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ABREVIATURAS

ACONHy,: acetato de amonio

ADN: acido desoxiribonucleico

ARN: acido ribonucleico

anti-PC5: anticuerpo anti polisacarido capsular 5
anti-PC8: anticuerpo anti polisacarido capsular 8.
BHI: Caldo Cerebro-Corazén

°C: grados centigrados

D derivados

DNTPs: desoxirribonucleétidos tri-fosfato
EDTA: Acido etiléndiamino tetra-acético

fw forward

GES: Isotiocianato de guanidinio

Ima Inoculacion intramamaria

ip Inoculacion intraperitoneal

kb: kilo bases

M: Molar

mM: Mili-Molar

MM: micromolar

Mg: microgramos

Ml microlitros

min: minutos

mA: miliampere

MgCls,: cloruro de magnesio

NT: No tipificable

PC: Polisacarido capsular

PC5: Polisacarido capsular de tipo 5

PC8: Polisacarido capsular de tipo 8
PFGE: electroforesis de campo pulsado

pb: pares de bases

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
RNC Region no codificante

rev reverse

rom: revoluciones por minuto

SDS: Dodecil sulfato de sodio

TSA agar tripteina de soya

T amb: temperatura ambiente

Tm: temperatura de melting o pegado de primers
u: unidades

V: voltios
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Pérdida de capsula en Staphylococcus aureus en la infeccion crénica: factores

causales y significado del hallazgo

Resumen

Staphylococcus aureus es agente causal de infecciones de importancia médica y
veterinaria. En Argentina, muchos aislamientos bovinos de S. aureus de Argentina son no
capsulados e incluso gran parte de éstos muestran una delecién de los genes cap5(8)
mediada por una variante de 1S257, arbitrariamente definida como I1Scap. La hipdtesis
nula de este trabajo es que las cepas NT bovinas de S. aureus de Argentina podrian
estar siendo co-seleccionadas por factores asociados a la presencia de la IScap, como el
uso de amonios cuaternarios o ciertos antibioticos. De no ser este el caso, la hipotesis
alternativa es que la ausencia de capsula provee a la bacteria una ventaja adaptativa que
le permite persistir en el huésped bovino crénicamente infectado. En el marco de esta
hipotesis, el objetivo general de este trabajo de investigacion es caracterizar por métodos
moleculares el locus cap en cepas NT a fin de determinar si existe un mecanismo
evolutivo definido que pueda explicar la pérdida de los genes que codifican para la
sintesis de microcapsula en S. aureus. Asimismo, se investigé las posibles ventajas
adaptativas de las cepas NT sobre las capsuladas en un modelo murino de mastitis como

también los posibles determinantes que puedan seleccionar este fenotipo in vivo.

Palabras claves: S. aureus, capsula, 1S257, 1Scap, no tipificables, persistencia, mastitis.
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Loss of capsule expression by Staphylococcus aureus in chronic infection:

causative factors and pathological significance of this finding

Abstract

Staphylococcus aureus is the causative agent of infections of medical and veterinary
importance. Most staphylococcal bovine isolates from Argentina are non-typeable (NT)
(i.e.: do not possess capsules serotype 5 or 8) and most of them have a deletion of the
cap5(8) gene cluster mediated by an 1S257 variant, arbitrarily defined as Iscap. The null
hypothesis of this study is that NT S. aureus bovine isolates from Argentina could be co-
selected by factors related to the presence of IScap, as quaternary ammonium salts or
certain antibiotics. If it is not the case, the alternative hypothesis is that the absence of
capsule may provide the bacteria with an adaptive advantage, which would allow the
persistence in chronically infected bovines. The general objective of the present study is
the characterization of the cap locus by molecular methods in NT isolates in order to
determine whether the lack of capsule could be a result of an evolutionary mechanism. In
addition, we investigated the possible adaptive advantages of NT S. aureus in comparison
with capsulated isolates in the experimental mouse model of S. aureus-induced mastitis,

as well as the possible determinants that could select such phenotype.

Keywords: Staphylococcus aureus, capsule, 1S257, persistence, mastitis.

Xii



Introduccion



1.1. STAPHYLOCOCCUS AUREUS: UN PATOGENO OPORTUNISTA

El género Staphylococcus pertenece a la familia Micrococcaceae. Las bacterias
pertenecientes al género se caracterizan por ser cocos gram positivos, anaerobios
facultativos, los cuales al dividirse quedan parcialmente adheridos por lo que presentan
una agrupacién caracteristica en racimos irregulares. Los estafilococos son inmoviles,
catalasa-positivos, oxidasa-negativos y no forman esporas. De todas las especies
pertenecientes a éste género, la de mayor importancia médica es Staphylococcus aureus

que se caracteriza por producir coagulasa (134).

S. aureus es un comensal de la piel y las superficies mucosas. Sin embargo, la
ruptura de alguna de estas barreras permite que esta bacteria se convierta en el agente
causal de infecciones de importancia médica y veterinaria. En el hombre S. aureus
aparece como patdégeno oportunista en individuos de la comunidad u hospitalizados. Las
infecciones asociadas a este microorganismo suelen ser recurrentes o persistentes a
pesar de la presencia de anticuerpos especificos circulantes y asociados a mucosas, y
del uso de antibiéticos a los cuales la bacteria es susceptible. Los mecanismos que
determinan dicha persistencia ain no han sido totalmente esclarecidos (7, 101), pero se
ha sugerido que la baja eficiencia lograda mediante la antibioticoterapia se debe en gran
parte a la capacidad de S. aureus de sobrevivir intracelularmente. Recientemente, se ha
descripto que en un cultivo de células epiteliales mamarias bovinas S. aureus puede
escapar del endosoma al citoplasma debido a la regulacién de ciertos genes por agr
(sistema regulador de S. aureus). Asimismo, utilizando la misma linea celular, se ha visto
una correlacion entre la activacién del reguldon agr, la expresion de toxinas de membrana
estafilocdccicas y la permeabilizacion de la membrana endosomal. La alta densidad
poblacional de S. aureus en el endosoma podria activar el agr por medio de “quérum
sensing” (autorregulacién). Después del escape de S. aureus del endosoma al

citoplasma, la bacteria puede permanecer por largos periodos, derivando en infecciones
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persistentes. Estas caracteristicas han sido asociadas a una subpoblacién de mutantes
conocida fenotipicamente como “small colony variants” o variantes puntiformes. En esta
subpoblacion, la capacidad de supervivencia intracelular se relaciona con la reducida

produccion de alfa-hemolisina (4).

1.2. INFECCIONES PERSISTENTES POR S. aureus

Entre las principales infecciones persistentes que S. aureus puede ocasionar en
humanos se encuentran la osteomielitis y la endocarditis. La osteomielitis se caracteriza
por una respuesta supurativa aguda, que contribuye a la necrosis tisular, la fractura del
hueso y la remocion del calcio. La infeccion puede extenderse a las estructuras 6seas
vecinas, interrumpiendo el aporte vascular y produciendo la necrosis de mas tejido éseo
contiguo. En este punto puede establecerse la fase crénica, cuando grandes segmentos
de hueso avascular se separan y forman secuestros (85, 118). La endocarditis infecciosa
implica la infeccion de la superficie endocéardica del corazén, siendo las valvulas
cardiacas las zonas afectadas con mayor frecuencia. Durante la endocarditis producida
por S. aureus pueden producirse ademas abscesos miocardicos, pericarditis purulenta y

abscesos del anillo valvular (118).

Entre las infecciones persistentes que S. aureus puede ocasionar en animales,
esta bacteria es la causa predominante de infecciones intramamarias crénicas en
rumiantes destinados a la lecheria. La mastitis infecciosa constituye la enfermedad mas
costosa de la industria lactea (120). Entre los perjuicios que genera esta infeccion, la
disminucion de la produccion y calidad de la leche, asi como el incremento de los costos
veterinarios y la acumulacién de animales por lesiones, infeccion cronica de la glandula
mamaria, o la muerte del animal, son problemas de trascendental importancia (135).
Asimismo, esta enfermedad posee gran relevancia no sdélo por su incidencia en la

economia sino también por su incidencia en la salud publica, ya que la leche es una

3



fuente de patdégenos para el hombre o puede contener en algunos casos antibiéticos
residuales (83). En el ganado, la piel de las ubres y pezones, asi como también las ubres
infectadas constituyen el principal reservorio de S. aureus (14; 116). En practicamente
todos los casos, las bacterias causantes de mastitis logran penetrar la glandula mamaria
a través del canal del pezdn, evadiendo la respuesta humoral y celular local. S. aureus
puede colonizar el extremo del canal del pezén, especialmente cuando éste se encuentra
dafado o erosionado. Una vez alli, la bacteria puede persistir y ascender por
multiplicacion a través del canal. El ascenso puede ocurrir por propulsién directa
(movimientos de las bacterias, capilaridad) o indirecta (impactos por la maquina de
ordefiar) o por la suma de ambos procesos (116). La colonizacion del canal del pezén
pareceria ser un paso indispensable para el desarrollo de la infeccidén y cuanto mas cerca
de la cisterna ocurre la colonizacién del canal, mayor es el riesgo de infeccion (13, 116).
La habilidad de S. aureus para adherirse a las células epiteliales y proteinas
extracelulares cumple un rol fundamental en la colonizacion y desarrollo de la
enfermedad. Asimismo, S. aureus expresa factores de virulencia relevantes para causar
dano en el tejido, facilitar la dispersién de la infeccion y neutralizar los mecanismos de
defensa del huésped (21). El contacto de las bacterias con la leche puede permitir su
transferencia dentro de la cisterna cuando la presion intramamaria aumenta (1, 2).
S. aureus produce varios factores de virulencia, incluso productos de superficie que son
secretados como leucotoxinas y enterotoxinas. El patrén de infeccidn para las infecciones
intramamarias es diferente de animal en animal, dependiendo de las distintas cepas de
estafilococcicas. De hecho algunos trabajos sugieren que existirian sélo algunos clones
involucrados en el desarrollo de la mastitis bovina. Estos clones expresarian un patron de

factores de virulencia especifico (137)

1.3. FACTORES DE PATOGENICIDAD DE S. aureus



S. aureus es un patégeno multifactorial y como tal produce una gran variedad de
factores de virulencia. Estos participan en la adhesion a las células del huésped, en la
invasion y dano de los tejidos, y en la evasion de los mecanismos de defensa del
huésped. Las patologias producidas por S. aureus involucran a tres clases de factores: a)
proteinas de secrecion, que incluyen los superantigenos (Sags), b) citotoxinas y enzimas
degradadoras de tejidos y c) factores asociados a las envolturas como proteinas de
union a superficie (MSCRAMMSs: “microbial surface components recognizing adhesive
matriz molecules”). Estas ultimas, incluyen a la proteina de union a la fibronectina,
proteina de unién al fibrindbgeno, otras adhesinas y antiopsoninas y los componentes de
la superficie celular, como la capsula y otros componentes de la pared celular de
peptidoglicano (88). Sin embargo, las diferentes infecciones causadas por esta bacteria
pueden correlacionarse con la expresion diferencial de grupos especificos de factores de

patogenicidad (101, 116).

1.3.1. ADHESION

Las adhesinas son las moléculas encargadas de unir la bacteria a los
componentes tisulares para resistir la fagocitosis y otras defensas innatas del huésped
(52, 32). En este sentido, se ha propuesto que existen interacciones especificas y no
especificas entre receptores de la pared bacteriana y componentes de las células del
huésped (116). Algunas cepas de S. aureus poseen una superficie altamente hidrofébica
que podria favorecer la adhesion de las bacterias a las células del huésped mediante
interacciones hidrofdbicas con la membrana celular. Asimismo, S. aureus puede unirse a
proteinas extracelulares del huésped tales como colageno vy fibronectina a través de las
proteinas de unién a colageno (CnBP) y de las proteinas de union a fibronectina (FnBP)

respectivamente (54; 66; 116, 88).

1.3.2. INVASION Y DANO DE LOS TEJIDOS



1.3.2.1. Enzimas extracelulares

S. aureus produce numerosas enzimas extracelulares, tales como hialuronidasa,
fosfatasa, nucleasa, lipasa, catalasa, fibrinasa, colagenasa y serino-proteasa, entre otros
(28). Dichas enzimas pueden degradar moléculas organicas en el ambiente para obtener
nutrientes bacterianos. La degradacion de constituyentes de tejidos facilita la difusion de
la bacteria en el tejido y contribuye a la virulencia de los estafilococos, atacando
moléculas involucradas en la defensa del huésped contra la infeccion (110). Asimismo,
S. aureus produce coagulasa, una proteina que se une a la protrombina del suero, la
activa y desencadena la coagulacion (101, 94). El rol de la coagulasa en la patogénesis
de las infecciones estafilocccicas no se encuentra totalmente dilucidado. Una funcion
posible podria ser que los coagulos de fibrina alrededor del sitio de la infeccion protejan a
la bacteria de los mecanismos de defensa del huésped. En estudios realizados con
mutantes deficientes en la produccion de coagulasa se observé que la reduccién en la
virulencia dependia del modelo experimental utilizado, lo cual sugiere que este factor de
patogenicidad podria ser mas relevante en algunos tipos de infeccién que en otros (137;
99). La coagulasa y la estafiloquinasa no poseen actividad enzimatica en si mismas pero
sirven de cofactores para ciertas enzimas en el huésped. Recientemente, se ha descripto
que la estafiloquinasa induce la degradacién de dos de las mas importantes opsoninas
humanas: inmunoglobulina G (IgG) y C3b; dando por resultado un eficiente mecanismo

para la evasion de la opsonofagocitosis (106).

La produccion de estos factores de virulencia esta controlada por el regulador
global agr por medio de RNAIII, que también puede ser regulado por la familia de SarA 'y
proteinas homologas (3). La patogenicidad de S. aureus es un proceso complejo que
involucra la expresién de diversos factores de virulencia por medio de reguladores

globales que a su vez activan varios grupos de genes. Las dos familias principales de
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reguladores estafilocdccicos son: 1) el sistema regulatorio de dos componentes (TCRS)
entre los que se encuentran agr, saeRS, arlA/B, srrA/B entre otros, y, 2) la familia de
proteinas homdlogas a SarA. La respuesta a estimulos ambientales esta controlada por
la via alternativa de factores sigma que son activados generalmente por la célula mas
que por sefales de transduccion. S. aureus posee dos factores sigma: B y H. Sigma B es
requerido para la activacion de genes involucrados en la sintesis de pigmentos, defensa
contra el estrés oxidativo, biosintesis de la pared celular, ciertas adhesinas, entre otros;
mientras que inhibe la produccién de exoproteinas y toxinas. Sigma B es activado en
situaciones de estrés y por deplecion de ATP celular. Sin embargo, los patrones
regulatorios globales en S. aureus son muy complejos e incluyen multiples interacciones,

retroalimentaciones y solapamiento de de genes (23).

1.3.2.2. Hemolisinas

Las hemolisinas a, 3, yy ® son agentes citotéxicos que promueven la penetracién
de la bacteria en el tejido del huésped. Las hemolisinas a y y poseen la capacidad de
incorporarse a la estructura de la membrana celular de la célula atacada, formando poros
que modifican la permeabilidad de la membrana al agua e iones, lo cual lleva a la lisis
osmoética de la célula blanco. La hemolisina d forma una hélice a anfipatica que actuaria
como surfactante, provocando la lisis celular muy rapidamente. La hemolisina B es una
esfingomielin-fosfolipasa que altera la estructura lipidica de la membrana celular (11;
101; 116). Ademas de su participacion en el dafo a eritrocitos, leucocitos, células
epiteliales y endoteliales, recientemente se ha propuesto que las hemolisinas producidas
por S. aureus participarian en el escape de la bacteria desde el endosoma hacia el
citoplasma de las células epiteliales, contribuyendo asi a la persistencia en el medio

intracelular (30).



1.3.3. EVASION DE LOS MECANISMOS DE DEFENSA DEL HUESPED

1.3.3.1. Proteina A

La proteina A (Spa) es una molécula de superficie que tiene la habilidad de unirse
a la porcion Fc de los anticuerpos IgG. Se ha demostrado que la Spa, tanto libre como
unida a la superficie bacteriana, es capaz de inhibir la fagocitosis por neutréfilos in vitro
(116). La unién de IgG en la orientacién inversa le proporciona a la bacteria una
cobertura protectora frente a la fagocitosis. El rol de la Spa como factor de virulencia in
vivo depende, al igual que el de otros factores de patogenicidad del tipo de infeccion
investigada (95; 52). En estudios realizados con una mutante deficiente en la produccion
de Spa, se observd una marcada disminucion en la virulencia en un modelo murino de
bacteriemia (95), pero las diferencias en un modelo murino de mastitis son menos

evidentes (37). Recientemente se ha demostrado que la proteina A puede liberarse al

medio e interferir con el receptor de TNF-qa, inhibiendo la respuesta inflamatoria (40).

1.3.3.2. Proteasa V8

La proteasa V8 es una serin-proteasa que tiene la habilidad de clivar e inactivar a
los anticuerpos 1gG in vitro. Un segundo rol de esta proteasa involucra la proteccion
contra péptidos antimicrobianos como por ejemplo las defensinas de los neutrdfilos o las
proteinas conocidas como PMPS (del ingles “platelet microbiocidal proteins”). Asimismo,
esta proteasa contribuye a la destruccion de proteinas de los tejidos, promoviendo la

invasién de los mismos (101; 77).

1.3.3.3. Superantigenos



Varias de las proteinas extracelulares producidas por S. aureus tienen la
capacidad de actuar como superantigenos. Entre ellas se incluyen las enterotoxinas A, B,
C, D, E, G y H, la toxina del sindrome de shock téxico (TSST-1 o enterotoxina F) y las
toxinas exfoliativas A y B (11). Recientemente, se han incluido los tipos G a Ry U (92).
Estas toxinas causan respuestas eméticas cuando son ingeridos. Los superantigenos
tienen la habilidad de unirse al complejo de histocompatibilidad 1l (MHCII) que se
encuentra en la superficie de los linfocitos T (LT). Mediante ésta unién, son capaces de
mediar la activacion de un gran numero de clones de linfocitos T en forma inespecifica.
La activacion descontrolada de los LT lleva finalmente a fendbmenos como anergia,

apoptosis y delecion de LT reactivos, entre otros (34).

Por otro lado, se ha visto que existen diferencias geograficas en la produccion de
superantigenos (SAgs) en las cepas que producen mastitis. Algunas cepas producen
enteroxina D (SED) sdéla o en combinacion con la enterotoxina C (SEC) y TSST-1.
Algunos trabajos sugieren que las cepas que producen SEC y TSST-1 causan mastitis
clinica severa sin respuesta al tratamiento, mientras que otras investigaciones, no
encuentran correlaciéon entre las manifestaciones clinicas de la mastitis y la produccion
de SAgs. Recientemente, han descripto que sdlo SEC tendria un rol importante en la

severidad de la mastitis (122).

1.3.3.4. Leucocidinas

Las leucocidinas pertenecen a la familia de toxinas codificadas por varios genes y
estan conformadas por dos proteinas: S y F. La leucocidina Panton-Valentine (PVL) es

una de las leucocidinas prototipicas de S. aureus. La exposicidon de neutréfilos a PVL in



vitro deriva en el hinchamiento y redondeo de las células y sus nucleos. La lisis celular es
precedida por la degranulacion y ruptura del nucleo. Uno de los mayores efecrtos de la
PVL es la rapida acumulacién intracelular de Ca*, mediante la activacion de canales de
para este ion. La presencia de PVL ha sido asociada a ciertos tipos de infecciones
cutaneas, en particular, la furunulosis, celulitis y algunos tipos de abscesos (11).
Recientemente, la produccion de PVL ha sido asociada con la meticilino resistencia
adquirida (125) y neumonias necrotizantes severas en nifos y adultos jovenes (36).
Estas patologias se caracterizan por la alta letalidad y extensiva necrosis en la mucosa

traqueal y bronqueal como asi también en el espacio intralveolar.

1.3.3.5. Capsula

S. aureus puede producir una capsula polisacarida, que puede interferir con las
defensas del hospedador. Esta capsula inhibe la accion fagocitica y bactericida de los
neutréfilos mediante el bloqueo de los receptores necesarios para identificar y dar muerte
a S. aureus (83). Se ha reportado ademas, la capacidad de estos polisacaridos capsulares
(PC) de unirse a células epiteliales, endoteliales y monocitos estimulando la secrecién de
distintas citoquinas (101). Dada la importancia de este factor de virulencia para el desarrollo

de este trabajo, este tema se amplia a continuacion.

1.4. POLISACARIDO CAPSULAR DE S. aureus

Para muchos patégenos bacterianos, las capsulas son importantes factores de
patogenicidad que permiten a la bacteria evadir el sistema inmune del hospedador. Mas

del 90% de los aislamientos clinicos de S.aureus producen PC y se han llegado a
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describir hasta 11 serotipos distintos (113). Sin embargo, sélo los polisacaridos de los
serotipos 1, 2, 5 y 8 han sido purificados y quimicamente caracterizados (93; 56).
Estudios de serotipificacion de aislamientos de estafilococos de diferentes colecciones de
cepas que representaban numerosas regiones geograficas han revelado que entre el 75-
80% de los aislamientos recuperados de humanos producen PC5 o PC8 (59; 105). Las
cepas productoras de PC de tipo 1 y 2 poseen una capsula gruesa y producen colonias
mucoides al ser cultivadas en medio sélido. El rol critico de estos dos tipos de PC en la
patogénesis ha sido bien establecido (93; 71). Debido a que las cepas mucoides son
facilmente reconocibles, fueron utilizadas como prototipo en los primeros estudios sobre
capsula estafilocdccica. La cepa “Smith Diffuse” es serotipo 2 y fue el primer aislamiento
encapsulado de S.aureus que fue caracterizado. Sus propiedades biolégicas son

similares al serotipo 1 de la cepa “M”.

Por el contrario, las cepas de S. aureus de los serotipos 5 y 8, producen menos
cantidad de capsula bajo las condiciones de rutina del laboratorio, por lo que fueron
denominadas microcapsuladas. El rol de la microcapsula en la virulencia no es
totalmente claro, dependiendo en gran medida del modelo animal utilizado (24). En la
actualidad, la gran mayoria de los estudios sobre virulencia del PC se focalizan en la

biologia de cepas no mucoides microcapsuladas (24).

1.4.1. ESTRUCTURA

Los PC de los serotipos 5 y 8 tienen unidades repetitivas de trisacaridos similares
que comprenden acido N-acetilglucosaminurénico; acido N-acetil-D-fucosamina; N-acetil-
L-fucosamina, y difieren sélo en la unién entre el grupo amino del azucar y la posicion de

O-acetilacion (24; 56). (Esquema 1).
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Tipo 1:
(—4)-a-D-GalNACcA(1 - 4)-a-D-GalNAcA(1 - 3)-a-D-FucNAc(1 - ),
Tipo 2:
(—4)-B-D-GIcNACA(1 - 4)-B-D-GIcNAcA(L-alanil)(1 - ),
Tipo 5:
(—4)-3-O-Ac-B-D-ManNAcA(1 - 4)-a-L-FucNAc(1 - 3)-B-D-FucNAc(1 - ),
Tipo 8:
(- 3)-4-O-Ac-B-D-ManNAcA(1 - 3)-a-L-FucNAc(1 - 3)-B-D-FucNAc(1 - ),

Esquema 1: Unidades repetitivas de los cuatro tipos capsulares: 1, 2, 5 y 8. GaINAcA:
Acido N-acetilgalactosaminurénico; FucNAc: N-acetilfucosamina; GIcNAcA: Acido N-
acetilglucosaminuronico; ManNACA: Acido N-acetilmanosaminurénico; O-Ac: O-acetilo)

1.4.2. GENETICA

El grupo o “cluster” de 13 genes cap? fueron los primeros en ser secuenciados y
clonados. Sin embargo, se han identificado dos genes mas cuando se secuencid la
region corriente abajo. Interesantemente, todo el operon cap? esta localizado en un
cassette cromosomal en el genoma de S. aureus (SCC), genéticamente similar al
elemento que proporciona la meticilino-resistencia (SCC mec). Estos elementos
cassettes cromosomales estan localizados en el mismo sitio especifico en el cromosoma
de S. aureus, por lo tanto SCCcap?1 y SCCmec son alélicos. El elemento SCCcap? es
deficiente en su movilizacion debido a mutaciones dentro de los genes de la
recombinasa. Sin embargo, los sitios de unidon son funcionales ya que la escision del
elemento pudo ser demostrado por estudios de complementacién con genes funcionales
de la recombinasa del elemento SCCmec. A pesar de que el elemento SCCcap? en siy
las regiones flanqueantes contienen numerosas mutaciones y reordenamientos de ADN,
los genes de cap1 estan intactos y funcionales. Esta observacion sugiere que SCCcap1
se ha insertado dentro del sitio SCC mucho tiempo antes confiriéndole una ventaja de

supervivencia a la cepa (71).
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El hecho de que cap? se localice en el locus SCC implica que esa cepa podria
poseer dos loci de capsula en el cromosoma y producir simultdneamente dos tipos de
capsula diferentes. En efecto, se ha demostrado que el serotipo 1 de la cepa M contiene
los genes cap? en el locus SCC y el cluster homoélogo a cap8 en el locus cap(5)8. La
delecion de los genes cap? del cromosoma bacteriano resulta en un mutante que
produce un tipo diferente de capsula. Sin embargo, no se ha demostrado que la cepa
salvaje M pueda producir dos tipos de PCs al mismo tiempo. La cepa mucoide del
serotipo 2 Smith también contiene dos loci de capsula en el cromosoma como fue

demostrado en experimentos de hibridizacion por Southern Blot (72).

Los “clusters” de genes cap5 y cap8, requeridos para la produccién de los PC de
tipo 5 (PC5) y tipo 8 (PC8) respectivamente, han sido clonados y secuenciados (108).
Los “clusters” cap5 y cap8 contienen 16 genes relacionados, denominados cap5(8)A
hasta cap5(8)P, los cuales se transcriben en la misma orientacién. Doce de los 16 genes
que componen el “cluster” cap5 son idénticos a sus correspondientes en el “cluster’
cap8, mientras que los cuatro genes restantes de cada “cluster” son tipo-especificos. Los
4 genes especificos estan ubicados en la regién central del “cluster”, flanqueados por los

genes comunes a los 2 tipos (93).

“Cluster” cap5(8) de S. aureus

0 5 10 15 Kb
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El analisis de secuencia del “cluster” cap revelé una moderada homologia de los
genes cap5(8) A-D (61% y 71% de identidad a nivel de aminoacidos, respectivamente)
con cap1 A-D (107, 108). Los genes que componen el cluster cap8 han sido
caracterizados a nivel molecular. Al igual que los genes cap1, la transcripcién de los 16
genes cap8 esta dirigida por un promotor principal y da lugar a la formacion de un gran
transcripto de aproximadamente 17kb. Asimismo, se han identificado varios promotores
internos mas débiles dentro del operdn cap8. (71, 93). A pesar que los operones cap?y
cap8 son transcriptos en forma similar por un promotor primario localizado al comienzo
del operdn, el promotor de cap1A es 60 veces mas fuerte que el promotor cap8A, en sus
respectivos contextos genéticos. Esta diferencia puede explicar el hecho que la capsula
de tipo 1 se produce con mayor abundancia que la capsula de tipo 8 y que las cepas que
producen PC1 forman colonias mucoides, mientras que las que producen PC8 forman

colonias no mucoides (93).

Aproximadamente un 20% de los aislamientos de S. aureus de humanos son NT,
es decir, no son reactivas con anticuerpos contra los tipos capsulares 1, 2, 5y 8. La
mayoria de éstas cepas, contienen una copia intacta de los genes del “cluster” cap5(8) y
producen el transcripto , indicando que estas cepas NT no expresan capsula debido a
mutaciones puntuales dentro de los genes esenciales para producir el polisacarido
capsular. Algunos aislamientos NT producen una reducida cantidad de transcripto
cap5(8), y ese fenotipo se correlaciona con mutaciones dentro del promotor de cap5(8) o
en los genes regulatorios (93). En un numero de aislamientos de Argentina, se ha
encontrado una delecion del locus cap5(8) con una concomitante insercion de una

secuencia de insercion (IS) de la familia 1IS6 (114).
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1.4.3. BIOSINTESIS

La comparacion de secuencias de los genes cap de S. aureus con proteinas cuya
funcién es conocida y el uso de cepas con mutaciones o deleciones de dichos genes,
permitié la asignacion de funciones posibles a varios de los 16 genes cap5(8) (93, 108).
El producto del gen cap5(8)B es homélogo a varias proteinas involucradas en la
determinacion de la longitud de la cadena de polisacaridos. Un mutante de éste gen
produce la misma cantidad de polisacarido que la cepa salvaje pero con un peso
molecular menor, lo cual sugiere que este gen esta involucrado en la determinacion de la
longitud de la cadena de polisacaridos (93, 108). Se ha propuesto que el gen cap5H
codifica para una acetil-transferasa que participa en la O-acetilacion del ManNACcA. En el
“cluster” cap8, el gen cap8J cumpliria la misma funcién (9; 93). Los genes cap5H y cap
8J, estan localizados en la region tipo-especifica en cada operon. Esto es consistente
con que la O-acetilacién en el tipo capsular 5 y 8 se encuentra en diferentes posiciones
del ManNAcA (93, 56). Se ha demostrado que los genes cap50 y cap5P pueden
complementar con sus homologos en E.coli, los genes rffE y rffD, respectivamente. El
gen rffE codifica una UDP-N-acetilglucosamina-2-epimerasa y el gen rffD codifica para
una UDP-N-acetiimanosamina deshidrogenasa. Ambos genes son requeridos para la
biosintesis del ManNACA, uno de los tres residuos de azucares del antigeno comun de
las enterobacterias (93, 104). Dado que el ManNAcA también es un componente de la
capsula tipo 5y 8 de S. aureus, se ha propuesto que los genes cap5(8)O y cap5(8)P
tendrian funciones equivalentes a los genes rffE y rffD. Estudios in vitro confirmaron que

el producto del gen cap5P tiene actividad de UDP-GIcNac-2-epimerasa (10, 93).

1.4.4. ROL DEL POLISACARIDO CAPSULAR DE S. aureus EN LA VIRULENCIA
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El rol de la capsula de tipo 1 y 2 en la inhibicién de la fagocitosis y su contribucion
a la patogénesis de las infecciones por S. aureus ha sido extensamente demostrado (93).
Por el contrario, el rol de las microcapsulas producidas por las cepas de tipo 5y 8 se
encuentra en discusion. Las evidencias acerca de la virulencia que promueven estos dos
tipos de PCs provienen de estudios in vitro como de experimentos realizados en distintos
modelos animales de infeccién y colonizacidon por S. aureus. Varios estudios han
correlacionado la produccion de capsula con la resistencia in vitro a la fagocitosis (129).
Se ha demostrado que los neutréfilos humanos pueden fagocitar los mutantes NT en
presencia de suero no inmune con actividad de complemento, mientras que los
aislamientos de serotipo 5 requieren suero especifico anti-capsula y complemento para
lograr una Optima opsonofagocitosis (71). Se ha demostrado que un mutante con
sobreproduccion de PC8 fue mas resistente a la opsonofagocitosis in vitro por neutréfilos
humanos en comparacion con la cepa parental Becker (73). Nilsson ha reportado que los
macrofagos murinos fagocitaban los mutantes PC5-negativos en forma mas eficiente que
la cepa parental Reynolds (PC5). Una vez fagocitados los S. aureus, la cepa PC5 podian
sobrevivir intracelularmente mas eficientemente que los estafilococcos de la cepa

mutante (84).

Otros autores compararon la opsonizacién de cepas isogénicas de S. aureus y
demostré que las cepas PC5 capturaban un 42% menos de suero complementado (C3)
que el mutante acapsulado (25). Estudios in vitro adicionales indicaron que el PC8
purificado activd células T CD4+ humanos y de rata. La transferencia de células T
activadas por PC8 mas adyuvante en la cavidad peritoneal de ratas no expuestas a

ningun patégeno, provoco la formacion de abscesos peritoneales (71).

Las cepas capsuladas de S. aureus fueron mas virulentas en modelos animales
de infeccion estafilococcica en comparacion con la mutante no capsulada. La cepa

capsulada Reynolds produjo un nivel de bacteremia murina mayor y una eliminacion mas
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lenta en el torrente sanguineo en comparacion con dos mutantes no capsuladas.
Asimismo, cuando se infectaron ratones con una cepa con sobreproduccion de PC8 y la
cepa parental Becker, la cepa sobrecapsulada persistié por mas tiempo en el torrente
sanguineo, bazo e higado (73). La cepa Reynolds fue mas virulenta que la mutante
acapsulada en un modelo de infeccién renal y en un estudio de produccién de abscesos.
En efecto, la inoculacién de PC5 y PC8 purificados provocé la formacién de abscesos
(123). Varios investigadores demostraron que la capsula aumenta la virulencia de
S. aureus en modelos animales de bacteriemia y artritis séptica e incluso en modelos

letales de infeccion (71)

Recientemente, se ha demostrado que las cepas PC5+ eran mas virulentas que
las cepas PC8+, y éste hallazgo se correlacionaba con una mayor supervivencia del
serotipo 5 en los ensayos de fagocitosis y muerte bacteriana (129). Sin embargo, en un
modelo de endocarditis por catéter en ratas, las cepas PC5+ resultaron mas atenuadas

que las cepas mutantes acapsuladas (6; 81).

La adherencia estafilocdccica a las valvulas danadas del corazoén es critica para el
inicio de la infeccion en un modelo de endocarditis. La correlacion inversa entre la
produccién de capsula y la infectividad en éste modelo, sugiere que la capsula podria
estar enmascarando las adhesinas que son determinantes de virulencia importantes en
la endocarditis (93). En experimentos in vitro para evaluar la adhesion de S. aureus a
células endoteliales indicé que la union fue maxima en condiciones de minima expresion
de PC5. Asimismo, una mutante acapsulada mostré6 mayor adherencia a células
endoteliales en comparacion con la cepa salvaje. La restauracion de la produccion de
PC5 por complementacion dio por resultado una cepa de S. aureus con un fenotipo
pobre para la adhesion. Similarmente, se ha observado que la expresion de PC5 y PC8
disminuye la eficiencia de una de las moléculas de adhesion (“clumping factor”) de

S. aureus que media la union a fibrindgeno y plaquetas. Todos estos resultados indican
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que la capsula es importante para la virulencia estafilocéccica, particularmente en

infecciones relacionadas con el torrente sanguineo, piel y partes blandas (71)

1.4.4.1. ROL DEL POLISACARIDO CAPSULAR EN LA PATOGENESIS DE LAS

INFECCIONES INTRAMAMARIAS

En los primeros estadios de la infeccion intramamaria en bovinos por S. aureus,
se evidencia una respuesta del huésped no especifica en la que la actividad fagocitica de
los neutrdfilos polimorfonucleares (PMN) cumple un papel crucial. Los neutréfilos, como
el primer fagocito que ingresa al sitio de inflamacion, reconoce y elimina al organismo
invasor. La fagocitosis es facilitada por las opsoninas, siendo la IgG y el componente 3
del complemento (C3) las mas importantes. Este hecho se debe a la presencia de
receptores para la porcion Fc de la IgG y C3b o iC3b en la superficie de los PMN.
Asimismo, se cree que el sistema del complemento es un importante operador en el
inicio y control de la inflamacion (102). Otro factor importante en la respuesta innata de la
glandula mamaria es la lactoferrina. La lactoferrina (Lf) es una proteina que funciona,
entre otras actividades, como quelante de iones de hierro. Esta propiedad le proporciona
actividad bacteriostatica y protectora de los radicales libres del huésped. Por lo tanto, S.
aureus es susceptible a la Lf dado que ésta bacteria requiere iones de hierro para crecer

(102).

En las cepas de S. aureus con capsula gruesa (productoras de PC1 o PC2), la
pared bacteriana se encuentra enmascarada por la misma. Este factor no limita la unién
de opsoninas (inmunoglobulinas y complemento) a la pared, pero no permite la
interaccion de las opsoninas con los receptores de las células fagociticas. De acuerdo a
estos resultados, se puede sugerir que las cepas encapsuladas podrian requerir la

presencia de anticuerpos contra la capsula en el sitio de la infeccion para su
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opsonizacion (58). No obstante, dado que cepas PC1+ o PC2+ son muy
infrecuentemente aisladas de bovinos con mastitis, este tipo de polisacarido capsular

podria no tener un rol relevante durante las infecciones intramamarias (58, 114).

El rol de la microcapsula de S. aureus durante la patogénesis de las infecciones
intramamarias aun no ha sido esclarecido. Sin embargo, en un trabajo reciente in vitro
con mutantes isogénicas de la cepa Reynolds, se ha demostrado que la presencia de PC
del serotipo 5 u 8 reduce la eliminacion de S. aureus por los neutrdfilos bovinos.
Asimismo, la actividad de estallido oxidativo no fue estimulado por las cepas capsuladas
en sangre. El agregado de anticuerpos especificos anti-capsula incrementé la fagocitosis
y el estallido oxidativo contra las cepas capsuladas. La cepa capsulada no mostré
diferencia en las diferentes determinaciones en presencia o ausencia de anticuerpos
especificos (58). Varios investigadores han sefalado que las estrategias
inmunoprofilacticas para la prevencidon de la mastitis deberian contemplar la induccion,
mediante la vacunacion, de anticuerpos especificos dirigidos contra la capsula de
S. aureus. De acuerdo a este concepto, se han desarrollado diferentes tipos de vacunas,
y la mayoria de las preparaciones de vacunas experimentales evaluadas se han incluido
extractos de polisacarido (70; 86; 132). Recientemente se han desarrollado vacunas de
ADN (62, 110) y bacterias atenuadas (19). Sin embargo, hasta el presente no se han
realizado estudios que determinen de manera directa el rol de PC5 y PC8 en modelos
animales de mastitis ni su rol como determinantes antigénicos protectores. Hensen y
col. , evaluaron la expresion de PC5 en la glandula mamaria de bovinos durante la
infeccion experimental de la misma con S. aureus (49). En este trabajo se determiné que
S. aureus producia PC5 tanto durante la infeccién temprana como durante la etapa
cronica de la infeccion. Se observo la produccién de PC5 por bacterias localizadas en los
alvéolos y en contacto con el epitelio mamario. Durante el estadio cronico se observo

ademas la produccion de PC5 por bacterias localizadas en el tejido intersticial profundo.
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Dada su expresion in vivo, se ha sugerido que el PC podria jugar un rol como factor de

patogenicidad durante la mastitis estafilococcica (49).

1.4.4.2. PREVALENCIA DE S. AUREUS PC5+ O PC8+ EN AISLAMIENTOS DE

BOVINOS CON MASTITIS

Entre los diferentes serotipos capsulares que se han propuesto para S. aureus,
los tipos 5 y 8 son los predominantes en aislamientos provenientes de humanos
infectados. Sin embargo, existe considerable variabilidad en la prevalencia de PC5 y PC8
en aislamientos provenientes de bovinos con mastitis de diferentes regiones geograficas

del mundo (24).

En un estudio realizado sobre 212 aislamientos de S. aureus de leche de vacas
con mastitis en Francia, se determind que el 69% eran CP5+ (51%) o CP8+ (18%) (24).
Guidry y col. asimismo demostraron que el 70% de 94 aislamientos provenientes de 4
paises de Europa (Inglaterra, Francia, Holanda y Alemania) eran tipificables con
anticuerpos anti-PC5 o anti-PC8. Las cepas NT tampoco reaccionaron con anticuerpos
anti-PC1 o anti-PC2 (42). En otro estudio realizado sobre 274 aislamientos provenientes
de Europa (Dinamarca, Suecia, Irlanda, Islandia y Finlandia) se observé que el 63% de
los mismos producia PC5 o PC8 y so6lo el 37% era NT (24, 119). Por el contrario, cuando
se analizaron aislamientos provenientes de leche de bovinos con mastitis de Israel y
Corea, solo el 17% y 26% respectivamente, presentd producciéon de PC5 o PC8 (44,
113). Dos estudios realizados en forma independiente con aislamientos de leche de
bovinos con mastitis en Estados Unidos revelaron que el 41% y el 42% de 273 y 362

aislamientos respectivamente eran NT con anticuerpos anti-PC5 o PC8 (24).
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En nuestro laboratorio, se ha investigado la prevalencia de S. aureus productor de
PC5 y PC8 en aislamientos de leche de bovinos con mastitis de 22 localidades de
Argentina. Sorprendentemente, solo 14 de los 195 aislamientos estudiados (7,1%)
produjeron PC5 y 13 aislamientos (6,6%) produjeron PC8. En consecuencia, 168
aislamientos (86,3%) resultaron NT con anticuerpos anti-PC5 o anti-PC8. Entre las 22
localidades investigadas, se encontrd que las 14 cepas PC5+ estaban distribuidas entre
9 distritos y las 13 cepas PC8+ en 8 distritos. En cuatro localidades se encontraron
aislamientos de ambos serotipos. Las cepas NT se detectaron en 21 de las 22

localidades estudiadas (114).

En estudios preliminares, se realizaron ensayos de hibridizacién de DNA sobre un
pequeio numero de cepas NT de S. aureus epidemiologicamente no relacionadas, para
determinar si estas cepas contenian los genes involucrados en la sintesis de capsula.
Para ello, se utilizaron diferentes sondas de ADN. Se utilizaron los fragmentos de ADN
comunes entre capb y cap8 (capS5ABCD y cap5LMNOP) y fragmentos Unicos para capb
(capblJK) o cap8 (cap8HIJK). Se observo que los fragmentos capbABCD, cap5IlJK y
cap5LMNOP hibridizaron con el ADN cromosomal de 3 de las 8 cepas NT estudiadas. El

ADN de las 5 cepas restantes no hibridizé con ninguna de las sondas empleadas (114).

1.5. TRANSPOSONES Y SECUENCIAS DE INSERCION EN S. AUREUS

Se han descripto varios elementos transponibles en S. aureus como transposones
y secuencias de insercién (IS). Estas ultimas son las que juegan el rol mas importante en
la expresion fenotipica y evolucion del genoma dentro de las bacterias gram positivas.

Una de las familias de secuencias de insercion de S. aureus mas importante es
IS6. La familia IS6 fue descripta por primera vez en las secuencias repetidas directas del

transposon Tn6 de E. coli (8). Histéricamente, a muchos de estos elementos se les

21



atribuyé un nimero individual de IS y se descubrié que algunos de estos eran idénticos o
con alta identidad a otros ya descriptos. Se ha demostrado que varios miembros de
distintas familias de ISs eran capaces de transponer. Las transposasas estan
relacionadas y tienen un nivel de identidad ente el 40 y 94%. Generalmente, estas
transposasas tienen una longitud de 789pb (1S257) a 880pb (IS6700). Todas contienen
terminaciones invertidas (IRs) de 15-20pb y generalmente originan una repeticion directa
de 8pb en el sitio blanco de insercién aunque no presentan selectividad de secuencias
blanco (79). Interesantemente, elementos con idéntica secuencia han sido encontrados
en varias especies bacterianas, indicando una relativa diseminacién horizontal. Dentro de
la estructura general de estas transposasas, se destaca la triada aminoacidica que
conforma el sitio catalitico. Esta triada esta conformada por tres dominios denominados
N2, N3 y C1. Al mismo tiempo, dentro de esta triada se reconoce el motivo DDE que esta
conservado en todos los elementos de la familia IS6. Este motivo es el mas importante
dentro del sitio catalitico, ya que mutaciones relevantes en este sitio derivan
indefectiblemente en la pérdida de funcionalidad de la proteina (74). Muchos de estos
elementos de insercion se relacionan con resistencia a antibiéticos (aminoglucésidos,
vancomicina, eritromicina, meticilina y mupirocina, entre otros), antisépticos vy
desinfectantes (sales de amonio cuaternario), metales (cadmio y mercurio) y moléculas
bioactivas (prolisostafina y factor de inmunidad a lisostafina). La 1S257 (conocida también
como 1S437), ha sido hallada en diversos contextos genéticos dentro de los
estafilococos. La prevalencia de los genes de resistencia delimitados por esta secuencia
de insercién ha determinado la estructura de varios transposones como el TN4003 y
TN4004. Se ha descripto que esta IS desarrolla un mecanismo de transposicion
replicativa no resuelta. Este evento involucra dos replicones cointegrados que estan
fusionados por medio de una copia de la 1S257. Muchos segmentos flanqueados por la
1IS257 representan plasmidos cointegrados dentro de un gran plasmido o del cromosoma.
Frecuentemente se observan eventos de delecion adyacentes a la 1IS257 que podrian ser

el resultado de una transposicion intramolecular de ésta secuencia de insercién. Sin
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embargo, se ha demostrado que las fusiones y deleciones de secuencias ocurren como
resultado de una recombinacion homologa que se produce entre copias preexistentes de

la 19257 (31).

Dentro del genoma de S. aureus, se han descripto otros elementos accesorios de
intercambio de genes como cassettes cromosomales (SCCmec y SCCcapi),
bacteriéfagos que contienen diferentes factores de virulencia, islas de patogenicidad
(Saplbov2, en cepas de bovinos) y plasmidos. Todos estos elementos proporcionan
mecanismos de transferencia genética que derivan en la evolucién del genoma de
S. aureus. De ésta manera, el genoma de S. aureus presenta cierta plasticidad que le

proporciona ventajas adaptativas para colonizar diferentes nichos ecoldgicos (90).

1.6. VARIANTES PUNTIFORMES DE S. aureus

Las colonias puntiformes (del inglés “small colony variants”, SCV) fueron
descriptas por primera vez en 1901 como una subpoblacion aberrante de Salmonella
typhi. Desde ese momento, comenzaron a describirse en distintas especies bacterianas,
incluso S. aureus (64). Estudios previos, han demostrado que esta subpoblaciéon era
auxotrofa para menadiona, hemina y timina. Estas observaciones permitieron determinar
que una alteracion en el transporte de electrones en la cadena respiratoria era
responsable del fenotipo SCV (127). Estas variantes fueron aisladas de abscesos,
sangre, hueso, heridas, tracto respiratorio y tejidos blandos. El fenotipo SCV se
caracteriza por lento crecimiento, con desarrollo de microcolonias, usualmente definidas
como 10 veces mas pequefias que las de las cepas salvajes. Ademas de ser poco
activas metabdlicamente, son no hemoliticas, no pigmentadas, expresan coagulasa a las
18 hs, dan débil reaccion a la prueba de la catalasa, son resistentes a gentamicina y no

fermentan el manitol. El fenotipo puntiforme encontrado en aislamientos clinicos tiene
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una alta tasa de reversion in vitro al fenotipo salvaje, sin dejar rastros de su fenotipo
anterior, lo que dificulta su estudio y caracterizacion (100; 128). Asimismo, poseen una
sobreexpresion de proteinas de adhesion como del del factor de anclaje “clumping factor”
y la proteina de unién a la fibronectina “fibronectin binding protein” que les permite lograr

una internalizacion mas eficiente (126).

En los ultimos anos, se ha descripto que las SCV tienen otra particularidad y es la
habilidad de persistir en el medio intracelular. EI medio intracelular podria proveerle de un
nicho de supervivencia a la bacteria ya que el microorganismo esta protegido de la
terapia antibidtica y de las defensas del huésped. Mientras que las SCVs han sido
reconocidas como agentes infecciosos, este fenotipo ha sido relacionado sélo

recientemente con infecciones persistentes y recurrentes (128).

1.7. HIPOTESIS

En base a los resultados expuestos, se observa que existe una alta prevalencia
de cepas NT en Argentina y en el mundo en aislamientos provenientes de leche de
bovinos con mastitis, acompafiados de una baja prevalencia de cepas capsuladas.
Inclusive muchas de estas cepas carecen de la informacion genética necesaria para la
produccién de PC. Las cepas NT bovinas de S. aureus pueden explicarse por multiples
mecanismos: reduccion de la cantidad de transcriptos de cap5(8), mutaciones en el
promotor de cap5A, disminucion de los niveles de ARNIII, un producto truncado del gen
arlR, mutaciones puntuales en los genes que forman el cluster cap5(8) o la delecion del
locus cap5(8) mediado por la 1S257 (24), siendo éste ultimo el genotipo mas prevalente
en nuestro pais. Asimismo, la pérdida de expresién del PC de S. aureus podria

proporcionar ciertas ventajas adaptativas a la bacteria en su interaccion con el huésped.
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La hipétesis nula de este trabajo es que las cepas NT bovinas de S. aureus de
Argentina podrian estar siendo co-seleccionados por factores asociados a la presencia
de la secuencia de insercién 1S257, como el uso de amonios cuaternarios o ciertos
antibidticos. De no ser este el caso, la hipdtesis alternativa es que la ausencia de capsula
provee a la bacteria una ventaja adaptativa que le permite persistir en el huésped bovino
cronicamente infectado. Si asi ocurriera, la delecion del grupo de genes cap podria
deberse a una extrema plasticidad del genoma de S. aureus, permitiendo la delecion
espontanea de los genes cap durante la infeccidn, o a la seleccion positiva de un clon
originado en tiempos ancestrales por poseer la caracteristica de presentar un fenotipo no

capsulado.

1.8. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo de tesis es caracterizar por métodos
moleculares el locus cap en cepas NT a fin de determinar si existe un mecanismo
evolutivo definido que pueda explicar la pérdida de los genes que codifican para la
sintesis de microcapsula en S. aureus. Asimismo, se estudiara en un modelo murino de
mastitis bovina, el rol de la capsula en la patogénesis de la mastitis estafilocéccica.

1.9. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la prevalencia de cepas de S. aureus NT que portan la IS257, aisladas

de bovinos de Argentina con mastitis subclinica.

2. Determinar si se encuentra presente la delecion del “cluster” cap mediada por la

IS257 a través de la amplificacion por PCR y posterior secuenciacién de

fragmento ubicado entre los genes “housekeeping”.
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6.

Dilucidar los posibles mecanismos a través de los cuales se produjo la pérdida de
los genes cap en las cepas NT de S. aureus (posibles eventos de recombinacion
o transposicion que resulten en la delecidn del “cluster” cap).

Investigar la posible relacién entre la adquisicion de la 1S257 y resistencia a
amonios cuaternarios y otros antibidticos relacionados con ésta secuencia de

insercion.

Estudiar la patogénesis de las cepas NT con respecto a las cepas capsuladas, a
través de un modelo murino de mastitis.
5.a. Determinar si la ausencia de capsula permite a la bacteria
persistir en el huésped por periodos mas prolongados.
5.b. Establecer si S. aureus no capsulado tiene una ventaja para
ser internalizado mas eficientemente por las células epiteliales del
huésped.
5.c. Establecer si existen diferencias en los niveles de inflamacién
que producen S. aureus no capsulados, que impliquen una ventaja

hacia la persistencia de la bacteria en el huésped.

Determinar si los anticuerpos con actividad especifica contra el PC pueden
seleccionar variantes NT de S. aureus:
6.a. Investigar la aparicion de cepas NT por experimentos de

enriquecimiento in vitro

6.b. Investigar la aparicidn de cepas NT por experimentos de

enriquecimiento in vivo en un modelo murino de mastitis.
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7. Determinar si los anticuerpos con actividad especifica contra PC influyen en la
seleccion de variantes puntiformes de S. aureus durante la infeccion mamaria

experimental.
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Materiales y Métodos



2.1. SOLUCIONES

GES: Isotiocianato de guanidinio: 5M Tiocianato de guanidinio, 0.1M EDTA pH 8, 0.5%
N-sarcosilato de sodio.
TBE 5X: Tris-borato 0.45M, EDTA 0.01M (pH 8,0).

TE: buffer Tris-EDTA: 10mM Tris/HCI pH8, 1mM EDTA.

2.2. CEPAS BACTERIANAS Y MEDIOS DE CULTIVO

Este trabajo se realizé con 68 aislamientos de S. aureus obtenidos de leche de
vacas con mastitis subclinica (Tabla 1 y 2). Estas cepas (gentiimente cedidos por la Dra.
Gentilini Fac. de Cs. Veterinaria, U.B.A.) provienen de una coleccion de 195 cepas
aisladas entre los afios 1989 y 1997 en nuestro pais de 17 localidades distintas (114).
Estas 68 cepas son representativas de diferentes genotipos encontrados en Argentina,
son epidemiolégicamente no relacionadas e incluyen 44 cepas NT, 14 PC5 y 10 PC8
(114, 18). Las 68 cepas fueron seleccionadas porque diferian de las otras cepas de la
coleccion en al menos uno de los siguientes aspectos: a) diferente pulsotipo y/o ribotipo;
b) que el dia de aislamiento difiera en mas de un ano y c) diferente sitio geografico de
procedencia (Tabla 1). Los aislamientos NT fueron no tipificables con anticuerpos anti-
polisacarido capsular tipo 5 (PC5) o tipo 8 (PC8) (114) y no generan colonias mucoides
sobre agar (no producen PC1 ni PC2). Adicionalmente, se analizaron 22 aislamientos
recientes provenientes de Rafaela (cedidos gentiimente por el Dr. L. Calvinho, INTA

Rafaela, Santa Fe, Argentina) que fueron aislados en el afio 2005 (Tabla 3).
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Tabla 1. Aislamientos de S. aureus NT epidemiologicamente no
relacionados obtenidos de bovinos con mastitis.

Cepa Fecha® Region® Genotipo® Genes cap ¢ 1S257/cap®
MB 314 12/89 Las Heras, Buenos Aires A1/l 5 +(s)
MB 316 12/89 La Vacherie, Mendoza A1/l 5 +(s)
MB 319 02/90 Tandil, Buenos Aires A1/l 5 -
MB 325 03/90 Bolivar, Buenos Aires A1/l no +(s)
MB 339 04/90 Las Heras, Buenos Aires A1/l 5 -
MB 407 04/91 Lujan, Buenos Aires A1/l 5 -
MB 411 04/91 9 de Julio, Buenos Aires A1/l 5 +(s)
MBa 5 07/91 Ameghino, Buenos Aires A1/l 5 -
MBb 028 05/92 Olavarria, Buenos Aires A1/l 5 -
MBb 36 08/92 Lujan, Buenos Aires A1/l 5 -

MB 2-7109  11/95 Rafaela, Santa Fe A1/l 5 -
MB 397 12/90 Rafaela, Santa Fe A1/XII 5 -
MB 2-9320  10/95 Rafaela, Santa Fe A10/VI no +
MB 308 11/89 Brandsen, Buenos Aires A11/VII no +
MB 369 07/90 La Vacherie, Mendoza A12/VI 5 -
MBb 23 04/92 Bolivar, Buenos Aires A12/VI no +(s)
MBZ 500 02/93 Gualeguaychu, Entre Rios A12/VI no +(s)
MBZ 503 03/93 Lujan, Buenos Aires A12/VI no +(s)
MBC 205 04/94 Tres Arroyos, Buenos Aires A12/VI no +(s)
MBC 207 05/94 La Vacherie, Mendoza A12/VI no +(s)
MBT 007 02/96 La Delia, Entre Rios A12/VI no +(s)
MBT 001 02/96 Olavarria, Buenos Aires A12/VI no +(s)
MBT 002 02/96 Tandil, Buenos Aires A12/VI no +(s)
MBT 003 02/96 La Vacherie, Mendoza A12/VI 5 -
MBT 019 04/96 Mercedes, Buenos Aires. A12/VI no +(s)
MBT 026 05/96 Lincoln, Buenos Aires A12/VI 5 -
MBD 034 04/97 Gualeguaychu, Entre Rios A12/VI no +(s)
MB 327 03/90 Olavarria, Buenos Aires A12/VI no +
MB D014 03/97 Lincoln, Buenos Aires A13/VI no +
MBC 204 04/94 Olavarria, Buenos Aires A14/VI no +
MB 429AD  05/91 Brandsen, Buenos Aires A14/VI 5 -
MBD 007 02/97  Gral. Rodriguez, Buenos Aires A15/VI no +(s)
MBC 214 07/94 Rafaela, Santa Fe A16/VI no +
MB 099 11/89 Tres Arroyos, Buenos Aires A2/VI no +
MB 100 11/89 La Vacherie, Mendoza A3/l 5 -
MB 356 06/90 Las Heras, Buenos Aires A4/l 5 +(s)
MB 6-3-996  11/95 Rafaela, Santa Fe A5/l 5 -
MBT 023 04/96 Rafaela, Santa Fe A6/l 5 +(s)
MB 328 03/90 9 de Julio, Buenos Aires A7/VII no +
MBC 203 03/94 Lincoln, Buenos Aires A8/VI no +(s)
MB 2-1790  11/95 Rafaela, Santa Fe A8/VII no +
MB 301 10/89 La Vacherie, Mendoza A9VI no +
MB 067 12/95 Basavilbaso, Entre Rios C1/VI no +
MB 101 11/89 Brandsen, Buenos Aires D/XV 5 -

®Mes/afio de aislamiento.

® Distrito/Provincia de donde fue obtenida la muestra

¢ PFGE / Ribotipificacion (18).

¢ Amplificacion por PCR de los fragmentos especificos de los genes cap5 o cap 8.

¢ Presencia del elemento IS obtenido mediante amplificaciéon por PCR. La ubicacién de
este elemento fue investigada en 11 aislamientos.

f(s), El elemento IS fue secuenciado en estas cepas.

Tabla 2. Aislamientos de S. aureus capsulados pertenecientes a los
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genotipos prevalentes

Cepa Fecha® Regién® Genotipo® Expresién  Copias del
de PC? elemento IS®

MB 113 04/90 Tres Arroyos, Buenos Aires A1/l 5 2 (s)®
MB 304 10/89 Ameghino, Buenos Aires A1/l 5 1
MB305 11/89 9 de Julio, Buenos Aires A1/l 5 1
MB 337 04/90 La Vacherie, Mendoza A1/l 5 0
MB 313 11/89 Brandsen, Buenos Aires A1/lll 5 1
MB 334 04/90 La Vacherie, Mendoza. A1/lll 5 1
MBa4 07/91 La Vacherie, Mendoza A13/VI 8 0
MBC 212 06/94 Gualeguaychu, Entre Rios A14/VI 8 1(s)?
MB 094 11/89 Tandil, Buenos Aires A17/VI 5 29
MBb13  03/92 Bolivar, Buenos Aires A2/l 8 0
MB 008 05/94 Canuelas, Buenos Aires A2/l 8 0
MBb12  02/92 La Vacherie, Mendoza A3/l 5 1
MB 311 11/89 Las Heras, Buenos Aires A3/l 5 1
MBb18  03/92 Brandsen, Buenos Aires A3/l 5 0
MB 019  06/94 Lujan, Buenos Aires B3/V 8 0
MB 107  02/90 Bolivar, Buenos Aires B3/XI 8 0
MBb19  03/92 Brandsen, Buenos Aires B3/XI 8 0
MBb22  04/92 Bolivar, Buenos Aires B3/XI 8 0
MB 018 06/94 Bolivar, Buenos Aires B3/XI 8 0
MBa3 06/91 Basavilbaso, Entre Rios B4/VIli 5 0
MB 451 06/91 Tandil, Buenos Aires C/\v 8 0
MB 361 06/90 La Vacherie, Mendoza C1/ 5 1
MB 111 04/90 Lujan, Buenos Aires D/XIII 5 0
MBb35 08/92 Lujan, Buenos Aires D/XI 5 0

®Mes/afio de aislamiento.

® Distrito/Provincia de donde fue obtenida la muestra

¢ PFGE / Ribotipificacion (18).

4 Determinado por inmunodifusion.

¢ Determinado por “Southern blotting”.

f(s), El elemento IS fue secuenciado en estas cepas.

9 En estas cepas se pudo detectar el elemento IS por PCR y por Southern Blot.

Las cepas Reynolds y Becker de S. aureus se utilizaron como cepas prototipicas
de serotipo capsular 5 (Reynolds) y 8 (Becker), respectivamente. Como cepa prototipica
de la delecion de los genes cap y concomitante insercion del elemento IScap, se utilizoé la
cepa MBC204 (24). Para los estudios in vivo, se utilizaron las cepas isogénicas Reynolds
(PC5), Reynolds (PC8) y Reynolds (PC-). En los estudios de enriquecimiento in vivo € in
vitro se utilizaron las cepas bovinas RA9 (PC5+, IScap+) y la cepa RA18 (PC5+, IScap-),

descriptas en la Tabla 3. Los aislamientos estafilocéccicos fueron conservados en 10%

de leche a 80°C o en Caldo Cerebro-Corazén (BHI) con 20% de glicerol a -20°C. Las
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cepas de S. aureus se cultivaron a 37 °C en Caldo Cerebro-Corazéon (BHI) para la

obtencion de ADN cromosomal

Tabla 3. Aislamientos de S. aureus capsulados aislados en el periodo 2005

Cepa Fenotipo Localidad

RA1 NT Rafaela, Santa Fe
RA2 NT Rafaela, Santa Fe
RA3 PC5 Rafaela, Santa Fe
RA4 PC8 Rafaela, Santa Fe
RA5 PC5 Rafaela, Santa Fe
RA6 PC5 Rafaela, Santa Fe
RA7 PC8 Rafaela, Santa Fe
RA8 PC5 Rafaela, Santa Fe
RA9 PC5 Rafaela, Santa Fe
RA10 PC8 Rafaela, Santa Fe
RA11 PC5 Rafaela, Santa Fe
RA12 PC5 Rafaela, Santa Fe
RA13 PC5 Rafaela, Santa Fe
RA14 PC5 Rafaela, Santa Fe
RA15 PC5 Rafaela, Santa Fe
RA16 PC8 Rafaela, Santa Fe
RA17 NT Rafaela, Santa Fe
RA18 PC5 Rafaela, Santa Fe
RA19 PC5 Rafaela, Santa Fe
RA20 PC5 Rafaela, Santa Fe
RA21 PC5 Rafaela, Santa Fe
RA22 PC5 Rafaela, Santa Fe

2.3. EXTRACCION DE ADN CROMOSOMAL

Se utilizé el método del tiocianato de guanidinio (97), de acuerdo al siguiente protocolo:

* Inocular una colonia aislada en un tubo con 3ml de caldo BHI.

- Crecer la bacteria con agitacién (130 rpm) durante toda la noche a 37°C.

» Centrifugar el cultivo a T amb. por 3 min. Descartar el sobrenadante.

» Resuspender el “pellet” en 100ul de “buffer” TE con pipeta o vortex.

* Agregar 10l de lisozima 50mg/ml (concentracion final: 5mg/ml).

« Agregar 10ul de lisostafin (1mg/ml). Incubar 30 min. a 37°C en un bafo de agua.

* Agregar 500ul de solucién GES. Vortexear.

« Incubar 10min. a T amb. hasta observar lisis. Pasar los tubos al hielo.

« Agregar 250ul de ACONH,4 7.5M. Mezclar por inversion. Incubar 10 min. en hielo.

* Agregar 500ul de cloroformo-isoamilico (24:1). Mezclar por inversion hasta que
desaparezcan las dos fases.

* Centrifugar 10min. a 14000 r.p.m. a 4°C.

* Transferir aproximadamente 750ul de sobrenadante a un nuevo tubo.
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Agregar 0,54 volumenes de isopropanol frio. Mezclar por inversion.

Ver precipitar el ADN.

Centrifugar los tubos a 14000 r.p.m. por 20 min. a 4°C. Descartar el sobrenadante.
Centrifugar nuevamente los tubos a 14000 r.p.m. durante 2 min. a 4°C.

Sacar el resto de isopropanol.

Agregar 500ul de etanol 70%. Invertir. Centrifugar 2 min. Sacar el sobrenadante.
Repetir.

Sacar completamente el etanol. Dejar secar en estufa a 37°C.

Resuspender en 100ul de”buffer” TE o en H,O.

Guardar a 4°C hasta su lectura (si se resuspendié en TE) o a —-20°C (si se
resuspendié en H20).

EXTRACCION DE ARNm

Se realiz6 la extraccién de ARN de acuerdo al siguiente protocolo:

Partir de un cultivo “overnight”. y ajustar a 10’-108 UFC/ml.

Centrifugar 3-5ml a 14000 rpm.

Resuspender precipitado bacteriano en 100ul de TE pH8 + 10pl de lisozima 5mg/ml +
20pl de 1mg/ml de lisostafin.

Incubar 30 min 37°C

Agregar 350ul de buffer RA1 (lisis) + 3.5yl de b-mercaptoetanol y vortexear
vigorosamente.

Colocar el lisado en la unidad de filtrado y centrifugar 1min a 9000rpm.

Agregar 350pl de etanol 70% T°amb. Vortexear suavemente.

Centrifugar 30 seg 6500 rpm.

Agregar 350ul MDB y centrifugar 1 min a 9000 rpm.

Agregar la preparacion en el centro de la silica de la columna + 95ul de DNAasa
reaction y dejar 15 min a T amb.

1er lavado: + 200ul de buffer RA2 y centrifugar 30 seg a 6500 rpm

2do lavado: + 600ul de buffer RA3 y centrifugar 2 min a 9000 rpm.

3er lavado: +250pl de buffer RA3 y centrifugar 2 min 9000 rpm.

Eluir el RNA en 60ul de agua RNAasa free y centrifugar 9000 rpm por 1 min.

Agregar 1.5l de RNAsin e incubar 20 min a 37°C.

Guardar a —70°C por largos periodos o a —20°C.

RT PCR

El ARNm obtenido fue convertido a ADN copia (ADNc) con el “kit” de Promega

(Improm-II reverse transcriptase) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Una vez

obtenido el ADNc, se realizé la PCR para amplificar el elemento IS de acuerdo al ciclo

descripto mas adelante (seccion de PCRs). Estas reacciones se realizaron en 100ul de

reaccion con 2ul de templado. El control positivo fue la amplificacién del 16S bacteriano.
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En la RT-PCR se agregaron los tubos sin la enzima transcriptasa reversa a fin de

determinar posibles contaminaciones con ADN.

2.6. SOUTHERN BLOT

El ADN proveniente de cada una de las cepas de S. aureus fue digerido con la
enzima Hindlll (Life Technologies, Gaithersburg, Md) y sometido a electroforesis en gel
de agarosa al 0.8 %. El ADN se transfirié luego a una membrana de nylon (Gene Screen;
NEN Research Products, Boston, Mass.) e hibridiz6 con un fragmento interno del
elemento IScap, amplificado de la cepa MBC204. Esta sonda sonda fue utilizada para la
determinacion del numero de copias de dicho elemento en los aislamientos capsulados
de S. aureus. La sonda de ADN fueron marcadas enzimaticamente con peroxidasa
utilizando el kit comercial de marcacién y deteccién ECL (Amersham Life Science). La
hibridizacion, los lavados y la radioautografia se realizaron de acuerdo a las instrucciones

del fabricante.

27. PCR

2.7.1. ldentificacion de S. aureus

La técnica de PCR especifica para S. aureus fue realizada como la describieron
Martineau y col. (75). En resumen, 150ul de ADN gendmico fue transferido a un tubo de
0,2ml con 20pl de mezcla de PCR conteniendo 2,5mM MgCl,, 0,4uM de cada uno de los
dos cebadores especificos para S. aureus (Sa442-1 y Sa442-2), 200 uM de cada uno de
los cuatro desoxinucledsidos trifosfatados, y 0,5 U de ADN Taq polimerasa (GIBCO-BRL,
Gaithersburg, Md). La PCR se realizé por 30 ciclos de 1s a 95°C para la etapa de
desnaturalizacion y 30s a 55°C para la etapa de hibridizacion y extension.

2.7.2. Cebadores
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Tabla 4. Secuencia de los cebadores utilizados en este estudio

Cebadores Secuencia
IScap-f 5- ACTTTGATACCTTGTCTTTC -3
IScap-r 5- GGTTCTGTTGCAAAGTT -3’
adhE-f 5- CAGAGCTCGCATTTGAAG -3’
aldA-r 5- CTAATTGATCCTTACCAGTTTGACTACC -3
cap5H-f 5- CGATGAGGATCCCGATTG-3’
cap5J-r 5- CATAGCCTAATAACGG-3’
cap8H-f 5-GACGATGAGGGTACCGATTCTTG -3
cap8K-r 5-ACAATCACAGAAAGGCATGCCG-3’
capA-r 5-GAGGATTGTCACCCTTAG-3
capO-f 5-CATTGTTTAGCTGTTGATCC-3
capP-f 5-AGGAACAGCCGGATATG-3’
cap5P-r 5-GTGACGTAAAGGTACGAA-3
RNC-r 5-TTGGTTGAATTCCGATTGT-3

Sa442-1  5-AATCTTTGTCGGTACACGATAT TCTTCACG-3’
Sa442-2 5-CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAACA-3’

qgacA/B-f 5-GCTGCATTTATGACAATGTTTG-3

qacA/B-r 5-AATCCCACCTACTAAAGCAG-3
qacE-f 5’- AGCCCCATACCTACAAAGCC -3
qacE-r 5'- GCGAAGTAATCGCAA CATCC -3
Smr-f 5-CTATGGCAATAGGAGATATGGTGT-3’
Smr-r 5’-CCACTACAGATTCTTCAGCTACATG -3
mecAU 5- AGTTGTAGTTGTCGGGTT -3’
mecAL 5- TAGCAGTACCTGAGCCAT -3’

2.7.3. Deteccion de genes especificos del “cluster” cap5 o cap8

Las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen total de 50 pl. Se utilizé
en cada reaccién 1-2 ug del ADN cromosomal en estudio. Como control positivo se utilizé
ADN proveniente de las cepas Reynolds (PC5+) y Becker (PC8+). Como control negativo
se utiliz6 ADN de la cepa S. aureus MBC204 que carece del “cluster” cap5 (8)
(determinado por Southern blot). Las reacciones se realizaron en un termociclador

Eppendorf en las condiciones que se describen a continuacion.
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PCR para amplificar cap5G-J (tamafo del fragmento: 2,6 kb).

Reactivo Final

DNTPs 0,5mM Desnaturalizacion del ADN 5 min.a 94°C

MgCl 4mM Desnaturalizacion del ADN 1 min.a 94°C

cap5H-f 1uM Pegado de los oligonucledtidos 1 min.a 42°C x 35
capbJ-r 1TuM Sintesis de ADN 4 min.a 72°C

Taq 2U Elongacion de cadenas 10 min.a 72°C

PCR para amplificar cap8H-K (tamafio del fragmento: 4 kb)

Reactivo  Final

DNTPs 0,5mM Desnaturalizacién del ADN 5 min.a 94°C

MgCl 4mM Desnaturalizacion del ADN 1 min.a 94°C

cap8H-f 1TuM Pegado de los oligonucleétidos 1 min.a 56°C x 35
cap8K-r 1TuM Sintesis de ADN 5 min.a 72°C

Taq 2U Elongacion de cadenas 10 min.a 72°C

2.7.4. Obtencién del fragmento de ADN ubicado entre los genes adhE y aldA

La amplificacion se realizd utilizando los cebadores adhE-f y aldA-r. Las
condiciones se determinaron utilizando la cepa MBC204 de S. aureus como control
positivo. La cepa Reynolds fue utilizada como control negativo ya que carece de esta
delecion y el tamafio del “cluster” es de 17kb, lo que no permite su amplificacion por esta

PCR.

PCR para amplificar el fragmento adhE - aldA: (tamafio del fragmento: 4 kb).

Reactivo Final

DNTPs 0,5mM Desnaturalizacion del ADN 5 min.a 94°C

MgCl 2,5mM Desnaturalizacion del ADN 1 min.a 94°C —‘
adhE-f 1TuM Pegado de los oligonucleétidos 4 min.a 69°C x 30
aldA-r 1uM y Sintesis de ADN

Taq 3U Elongacion de cadenas 10 min.a 72°C

2.7.5. Deteccion del elemento IS
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Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 50ul. Se utilizé en
cada reaccion 1-2ug del ADN cromosomal en estudio. Como control positivo se utilizé
ADN proveniente de la cepa MBC204 (IScap*) y como control negativo se utiliz6 ADN
proveniente de la cepa RN4220, que carece de elementos de insercidon. Las reacciones
se realizaron en un termociclador Eppendorf en las condiciones que se describen a

continuacion.

PCR para amplificar el elemento IS :(tamafio del fragmento a amplificar: 600pb (IScap,

1IS257), 790pb (elementos de insercion en cepas PC8 +)

Reactivo Final

DNTPs 0,2mM Desnaturalizacion del ADN 5 min.a 94°C

MgCl 3mM Desnaturalizacion del ADN 1 min.a 94°C :|
IScap-f 0,5uM Pegado de los oligonucleétidos 1 min.a 52°C x 35
IScap-r 0,5uM Sintesis de ADN 1 min.a 72°C

Taq 1U Elongacién de cadenas 10 min.a 72°C

2.7.6. Ubicacion del elemento IScap en cepas cap5(8)1Scap*

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 50ul. Se utilizé en
cada reaccion 1-2ug del ADN cromosomal en estudio. En los casos en que resultd
apropiado, se utilizé6 como control positivo ADN proveniente de la cepa MBC204 (IScap®).
Como control negativo se utilizd ADN proveniente de la cepa RN4220 (sin elementos
ISs). Las reacciones se realizaron en un termociclador Eppendorf en las condiciones que

se describen a continuacion.

PCR de ubicacion de IScap con respecto al gen adhE (tamano del fragmento: 943pb)

Reactivo Final
DNTPs 0,3mM Desnaturalizacion del ADN 5 min.a 94°C
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MgCl 2,5mM Desnaturalizacion del ADN 1 min.a 94°C :|
adhE- f 0,5uM Pegado de los oligonucleétidos 1 min.a 53,5°C |x 35
IScap-r 0,5uM Sintesis de ADN 1 min.a 72°C

Taq 1U Elongacion de cadenas 10 min.a 72°C

PCR de ubicacion de IScap con respecto al gen aldA (tamano del fragmento: 940 pb)_

Reactivo Final

DNTPs 0,3mM Desnaturalizacion del ADN 5 min.a 94°C

MgCl 2,5mM Desnaturalizacion del ADN 1 min.a 94°C

IScap- f 0,5uM Pegado de los oligonucledtidos 1 min.a 49°C x 35
RNC-r 0,5uM Sintesis de ADN 1 min.a 72°C

Taq 1U Elongacion de cadenas 10 min.a 72°C

PCR de ubicacién de IScap antes del extremo 3’ de cap5(8)P (tamano: 737 pb)

Reactivo Final

DNTPs 0,3mM Desnaturalizacion del ADN 5 min.a 94°C

MgCl 2,5mM Desnaturalizacion del ADN 1 min.a 94°C

IScap-f 1uM Pegado de los oligonucleétidos 1 min. a 50°C x 35
capb5P-r 1uM Sintesis de ADN 1,5 min.a 72°C

Taq 1U Elongacion de cadenas 10 min.a 72°C

2.7.7. Busqueda de elementos IS dentro del “cluster” cap

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 50ul. Se utilizé6 en
cada reaccion 1-2ug del ADN cromosomal en estudio. En los casos en que resultd
apropiado, se utilizd como control positivo ADN proveniente de la cepa Reynolds (PC5+).
En estas reacciones se observo si existia un aumento de aproximadamente 700pb en el
tamano del fragmento observado en las cepas analizadas con respecto a la cepa control
Reynolds. Las reacciones se realizaron en un termociclador Eppendorf en las condiciones

gue se describen a continuacion.

PCR de ubicacién de IScap entre el gen adhE y cap5(8)A (tamafo del fragmento: 627pb,

tamano esperado con IScap: 1327pb )

Reactivo Final
DNTPs 0,3mM Desnaturalizacion del ADN 5 min.a 94°C
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MgCl 2,5mM
adhE- f 0,5uM
capA-r 0,5uM
Taq 1U

Desnaturalizacion del ADN

1

Pegado de los oligonucleétidos 30

Sintesis de ADN
Elongacion de cadenas

2
10

min. a 94°C
seg.a 50°C
min. a 72°C
min.a 72°C

:|X35

PCR de ubicacion de IScap entre el gen cap5(8)O y AldA (tamafo del fragmento: 3939pb,

tamano esperado con IScap: 4639pb)._

Reactivo Final
DNTPs 0,3mM
MgCl 2,5mM
capO-f 0,5uM
AldA-r 0,5uM
Taq 1U

Desnaturalizacion del ADN
Desnaturalizacion del ADN

5
1

Pegado de los oligonucledétidos 30

Sintesis de ADN
Elongacion de cadenas

5
10

min. a 94°C
min. a 94°C
seg.a 50°C x 35
min.a 72°C
min.a 72°C

PCR de ubicacién de IScap entre el gen cap5(8)O y la region no codificante (RNC) que

se encuentra corriente arriba del gen AldA (tamafo del fragmento: 1888pb, tamano

esperado con IScap: 2588pb)_

Reactivo Final
DNTPs 0,3mM
MgCl 2,5mM
capO-f 1uM
RNC-r 1uM
Taq 1U

2.7.8. Deteccién de genes qacA/B, gqacE y qacC (smr)

Desnaturalizacion del ADN
Desnaturalizacion del ADN

5
1

Pegado de los oligonucledtidos 30

Sintesis de ADN
Elongacion de cadenas

3
10

min. a 94°C
min. a 94°C

seg.a 50°C x 35
min.a 72°C

min.a 72°C

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 50ul. Se utilizé en

cada reaccion 1-2ug del ADN cromosomal en estudio. Como control positivo se utilizé

ADN proveniente de la cepa Mu50 (gqacA/B+, smr+) y como control negativo se utilizd

ADN proveniente de la cepa RN4220, que carece de éstos genes. Para el gen qacE, se

utilizé como control positivo un aislamiento clinico de E. coli gacE+ provisto gentiimente

por la Lic. Soledad Ramirez (Facultad de Medicina, UBA). Las reacciones se realizaron

en un termociclador Eppendorf en las condiciones que se describen a continuacion.

PCR para amplificar los genes gacA/B (630pb)
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Reactivo Final

DNTPs 0,2mM Desnaturalizacion del ADN 1 min.a 95°C

MgCl 3mM Desnaturalizacion del ADN 1 min.a 95°C :|
Qac A/B-f 0,5uM Pegado de los oligonucledtidos 30 seg.a 40°C x 30
Qac A/B-r 0,5uM Sintesis de ADN 1 min.a 72°C

Taq 1U Elongacion de cadenas 10 min.a 72°C

PCR para amplificar los genes qacE (220pb)

Reactivo Final

DNTPs 0,2mM Desnaturalizacion del ADN 1 min.a 95°C

MgCl 3mM Desnaturalizacion del ADN 1 min.a 95°C

Qac E-f 0,5uM Pegado de los oligonucledtidos 30 seg.a 40°C x 30
Qac E-r 0,5uM Sintesis de ADN 1 min.a 72°C ]

Taq 1U Elongacion de cadenas 10 min.a 72°C

PCR para amplificar los genes gqacC (417pb)

Reactivo Final

DNTPs 0,2mM Desnaturalizacion del ADN 3 min.a 94°C

MgCl 3mM Desnaturalizacion del ADN 1 min.a 95°C

Smr-f 0,5uM Pegado de los oligonucleétidos 1 min.a 60°C x 35
Smr-r 0,5uM Sintesis de ADN 1 min.a 72°C :|

Taq 1U Elongacion de cadenas 10 min.a 72°C

2.7.9. Deteccion de genes mecA

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 50ul. Se utilizé6 en
cada reaccion 1-2ug del ADN cromosomal en estudio. Como control positivo se utilizé
ADN proveniente de la cepa N315 (mecA+) y como control negativo se utilizd ADN
proveniente de la cepa RN4220, que carece de éstos genes. Las reacciones se realizaron

en un termociclador Eppendorf en las condiciones que se describen a continuacion.

PCR para amplificar los genes mecA (1011pb)

Reactivo Final

DNTPs 0,2mM Desnaturalizacion del ADN 5 min.a 94°C

MgCl 3mM Desnaturalizacion del ADN 1 min.a 95°C :|
mecAU 0,5uM Pegado de los oligonucledtidos 1 min.a 50°C x40
mecAL 0,5uM Sintesis de ADN 2 min.a 72°C
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Taq 1U Elongacion de cadenas 10 min.a 72°C

2.8. VISUALIZACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR EN GELES DE AGAROSA
Alicuotas de cada reaccién de PCR (5-10ul) fueron analizadas en geles de
agarosa al 0.8%, 1% o 1.5% de acuerdo al tamano del fragmento de ADN amplificado, en
TBE 1X conteniendo 1ul de bromuro de etidio (10mg/ml). La corrida se realizé en “buffer”
TBE 1X a 80V. Para la determinacion del tamafio de los insertos amplificados, se utilizé el

marcador de tamafio molecular “1Kb ladder” (Promega, Madison, WI).

2.9. SECUENCIACION DEL FRAGMENTO DE ADN UBICADO ENTRE LOS GENES

adhEy aldA

Los productos de amplificacion fueron secuenciados mediante el equipo ABI

PRISM® 373 DNA sequencer (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA).

2.9.1. Purificacion del producto de PCR

Se utilizé el “kit” QIAquick PCR Purification (QIAGEN, Ca.) de acuerdo a las

instrucciones de fabricante.

2.9.2. Analisis de los resultados obtenidos
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La secuencia obtenida se comparé con las secuencias disponibles en el Genbank
y se establecié la homologia a nivel de ADN y proteinas con secuencias de genes

conocidos.

2.10. DETECCION DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EN CEPAS S. aureus

Para determinar la resistencia a oxacilina, aminoglucésidos y trimetoprima; se

utilizé el método de difusion en placa de Mueller-Hinton descripto en trabajos anteriores

(5).

2.11. MODELO MURINO EXPERIMENTAL DE MASTITIS

En estos experimentos se utilizaron 3 cepas isogénicas de S. aureus obtenidas
previamente por la Dra. Jean Lee (Channing Laboratory, BWH, Harvard University). Estas
cepas son: Reynolds (PC5), Reynolds (PC8) y Reynolds (PC-). El modelo de inoculacion
intramamaria ha sido descripto anteriormente (38). Para el modelo de mastitis bovina se
utilizaron ratones prefiandos CF-1 de 6 a 8 semanas de edad. Los animales se obtuvieron
del bioterio del Departamento de Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Buenos Aires, y se mantuvieron bajo condiciones
definidas previamente. Diez dias después de parir, las hembras madres fueron separadas
de sus crias y anestesiadas con ketamina (60mg/kg) (Ketalar, Parke Davis) y xilacina

(5mg/kg) (Rompun, Bayer). Luego, se inocularon con 50ul de una suspension de S.

aureus que contenia entre 109 y 106 UFC/ml de S. aureus Reynolds (PC5), Reynolds
(PC8) o Reynolds (PC-). Esta suspension fue inoculada dentro de las glandulas namero
cuatro a ambos lados (L4 izquierda y R4 derecha) (ver esquema 1). Después de las dos
horas post-inoculacion, las hembras fueron retornadas a la jaula con sus respectivas

crias. A diferentes tiempos (1, 4, 8 y 12 dias) después de la inoculacion, las ratonas
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fueron sacrificadas. Las glandulas infectadas fueron removidas quirdrgicamente,
homogenizadas en 2 ml de TSB (caldo de tripteina de soya) y se sembraron diluciones
seriadas de los homogenatos en placas de agar TSA (agar de tripteina de soya) para
recuento cuantitativo. A partir de las UFC desarrolladas se calculé el niumero total de UFC
recuperadas de cada glandula a cada uno de los tiempos analizados. Los experimentos de
inéculos mixtos fueron realizados entre dos cepas una capsulada Reynolds (PC5) o
(PC8) y la cepa acapsulada Reynolds (PC-) en una proporcion 1:1 en un inéculo de 10°
UFC/glandula. Las colonias Reynolds (PC-) fueron identificadas por réplica en una placa
con TSA-5ug/ml de eritromicina, y las cepas capsuladas fueron identificadas por la

técnica de “colony immunobloting” (Lee, 1990).

Esquema 1. Ubicacion de las glandulas mamarias en el raton.

2.12. HISTOPATOLOGIA DE LOS PREPARADOS DE GLANDULA MAMARIA

En experimentos separados, las glandulas mamarias L4 y R4 fueron removidas
quirargicamente para la examinacion histologica. La glandula completa fue fijada en
formalina al 5%, deshidratada con etanol 70% a 100%, aclarado con xileno y embebido
en parafina. Las secciones de tejido fueron tefidas con hematoxilina y eosina, PAS y
coloracién tricrémica utilizando técnicas de tincidbn de rutina. Para cuantificar las

alteraciones de la histologia de la glandula mamaria, se determiné un indice de acuerdo
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a: (1) infiltracién media de PMN en areas aisladas de secciones de tejidos, epitelio tubular
no danado. (2) infiltracion intersticial en la mayoria de los campos observados, areas
dispersas de tejido dafado con pérdida de la estructura tisular y la observacién de
algunos abscesos. (3) infiltracién severa que involucra a la mayoria de los campos,
frecuentes areas de tejido danado con pérdida de la estructura tisular e imagenes
frecuentes de areas con formacion de abscesos. Los valores individuales fueron

aplicados a cada glandula mamaria removida en los dias 4, 8 0 12.

2.13. ESTUDIOS EN CULTIVOS CELULARES

Se utilizo la linea establecida de células epiteliales de glandula mamaria bovina
MAC-T (gentiimente cedida por Nicolas Léeme, Nexia Biotechnologies Inc., Montreal,
Canada). El medio empleado para su crecimiento fue DMEM con 10% de suero fetal
bovino inactivado por calor, 5 ug/ml de insulina, 1 pug/ml de hidrocortisona, 44 mM de

NaHCOs;, 100U/ml de gentamicina y 100ug/ml de sulfato de estreptomicina. Antes de

cada experimento, se sembraron 6x104 cél/pocillo en placas de cultivo de 24 pocillos y se

crecieron durante 3 dias a 37°C con 5% de CO; (55). La monocapa de células MAC-T

crecidas en confluencia (aprox. 1,25 x 109 células por pocillo) se infecté con una
suspension de S. aureus (moi~15-20) luego de ser lavadas con buffer salino de fosfato
(PBS) y resuspendidas en 1ml de medio DMEM fresco. Transcurrida 1 h de incubacion a
37°C con 5% CO,, se realizaron 4 lavados con PBS para descartar la bacteria extracelular
no adherida y se agregé medio DMEM con 100ug/ml de gentamicina (Sigma) a cada
pocillo. Luego de la incubacion de 2 6 24hs a 37°C con 5% CO,, se descartaron los
sobrenadantes de los co-cultivos y se lavaron las monocapas con PBS. Las células se
trataron con 100yl de tripsina 0.25%-EDTA 0.1% en DMEM durante 5 min a 37°C y se
lisaron para exponer los estafilococos intracelulares por el agregado de 900ul de Triton X-

100 0.025% en agua destilada. Los lisados celulares se diluyeron serialmente y se
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sembraron en placas de TSA para cuantificar las UFC/pocillo de S. aureus intracelular

viable.

2.14. EXPERIMENTOS DE ENRIQUECIMIENTO EN CEPAS S. aureus NT IN VITRO

Para realizar estos experimentos, se utilizé un antisuero contra PC5 obtenido
mediante la inmunizacién de conejos con la cepa S. aureus Reynolds muerta y posterior
adsorcion del suero hiperinmune con mutantes no capsulados, como se descrbid
anteriormente (69). En éstos ensayos se utilizaron los aislamientos bovinos de S. aureus
RA9 [IScap(e)+; PC5+], y como control la cepa RA18 [IScap-; PC5+], descriptas
anteriormente. Ambas cepas bacterianas fueron cultivadas en 10ml de caldo Columbia +
2% NaCl (CCS). Posteriormente, los cultivos fueron centrifugados y lavados con buffer
fosfato 0.01M, 0.15M NaCl (PBS). El precipitado obtenido (“pellet”’) fue suspendido en
800l de antisuero PC5 o suero no inmune normal de conejo (control) e incubado por 4 h
a 4°C. La suspension bacteriana fue centrifugada 17,000 x g por 10 min. Diez microlitros
del sobrenadante fue subcultivado en 10ml de CCS durante toda la noche, y la bacteria
fue nuevamente centrifugada e incubada con el antisuero de conejo, como se ha
descripto. El resto del sobrenadante, fue sembrado cuantitativamente en agar tripteina de
soya (TSA) para la realizacion del “colony immunoblot”. Este ciclo fue repetido 10 veces.
La expresion de PC5 se realizd sobre placas de TSA, que contenian entre 30-150
colonias, mediante la técnica de “colony immunoblot” (69). Los aislamientos que no
reaccionaron con el antisuero anti-PC5, fueron ensayados mediante un método mas

sensible de inmunodifusién (119).

2.15. EXPERIMENTOS DE ENRIQUECIMIENTO EN CEPAS S.aureus NT IN VIVO
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Para estos ensayos, se utilizd una variante del modelo de mastitis murina
descripto anteriormente. Se inmunizaron grupos de ratones CF-1 de 6 a 8 semanas de
edad a los 10 dias del nacimiento de las crias por la ruta intraperitoneal (jp) con anticuerpo
anti-PC5 o anti-PC8 o suero no inmune (control). Los animales se obtuvieron del bioterio del
Departamento de Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Buenos Aires, y se mantuvieron bajo condiciones definidas previamente. A
las 24hs post inmunizacion, los ratones fueron separadas de sus crias, anestesiadas con

ketamina (60mg/kg) (Ketalar, Parke Davis) y xilazina (5mg/kg) (Rompun, Bayer) e

inoculados con una dosis de 1 x 106 UFC/mama por la ruta intramamaria (ima) con la cepa
RA9 (PC5) o MBC212 (PC8). A las 96hs, los ratones fueron sacrificados, se removieron
quirdrgicamente las mamas L4 y R4, se homogenizaron y se realizaron recuentos

bacteriolégicos en TSA.

2.16. MODELO DE BACTEREMIA MURINA POR S. aureus

Para determinar la posible reversion de cepas NT obtenidas del experimento
anterior a cepas capsuladas, se realizé un modelo de bacteriemia murina. Grupos de

ratones hembra CF-1 de 6 a 8 semanas de edad, fueron inoculados con una dosis de

1 x 108 UFC/0.2ml por ruta ip. Los animales se obtuvieron del bioterio del Departamento de
Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Buenos Aires, y se mantuvieron bajo condiciones definidas previamente. A las 24 hs, se
realizé la puncion cardiaca a fin de obtener el contenido sanguineo de los mismos. Para
ello, los animales fueron anestesiados con ketamina (60mg/kg) (Ketalar, Parke Davis) y
xilazina (5mg/kg) (Rompun, Bayer). Luego se ubicé al animal con el dorso apoyado sobre
la mesa operatoria, accediendo al corazén por debajo del esternén. En esta modalidad,

se insertd una aguja larga (4-5 cm y 23-21G) detras de la apdfisis xifoides del esternon,
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situada a la altura del estdbmago y en direccion caudo-craneal. De este modo, la aguja
sigue un plano paralelo a las cavidades cardiacas. A medida que avanza la aguja, se
ejerce una débil presion negativa, retirando el émbolo de la jeringa hasta que aparece
sangre el la misma. Luego, los animales fueron sacrificados y la sangre fue cultivada
cuantitativamente en placas de TSA para determinar la expresion de capsula mediante

“colony immunoblot” y detectar posibles revertantes capsulados.

2.17. ANALISIS DE PRODUCCION DE HEMOLISINAS a Y B POR S. aureus

La produccién de a y B hemolisinas por S. aureus fue determinada por el cultivo
de las distintas cepas en agar sangre de conejo (a-hemdlisina) y agar sangre de carnero
(B-hemodlisina). Las cepas positivas se determinan por la aparicion de un halo
transparente alrededor de la colonia por lo que se demuestra que el microorganismo es
hemolitico. En esta especie en concreto la destruccion de los hematies se debe a la
existencia en el microorganismo de hemolisinas que lisan completamente los glébulos

rojos.

2.18. CONSIDERACIONES ESTADISTICAS

El analisis estadistico se realizé mediante el test de Mann-whitney del paquete

estadistico GraphPad InStat. Los resultados cuantitativos de los cultivos obtenidos de los

animales infectados con S. aureus fueron comparados por ANOVA con un analisis

posterior por el test de Turkey-Kramer. Los datos de cultivos celulares fueron analizados

por el test de t de Student.

2.19. DEFINICIONES
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Con el fin de clarificar los conceptos descriptos en éste trabajo, se definen a
continuacion los términos utilizados en el texto 1IS257: es el elemento de insercion con 99-
100% de identidad de secuencia con el fragmento equivalente descripto para la cepa S.
aureus N315 (65). IScap: es el elemento de insercién que remplazé el locus cap5(8) en la
cepa bovina S. aureus MBC204 (24). |IScap se ha encontrado dentro del locus cap
[interna, IScap(i)] o externa al locus cap5(8) intacto [IScap(e)]. Cuando los elementos de
insercion fueron identificados por amplificacidn utilizando los cebadores comunes a 1S257
e IScap, el amplicon fue denominado “elemento IS” para eliminar cualquier tipo de
confusion en el texto. Cuando el elemento IS fue identificado positivamente por
secuenciacioén o se refiere en forma particular al tipo de IS, éste fue denominado IScap o
1IS257. cap5+ o cap8+: indica que en las cepas de S. aureus analizada se amplificé los
genes especificos de cada serotipo con los cebadores cap5G-K (serotipo capsular 5) o
cap8H-K (serotipo capsular 8). Las cepas NT S. aureus que mostraron amplificacion

positiva para cap5+ o cap8+ no contenian al elemento IScap dentro de la region cap5(8).
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Resultados



3.1. CARACTERIZACION DE LA POBLACION EN ESTUDIO

En base a los resultados de nuestro laboratorio, se observa que existe una alta
prevalencia de cepas NT en muchos paises y especialmente en Argentina en
aislamientos provenientes de leche de bovinos con mastitis, acompafados de una baja
prevalencia de cepas capsuladas. Por lo tanto, en primer lugar se investigé la prevalencia

de cepas de S. aureus de Argentina que poseen IS257 o IScap.

En primer lugar, se estudié un grupo de 68 aislamientos epidemiolégicamente no
relacionados, entre los que 44 de éstos eran NT, 14 expresaban PC5 y 10 PCS8,
determinado por inmunodifusion. Para establecer la prevalencia de aislamientos que
poseian un elemento de insercion de la familia IS6 (1S257 o IScap), se realizé una
amplificacion por PCR de acuerdo al protocolo descripto en Materiales y Métodos sobre
el grupo seleccionado de 68 aislamientos. Los cebadores utilizados fueron disefiados de
tal manera de poder amplificar tanto 1S257, 1Scap (e), 1Scap (i), 1IS431 como ISRF122
Estos elementos pertenecen a la familia 1S6 y han sido descriptos en otras cepas
estafilocéccicas, con excepcion del elemento IScap. La posicion de éstos elementos de
insercion en los genomas de S. aureus y la longitud del amplicon obtenido de los mismos
utilizando los cebadores IScap-f e IScap-r, se describe en la Tabla 5. El elemento de
insercion (IS) fue hallado mediante amplificacion por PCR en el 47% de los 68
aislamientos (capsuladas como NT) produciendo un amplicén de 600-800pb con los
cebadores descriptos. El analisis de secuencia de los diferentes amplicones se describe
mas adelante. En 7 cepas PC5 que exhibieron amplificacion por PCR negativa con los
cebadores descriptos, se detectd hibridizacién positiva para el elemento IS mediante
Southern Blot (Tabla 2), dando por resultado un total de 39/68 (57%) de cepas que
contenian el elemento IS. Paralelamente, en 22 aislamientos obtenidos mas
recientemente (2004-2005) de una unica subregién (ver Tabla 3), se ha amplificado ésta

secuencia de insercion en 15 de 22 aislamientos, que corresponde a un 68%. Estos
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resultados, permitieron concluir que este elemento IS se encuentra en alta proporcion en

aislamientos bovinos de S. aureus.

El grupo de genes que componen el “cluster” cap se encuentra delimitado
corriente arriba por el gen “housekeeping” adhE (alcohol-acetaldehido dehidrogenasa) vy,
corriente abajo, por el gen “housekeeping” aldA (gen homdlogo a la aldehido
dehidrogenasa). De acuerdo a trabajos previos de nuestro laboratorio, se ha determinado
que esta secuencia de insercion podria estar involucrada en la pérdida de los genes cap,
conservando la presencia de éstos genes “housekeeping”. A fin de determinar si esta
delecion se encontraba en ésta poblacion de estudio, se analizaron por PCR los 44
aislamientos NT del grupo de cepas en investigacion. El 55% (24/44) de las cepas NT
analizadas, exhibieron amplificacién positiva para el elemento de insercion y amplificacién
negativa para los genes especificos cap5 y cap8 (Tabla 1), sugiriendo una estructura del
locus cap similar a la cepa prototipica MBC204. En base a éstos resultados, se realizd
una PCR entre los genes “housekeeping” adhE y aldA, mediante la utilizacién de los
cebadores que hibridizaban con el extremo 5’ del gen adhE (adhE-f) y con el extremo 3’

del gen aldA (aldA-r) en estas 24 cepas (Figura 1).

— locus cap -
adhE aldA

?

Figura 1. Ubicacion de los cebadores utilizados para amplificar la region de
ADN cromosomal entre los genes adhE y aldA

Estos 24 aislamientos resultaron positivos para la amplificacién de un fragmento
de 4kb correspondiente a la presencia del elemento de insercion dentro del “locus” cap,

reemplazando a éste. Luego se realizaron diferentes PCRs confirmatorias a fin de
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obtener la secuenciacion del amplicon de 4kb. Los 3 pares de cebadores utilizados fueron
disefiados en base a los resultados obtenidos previamente por secuencia del locus cap
en dos cepas prototipicas cap5(8)-1Scap+ (MBC 204 y MB214) (Figuras 2 y 3). El primero
de los pares contenia cebadores que hibridizaban con el extremo 3’ del gen adhE (adhE-
f, Tabla 4) y con el extremo 3’ del elemento IS (IScap-r, Tabla 4) (flechas rojas, PCR 1).
Mediante esta PCR, la obtencién de un producto de 943 pb confirmaria que el elemento
de insercion esta ubicado corriente abajo del gen adhE. El segundo par contenia
cebadores que hibridizaban con el extremo 5’ del elemento IS (IScap-f, Tabla 4) y con la
region no codificante entre el gen cap5(8)P y el gen aldA (RNC-r, Tabla 4) (flechas
azules, PCR 2). Mediante esta PCR, la obtenciéon de un producto de 940 pb confirmaria
que el elemento IS esta ubicado corriente arriba del gen aldA. El tercer par incluyé
cebadores que hibridizaban con el extremo 5’ el elemento IS (IScap-f, Tabla 4) y con el
extremo 3’ el gen cap5P (cap5P-r, Tabla 4) (flechas verdes, PCR 3). Mediante esta PCR,
la obtencion de un producto de 737 pb confirmaria que el elemento IScap se encuentra
ubicado adyacente a los ultimos 60 pares de bases del gen cap5P. En las 24 cepas
analizadas se obtuvieron los amplicones esperados, sugiriendo que el elemento IS en
estas cepas se ubicaba en el mismo sitio que la cepa prototipica MBC204 (entre el gen
adhE y la region no codificante corriente arriba del gen aldA), presentando la delecién de
los genes cap mediante IScap. Estos amplicones fueron secuenciados en 11 de las 24
cepas analizadas y todas las secuencias mostraron una identidad del 100% con las
secuencias equivalentes de S. aureus MBC204. Por ese motivo, este elemento de

insercion fue definido como I1Scap

52



Tabla 5. Posicién (“locus tag”) dentro de los genomas secuenciados y longitud del amplicén esperado para cada elemento de insercion de la
familia IS6 mencionada o investigada en éste trabajo.

Genoma Elemento de insercion Posicion Referencia
S. aureus RF-122 ISRF-122 SAB0902C 50
ISRF-122 SAB1299
S. aureus NT315 1IS257/1S431 SA0026 65
1IS431mec SA0034
S. aureus MRSA-252 1IS257/1S431 SAR0027 53
1IS257/1S431 SAR0034
1IS257/1S431 SAR0685
1IS257/1S431 SAR0686
IS431mec SAR0726
S. aureus cepa clinica TY4 que ORF49 Genoma no 135
contiene EDIN-C secuenciado
S. aureus MBC204 (cepa clinica IScap(i) Genoma no Este trabajo
bovina) secuenciado
S. aureus RA9 (cepa clinica IScap(e) Genoma no Este trabajo
bovina) secuenciado
S. aureus MBC212 (cepa clinica 1S257 Genoma no Este trabajo
bovina) secuenciado

a http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/ viewer.fcqi?db=nucleotide&val=82749777
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PCR 1
(945 pb)

PCR 2
(940 pb)

PCR 3
(737 pb)

Figura 2. Ubicacién de los cebadores utilizados para determinar la
localizacion del elemento IScap en cepas cap5 (8)1Scap ™.

A

1 23 4 567 8 910 1112 1314 15 1617

2000 —

1000 —
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B
1 234 56 7 89 101112 13 14151617
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1000—
750—

<— 940 pb

C
12 345 67 8 91011 1213 141516 17

2000 —

1000 —

750 — <4—737pb
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Figura 3. Ubicacién del elemento IScap en S. aureus NT cap5(8)-IScap*. A:
PCR1. B: PCR2. C: PCRS3. Calles 2-15: S. aureus NT MB325, MBT019,
MBb23, MBT001, MBC205, MBD034, MBZ500, MBT002, MBW8, MBZ503,
MBTO008, MBT027, MBC207, MBTO007; calle 16: S. aureus MBC204 (cap5
(8)- 1IScap®), calle 17: S. aureus RN4220 (cap5 7).

3.1.1. Conclusiones parciales

Estos resultados permitieron demostrar que un 55% de las cepas NT
carecian del “cluster” cap5(8), contenian la IScap, y el reordenamiento genético fue
idéntico al observado en las cepas prototipicas. Este resultado sugiere que las cepas
prototipicas no mostraban un hecho aislado sino que ese reordenamiento se repetia en
cepas epidemiolégicamente no relacionadas y que fue seleccionado positivamente,
quizas por encontrarse asociado a cierta ventaja adaptativa para la bacteria. De hecho,

estas cepas pertenecen a uno de los subclones mas prevalentes de nuestro pais.

3.2. ESTUDIO DE IScap: SECUENCIA Y FUNCIONALIDAD DE LA TRANSPOSASA

3.2.1. Analisis de la secuencia obtenida por la amplificacion del elemento IS en

cepas NT y cap5(8)

55



Para el analisis especifico de la secuencia del elemento IS, se realizé una
amplificaciéon por PCR mediante los cebadores IScap-f e IScap-r del gen de la
transposasa del elemento IS en 20 cepas, 18 cepas NT [Tabla 1 indicadas con (s)] y 2
cepas PC5+ [Tabla 2 indicadas con (s)] que contienen una o mas copias del elemento IS.
La secuencia de las inversiones repetidas fue obtenida de la amplificacion de las regiones
entre IScap y regiones flanqueantes de ADN mediante los cebadores adhE-f e IScap-r
(region corriente arriba del elemento de insercion, 945pb); e IScap-r y RNC-r (region
corriente arriba del elemento de insercion, 940pb). Todos los amplicones fueron
secuenciados, y las secuencias aminoacidicas obtenidas fueron comparadas entre si
mediante el programa Blast (Figura 4). El elemento de insercion encontrado perteneceria
a la familia IS6 de acuerdo al tamano, a las secuencias invertidas repetidas presentes en
sus extremos y a la secuencia y ubicacion de su motivo DDE (dominio conservado
ubicado dentro de la triada que conforma el sitio catalitico de la transposasa) (45,74), al
igual que las cepas prototipicas MBC204 y MBC214. Sdlo la cepa MB113 contenia dos
copias del elemento IS (Tabla 2, determinado por Southern Blot). El analisis de la
secuencia de ambas hebras (fw y rev) no mostraron discrepancias en el cromatograma,
indicando que ambas copias eran idénticas (ambas [Scap(e), ver mas adelante). El
elemento de insercion encontrado contenia 2 secuencias repetitivas invertidas de 23 pb y
un marco abierto de lectura (ORF) de 675 pb que codificaba para una proteina probable
de 224 aminodacidos (Figuras 4 y 5). Tanto IScap como 1S257 comparten 13pb con los

otros elementos de insercidn descriptos en la Figura 5 pertenecientes a la familia 1S6.

Con las secuencias obtenidas del elemento de insercion de los 20 aislamientos,
se realizo un estudio de distancias filogenéticas de las secuencias aminoacidicas de las
transposasas pertenecientes a la familia 1IS6 con respecto a la secuencia de la IScap
(Figura 6). Este arbol fue realizado con el programa Phylip y se realizaron 1000
repeticiones. En el mismo, puede verse que, aparentemente, la ISRF122 descripta es el

antecesor comun a las secuencias de insercion estudiadas de la familia IS6. En la
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evolucién de ésta secuencia de insercidon aparecieron dos ramas: una originada por los
elementos de insercion relacionados con 1S257 y otra rama originada por los elementos
de insercidn relacionados con el orf49 reportado por Yamaguchi, en donde se encuentran
ambas variantes del elemento IScap. Al mismo tiempo, puede observarse que la rama
originada por orf49 engloba a los elementos hallados en bovinos, mientras que la otra
rama se relaciona mayormente con elementos de inserciéon hallados en aislamientos
humanos de S. aureus. Este hecho podria sugerir que la adquisicion de estos elementos
de insercion podria tener relacion con el tipo de huésped involucrado y la adaptacion al
mismo. Las variantes externa [IScap(e)] e interna [IScap(i)] (ver definiciébn mas abajo) de
la IScap aparecen a la misma altura, lo que sugiere que los clones que portan el
elemento de insercion fuera del locus cap o reemplazando a éste, conviven en el mismo
tiempo evolutivo. Por lo tanto, la transferencia horizontal entre estas cepas es muy

factible pudiendo originar el pasaje de una cepa PC+ IS+ a una cepa NT IS+.

IScap (i) MNYFRYKQFDKDVITVAVGYYLRYALSYRNISEILRERGIY
IS CAP (€) it i it e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
IS257% . N oottt e e i e e e e e D...... G..VN
Is257° L. ... N oo e e e i i s D......... VN
IS431 L. N.ooow i i i i ie e T....D..ooo... VN
ORF49 e e e e e D.vvv i oo
ISRF122 . ........ Nt e e e ettt D...oovvvn VN
N2

Iscap (i) VHHSTIYRWVQEYAPILYQIWKKKNKQAYYKWHIDETYIKI
ISCaAP (€) it i i e e e e e e e e e e e e e e e Y. ...
Is257* ... Vo e e e e e e e e e e e e e e e e H.K..... R.o.......
Is257° ..., Vo e e e e e e e e e e e e e H.K..... R.o.......
Is431 ... Vo e e e e e e e H.K..... R.oo.ooo..
ORF A4 e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ISRF122 ..... Vo e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e R..K.....
IScap (i) KGOQWHYLYRAIDANGHTLDISLRKKRDNHSAYTFIERLIKQ
IScap(e) vt Dot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
IsS257° KOS E...... W...Q..v... A..K.....
IS257”» KONl E...... W...Q..oo. .. A..K.....
IS431 P R E...... W..o.Quvv A..K.....
ORF49 e e Dt e e e e e e K.o.o.o..
ISRF122 KON E....H.W...Q....... A..K.....

N3 Cl----
IScap (i) FGKPOMIITDQAPSTKVAMTKIVKVFKLNPNCHCTSKYLNN
IS CAD (€) e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Is257* ... KV..o.oooo o000 V.VI.A...K.D..........
Is257° ..., KV, A.VI.A..... D.vivenn e
Is431 ... RV, A.VI.A...K.D.....oo...
ORF49 e e e e e e e e e e S.VI.D...T............
ISREIZ2 i e i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

----C1

IScap (i) LIEQDHRHIKVRKTRYQSLNTAKNTLKGIECIYGLYKKNRR
S I = 1 < (=
IS257% e e e e e e T e e e e e A.......
I1S257° L. (S T e e e e Ao
IS431 e e e e e e e e e e T e e e e e e e e e e AL,



ORF49 ... ... .. IS...IT...... I

ISRF1Z22 ... S..IS...IT...... I it i e
IScap (i) SLOIYGFSPCNEISHMLAS

IScap(€) ittt tii e

IS257% Lo, H...I

IS257> L., H...I....

IS431 oo H...I....

ORF49 ..., RV..I

ISRF122 ... RV..I

Figura 4. Secuencia de aminoacidos de la transposasa codificada por el
elemento I1Scap (i), IScap (e) comparada con la secuencia de la transposasa
codificada por los elementos 1S257% (IS257 obtenida del Genbank),
IS257°(obtenida de la cepa MBC212), 1S431, IS-RF122 y ORF49.
Sombreados en gris se indican los dominios conservados caracteristicos de
la familia IS6 N2, N3 y C1 y en negrita el motivo DDE (103).

IScap tggttctgttgcaaagttagaaa
IS257 ggttctgttgcaaagtt
IS431 ttctgttgcaaagt
IS431mec cggttctgttgcaaag

ORF49 ggttctgttgcaaagtta

ISRF122 ggttctgttgcaaagtt

Figura 5. Comparacion de las regiones repetidas invertidas. Las regiones
repetitivas de I1Scap (e) e IScap (i) son idénticas. Similarmente, las regiones
repetitivas de 1S257° e 1S257° también son idénticas entre si. Los nUmeros
de acceso del Genbank son: 1S257: X13290; 1S431: M18437; 1S431mec:
X53818; ORF49: AAC61974; ISRF122: YP416775.

ISRF-122
1IS257
1000
) —— 1S257 (MBC212)
Figura 6. Arbol “neighbor-joining” consenso
basado en la secuencia aminoacidica de las
transposasas de la familia IS6 comparadas con 525
la I1Scap (externa e interna): Este arbol fue IS431 mec
realizado con wun “bootstrap” de 1000 L] 771
repeticiones y los valores obtenidos estan 1000
L e 1S431
indicados en el grafico.
ORF49
885
IScap(i)
999
IScap(e)

200

La secuencia de IScap de las 13 cepas de S. aureus NT con la delecion del

“cluster” cap (y la insercion de la IScap en ese mismo lugar), exhibié una identidad del
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100% con las cepas prototipicas MBC204 y MBC214. Esta secuencia IScap fue definida
como “interna” [IScap (i)] para diferenciarla de la denominada como IScap (e) (“externa”
al locus cap), hallada en aquellas cepas con amplificacion positiva para el elemento de
insercion pero negativa para el fragmento de 4kb (adhE-aldA, con reemplazo del “cluster”
cap por la IScap). La I1Scap (i) exhibié un 83-87% de identidad con las secuencias 1S431
e 1S257 de S. aureus N315 (65), un 88% con la IS-RF122 del genoma de S. aureus
secuenciado recientemente (50) y un 93% de identidad con la secuencia del ORF49, que
es una transposasa similar a IS257 que se encuentra dentro de un plasmido que contiene
la toxina EDIN-C (toxina B exfoliatina). Similarmente, la secuencia obtenida del elemento
de insercion IScap (e) de 5 NT capb+ y un PC5+ S. aureus, exhibié un 98% de identidad
con la secuencia I1Scap (i), 83-85% con 1S257 e 1S431 (S. aureus N315), un 88% con 1S-
RF122 y un 93% de identidad con el ORF49. El elemento de insercion fue detectado en
9/14 aislamientos PC5+ por Southern Blot pero sélo en 1 (MBC212) de 10 aislamientos
PC8+ (Test de Fisher, p=0.0177) (Figura 7). El amplicén obtenido para la cepa MBC212
utilizando los cebadores IScap-f e IScap-r, fue secuenciado. La secuencia aminoacidica
deducida de la transposasa del elemento en S. aureus MBC212 exhibi6é una identidad del
97% con la 1S257 e 1S431 (N315), 91% con la IS-RF122, 86% con el ORF49 y un 83% de
identidad con la IScap(i). Idénticos resultados fueron obtenidos de un estudio preliminar
realizado en 3 cepas de S. aureus epidemiolégicamente no relacionadas productoras de
PC8 provenientes de Rafaela, Santa Fe, 2005 (Tabla 3). Interesantemente, los
amplicones obtenidos con los cebadores IScap-f e IScap-r en las cepas PC8+ fueron
diferentes en tamano a los obtenidos para las cepas PC5+, NT cap5+ o NT cap5- (793 vs
604 pb, respectivamente). En conjunto estos resultados, sugieren que el ancestro comun
para las cepas MBC204, MBC214 y otras halladas en nuestro pais con la misma delecién

del “cluster” cap mediada por la IScap, era una cepa S. aureus cap5+.

El analisis comparativo de las secuencias correspondientes a la transposasa del

elemento IS de las cepas bovinas bajo investigacion demostré que IScap(i) (responsable
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de la delecién del “cluster” cap) diferia en dos aminoacidos de |Scap(e) hallada en cepas
de S. aureus con el locus cap intacto (Figura 4). EI cambio de la base C por T resulté en
una sustitucion conservativa de H a Y en la posicidon aminoacidica 74, dentro de la region
N2. A pesar de que este cambio ocurre dentro de la regidn N2 de la triada aminoacidica,
el motivo DDE se mantuvo conservado. Al mismo tiempo, el cambio de la base A por G
resultdé en una sustitucién no conservativa de N por D en la posicién aminoacidica 86. Sin
embargo, se produjo fuera de la triada catalitica que conforma el sitio catalitico. El
dominio DDE del elemento IScap(i) en la regién N2 es idéntica al elemento ORF49, que
codifica para una transposasa funcional. La secuencia aminoacidica IScap (e) fue
idéntica en 1 cepa PC5 + (Tabla 2), 5 NT cap5+ (Tabla 1) y en 10 cepas estafilocdccicas
(1 NT, cap5+ y 9 PC5+) aisladas en el afo 2005 (Tabla 3). Estos resultados indican que
la IScap insertada en el “locus” cap [IScap (i)] ha evolucionado en un linaje cercano pero
separado de la variante externa [IScap(e)], como también se refleja en el analisis

filogenético.

El contenido de G+C de IScap fue del 33%, idéntico al observado en los genomas
de S. aureus de las cepas N315, Mu50 y bastante parecido al aislamiento bovino RF-122
(32.8%) como también en 1S257 (34%), 1S431 (33.7%) e 1S431mec (34.1%). Estos
resultados sugieren que la IScap(e) ha evolucionado en un linaje cercano pero separado

de IScap(i).

4. Conclusiones Parciales

Estos resultados sugieren que el ancestro comun de las cepas MBC204 vy
MBC214 y muchos de otros aislamientos hallados en Argentina que contiene la misma
delecién mediada por la IScap, fueron S. aureus cap5+. El analisis filogenético reveld que
la adquisicién de las diferentes variantes de la familia IS6 podria tener relacion con el tipo

de huésped involucrado y la adaptacién al mismo. De acuerdo a las caracteristicas
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observadas en la IScap interna y externa, podriamos sugerir que la IScap insertada en el

locus cap ha evolucionado en un linaje cercano pero diferente.

4.2.1. Estudio de funcionalidad de la IScap (e) e IScap(i) en cepas NT

A fin de determinar si la transposasa codificada por la IScap era funcional, se
realizaron ensayos de transcripcién reversa y posterior amplificacion por PCR. Se
utilizaron dos cepas de S. aureus: MBC204 cap5(8)-IScap(i)+ y RA9 PC5+ IScap (e)+.
Dado que se ha obtenido producto al amplificar el elemento de insercion utilizando como
molde el ADN copia (obtenido a partir del ARN) y que no se ha obtenido producto sobre
el control negativo sin ADN o sin la enzima transcriptasa reversa, podemos concluir que
la transposasa de la IScap(i) e IScap(e) fueron transcriptas.

5. Conclusiones Parciales

Estos resultados sugieren que ambas transposasas se transcriben a pesar de las
mutaciones halladas en el analisis de las secuencias aminoacidicas. Este hecho podria
sugerir que las transposasas codificadas por los elemento IScap(i) e IScap(e) podrian ser

funcionales.

3.3. ESTUDIO DE LOS POSIBLES MECANISMOS A TRAVES DE LOS CUALES
PUDO HABERSE PRODUCIDO LA PERDIDA DE LOS GENES cap EN LAS CEPAS

DE S. aureus NT.

En trabajos previos, se ha sugerido que la 1S257 podria mediar deleciones en
plasmidos o en el cromosoma bacteriano como resultado de una recombinacion
homologa (31). Esta hipétesis involucra la participacion de una cepa que contenga el
“cluster” cap5(8) y al menos dos copias de IScap. Con el objeto de dilucidar el

mecanismo posible de pérdida de los genes cap, se realizé un ensayo de hibridizacién de

61



Southern Blot en 24 (14 PC5+ y 10 PC8+) aislamientos de S. aureus cap5(8)+ para
determinar el numero de copias del elemento de insercién (Figura 7). Sélo 2/24
aislamientos de S. aureus (MB094 y MB113) contenian 2 copias del elemento IS, 8
contenian una séla copia y 14 no mostraron hibridizacién positiva para este elemento
(Tabla 2, Figura 7). Por lo tanto, 22 de 24 cepas no cumplian con el requisito para ser

considerados precursores inmediatos de una recombinacion homaéloga.

Las cepas MB094 y MB113 fueron investigadas por PCR para determinar si
poseian dos elementos IS internos en el “cluster” cap que pudiera sugerir el paso previo
para que, mediante una recombinacion homdloga, diera por resultado el reordenamiento
genético observado en la cepa prototipica MBC204. En primer lugar, se estudio la posible
presencia de una copia del elemento de insercion entre el gen adhE y el gen capA
mediante una reaccion de PCR utilizando los cebadores adhE-fy capA-r (ver Materiales y
Métodos). Se obtuvo una amplificacion positiva para el fragmento adhE-capA, pero el
tamano obtenido no fue diferente al obtenido para la cepa S. aureus Reynolds (627pb).
Similarmente, el fragmento obtenido por amplificacion de la region entre el extremo 3 del
gen cap5(8)0 y la regidén no codificante ubicada corriente arriba del gen aldA (RNC) del
ADN cromosomal de las cepas MB094, MB113 y Reynolds, fue idéntico (1888pb). De la
misma manera, la amplificacion del fragmento ente el extremo 3°del gen cap5(8)O y del
gen aldA del ADN cromosomal de las cepas MB094, MB113 y Reynolds, no mostrd
diferencias en el tamafio de amplicon obtenido (3939pb). Resultados similares se
obtuvieron en 13 S. aureus, 6 NT, cap5+ IS+ (Tabla 1) y 7 PC5+ (Tabla 2), de nuestra

coleccion en investigacion.
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3.3.1. Conclusiones Parciales

Estos resultados sugieren que las cepas MB094, MB113 y las 13 cepas
adicionales, que fueron investigadas, no poseian el elemento IS en la vecindad del
“locus” cap. Estas cepas representan todos los aislamientos dentro de la coleccién de 68
cepas que poseen el “locus” cap y al menos una copia del elemento de insercion. Por lo
tanto, no serian precursores del reordenamiento genético observado en el 55% (24/44)
de las cepas NT de nuestra coleccion. Estos hallazgos sugieren que los eventos
genéticos que llevan a la pérdida del “cluster” cap han ocurrido en tiempos ancestrales y
todos los intermediarios, cromosomicos o plasmidicos, no han sido seleccionados y se

han perdido.
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3.3.2. Anadlisis de la secuencia obtenida por la amplificacion del elemento IS en

aislamientos humanos de S. aureus

La presencia del elemento de insercion fue investigada en 20 aislamientos
humanos NT cap5+ (11 meticilino sensibles y 9 meticilino resistentes) de 3 hospitales
distintos. Todos los aislamientos mostraron una amplificacion positiva para el elemento
IS. El analisis de la secuencia aminoacidica reveld que la secuencia de insercion hallada
tenia un 98-100% de homologia con la IS257 e 1S431 (N315), 91% con la ISRF-122, 86%

de homologia con el ORF49 y s6lo un 83% de homologia con la IScap.

4, Conclusiones Parciales

El analisis de la secuencia obtenida de los aislamientos humanos como el estudio
filogenético de la secuencia aminoacidica de los distintos elementos de insercion,
sugieren que IScap podria no ser relevante en aislamientos de S. aureus humanos y que
las diferencias observadas entre la IScap y las secuencias 1S257 e 1S431 podrian
deberse a caracteristicas relacionadas con la especificidad de ciertos clones S. aureus

por distintos huéspedes (por ejemplo, humanos vs. bovinos).

3.4. ESTUDIO DE MECANISMOS DE RESISTENCIA COMO POSIBLES FACTORES

DE SELECCION PARA LA ADQUISICION DE LA 1S257/cap

3. Seleccioén por factores externos: antimicrobianos y antisépticos

A fin de determinar el origen del elemento IScap y dada la homologia que la IScap
posee con respecto a la 1S257, se comenzo el estudio de distintos factores de seleccion
conocidos relacionados con éste elemento de insercion, ya que no existia en lo inmediato

un factor aparente que haya seleccionado el cambio fenotipico en las cepas capsuladas
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hacia un fenotipo NT con reemplazo del “cluster” cap. La 1S257 (también conocida como
IS431), ha sido hallada en distintos contextos genéticos asociada a distintos
determinantes en estafilococos. Entre los determinantes mas relevantes, se encuentran:
1) antisépticos y desinfectantes, casos en los que la 1IS257 se encuentra asociada al gen
smr (también denominado gacC); 2) Antibidticos como: Tetraciclina, Bleomicina,

Gentamicina, Kanamicina, Meticilina y Mupirocina, entre otros.

En base a estos datos, se estudiaron 17 cepas NT (5 cap5+ y 12 cap-, ver Tabla
1) y 8 cepas PC+ (7 PC5+ y 1PC8+, Tabla 2), en las cuales se analizé por el método de
difusion la sensibilidad a oxacilina, tetraciclina, aminoglucésidos y trimetropina, como asi
también se determind la presencia del gen mecA mediante amplificacién por PCR (ver
Materiales y Meétodos). Todas las cepas resultaron sensibles a la oxacilina,
aminoglucdsidos y trimetropina. La PCR para amplificar el gen mecA, resulté negativa en
todas las cepas analizadas. El 87% de las cepas, resultaron sensibles a tetraciclina por el
método de difusién. Asimismo, el 80% resulté sensible a eritromicina, y el 93, 3% al resto
de los antibiéticos (Kanamicina, gentamicina, oxacilina y amikacina).

Hace ya algunos anos, la industria veterinaria viene utilizando en los bovinos
cubiertas de pezones (“teat-dips”) que contienen sales de amonio cuaternario como
antisépticos. Dado que los genes que codifican para la resistencia a éstos se encuentran
flanqueados por la 1S257, se investigo la presencia de genes relacionados con amonios
cuaternarios como smr, qacE y qacA/B en 23 cepas NT que eran positivas para la
amplificacion del elemento de insercidn. No se obtuvo amplificacion positiva para qacE ni
para qacA/B. Sélo 3/23 cepas mostraron amplificacion positiva para el gen smr,

resultando estadisticamente no significativo.

4, Conclusiones Parciales
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Estos resultados sugieren que la presencia del elemento IScap no fue
seleccionada por factores como antibioticos o sales de amonio cuaternario descriptos
para la 1S257. Por lo tanto, la presencia de éste elemento podria estar originada por otro
factor de seleccion o ser el producto de una adquisicién por transferencia horizontal que
proporcione alguna caracteristica especial al clon prevalente estafilococcico de bovinos y
sea parte del proceso evolutivo del mismo. No puede descartarse en esta etapa del
trabajo que el factor de selecciébn mencionado sea un componente de la respuesta

inmune del huésped dirigido contra la capsula.

4.4. RESUMEN DE HALLAZGOS E HIPOTESIS

1- Muchas cepas NT presentaron un fenotipo permanente.

2- No hay pérdida espontanea de los genes cap.

3- Debe haber una seleccion positiva por algun factor ain no descripto

4- Ese factor no es la resistencia a antibioticos o a sales de amonio cuaternario.

5- Lafalta de PC le proporcionaria a S. aureus no capsulado una ventaja selectiva
sobre el capsulado para la persistencia, ya que todos los aislamientos estudiados

provienen de animales infectados en forma persistente.

Por lo tanto, se puede enunciar la hipoétesis que las cepas no capsuladas de

S. aureus cumplirian un rol en la patogénesis de la mastitis bovina cronica,

posibilitando la persistencia de la enfermedad.

5. PERSISTENCIA DE CEPAS NO CAPSULADAS DE S. aureus

4.1. Modelo murino de mastitis
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La influencia de la produccién de capsula PC5 o PC8 en la persistencia de
S. aureus en la glandula mamaria fue investigada mediante la inoculacién de grupos de
ratones en lactacion por la via intramamaria (ima) con cepas isogénicas de S. aureus que
diferian en la expresion de capsula: cepa Reynolds (PC5), cepa Reynolds (PC8) o cepa
Reynolds (NT). Cada experimento fue realizado sobre grupos de ratones inoculados con
10°, 5x10°, o 10° UFC/glandula. Como se muestra en la Figura 8, la cantidad de UFC
recuperada con las 3 cepas de las glandulas infectadas, decrecié lentamente durante el
curso de la infeccion. La tasa de depuracion de cada cepa fue similar hasta el dia 8; en
ese punto la depuracién de la cepa Reynolds (NT) disminuyé en comparacién con las
cepas capsuladas. EI numero de UFC de Reynolds (NT) por glandula fue
significativamente mas alta que las UFC recuperadas de las cepas PC positivas en los
dias 8 y 12 después de la inoculacién de con 10° (Figura 8A). En un inéculo mas alto (5x
10°, Figura 8B) o 10° (Figura 8C), el numero de UFC de Reynolds (NT) por glandula fue
significativamente mayor que las cepas capsuladas al dia 12. La infeccién estafilocéccica
siempre quedo restringida a la glandula mamaria ya que el resto de los 6rganos de los
animales infectados no mostraron alteraciones macroscopicas y los cultivos cuantitativos

de los homogenatos de rifidn, bazo e higado permanecieron negativos.
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Figura 8. Efecto de la produccién de cépsula sobre la virulencia de S.
aureus en un modelo murino de mastitis. Las ordenadas representan el log
de las UFC de Reynolds (NT), Reynolds (PC5) y Reynolds (PC8)
recuperadas de glandulas mamarias a diferentes tiempos post inoculacion
con 10%A), 5 x 105%B), o 10° (C) UFC/glandula. El limite minimo de
deteccion por cultivo fue de 5 UFC/glandula

Algunos grupos de ratones fueron inoculados con una suspensién mixta de
S. aureus que contenia Reynolds (NT) y Reynolds (PC5) o Reynolds (PC8). La relacion
fue 1:1 para las dos cepas, y el total del indculo fue 10° 6 10° UFC/glandula. Las

proporciones recuperadas de las dos cepas de las glandulas infectadas no tuvieron
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diferencias significativas en todos los tiempos medidos con las proporciones de ambas
cepas en el indculo inicial. Por lo tanto, la curva de depuracion obtenida para las mezclas
bacterianas fue similar a las curvas obtenidas para las cepas capsuladas individuales

(Figura 9, Ay B).

4 A 4 B
®© H Reynolds (NT) ®© H Reynolds (NT)
£ L] O Reynolds (PC5+) E . O Reynolds (PC8+)
£ 3 O Mix Reynolds (PC5/NT) £ 3 O Mix Reynolds (PC8/NT)
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Figura 9. Experimentos de suspensiones mixtas de S. aureus 1:1 de
Reynolds (NT) y Reynolds (PC5 o PC8) al dia 12. Las UFC/mama
recuperadas de las glandulas mamarias de los ratones inoculados con la
mezcla son similares a las recuperadas con la cepa capsulada PC5 (A) o
PC8 (B). Las diferencias entre las cepas Reynolds (PC5) o Reynolds (PC8)
y la cepa Reynolds (NT) fueron significativas como asi también las
poblaciones mixtas con respecto a la cepa Reynolds (NT). No se observaron
diferencias significativas entre las mezclas y las cepas capsuladas

5. Conclusiones Parciales

La cepa Reynolds (NT) demostré poseer una capacidad de persistir en numeros
mas altos y por mas tiempo en la glandula mamaria, mientras que las cepas capsuladas
Reynolds (PC5) y Reynolds (PC8) fueron eliminadas mas rapidamente que la no
capsulada. Por otro lado, el efecto de las mezclas entre Reynolds (PC5 u 8) y Reynolds
(NT) fue similar al observado por cada cepa capsulada en forma individual. Esto significa
el 50% de la poblacion de capsulada de la mezcla es suficiente para que el sistema
inmune del huésped reconozca a esta poblacion como 100% capsulada y sea eliminada
en forma similar al patrén observado para Reynolds (PC5) o Reynolds (PC8) en forma

individual.

69



5.1. Histopatologia de las glandulas infectadas

El efecto de la produccion de capsula por S. aureus en la infiltracion de los PMN y
células mononucleares en la glandula mamaria fue estudiado histolégicamente. Grupos
de ratones fueron inoculados con 10° 0 10° UFC de S. aureus Reynolds (PC5), Reynolds
(PC8) o Reynolds (NT) y sacrificados a los dias 4, 8 o 12 dias post inoculacion. Las
diferencias entre las 3 cepas de S. aureus fueron mejor observadas en el inoculo de 10°
UFC/glandula (Figura 10). La infiltracién de los PMN y las células mononucleares fue mas
prominente en los tejidos mamarios analizados del dia 4 provenientes de ratones
inoculados con Reynolds (PC5) comparados con Reynolds (PC8) o Reynolds (NT)
(Figura 10). Asimismo, se observé un grado mayor de dafio en el epitelio tubular y una
hemorragia insterticial mas severa en los tejidos mamarios de los ratones inoculados con

la cepa Reynolds (PC5).

Los resultados de estas observaciones en los dias 4, 8 y 12 post inoculacién con
10°UFC de S. aureus fueron cuantificados con un indice de alteracion tisular (ver
Materiales y Métodos) y se representan en la Figura 11. Reynolds (PC5) desencadend
una inflamacién severa y un dano tisular extenso en las glandulas mamarias infectadas, y
su indice de alteracion tisular fue significativamente mas alto que el obtenido para
Reynolds (NT) en los 3 tiempos analizados (Figura 11) y mayor que el obtenido para
Reynolds (PC8) a los 4 y 8 dias. En los tejidos mamarios infectados con la cepa no
capsulada, se observd un dafio tisular muy pequefio e induccién de una respuesta
inflamatoria apenas moderada. La cepa Reynolds (PC8) causé un nivel intermedio de
dafo tisular semejante al de Reynolds (NT) en los dias 4 y 8, pero mas cercano al

observado para Reynolds (PC5) en el dia 12.

70



Figura 10. Secciones de glandula mamaria a los 4 dias post inoculacién con
10° UFC/glandula de S. aureus, tefiidas con hematoxilina-eosina. No se
observaron cambios o son escasos cuando la glandula fue inoculada con
Reynolds (NT) (A), moderada inflamacién post-inoculacion de Reynolds
(PC8+) (B), e inflamacion severa y marcada infiltracion de células PMN
cuando se indujo con Reynolds (PC5+) (C).

Con la dosis de 10° UFC, las diferencias en las alteraciones histoldgicas inducidas
por las tres cepas isogénicas de S. aureus fueron reducidas. Las tres cepas produjeron

un grado de inflamacién mayor y comparable (fotomicrografias no mostradas). Esta
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observacién no fue inesperada ya que las diferencias en la virulencia pueden ser
superadas con un inoculo alto, dado que otros componentes de S. aureus, ademas de PC

pueden inducir inflamacién en la glandula mamaria del huésped.
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Figura 11. indice de alteracién tisular en secciones de glandula mamaria de
ratones inoculados con 10° UFC/glandula de S. aureus Reynolds (NT)
(triangulos), Reynolds (PC5) (circulos rellenos), o Reynolds (PC8) (circulos
vacios). Cada barra representa la mediana de 4-8 glandulas mamarias. Se
observa una diferencia significativa entre los 3 grupos (P<0.0001, ANOVA
no paramétrico). Los niveles de significacion de las comparaciones
individuales fueron: Reynolds (NT) vs. Reynolds (PC5) en el dia 4, p=0.033;
Reynolds (NT) vs. Reynolds (PC5) en el dia 8 p=0.004; Reynolds (NT) vs.
Reynolds (PC5) en el dia 12, p=0.002; Reynolds (NT) vs. Reynolds (PC8)
en el dia 12, p=0.0010.

4. Conclusiones Parciales
Nuestro andlisis histologico revelé que las células PMN fueron reclutadas a la
glandula mamaria en alta cantidad en respuesta a la infeccion por S. aureus PC5+ o

PC8+, y éste influjo de PMN se correlacioné con la mayor depuracion de éstas cepas,

aunque con mayores alteraciones histopatoldgicas.
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4.2. Internalizacion de S. aureus en células MAC-T.

Hensen y colaboradores reportaron que en los estadios tempranos y crénicos de
la infeccion mamaria, S. aureus Newbound 305 (serotipo 5) fue localizado dentro del
lumen del alveolo o conducto lactifero en asociacion con el epitelio y dentro de células
fagociticas (49). Nosotros consideramos que Reynolds (NT) podria persistir por mayor
tiempo en la glandula infectada del ratén por invasién del tejido intersticial. Por lo tanto,
se investigo el efecto de PC5 y PC8 sobre la internalizacion de S.aureus en células
epiteliales bovinas in vitro. Las células MAC-T fueron incubadas con S. aureus en una
multiplicidad de infeccion de 15 a 20 por una hora a 37°C, en ese punto, las células
fueron lavadas y se agreg6é el medio con antibidtico para eliminar el estafilococo
extracelular. Como se muestra en la Figura 12, Reynolds (NT) y la cepa NT no
relacionada RN6390 de S. aureus, fueron internalizadas en mayor media que las cepas
capsuladas Reynolds (PC5) o Reynolds (PC8). El numero total de bacterias viables
dentro de las células epiteliales disminuyé mas de 10 veces entre las 2h (Figura 12A) y
24h (Figura 12B). La supervivencia de S. aureus dentro de las células MAC-T no fue
afectada por la producciéon de PC5 o PC8 y la viabilidad celular epitelial permanecié alta
(>95%) 24hs después del tratamiento con antibiotico. Asimismo, los niveles de apoptosis
de las células MAC-T después de 24h post inoculacion de la bacteria fueron muy bajos y
no se observaron diferencias significativas entre las diferentes cepas bacterianas
utilizadas. Experimentos preliminares en nuestro laboratorio con aislamientos de
S. aureus (n=8) obtenidos de vacas con mastitis, revelaron niveles similares de
supervivencia de las células MAC-T (>95%) y numeros comparables de estafilococo

intracelular 24hs post inoculacién de la bacteria.
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5. Conclusiones Parciales

Los resultados in vitro sugieren que S. aureus no capsulado es internalizado mas
eficientemente que las cepas capsuladas. Se especula que asi S. aureus podria evitar la
depuracién mediada por una respuesta inmune adaptativa mediante la internalizacion

dentro de las células epiteliales mamarias bovinas.

[ A 87 B
) )
H *‘: T
1] . a— -1
3 4 3 4
(c) p<0.001
E (8)p<0.001 () NS, E
8 3 (b) p<0.01 -I— 8 3 (c) p<0.001
2 L E ()p<0.001 (IN.S.
] 3 (b) p<0.001 -
2 £ T
E 21 E 21
3 3
g g
31 71
7 7]
g g
RN6390 Reynolds Reynolds Reynolds RN6390 Reynolds Reynolds Reynolds
PC(-) PC(-) PC5 PC8 PC (-) PC (-) PC5 PC8

Figura 12. Internalizacion de S. aureus en células MAC-T medida como las
UFC remanentes después de 2hs (A) o 24hs (B) de incubacién post-
eliminaciéon de las bacterias extracelulares. Cada barra representa el
numero de UFC/ml intracelulares de 11 a 24 pocillos (A) o de 17 a 24
pocillos (B) pertenecientes a diferentes experimentos. Los valores a y ¢
representan los valores de P que surgen de la comparacion con RN6390,
mientras que los valores b y d, surgen de la comparacién con la cepa
Reynolds (NT).

6. SELECCION DE CEPAS NO CAPSULADAS DE S. aureus

5.Seleccion de cepas NT por factores relacionados con la respuesta del huésped.

De acuerdo a los resultados anteriores, las cepas NT tendrian una ventaja
adaptativa para poder permanecer en el huésped, por lo tanto deberian de seleccionarse
in vivo durante el transcurso de la infeccion, ya que se establecidé que esa seleccion no se

puede atribuir a antibidticos o sales de amonio cuaternario. Se sospecha que el factor de
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presion selectiva podria ser un componente de la respuesta inmune. A fin de determinar
cual es el factor que podria seleccionar las cepas con fenotipo NT y evaluar la hipotesis
que la delecién del “cluster” cap pueda ocurrir espontaneamente en presencia del
elemento de insercion IScap, se disefiaron experimentos in vitro e in vivo para enriquecer
cultivos e inéculos de S. aureus, respectivamente, en derivados (D) NT, como se describe
en Materiales y Métodos. En estos experimentos se utilizaron las cepas RA9 (PC5+,
IScap (e)), RA18 (PC5+, IS257/IScap -) y MBC212 (PC8+, IS257+). Las caracteristicas
de los derivados NT obtenidos en estos experimentos se describen en la Tabla 6.
Después de 9-10 o 4-6 ciclos de enriquecimiento in vitro e in vivo, respectivamente, se
obtuvieron diferentes colonias con fenotipo NT determinados por “colony immunoblot”.
Estos NT presentaban distintas deleciones genéticas determinadas por PCR al amplificar
el “cluster” cap. La cepa parental RA9 contenia el elemento IScap (e), mientras que la

cepa RA18 carecia del elemento de insercion.

Se estudiaron 20 derivados NT por experimento y se detectaron 11 tipos
diferentes de NT, resumidos en la Tabla 6. Ninguno de los derivados NT obtenidos
mostraron amplificacion positiva del fragmento de 4kb (correspondiente a la region
delimitada por los genes “housekeeping”, con la insercion de IScap y delecion del
“cluster” cap), como se observo en las cepas prototipicas MBC204 y MBC214 u otros

aislamientos bovinos analizados de nuestro pais (Tabla 6).

En la mayoria de los casos, se hall6 mas de una lesidon genética responsable del
fenotipo NT. Uno de los derivados NT (RA18D13), fue obtenido por enriquecimiento de la
cepa RA18 que no contiene la IScap ni la 1S257, indicando que la presencia de estos
elementos de insercion no seria requerida para que la delecién ocurra. El fenotipo NT de
éstos derivado es estable, puesto que se mantuvo después de 10 subcultivos in vitro en

CSA (Tabla 6).
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Tabla 6. Descripcion de distintas variantes NT obtenidas a
partir de cepas capsuladas CP5+ que portaban la IScap
(e) (RA)) o que no la portaban (RA18).

Experimento Cepa Amplificacién del “cluster” cap
In vitro RA9-D1 Conservado (*)
RA9-D2 Sin amplificaciéon de capA-E (**)
RA9-D3 Sin amplificacion de capH-K (**)
In vivo A RA9-D4 Conservado (*)
RA9-D5 Sin amplificacion de capP-aldA (**)
In vivo B RA9-D6 Conservado (*)
RA9-D7 Sin amplificacion de capH-capK (**)
In vitro RA18-D1 Conservado
In vivo RA18-D2 Conservado (*)
RA18-D3 Sin amplificacion de capH-capK. (**)
In vivo MBC212 Conservado (*)

(*) Conservado significa que

los amplicones obtenidos

presentaban el mismo tamafo que el obtenido para las cepas
controles de S. aureus Reynolds (PC5) o Becker (PC8)

(**) Amplicones con tamafio idéntico a las cepas de S. aureus
Reynolds (PC5) o Becker (PC8) fueron obtenidos para cada
fragmento mientras que no se obtuvo amplicén para la region

del “cluster” cap indicada en la tabla.

6. Conclusiones Parciales

El tratamiento de una cepa productora de PC5 con anticuerpos anti-PC5 produce
la seleccion de variantes NT con un cambio genético permanente, el cual puede
producirse sin la presencia de éste elemento de insercion. La presencia de la IScap (e)

no se asocid a la generacion de una delecién total del “cluster” cap como la descripta en

la cepa prototipica bovina MBC204.
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6.1. Efecto del suero anti-PC5 sobre S. aureus en la glandula mamaria

De acuerdo a los resultados obtenidos en los experimentos in vitro, pudo observarse
que mediante anticuerpos anti-PC5 era factible la obtencién de cepas NT. Por lo tanto, en
una segunda instancia se estudio la posibilidad de que estos variantes NT puedan ser
obtenidos in vivo mediante una modificacion del modelo murino de mastitis bovina. El
modelo murino de infeccién aguda de la glandula mamaria fue utilizado previamente para el
estudio de los factores de virulencia involucrados en la patogénesis de las infecciones
intramamarias (22). Se inmunizaron pasivamente grupos de ratones por la ruta
intraperitoneal (ip) con anticuerpo anti-PC5 o anti-PC8 o suero no inmune (control). A las
24hs post inmunizacién, los ratones fueron inoculados con una dosis de 1 x 10°UFC/mama
por la ruta intramamaria (ima) con la cepa RA9 (PC5) o MBC212 (PC8). A las 96hs, los
ratones fueron sacrificados, se removieron quirdrgicamente las mamas L4 y R4, se
homogenizaron y se realizaron recuentos bacteriolégicos en TSA. Los cultivos cuantitativos
de las glandulas mamarias revelaron que el tratamiento especifico con el anticuerpo anti-
PC5 disminuyd en cuatro ordenes de 10 el recuento de UFC de S. aureus recuperadas
con respecto a los controles no tratados, resultando estadisticamente significativo
(P>0.01, Test de Mann-Whitney, no paramétrico) (Figura 13). Resultados similares fueron
obtenidos con el tratamiento con el anticuerpo anti-PC8 e inoculacién con la cepa

MBC212 (PC8). (Figura 13).

7. Conclusiones Parciales

Los resultados demuestran que la presencia de anticuerpos especificos
anticapsula de S. aureus, son eficientes para la eliminacién de un gran porcentaje de la

poblacion bacteriana de un indculo intramamario.
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Figura 13. Efecto de la administracién del suero anti-PC5 sobre el numero
de UFC intramamarias de S. aureus. Se observo una disminucién en 4
ordenes de 10 con respecto al control inoculado con suero de conejo no
inmune a las 96hs (p>0.01).

7.1. Seleccion de cepas NT de S. aureus en la glandula mamaria por suero anti-

PC5

Las colonias recuperadas de las glandulas mamarias a las 96hs post inoculacion,
fueron reinyectadas en un nuevo grupo de ratones preinmunizados pasivamente de
acuerdo a la descripcion anterior, con anticuerpo anti-PC5 o anti-PC8 o suero no inmune
(n=6-8). Los ciclos fueron repetidos hasta 10 veces. Los cultivos cuantitativos obtenidos
de cada homogenato de la glandula mamaria fueron analizados para evaluar la expresion

de capsula por el método de “colony immunoblot” (Figura 14).

Los resultados de los derivados NT de S. aureus obtenidos post seleccién con el
anticuerpo especifico anti-capsula, se muestran en la Figura 15. La presién selectiva con
anticuerpo anti-PC indujo la aparicion del 11% de colonias NT después del cuarto ciclo y
50% en el quinto ciclo, todos derivados de la cepa parental PC5+ RA9. Resultados
similares se obtuvieron con una cepa PC8+, MBC212, en éste caso se obtuvo 40% al

ciclo 6 y el 95% en el ciclo siete. No se obtuvieron cepas NT S. aureus en los ratones
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controles de cada cepa tratados con suero no inmune, hasta el ciclo 10, en el que se dio

por concluido el experimento (Figura 15).

NT

PC5+

NT PC5+

Figura 14. “Colony immunoblot” de las colonias obtenidas del homogenato
de la glandula mamaria y su posterior confirmacion. Puede observarse que
éste método es muy efectivo en la confirmacion de cepas NT

A fin de determinar si los derivados NT obtenidos presentaban alguna alteracién
fenotipica, se analizé la expresion de a/f hemdlisis y produccion de biofilm como se
describié en materiales y métodos (Figuras 16 Ay B, y Figura 17). Los halos obtenidos de
produccion de hemdlisis de las cepas NT obtenidas, fueron similares a la cepa parental,
al igual que la produccién de biopelicula (“biofilm”). La ausencia de cambios fenotipicos
en el analisis in vitro de éstas caracteristicas, podria sugerir que las variantes NT
obtenidos no tendrian mutaciones en genes reguladores como los genes del sistema agr
que regula la produccion de varios factores de virulencia, incluyendo la produccion de

capsula.
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Figura 15. Cepas NT derivadas del tratamiento con anticuerpo anti-PC5,
anti-PC8 o suero no inmune. Se observa que las cepas NT soélo aparecen
en el tratamiento con los anticuerpos correspondientes y no en los ratones
tratados con el suero no inmune. Se muestran dos ciclos continuos de
recuperacion de NT, la tendencia continda hasta los 10 ciclos de
tratamiento.

Figura 16. Analisis de produccion de a hemadlisis (A) y B hemdlisis (B) de las
cepas NT obtenidas con respecto a la cepa parental RA9 (PC5). Resultados
similares se obtuvieron con la cepa MBC 212 (PC8).
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Figura 17. Analisis de produccion de biofiim. Se muestra los derivados NT
de la cepa MBC212 y la cepa parental. No se observaron diferencias. Estos
resultados fueron similares a los obtenidos para la cepa RA9.

8. Conclusiones Parciales

Los resultados sugieren que la presencia de anticuerpo circulante anticapsula,
puede seleccionar positivamente cepas NT de S. aureus en la glandula mamaria.
Asimismo, las cepas NT obtenidas no cuentan con otros cambios fenotipicos como la
produccién de hemdlisis y produccion de biopelicula. Por lo tanto, estas cepas no

portarian mutaciones a nivel regulatorio de la expresién de factores de virulencia.

8.1. Seleccion de variantes puntiformes de S. aureus en la glandula mamaria

por suero anti-PC5

En los mismos experimentos descriptos en 5.3., a partir del ciclo 8 de
enriguecimiento se observé la apariciéon de colonias puntiformes (denominadas “SCV
like”, del inglés “small colony variants”) a las 48hs de incubacién a 37°C de las placas
obtenidas de los cultivos primarios de las glandulas mamarias (Figura 18). La aparicion
de colonias “SCV like” no fue observada en las placas obtenidas de glandulas mamarias

de ratones tratados con suero no inmune. Estas colonias no presentaron hemdlisis en la
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placa original, sin embargo, al ser subcultivadas en agar sangre y agar TSA, el
crecimiento fue normal y produjeron hemodlisis. La cantidad de puntiformes fue en
aumento proporcional al numero de ciclos (22% en el ciclo 6, 44% en el ciclo 8, 65-70%
en los ciclos 9 y 10). Esta variante SCV estaba en igual proporcién que las colonias del
fenotipo normal a partir del ciclo 9. En el aislamiento de una de las colonias puntiformes
del ciclo 9, se observo un fenotipo mas estable que no revirtioé al ser subcultivada en agar
sangre y TSA durante dos pasajes. Para determinar si esta colonia presentaba las
caracteristicas descriptas para las SCV, se realizaron diferentes pruebas bioquimicas. La
reaccion de coagulasa resulté positiva a las 18hs, la produccion de catalasa resultd débil
respecto a la cepa de crecimiento normal, no fermentd ni crecié en el manitol y mostré
expresion de capsula en el ensayo de “colony immunoblot”. La confirmacion de estas
caracteristicas permitié afirmar que la variante puntiforme era una “SCV”. Sin embargo, a
partir del tercer pasaje esta cepa revirtié al fenotipo normal. Este efecto ha sido descripto
en otros trabajos donde el fenotipo puntiforme no pudo mantenerse por mas de dos

subcultivos.

Figura 18. Comparacion entre fenotipo puntiforme (crecimiento a las 48hs) y
fenotipo normal. Ambas colonias fueron recuperadas de la glandula
mamaria de ratones pre tratados con anticuerpos anti-PC5 en el ciclo 9 de
enriquecimiento
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9. Conclusiones Parciales

La aparicion de variantes puntiformes en las placas obtenidas de glandulas
mamarias de ratones tratados con anticuerpo especifico anti-PC, podria ser resultado de
mutaciones regulatorias a otro nivel del observado en los derivados NT. Estas variantes
puntiformes son producto del tratamiento con anticuerpo, por lo tanto, la presencia de
anticuerpo circulante anticapsula estaria seleccionando no sélo cepas no capsuladas,
sino también subpoblaciones con otras caracteristicas fenotipicas con mayores ventajas
para la permanencia de la bacteria. Estos resultados podrian ser una explicacion para la

persistencia de S. aureus en la glandula mamaria.

9.1. Patogénesis de S. aureus PC+y NT

Para comprender mejor el proceso de infeccién producido por S. aureus, se
realizé un estudio histopatoldgico de las glandulas mamarias obtenidas 96 hs después
del desafio intramamario con S. aureus cepa RA9, al cabo de cada uno de los distintos
ciclos de enriquecimiento in vivo. Los ratones fueron pretratados como se indicé en
Materiales y Métodos con antisuero anti-PC5 o con suero no inmune de conejo (control).
Posteriormente a las 96 hs iniciales, correspondientes al primer ciclo de seleccion in vivo,
no se observaron diferencias histolégicas significativas entre las glandulas mamarias
obtenidas de los ratones que habia sido tratados con anticuerpo anticapsula o con el
suero no inmune (p=0.32). Entre los ciclos 5-7, la densidad celular de PMN en el tejido
mamario obtenido de ratones pretratados con anti-PC fue significativamente mayor que
en los ratones no tratados (p=0.025, Mann-Whitney). Interesantemente, entre los ciclos 8-
10, el numero de PMN volvié a presentar valores similares a los primeros ciclos en los

cortes histolégicos provenientes de ratones tratados con el anticuerpo especifico; en
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Media de PMN

tanto siguieron en aumento en la serie de ratones tratados con suero no inmune
(p=0.0017) (Figura 19, Tabla 7).

Las variaciones de la densidad de PMN en la glandula mamaria se acompanaron
de otros cambios histolégicos coincidentes con el desarrollo de un proceso inflamatorio-
infeccioso que es resuelto y en las que la glandula mamaria mostré signos de
funcionalidad normal, después del ciclo 9, en los ratones pretratados con el antisuero
anti-PC5. Al mismo tiempo, en las imagenes de los ciclos 8-9, se observo la recuperacion
de la citoarquitectura de la glandula, como indicando la resolucion del proceso infeccioso.
Sin embargo, en las preparaciones obtenidas de ratones tratados con suero no inmune,
se evidencié un aumento progresivo de la densidad de PMN seguido de alteraciones
histoestructurales que indican deterioro funcional paulatino de la glandula con pérdida

casi total de las caracteristicas del tejido mamario (Figura 20).
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Figura 19. Migracién de PMN en ratones inoculados con S. aureus RA9
(PC5) y tratados con suero especifico anti-PC5 o suero no inmune(n= 5-7).

Sin embargo, en las preparaciones obtenidas de ratones tratados con suero no
inmune, se evidencié un aumento progresivo de la densidad de PMN seguido de
alteraciones histoestructurales que indican deterioro funcional paulatino de la glandula

con pérdida casi total de las caracteristicas del tejido mamario (Figura 20).
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Tabla 7. Comparacién estadistica entre las columnas de la Figura 19 con
el test Mann-Whiney. S: significativo, NS: no significativo.

Comparacion Resultado significancia

Entre tratados con anti-PC5 y con suero no inmune

Avs B p=0.32 NS
CvsD p= 0.025 S
EvsF p= 0.0017 S

Entre tratados con anti-PC5

AvsC p=0.0083 S
AvsE p=0.9 NS
CvsE p=0.0015 S

Entre tratados con suero no inmune

BvsD p=0.0.0048 S
BvsF p=0.0.003 S
DvsF p=0.06 NS

En estos experimentos, los derivados NT de S. aureus RA9 fueron evidentes en el
periodo entre los ciclos 5-7, con un 31%, aumentando hasta un 83% entre los ciclos 8-10.
Se observd que el mayor porcentaje de derivados NT coincidia con la resolucién de la
infeccién, el regeneramiento de la citoarquitectura de la glandula mamaria y con la

recuperacion de las cantidades iniciales de PMN en el tejido (Figuras 15, 19y 20).
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Figura 20. Preparados obtenidos de ratones tratados con anticuerpo anti-
PC5 (B y E) y de ratones tratados con suero no inmune (C y F), con
respecto a los controles no inoculados (A y D). En la figura, A, By C
representan la histopatologia de las glandulas mamarias al inicio del
experimento (ciclos 1-4), D, E y F representan la histopatologia de las
glandulas mamarias en el final del experimento (ciclos 8-10). Es evidente la
pérdida de estructura en los preparados obtenidos de ratones no
inmunizados al final del experimento, mientras la citoarquitectura es
recuperada en las glandulas de los ratones tratados con anticuerpo anti-
PCS5.

10. Conclusiones Parciales

Los resultados indican que el tratamiento con suero hiperinmune anti-capsula
disminuye el numero de bacterias, como fue determinado anteriormente, pero que
también selecciona variantes NT. Estas producen menor dafio del tejido y son mas
eficaces en la evasién del sistema inmune. Asimismo, la disminucion de UFC que
produce la presencia de anticuerpo anti-PC5 no es la causa de un menor dafo en la
glandula mamaria ya que los valores iniciales en presencia y ausencia del anti-PC5 son
similares. Por el contrario, éstos son producidos por el fenotipo bacteriano que es
seleccionado por este factor. A pesar que la estructura de la glandula mamaria es
regenerada, se siguen aislando S. aureus pero son NT. Por lo tanto, la presencia de
anticuerpo especifico anti-PC circulante podria ser un requerimiento para que una

infeccion aguda intramamaria derive en una patologia persistente.
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10.1. Estudio de cepas NT de S. aureus en un modelo de bacteremia

De acuerdo a la bibliografia, el rol de la capsula de S. aureus en la patogénesis de
las infecciones es controvertido. Algunos autores sostienen que es importante para la
virulencia y otros que no. De acuerdo a los resultados expuestos, el rol de la capsula de
S. aureus depende de la patologia que se trate, es decir, del microambiente en donde se
encuentra la bacteria. En este sentido, se planteé la hipétesis que si de una cepa
capsulada, después de varios ciclos, se selecciona una cepa NT que resulta mas
eficiente en ese microambiente de la glandula mamaria, una cepa NT en la sangre

deberia depurarse o revertir al fenotipo capsulado.

A fin de probar dicha hipoétesis, se realizé un experimento de bacteremia para lo
cual se inoculd un grupo de ratones por la ruta intraperitoneal (ip) (n=4-6) con un inéculo
de 1 x 108 UFC de una cepa NT obtenida de los experimentos de enriquecimiento in vivo
realizados con la cepa parental RA9 (PC5). La dosis fue determinada por una curva de
muerte realizada previamente con esta cepa bacteriana en ratones CF-1. De acuerdo a la
hipétesis planteada, la dosis seleccionada debia ser tal que permitiera una buena
recuperacion de bacterias del fluido sanguineo sin que provoque la muerte del animal en
24 hs. La cepa NT utilizada fue analizada por PCR a fin de determinar que no contuviera
lesiones genéticas relevantes en los genes cap para posibilitar, en caso que existiera, la
reversion de fenotipo. A las 24 hs los ratones fueron sacrificados, se extrajo la sangre por
puncién intracardiaca y se cultivd cuantitativamente en TSA. De las placas obtenidas, se
analizé la expresién de capsula por el método de “colony immunoblot”, el resto de las
placas fueron utilizadas para realizar un nuevo inéculo para inyectar a un nuevo grupo de

ratones. Este ciclo fue repetido 10 veces.

A medida que se realizaron los distintos ciclos, se observd una disminucién en la

cantidad de UFC recuperadas de la cepa NT. Sin embargo, a partir del ciclo 3,
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comenzaron a observarse colonias que revirtieron su fenotipo (aproximadamente el 11%
de la poblacién) y que comenzaron a expresar capsula. A partir del cuarto ciclo, la
cantidad de revertantes fue entre 20-25%, valor que se mantuvo constante hasta el ciclo

10.

11. Conclusiones Parciales

Los resultados demuestran que el PC de S. aureus es necesario como factor de
virulencia de acuerdo al microambiente en que se encuentre la bacteria. Por lo tanto, las
cepas no capsuladas de S. aureus siguen constituyendo durante el transcurso de la
infeccién un riesgo epidemioldgico ya que pueden evadir al sistema inmune y permanecer
en la glandula mamaria o pasar a circulacion y revertir a una cepa capsulada, derivando

en una infeccidon aguda o una diseminacién hacia focos distantes.

88



Discusion



Staphylococcus aureus es el patégeno mas frecuentemente aislado de la glandula
mamaria de bovinos con mastitis. Las infecciones intramamarias (/Ima) constituyen la
patologia infecciosa mas prevalente de los bovinos destinados a la lecheria (62, 82; 116,
134). A nivel mundial esta enfermedad causa pérdidas anuales de alrededor de 35 mil
millones de ddlares (37) y en nuestro pais, que posee una industria lechera de significativa

magnitud, las pérdidas para este sector, son por demas cuantiosas (91).

A pesar de los numerosos estudios destinados al disefio de estrategias
inmunoprofilacticas para la prevencion de la mastitis, no se cuenta hasta el presente con
una vacuna efectiva de uso practico que permita prevenir las infecciones Ima por
S. aureus (39, 115). El disefio racional de una vacuna a componente Unico requiere un
conocimiento cabal del factor de virulencia crucial para la patogenia. Distintos intentos de
inmunizacion activa se han realizado para la prevencién de la mastitis bovina causada
por S. aureus (20, 21, 33; 37; 62, 86, 131,134). Asimismo, dada la importancia atribuida al
polisacarido capsular (PC) en la patogénesis de la mastitis estafilococcica de los bovinos,
distintos investigadores disefaron vacunas incluyendo extractos de distintos PC8 o PC5
purificado (37, 70, 86, 131, 120). Sin embargo, aun no se ha podido comprobar su
efectividad en bovinos y su utilizacion en ellos esta en discusion (71, 117). En estos
trabajos, se puso gran énfasis en aumentar mediante la vacunacion los niveles de
anticuerpos en plasma, sin considerar la necesidad de contar con efectores de la respuesta
inmune adaptativa local que pudieran actuar rapidamente luego del ingreso de la bacteria a
la glandula, como por ejemplo IgA secretoria especifica para neutralizar toxinas o para
impedir la adherencia y la colonizacion. Mas aun, a pesar de las evidencias que indican que
la susceptibilidad para las infecciones Ima se correlaciona con funciones celulares
disminuidas en la glandula mamaria y que S. aureus es capaz de sobrevivir en forma
intracelular, nunca se considero la necesidad de inducir inmunidad adaptativa mediada por
células Th1 para prevenir las infecciones por S. aureus (4), excepto en estudios de nuestro

laboratorio (19, 39).
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La hipdtesis alternativa de nuestro laboratorio, a los efectos experimentales es
que, dado que las patologias producidas por S. aureus no se deben a un Unico factor de
patogenicidad sino a la accion coordinada de varios factores (116), la prevencion de las
infecciones por este microorganismo podria lograrse mediante vacunacion con mutantes
atenuados inoculados por la ruta apropiada. En este sentido, se ha demostrado que la
inmunizacion /Ima con una cepa de S. aureus atenuada por termosensibilidad inducia
proteccion en la glandula mamaria frente al desafio experimental con la cepa virulenta
parental (35, 38; 39). Recientemente en nuestro laboratorio, se ha demostrado que una
mutante auxotrdéfica en los genes aro, es eficiente en inducir inmunidad protectiva en un
modelo murino de mastitis (19). Independientemente del método de atenuacion a utilizar,
el uso de una bacteria completa como vacuna plantea el interrogante acerca de cuales
son las caracteristicas que debe poseer la cepa a elegir para la construccién de una

vacuna atenuada.

La alta prevalencia de cepas NT en aislamientos de leche de vacas con mastitis
en nuestro pais, asi como la deteccion de una elevada proporcién de los aislamientos
que carecen incluso del “cluster” cap5(8) completo plantearon considerables dudas
acerca del rol del PC en la patogénesis de la mastitis. El estudio del rol del PC se ha
complicado porque muchos trabajos realizados anteriormente consideraron la produccion
de capsula un rasgo permanente de la bacteria, ignorando los exquisitos sistemas de
regulacién con que cuenta S. aureus y que hoy se conocen mucho mejor (23). Podria ser
que la expresion de PC sea necesaria en las primeras etapas de la enfermedad pero no
en estadios mas avanzados. Nuestros datos permitirian especular que de acuerdo a las
manifestaciones clinicas, las cepas de S. aureus NT se aislarian con mayor frecuencia de
bovinos con mastitis subclinica o crénica mientras que las cepas capsuladas parecerian

provenir principalmente de casos de mastitis aguda.
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La ausencia de los genes que codifican las proteinas necesarias para la
produccion de PC en especimenes clinicos de S. aureus podria constituir un evento
extraordinario y limitado a un clon bacteriano, lo cual podria limitar el valor del hallazgo
cientifico. Por el contrario, en base a los estudios realizados con cepas
epidemioldgicamente no relacionadas, la hipotesis de este trabajo de investigacion
postula que la pérdida de los genes que codifican para la sintesis de PC es el resultado
de la expansioén de un clon con dicha caracteristica fenotipica que le confiere una cierta
ventaja a la bacteria para persistir en el huésped. En este sentido, una observacion a
favor de esta hipoétesis fue el hallazgo de que en todas las cepas analizadas la delecion
involucraba sélo al “cluster” cap5(8) y que las regiones adyacentes a dicho “cluster” se

encontraron conservadas en todos los aislamientos.

En éste trabajo, se determind en primera instancia, cual podria ser la explicacion
del alto porcentaje de cepas S. aureus NT, incluso muchas de ellas con la delecion del
cluster cap5(8) y el reemplazo de éstos con un elemento de insercion de la familia 1IS6
(31). EI 47% de las cepas bovinas de S. aureus investigadas produjeron una
amplificacién positiva con los cebadores IScap-f e IScap-r, indicando una relativa alta
prevalencia de un elemento de insercién de la familia 1S6 en los aislamientos
clinicamente relevantes de Argentina. Dado el disefio de estos cebadores, este elemento
podia ser IScap o 1S257. La delecion mediada por IScap fue hallada en el 55% de los
aislamientos NT bovinos de S. aureus en donde la insercion de éste elemento sucedi6 en
exactamente la misma posicion y la delecién produjo un fragmento de tamafio idéntico en
todas las cepas analizadas. Esta generalmente aceptado que la presencia de la 1S257
puede contribuir a la flexibilidad genética estafilococcica, aumentado la tasa de
reordenamientos genéticos (111). Los eventos de recombinacion y transferencia
horizontal de elementos de insercion han jugado un rol importante en la evolucion de las
especies bacterianas (68). La transferencia horizontal produce genomas dindamicos en

donde el ADN puede ser ingresado y delecionado del cromosoma (89).
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En un trabajo anterior de nuestro laboratorio se ha sugerido que la delecion de los
genes de capsula cap5(8) podria ser producto de una recombinacion homaéloga entre dos
copias de IScap que flanquearan los genes que codifican el PC (24). Esta hipdtesis
sugiere que deberia existir una cepa precursora de S. aureus que contenga el locus
cap5(8) intacto y un minimo de dos copias de IScap, por ejemplo, una en la regién rio
arriba del gen cap5(8)A y otra copia dentro del gen cap5(8)P [éste gen no es esencial
para la produccion del PC (63)]. Estos precursores no han sido encontrados en la
poblacion de S. aureus investigada. De hecho, los experimentos de enriquecimiento in
vivo no han producido variantes NT con la delecion del “cluster” cap y la concomitante
insercion del elemento IScap. En conjunto estos resultados, hablan a favor de la
seleccion de un clon con la delecion mediada por IScap mas que un nuevo evento de

recombinacion ocurrido dentro del locus cap durante el transcurso de la infeccién.

Al mismo tiempo, se investigd si este reordenamiento genético podria estar
relacionado con la existencia de una isla de patogenicidad. En el genoma de S. aureus se
han descripto islas de patogenicidad que serian las responsables de la expresion de
ciertos factores de virulencia (87). Dado que el PC interviene de alguna manera en la
patogenia, podria ser que el reemplazo de los genes que codifican las enzimas para su
sintesis por el elemento IScap sea un producto asociado a una isla de patogenicidad. Las
islas de patogenicidad son regiones gendmicas extensas (de 10 a 200 kb) que estan
presentes en los genomas de cepas patdégenas y ausentes en los miembros no
patogénicos de la misma especie, generalmente adquiridas por transferencia horizontal.
En general, las islas de patogenicidad: a) contienen un porcentaje de G+C diferente al
resto del genoma, b) presentan secuencias repetidas directas, c) en general se asocian a
genes de ARN de transferencia (ARNt) en las cercanias ya que actian como sitio de
insercion, d) presentan integrasas u otros elementos moviles, y e) son generalmente
inestables (43; 87). Se han encontrado diferentes islas de patogenicidad en el genoma de

S. aureus aislado de bovinos y en algunos casos, flanqueados por secuencias directas
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invertidas del elemento 1S257 (124). El andlisis realizado sobre las cepas cap5(8)+ de
Argentina, demostr6 que en ellas no existian estructuras que cumplieran con los
requisitos necesarios para ser considerado una isla de patogenicidad. Tampoco se ha
encontrado secuencias repetidas directas de la familia IS6 que pudieran dar indicios de
un posible sitio de corte para una integrasa y el contenido de G+C fue similar al descripto
para los genomas estafilocéccicos. Asimismo, el “cluster” cap no fue escindido del
genoma de la cepa PC5+ IScap(e) en los experimentos que implicaran replicacion del
genoma (experimentos de enriquecimiento in vivo como in vitro) y no se ha hallado un
gen que codificara para un ARNt cercano al locus cap. De hecho, el ARNt mas cercano a
adhE se encuentra a 140,21kb y ARNt mas cercano a aldA esta a 31,1kb, lo que indicé
que estos elementos no se encontraban en la cercania de estos genes. En un trabajo
reciente, se ha demostrado que la movilizacién del cassette SCCmec se debe a la
presencia de recombinasas de sitio especifico que son codificadas por los genes ccrA y
ccrB y no por la presencia de las secuencias 1S437 como se pensaba anteriormente (72).
Este trabajo podria sugerir que el “cluster” cap podria ser movilizado por estas
recombinasas y no especificamente por el elemento IScap. Sin embargo, el analisis de
las secuencias obtenidas por amplificacion por PCR mediante cebadores orientados
hacia fuera de IScap no reveldé una posible identidad con genes de recombinasas o
integrasas halladas en S. aureus u otras especies bacterianas (Resultado no mostrado).
Este analisis sugiere que este reordenamiento genético no tiene relacién con la existencia

de una isla de patogenicidad.

Mediante el analisis de “Southern blot”, se sugirié que el ancestro comun de las
cepas MBC204 y MBC214 y muchos de otros aislamientos hallados en Argentina que
contiene la misma delecion mediada por la IScap, fueron S. aureus cap5+. Dado que las
cepas PC5+ son mas virulentas que las cepas que expresan PCS8, la adquisiciéon del
elemento IScap podria ser un mecanismo evolutivo mediante el cual podrian

seleccionarse cepas menos agresivas pero mas eficientes para lograr la persistencia en
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el huésped. Al mismo tiempo, el analisis filogenético y la ausencia del elemento IScap en
los aislamientos humanos, sugieren que la adquisicion de las diferentes variantes de la
familia 1S6 por S. aureus podria tener relacion con el tipo de huésped involucrado y su

adaptacién al mismo.

La IS257 ha sido encontrada en diversos contextos genéticos en estafilococos,
algunos de los cuales estan asociados a genes de resistencia a antimicrobianos
(gentamicina, meticilina, tetraciclina y mupirocina, entre otros), desinfectantes vy
antisépticos (sales de amonio cuaternario), metales (cadmio y mercurio), o moléculas
bioreactivas (proprolisostafin y factor de inmunidad lisostafin) (31). En la década del 90, la
industria veterinaria introdujo en la Argentina, la utilizacién amplia en bovinos de cubiertas
de pezones (“teat-dips”) que contienen sales de amonio cuaternario como antisépticos (E.
Gentilini, Facultad de Veterinaria, UBA, comunicacién personal). Sin embargo, la
resistencia a meticilina, gentamicina o compuestos cuaternarios parecen no tener relacion
con la presencia de IScap en los aislamientos de S. aureus de Argentina, ya que los
datos fenotipicos y genotipicos (test de difusion en placa o amplificacion por PCR,
respectivamente) obtenidos en éste trabajo no apoyan la hipétesis de seleccion del

elemento IS por el uso de antibidticos o antisépticos.

El andlisis de la secuencia del elemento IS hallado en nuestros aislamientos
bovinos han mostrado que la IScap(i) (responsable de la delecién del cluster cap) difiere
en dos aminoacidos con respecto a IScap(e) encontrada en cepas de S. aureus
genealdgicamente diversas portadoras de un locus cap5 intacto. Estas diferencias se
debieron un cambio de un par de bases en la secuencia de ADN de la transposasa y
origind una sustitucion unica en la transposasa del elemento IScap, en comparacion con
los elementos 1S257 o I1S431. Uno de los cambios (H por Y en la posicion 74 de la
secuencia aminoacidica) resulté en una sustitucidon conservativa que no parecié ser

relevante para la funcionalidad de la transposasa. Al mismo tiempo, los motivos DDE se
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mantuvieron conservados en la secuencia de la transposasa encontrada en las cepas
bovinas investigadas, a pesar que la sustitucion ocurrié dentro de la triada aminoacidica
que forma el sitio catalitico de la enzima (N2, N3 y C1). El otro cambio (N por D en la
posicién 86 de la secuencia aminoacidica) origind una sustitucion no conservativa. Esta
sustitucion no se encontré en el sitio catalitico, por lo que podria carecer de efecto sobre
la funcionalidad de la proteina. En favor de esta hipotesis, ambas sustituciones no
parecieron alterar la transcripcion de la transposasa ya que se obtuvieron transcriptos de
ambas transposasas, |IScap(e) como de IScap(i) mediante RT-PCR. El significado de un
potencial efecto que pudieran tener estas sustituciones halladas en I1Scap(i) e IScap(e) es

incierto de acuerdo a la informacién con la que contamos actualmente.

La delecién mediada por IScap de los genes cap fue frecuentemente encontrada
en aislamientos bovinos clinicamente relevantes de Argentina (114). Otros mecanismos
han sido descriptos para explicar la pérdida de la expresion de capsula en S. aureus (24).
Sin embargo, el comun denominador con alto significado es el hallazgo frecuente entre
los aislamientos de S. aureus bovinos de Argentina y, con menor impacto, en el mundo
entero, el alto porcentaje de aislamientos con pérdida permanente de la expresion de
capsula. Por lo tanto, las cepas de S. aureus que contienen la delecion de los genes cap
mediante la IScap representarian un clon, con un bagaje genético definido, que ha sido
seleccionado positivamente por presentar ventajas adaptativas para la bacteria durante la
infeccidon del huésped. La diferencia en bagaje génico haria que la ausencia de capsula
en el clon encontrado en Argentina sea crucial, mientras que no seria crucial en el clon
encontrado en los paises nérdicos, por ejemplo, donde cepas que producen PC8 son
altamente prevalentes sobre las NT (121). Interesantemente, en este trabajo de tesis se
ha demostrado que una cepa que porta PC8 es menos inflamatoria que otra isogénica
que portaba PC5. Dado el hallazgo de un alto porcentaje de cepas no capsuladas en
Argentina, mas alld del mecanismo genético responsable, y que dichos clones y

subclones pudieran haberse seleccionado simplemente por su fenotipo NT, se estudié el
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rol del PC en la patogénesis de S. aureus en la mastitis bovina, utilizando un modelo

murino de mastitis.

El modelo murino de mastitis provee de una herramienta sumamente valorable
para el estudio de la patogénesis de la infeccidn por S. aureus dentro de la glandula
mamaria (38). Este modelo ha sido validado recientemente por (17). La influencia de la
produccion de capsula estafilococcica en este modelo reveld que las cepas capsuladas
de S. aureus eran depuradas mas rapidamente de la glandula mamaria con respecto a la
cepa isogeénica no capsulada. Mediante el analisis histopatolégico se observd que los
PMN eran reclutados a la glandula mamaria en mayor cantidad en respuesta a la
infeccién por S. aureus PC5 o PC8, y que el influjo de esos PMN se correlacionaba con la
depuracién de la bacteria. En contraste, la cepa no capsulada de S. aureus indujo sdlo
una leve inflamacién y fue depurada menos eficientemente de la glandula infectada. Los
resultados de los estudios en células MAC-T in vitro, sugirieron que la cepa S. aureus no
capsulada podria evadir la depuracién por el sistema inmune mediante su internalizacion
dentro de las células bovinas epiteliales mamarias. La inoculacién con la cepa Reynolds
(PC5) caus6 una reaccién inflamatoria mayor en la glandula mamaria que la cepa
Reynolds (PC8). Este hallazgo es interesante considerando un reporte reciente en donde
se ha demostrado que la cepa Reynolds (PC5) era mas virulenta en un modelo murino de
bacteriemia que la cepa Reynolds (PC8) (129). Reynolds (PC5) y Reynolds (PC8)
mostraron niveles comparables de virulencia en el modelo murino experimental de

mastitis.

La patogénesis de la infeccion estafilococcica de la glandula mamaria es
claramente distinta a la del modelo de bacteriemia. En éste ultimo modelo las cepas de
S. aureus de los serotipos capsulares 5 y 8 mostraron mayor resistencia a la
opsonofagocitosis por leucocitos humanos y murinos que la cepa no capsulada (129). No

hay evidencias hasta el momento que PC5 purificado o PC8 despierten una actividad
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quimiotactica intrinseca sobre las células PMN in vitro (J. Lee, dato no publicado) o que
activen el sistema de complemento (129). Sin embargo, el PC8 purificado induce una
respuesta inflamatoria localizada caracterizada por la infiltracion de leucocitos PMN en un
modelo murino de infeccién quirdrgica (J.C. Lee and A.O. Tzianabos. T cells and CXC
chemokines modulate the pathogenesis of Staphylococcus aureus wound infections. ASM
General Meeting, New Orleans, May 23-27, 2004, Abstract D-145). La influencia de la
produccion de PC5 o PC8 en los niveles de quimiotacticos o inhibidores que regulan la
migracién de las células PMN dentro de la glandula mamaria aun no esta claro y requiere
investigaciones futuras (26). Es posible que la magnitud de la respuesta inflamatoria que
ocurre en el sitio de infeccidon pudiera determinar si una interaccion particular entre
S. aureus y la glandula mamaria derivan en una patologia aguda o crénica.
Aparentemente, PC5 y PC8 inducen el reclutamiento de PMN en el modelo murino de
mastitis y esto podria influir sobre la interaccion entre la bacteria y el huésped (27, 41).
Las cepas isogénicas Reynolds -PC5 y Reynolds-PC8 causaron una infeccion aguda en
ratones en lactaciéon y la depuracién de la infeccién bacteriana dependié de la integridad
del tejido mamario. Asimismo, la infeccion persistente no fue observada cuando se
administré un inéculo mixto que contenia ambos S. aureus capsulado y no capsulado,
administrado a ratones en lactacion. De acuerdo a éstos resultados, la significativa
respuesta inflamatoria inducida por las cepas capsuladas de S. aureus seria la

responsable de la depuracién de las cepas de la glandula infectada.

Las condiciones 6ptimas para el estudio de la depuracion de S. aureus de la
glandula mamaria se alcanzaron con la inoculacion de una dosis de 10° UFC. Con el
indculo de 10° UFC de S. aureus se observd una respuesta exacerbada del huésped que
contribuyd al dafo del tejido mamario y a la dificultad en la interpretacién de los
resultados. Como ocurre con muchos microorganismos, el dafio tisular es dependiente en
este caso también de la masa bacteriana presente en el érgano afectado. Las diferencias

en la produccion de capsula entre cepas PC5 y PC8 en la patogénesis de la mastitis
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bovina no han sido aun evaluadas. Los factores del huésped y los factores inherentes a la
virulencia de S. aureus sumados a la capsula probablemente afecten la interaccion
huésped-bacteria, lo que puede modificar la presentacion de la enfermedad (infeccion

clinica o subclinica) (80; 116).

La internalizacién de S. aureus en células epiteliales bovinas ha sido bien
documentada (46). El ambiente intracelular podria proporcionar un nicho en el que
S. aureus podria persistir y evadir su eliminacién por los fagocitos profesionales y ciertos
antibidticos (12). La interaccion entre adhesinas expresadas en la superficie bacteriana
(96) vy los receptores del huésped son criticos para la internalizacién de S. aureus dentro
de las células bovinas epiteliales (67; 112). Incluso, una mutante isogénica deficiente en
la expresion de una proteina de unién a fibronectina (FnBP) exhibe una reduccién del
30% en la capacidad de adherirse a células MAC-T en cultivo y un 95% de reduccién en
la invasion, comparada con una cepa salvaje (15; 29). Se ha demostrado asimismo que la
expresion de PC reduce la adherencia de S. aureus a las células endoteliales y plaquetas
in vivo (98, A. Risley, C. Cywes, T. Foster, and J. Lee, Abstr. 104" ASM General Meeting,
abstr. D-254, 2004). Mas aun, la dosis requerida para producir una infeccién por las
cepas capsuladas de S. aureus son mayores que las que necesitan las cepas no
capsuladas en un modelo de endocarditis (6), presumiblemente por enmascaramiento de
adhesinas criticas para la unién de S. aureus a la valvula coronaria danada. Los
diferentes factores involucrados en la adhesién bacteriana y la invasion influyen en la
patogénesis de la mastitis bovina por S. aureus en una revision realizada por Kerro Dego
(61). Nuestros resultados indican que la produccion de PC disminuye la internalizacién de
S. aureus por las células MAC-T en un experimento in vitro. Sin embargo, la capsula
(tanto PC5 como PC8) no afectd la supervivencia bacteriana de S. aureus una vez
internalizado. Estos resultados son consistentes con trabajos anteriores que demuestran
que la produccion de PC enmascara las adhesinas, dando por resultado una correlacion

negativa entre adherencia y PC (98).
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La pérdida de la expresion de capsula por S. aureus podria deberse a mutaciones
en alguno de los genes del locus cap, mutaciones en el promotor, mutaciones dentro de
algun loci regulatorio como agr, o una regulacién por condiciones ambientales detectadas
por S. aureus en las fases tempranas de la infeccion (93). S. aureus fracasa en la
produccion de PC durante la fase exponencial de crecimiento (73), en presencia de CO;
en concentraciones = 1%, o bajo condiciones alcalinas (47, 48). Se ha demostrado
también una disminucién en la expresion de PC durante la infeccién croénica
estafilocdccica de pulmén en pacientes con fibrosis quistica (47). Las cepas de S. aureus
no capsuladas internalizadas evaden a los leucocitos PMN y la eliminacién por medio de
éstos. La entrada de S. aureus dentro de las células del huésped a través de ciertos
ligandos y sus receptores, podrian inducir la apoptosis (7), liberandose estafilococos
viables hacia el entorno extracelular. Ciclos de internalizacién por las células epiteliales y
subsiguiente aparicion de cepas no capsuladas de S. aureus en el espacio extracelular
podria derivar en la generacion de un fenotipo bacteriano que posibilitaria la enfermedad
cronica subclinica. Nuestros resultados no contradicen la premisa que el PC pueda jugar
algun rol en la patogénesis de la mastitis de los rumiantes producida por S. aureus (49).
PC5 y PC8 podrian participar junto a otros factores extracelulares en la patogénesis de la
mastitis clinica aguda (76). Mas aun, la capacidad de expresar o dejar de expresar PC
durante la infeccidn crénica le proporcionaria a la bacteria una ventaja adaptativa que le
aseguraria la persistencia. De esta manera, una vez que la bacteria logra colonizar el
tejido mamario, las condiciones de ese microambiente dadas por la respuesta inmune del
huésped, favorecerian la seleccién positiva de variantes no capsuladas mas eficientes en
la persistencia. De hecho, en este trabajo se ha estudiado la posible reversion de
mutantes NT a PC+ en un modelo de bacteremia y se ha observado una reversion de
aproximadamente un 25% de la poblacion. En conjunto estos resultados sugieren que la
expresion de PC se relaciona con el microambiente generado por la respuesta del

huésped.
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Los resultados de este trabajo demuestran que un mutante no capsulado de
S. aureus pudo persistir por mas tiempo que las cepas isogénicas de los serotipos 5y 8
en la glandula mamaria infectada de ratones en lactacion. Las cepas capsuladas
indujeron mayor inflamacién que la mutante no capsulada y podrian contribuir al aumento
de su depuracion por parte del sistema inmune del huésped. Los estudios in vitro
revelaron que el mutante no capsulado de S. aureus fue rapidamente internalizado por
las células epiteliales bovinas con respecto a las células isogénicas capsuladas. En base
a estos resultados, se puede especular que S. aureus podria persistir en el entorno
intracelular de las células epiteliales dentro de la glandula infectada, donde se encuentra
protegido de los fagocitos competentes. EI mecanismo por el cual se incrementa la
migracion de los leucocitos PMN en respuesta a la infeccién por las cepas capsuladas de
S. aureus es aun desconocido y requiere de futuros experimentos. Este hecho se suma a
lo observado en las cepas obtenidas de los diferentes tambos en nuestro pais, y a la
aparicion de cepas no capsuladas (generalmente portadoras del elemento IScap) que no
se no se relaciona con la presiéon selectiva por el uso de antibidticos o antisépticos. La
suma de estos resultados sugiere que cambios fenotipicos que pudieran ocurrir durante
la infeccion podrian estar relacionados con presion selectiva ejercida por un componente
de la respuesta inmune adaptativa. Por ese motivo se realizdé un estudio para evaluar el

rol de anticuerpos anti-capsula en la emergencia de variantes no capsuladas.

Para evaluar esta hipotesis se inmunizaron grupos de ratones con anticuerpos
anticapsula y a las 24 hs se inocularon ambas glandulas mamarias nimero 4 con 1 x 10°
UFC. El primer resultado demostré que los anticuerpos especificos anticapsula de
S. aureus son eficientes para la eliminacién de un gran porcentaje de la poblacion
bacteriana de un inéculo intramamario. Interesantemente, se observé la aparicion de
cepas no capsuladas a partir del ciclo 4-6 de enriquecimiento, dependiendo de la cepa
utilizada. Los resultados de estudios de preparados histopatoldgicos de las glandulas

mamarias de los ratones tratados con anticuerpos demostraron que la poblacién
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bacteriana inoculada a medida que avanzaban los ciclos del experimento, producia
menos lesién en el tejido. La explicacion de estos resultados concuerda exactamente con
la aparicion de las cepas no capsuladas que producen menor dafio en el tejido como se
ha determinado en los experimentos anteriores. De hecho, la glandula permanecio
funcional hacia los ultimos ciclos de enriquecimiento tras la inoculacién con las
poblaciones bacterianas. Es decir que, a medida que pasaban los ciclos, la poblacién
bacteriana infectante se fue enriqueciendo en variantes NT produjeron la infeccion, pero
no provocaron dafio del tejido. Por otro lado, los preparados histopatolégicos obtenidos
de las glandulas mamarias de los ratones tratados con el suero no inmune, mostraron
que el fenotipo de la poblacién bacteriana inoculada era cada vez mas agresiva, de
hecho, en los ultimos preparados la citoarquitectura del tejido se perdio totalmente y la

funcionalidad del tejido se perdio.

De acuerdo a lo expuesto, se especula que la inmunizacién sistémica con una
vacuna basada en la capsula y subsecuente aparicion de anticuerpos circulantes contra
la capsula, podria ser efectiva en los primeros estadios de la patogénesis de la mastitis
bovina. Sin embargo, a largo plazo produciria la seleccion de cepas no capsuladas. Estas
cepas como se demuestra en esta tesis, pueden evadir el sistema inmune del huésped
derivando en una patologia persistente. Una extrapolacion de estos hallazgos a lo que
ocurre durante una infeccion prolongada, permite suponer que la presencia de
anticuerpos anticapsula eliminaria una gran proporcion de la poblacidn bacteriana
infectante, pero al mismo tiempo seleccionaria otra poblaciéon menos virulenta, que
accederia mas facilmente al medio intracelular favoreciendo la persistencia de un
patdbgeno menos agresivo. Al mismo tiempo, los resultados de reversion de las cepas NT
a PC+ en un modelo de bacteremia confirmaron que un 25% de la poblacién bacteriana
no capsulada puede revertir a PC+. En conjunto, estos resultados sugieren que el
tratamiento con anticuerpos anti-PC5 induce la seleccion de una poblacion que puede

evadir el sistema inmune y permanecer en la glandula mamaria o pasar a circulacion y
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revertir a una cepa capsulada, derivando en una infeccion aguda o una diseminacion a
otros focos distantes. Esta podria ser la explicacion del por qué de la falta de éxito en las
vacunacion con preparados disefnados para inducir altos titulos de anticuerpos anti-PC

con capacidad opsonica.

El proceso de evolucion de S. aureus dentro del huésped es continuo y, una vez,
qgue la bacteria alcanzé el medio intracelular, se observo la aparicién de una subpoblacion
con un fenotipo puntiforme dentro de la poblacién bacteriana, que aumenté su proporcion
en forma lineal con respecto al niumero de ciclos en los experimentos de enriquecimiento.
Las colonias puntiformes (del inglés “small colony variants”, SCV) fueron descriptas en
S. aureus en 1906 (64). El fenotipo SCV se caracteriza por lento crecimiento, con
desarrollo de microcolonias, usualmente definidas como 10 veces mas pequeinas que las
de las cepas salvajes y poco activas metabdlicamente. El fenotipo puntiforme encontrado
en aislamientos clinicos tiene una alta tasa de reversién in vitro al fenotipo salvaje, sin
dejar rastros de su fenotipo anterior, lo que dificulta su estudio y caracterizacién (100,

128).

La regulacién de una subpoblacién SCV es bastante compleja. Debido a que no
pueden alcanzar un nivel alto de densidad de poblacion, no pueden lograr el “quérum
sensing” para la activacion de genes como agr. Sin embargo, expresan otros factores
como sigma B, que participa en la respuesta de stress de S. aureus y activa ciertos genes
del virulén estafilococcico que define el fenotipo de las SCV. Se ha descripto que sigma B
produce la sobreexpresion de proteinas de adhesién incrementando la expresion del
factor de anclaje “clumping factor’ y la proteina de unién a la fibronectina “fibronectin
binding protein” que les permite lograr una internalizacién mas eficiente (126). Asimismo,
este regulador puede regular positivamente la expresién de los genes de capsula y
multiples proteinas de superficie, aunque disminuye la produccion de varias exotoxinas,

favoreciendo la adherencia a células eucariotas e internalizandose en forma mas eficiente
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(78). La posible explicacién del hecho que en las SCVs se observe la expresion de
factores de la fase exponencial temprana (por ejemplo adhesinas) y tardia (por ejemplo
PC), se debe a que el factor sigma-beta se mantiene sobreexpresado en forma estable, a
diferencia de las cepas con fenotipo normal en los que sélo es activo en la fase tardia

(78, 23)

Dentro de las infecciones persistentes, se ha visto que la mastitis bovina causada
por S. aureus es dificil de erradicar por terapias antimicrobianas convencionales. En un
estudio reciente, se ha investigado la persistencia del mutante hemB en la glandula
mamaria murina bajo tratamiento antibiético. Los resultados indicaron que a pesar que el
mutante hemB tuvo una reducida habilidad para colonizar la glandula mamaria, pudo
persistir in vivo la presion antibidtica (16). De hecho, una de las caracteristicas de las
SCVs de S. aureus es que son resistentes a gentamicina. En este trabajo hemos
descubierto la aparicion de mutantes puntiformes, cuyas colonias revirtieron al fenotipo
salvaje al ser propagadas sobre agar. Este hecho es concordante con los trabajos
descriptos y se debe a que muchos de estos S. aureus SCV comienzan siendo mutantes
regulatorios (100). No obstante, unas pocas colonias aisladas en ciclos avanzados de
enriquecimiento mostraron un fenotipo mas estable y pudieron ser mejor caracterizadas.
Al mismo tiempo, se ha determinado mediante “colony immunoblot” que esta
subpoblacién puntiforme expresaba capsula. Este hallazgo pareciera contradecir los
resultados anteriores, en los que se ha visto que la falta de capsula proporciona a
S. aureus la ventaja de una eficiente internalizacién. Sin embargo, un anadlisis mas
cuidadoso revela que existirian mecanismos paralelos distintos para explicar estos

fendmenos.

Tanto las cepas no tipificables como las variantes puntiformes fueron observadas
en las glandulas mamarias obtenidas de ratones pre-tratados con anticuerpo anti-PC5 vy

no en las glandulas mamarias tratadas con el suero no inmune. Por lo tanto, ambas
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variantes son seleccionadas por estos anticuerpos. En base a los resultados, nuestra
hipétesis es que ante la presidon selectiva por anticuerpo, la poblacién bacteriana se
enriquece en cepas no capsuladas que, al carecer del polisacarido capsular, poseen
mayor exposicion de sus adhesinas. Las SCVs aparecen como otra estrategia de
supervivencia: no dejan de expresar capsula pero sobreexpresan adhesinas. De esta
manera, podria ser posible que un nimero de SCVs permaneciera asociadas a las cepas
NT mediante estas adhesinas y que utilice a estas ultimas como una especie de
facilitador para su acceso hacia el medio intracelular. Ambos fenotipos, NT y SCV, una
vez internalizados, producen menos toxinas derivando en la persistencia o supervivencia
intracelular de la bacteria. Estas SCV podrian estar produciendo poco o nula cantidad de
PC in vivo, y una cantidad detectable in vitro. Si la permanencia intracelular dentro del
huésped es lo suficientemente larga (como ocurre en las patologias crénicas
persistentes), no sorpende entonces que hacia el final de nuestros experimentos

hayamos podido encontrar fenotipos SCV estables.

En sintesis, el analisis gendmico del locus cap en aislamientos bovinos de
S. aureus de Argentina, reveld la presencia de una variante de la 1S257 denominada
IScap. Estos hallazgos sostienen la hipotesis de que esta variante podria haber sido
adquirida en tiempos ancestrales y haya evolucionado con el genoma de S. aureus desde
ese momento. La alta prevalencia podria deberse a que las cepas que contienen esta
deleciéon son NT. Estas cepas no fueron producto de una presion selectiva derivada del
uso de ciertos antimicrobianos o antisépticos por la industria veterinaria. Hemos
demostrado que los anticuerpos contra el PC contribuyen a la seleccion de cepas no
capsuladas. La pérdida de expresion de PC por S. aureus, independientemente del
mecanismo que las origina, tiene una cierta ventaja adaptativa. Los estudios in vivo
demuestran que la mutante no capsulada de S. aureus pudo persistir por mas tiempo que
las cepas isogénicas de los serotipos 5 y 8 en la glandula mamaria infectada de ratones

en lactacion. Las cepas capsuladas indujeron mayor inflamacién que la mutante no
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capsulada, contribuyendo al aumento de su depuracion por parte del sistema inmune del
huésped. Los estudios in vitro en células MAC-T revelaron que el mutante no capsulado
de S. aureus fue rapidamente internalizado por las células epiteliales bovinas con
respecto a las células isogénicas capsuladas. Nosotros especulamos que S. aureus
podria persistir en el entorno intracelular de las células epiteliales dentro de la glandula
infectada, donde se encuentra protegido de los fagocitos competentes y demas células
del sistema de defensa del huésped. Para esto, el genoma bacteriano ha evolucionado
para lograr una interaccion en el huésped que garantice su persistencia y propagacion a
otros nichos ecoldgicos. La falta de expresion de capsula mediante la IScap podria ser
una de las estrategias particulares de los clones prevalentes de la Argentina para evadir
el sistema inmune. Asimismo, la evolucion de la adaptacion de las cepas estafilocdccicas
continla ya que se seleccionan subpoblaciones puntiformes, reconocidas como un
marcador de persistencia. Tanto las NT como las SCV (16) serian menos eficientes en la
colonizacién e invasion pero mas eficaces en la persistencia una vez alcanzado el sitio de
infeccidon. Este hecho podria sugerir que en la mastitis bovina, el rol de la capsula esta
relacionado con las diferentes etapas de esta patologia. De esta manera, la poblaciéon
bacteriana estaria enriquecida en cepas capsuladas en los primeros estadios de la
enfermedad y en mutantes no capsulados o SCV en las etapas tardias, derivando en una
patologia mas persistente. Esto significa que la poblacion estafilocdccica es dinamica y
sufre cambios fenotipicos (de origen regulatorio o no, originados por el microambiente en
el que se encuentra) que le permiten invadir, colonizar y persistir en el huésped mas

eficientemente, evadiendo las acciones del sistema inmune y de los antimicrobianos.

La importancia de este trabajo radica fundamentalmente en su aporte al
conocimiento de la infeccion persistente por S. aureus, de aplicacion a la patogénesis de
la mastitis bovina subclinica producida por esta bacteria. La informacion obtenida
permitira mejorar el disefio racional de vacunas vy la terapéutica utilizada, a fin de lograr

una eficaz prevencion y tratamiento de ésta infeccion, como asi también de otras
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patologias crénicas o persistentes producidas por éste microorganismo. Estudios futuros
permitiran establecer con certeza los componentes mas adecuados a tener en cuenta
para el disefo racional de vacunas como asi también la extrapolacién de éstos resultados

a otras patologias estafilocéccicas persistentes o cronicas.

106



Conclusiones



CONCLUSIONES PARCIALES

1.

Se demostré6 que un 55% de las cepas NT carecian del “cluster” cap5(8),
contenian la IScap, y el reordenamiento genético fue idéntico al observado en las
cepas prototipicas. Este resultado sugiere que las cepas prototipicas no
mostraban un hecho aislado sino que ese reordenamiento se repetia en cepas
epidemiolégicamente no relacionadas y que fue seleccionado positivamente,
quizas por encontrarse asociado a cierta ventaja adaptativa para la bacteria. De
hecho, estas cepas pertenecen a uno de los subclones mas prevalentes de

nuestro pais.

En base a los resultados se sugirid que el ancestro comun de las cepas MBC204
y MBC214 y muchos de otros aislamientos hallados en Argentina que contiene la
misma delecién mediada por la IScap, fueron S. aureus cap5+. El analisis
filogenético reveld que la adquisiciéon de las diferentes variantes de la familia 1IS6
podria tener relacion con el tipo de huésped involucrado y la adaptacion al mismo.
De acuerdo a las caracteristicas observadas en la IScap interna y externa,
podriamos sugerir que la IScap insertada en el locus cap ha evolucionado en un

linaje cercano pero diferente.

Ambas transposasas [IScap(i) e IScap(e)] se transcriben a pesar de las
mutaciones halladas en el analisis de las secuencias aminoacidicas. Este hecho
podria sugerir entonces que las transposasas codificadas por los elementos

IScap(i) e IScap(e) podrian ser funcionales.

Las cepas MB094, MB113 y las 13 cepas adicionales, que fueron investigadas, no

poseian el elemento IS en la vecindad del “locus” cap. Estas cepas representan
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todos los aislamientos dentro de la coleccién de 68 cepas que poseen el “locus”
cap y al menos una copia del elemento de insercién. Por lo tanto, no serian
precursores del reordenamiento genético observado en el 55% (24/44) de las
cepas NT de nuestra coleccion. Estos hallazgos sugieren que los eventos
geneticos que llevan a la pérdida del “cluster” cap han ocurrido en tiempos
ancestrales y todos los intermediarios, cromosémicos o plasmidicos, no han sido

seleccionados positivamente y se han perdido.

El analisis de la secuencia obtenida de los aislamientos humanos como el estudio
filogenético de la secuencia aminoacidica de los distintos elementos de insercion,
sugieren que IScap podria no ser relevante en aislamientos de S. aureus
humanos y que las diferencias observadas entre la IScap y las secuencias 1S257
e 1S431 podrian deberse a caracteristicas relacionadas con la especificidad de
ciertos clones S. aureus por distintos huéspedes (por ejemplo, humanos vs.

bovinos).

La presencia del elemento IScap no fue seleccionada por factores como
antibidticos o sales de amonio cuaternario, asociados a la 1S257. Por lo tanto, la
presencia de éste elemento podria estar originada por otro factor de seleccién o
ser el producto de una adquisicion por transferencia horizontal que proporcione
alguna caracteristica especial al clon prevalente estafilococcico de bovinos y sea
parte del proceso evolutivo del mismo. No puede descartarse en esta etapa del
trabajo que el factor de seleccion mencionado sea un componente de la respuesta

inmune del huésped dirigido contra la capsula.

La cepa Reynolds (NT) demostré poseer una capacidad de persistir en numeros
mas altos en la glandula mamaria, mientras que las cepas capsuladas Reynolds

(PC5) y Reynolds (PC8) fueron eliminadas mas rapidamente que la no capsulada.
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10.

1.

Por otro lado, el efecto de las mezclas entre Reynolds (PC5 u 8) y Reynolds (NT)
fue similar al observado por cada cepa capsulada en forma individual. Esto
significa el 50% de la poblacién de capsulada de la mezcla es suficiente para que
el sistema inmune del huésped reconozca a esta poblacion como 100% capsulada
y sea eliminada en forma similar al patron observado para Reynolds (PC5) o

Reynolds (PC8) en forma individual.

Nuestro analisis histologico reveld que las células PMN fueron reclutadas a la
glandula mamaria en alta cantidad en respuesta a la infeccién por S. aureus PC5+
o PC8+, y éste influjo de PMN se correlacioné con la mayor depuracién de éstas

cepas, aunque con mayores alteraciones histopatologicas.

Los resultados in vitro sugirieron que S. aureus no capsulado era internalizado
mas eficientemente que las cepas capsuladas. Se especula que asi S. aureus
podria evitar la depuracion mediada por una respuesta inmune adaptativa

mediante la internalizacién dentro de las células epiteliales mamarias bovinas.

El tratamiento de una cepa productora de PC5 con anticuerpos anti-PC5 produce
la seleccion de variantes NT con un cambio genético permanente, el cual puede
producirse sin la presencia de éste elemento de insercion. La presencia de la
IScap (e) no se asocid a la generacién de una delecién total del “cluster” cap

como la descripta en la cepa prototipica bovina MBC204.

Se demostrd que la presencia de anticuerpos especificos anticapsula de

S. aureus, son eficientes para la eliminacion de un gran porcentaje de la poblacion

bacteriana de un inéculo intramamario.
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12.

13.

14.

La presencia de anticuerpo circulante anticapsula puede seleccionar
positivamente cepas NT de S. aureus en la glandula mamaria. Asimismo, las
cepas NT obtenidas no cuentan con otros cambios fenotipicos como la produccion
de hemodlisis y produccién de biopelicula. Por lo tanto, estas cepas no portarian

mutaciones a nivel regulatorio de la expresion de factores de virulencia.

La aparicion de variantes puntiformes en las placas obtenidas de glandulas
mamarias de ratones tratados con anticuerpo especifico anti-PC, podria ser
resultado de mutaciones regulatorias a otro nivel del observado en los derivados
NT. Estas variantes puntiformes son producto del tratamiento con anticuerpo, por
lo tanto, la presencia de anticuerpo circulante anticapsula estaria seleccionando
no soélo cepas no capsuladas, sino también subpoblaciones con otras
caracteristicas fenotipicas con mayores ventajas para la permanencia de la
bacteria. Estos resultados podrian ser una explicacién para la persistencia de

S. aureus en la glandula mamaria.

El tratamiento con suero anti-capsula disminuye el nimero de bacterias, como fue
determinado anteriormente, pero que también selecciona variantes NT. Estas
producen menor dafio del tejido y son mas eficaces en la evasion del sistema
inmune. Asimismo, la disminuciéon de UFC que produce la presencia de anticuerpo
anti-PC5 no es la causa de un menor dafo en la glandula mamaria ya que los
valores iniciales en presencia y ausencia del anti-PC5 son similares. Por el
contrario, éstos son producidos por el fenotipo bacteriano que es seleccionado por
este factor. A pesar que la estructura de la glandula mamaria es regenerada, se
siguen aislando S. aureus pero son NT. Por lo tanto, la presencia de anticuerpo
especifico anti-PC circulante podria ser un requerimiento para que una infeccion

aguda intramamaria derive en una patologia persistente.
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15.El PC de S. aureus es necesario como factor de virulencia de acuerdo al
microambiente en que se encuentre la bacteria. Por lo tanto, las cepas no
capsuladas de S. aureus siguen constituyendo durante el transcurso de la
infeccién un riesgo epidemioldgico ya que pueden evadir al sistema inmune y
permanecer en la gldndula mamaria o pasar a circulacion y revertir a una cepa
capsulada, derivando en una infeccion aguda o una diseminacion hacia focos

distantes.

CONCLUSION GENERAL Y FUTURO

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron demostrar que el mecanismo
mas factible para explicar la elevada prevalencia de S. aureus no capsulados en bovinos
de nuestro pais fue la seleccién positiva de un clon ampliamente diseminado en nuestra
cuenca lechera. Tal clon de cepas NT contiene IScap y una mejor adaptacion al huésped.
Asimismo, se ha descripto cuales son las ventajas adaptativas de las cepas no
capsuladas en la patogénesis de la mastitis bovina. Hasta el presente no se cuenta con
una vacuna efectiva de uso practico que permita prevenir las infecciones intramamarias
por S. aureus. Es importante recalcar que la mayoria de las vacunas experimentales
propuestas contra S. aureus contenian extractos de PC, o PC5 purificado, con el
propésito de inducir, mediante la vacunacién, anticuerpos contra antigenos capsulares
capaces de aumentar la opsonofagocitosis. Los estudios propuestos en esta
investigacion permitieron comprender que el uso de este tipo de vacuna podria estar
favoreciendo la aparicion de cepas NT, desencadenando la persistencia de S. aureus y la
transicion de una patologia aguda a una cronica. Estudios futuros permitiran establecer
con certeza los componentes necesarios para el diseno racional de una vacuna efectiva
contra S. aureus que pueda prevenir patologias agudas como cronicas producidas por

este microorganismo.
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