacción inflamatoria inducida luego de la IIM experimental en ratones. En forma similar 

a lo observado en esta tesis, las dos cepas de S. aurues utilizadas en el modelo de ratón, 

reflejaron el comportamiento clínico observado en el bovino. En general, la cepa de S. 

aureus procedente de IIM NP fue capaz de desencadenar un proceso inflamatorio agudo 

que logró controlar la infección y se vió reflejado en una disminución en el número de 

bacterias recuperadas de la GM a los 11 ds post-i. En cambio, la cepa procedente de IIM 
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P indujo un proceso inflamatorio crónico y si bien logró desencadenar una respuesta 

inflamatoria, la misma no fue suficiente para controlar el proceso infeccioso, demostrado 

por el alto número de UFC recuperadas de la GM hasta el día 11 post-i.  

 

5.1.4 Recuentos de células somáticas y aislamiento microbiológico. 

 

En los desafíos experimentales con E. coli, en general, los animales desarrollan los 

primeros signos de mastitis clínica dentro de las 12 hs post desafío, dependiendo del 

número inicial de patógenos inoculados y de su capacidad para dividirse y proliferar (Hill 

y col, 1979; Vangroenweghe y col., 2004b; Mitterhuemer y col., 2010); además, E. coli 

induce altos RCS en forma rápida (> 500 x 103 cél/ml) dentro de las 24 hs, que pueden 

caer a los niveles pre-infección a las 48 hs. En cambio, el momento de aparición de signos 

detectables de mastitis después del desafío intramamario con S. aureus es variable. Las 

alteraciones se limitan principalmente a un aumento más gradual en el RCS a lo largo de 

un período de 48 a 72 hs después del desafío, con un aislamiento recurrente de S. aureus 

en la leche (Leitner y col., 2000; Bannerman y col., 2004; Petzl y col., 2008; Whelehan y 

col., 2011; Benjamin y col., 2015).  

En esta tesis, los RCS difirieron entre las dos cepas de S. aureus, mostrando 

variaciones a lo largo del tiempo. En general, la respuesta inflamatoria inducida por la 

cepa 806 (T) fue mayor y más rápida que la de la cepa 5011 (P). En el cuarto mamario 

inoculado con la cepa 806 (T) se observó un pico en el RCS a las 48 hs pi; con un descenso 

marcado a partir del día 7 post-i, para alcanzar al día 21 valores similares a los del día 0 

(pre-i). En cambio, en los cuartos mamarios inoculados con la cepa 5011 (P), no se 

observaron variaciones en los RCS hasta las 72 hs pi, indicando una menor respuesta 

inflamatoria inicial en relación a la cepa 806 (T). A las 96 hs post-i se observó un 

incremento en el RCS, alcanzando al día 14 post-i el mayor valor, el cual fue inferior al 

máximo alcanzado por la cepa 806 (T). Para la cepa 5011 (P) los valores de los RCS 

continuaron elevados hasta el día 21 post-i.  

En concordancia con lo observado en esta tesis, otros estudios han reportado altos 

RCS incluso cuando no fue posible el aislamiento de S. aureus a partir de la leche de la 

GM afectada (Miller y col., 1993; Rivas y col., 2000). Sin embargo, otros autores han 

observado que las vacas infectadas con S. aureus no necesariamente tienen elevados RCS, 

tal como lo pudimos observar durante las primeras 72 hs post-i en los cuartos inoculados 

con la cepa 5011 (P). Por lo tanto, en relación a lo observado por otros autores y a los 
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resultados obtenidos en esta tesis, el RCS de la leche estaría directamente influenciado 

por las características de la cepa de S. aureus. 

El aislamiento de S. aureus a partir del cuarto mamario inoculado con la cepa 806 

(T) fue positivo a las 24, 48 y 72 hs post-i y el número de UFC/ml recuperado fue 

disminuyendo con el progreso del tiempo (5000, 1500 y 500 UFC/ml, respectivamente). 

A las 96 hs y a los 7 días post-i, el cultivo fue negativo, mientras que a los 14 y a los 21 

días post-i se volvió a aislar el microorganismo recuperándose un bajo número de UFC/ml 

(100 UFC/ml y 300 UFC/ml, respectivamente). A partir del día 21 y hasta el día 56 post-

i, mediante cultivos microbiológicos, se realizó el seguimiento de la IIM con la cepa 806 

(T) y ya no fue posible el aislamiento de S. aureus, indicando la cura bacteriológica. Por 

otra parte, en los cuartos inoculados con la cepa 5011 (P), fue posible el aislamiento de 

S. aureus al día 7, 14 y 21 post-i, recuperándose en general un bajo número de colonias 

en cada tiempo de muestreo (300 UFC/ml en promedio). Además, en el cuarto PI (animal 

2) fue posible aislar la bacteria hasta los 42 ds post-i, en el cuarto AD (animal 3) hasta los 

49 ds post-i y en el cuarto PI (animal 3) hasta los 56 ds post-i; confirmando la capacidad 

de la bacteria para adaptarse al microambiente de la GM y desarrollar una IIM crónica o 

persistente. El hecho de que S. aureus no haya podido aislarse en todos los periodos de 

muestreo luego del desafío con ambas cepas refleja el patrón cíclico de eliminación de S. 

aureus en la leche que ha sido descrito por otros autores (Daley y col., 1991; Bannerman 

y col., 2004). 

Las diferencias observadas en este estudio sobre la persistencia de las cepas de S. 

aureus en la GM, podrían estar relacionadas con la portación y expresión de determinados 

FV tal como lo demuestran Buzzola y col. (2007) en IIM experimentales en GM murina 

desafiadas con cepas de S. aureus de diferente tipo agr. Estos autores, en coincidencia 

con lo observado en esta tesis, demostraron que las cepas de S. aureus agr-tipo II o IV 

fueron más eficientemente eliminadas de la GM que las del tipo I, sugiriendo que las 

cepas agr-tipo I pueden persistir en mayor número en el tejido mamario que las cepas agr-

tipo II, III y IV. En el presente estudio, la cepa 806 (T) clasificada como agr-tipo II fue 

eliminada de la GM con mayor eficiencia que la cepa 5011 (P) clasificada como agr-tipo 

I, la cual logró evadir al sistema inmune y persistir en la GM hasta los 56 ds post-i. 

Por otra parte, y en concordancia con lo hallado en este estudio, Pereyra y col. 

(2017) investigaron la respuesta inmune inducida en ratones desafiados con dos cepas de 

S. aureus aisladas de mastitis bovina con diferente fenotipo, genotipo y adaptación a la 

GM (P y NP) y observaron que la cepa de S. aureus aislada de una IIM NP mostró una 
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capacidad de multiplicación mayor en el tejido en los estadios tempranos de la IIM en 

comparación con la cepa P, mientras que esta última si bien se multiplicó inicialmente a 

un ritmo menor, aumentó su capacidad de replicación desde las 120 hs post-i hasta el final 

del estudio (11 ds post-i), indicando mayor capacidad para evadir al sistema inmune del 

animal y persistir en la GM. 

En relación a los resultados obtenidos hasta aquí, se pude resumir, que la cepa 806 

(T), en relación a la cepa 5011 (P), fue capaz de inducir una respuesta inflamatoria mayor 

y más rápida para controlar la IIM, demostrado por los altos RCS registrados entre las 48 

y 96 hs post-i y el aislamiento decreciente e intermitente de bacterias a partir de leche 

desde las 24 hs post-i hasta los 21 días post-i. Estos datos se relacionan, además, con la 

baja capacidad de adherencia, internalización y persistencia en MAC-T y menor 

viabilidad en macrófagos detectada para la cepa 806 (T). Estas características, en su 

conjunto, determinan una mayor adaptación de la cepa 806 (T) al nicho extracelular lo 

que conduciría a una detección temprana de la bacteria por parte del sistema inmune y al 

desarrollo de una respuesta inmune efectiva por parte del hospedador. Por otra parte, la 

cepa 5011 (P), en relación a la cepa 806 (T), fue capaz de inducir una respuesta 

inflamatoria más lenta y de menor intensidad, demostrado por los bajos RCS registrados 

hasta las 72 hs post-i. Además, en los ensayos in vitro, demostró alta capacidad de 

adherencia, internalización y persistencia en MAC-T y mayor viabilidad en macrófagos, 

lo que podría relacionarse con el aislamiento negativo de la bacteria en la leche hasta el 

día 7 post-i. Estas características sugieren una mejor adaptación de la cepa 5011 (P) al 

nicho intracelular con la subsiguiente modulación de los mecanismos de defensa del 

hospedador para lograr la persistencia en la GM.  

 

5.1.5 Producción de ON. 

 

Atakisi y col. (2010) observaron mayores concentraciones de ON en leche 

proveniente de GM con mastitis subclínica en relación a leche proveniente de GM no 

infectadas, indicando una relación entre la elevación de los niveles de ON y la 

inflamación. Se ha sugerido que las alteraciones en los niveles de ON en la leche podrían 

usarse como una herramienta de diagnóstico alternativa para detectar la inflamación 

durante la mastitis subclínica. En este sentido, Bouchard y col. (1999) y Atakisi y col. 

(2010) informaron una relación positiva entre los RCS y la concentración de ON en leche. 

En este estudio, en el cuarto inoculado con la cepa 806 (T) se observó un aumento en la 
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concentración de nitritos (formados por la espontánea oxidación del ON) desde las 12 hs 

post-i, alcanzando un máximo a las 48 hs post-i. Por otra parte, en los cuartos inoculados 

con la cepa 5011 (P) se observó un incremento a partir del día 7 post-i, alcanzando la 

máxima concentración al día 21 post-i. En coincidencia con lo observado por Atakisi y 

col. (2010), los elevados niveles de ON detectados en leche con ambas cepas coincidieron 

con altos RCS en los mismos períodos.  

En un trabajo reciente, Renna y col. (2019), evaluaron la concentración de ON en 

secreciones mamarias provenientes de vacas crónicamente infectadas con S. aureus y de 

vacas no infectadas durante la involución activa. Estos autores observaron que, la 

concentración de ON alcanzó sus niveles máximos al día 1 y 2 después de la interrupción 

de la lactancia con niveles similares entre infectados y no infectados; en consonancia con 

la respuesta inflamatoria que forma parte del proceso de involución de la GM (Silanikove 

y col., 2005). Sin embargo, a los 3 y 7 días de la involución, observaron una disminución 

significativa en las concentraciones de ON en las secreciones de cuartos infectados con 

respecto a no infectados, lo que los autores asociaron con una menor respuesta frente a la 

infección y con la capacidad de persistencia de S. aureus en la GM durante la involución 

activa. En el presente estudio, se evaluaron las concentraciones de ON en IIM 

experimentales durante la lactancia, lo que podría explicar las discrepancias observadas 

con el trabajo de Renna y col. (2019). 

 

5.1.6 Cuantificación de los niveles de IL-✘✙✚ ✛✜-6 e IL-4 en muestras de leche. 

 

En las IIM causadas por S. aureus, TNF-✄✚ ✛✜-✘✙ ✡ ✛✜-6 son las citoquinas pro-

inflamatorias predominantes. Estas IL son mediadores claves de la respuesta inmune local 

y sistémica; no solo regulan la expresión de una amplia batería de genes incluyendo otras 

citoquinas, enzimas y proteínas de fase aguda, sino también de genes relacionados con la 

proliferación y la apoptosis (Pereyra y col., 2014). Se han detectado transcriptos de 

ARNm de estas citoquinas en leche proveniente de vacas con IIM crónicas (Riollet y col., 

2000; 2001) y con IIM agudas experimentales por S. aureus, aunque la transcripción fue 

marcadamente menor a la observada frente a infecciones experimentales por E. coli (Lee 

y col., 2006). Alluwaimi y col. (2003) observaron un incremento en la transcripción de 

TNF-✄ ✡✟ ✆✖✄☎✄✂✏ ✠✡ ✄✡✆✆✡ ✡✟ ✞✂✏✎✝✎✝✏ ✆✄�✟✝✆✂ ✆✂☎✏✂✠✂ ☛☞✕ S. aureus a las 24 hs post-

inoculación, con una fuerte disminución 8 hs más tarde. Esta disminución coincidió con 

un incremento en la producción de IL-✘✙✚ ✄✂ �☎✡ ✏✡ ✞✂✟✎☎✁☞ ✡✄✡✁✂✠✂ ☛or 8 hs. 
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Comparada con otras citoquinas, la respuesta de IL-✘✙ ✍✕✡✟✎✡ ✂ ✛✛✁ ✡✁☛✡✕✝✞✡✟✎✂✄✡✏

ha mostrado ser altamente variable (Riollet y col., 2000; Banneman y col., 2004). En 

general en IIM experimentales por bacterias Gram positivas, se ha observado un retraso 

en la inducción de IL-✘✙ ✡✟ ✆☞✞☛✂✕✂✆✝✞✟ ✆☞✟ ✄✂ ☞✌✏✡✕✁✂✠✂ ✡✟ ✄✂ ✝✟✍✡✆✆✝✞✟ ☛☞✕ ✌✂✆✎✡✕✝✂✏

Gram negativas (Kauf y col., 2007). Si bien la producción de ARNm de IL-✘✙ ✆✂

mostrado estar regulada positivamente en células de leche aisladas de GM infectadas con 

S. aureus (Riollet y col., 2001), se han observado resultados discordantes en cuanto a la 

detección de la proteína en leche. En este estudio, la respuesta de esta citoquina frente a 

la infección experimental con ambas cepas de S. aureus fue variable. En el cuarto 

mamario inoculado con la cepa 806 (T) se detectó un fuerte incremento en la 

concentración de IL-✘✙ ✡✟ ✄✡✆✆✡ ✂ ✄✂✏ ✡� ✆✏ ☛☞✏✎-i, mientras que en los cuartos inoculados 

con la cepa 5011 (P) no se observaron variaciones significativas en la concentración de 

esta citoquina durante los tiempos evaluados, variando dentro del mismo rango que los 

controles. Los resultados observados para la cepa 5011 (P) coincidieron con los de Riollet 

y col. (2000) donde tras la inoculación experimental con una cepa de S. aureus aislada de 

un caso natural de mastitis bovina (cepa 107-59), no detectaron esta citoquina en leche en 

ninguno de los tiempos evaluados (desde el día 1 al día 28 post-i). En cambio, los 

resultados del desafío con la cepa 806 (T) coincidieron con los observados por Banneman 

y col. (2004) donde luego de una infección experimental con la cepa Newbould 305 

observaron un aumento en las concentraciones de IL-✘✙ ✡✟ ✄✡✆✆✡ ✄☎✡✔☞ ✠✡ ✄✂✏ �✄ ✆✏ ☛☞✏✎-

desafío y estas se mantuvieron por 8 hs adicionales. Estos resultados demuestran que las 

cepas utilizadas en este estudio son capaces de inducir diferentes respuestas inflamatorias 

a nivel local en la GM. 

Durante la respuesta inflamatoria, IL-✘✙ ✕✡✔☎✄✂ ✄✂ ✡✁☛✕✡✏✝✞✟ ✠✡ ✞☞✄✖✆☎✄✂✏ ✠✡

adhesión en las células epiteliales y la quimiotaxis de neutrófilos en etapas tempranas de 

las infecciones causadas por S. aureus (Oviedo-Boyso y col., 2007). En esta tesis los 

elevados niveles de IL-✘✙ ✝✟✠☎✆✝✠☞✏ ☛☞✕ ✄✂ ✆✡☛✂ �✝☛ ✆✑✟ ✂ ✄✂✏ ✡� ✆✏ ☛☞✏✎-i coinciden con 

los niveles máximos de ON y con los mayores RCS detectados, demostrando la capacidad 

de esta cepa para inducir una respuesta inflamatoria local rápida por parte del hospedador 

lo que contribuyó a controlar la replicación del microorganismo. En cambio, la cepa 5011 

(P), a diferencia de la 806 (T), indujo una menor reacción inflamatoria local durante las 

primeras 72 hs post-i, demostrada por los bajos niveles en leche de IL-✘✙ ☎ ✂�✚ ✂✏� ✆☞✞☞

por los bajos RCS detectados. Por otra parte, los elevados niveles de ON y de células 

somáticas detectados al día 14 y 21 post-i en los cuartos inoculados con la cepa 5011 (P), 
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indican que esta cepa fue capaz de inducir una reacción inflamatoria más gradual y 

retardada que la cepa 806 (T) favoreciendo la adaptación del microorganismo al 

microambiente de la GM y su persistencia en el tejido. En este sentido, Renna y col. 

(2019) evaluaron los niveles de IL-✘✙ ✡✟ ✏✡✆✕✡✆✝☞✟✡✏ ✞✂✞✂✕✝✂✏ ☛✕☞✁✡✟✝✡✟✎✡✏ ✠✡ ✆☎✂✕✎☞✏

con infecciones crónicas por S. aureus y en cuartos sanos durante la involución activa de 

la GM y observaron que las concentraciones de IL-✘✙ ✍☎✡✕☞✟ ✞✂☎☞✕✡✏ ✡✟ ✏✡✆✕✡✆✝☞✟✡✏

mamarias provenientes de cuartos infectados con respecto a no infectados durante toda la 

involución, resaltando la importancia de esta citoquina en las infecciones crónicas por S. 

aureus. 

La IL-6 es una citoquina que participa en la respuesta inflamatoria, la 

diferenciación, la activación de los linfocitos y la producción de inmunoglobulinas (Wong 

y Clark, 1988). Se han detectado concentraciones aumentadas de IL-6 en la leche y en la 

sangre de vacas con mastitis adquirida de forma natural (Hagiwara y col., 2001) e 

inducida experimentalmente (Shuster y col., 1997). En esta tesis se observó que el cuarto 

mamario infectado con la cepa 806 (T) mostró un marcado aumento en los niveles de IL-

6 a las 48 hs post-i, en contraste con los cuartos mamarios infectados con la cepa 5011 

(P) donde los niveles de IL-6 se mantuvieron en el mismo rango que en los controles. En 

un estudio realizado por Hagiwara y col. (2001), confirmaron elevados niveles de IL-6 en 

la primera etapa de la infección, con una concentración media de IL-6 en el primer día de 

la enfermedad 25 veces mayor en las muestras de leche y 5 veces mayor en las muestras 

de suero en vacas con mastitis aguda en comparación con vacas normales. Los autores de 

este trabajo sugirieron que los niveles de IL-6 en la leche y en suero dependen no solo de 

la fase de infección sino también del tipo de microorganismos que causan la mastitis. 

La concentración de IL-6 tanto en leche como en suero fue significativamente 

mayor en mastitis causadas por Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, S. aureus, y 

Streptococcus sp.; pero significativamente más baja en mastitis causadas por SCN 

(Hagiwara y col., 2001). A su vez, Osman y col. (2010), quienes examinaron 25 vacas 

con mastitis subclínica y 15 vacas con mastitis clínica infectadas con SCN, informaron 

niveles significativamente más altos de IL-6 en la leche de las vacas con mastitis 

subclínica en comparación con las muestras de vacas con mastitis clínica y de vacas sanas. 

Por lo tanto, se podría considerar que la IL-6 es un indicador temprano, pero no específico 

de diversos estados inflamatorios y un marcador potencial de la forma subclínica de 

inflamación (Bochniarz y col., 2017).  
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Se ha documentado que las IIM por S. aureus inducen leucocitosis en la leche y 

los neutrófilos son el tipo celular predominante tanto en mastitis agudas como crónicas 

(Schalm y col., 1971; Wellnitz y Bruckmaier, 2012), jugando un rol clave en las defensas 

de la GM (Burvenich y col., 2007). En este sentido, las células presentes en la leche del 

cuarto infectado con la cepa 806 (T) a las 48 hs post-i, podrían ser las responsables del 

aumento en las concentraciones de IL-6 observadas en este mismo periodo.  

Renna y col. (2019), en un estudio durante la involución activa, demostraron que 

las concentraciones de IL-6 en secreciones mamarias provenientes de cuartos 

crónicamente infectados con S. aureus fueron significativamente mayores a las detectadas 

en cuartos sanos, observándose un aumento con el progreso de la involución, 

alcanzándose los mayores niveles a los 14 días post secado. En esta tesis fue llamativa la 

falta de inducción de respuesta por parte de la cepa 5011 (P) en los niveles de IL-6, lo 

cual podría asociarse con las características propias de la cepa y su capacidad para evadir 

la respuesta inmune del hospedador y adaptarse al microambiente de la GM. 

La IL-4 es una citoquina pleiotrópica multifuncional producida principalmente 

por células T activadas, pero también por mastocitos, basófilos y eosinófilos. 

Funcionalmente, la IL-4 es mejor conocida por definir el fenotipo Th2 de los linfocitos y 

por regular la proliferación celular, apoptosis y expresión de numerosos genes en diversos 

tipos de células (Luzina y col., 2012). En un estudio realizado por Fonseca y col. (2009), 

la expresión relativa del gen que codifica para IL-4 en células de leche tendió a ser menor 

en vacas con mastitis clínica en comparación con animales sanos; sin embargo, esta 

diferencia no fue significativa. En otro estudio, Riollet y col. (2001) observaron que los 

transcriptos de esta citoquina no fueron detectados en leche de cuartos mamarios 

crónicamente infectados con S. aureus. En esta tesis en los animales infectados con ambas 

cepas de S. aureus, los niveles de IL-4 fueron en general menores a los observados en 

leche de cuartos controles. Similar a lo observado en este estudio en IIM por S. aureus, 

Bochniarz y col. (2017) en 35 vacas Holstein-Friesian en lactación, determinaron que la 

concentración de IL-4 fue significativamente menor tanto en suero como en leche de 

vacas con mastitis causada por SCN en comparación con los animales controles.  

Renna y col. (2019) observaron niveles de IL-4 significativamente superiores en 

secreciones mamarias de cuartos crónicamente infectados con S. aureus en comparación 

con cuartos controles a las 24 hs post secado, con una disminución hasta el día 14 y un 

retorno a niveles elevados al día 21 post secado. Las discrepancias observadas con el 

trabajo de Renna y col. (2019) podrían relacionarse con que la evaluación de IL-4 en esta 
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tesis se realizó en IIM experimentales durante la lactancia y en el mencionado estudio se 

realizaron en muestras de secreción mamaria provenientes de mastitis crónicas durante el 

periodo de involución activa. Se necesitan estudios adicionales con un mayor número de 

animales para poder caracterizar y comprender las funciones de la IL-4 en la respuesta 

inmune por S. aureus. 

 

5.1.7 Evaluación de los niveles de IgG total en muestras de leche. 

 

La IgG es el componente principal de la respuesta inmune de la GM responsable 

de promover la fagocitosis de los neutrófilos (Leitner y col., 2000). La subclase IgG1 es 

el tipo de anticuerpo predominante en la leche de cuartos sanos debido a su transferencia 

selectiva a través de la barrera sangre-mamaria (Guidry y col., 1980). En la leche 

mastítica, IgG2 se convierte en el anticuerpo dominante de la subclase de anticuerpos y 

se considera la opsonina principal que soporta la fagocitosis de neutrófilos en la GM 

bovina (Burton y Erskine, 2003).  

Estudios previos demostraron que el aumento de IgG en la leche puede estar 

influenciado por el patógeno actuante, y que las bacterias Gram positivas que causan con 

frecuencia mastitis subclínica no interrumpen la barrera leche-sangre como lo hacen las 

bacterias Gram negativas lo cual influye en la transferencia de IgG a la leche (Hernández-

Castellano y col., 2017). 

En el presente estudio, en el cuarto mamario inoculado con la cepa 806 (T) se 

observó un pico en los niveles de IgG total en leche a los 7 ds post-i,  que luego fue 

descendiendo para llegar al día 21 post-i a valores similares al tiempo 0 pre-i y a los 

valores obtenidos en cuartos controles; este resultado indicaría una respuesta inmune 

humoral específica frente a S. aureus durante las primera semana post-i que podrían haber 

contribuido a la opsonofagocitosis y a la eliminación de las bacterias por las células 

fagocíticas en este periodo. Por otra parte, en la leche de cuartos inoculados con la cepa 

5011 (P), en general, no se observaron variaciones en los niveles de IgG total a lo largo 

del tiempo de muestreo, siendo estos superiores a los detectados en los cuartos controles. 

Además, al tiempo 0 (pre-i), los niveles de IgG total en los curtos inoculados con la cepa 

5011 (P) fueron superiores a los observados en cuartos controles. Estos resultados podrían 

sugerir una exposición previa del animal a la bacteria, en algún momento de su vida 

productiva. Resultados similares fueron observados por Renna y col. (2019) en un estudio 

donde se detectaron anticuerpos IgG, IgG1 e IgG2 específicos para S. aureus en 
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secreciones mamarias de cuartos no infectados durante el periodo de involución activa de 

la GM. Dado que las vacas utilizadas para esta tesis se seleccionaron en función de la 

ausencia de IIM en 3 muestreos microbiológicos y bajos RCS en 3 muestreos 

consecutivos pre-inoculación, los altos niveles de anticuerpos específicos en leche 

previos al desafío con la cepa 5011 (P) podrían ser el resultado de la exposición natural 

al patógeno antes del ensayo. Además, los niveles de anticuerpos podrían ser el resultado 

de la exposición natural a S. aureus en varios sitios del cuerpo, como la piel de la ubre y 

los orificios naturales (Rooijakkers y col., 2005).   

Los resultados obtenidos en esta tesis difieren de los observados por Renna y col. 

(2019) en secreciones mamarias provenientes de cuartos infectados crónicamente por S. 

aureus y controles no infectados durante la involución activa, donde observaron niveles 

inferiores de IgG e IgG1 específicos en secreciones de cuartos infectados en comparación 

con no infectados, lo que los autores atribuyeron a la formación de complejos de 

bacterias-anticuerpos (Targowski y Niemialtowski, 1988). Las discrepancias observadas 

con el trabajo de Renna y col. (2019) podrían atribuirse a que las evaluaciones de los 

niveles de IgG en esta tesis se realizaron en IIM experimentales durante la lactancia. 

En este trabajo la sensibilización de las placas de ELISA para evaluar los niveles 

de IgG total se realizó con lisado de las cepas de S. aureus 806 (T) y 5011 (P), 

observándose resultados similares en los niveles de IgG específicos para ambos antígenos 

en los diferentes tiempos de muestreo evaluados. Esto demuestra la inmunidad cruzada 

frente a los antígenos empleados, indicando que las inmunoglobulinas generadas contra 

una cepa de S. aureus podrían responder frente otras cepas heterólogas. Para confirmar 

estos hallazgos se deberían realizar ensayos de funcionalidad de los anticuerpos 

generados.   

 

5.1.8 Evaluación de dinámica de las poblaciones de monocitos y de linfocitos T y B 

en sangre. 

Los monocitos desempeñan un papel crucial en el control de la respuesta inmune 

inicial en infecciones bacterianas. En esta tesis los porcentajes de monocitos CD14 + en 

sangre periférica mostraron variaciones a lo largo del tiempo de muestreo para ambas 

cepas de S. aureus. En el animal desafiado con la cepa 806 (T) se observó una disminución 

importante en el porcentaje de monocitos CD 14 + en sangre periferica entre las 24 y 48 

hs post-i; mientras que en los animales desafiados con la cepa 5011 (P) se observó un 
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aumento de estas células a las 48 hs  post-i. Los monocitos y macrófagos son efectores 

críticos y reguladores de la inflamación que sirven como primera línea de defensa innata 

contra patógenos que invaden la GM. Durante la inflamación, los monocitos circulantes 

migran de la sangre a los tejidos en respuesta a la señalización de las quimiocinas, donde 

se diferencian en macrófagos (Rainard y Riollet, 2006). Por lo tanto el reclutamiento local 

y la acción de los macrófagos en la GM es un mecanismo de defensa inmunológico 

esencial contra la infección (Lewandowska-Sabat y col., 2013). 

En esta tesis la disminución de los porcentajes de monocitos en sangre periférica 

en el animal desafiado con la cepa 806 (T) podría estar relacionado con una migración de 

estas células hacia la GM en respuesta a la infección. Respaldan esta hipótesis los altos 

RCS detectados desde las 48 hs y hasta las 96 hs post-i en el cuarto desafiado con la cepa 

806 (T). Los altos porcentajes de monocitos observados en sangre a las 48 hs para la cepa 

5011 (P), se relacionan con los bajos RCS observados en este periodo en la leche, 

confirmando la baja respuesta inflamatoria inducida por la cepa 5011 (P) durante las 

primeras 72 hs post-i. Si bien no se han reportado trabajos donde evalúen la dinámica de 

los monocitos-macrófagos en sangre y leche luego de una infección experimental con 

cepas de S. aureus, Bannerman y col. (2004) observaron un incremento en el RCS a partir 

de las 24 hs luego de la infección con S. aureus alcanzando un máximo a las 40 hs pi; sin 

embargo, la disminución significativa de los neutrófilos circulantes se producjo a partir 

de las 120 hs pi. Estos autores argumentaron que el retraso en el reclutamiento de 

neutrófilos a la GM después de la infección por S. aureus, induciría el reclutamiento de 

las células blancas de la médula ósea hacia la sangre durante un período más prolongado, 

lo cual impediría la disminución en los neutrófilos circulantes. 

Los linfocit☞✏ ✑✒✓ ✏☞✟ ✏✝✔✟✝✍✝✆✂✎✝✁✂✞✡✟✎✡✞✄✏ ✂✌☎✟✠✂✟✎✡✏ ✡✟ ✄☞✏ ✕☎✞✝✂✟✎✡✏✚ ✠☞✟✠✡

pueden llegar a constituir más del 70 % de los linfocitos circulantes de sangre periférica 

en animales jóvenes. La elevada frecuencia de estas células sugiere un rol importante en 

la respuesta inmune de los rumiantes (McGill y col., 2014). Las funciones de los linfocitos 

✑✒✓ bovinos que han recibido mayor atención son la producción de quemoquinas y 

citoquinas pro-inflamatorias (Jutila y col., 2008, Hedges y col., 2016). Se ha demostrado 

que la respuesta de los linfocitos ✑✒✓ bovinos a la estimulación con citoquinas o con 

antígenos bacterianos se caracteriza por la producción de IFN-✒ ✆✁✕✝✆✡ ☎ ☞☞☛✡ ✚ ✄✝✝✠✟✗

Sin embargo, la contribución de estas células a la inmunidad de la GM y su importancia 

en la mastitis por S. aureus no está completamente establecida.  
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Paape y col. (200✝✟ ✆✂✟ ☛☞✏✎☎✄✂✠☞ �☎✡ ✄☞✏ ✄✝✟✍☞✆✝✎☞✏ ✑✒✓ ✂☎✔✂✕�✂✟ ☎✟ ✕☞✄ ✝✞☛☞✕✎✂✟✎✡

en la respuesta inmune antibacteriana y que podría actuar como barrera funcional en el 

microambiente de las mucosas contra los patógenos bacterianos. La subpoblación de 

✄✝✟✍☞✆✝✎☞✏ ✑✒✓ ✂☎✘✁ ✕✡☛✕✡✏✡✟✎✂ ☎✟ ☛☞✕✆✡✟✎✂✂✡ ✌✂✂☞ ✠✡✄ ✎☞✎✂✄ ✠✡ ✄✝✟✍☞✆✝✎☞✏ ✑✒✓ ✡✟ ✄✂✏

secreciones normales de la GM (Riollet y col., 2001), pero aumenta notablemente luego 

del parto (Mallard y col., 1998). Es importante remarcar que en varios modelos murinos 

de infección por S. aureus✚ ✏✡ ✆✂ ✠✡✞☞✏✎✕✂✠☞ �☎✡ ✄☞✏ ✄✝✟✍☞✆✝✎☞✏ ✑✒✓ ✏☞✟ ☎✟✂ ✍☎✡✟✎✡

importante de IL-17, la cual participaría de la respuesta inmune protectora del hospedador 

(Cheng y col., 2012; Maher y col., 2013). 

En esta tesis se pudo observar una marcada disminución de ✄☞✏ ✄✝✟✍☞✆✝✎☞✏ ✑✒✓ ✡✟

sangre periférica a las 48 hs post-i en el animal inoculado con la cepa 806 (T) y a los 14 

días post-i en los animales inoculados con la cepa 5011 (P). La disminución de linfocitos 

en sangre coincide con los períodos de altos RCS en los cuartos infectados con ambas 

cepas y con el aislamiento de la bacteria, lo que llevaría a considerar que los linfocitos 

✑✒✓ ☛☞✠✕�✂✟ ✡✟✆☞✟✎✕✂✕✏✡ ✂✆✎☎✂✟✠☞ ✄☞✆✂✄✞✡✟✎✡ ✂ ✟✝✁el de la GM.  

Un mecanismo utilizado por el sistema inmune para aumentar la fagocitosis y la 

muerte de los microorganismos es la producción de anticuerpos específicos a niveles 

suficientes en el sitio de infección (Leitner y col., 2000). Como S. aureus puede invadir 

y sobrevivir intracelularmente, una estimulación preferencial de las células B, que sugiere 

el desarrollo de una respuesta humoral, puede no ser suficiente para eliminar las bacterias 

intracelulares, lo que podría explicar la persistencia de las IIM (Wellnitz y col., 2012). 

Estudios previos han reportado aumentos en la proporción de linfocitos B en 

sangre periférica de bovinos desafiados experimentalemente con S. aureus en la fase 

crónica de la IIM (día 21 a 36 post-i) en comparación con la fase aguda (día 1 a 7 post-i) 

y la fase de pre-infección (Grönlund y col., 2006). En esta tesis los porcentages de 

linfocitos B en sangre periférica en los animales inoculados con ambas cepas de S. aureus 

no mostraron mayores variaciones durante los diferentes tiempos evaluados y fueron 

menores a los porcentajes detectados en animales controles. Sólo al día 21 post-i  se 

observó una caída marcada de estas células en sangre periferica en los animales 

inoculados con ambas cepas en comparación con los controles lo que podría relacionrse 

con un mayor reclutamiento de linfocitos B a la GM en las estapas avanzadas de la IIM. 

En relación a la dinámica del aflujo de linfocitos B a la GM , no se han reportado 

trabajos que utilicen diseños de IIM experimental con diferentes cepas de S. aureus en 

bovinos; sin embargo, Pereyra y col. (201), en ratones desafiados con dos cepas de S. 
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aureus aisladas de mastitis bovina con diferente fenotipo, genotipo y adaptación a la GM 

(P y NP), demostraron que ambas cepas fueron capaces de estimular la migración de 

linfocitos B a la GM,  y la cepa P indujo una respuesta inmune humoral más evidente y 

sostenida a lo largo del periodo de muestreo alcanzando los mayores porcentajes a los 11 

ds post-i. En este estudio no fue posible evaluar los porcentages de linfocitos B en leche 

y en tejido mamario, por lo tanto se torna difícil sustentar las diferencias observadas con 

otros trabajos.  

Durante las IIM causadas por S. aureus en GM bovina se han reportado 

incrementos tanto de linfocitos T CD4 como CD8 y un predominio de este último tipo de 

células cuando la infección se establece, sugiriendo un importante rol de los linfocitos 

CD8 en la mastitis crónica causada por S. aureus (Riollet y col., 2001; Rivas y col., 2002; 

Grönlund y col., 2006). 

En el presente estudio, el porcentaje de linfocitos TCD4 en el animal infectado 

con la cepa 806 (T) fue mayor que el observado en los animales infectados con la cepa 

5011 (P) y controles en todos los periodos evaluados; observándose a las 72 hs post-i el 

mayor porcentaje en sangre periférica. En los animales infectados con la cepa 5011 (P) el 

porcentaje de linfocitos TCD4 en sangre periférica fue inferior al de los controles en todos 

los periodos evaluados. Por otra parte, los linfocitos T CD8 mostraron una disminución 

marcada en sangre a las 48 y 96 hs post-i en el animal inoculado con la cepa 806 (T). 

Mientras que, en los animales inoculados con la cepa 5011 (P), el porcentaje de linfocitos 

T CD8 fue inferior al observado en los controles y no mostró variaciones llamativas 

durante los diferentes tiempos evaluados. Los datos mencionados coinciden parcialmente 

con los de Nagahata y col. (2011) quienes observaron que los porcentajes de linfocitos 

CD4 y CD8 en sangre periférica de vacas con infecciones crónicas naturales por S. aureus 

fueron similares a los detectados en vacas sanas. Por otra parte, observaron que los 

porcentajes de linfocitos CD8 en leche de vacas con mastitis crónica por S. aureus 

aumentaron en forma significativa en comparación con los linfocitos de la sangre 

periférica. Este hallazgo coindice con lo observados anteriormente por Shoshani y col., 

(2000) y Rioillet y col., (2001). 

En estudios previos la disminución en el recuento de linfocitos en sangre de vacas 

infectadas con S. aureus se asoció con un aumento en el recuento de linfocitos en la leche 

(Ostensson 1993; Rivas y col., 2000), indicando una migración desde la sangre hacia la 

GM. En este estudio, la falta de cuantificación de linfocitos en leche así como el bajo 

número de animales infectos, no permite analizar tales asociaciones.  
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Los resultados que se han discutido hasta aquí sobre IIM experimentales con 

diferentes cepas de S. aureus en bovinos, son preliminares. Por lo tanto, para no caer en 

especulaciones y poder discutir en profundidad las variaciones en los niveles de 

citoquinas e inmunoglobulinas en leche así como la dinámica de las diferentes 

poblaciones inmunes en sangre periférica de animales infectados con las cepas 806 (T) y 

5011 (P) se necesitan realizar nuevos desafíos experimentales con un mayor número de 

animales. 
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Los resultados obtenidos y su discusión con los aportes de otros autores, 

permitieron llegar a las siguientes conclusiones:  

 

El comportamiento in vitro de las dos cepas (T y P) de S. aureus seleccionadas fue 

diferente:  

 

- La cepa 806 (T), seleccionada por su baja adaptación a la GM bovina, portadora de los 

genes cap8, agrII, icaACD y fuerte productora de biofilm in vitro, mostró una baja 

capacidad de adherencia, internalización y persistencia intracelular en las MAC-T. Este 

comportamiento demuestra una mejor adaptación al ambiente extracelular.  

 

- La cepa 5011 (P), seleccionada por su alta adaptación a la GM bovina, cap5, agrI, 

icaACD, blaZ y débil productora de biofilm, mostró alta capacidad de adherencia, 

internalización y persistencia en MAC-T. Además, en comparación con la cepa 806 (T), 

indujo mayores porcentajes de muerte por apoptosis. Este comportamiento demuestra una 

mejor adaptación al ambiente intracelular.  

 

- Los macrófagos infectados con la cepa 5011 (P), en comparación con la 806 (T) 

mostraron una mayor capacidad fagocítica y mayor capacidad para producir ROS, 

sugiriendo que esta cepa fue reconocida y fagocitada con mayor eficiencia que la 806 (T). 

  

- En los macrófagos desafiados con la cepa 5011 (P) fue posible la identificación de 

bacterias vivas en el citoplasma de los fagocitos en tiempos más prolongados que en los 

desafiados con la cepa 806 (T); indicando una mayor capacidad de resistencia a los 

mecanismos microbicidas por parte de la cepa 5011 (P). 

  

 - No fue posible el cultivo de las bacterias a partir del lisado de los macrófagos 

enfrentados con las cepas 806 (T) y 5011 (P), indicando un limitado número de bacterias 

viables intracelulares. 

 

Considerando los resultados preliminares obtenidos a partir de la IIM experimental 

en bovinos, las cepas (T y P) de S. aureus fueron capaces de inducir una respuesta 

inflamatoria diferencial para el control de la infección.  
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- La cepa 806 (T) fue capaz de inducir una mastitis clínica leve, desencadenando una 

inflamación rápida y efectiva para controlar la infección, lográndose la cura 

bacteriológica (IIM T). Además, esta cepa en sangre provocó una marcada modificación 

en las principales poblaciones celulares que participan en la respuesta inmune innata y 

adaptativa. Estos datos sugieren que la cepa 806 (T), mejor adaptada al nicho extracelular 

de la GM, fue reconocida por las células de la inmunidad innata y logró inducir una 

respuesta efectiva por parte del hospedador para su control. 

  

- La cepa 5011 (P) fue capaz de inducir una IIM subclínica crónica o P, desencadenando 

respuesta inflamatoria de menor intensidad y más tardía que la cepa 806 (T) demostrado 

por los bajos RCS hasta las 72 hs post-i, los bajos niveles de citoquinas detectados en 

leche y el aislamiento intermitente del microorganismo. Además, en sangre, no indujo 

modificaciones relevantes en las poblaciones de células inmunes. Estos datos sugieren 

que la cepa 5011 (P) desarrolló estrategias para adaptarse y sobrevivir en el ambiente de 

la GM, desplegando mecanismos eficientes para evadir la respuesta inmune del 

hospedador. 

 

En conjunto, todos estos hallazgos sugieren que el comportamiento in vitro de una 

cepa, en relación a su capacidad de invasión y persistencia en diferentes tipos celulares, 

podría ser de gran ayuda para predecir su comportamiento en una infección natural de la 

GM bovina. Además, que el comportamiento clínico observado in vivo podría estar 

determinado por una combinación de FV de la bacteria que al actuar de manera 

coordinada favorecerían el desarrollo de una IIM T o P. Para ampliar el entendimiento 

sobre la respuesta inmune del hospedador frente a diferentes cepas S. aureus serán 

necesarios futuros estudios con un mayor número de animales. 

Por otra parte, el conocimiento del perfil molecular de las cepas de S. aureus 

causantes de mastitis bovina en un rodeo, podría convertirse en una herramienta que 

permita exponer los patrones de genes de virulencia más prevalentes y avanzar en la 

elucidación de la patogenia de esta enfermedad. Esto será fundamental para el desarrollo 

de estrategias superadoras destinadas a la prevención y el control de las IIM causadas por 

este patógeno. 
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8.1. Anexo 1: Medios de cultivo y soluciones. 

 

8.1.1. Microbiología. 

 

� Columbia agar base. Britania. Tripteína 10 g/l; Peptona de carne 5 g/l; NaCl 5 g/l; 

Extracto de levadura 5 g/l; Extracto de corazón 3 g/l; Almidón 1 g/l; Agar 15 g/l. 

� Tripteína soya caldo (TSC). Britania. Tripteína 17 g/l; Peptona de soya 3 g/l; NaCl 

5 g/l; Fosfato dipotásico 5 g/l; Glucosa 3 g/l. 

�  Agar manitol salado (AMS). Britania. Tripteína 5 g/l; Extracto de carne 1 g/l; 

NaCl 75 g/l; Peptona de carne 5 g/l; Rojo de fenol 0.025 g/l; Agar 15 g/l. 

� Agar sangre. Preparación propia. Columbia agar base (Britania); suplementado 

con sangre bovina 5 % (V/V). 

� Buffer fosfato salino (PBS 1X). NaCl 8 g; Solución Stock (PBS 10X) 100 ml; en 

1.000 ml de agua destilada. Preparación propia. 

� Solución fisiológica 0,9%. Roux-Ocefa S.A./Droguería Casandra. 

� Hipoclorito de Sodio 5.6%. Uso doméstico. 

� Solución stock PBS 10X. Na2HPO4 (Na Fosfato Dibásico Anhidro) 11,4 g (o 

Na2HPO4 12 H2O) 28,75 g; NaH2PO4.2H2O (Na Fosfato Monobásico Anhidro) 

3,3 g; (o NaH2PO4) 2,54 g; Agua destilada 1.000 ml. Preparación propia. 

 

8.1.2. Electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE). 

 

� Tris-HCL (10mM, pH8). Tris base 12,1% P/V. Preparación propia. 

� Lisozima. Genbiotech S.R.L. Lisozima (50 mg/ml) de H2O miliq estéril. 

� Proteinasa K. Genbiotech S.R.L. Proteinasa K (20 mg/ml). 

� Buffer de lisis (pH8). Tris-HCl 50 mM; 1% P/V SDS; 100 mM EDTA. 

Preparación propia. 

� Solución PIV. NaCl 1 M; Tris-HCl (pH 8) 10 mM. Preparación propia. 

� Agarosa low melting 1,5 % P/V. Bio Rad. 

� Buffer EC. Tris-HCl (pH 8) 6 mM; NaCl 1 M; EDTA (pH 8) 100 mM; 

Deoxicolato de sodio 0,2%; laurilsarcosina de sodio 0,5%; Brij-58 0,5%. 

Preparación propia. 

� Buffer EC-Lisis. Buffer EC 1X; ARNasa A 5✂g/mL; Lisozima 100 ✂g/mL; 

Lisostafina 10 ✂g/mL. Preparación propia. 
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� Buffer ES. EDTA (pH 9) 0,5 M; Laurilsarcosina de sodio 0,5% P/V. Preparación 

propia. 

� Buffer ES-P. Buffer ES 1X; Proteinasa K 0,05%P/V. Preparación propia. 

� Buffer TE. Tris-HCl (pH 7,5) 10 mM; EDTA (pH 8) 1 mM. Preparación propia. 

� Buffer Pre-SmaI 1X. Tris-HCl (pH 7,5) 10 mM; EDTA (pH 8) 1 mM. Preparación 

propia. 

� Mezcla de restricción. Buffer Pre-SmaI 1X; 15 U/plug de SmaI. Preparación 

propia. 

� Buffer loading 6X. Glicerol 30%V/V; Azul de bromofenol 0,25%V/V.  

Preparación propia. 

� Buffer TBE 10X. Tris base 890 mM; Ácido Bórico 890 mM; EDTA (pH 8) 20 

mM. Preparación propia. 

� Buffer TBE 0,5X. Dilución 1/20 del TBE 10X. Preparación propia. 

� Agarosa calidad PFGE 1%P/V. Bio Rad. 

 

8.1.3. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 

 

� GelRed TM- Nucleic Acid. Biotium. 

�  Ultrapure TM Agarose. Invitrogen TM. 

� Buffer TAE 1X pH 8. Tris-Acetato-EDTA (TAE 40X) 10ml; 490 ml agua 

destilada. Preparación propia. 

� Tris-Acetato-EDTA (TAE 40X). 40 mM tris (pH 7.6), 20 mM ácido acético y 1 

mM EDTA. Preparación propia. 

 

8.1.4. Cultivos celulares. 

 

� Medio completo MAC-T. Medio DMEM 1X + GlutaMAX (Gibco® de 

Thermofisher) 83 ml; Medio RPMI 1640 1X (Gibco®  83 ml; Suero fetal bovino 

✝✟✂✆✎✝✁✂✠☞ ✆✝✟✎✡✕✟✡✔☞✆✝☞✏✟ ✄✝ ✞✄� �✡✁✂✞✡✎✂✏☞✟✂ � ✂✔✝✞✄ ✆✁✝✠☎✏✟ ✄�✝ ✂✄� ✛✟✏☎✄ina 

✌☞✁✝✟✂ � ✂✔✝✞✄ ✆☎☞✕✕✝✡✟✎✡✏✟ ✄✝✝ ✂✄� ✜-glutamina 100X (EMEVE Medios) 2ml; 

HEPES 1M (Gibco®  8 ml; Piruvato de Sodio 100 mM (Gibco®) 2 ml; Penicilina-

Estreptomicina 2 ml. Preparación propia. 

� Medio DMEM/RPMI. DMEM 1X + GlutaMAX (Gibco®) 50%; RPMI 1640 (1X 

Gibco®) 50%. Preparación propia. 
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� ✑✕✝✎✞✟ ✝✗✝✄��✗ �✝ ✂✄ ✠✡ ✎✕✝✎✞✟ ✘✝✝� ✆☎✝✆✂✕✡✄✄✝✁ ✜✂✌☞✕✂✎☞✕✝☞✏✟� ✄✝✝ ✞✄ ✠✡ ✂✔☎✂

ultrapura estéril. Preparación propia. 

� Medio DMEM/RPMI con gentamicina. DMEM 1X + GlutaMAX (GIBCO®) 

�✝�� ✄✁✁✛ ✘☛✡✝ ✆✘� �✝✌✆☞✁✟ �✝�� ✏☎☛✄✡✞✡✟✎✂✠☞ ✆☞✟ �✝✝ ✂✔✝✞✄ ✠✡

gentamicina (OVER). Preparación propia. 

� Medio completo MAC-T con gentamicina. Medio completo MAC-T, se 

suplementa únicamente con �✝✝ ✂✔✝✞✄ ✠✡ ✔✡✟✎✂✞✝✆✝✟✂ ✆✂��✄✟ ✆☞✞☞ ✂✟✎✝✌✝✞✎✝✆☞✗

Preparación propia. 

� Medio de cultivo para macrófagos. Medio RPMI 1640 (1X Gibco®) 88 ml; Suero 

fetal bovino inactivado (Internegocios) 10 ml; L-glutamina 100X (EMEVE 

Medios) 1 ml; Penicilina-Estreptomicina 1 ml.  Preparación propia. 

� Medio de cultivo para macrófagos sin antibiótico. Medio RPMI 1640 (1X 

Gibco®) 88 ml; Suero fetal bovino inactivado 10% (Internegocios) 10 ml; L-

glutamina 100X (EMEVE Medios) 1 ml. Preparación propia. 

� Medio de cultivo para macrófagos suplementado con gentamicina. Medio RPMI 

1640 (1X GIBCO®) 88ml; Suero fetal bovino inactivado (Internegocios) 10 ml; 

L-glutamina 100X (EMEVE Medios) 1 ml; 300 µg/ml de gentamicina (OVER). 

Preparación propia. 

� Buffer de lisis (pH 7,4). NH4Cl (0,15 M) 8,29 gr; NaHCO3 (1mM) 1 gr; EDTA 

disódica (0,1µM) 0,0372 mg; 1000 ml agua ultrapura. Preparación propia. 

 

8.1.5. ELISA. 

 

� Lisado de S. aureus. Las cepas de S. aureus 806 (T) y 5011 (P) fueron reactivadas 

mediante siembra en estrías en medio CAB y fueron incubadas por 24 hs a 35-

37ºC. A partir del cultivo en medio sólido, se levantaron cinco colonias aisladas 

y de similar morfología, y se homogeneizaron en 5 ml de TSC. La suspensión se 

incubó aproximadamente 16 hs a 37 °C y a 150 rpm de agitación. A partir de este 

cultivo líquido, se realizó una dilución 1/100 (4950 µl de TSC y 50 µl del cultivo 

líquido) y se incubó a 37ºC por 2 hs, a 150 rpm de agitación. Se largaron 

aproximadamente 16 cultivos líquidos de 2 hs para alcanzar una concentración 

bacteriana total de 1 × 1010 cel/ml. Finalizadas las 2 hs de incubación, se 

colectaron los cultivos en un tubo falcón de 50 ml y se centrifugo 15 min a 10.000 

rpm. El pellet bacteriano obtenido se resuspendió en 10 ml de PBS 1X estéril 
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conteniendo 35 U de lisostafina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) y se incubó 

a 37°C en agitación (100 rpm) monitoreando la pérdida de turbidez del cultivo 

midiendo periódicamente la absorbancia a una DO de 600. Una vez que se alcanzó 

la lisis bacteriana en el cultivo, se inactivó la lisostafina en un baño de agua a 

75°C durante 15 min, se enfrió la suspensión y se eliminaron las bacterias intactas 

filtrando la solución con un filtro de 0,2-✂✞  

� D-PBS: 0,96 gr de fosfato de sodio 0,008 M (Cicarelli), 0,27 gr de fosfato de 

potasio 0,002 M (Cicarelli), 8,18 gr de cloruro de sodio 0,14 M (Cicarelli), 0,75 

gr de cloruro de potasio 0,01 M (Anedra), en 1 lt de agua ultrapura, pH 7,4.  

� Buffer carbonato-bicarbonato: bicarbonato-carbonato de sodio 0,2 M, pH 9,4. 1,5 

gr de carbonato de sodio (Cicarelli) y 3 gr de bicarbonato de sodio (Biopack) en 

250 ml de agua ultrapura. 

� Buffer de bloqueo: 2 gr de albúmina sérica bovina (BSA, 4%, Sigma-Aldrich®), 

2,5 gr de sacarosa (5%, Fluka) en 50 ml de D-PBS, filtrado a 0,45 µm (filtro, MC-

PES-04S, Microclar). 

� Diluyente: 2 gr de albúmina sérica bovina (BSA, 4%, Sigma-Aldrich®), en 50 ml 

de D-PBS (pH 7,4). 

� Buffer de lavado: 500 µl de detergente Tween-20 (0.05%, Cicarelli) en 1 lt de D-

PBS. 

 

 

 

 

 

 

 



Anexo 2| Tesis Doctoral, MV Sofia Clara Sacco 

 

 

8.2. Anexo 2: Tablas. 

 

Tabla 1. Procedencia y características epidemiológicas de las cepas de S. aureus transitorias y persistentes seleccionadas.  

Cepas de 
S. aureus  

Presentación 
clínica 

RCS 
(cél/ml) 

Prevalencia de mastitis en el 
establecimiento (%) Procedencia Información complementaria 

3 
T-C s/d s/d SF 

Se aisló 1 vez y no se volvió a aislar. Procedente de 
un tambo de alta prevalencia de mastitis clínicas. 

8* T-C s/d s/d s/d s/d 

14 
T-C s/d s/d SF 

Se aisló 1 vez y no se volvió a aislar. Procedente de 
un tambo de alta prevalencia de mastitis clínicas. 

17* 

T-C 591.000 62 SF 

Elevada difusión en el rodeo. Se aisló la misma cepa 
con idéntico pulsotipo al PFGE a partir de 3 

muestras al azar tomadas el mismo día en diferentes 
animales con signos de la enfermedad. 

20 T-SC s/d 24,8 SF Cepa aislada de una IIM de una vaca en lactancia. 
25* T-C s/d s/d SF s/d 
37 T-SC s/d 24,8 SF Cepa aislada de una IIM de una vaca en lactancia. 
48* T-C 279.000 7 SF s/d 
61* T-C s/d s/d SF s/d 
110* T-C s/d s/d SF s/d 
117* T-C 591.000 62 C s/d 
126 T-SC s/d s/d SF Cepa posiblemente no tipificable para cap5 y cap8. 
127 T-SC s/d s/d SF Cepa posiblemente no tipificable para cap5 y cap8. 
133* T-C s/d s/d SF s/d 
157 T-C s/d s/d SF Cepa posiblemente no tipificable para cap5 y cap8. 
164 T-C s/d s/d SF Cepa posiblemente no tipificable para cap5 y cap8. 
179 T-SC s/d s/d SF Cepa posiblemente no tipificable para cap5 y cap8. 
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209 T-SC s/d s/d SF Cepa no tipificable para cap5 y cap8. 

247* 

T-C 591.000 62 C 

Elevada difusión en el rodeo. Se aisló la misma cepa 
con idéntico pulsotipo al PFGE a partir de 3 

muestras al azar tomadas el mismo día en diferentes 
animales con signos de la enfermedad. 

293* T-C s/d s/d C s/d 
322* T-C s/d s/d C s/d 

350 
T-SC s/d 34,5 SF 

Cepa aislada de una IIM de una vaquillona pre-
parto. 

358* T-C s/d s/d BA s/d 
364 * T-C 591.000 62 BA s/d 
731 T-SC s/d 24,7 SF Cepa aislada de una IIM de una vaca en lactancia. 

806 
T-SC s/d s/d SF 

La cepa fue aislada una vez y luego del tratamiento 
con antibióticos no se volvió a aislar. 

O37 
P-SC s/d s/d SF 

Cepa proveniente de un tambo con alta prevalencia 
de mastitis y elevados RCS en leche de tanque. 

316* P-SC 400.000 1 a 3 SF s/d 
397* P-SC s/d s/d SF s/d 

662 
P-SC s/d s/d SF 

Cepa proveniente de un tambo con alta prevalencia 
de mastitis y elevados RCS en leche de tanque. 

1570* P-SC 400.000 1 a 3 SF s/d 

1595* 
P-SC 400.000 1 a 3 SF 

La cepa aislada pre y post-tratamiento antibiótico 
fue el mismo pulsotipo. 

5011* P-SC 400.000 1 a 3 SF s/d 
5128* P-SC 400.000 1 a 3 SF s/d 

(T): Transitoria; (P): Persistente; (C): Clínica; (SC): Subclínica; (SF): Santa Fe, Argentina; (BA): Buenos Aires, Argentina; (C): Córdoba, 

Argentina; s/d: sin datos; IIM: infección intramamaria; PFGE: electroforesis en gel de campo pulsado; RCS: recuento de células somáticas. 

*Cepas utilizadas en la tesis doctoral de Pereyra EAL, (2015). 
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Tabla 2. Pares de cebadores (primers) utilizados para la amplificación de la secuencia nucleotídica de interés (PCR). 

Primer Secuencia (5'-3') Gen que amplifica 

Pares de 

bases Referencia 

Cap5k1 ��-GTCAAAGATTATGTGATGCTACTGAG-3´ Capsular polysaccharide 5 361 pb (Verdier y col., 2007) 
Cap5k2 5´-ACTTCGAATATAAACTTGAATCAATGTTATACAG-3´    
Cap8k1 5´-GCCTTATGTTAGGTGATAAACC-3´ Capsular polysaccharide 8 173 pb (Verdier y col., 2007) 
Cap8k2 5´-GGAAAAACACTATCATAGCAGG-3´    
agrI GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT Accessory gene regulator I     441 pb (Gilot y col., 2002) 
agrII TATTACTAATTGAAAAGTGGCCATAGC Accessory gene regulator II     575 pb  
agrIII  GTAATGTAATAGCTTGTATAATAATACCCAG Accessory gene regulator III     323 pb  
agrIV  CGATAATGCCGTAATACCCG Accessory gene regulator IV     659 pb  
pan  ATGCACATGGTGCACATGC Accessory gene regulator I-IV   
icaA  F-CTTGCTGGCGCAGTCAATAC  Intercellular adhesion A      178 pb (Pereyra, 2015) 

 R-CCAACATCCAACACATGGCA     
icaC   F-CTTGGGTATTTGCACGCATT  Intercellular adhesion C     209 pb (Pereyra, 2015) 

 R-GCAATATCATGCCGACACCT     
icaD  F-CGCTATATCGTGTGTCTTTTGGA  Intercellular adhesion D     164 pb (Pereyra, 2015) 

 R-TCGCGAAAATGCCCATAGTT    
bap  F-CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTGCAC Biofilm associated protein      971 pb  (Cucarella y col., 2001)  

 R-GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC    

blaZ  F-AAGAGATTTGCCTATGCTC  Betalactamasa     520 pb 
(Vesterholm Nielsen y col., 
1999)  

  R-GCTTGACCACTT TTATCAGC        
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Tabla 3. Características de cepas de S. aureus seleccionadas para ensayos de internalización en las MAC-T. 

Cepas S. aureus cap5 cap8 agrI agrII agrIII agrIV icaA icaC icaD bap blaZ Biofilm PFGE Procedencia clínica Origen 

3  - + + - - - + + + - - M  W  T-C SF 
179  - - + - - - - + + - - M  B T-SC SF 
806  - + - + - - + + + - - F  D T-SC SF 
037  - + + - - - + + + - - F  H P-SC SF 
5011  + - + - - - + + + - + D  O P-SC SF 
5128  + - + - - - + + + - - F  N P-SC SF 
V329 + - + - - - + + + + - F s/d s/d s/d 

(T): Transitoria; (P): Persistente; (C): Clínica; (SC): Subclínica; (SF): Santa Fe, Argentina; s/d: sin datos; PFGE: pulsotipo determinado por 

electroforesis en gel de campo pulsado; (-): negativa para el gen; (+): positiva para el gen. (D): Débil productora de biofilm; (M): Moderada 

productora de biofilm; (F): Fuerte productora de biofilm. 

 

Tabla 4. Características de cepas T y P de S. aureus seleccionadas para ensayos in vitro e in vivo. 

Cepas S. aureus cap5 cap8 agrI agrII agrIII agrIV icaA icaC icaD bap blaZ Biofilm PFGE MSLT UFC/ml internalizadas 

806 (T) - + - + - - + + + - - F  D  ST350 5,08E+04 
5011 (P) + - + - - - + + + - + D O CC188 2,50E+05 

(T): Transitoria; (P): Persistente; PFGE: pulsotipo determinado por electroforesis en gel de campo pulsado; MSLT: tipo clonal determinado por 

tipificación de secuencias multilocus; UFC/ml internalizadas en las MAC-T; (D): Débil productora de biofilm; (F): Fuerte productora de biofilm. 

 

A continuación, se adjuntan las planillas individulales con la caracterización por Genotipificación de ADN basado en microarreglos de las cepas 
T y P de S. aureus seleccionadas para los ensayos de internalización: 
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✿◆✵❈ ❼✶✳❹✟✟❽ ✾✷❇✹❃❆✈✷
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⑩⑤⑧➋➊➛➛❶⑥➊➜⑨⑧ ⑦➊⑥➊⑧
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❅✷✈❆✺✷ ❩❢●❩❩❩❫

▼❃✵❆❋❄❅ ❝❭❫❝❝❜❩❪❩❫❝❩

▼❃✹❆✾❆✾❇ ✺✴✾❃✵✴✿ ✇①

②③④⑤⑥⑦ ⑧⑨⑩⑩❶❷③

✾✹◆✷ ✵✷✸❊✿❃

❸✿✴✾✹✿ ✺✴◆❋✿✷❵ ▼➈❺✠✡

♥✸✸❆❇✾◆✷✾❃ ✸✺✴✵✷ ❤✴✵ ❸❸ ❆❉✷✾❃❆❤❆✺✹❃❆✴✾ ❞❜♦❫❬❻

❸✴◆◆✷✾❃✸ ❼✵✷❇✹✵❉❆✾❇ ❸❸ ✹✸✸❆❇✾◆✷✾❃❽ ❩

▼❃✵✹❆✾ ▼➈❺✠✡❾❿▼▼♥

♥✸✸❆❇✾◆✷✾❃ ✸✺✴✵✷ ❤✴✵ ✸❃✵✹❆✾

❆❉✷✾❃❆❤❆✺✹❃❆✴✾
❞❫♦❭❬❻

❸✴◆◆✷✾❃✸ ❼✵✷❇✹✵❉❆✾❇ ✸❃✵✹❆✾

✹✸✸❆❇✾◆✷✾❃❽
❩

▼❃✵✹❆✾ ✸❀✾✴✾❀◆✷✸ ❩

❴➄❊❆✈✹✿✷✾❃ ❇✷✾✴◆✷ ✸✷➄❊✷✾✺✷✸ ✹✾❉➂✴✵

✵✷❤✷✵✷✾✺✷ ✸❃✵✹❆✾✸
❩

❿➇▼➈ ✸✷➄❊✷✾✺✷ ❃❀❋✷✸ ✹✸✸✴✺❆✹❃✷❉ t❆❃✻

❃✻❆✸ ✸❃✵✹❆✾
❖✐❬❜❩➉ ❖✐ r❫❘❭❞❘❬❞❭❘❢❭❘❭❘❭❩❘❫❪s

✶❆❉✴◆ ✸❋✹ ❃❀❋✷✸ ✹✸✸✴✺❆✹❃✷❉ t❆❃✻ ❃✻❆✸

✸❃✵✹❆✾
❏❪❪❩❫

▼❸❸ ➂ ▼❸❸◆✷✺ ❃❀❋❆✾❇ ❘❘❘

♥✸✸❆❇✾◆✷✾❃ ✸✺✴✵✷ ❤✴✵ ▼❸❸ ➂ ▼❸❸◆✷✺

❆❉✷✾❃❆❤❆✺✹❃❆✴✾
❘❘❘

❸✴◆◆✷✾❃✸ ❼✵✷❇✹✵❉❆✾❇ ▼❸❸ ➂ ▼❸❸◆✷✺

❃❀❋❆✾❇❽
❘❘❘

❿✶▼♥ ❼◆✷✺♥❽ ✾✷❇✹❃❆✈✷

❿✶▼♥ ❼◆✷✺❸❽ ✾✷❇✹❃❆✈✷

❈✉➇ ✾✷❇✹❃❆✈✷

⑧④➊➋⑤➊⑧ ⑩❶❷➌➊❷
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✹❇✵❸❾❄✉ ✾✷❇✹❃❆✈✷
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❿✶▼♥ ❼◆✷✺❸❽ ✾✷❇✹❃❆✈✷

❈✉➇ ✾✷❇✹❃❆✈✷
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❤✾↕✆ ❼❸✽➇❽ ✾✷❇✹❃❆✈✷
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