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Resumen

Nuevos enfoques en el diagndstico, prevencion y tratamiento de la mastitis bovina a través

del uso de moléculas con accidn antimicrobiana

El objetivo de esta tesis fue caracterizar el papel de lactoferrina (LF) y otros factores
solubles enddgenos, en la defensa de la glandula mamaria contra la infeccion. También, se
buscd analizar la potencial aplicacién de estos elementos para el diagndstico y la prediccién de
la mastitis bovina y para la generacién de ganado resistente a esta enfermedad.

Para abordar estos objetivos se realizaron estudios bioquimicos, microbiolégicos y
epidemioldgicos que se presentan en 4 apartados de resultados.

En el primer apartado de resultados se propuso estudiar la relacién entre el
incremento de los niveles de LF asociados a la infeccidon intramamaria y el agente causal
involucrado. Los resultados obtenidos muestran que la concentracion de LF aumenta con la
infeccion clinica o subclinica y que la infeccion con Streptococcus uberis estd asociada a
mayores niveles de LF en leche. Ademds se demostrd que Strep. uberis es capaz de inducir la
sintesis de LF in vitro y que este microorganismos es resistente a LF, lo que estaria indicando
una asociacion entre la respuesta mediada por LF a la infeccidn y la sensibilidad a LF de los
patdégenos.

En el segundo apartado de resultados se profundizaron los hallazgos del primero
realizando un estudio de cohorte de 80 vacas durante una lactancia completa. Los resultados
obtenidos permitieron determinar que la respuesta de LF es mayor en los primeros dias de
lactancia; que los cuartos mamarios positivos para infecciones presentan también
concentraciones de LF aumentadas antes y después de la infecciéon y que cuartos con mayores
concentraciones de LF durante el periparto presentan mayor riesgo de infectarse durante la
lactancia.

En el tercer apartado de resultados se analiz6 la actividad antimicrobiana de PB-
lactoglobulina (B-LG) sobre bacterias causantes de mastitis. Se demostré que B-LG inhibe el
crecimiento in vitro de Staphylococcus aureus y Strep. uberis pero no el de Escherichia coli en
forma dosis dependiente. Este espectro de inhibicion parece complementario al de LF.
Ademas, se hallaron diferencias de actividad especifica entre dos variantes alélicas de B-LG: B-
LG Ay B-LG. Por ultimo se demostré que LF y B-LG pueden actuar en conjunto para inhibir el
crecimiento de Strep. uberis y Staph. aureus.

En el cuarto apartado de resultados se realizaron digestiones enzimaticas de LF y los
péptidos obtenidos fueron caracterizados bioquimica y microbiolégicamente. Uno de estos
péptidos, identificado como la molécula lactoferricina (LFcin), presenté mayor actividad
antimicrobiana que LF y una cinética de inhibicién diferente. El péptido LFcin fue expresado en
forma recombinante como proteina de fusion con B-LG en células CHO. Esta proteina
quimérica demostroé alta actividad antimicrobiana contra Staph. aureus y Strep. uberis pero no
contra E. coli.

En conjunto, los resultados presentados en este trabajo de tesis aportan informacién
relevante sobre el papel de LF y B-LG en la infeccién intramamaria y sobre la potencial
aplicacion diagnostica y terapéutica de estos elementos.

Palabras clave:, mastitis bovina, lactoglobulina, lactoferrina, lactoferricina, antimicrobianos,
proteina quimérica.



Abstract

New approaches in the diagnosis, prevention and treatment of bovine mastitis by using
molecules with antimicrobial activity.

The aim of this thesis was to characterize the role of lactoferrin (LF) and other soluble
factors in the defense of the mammary gland against infections. Additionally, we aimed to
analyze the potential application of these elements in the diagnosis and prediction of bovine
mastitis and in the generation of disease resistant cattle.

To address these objectives we carried out biochemical, microbiological and
epidemiological studies that are presented in 4 sections of results.

In the first section we examined the relationship between the increase in LF levels
associated with intramammary infection and the involved etiologic agent. Our results showed
that the LF concentration increases upon clinical or subclinical infection and that infection with
Streptococcus uberis is associated with the highest levels of LF in milk. We also showed that
the challenge with Strep. uberis induced the synthesis of LF in vitro and that this
microorganism is resistant to LF which suggests an association between infection response
mediated by LF and pathogen susceptibility to this protein.

In the second section, we extended the findings made in section 1. To do that, we
carried out a longitudinal study over 80 cows during a complete lactation. The results indicated
that: 1) LF response to infection is greater in the early days of lactation than in later stages. 2)
infected quarters presented augmented levels of LF at sample times before and after the time
of infection 3) quarters with higher concentrations of LF during peripartum presented
increased risk of becoming infected afterwards.

In the third section we analyzed the antimicrobial activity of B-lactoglobulin (B-LG)
towards mastitis-causing bacteria. We demonstrated that B-LG inhibits the growth of
Staphylococcus aureus and Strep. uberis but not Escherichia coli in a dose-dependent manner.
This inhibition spectrum was complementary to the observed for LF. We also found differences
in specific activity between two allelic variants of B-LG: B-LG A and B-LG. Finally, we showed
that LF and B-LG can act together to inhibit the growth of Strep. uberis and Staph. aureus.

In the fourth section, we performed enzymatic digestions of LF and the resulting
peptides were characterized by means of biochemical and microbiological methods. One of the
peptides obtained, identified as the molecule lactoferricin (LFcin), showed higher antimicrobial
activity and different inhibition kinetics compared to LF. LFcin was expressed as a recombinant
fusion protein with B-LG. When expressed in CHO cells, this chimeric protein showed high
antimicrobial activity against Staph. aureus and Strep. uberis but not against E. coli.

Overall, the results presented in this thesis provide relevant information on the role of
LF and B-LG in intramammary infection and on the potential application of these molecules in
the fight against bovine mastitis.

Keywords: bovine mastitis, lactoglobulin, lactoferrin, lactoferricin, antimicrobial, chimeric
protein
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Introduccidn

1.1. Mastitis

La gldndula mamaria de los mamiferos es un sistema de alveolos y tubulos que
conducen hacia una cisterna que, a su vez, posee una salida al exterior a través de un
pezoén (figura 1.1.). En el caso de los bovinos, la ubre completa estd compuesta por 4
glandulas o cuartos con un alto grado de independencia anatdmica y funcional. Cada
uno de estos alveolos estd revestido de un epitelio que durante algunas etapas de la

vida produce leche que se acumula en los tubulos y cisternas de la gldndula mamaria.

Figura 1.1. La glandula mamaria bovina. A: ubre de una vaca lechera. Se pueden
observar las cuatro glandulas o cuartos. B: esquema de un cuarto mamario. Se indican: el canal

y la cisterna del pezdn, la cisterna glandular, los conductos galactéforos y los alveolos.

Para una bacteria que se encuentra en el exterior, se trata de una hendidura
gue se abre y se cierra, que aisla a un recinto, cerrado, himedo, oscuro, caliente,
completamente lleno de nutrientes y que provee una superficie donde adherirse y
crecer. Es légico que si alguna de estas bacterias lograra atravesar el esfinter del

pezdén, se reproduciria con significativa rapidez. Y dado que el planeta esta
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virtualmente cubierto de bacterias es de esperar que esto ocurra con relativa

frecuencia.

Otra cosa que podria esperarse es que algunas bacterias se adapten a un
ambiente como éste y lo conviertan en su principal nicho de supervivencia,
convirtiéndose en pardsitos obligados. En cualquier caso, si la presencia de la bacteria
induce una reaccién inflamatoria, este proceso se hara macroscopicamente visible y

estaremos frente a un caso de mastitis.

En términos generales, la mastitis bovina se define como Ila inflamacién de la
glandula mamaria mas alld de su causa, por lo tanto ésta es en realidad un signo y no
una enfermedad en si misma. Diferentes trastornos como trauma, estrés o infeccién
pueden producir esta inflamacion. Sin embargo, dado que es la infeccidn la principal
causa de inflamacién, en general se entiende a la mastitis como la inflamacién de la
glandula mamaria producto de una infeccién. Innumerables agentes han sido
descriptos como capaces de penetrar y establecerse en la glandula mamaria bovina.
Entre ellos se cuentan virus, hongos, algas, organismos eucariotas inferiores vy
bacterias. Dado que en la gran mayoria de los casos, son bacterias las responsables, en
general, cuando hablamos de mastitis nos referimos a infecciones de la glandula
mamaria producida por bacterias y es esta definicidn la que sera utilizada a lo largo de

este trabajo de tesis.

Por su enorme prevalencia y por las pérdidas econdmicas que ocasiona, la
mastitis bovina es considerada la principal enfermedad del tambo. Ademas, el riesgo
de transmisién de zoonosis y de dispersion de resistencia a antibiéticos ha colocado a
la mastitis bovina como un potencial problema de salud publica. Por otro lado,
estudios recientes han demostrado el impacto ambiental que tienen los tambos con

alta prevalencia de mastitis bovina (Hospido & Sonesson 2005).

La ocurrencia y la intensidad de un caso de mastitis dependen de numerosos
factores que estan asociados al animal infectado, a la bacteria patégena y al medio
ambiente en que ambos se encuentren. El medio ambiente estd a su vez determinado

principalmente por las condiciones de manejo que se utilizan para con las vacas. Esta
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caracteristica multifactorial convierte a la mastitis en un problema complejo que

requiere un abordaje multidisciplinario (figura 1.2).

VACA

A
(@)
G,

A AN
-~

(@]

Figura 1.2. La mastitis bovina como un problema multifactorial. Tanto las
caracteristicas de la vaca como las del patégeno y el ambiente y las interacciones entre ellos

determinan la ocurrencia, la duracién y la intensidad de un caso de mastitis bovina.

1.1.2. Tipos de mastitis

Anteriormente se ha hecho referencia a la mastitis como la inflamacién de la
gldndula mamaria producto de la infeccidn bacteriana. Cuando esta inflamacién es
notoria y se manifiesta a través de signos evidentes como dolor, hinchazén vy
enrojecimiento de la ubre, secrecién anormal con grumos y/o leche aguachenta, o
signos sistémicos como fiebre, estamos frente a un caso de mastitis clinica. Ademas,
existe otro tipo de mastitis que se caracteriza por la ausencia de estos signos, es
detectada sdlo mediante analisis bioquimicos y microbioldgicos en la leche y se
denomina mastitis subclinica. Encontramos entonces una forma clinica y una forma
subclinica de mastitis. La mastitis subclinica es la que mayores pérdidas econdmicas
ocasiona, debido a que genera una disminucion en la cantidad y la calidad de la leche

producida pero rara vez es tratada ya que en general pasa desapercibida para el
6
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productor. Se ha estimado que por cada caso de mastitis clinica detectado, existen en

un rodeo entre 15 y 40 casos de mastitis subclinica.

Que una infeccién intramamaria se desarrolle en forma clinica o subclinica
depende de numerosos factores como la bacteria, el hospedador, las condiciones
ambientales y de manejo, y el momento de la lactancia, asi como también de
interacciones complejas entre estos factores. Por lo tanto, ni el agente etioldgico ni el
huésped son, de por si, predictivos del tipo de mastitis que encontraremos. Sin
embargo, dada la interacciéon particular que algunos patégenos tienen con el huésped
[por ejemplo la capacidad de activar o evadir el sistema inmune (ver apartado 1.3
¢Qué patdgenos ocasionan las mastitis?)], es posible establecer cierto grado de
asociacién entre el agente etioldgico involucrado y el tipo de mastitis que éste causara.
En otras palabras, algunos patégenos tienden a producir infecciones clinicas mientras
gue otros se ven mas frecuentemente asociados a infecciones subclinicas. Se ha
observado que ciertas infecciones subclinicas pueden venir seguidas de cuadros
clinicos y que algunos casos clinicos derivan a su vez en infecciones subclinicas aunque,

nuevamente, no es posible predecir los casos en los que esto ocurrira.

En ciertas ocasiones, y dependiendo de las interacciones particulares que
tengan con el huésped, (por ejemplo la capacidad de adherirse o internalizarse en el
epitelio mamario) algunos patégenos pueden permanecer en la mama por periodos
extensos generando mastitis crénica. En muchos casos, estas infecciones son
refractarias al tratamiento con antibidticos y los animales afectados deber ser

descartados.

Por ultimo, y dentro de la mastitis clinica, encontramos casos de mastitis
hiperaguda donde los sintomas se vuelven sistémicos y pueden incluso llegar a
producir la muerte del animal. Nuevamente, esta condicion hiperaguda esta asociada
principalmente con cierto tipo de agentes patégenos aunque, al igual que para las
otras distinciones de mastitis mencionadas, no existe una relacién univoca entre una

determinada especie bacteriana y la ocurrencia de mastitis hiperaguda.
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En resumen, la mastitis bovina puede clasificarse en clinica y subclinica
dependiendo de la presencia de signos evidentes de enfermedad y en crénica, aguda e
hiperaguda dependiendo de la persistencia del patégeno y de la severidad de los

signos observados (figura 1.3.).

Glandula Pérdidade
Sana laglandula
Mastitis Mastitis |__Aguda
Subclinica Clinica Hiper-
aguda
Crénica dela vaca
Descarte
dela vaca

Figura 1.3. Las distintas formas de la mastitis y su dinamica. Se grafican los posibles
estatus sanitarios de la gldandula mamaria y el pasaje de un estado a otro. Las formas agudas e
hiperagudas de la mastitis clinica pueden llevar a la pérdida de la gldndula mamaria e incluso a

la muerte del animal.

1.2. Diagndstico de la mastitis

El rapido diagndstico de la mastitis bovina es de capital importancia para la

aplicacion inmediata de medidas de control y tratamiento. Impidiendo que la infeccion
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se agudice en la glandula afectada y se propague a otros animales, se espera reducir al

maximo el costo econdmico de la enfermedad.

En el caso de la mastitis clinica, cuyos signos son evidentes, el diagndstico es
realizado directamente por el personal del establecimiento. En cambio, el diagndstico
de la mastitis subclinica presenta desafios Unicos, ya que depende de la evaluacién de

ciertos parametros en la leche cuyos valores se alteran producto de la infeccion.

La evaluacién del estatus sanitario puede realizarse sobre muestras de leche
provenientes de cada una de las glandulas o cuartos individuales (muestra de cuarto
individual), sobre la mezcla de leche de los cuatro cuartos (muestras compuestas) o
sobre la mezcla de toda la leche ordefiada en un tambo (muestra de tanque). En este
ultimo caso no se obtiene informacion sobre vacas o glandulas individuales sino sobre
el estatus sanitario general del tambo. EI método mas directo para realizar el
diagndstico de una infeccién subclinica es el andlisis microbiolégico de la leche. Aqui se
evalla la presencia de microorganismos causantes de mastitis mediante pruebas
bioquimicas y cultivo en medios selectivos y diferenciales (Hogan et al. 1999). Pese a
ser muy utilizado y dar informacién relevante sobre la situacidén infectolégica de la
mama, el analisis microbioldgico es laboriosos y de costo elevado. Ademas, algunos
autores han reportado una baja sensibilidad para este método (Gianneechini et al.
2002; Hoe & Ruegg 2005). En los ultimos afios, la utilizacién de técnicas moleculares
como la PCR se esta haciendo mas frecuente para la deteccidn de microorganismos
gue se encuentran en bajas concentraciones o que son dificiles de cultivar (Taponen et

al. 2009).

Otros sistemas para evaluar el estatus sanitario de la glandula mamaria en
ausencia de signos externos se centran en el analisis de la reaccién inmunolégica
producto de la invasidn bacteriana. El mas utilizado de estos métodos es el recuento
de células somaticas (RCS) en el cual se evalia el nimero de células eucariotas
presentes en la leche. En la glandula sana estas células son principalmente macrofagos,
mientras que al producirse la infecciéon ocurre un rapido incremento en el RCS y un
cambio en su composicién, pasando a ser neutrofilos en un 95 / . Es decir, al medir el

RCS estamos evaluando la cantidad de neutréfilos que han ingresado en la glandula
9
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mamaria como parte de una reaccion inflamatoria. La determinaciéon del RCS puede
realizarse a nivel de cuarto, vaca o tanque. A nivel de tanque, el RCS es muy utilizado
para evaluar el estado sanitario general del tambo y altos niveles de RCS son
indicativos de alta prevalencia de mastitis subclinica. Ademds, muchos paises han
incorporado sistemas de pago en el que se premia por bajo RCS o se castigo por altos

valores de este parametro.

La determinacién del RCS puede realizarse por observacién al microscopio de
muestras de leche donde se cuentan en forma directa las células presentes; o por
métodos electronicos de citometria de flujo. En los ultimos afios han ingresado en el
mercado sistemas electrdnicos portatiles que se basan en fluorescencia como el DCC
de Alpha Laval. Este método presenta la ventaja de que permite analizar el RCS al pie

de la vaca de manera rapida y sencilla.

Otros métodos indirectos han sido desarrollados para evaluar la cantidad de
células somaticas. Quizas el mas utilizado de éstos sea el Test de Mastitis California
(TMC), que permite medir en forma semicuantitativa los niveles de células somaticas
(Schalm & NOORLANDER 1957). En este sistema se toman muestras de leche de cada
cuarto y se les agrega un detergente que lisa las células eucariotas, liberando el ADN
gue aglutina formando un gel. La densidad de este gel es evaluada por el operador que
asigna a la muestra un valor en una escala de 0 a 3. Esta técnica tiene las ventajas de
ser rapida, barata, simple y de que puede ser realizada al pie de la vaca. Su principal
desventaja radica en que es poco sensible y tiene un alto grado de subjetividad. Pese a
gue actualmente esta siendo reemplazada por los métodos electrénicos antes
descriptos, aun es de gran utilidad para detectar cuartos subclinicos que son luego

analizados con técnicas mas sensibles.

El analisis microbioldgico y el RCS constituyen los principales pardmetros que

indican si la glandula mamaria se encuentra o no subclinicamente infectada.

En general, se considera que un cuarto mamario que resulta positivo para el
aislamiento microbioldgico estd infectado. En cuanto al RCS como criterio de infeccidn,

no existe un consenso acerca del punto de corte a partir del cual un cuarto mamario se
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considera infectado, aunque en general se asume que a partir de un RCS de 200.000 se
estd en presencia de un proceso inflamatorio (Schukken et al. 2003; Pyorala 2003). Es
posible también utilizar ambos criterios en forma combinada tal como lo recomienda

la International Dairy Federation (IDF) (cuadro 1.1).

Resultados de la muestra de leche
Aislamiento microbioldgico Diagndstico
RCS >200.000

positivo
No No Cuarto/vaca sana
Si No Infeccion latente
No Si Mastitis/Infeccidn inespecifica
Si Si Mastitis subclinica

Cuadro 1.1. Clasificacion de los tipos de infeccion intramamaria segun la

Interanational Dairy Federation. Adaptado de Pyorala et al. (2003).

Ademas del RCS y el analisis bacterioldgico, otros métodos que se basan en la
deteccidon de cambios en la composicion quimica de la leche han sido incorporados a la
deteccion de la mastitis. Entre ellos cabe destacar el analisis de la actividad enzimatica
de N-acetyl-B-D-glucosaminidase (NAGasa), la concentracion de lactosa y la
conductividad y pH en leche (Viguier et al. 2009). Recientemente, estudios de
expresion diferencial por electroforesis en dos dimensiones han identificado una gran
cantidad de marcadores candidatos para mastitis (Viguier et al. 2009). Ademas, el uso
de técnicas inmunoldgicas como el ELISA promete ser un complemento ideal para el
desarrollo de estos marcadores, permitiendo detectar tanto proteinas del huésped
cuya expresidn se ve alterada por la infeccidn como moléculas propias de patégenos
invasores. Otras técnicas, como la PCR en tiempo real, aparecen como alternativas
atractivas para identificar patégenos particulares. Dada la necesidad de acelerar y
simplificar el diagndstico de la mastitis, se estdn ensayando algunos métodos que
pueden ser utilizados en el propio tambo. Entre estas técnicas se incluyen: la medicién
de temperatura de la ubre por cdmara infrarroja, el analisis de LDH, esterasas celulares

y ATP mediante métodos portatiles y el DCC de Alpha Laval ya mencionado. Algunos
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métodos para la deteccién “en linea” de mastitis ya son utilizados en tambos
robotizados. La mayoria de ellos se basan en el analisis de la conductividad eléctrica, el
color y el RCS de la leche. Actualmente, se estdn poniendo a prueba otros métodos
basados en narices y lenguas electrénicas, capaces de detectar la presencia de
productos solubles o volatiles diferencialmente representados en la leche mastitica

(Viguier et al. 2009).

El continuo descubrimiento de biomarcadores de mastitis y la creciente
incorporacion de tecnologia de punta en el tambo prometen el desarrollo de técnicas
cada vez mas rdpidas y precisas para detectar las infecciones mamarias. Sin embargo,
los métodos tradicionales como el analisis microbiolégico y el recuento de células
somaticas contintdan siendo el estandar dorado para la evaluacién del estatus sanitario

de la glandula mamaria.

1.3. ¢Qué patogenos ocasionan las mastitis?

Una gran cantidad de especies bacterianas han sido aisladas de glandulas
mamarias bovinas infectadas (Watts 1988). Esta caracteristica tipicamente
multietioldgica de la mastitis es uno de los factores que determina la complejidad de
su abordaje. Sin embargo, la gran mayoria de las infecciones reportadas son
producidas por un nimero relativamente pequefio de especies de bacterias.

Dependiendo de su habitat principal y de su forma de transmision, las bacterias
causantes de mastitis han sido divididas en patdgenos contagiosos y ambientales. Esta
diferencia de nicho primario tiene influencia en Ila forma en que estos
microorganismos interaccionan con la glandula mamaria y, en consecuencia, en el tipo
de mastitis que producen.

Los patdgenos ambientales se encuentran en el ambiente donde vive la vaca;
pasturas, cama, excremento etc., y pasan a la ubre en los periodos entre ordene. Al no
estar adaptados a la mama, algunos de estos patégenos producen respuestas
inflamatorias importantes que se traduces en casos de mastitis clinica que suelen

durar poco tiempo. Entre los patégenos ambientales se encuentran bacterias Gram
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positivas como Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis y los estafilococos
coagulasa negativos (ECN), y Gram negativas representadas principalmente por
bacterias coliformes.

Los patdgenos contagiosos, por otro lado, tienen su habitat fundamental en la
glandula mamaria bovina y se transmiten de ubre a ubre principalmente durante el
ordefe. Debido a su larga historia de interaccién con la glandula mamaria, estos
microorganismos se han adaptado a las condiciones de este nicho particular,
desarrollando estrategias para evadir el sistema inmune y permanecer en la mama
(Guinane et al. 2010; Almeida et al. 1999; Leigh et al. 1990; Bradley & Green 2001;
Ward et al. 2009). De este modo, suelen estar asociados a mastitis subclinicas y
cronicas. Los patdégenos contagiosos mas prevalentes son Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis y algunas especies de Mycoplasma.

Esta clasificacidon clasica es de uso muy difundido, aunque la evidencia mas
reciente sugiere que muchos patégenos ambientales pueden comportarse como
contagiosos y viceversa, aportando un grado mds de complejidad al abordaje de esta
enfermedad.

En cuanto a la magnitud de las alteraciones que producen, los patdgenos
bovinos han sido clasificados en mayores y menores. Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis y las
bacterias coliformes son consideradas patégenos mayores, dado que son capaces de
producir infecciones clinicas agudas con pronunciados aumentos en el RCS y pérdida
de la funcién glandular que, en ocasiones, no vuelve a recuperarse en toda la lactancia.
Por otro lado, Corinebacterium bovis y los ECN representan tipicamente patdgenos
menores que producen infecciones leves, con un moderado aumento en el RCS. Estos
no suelen estar asociados a afecciones clinicas.

m Patégencs
ambientales contagiosos
[ \

Streptococcus uberis

Staphylococcus aureus
Streptococcus dysgalactiae

Patégenos
mayores

Coliformes Streptococcus agalactioe

—

Estafilococos Coagualasa Corinebacterium bovis
Negativos (ECN)

\ / \
N 13

Patégenos
menores
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Figura 1.3. Clasificacion cldsica de los principales microorganismos causantes de

mastitis en contagiosos /ambientales y mayores / menores.

Al igual que la clasificacion contagioso/ambiental, la clasificacion mayor vy
menor se encuentra en revision. Algunos autores sefialan que, por ejemplo, los ECN
son capaces de producir infecciones importantes con gran incremento en el RCS, por lo
que estarian comportdndose como microorganismos mayores (Nickerson et al. 1995;
Pyorala & Taponen 2009).

A continuacién se presentara un breve resumen de las caracteristicas de los
principales microorganismos causantes de mastitis.

Streptococcus agalactiae. La fuente primaria de Strep. agalactiae es la ubre de
vacas infectadas. Es considerado un pardasito obligado que pasa de ubre a ubre durante
el ordefe. Es altamente contagioso y produce un gran aumento en el RCS del cuarto
afectado. Unos pocos cuartos infectados con Strep. agalactiae son capaces de
deteriorar la calidad de la leche de todo el rodeo. Es sensible a penicilina y es posible
erradicarlo de los rodeos mediante tratamiento antibiético. La implementacién de
buenas practicas de manejo en el tambo en los paises desarrollados ha producido una
marcada disminucién de la prevalencia de este microorganismo en los ultimos afios
(Zadoks & Fitzpatrick 2009).

Staphylococcus aureus es uno de los principales patégenos causantes de
mastitis. La fuente primaria de este microorganismo es la gldndula mamaria. A
diferencia de otros microorganismos contagiosos, no coloniza la piel sana del pezén
pero se lo halla frecuentemente si se producen lesiones en la misma. Este
microorganismos suele producir infecciones crénicas subclinicas con aparicion
esporadica de sintomas clinicos leves. Sin embargo, algunas infecciones pueden ser
clinicas o incluso de tipo gangrenoso (Schalm et al. 1976). La respuesta al tratamiento
con antibidticos durante la lactancia no suele superar el 50 /. Sin embargo, la
prevalencia de Staph. aureus puede ser reducida dramaticamente mediante la
implementacién de estrictas normas de higiene durante el ordefe, la segregacién de

los animales infectados y la terapia de vaca seca. Staph. aureus es una bacteria que
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estd adaptada a la vida dentro de la gldndula mamaria y posee multiples mecanismos
de supervivencia que favorecen la evasidn del sistema inmune y la permanencia en la
glandula mamaria (Sutra & Poutrel 1994).

Los ECN son un grupo diverso cuyos representantes mas importantes son
Staphylococcus chromogenes Staphylococcus hyicus, Staphylococcus simulans
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus sciuri vy
Staphylococcus cohonii. Son patégenos oportunistas que pueden ser parte de la flora
normal del pezén o habitar el medioambiente de la vaca. Algunos de estos
microorganismos son capaces de colonizar la gldandula mamaria y permanecer en ella
por periodos prolongados. Los ECN suelen ser las bacterias mds prevalentes en los
tambos bien manejados o de vacas de primera paricién (Matthews et al. 1992).
Producen un moderado incremento en el RCS y su control estd basado en buenas
técnicas de manejo y terapia de vaca seca. Sin embargo, estudios recientes que
muestran infecciones graves producto de ECNs han puesto en duda el cldsico rétulo de
patégenos menores con el que se ha designado a estos microorganismos (Taponen &
Pyorala 2009). En los ultimos anos, se ha observado un incremento de la prevalencia
de este grupo de microorganismos asociado a la disminuciéon de patégenos mayores
contagiosos. En algunas regiones, los ECN son el principal agente causal de mastitis

(Schukken et al. 2009).

Las bacterias coliformes causantes de mastitis estan representadas
principalmente por Escherichia coli, Klebsiella sp y Enterobacacter sp. Como ya se ha
mencionado, son microorganismos ambientales que provienen de la cama, el agua o
las pasturas. La mayoria de las infecciones por coliformes se dan en el periparto y los
primeros dias de secado y pueden evitarse manteniendo a los animales lejos de
ambientes humedos oscuros y barrosos. La mayoria de los casos de mastitis clinica por
coliformes presentan signos moderados que se resuelven espontdneamente. Sin
embargo, en ciertos casos pueden producir mastitis hiperaguda, poniendo en peligro la
vida del animal. El uso de antibidticos para tratar infecciones por coliformes es de poca
utilidad y en los casos hiperagudos suele ser necesario el uso de terapia de soporte

sistémico. En tambos con buen manejo sanitario, se observa un incremento de la
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frecuencia relativa de las infecciones por coliformes. Esto probablemente se deba a
gue en estos tambos, el nicho mamario se encuentra libre de microorganismos
competidores del tipo contagioso como Staph. aureus (Bradley & Green 1997).

Los estreptococos ambientales estan representados principalmente por
Streptococcus uberis y Streptococcus dysgalactiae. Son microorganismos ambientales
aunque se considera que Streptococcus dysgalactiae también puede transmitirse de
vaca a vaca. El periodo de mayor susceptibilidad de la gldndula mamaria a estos
patégenos es el secado. Algunas de estas infecciones por estreptococos ambientales
pueden volverse crénicas. En los casos clinicos se observan, en general, signos
moderados. Los métodos de control de estos patdgenos incluyen terapia de vaca seca
y desinfeccion del pezdn pre y post ordeiie. Algunos estudios de genotipeo molecular
han demostrado un alto grado de heterogeneidad en las cepas de Strep. uberis que
infectan a la glandula mamaria dentro de un tambo particular, denotando el caracter
ambiental de este microorganismo (Douglas et al. 2000). Sin embargo, la existencia de
infecciones persistentes de Strep. uberis (Todhunter et al. 1995), el descubrimiento de
cepas predominantes en algunos rodeos (Zadoks et al. 2003b) y el hallazgo de
mecanismos de adaptacidon de nicho (Leigh 1999) han puesto en duda el cardcter
puramente oportunista de este microorganismo, sugiriendo que ciertas cepas se han
adaptado a la glandula mamaria y la han convertido en su nicho primario. En cualquier
caso, el andlisis de genoma completo de Strep. uberis muestra una amplia diversidad
metabdlica que permite a esta bacteria sobrevivir en ambientes tan diversos como el
rumen, el material de la cama o las pasturas y la propia gldndula mamaria (Ward et al.
2009).

El caracter multietioldgico de la mastitis bovina también puede ponerse de
manifiesto dentro de una misma glandula mamaria. Es decir, mas de un patégeno
diferente puede estar presente en una misma glandula al mismo tiempo y es probable
gue se produzca algun tipo de competencia por el nicho (Lam et al. 1997; Woodward
et al. 1987). Evidencia de este fendmeno es el incremento en la frecuencia relativa de
los patdégenos ambientales al reducirse los patdgenos contagiosos por la
implementacion de buenas practicas de manejo en el tambo (Bradley 2002). Ademas,

se ha reportado el papel protector de patégenos menores como Corinebacterium bovis
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y los ECN contra infecciones por patégenos mayores (Matthews et al. 1990; Pankey et
al. 1985). Estos hallazgos han llevado a algunos autores a proponer el uso de bacterias
probidticas como método para combatir la mastitis bovina (Bradley 2002). Otra forma
de interaccion entre especies bacterianas dentro de la glandula mamaria es a través
del sistema inmune. La infeccidn subclinica por un patégeno menor, por ejemplo,
puede activar la inmunidad de la mama haciendo que se torne mads resistente a
infecciones clinicas por patégenos mayores. Por ejemplo, se ha reportado que vacas
positivas para ECN producen mayor cantidad de leche que vacas sanas, aunque las
primeras presenten niveles aumentados de RCS (Piepers et al. 2010). En consistencia
con esto, numerosos trabajos muestran que tambos con bajos niveles generales de
infeccion (medido por el RCS en la leche del tanque) presentan una mayor prevalencia
de patégenos ambientales y un mayor numero de casos clinicos que tambos con altas
células (Barkema et al. 1998; Elbers et al. 1998; Suriyasathaporn et al. 2000).

La importancia relativa que tiene cada patégeno de la glandula mamaria esta
determinada por el impacto sobre la produccién de leche a nivel de rodeo. A su vez,
este impacto estarad dado por factores tales como la intensidad y la persistencia de la
infeccion, la persistencia de las alteraciones producidas y la capacidad del

microorganismo de dispersarse en el rodeo.

1.4. Incidencia y prevalencia de la mastitis

La mastitis bovina es una afeccién tremendamente frecuente. En Inglaterra por
ejemplo, se calcula que la incidencia de mastitis clinica es de 40 casos cada 100 vacas
por afo (Bradley 2002). Valores similares se han reportado para otros paises de Europa
(Viguier et al. 2009). Aunque la informacion es mas escasa en este sentido, se calcula
un numero muy superior para los casos subclinicos. Tanto la incidencia como la
prevalencia de mastitis dependen de numerosos factores. Se ha demostrado, por
ejemplo, que un cuarto mamario tiene mayor probabilidad de infectarse al aumentar
el nimero de paricidén. Es decir, vacas mas viejas se infectan con mayor frecuencia
(Barkema et al. 1998). Por otro lado, dentro de una lactancia particular, el mayor

numero de infecciones ocurre durante el periparto (Vangroenweghe et al. 2005;
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Calvinho et al. 2007) y al comienzo del periodo de secado cuando la lactancia estd
cesando (Oliver & Mitchell 1983). Con respecto a estas variaciones, numerosas lineas
de evidencia indican que durante los primeros dias de lactancia ocurre en la glandula
mamaria una marcada inmunosupresién asociada al estrés del parto y al comienzo del
proceso de lactacion (Compton et al. 2009). Esto favoreceria la aparicion de
infecciones nuevas y la manifestacion de infecciones preexistentes que han
permanecido latentes durante el periodo de secado (Robert et al. 2006). Ademas, se
ha reportado que la severidad de las infecciones clinicas es mayor en este periodo que
en otros momentos de la lactancia (Burvenich et al. 2003; Lehtolainen et al. 2003), lo
cual ha sido asociado a un menor nimero inicial de células del sistema inmune y a una

menor velocidad de reclutamiento de las mismas.

Con respecto al segundo periodo de alta prevalencia de infecciones, el inicio del
secado, la hipdtesis mas apoyada es que, al cesar el ordeiie, se produce una
acumulacién de leche en la cisterna de la glandula, lo que a su vez induce un aumento
de la presién hidrostatica en la mama (Oliver & Mitchell 1983). Se ha observado que
este aumento de presion dilata el esfinter del pezdn, produciendo pérdida de leche y
permitiendo la entrada de agentes patégenos. Ademas, al cesar el ordefe, las
bacterias que se acumulan en el canal del pezén ya no son arrastradas hacia afuera con
la eyeccidn de leche, teniendo mayor oportunidad de alcanzar la cisterna de la
glandula y producir un infeccién exitosa. Este incremento en la sensibilidad es maximo
durante los primeros dias de secado, para disminuir luego debido al aumento de la
concentracion de algunos factores de la inmunidad innata (Kutila et al. 2003), al
descenso de la presién hidrostatica de la glandula producto de la reabsorcién de leche
y a la formacién completa del tapén de queratina en el canal del pezdn (Nickerson

1989).

En una escala temporal mas amplia, la prevalencia de mastitis bovina ha
variado con el correr de los afios. La aplicacidon en los afios 70 del Programa de 5
Puntos para el control de la mastitis bovina (ver mas adelante) (Neave et al. 1969) ha
producido una marcada reduccién en la prevalencia y un cambio en la etiologia de las

infecciones clinicas y subclinicas. Estos cambios estan asociados a la reducciéon del
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numero de patdgenos contagiosos producto de las mejoras sanitarias en los tambos.
De esta manera, en paises desarrollados como EEUU o Inglaterra, se observa una
reduccion en la frecuencia de aislamientos de patdégenos contagiosos como Staph.
aureus o Strep. agalactiage mientras que la prevalencia de microorganismos
ambientales como Strep. uberis o E. coli se ha mantenido constante o incluso ha

aumentado (Bradley 2002; Zadoks & Fitzpatrick 2009).

1.4.1. Incidencia y prevalencia de mastitis en Argentina

La produccion lechera en la Republica Argentina estd concentrada
principalmente en las provincias de Santa Fe, Entre Rios, Buenos Aires y La Pampa y se
caracteriza por un elevado nimero de tambos y un nimero mas o menos pequefio de
industrias procesadoras. Al igual que otras actividades econdmicas, la produccién de
leche ha seguido los altibajos de la economia argentina, experimentado un crecimiento
sostenido durante la década del 90, una depresidon con la crisis de 2001 y una
recuperacién hacia el 2004. Pese a esto, se observa desde principios de los 90 un
crecimiento en la produccién que llevé de 5.892 millones de litros en 1991 a 10.052
millones de litros en 2009 (Subsecretaria de Agricultura, 2010). Al igual que en otros
paises, este crecimiento se vio acompafiando por una disminucién en el niamero de
tambos, un aumento en el nimero de vacas por tambo y un incremento en la
productividad medida en kg producido por gigavatio por hectarea. La produccién
lechera en el pais se ha caracterizado por la utilizacién de sistemas de pastoreo,
aungue en los ultimos anos se viene incrementando el uso de sistemas semipastoriles
o intensivos. De esta manera, actualmente existe en Argentina todo el espectro de
explotaciones, desde un pequefio nimero de megatambos que se caracterizan por la
eficiente utilizacion de tecnologia de punta, hasta tambos pequenos que en muchos

casos se encuentran al margen de los sistemas regulatorios.

En Argentina, la mastitis es una enfermedad alin muy prevalente. Pese a que no
existen estadisticas actualizadas en este sentido, a principios de la década del 80 se

calculaba que las pérdidas econdmicas asociadas a la mastitis bovina ascendian a los
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220 millones de délares anuales (Asociacién Argentina de Lucha Contra Mastitis 1983).
Estudios sobre cuartos mamarios tomados al azar muestran una prevalencia del 35/
de cuartos mamarios positivos para aislamientos microbianos (Giraudo et al. 1995),
siendo los patégenos mas frecuentes los ECN (12,2 /), especies de estreptococos (8,13
/)y Staph. aureus (5,9 /). Otros estudios sobre muestras compuestas de vacas
tomadas al azar arrojaron resultados similares: 16,6 para ECN y 13,9 para Staph.

aureus (Amand de Mendieta et al. 2001).

Con respecto a la frecuencia relativa de los patdgenos causantes de mastitis
subclinica, un estudio de muestras compuestas que resultaron positivas para el Test de
Mastitis California, mostré que los patégenos mas frecuente fueron Staph. aureus y los
ECN, representando respectivamente un 25 y un 22 / de las muestras positivas para
aislamiento microbiano (Chertcoff et al. 1996). Estudios similares también para
muestras subclinicas compuestas revelaron que Staph. aureus fue el patégeno mayor
mas frecuentemente aislado, aunque también se observd una alta prevalencia de

Strep. agalactiae (Tirante et al. 1998).

Aparentemente, Staph. aureus es el patégeno mayor mas frecuente en lo
tambos argentinos. Sin embargo hay que tener en cuenta que existen diferencias en la
prevalencia e incidencia de infecciones y en la importancia relativa de los distintos
agentes patdgenos involucrados entre cuencas lecheras y afios de muestreo (Calvinho

& Tirante 2005).

Con respecto a la mastitis clinica, los datos son también escasos. Gonzalez y
Echaide (1983) han reportado incidencias trimestrales de 29; 7,8; 9,8 y 14 /. Con
respecto a los agentes etioldgicos de las infecciones clinicas en Argentina, diferentes
estudios indican que el mas frecuente es Staph. aureus, seguido de ECN vy Strep.
agalactiae. Nuevamente, en este caso se observan diferencias entre los estudios

publicados (Calvinho & Tirante 2005).

Con respecto a las infecciones en vaquillonas, estudios pioneros han mostrado
un 37 / de cuartos infectados con distintas especies de Staphylococcus (Chaves et al.

2010). Por otro lado, Calvinho et al. (2007) mostraron un 29 / de cuartos positivos
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para aislamiento microbiolégico en vaquillonas 14 dias antes del prepartoy un 15/ 7
dias después del parto. En este estudio los principales agentes etioldgicos fueron los
ECN y Staph. aureus.

Otras estrategias para evaluar la salud de la glandula mamaria, como el Test de
Mastitis California han mostrado frecuencias del 39/ y 53/ de cuartos positivos para
tambos con ordefie manual y mecanico respectivamente (Romano et al. 1978). Con
respecto al andlisis directo de RCS en el tanque, diferentes trabajos muestran valores
que van de las 300.000 a las 690.00 células por mililitro (Calvinho & Tirante 2005). A lo
largo de los ainos es posible observar una tendencia hacia la reduccién de este valor,
probablemente motivada por la incorporacién en los afios 90 de politicas de

penalizacidn por alto RCS (Calvinho & Tirante 2005).

A diferencia de lo que ocurre en los paises desarrollados, en la Argentina los
patdgenos contagiosos son todavia muy prevalentes y los valores de células somaticas
altos. Esto probablemente se debe a la falta de implementacién continua de medidas
sistematicas de control. Los datos actuales no parecen mostrar una tendencia hacia la
reduccion de los patdgenos contagiosos (Calvinho & Tirante 2005). Sin embargo la
tendencia observada hacia la reduccidon del RCS a nivel de tanque sugiere que la
generalizacion y profundizacion de las medidas de control de mastitis podria reducir
fuertemente la importancia de estos patégenos. Por ultimo, es notoria la escasa
informacién existente con respecto a la mastitis en Argentina. Siendo un pais de
creciente desarrollo lechero y con aparentes problemas para el control de la mastitis
bovina, es evidente la necesidad de un incremento en la investigacion cientifica que

provea conocimiento basico e informacion practica desde una perspectiva local.

1.5. ¢Por qué la mastitis bovina es tan frecuente?

A través de miles de afos de cria selectiva, hemos convertido al ganado lechero
en una maquinaria perfecta de generar proteinas y grasa. Es claro que una vaca de
tambo produce mucha mas leche de la necesaria para alimentar a su cria. En los

ultimos anos, la introduccion de biotecnologias, como la inseminacién artificial o la
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transferencia embrionaria, junto con la utilizacién de métodos de seleccion asociadas a
marcadores moleculares, han acelerado notablemente el incremento de la
productividad por animal. Los altos niveles de producciéon junto con el ordefe
frecuente producen una situacion de estrés constante en la glandula mamaria que
puede derivar en una inmunosupresién de la misma. En conjunto, estas condiciones
proveen la situacidn ideal para que un microorganismo invada la glandula mamaria y
se reproduzca dentro de ella. Ademas, se ha reportado una correlacién positiva entre
la produccién lechera y el riesgo de infeccién (Heringstad et al. 2003). En otras
palabras, al seleccionar durante siglos a vacas mas productoras hemos seleccionado a

vacas mas sensibles a la mastitis.

Por su parte, los altos niveles de produccién lechera se ven asociados a
problemas en el cierre del pezén luego de cada ordefie, lo que facilita la entrada de
bacterias y otros microorganismos (Klaas et al. 2005). A su vez, el alto grado de
hacinamiento, propio de algunos sistemas productivos puede favorecer el pasaje de

ubre a ubre de algunos microorganismos.

En otras palabras la alta produccién lechera, el ordefie constante y las
condiciones de vida a las que son sometidas, han hecho de las vacas de tambo un

blanco ideal para las infecciones intramamarias.

1.6. Inmunidad de la glandula mamaria

La gldndula mamaria cuenta con una bateria de elementos para la defensa
contra la entrada y proliferacion de los distintos patégenos. El pronunciado aumento
en la sensibilidad a mastitis que se observa en el periparto y al inicio del secado ha sido
asociado a deficiencias en la funcion de estos elementos (Mallard et al. 1998). La
primer linea de defensa, y quizds la mas importante, es de tipo anatémico y consiste
en el esfinter del pezdon que se cierra estrechamente en el periodo entre ordefie. Un
impedimento en la funcidn de este esfinter ha sido asociado a una mayor
susceptibilidad a las infecciones (Klaas et al. 2005; Cousins et al. 1980). A su vez, el

canal del pezon esta revestido internamente por queratina, que es capaz de retener
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mediante interacciones electrostdticas a las bacterias que estan ingresando en la ubre.
En esta capa de queratina se encuentran también proteinas y lipidos con capacidad
bacteriostatica (Sordillo et al. 1997). Al finalizar la lactancia, durante el secado, esta
queratina forma un tapén que ocluye el canal del pezén. Problemas en la formacién de
este tapon han sido vinculados a mayor riesgo de infeccién (Dingwell et al. 2004). De
hecho, y como se menciona mas arriba, se cree que la apertura parcial del esfinter
debido al aumento de la presién en la cisterna de la glandula, que se produce en los
dias previos al parto y en los primeros dias de involucidn, es una de las principales
causas de la alta tasa de infeccidn registrada en estos periodos (Nickerson 1989). Una
vez que un patégeno logra atravesar el esfinter del pezdn, se encontrarad con factores
celulares y solubles de la inmunidad innata y adaptativa. Estos dos tipos de inmunidad,
gue comparten elementos efectores y colaboran estrechamente en la defensa de la
glandula mamaria, difieren fundamentalmente en la forma de reconocer la entrada de
agentes patdgenos. La inmunidad innata es la primera en activarse frente a la entrada
de elementos extrafios y ha evolucionado para reconocer patrones moleculares tipicos
de patdégenos (PAMPs) como lipopolisacarido (LPS), acido lipoteicoico (LTA) o
péptidoglicano, a través de receptores tipo Toll en la membrana de macréfagos vy
células epiteliales. Cuando los PAMPs de un patdégeno que ha logrado penetrar en la
gldndula mamaria son reconocidos, se inducird la sintesis de citoquinas pro
inflamatorias como el factor de necrosis tumoral a (TNFa) e interleugina 1 B (IL-1B)
(Sordillo & Streicher 2002). Estas citoquinas promoverdn a su vez la migracion de
neutrdfilos del torrente sanguineo al lumen de la glandula mamaria. Los neutroéfilos
constituyen unos de los principales efectores de la inmunidad de glandula mamaria
bovina y son capaces de fagocitar y ejercer actividad citotéxica mediante shock
respiratorio sobre las bacterias invasoras. En una glandula mamaria sana los
macrofagos constituyen el tipo celular predominante; su funcion es fagocitar
elementos extrafios, presentarlos a células de la inmunidad adaptativa y, como ya se
ha mencionado, secretar citoquinas que activaran la migracién de neutréfilos (Sordillo
& Streicher 2002). Se cree que la severidad de la mastitis esta por lo menos en parte
influenciada por la velocidad de reclutamiento de estos neutréfilos (Shuster et al.

1996; Rainard & Riollet 2003). Durante el periparto, la actividad de los neutroéfilos

23



Introduccidn

reclutados se encuentra parcialmente impedida lo que ha sido asociado con la
susceptibilidad aumentada de la glandula mamaria en este periodo. Varios trabajos
han vinculado la inmunosupresién que se observa en el periparto con una menor
actividad de neutrofilos (Mehrzad et al. 2002; Mallard et al. 1998). A su vez este
impedimento ha sido asociado a cambios en la expresidon génicas de estas células
producto de las alteraciones enddcrinas propias del parto (Burton et al. 2005; Da Silva
et al. 1998). Otros autores han vinculado el balance energético negativo que se
produce en el periparto con la disminucién en la funcidén de estas células (Lacetera et
al. 2004; van Knegsel et al. 2007). Por otro lado, se ha propuesto que el descenso en
los niveles del factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF 1) reduce el tiempo de vida de
los neutrofilos y gatilla una disminucidn en la secrecion de citoquinas proinflamatorias
con el consecuente impedimento en la resolucion de la infeccion (Vangroenweghe et

al. 2005).

Ademas de estos factores celulares, la inmunidad innata cuenta con elementos
solubles como defensinas, lisozima, lactoferrina, lactoperoxidasa y factores del
complemento que son capaces de opsonisar o atacar directamente a los patdgenos
invasores (Rainard & Riollet 2006). La inmunidad innata no genera memoria; es decir,
no produce respuesta aumentada por exposicién repetida al mismo patégeno. Pese a
ser activada en conjunto con la respuesta innata, la inmunidad adaptativa constituye
una segunda linea de defensa frente a la infeccion y serd relevante cuando la
inmunidad innata haya sido sobrepasada. A diferencia de la innata, la respuesta
adaptativa no reconoce caracteristicas tipicas de patégenos sino que es capaz de
diferenciar lo propio de lo no propio. La inmunidad adaptativa genera memoria, es
decir, provee una respuesta aumentada frente al encuentro repetido con un antigeno
determinado. Es esta la respuesta que se busca aumentar cuando se utilizan vacunas
contra patdgenos de mastitis. Entre sus elementos efectores celulares de la inmunidad
adaptativa se encuentran los linfocitos B y T y los macréfagos, siendo
inmunoglobulinas y citoquinas los principales componentes solubles de este tipo de
respuesta. Como ya se ha dicho, ambos tipos de inmunidad estan estrechamente

relacionados y comparten mecanismos efectores y activadores. De hecho la inmunidad
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innata es fundamental para que la inmunidad adaptativa se active adecuadamente y

ésta a su vez complementa la funcidn de la respuesta innata.

Muchos patégenos de la glandula mamaria bovina han desarrollado
mecanismos para evadir la respuesta de la glandula mamaria a la infeccion. Entre ellos,
se cuentan la produccién de capsula de polisacarido, la adherencia e internalizacion en

las células epiteliales de la mama y la produccién de superantigenos.

1.7. Prevencion y tratamiento de la mastitis bovina

Hace tres décadas, el control de la mastitis bovina se basaba en la identificacion
y tratamiento de los casos clinicos. Sin embargo en los ultimos 25 afios ha ocurrido un
cambio de paradigma en este sentido, acompafiado por una fuerte concentracién de la
produccién. Este cambio se basa en el redireccionamiento del esfuerzo desde el
tratamiento hacia la prevencion y se ha visto reflejado en la incorporaciéon a gran
escala del programa de 5 puntos para la lucha contra la mastitis. Estos son: 1)
desinfeccién de pezones post ordefio; 2) terapia antibidtica de casos clinicos; 3) control
periddico de la maquina de ordefiar, 4) terapia antibidtica de la vaca seca y 5) descarte

de animales con infecciones crénicas (Neave et al. 1966; Kingwill et al. 1970).

El objetivo del control de la mastitis es evitar nuevas infecciones. Sin embargo,
eventualmente éstas van a ocurrir y deben ser eliminadas cuanto antes. Existen cuatro
formas en que se reduce el nimero de casos de mastitis en el tambo: la cura
espontanea, el tratamiento antibidtico durante la lactancia, la venta de animales
cronicamente infectados y el tratamiento antibidtico al secado. El objetivo es eliminar
la infeccidon en el cuarto afectado recuperando su produccidn lechera en el menor
tiempo posible, evitar que la infeccidn se propague por el hato, evitar la mortalidad en

los casos hiperagudos y mejorar la calidad de vida de los animales.

Se ha observado que ciertas infecciones son refractarias al tratamiento
(Hillerton & Berry 2005) y que la mayoria de los casos clinicos y de la leche descartada

se debe a un numero pequefio de animales que padece infecciones repetidas a lo largo
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de la lactancia . En estos casos, la venta para faena de estos animales es la solucidn
mas conveniente para reducir el nivel general de infeccion del hato lechero. Pese a la
relativa efectividad de estos métodos, la terapia antibidtica es adn la herramienta mas
importante para combatir la infeccién. Esta se aplica sobre los cuartos clinicamente
infectados o positivos para patdégenos contagiosos y en los hatos con un alto nimero
de células somaticas. En general, los antibidticos se aplican directamente dentro de la
mama a través del pezdn aunque en ocasiones se hace necesaria la aplicacion por via
sistémica para alcanzar el sitio de infeccién. En los casos de mastitis hiperaguda
(causados frecuentemente por bacterias coliformes) se realiza una terapia de soporte
administrando antiinflamatorios y grandes cantidades de fluidos al animal afectado. En
algunos casos también se aplican antibidticos. Por otro lado, la mastitis clinica
subaguda, que es la forma mas frecuente de la mastitis clinica es tratada mediante la
inyeccion intramamaria de antibidticos. Los porcentajes de cura completa son
relativamente bajos, cerca del 50 /, y dependen de factores como el patégeno

involucrado, la edad de la vaca y el tiempo de enfermedad.

Ya se ha mencionado que la mayoria de las infecciones presentes en un hato
lechero son subclinicas, por lo que su control es importante para reducir el nivel
general de infeccion y el RCS del tambo y para lograr que los animales alcances todo su
potencial productivo. En general, se recomienda el tratamiento de casos subclinicos
cuando se detecta la presencia de Streptococcus dysgalactiae o cuando el RCS a nivel
de tanque esta por encima de 400.000. Si bien se realiza en ocasiones, el tratamiento
antibidtico en cuartos infectados con otros patdgenos no es recomendable debido a

los bajos porcentajes de curacién (Nickerson 2002).

Se ha mencionado que la glandula mamaria bovina es especialmente sensible a
las infecciones bacterianas durante los primeros dias del secado. Por esto, el
tratamiento con antibidticos de todas las vacas al iniciarse este periodo es de gran
importancia para reducir los niveles de mastitis en el hato. Ademas, los animales que
se infectan en este periodo o que paren con infecciones remanentes de la lactancia
anterior produciradn alrededor de un 30 / menos de leche que un animal sano, lo que

significan importantes pérdidas econdmicas (Nickerson 2002).
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El limitado éxito de la terapia antibidtica durante la lactancia, especialmente
sobre infecciones por Staph. aureus y el riesgo latente de aparicién de cepas
bacterianas resistentes, ha promovido el desarrollo de estrategias alternativas para la
lucha contra la mastitis. La mayoria de estas técnicas se basan en el incremento de la

capacidad inmunoldgica de la gldndula mamaria.

El aumento de la inmunidad especifica mediante protocolos de vacunacién
viene siendo evaluado desde hace varios afios con la esperanza de evitar nuevas
infecciones, curar infecciones crénicas y disminuir la frecuencia e intensidad de los
casos clinicos. Numerosas vacunas se han ensayado, aunque con efectividad variable,
contra diferentes antigenos de Staph. aureus, como proteina A, antigeno capsular o la
bacteria completa crecida in vitro (Giraudo et al. 1997). Interesantes avances se han
realizado también en la inmunizacién contra bacterias Gram negativas. La
inmunizacion con la vacuna de core J5, una mutante R de E. coli, ha mostrado reducir
el nimero y la morbilidad de los casos de mastitis clinica por coliformes (Gonzalez et

al. 1989).

En los ultimos afios, se ha obtenido evidencia que apoya el potencial uso
terapéutico de algunas citoquinas recombinantes. En tal sentido, se han obtenido
resultados alentadores en el tratamiento y prevencion de mastitis experimentales por
Staph. aureus y E. coli al administrar factor estimulante de colonias de granulocitos
recombinante humano (rhG-CSF), interleuquina 2 (IL2) e Interferén y (IFN y). Estas
citoquinas han demostrado también poseer efecto terapéutico al ser administradas en
conjunto con antibidticos. Otras moléculas del sistema inmune diferentes de
citoquinas como LF y lisozima estan también apareciendo como interesantes
alternativas al uso de antibidticos para el control de la mastitis bovina (Sordillo et al.

1997).

La generacion en 1987 de un ratén capaz de producir activador tisular de
plasminégeno humano (hTPA) en fluido mamario (Gordon et al. 1992) resulté la
demostracion inequivoca de que era posible modificar la composicién de la leche con
fines biotecnoldgicos. El posterior desarrollo de la tecnologia de transferencia nuclear

en mamiferos domésticos resulté la herramienta complementaria ideal para este
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primer desarrollo y actualmente existe una gran cantidad de moléculas de interés
comercial que se producen en forma recombinante en leche de cabras y vacas.
Rapidamente, estas herramientas comenzaron a ser consideradas para obtener
animales resistentes a enfermedades, logro que se obtuvo en 2005 con la generacién
de una vaca capaz de expresar lisostafina en leche (Wall et al. 2005). Esto resulto la
prueba de concepto de que era posible mejorar la resistencia a mastitis por medio de
tecnologia de transgénicos. Posteriormente, van Berkel et al. desarrollaron vacas
capaces de expresar altas concentraciones de LF en leche (van Berkel et al. 2002).
Estos animales no presentaron un aumento en la resistencia a la infeccidn
experimental con E. coli pero si contra Staphyloccus chromogenes (Hyvonen et al.

2006; Simojoki et al. 2010).

1.8. Importancia de la mastitis

Siendo una enfermedad que afecta al ganado de tambo, es licito preguntarse
cual es la importancia de la mastitis bovina y, en consecuencia, cuanto esfuerzo en
investigacion y desarrollo de sistemas de prevencién, diagndstico y tratamiento vale la

pena invertir para combatirla.
1.8.1. Importancia econémica

La mastitis es una enfermedad eminentemente econdmica por lo que no se
puede entender su importancia sin conocer las pérdidas monetarias que produce.
Estas pérdidas derivan de gastos asociados con el control de la enfermedad y en
ganancias no obtenidas producto, principalmente, de una disminucién en la cantidad y

calidad de leche producida.

El mayor impacto econdmico asociado a la mastitis es la disminucién en el
volumen de produccién. La pérdida de leche para un caso clinico ha sido calculada en
un promedio 375 kg totales (Seegers et al. 2003), aunque factores como los dias en
lactancia, el numero de paricion, el agente etiolégico involucrado y el nivel de
produccidn pueden tener una influencia importante en este valor.
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La mastitis subclinica tiene también un efecto importante en la produccidn
lechera, sobre todo porque es mucho mas prevalente que la mastitis clinica y porque la
mayoria de los casos no son tratados. La influencia del RCS ha sido determinada en 0,5
kg por cada duplicaciéon de RCS a partir de las 50.000 células/mL (Hortet & Seegers
1998). Nuevamente, para esta variable se ha encontrado influencia del nidmero vy

estado de lactancia.

El patdégeno involucrado parece también tener influencia en la manera en que
el RCS afecta a la produccidn de leche. Sin embargo, no se ha podido discernir si es el

patdgeno en si o la magnitud de la infeccidon lo que produce esta diferencia.

Con respecto a la calidad de la leche, se ha reportado que tanto la mastitis
clinica como subclinica tienen una influencia negativa sobre la concentracién de
proteinas, principalmente caseina, y grasas en la leche bovina (Seegers et al. 2003). Por
otro lado, el incremento en el RCS del rodeo, producto de la mastitis subclinica,
produce, en algunos sistemas de pago, la aplicacidon de penalizaciones sobre el valor de

la leche.

Ademas del impacto econédmico de la mastitis producido por disminucion de los
ingresos, existen gastos directos asociados a su control. Entre ellos cabe destacar el
costo de los medicamentos, los honorarios de los servicios veterinarios y el trabajo
extra en el tambo. De esta manera, el impacto econémico total asociado a la mastitis
surge de sumar los beneficios no obtenidos a los gastos adicionales. Se calcula que en
EEUU las pérdidas econdmicas totales producto de la mastitis ascienden a 200 ddlares
por vaca por afio. En el Reino Unido, por otro lado, se ha estimado que el volumen
total de pérdidas anuales asociados a la mastitis clinica asciende a £168 millones. Con
respecto a la Argentina, y como ya se ha mencionado, no existen estadisticas recientes
con respecto a las pérdidas asociadas a la mastitis aunque una estimacién de 1983

arrojaba un valor de 220 millones de ddlares al afio
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1.8.2 Salud humana

Ademas del impacto econdmico que tiene la mastitis sobre la produccion
lechera, existe cierto grado de preocupacion por la dispersidn de zoonosis a través del
consumo de leche y sus derivados. Un proceso de pasteurizacion deficiente o la falta
del mismo en algunos sistemas productivos rudimentarios pueden producir la
propagacion de enfermedades a través del consumo de leche. Estas pueden ser
producidas por patdégenos que también son causantes de mastitis como Staph. aureus
y Strep. agalactiae o por microorganismos no asociados a esta enfermedad, pero que
son capaces de colonizar la glandula mamaria como Brucella abortus, Mycobacterium
bovis, Salmonella sp. o Listeria monocytogenes (Wells et al. 1998). Aln en sistemas
donde la pasteurizacién esta garantizada, el publico consumidor exige que la leche

provenga de vacas sanas.

Existe una creciente preocupaciéon de que el uso sistematico de antibidticos
para el control de la mastitis pueda promover la fijacién y dispersiéon de genes de
resistencia a antibidticos. Y en particular, de que esta dispersion se produzca en forma
horizontal hacia patégenos humanos. De esta manera, los tambos y sus efluentes
corren el riesgo de convertirse en sumideros de resistencia a antibiéticos. Sin embargo,
no existe evidencia clara que muestre un incremento de la prevalencia de estas
resistencias a lo largo del tiempo (Erskine et al. 2004). Ademas, estudios que comparan
tambos organicos que no utilizan antibidticos en ninguna fase del ciclo de lactancia con
tambos normales que aplican antibidticos para el control y prevencién de las
infecciones, no muestran diferencias importantes en la frecuencia de microorganismos
resistentes (Pol & Ruegg 2007; Ruegg 2009). Al parecer, el uso de antibidticos en
concentraciones letales, propio del tratamiento de la mastitis, no estaria induciendo la
fijacion de resistencia en las cepas bacterianas. Por el contrario, es la utilizacién de
concentraciones bajas de antibidticos utilizado como inductor de crecimiento lo que

podria ocasionar la aparicidn de cepas bacterianas resistentes a antibiéticos.

Pese a esto, la propagacién de resistencias a antibidticos entre especies
bacterianas y la posible aparicion de microorganismos multirresistentes son riesgos

ciertos asociados al uso extensivo de antibidticos en el tambo. Ademas, el tratamiento
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de infecciones de la gldandula mamaria es la razén mas frecuente para la aparicién de
residuos de antibidticos en leche con sus consecuencias negativas para la salud
humana. Por lo tanto, el desarrollo de métodos alternativos para el control de la

mastitis bovina aparece como una necesidad cada vez mds urgente.
1.8.3. Bienestar animal

Por ultimo, el bienestar animal es una cuestién que no puede ser ignorada y
que recientemente ha ganado mucho interés en el publico consumidor. Es evidente
gue la mastitis hiperaguda es altamente dolorosa y estresante para los animales (Kemp
et al. 2008). Ademds se han demostrado cuadros de hiperalgia secundaria luego de

casos de mastitis leve (Fitzpatrick et al. 1998).

1.9. Mastitis en vacas de primera lactancia

La practica de manejo sanitario en vacas primiparas se ha basado
tradicionalmente en el control de enfermedades no asociadas con la glandula mamaria
y la apropiada alimentacién y alojamiento. La mastitis, por otro lado, ha sido dejada de
lado vy, tipicamente, un cuarto mamario de una vaca previo a su primera paricién era
considerado como sano ya que no habia sido sometido al estrés ni a la propagacién de

patdgenos contagiosos caracteristicos del ordefie diario.

Sin embargo, en lo ultimos afios numerosos trabajos han demostrado la
existencia de infecciones intramamarias en vacas en primera gestacion causadas por
los mismos patdgenos que en vacas pluriparas (Fox 2009). Notablemente, se ha
observado una alta prevalencia de infecciones en vacas, previo al primer parto, la cual
suele disminuir durante los primeros dias de lactancia. Los principales agentes
patégenos involucrados son los ECN y Staph. aureus (Trinidad et al. 1990). La presencia
de infecciones pre-parto en vaquillonas se ha visto asociada con un aumento en el
riesgo de futuras infecciones y una disminucion en la produccién durante la lactancia
subsiguiente (Oliver et al. 2003). Ademds, en los casos positivos para Staph. aureus,se

produce un significativo dafio tisular, caracterizado por altos niveles de fibrosis,
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leucosis y disminucién del tejido alveolar (Zhao & Lacasse 2008; Nickerson et al. 1995).
Dado que la mayor diferenciacién y desarrollo tisular de la glandula mamaria ocurre
durante la primera gestacidén, las infecciones durante este periodo pueden tener un

efecto deletéreo para toda la vida productiva del animal.

Es esperable que la epidemiologia de la mastitis en vaquillonas sea distinta a la
de las vacas. Como ya se ha mencionado, a diferencia de la vacas pluriparas, las
vaquillonas no han sido expuestas a ordefe diario con el consecuente riesgo de
lesiones en los pezones e infeccidn con patégenos contagiosos. Ademas, la flora
bacteriana de las vaquillonas, no ha sido nunca sometida a la presidon selectiva

asociada a la terapia de vaca seca y al tratamiento de eventuales infecciones.

Por otro lado, se han registrado diferencias en la capacidad oxidativa de los
neutrdéfilos entre vacas de primera lactancia y vacas pluriparas (Mehrzad et al. 2002).
Como aparente consecuencia de estas diferencias, se ha observado que en general la
mastitis subclinica es menos frecuente en vaquillonas que en vacas (Fox 2009) aunque

las primeras presentan mayor prevalencia de casos clinicos (Barkema et al. 1998).

Las vaquillonas representan el futuro lechero y reproductivo de un tambo. Por
lo que la salud de la ubre y el bienestar animal durante esta primera lactancia es
fundamental para el completo desarrollo de la capacidad productiva de estos animales

durante toda su vida en el tambo.

1.10. Lactoferrina

En el apartado 1.6 de esta tesis se menciond a la LF como uno de los factores
solubles de la inmunidad de la glandula mamaria bovina. La LF fue hallada
primeramente en la leche humana, para ser encontrada luego en la de otros animales
y posteriormente en granulos de neutréfilos y en todo tipo de fluidos barrera como

lagrimas, saliva, secrecion intestinal y fluido vaginal.
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1.10.1 Estructura de lactoferrina

Estructuralmente, la LF es una glicoproteina de 80 kDa formada por una cadena
polipeptidica simple de 700 aminodcidos plegada en una estructura terciaria bilobular
(figura 1.4). Estos dos dominios, denominados Iébulo N y el |6bulo C, poseen un alto
grado de homologia entre si, lo que sugiere que se han formado por un evento de
duplicacién génica. Cada uno de los dominios de LF es capaz de coordinar un dtomo de
Fe™ entre residuos Asp ,Tyr e His, unién que es favorecida por la presencia de
bicarbonato (figura 1.4). Ademads, se ha demostrado que LF puede unir Cu®*, Zn*" vy
Mn?* en el mismo sitio que el hierro. La unién de estos metales al core de cada l6bulo

de LF determina el pasaje de un estado rigido de la molécula a uno relajado, lo que

aparentemente tiene influencia en sus actividades biolégicas (Baker & Baker 2009).

Figura 1.4. Diagrama de cintas de la estructura de LF. Se muestra un detalle de la

region de unién al Fe™,

Se han reportado 5 sitios de N glicosilacion en la LF, que se encuentran; en Asn-

233, Asn-281, Asn-368, Asn-476 y Asn-545. No existe hasta el momento evidencia que
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indigue que estas glicosilaciones tengan alguna influencia sobre la actividad
antimicrobiana de LF, aunque se ha demostrado que la presencia de estos azlcares
colaboraria con la estabilidad de la proteina (van Berkel et al. 1995). Se ha propuesto
también que estos azucares podrian estar participando en la actividad antiviral de LF
(Baker & Baker 2009). Debido a la abundancia de aminodacidos basicos en su extremo
amino terminal la LF tiene un punto isoeléctrico (PI) alto (8,5) lo que la diferencia de
otros miembros de la misma familia, las transferrinas, con puntos isoeléctricos acidos,

alrededor de 5.5.

1.10.2 Funciones y actividades de lactoferrina

Dada su capacidad de coordinar dos &tomos de Fe™ la LF fue considerada
inicialmente un transportador de Fe™ y es posible que ésta sea una de sus funciones
fisiolégicas. De hecho, la LF presenta homologia con la familia de las transferrinas. Sin
embargo, estudios tempranos demostraron actividad antimicrobiana LF (Bullen et al.
1972), lo cual sumado a su presencia en gran cantidad de fluidos barrera de diversas
especies, indicaba una posible funcidon de la inmunidad innata. Hoy en dia se han
encontrado una enrome cantidad de microorganismos patégenos sensibles a LF in vitro
(Jenssen & Hancock 2009) y se han ensayado multiples aplicaciones tecnoldgicas para

esta proteina (Tomita et al. 2009).

Clasicamente se entiende que la LF es capaz de inhibir el crecimiento
microbiano mediante el secuestro de Fe'". Este elemento es fundamental para el
desarrollo de muchos microorganismos y en general es escaso en los fluidos biolégicos
donde éstos deben subsistir y reproducirse. Sin embargo, diferentes lineas de
evidencia indican que LF puede ejercer un efecto bacteriostatico y bactericida,
independientemente del secuestro del Fe™ (Arnold et al. 1982). Todavia existe cierto
grado de controversia acerca de si esto es realmente posible y de cédmo ocurre,
aunqgue lo mas factible es que algunos dominios anfipaticos y fuertemente catidnicos
interaccionen con la membrana interna de bacterias Gram positivos o con LPS en la

membrana externa de Gram negativos (Jenssen & Hancock 2009). En este sentido, se
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ha demostrado que LF produce liberacion de LPS de E. coli y que es capaz de unirse a
esta molécula una vez liberada (Ellison, Il et al. 1988; Elass-Rochard et al. 1995). La
capacidad de la LF de desestabilizar la membrana de las procariotas incrementa la
sensibilidad de muchos microorganismos a otras moléculas que pueden estar
naturalmente presentes, como lizosima o inmunoglobulinas (Spik et al. 1978; Ellison, IlI
& Giehl 1991), o adicionados con fines terapéuticos como es el caso de algunos
antibioticos (Lacasse et al. 2007) o bacteridfagos (Zimecki et al. 2008). Ademas de este
efecto inhibitorio directo sobre el crecimiento y viabilidad de muchos
microorganismos, la LF es capaz de antagonizar la infeccién bacteriana mediante otros
mecanismos que incluyen la degradacién del sistema de secrecion tipo lll de E. coli
(Ochoa & Clearly 2004) y la inhibicion de la formacidon de biofilms en Pseudomonas

aeruginosa (Singh et al. 2002).

Otros microorganismos patdgenos, sin embargo, se han adaptado a la
presencia de LF en sus nichos de infeccidn y son capaces de utilizarla como fuente de
Fe'™ o como proteina adaptadora para la invasion de células epiteliales (Fang et al.

2000).

Ademas de las funciones mencionadas, la LF ha sido descripta con actividades
inmunomoduladoras (Actor et al. 2009) y antitumorales (Bezault et al. 1994). Estas dos
ultimas dependen aparentemente de la union de LF a receptores de membrana (Suzuki
et al. 2005) y a su capacidad de penetrar en células eucariotas, translocar al nicleo y
regular la transcripcidon de genes especificos (Kanyshkova et al. 1999; Mariller et al.
2007). Dentro de la glandula mamaria, la LF ha sido propuesta como un modulador de
la remodelacién tisular durante la lactogénesis y la involucién (Baumrucker et al.
2003). Por ultimo, se ha demostrado que la LF posee actividad antiviral (van der Strate
et al. 2001), antifungica (Takakura et al. 2004) y antiameboidea (Leon-Sicairos et al.
2006) y que es capaz de inducir la replicacién y sobrevida de microorganismos de la
flora comensal del intestino de los mamiferos como Bifidobacterium bifidum (Kim et al.

2004).
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1.10.3. Lactoferrina en la mastitis bovina

La lactoferrina se encuentra presente en la leche bovina. De hecho, fue en este
fluido donde fue hallada por primera vez por Sgrensen y Sgrensen (1939). Dada la
reconocida funcién antimicrobiana de la LF, resultd claro desde un comienzo la

potencial relevancia de esta proteina en la inmunidad de la glandula mamaria bovina.

Numerosas especies causantes de mastitis han demostrado ser sensibles a LF.
Sin embargo, existe informacién divergente con respecto a la potencia y el espectro de
accién de la LF y se han encontrado diferencias en la sensibilidad a LF entre
aislamientos de una misma especie (Lee et al. 2004; Dionysius et al. 1993). También se
han hallado diferencias en cuanto al tipo de inhibicion ejercida. La lactoferrina
presenta actividad bactericida sobre algunas cepas de E. coli y Staph. aureus mientras
gue parece ser bacteriostatica sobre otras (Dionysius et al. 1993; Rainard 1986). De la
misma manera, el grado de saturacion de hierro ha demostrado tener influencia en
algunos modelos experimentales y aislamientos bacterianos o ser completamente
irrelevante en otros (Dionysius et al. 1993; Nonnecke & Smith 1984). Esta
heterogeneidad en la sensibilidad a LF pone de manifiesto la necesidad de abordar el
estudio de esta proteina desde una perspectiva regional, particularmente a la hora de

evaluar su potencial uso diagndstico y terapéutico.

La concentracién de LF en el fluido mamario bovino es altamente variable.
Factores como el numero de lactancia, los dia en leche y la raza del animal asi como el
estatus sanitario de la mama parecen tener influencia en la concentracién de LF en la
leche bovina (Cheng et al. 2008). Por otro lado, estudios recientes han demostrado el
caracter heredable de la concentracion de LF (Arnould et al. 2009), lo cual abre el
camino de la cruza selectiva para aumentar los niveles de esta proteina en el rodeo y

mejorar la sanidad y calidad nutricional de la leche producida.

Dentro de los factores mencionados, los que parecen tener mayor impacto en
la concentracién de LF en leche son el estado lactacional y el estatus sanitario. Con
respecto al primero, los niveles de LF son relativamente bajos durante la lactancia,

alrededor de 20 pg/mL, aunque suelen incrementarse hacia el final de la misma. Este
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aumento se hace mds abrupto durante las primeras semanas de secado, pudiendo
alcanzar concentraciones de 20 mg/mL (Welty et al. 1976). Al aproximarse el parto, la
concentracion de LF vuelve a descender rapidamente y se hace minima alrededor del

dia 60 de lactancia.

Con respecto al estatus sanitario, se ha reportado que la concentracion de LF
puede subir hasta 30 veces durante una infeccidn clinica (Harmon et al. 1975). Se ha
descripto también un aumento de los niveles de LF en infecciones subclinicas
(Hagiwara et al. 2003), aunque la informacién en este sentido es mucho mas escasa.
Ademas ha sido demostrado que la concentracidon de LF correlaciona positivamente
con el RCS (Cheng et al. 2008). En el fluido mamario, la lactoferrina puede encontrarse
en los granulos secundarios de neutrofilos o ser secretada por las células epiteliales de
la gldndula. Si bien durante la infeccién se produce una llegada masiva de neutroéfilos
desde el torrente sanguineo que podrian justificar el incremento de LF observado,
Harmond et al. (1980) han aportado evidencia de que la secrecién por parte de la
glandula mamaria jugaria un papel preponderante en este incremento. Otros autores
han reportado el aumento de la expresién in vitro de LF al tratar cultivos celulares con

suspensiones bacterianas (Wellnitz & Kerr 2004).

Parece claro que la LF juega un papel preponderante en la defensa de la
glandula mamaria contra infecciones. Sin embargo, no estd bien determinado el papel
gue desempena cada especie bacteriana en el incremento de LF durante la infeccidn.
Ademas, dados los cambios fisioldgicos que se producen en la glandula mamaria
durante la lactancia, se abre la pregunta de si el incremento de los niveles de LF esta

influenciado por el estado fisioldgico de la mama.

Teniendo en cuenta la capacidad de LF de inhibir el crecimiento in vitro de
patdégenos causantes de mastitis es que se la ha considerada como herramienta
complementaria o alternativa al uso de antibiéticos para el control de la mastitis
bovina (Kutila et al. 2004; Kai et al. 2002; Petitclerc et al. 2007). Ya se ha mencionado
gue existe una creciente preocupacién por la apariciéon de residuos de antibidticos en

leche. Este problema no existiria con el uso terapéutico de LF dadas sus probadas
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cualidades nutracéuticas (Vogel et al. 2002). La presencia exdgena de LF en la leche

seria una buena noticia y no una mala.

1.10.4. Péptidos derivados de lactoferrina

En 1991, y durante estudios sobre la pasteurizacién de LF a pH acido, se
descubridé que un hidrolizado acido de LF poseia una actividad especifica superior a la
de la proteina intacta (Saito et al. 1991). Posteriormente, el mismo grupo generd
péptidos con similar actividad biolégica mediante la hidrélisis de LF con pepsina
(Tomita et al. 1991), lo que ademas poseia sentido bioldgico, ya que la pepsina es una
proteina presente en el intestino de los mamiferos. Este grupo aislé y caracterizé al
péptido responsable de esta actividad al que patentd con el nombre de lactoferricina
(LFcin) y que correspondia a los aminoacidos 17-41 de la LF original. Este péptido
posee una estructura primaria rica en Trp y Arg dispuestos en una estructura anfipatica
de dos hojas beta unidas en sus extremos por un puente disulfuro, estructura que es
similar a la de otros péptidos con actividad antimicrobiana hallados en la naturaleza
(Powers & Hancock 2003). Se ha demostrado que LFcin posee actividad bactericida in
vitro contra E. coli. El mecanismo de accién de LFcin no esta del todo establecido pero
se ha observado que esta molécula es capaz de despolarizar membranas bioldgicas y
penetrar en el citoplasma bacteriano (Vogel et al. 2002; Aguilera et al. 1999), aunque

no se ha reportado que posea capacidad bacteriolitica.

Actualmente se considera que la actividad antimicrobiana independiente de
Fe™ de la LF es ejercida por su extremo amino terminal donde se encuentra el péptido
LFcin. Sin embargo, la estructura secundaria de esta regién en la proteina intacta no es
una doble hoja beta como se ha descripto para LFcin, sino una alfa hélice, y es dificil
pensar que dos estructuras tan disimiles posean exactamente el mismo mecanismo de
actividad biolégica (Vogel et al. 2002). Se ha demostrado que la liberacién de LFcin es
posible en el tracto digestivo de los mamiferos (Kuwata et al. 1998), lo que posibilitaria
una funcién de este péptido en la transferencia pasiva de inmunidad durante el

amamantamiento.
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Ademds de LFcin, se ha reportado la existencia de otro péptido con
propiedades antimicrobianas dentro de la secuencia de LF. Este péptido denominado
lactoferrampina (LFampin) comprende los aminoacidos 268-284 de LF y se encuentra
espacialmente préximo a la regidon que comprende a LFcin (van der Kraan et al. 2004).
Al igual que este ultimo, LFampin es un péptido catidnico y anfipatico y posee una
actividad especifica superior a la de LF. Pese a que no es probable que LFampin sea
liberado en condiciones fisiolégicas, su proximidad estructural a LFcin sugiere que

podria estar involucrado en la interaccidn de LF con membranas bioldgicas.

1.11. B-lactoglobulina

La B-lactoglobulina (B-LG) es la principal proteina del suero de los rumiantes (2 a
3 g/L) y estd presente en una amplia variedad de mamiferos aunque notablemente no
se la encuentra en humanos y lagomorfos. Es un miembro de la superfamilia de las
lipocalinas dado que presenta la estructura tipica de este grupo, un arreglo de ocho
hojas B en forma de barril que determina un calix fuertemente hidrofébico (Sawyer &
Kontopidis 2000). La B-LG es una proteina catidnica con un Pl de alrededor de 5 y un
peso molecular de aproximadamente 18.000 Da. En condiciones fisiologica B-LG existe
en forma de dimero. Se han reportado diferentes variantes alélicas de B-LG siendo -
LG Ay B-LG B las mas frecuentes entre las razas de vacas lecheras. La variante B de -
LG difiere de la A en dos aminoacidos (Asp 64 por Gly y Val 118 por Ala) y ha sido
asociada a diferencias en los niveles proteicos en leche y en algunas caracteristicas de

su procesamiento industrial (Qin et al. 1999; Heck et al. 2009; Bovenhuis et al. 1992).

Pese a ser una proteina profundamente estudiada, la funcién de B-LG es todavia
materia de debate. En base a su homologia con la familia de las lipocalinas se ha
propuesto una funcidn de transporte para B-LG (Kontopidis et al. 2004). Esta hipdtesis
ha sido apoyada por experimentos de binding y andlisis estructurales que muestran
gue B-LG es capaz de unir moléculas hidrofébicas como retinol, colesterol y acidos
grasos, siendo probablemente este ultimo el ligando enddgeno de la molécula (Perez

& Calvo 1995). También, se ha propuesto que B-LG podria tener una funcion en la
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digestion de lipidos estimulando la actividad de la lipasa faringea (Perez et al. 1992).
Alguna funciones inmunes han sido también atribuidas a B-LG. Ouwehand et al. (1997)
probaron que B-LG es capaz de inhibir la adhesién bacteriana a ciertas proteinas
intestinales. Por otro lado, Pellegrini et al. (2001) demostraron que péptidos derivados
de la digestion de B-LG con tripsina poseian actividad antimicrobiana. Ambos hallazgos
estarian asociando a B-LG con una funcidn en la transferencia pasiva de inmunidad de
madre a cria durante los primeros dias de amamantamiento. Pese a estos esfuerzos
por encontrar una funcidn bioldgica para B-LG ninguna de estas hipétesis explica

satisfactoriamente la enorme cantidad de esta proteina en leche.

1.12. Objetivos

1.12.1. Objetivo general

Teniendo en cuenta los antecedentes descriptos en la introduccién de esta tesis
gueda claro que la LF podria jugar un rol fundamental en la defensa de la glandula
mamaria contra infecciones. Sin embargo, no se ha determinado el papel exacto de
esta proteina en infecciones subclinicas ni se conocen del todo su relaciéon con el

patdgeno particular involucrado y el momento de la lactancia.

Por otro lado, la funcién de otras proteinas de la glandula mamaria como la B-
LG no estd del todo determinada pese a su abundancia y al enorme volumen de

investigacion cientifica que se le ha dedicado.

Por ultimo, dado la importancia econdmica y sanitaria de la mastitis bovina y la
creciente tendencia hacia el uso de tecnologia de punta en el tambo, es que se vuelve
necesario el desarrollo de tecnologias innovadoras para el diagnédstico, la prevencién y

el tratamiento de la mastitis bovina.

En funcion de estos conceptos, el objetivo general de esta tesis es estudiar el
papel de LF y otros elementos solubles en la defensa de la glandula mamaria y su

potencial aplicacion para la lucha contra la mastitis.
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1.12.2 Objetivos Particulares

En funcidn del objetivo general antes sefialado se plantearon los siguientes

objetivos particulares que seran abordados en 4 apartados independientes de

resultados.

Estudiar la relacion entre los niveles de LF en cuartos de vacas pluriparas
infectadas con distintos agentes patdgenos y la sensibilidad de esos

patégenos a LF in vitro.

Analizar los cambios en la concentracion de LF durante las infecciones,
evaluadas tanto por analisis microbiolégicos como por parametros
inflamatorios, en vacas de primera lactancia y relacionar esos cambios

con el estado lactacional del animal.

Analizar el potencial diagndstico y predictivo de LF sobre eventos de

infeccion intramamaria.

Estudiar el posible rol de B-LG en la defensa de la glandula mamaria

bovina.

Estudiar los péptidos antimicrobianos derivados de LF y evaluar su
expresion recombinante en proteinas de fusidn como posible estrategia

para generar ganado bovino resistente a mastitis.
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Materiales y métodos

2.1 Recoleccion de muestras y aislamientos microbiologicos

2.1.1. Vacas pluriparas

Muestras de leche de 305 cuartos individuales de ubre bovina de 5 tambos
diferentes fueron utilizadas en esta parte del estudio. Las mismas fueron tomadas sin
tener en cuenta la edad de la vaca, el nUmero de lactancia o el estado lactacional. Las
muestras de leche fueron tomadas en forma aséptica inmediatamente después del
despunte y mantenidas a 4 °C hasta ser cultivadas. Cuando las muestras no pudieron
ser procesadas dentro de las 24 h post-recoleccién se procedid a congelarlas a -20 °C.
El cultivo microbioldgico se realizé sembrando 50 uL de muestra en agar esculina-
sangre e incubando por 24-48 h a 37 °C. Simultdneamente y para recuperar patégenos
presentes en baja concentracidn, una alicuota de cada muestra fue preincubada 4 h a
37 °Cy luego sembrada en agar esculina-sangre. El aislamiento y reconocimiento de los
diferentes microorganismos fue realizado de acuerdo con las recomendaciones del
National Mastitis Council, Inc (Hogan et al. 1999). Los cuartos con mastitis clinica
fueron definidos como aquellos que presentan signos evidentes de infeccidon
(hinchazoén, enrojecimiento, dolor en la ubre, grumos en leche) los cuales fueron
determinados por el personal del tambo. Un cuarto microbiolégicamente positivo fue
definido como aquel positivo para el aislamiento de una o dos especies bacterianas
patdgenas de una muestra de leche de cuarto. Las muestras que presentaron tres o
mas especies en la placa fueron consideradas contaminadas y no fueron utilizadas para
el estudio. En esta fase del estudio no se conté con informacién referida al RCS del
cuarto en estudio por lo que las inferencias sobre el estatus sanitario de cuartos sin
signos clinicos se basaron exclusivamente en la informaciéon microbioldgica. Luego de
este analisis se determind la concentracién de LF en cada muestra por ELISA de

competencia como se detalla mas abajo.
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2.1.2. Vacas primiparas

Para el andlisis en vacas primiparas (ver apartado 3.2) se realizé un estudio de
cohorte. Ochenta vacas de primera lactancia fueron seguidas desde el parto hasta el
secado o hasta que fueron retiradas del tambo por otras razones. Una vez al mes, se
tomaron muestras de leche de cuartos individuales de cada vaca (de forma similar a la
utilizada para vacas pluriparas) y se realizaron andlisis microbioldgicos, recuento de
células somaticas y cuantificacién de LF. El andlisis microbiolégico se realizé6 como se
detalla mas arriba. El recuento de células somaticas se realizd en la Asociacién del
Litoral de Entidades de de Control Lechero (ALECol), Esperanza, Santa Fe, en citometro
Somacount 300. La concentracién de LF en leche fue determinada por ELISA de

competencia como se detalla mas abajo.

2.2 Purificacion y analisis de lactoferrina bovina

2.2.1. Purificacion convencional de lactoferrina.

La lactoferrina bovina fue purificada de leche de vacas pluriparas sanas. La
leche fue desgrasada mediante centrifugacién a 10.000 x g por 20 min a 4 °C. El pH de
la leche desgrasada fue ajustado a 4,5 por agregado de HCl y la solucién fue agitada
por 30 min y centrifugada a 10.000 x g a 4 °C por 30 min para separar las caseinas. El
suero obtenido fue neutralizado por agregado de 10 N NaOH centrifugado
nuevamente a 10.000 x g a 4 °C por 30 min y luego filtrado por una membrana de poro
0,45 um. El suero filtrado fue cargado en una columna de intercambio catiénico SP-
Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, Piscataway, NY, EEUU) y, luego de un lavado
extensivo con 0,3 M NacCl en buffer fosfato a pH 7,0, la LF fue eluida con 0,5 M NaCl en
el mismo buffer. La pureza de de la LF obtenida fue evaluada por SDS-PAGE tefiido con
AgNO3 donde se observd una uUnica banda con idéntica movilidad electroforética
(correspondiente a ~ 80 kDa) a un estandar de LF comercial (Sigma Chemichal Co, St

Luis, MO, EEUU).
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2.2.2. Purificacion en batch de LF.

Algunos de los experimentos que se muestran en este trabajo de tesis
requieren la utilizacidon de grandes cantidades de LF. En consecuencia, para procesar
volimenes grande de leche se puso a punto un protocolo de purificacién en batch.
Brevemente, a 4 L de suero de leche desgrasada obtenido como se detalla mas arriba
se le agregaron 30 mL de una resina de intercambio anidnico SP-Sepharose Fast Flow.
Esta mezcla fue incubada a 4 °C con agitacién durante toda la noche. Luego de dejarla
decantar, la resina fue recuperada, lavada 3 veces con 100 mL de 0,05 M buffer fosfato
pH 7,0 y empacada en una columna de vidrio de 2,5 mm de didmetro. La columna asi
fue lavada extensivamente con 600 mL de buffer fosfato hasta que la DOgonm fue
menor de 0,1. La LF adsorbida a la columna fue eluida con 1 M NaCl en 0,05 M buffer

fosfato pH 7,0 a una velocidad de flujo de 1 mL/min.

2.3. Purificacion de B-lactoglobulina

La purificacion de B-LG fue realizada mediante un protocolo de extraccién suave
basado en lo descripto por de Jongh et al. (2001). Brevemente: se tomd leche bovina
de vacas pluriparas sanas y se la conservo en frio hasta ser procesada dentro de las 6 h
de recolectada. Quinientos mL de leche fueron centrifugados a 10.000 x g por 20 min a
4 °C para delipidacién. Esta leche desgrasada fue acidificada a pH 4,5 por adicion de 10
N HCL, agitada por 30 min a 4 °C y posteriormente centrifugada a 10.000 x g por 30
min a 4 °C para separar las caseinas. Luego de neutralizar por adicion de 10 N NaOH, a
este suero le fueron agregados 30 mL de una resina de intercambio aniénico DEAE
Sepharose (GE Healthcare, Piscataway, NY) en buffer fosfato (pH 7,0). Esta mezcla fue
incubada durante toda la noche a 4 °C con agitacion constante. Al dia siguiente, la
resina fue recuperada por decantacién, lavada dos veces con 0,1 M buffer fosfato (pH
7,0) y empacada en una columna de vidrio de 2,5 cm de diametro. Esta columna fue
lavada extensivamente con 0,1 M NaCl en buffer fosfato (pH 7,0), y la proteina B-LG

fue eluida con 0,25 M NaCl en buffer fosfato (pH 7,0). El eluido fue introducido en una
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bolsa de didlisis, concentrado en Aquacide Il (Calbiochem, La Jolla, CA), y dializado
contra PBS. Esa muestra dializada y concentrada fue sometida a una cromatografia de
filtracién molecular en una columna Superdex 75 (GE Healthcare, Piscataway, NY) -
equilibrada previamente con PBS- y eluida con el mismo buffer. Las fracciones con un
volumen de retencion correspondiente al dimero de 36 kDa de B-LG de acuerdo con
estandares de peso molecular, fueron colectadas. La pureza de la B-LG obtenida fue
confirmada por SDS-PAGE tefiido con plata cargando 2 ug de proteina total por calle.
La identidad de B-LG fue confirmada mediante la técnica de western blot, cargando 0,1
pug de proteina por calle. La identificacién de los genotipos de B-LG se basé en la
movilidad diferencial de las variantes de B-LG al ser resueltas en PAGE 15 / no
desnaturalizante (Ye et al. 2000). El andlisis en Tris-tricina SDS-PAGE de la proteina
obtenida fue realizado como se ha descrito previamente (Schagger & von Jagow 1987).
La pureza e identidad de la B-LG obtenida en este trabajo fue también confirmada
mediante HPLC de fase reversa acoplado con espectrometria de masa (RP-HPLC-MS) y
andlisis de huella dactilar de masa peptidica por MALDI TOF-TOF luego de digestidon
enzimatica. Las masas obtenidas en este ultimo andlisis fueron comparadas con la base
de datos Swiss Prot usando el software Mascot. Los resultados fueron analizados
estadisticamente para obtener la mayor coincidencia. Estos analisis fueron realizados
en el Laboratorio Nacional de Investigacién y Servicios en Proteinas y Péptidos

(LANAIS-PRO), (Buenos Aires, Argentina).

2.4. Generacion de anticuerpos contra lactoferrina

La lactoferrina cuya preparacién se describe mas arriba fue utilizada para
generar anticuerpos especificos en conejo. Cuatro animales fueron inyectados con 100
ug de LF en adyuvante de Freund completo y reforzados en tres ocasiones con 100 ug
de LF en adyuvante de Freund incompleto a los 14, 28 y 56 dias. El suero hiperinmune
fue recuperado 80 dias después de la primera inyeccién. Los procedimientos
relacionados con el trabajo con animales fueron aprobados por la comisiéon de bioterio

del Instituto de Biologia y Medicina Experimental, que sigue los lineamientos del
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Animal Welfare Act, USDA. El suero de cada conejo fue colectado por separado y el
titulo de anticuerpos determinado por inmunoprecipitacion en medio liquido.
Anticuerpos anti LF fueron purificados del suero de mayor titulo mediante una
columna de afinidad de LF acoplada a Sepharose. Brevemente: 10 mg de LF en 1 mL de
buffer de acople (200 mM NaHCO5; 500 mM NaCl, pH 8,3) fueron adicionadas a 1 mL
de una columna Hi-Trap activada con NHS (GE Healthcare, Piscataway, NY,EEUU e
incubados por 1 h a temperatura ambiente. Después de desactivar los grupos activos
remanentes, la columna fue lavada con PBS, luego con buffer de elucién (100 mM
glicina, pH 2,5) y finalmente equilibrada con PBS-T (PBS + 0,05 / v/v Tween 20). El
suero diluido al medio en PBS-T fue cargado en la columna y lavado con 0,6 M NaCl en
50 mM buffer fosfato pH 7,0. La elusién fue realizada con buffer glicina 100 mM pH 2,5
y se recogieron fracciones de 1 mL en 50 puL de 1,5 M Tris HCL pH 8,6. Se midi6 la
absorbancia a 280 nm de las fracciones obtenidas y aquellas de mayor densidad éptica
(conteniendo 1gG purificada especifica contra LF) fueron agrupadas, tituladas vy
utilizadas posteriormente en los inmunoensayos. La especificidad de los anticuerpos
fue evaluada por Western Blot y comparada con la de anticuerpos comerciales anti-LF
hechos en cabra obtenidos en Bethyl (Bethyl Laboratories, Inc. Montgomery, TX,

EEUU).

2.5. Cuantificacion de lactoferrina por ELISA competitivo

Lactoferrina bovina y anticuerpos especificos contra esta proteina, ambos
generados en este estudio, fueron utilizados para desarrollar un ELISA (Enzime-Linked
immunosorben assay) competitivo. La lactoferrina bovina, purificada como se describe
mas arriba fue biotinilada con NHS-LC-Biotin (Pierce Chemicals Co, Rockford, IL, EEUU)
segun instrucciones del fabricante. Se sensibilizaron placas de microtitulacién de 96
pocillos de alto pegado (Nunc A/S, Roskilde, Denmark) con 100 pL/pocillo de una
solucién de anticuerpo contra LF (3 pg/mL in 200 mM NaHCO;3; pH 8,3) y se incubd
toda la noche a 4 °C. El pegado no especifico fue bloqueado incubando con una

solucién de 10 / de suero normal de cabra en TBS-T (solucion Tris-buffer-salina con

47



Materiales y métodos

0,05 / Tween 20, pH 7,5) durante 2 h a temperatura ambiente. Cuatro uL de leche
fueron mezclados con TBS-Tween conteniendo 0,15 pg de LF biotinilada en un
volumen final de 100 uL. Esta mezcla fue preparada por duplicado y colocada en Ia
placa sensibilizada con anticuerpos anti-LF la cual se incubé 1 h a temperatura
ambiente. Luego, la placa fue lavada e incubada 1 h con una solucién de ExtrAvidin-
fosfatasa alcalina (Sigma Chemichal Co, St Luis, MO, EEUU) en TBS-Tween. Los pocillos
fueron lavados con TBS alta sal (TBS-Tween + 0,6 M NaCl, pH 7,5) y posteriormente se
generd una reaccion colorimétrica por agregado a cada pocillo de 100 uL de una
solucién de of 0,5 / p-nitrofenil fosfato en 100 mM Tris (pH 9,5), 5 mM MgCl,. Una
curva de calibracién fue generada por dilucién seriada de una solucion de LF de
concentracion conocida combinada con LF biotinilada en forma similar a lo descripto
para las muestras de leche. La reaccion colorimétrica fue medida en un lector de
microplacas a 405 nm y la curva estdndar fue construida por ajuste de la curva de
calibraciéon a una ecuacién logit de 4 parametros. La concentracidn en las muestras fue
obtenida por interpolacién de los valores de las muestras en la mencionada curva de

calibracion.

2.6. Infeccidn in vitro y analisis de la expresion de lactoferrina

Se aislaron y cultivaron acinos mamarios como ya se ha descripto (Bussmann et
al. 2004). Las células de glandula mamaria bovina fueron cultivadas en DMEM/F12 con
5/ de suero fetal bovino (SFB), suplemento ITS (5 mg/mL insulina, 5 mg/mL
transferrina y 0,005 mg/mL selenito de sodio; Invitrogen) a 37 °C en estufa
humidificada y bajo una atmosfera de 5/ CO,. Para los ensayos de infeccidn in vitro
las células fueron plaqueadas a una densidad aproximada de 25.000 células/cm? e
incubadas hasta confluencia en portaobjetos multicdmara. Posteriormente se agregé
una suspensién de Strep. uberis al cultivo celular a una multiplicidad de infeccion de
aproximadamente 1 y se incubd por 3 h, seguido de un lavado con PBS gentamicina
(100 pg/mL). Luego de lavar con PBS se agrego DMEM-F12-ITS por 24 h luego de lo

cual se realizaron ensayos de inmunocitofluorescencia contra LF.
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2.7. Ensayos microbioldgicos

2.7.1. Preparacion de los indculos

Las bacterias causantes de mastitis fueron aisladas e identificadas siguiendo los
lineamientos del National Mastitis Council, Inc. (Hogan et al. 1999). Todos los
microorganismos fueron mantenidos en medio Todd Hewitt con 20/ de glicerol a -80
°Cy descongelados y sembradas en agar LB (0,5/ extracto de levadura, 1/ cloruro de
sodio, 1 / peptona 1,5 / agar-agar) previo a cada experimento. Los indculos de
trabajo de cada aislamiento utilizado fueron preparados por repique de una colonia
aislada desde estas placas a caldo LB e incubacién por 16 horas. Posteriormente, 0,02
mL de cada precultivo fueron utilizados para inocular 2 mL de caldo LB fresco. Este
nuevo cultivo fue incubado por 3 h, diluido en solucién fisiolégica a una concentracion
de 4 x 10° unidades formadoras de colonia (UFC)/mL y utilizado de acuerdo a cada

protocolo experimental.

2.7.2. Andlisis de actividad antimicrobiana

En este trabajo de tesis se pusieron a punto distintas protocolos para analizar la
capacidad antimicrobiana de proteinas y péptidos de leche bovina. Le seleccién de un
método u otro respondid principalmente a las necesidades derivadas de las preguntas

particulares que se realizaron en cada seccién.

2.7.2.1. Evaluacion de inhibicion de crecimiento en placas de microtitulacion

Este método permitid analizar curvas de crecimiento bacteriano por medicién
de densidad éptica en el mismo pocillo donde crecen las bacterias. En consecuencia,
presenta las ventajas de ser relativamente sencillo, de bajo costo y de permitir el
analisis simultaneo de un nimero elevado de condiciones experimentales. Su principal

desventaja es que, al medir densidad Optica no es posible analizar la actividad de
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antimicrobianos no liticos y que sélo es adecuado con altas concentraciones
bacterianas. Brevemente, en una placa de cultivo celular de fondo plano de 96 pocillos
se colocan 20 pL de inéculo microbiano preparado como se describe arriba, 60 uL de
Medio Antibidtico (0,15 / extracto de carne, 0,15 / extracto de levadura, 0,5 /
peptona, 0,1 / dextrosa, 0,35/ NaCl, 0,37 / K,;HPO,4, 0,13 / KH,PO,; Difco, Detroit,
MI, EEUU) y 20 uL de la solucidn proteica a evaluar (a la concentracién adecuada) o 20
pL de H,0 como control. Las placas de cultivo fueron incubadas en camara humeda a
37 °C con agitacion. La densidad 6ptica fue medida cada 2 horas a 590 nm en un lector

de ELISA.

2.7.2.2. Evaluacion de inhibicion del crecimiento en microtubo y recuento en microgota

Este método presenta la ventaja doble de utilizar volUmenes pequefios en la
reaccion de inhibicién (lo que minimiza el uso de proteinas y péptidos aislados durante
este estudio) y de emplear un sistema de recuento en microgota (lo que minimiza el
tiempo de manipulacion y el uso de material de cultivo). Ademas, el recuento directo
de unidades formadoras de colonia permite el estudio de la actividad bactericida de
agentes antimicrobianos sean estos liticos o no liticos y posibilita el trabajo con
concentraciones pequefias de microorganismos. Brevemente: en un microtubo de
polipropileno de 600 pL se dispensan 4 puL de la suspensidn bacteriana preparada como
se describe mas arriba, 12 uL de Medio Antibidtico y 4 uL de una solucién del péptido o
la proteina a ensayar a la concentracién adecuada o 4 pL de H,O como control. Esta
mezcla fue incubada sin agitacién a 37 °C por el tiempo adecuado y posteriormente
diluida en forma serial con solucién fisioldgica. La cantidad de microorganismos viables
fue determinada en cada dilucién dispensando por triplicado gotas de 50 uL sobre una
placa de agar LB. Este tipo de ensayo se realizé de dos formas diferentes: a tiempo fijo,
en los casos en los que se deseaba conocer la actividad antimicrobiana general de un
compuesto; o en serie temporal cuando era necesario conocer en mayor detalle la
cinética de inhibicion de las moléculas estudiadas. En este Ultimo caso se prepard una
serie de tubos idénticos para cada tratamiento sembrando un tubo para cada tiempo

evaluado.
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2.8. Tipificacion molecular de aislamientos de Streptococcus uberis

El ADN cromosomal de Strep. uberis fue purificado segun Wieliczko (2002). El
primer Ope-4 fue sintetizado en Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU) siendo su secuencia 5’
GTGACAGCC 3'. La mezcla de reaccién de PCR consistié en 10 mM Tris, pH 8,3; 2,5 mM
MgCl,; 50 mM KCl; 250 uM deoxinucledtidos trifosfato; 0,56 uM primer Ope-4, 3,0
unidades of Taq DNA polimerasa. La reaccién fue corrida por 45 ciclos en un
termociclador Eppendorf usando el siguiente programa: desnaturalizaciéon a 94 °C por
2 min, apareo a 33 °C por 30 s, elongacién a 72 °C por 2 min. Los productos de PCR

fueron corridos en gel de agarosa 2/ y teilidos con bromuro de etidio.

2.9. Analisis de péptidos derivados de lactoferrina
2.9.1. Digestion de lactoferrina con pepsina

Una solucion de 6 mL de lactoferrina 115 mg/mL, purificada como se describe
arriba, fue llevada a pH 3,0 por adicién de HCl y mezclada con 4 mL de una solucién 4
mg/mL de pepsina 3300 U/mg (Sigma) en agua también llevada a pH 3,0. Esta mezcla
fue incubada a 37 °C con agitacién esporadica durante 5 h luego de lo cual la pepsina
fue precipitada e inactivada por incubacién a 80 °C durante 15 min y centrifugacién a
10.000 x g por 10 min. La concentracidn proteica del digerido resultante fue estimada
por absorbancia a 280 nm. Este digerido fue utilizado para ensayos de actividad
antimicrobiana, ver mas arriba; o fraccionado por didlisis doble o cromatografia de
intercambio cationico. Dialisis doble: Aproximadamente 1 mL del mencionado digerido
fue introducido en una bolsa de didlisis de 6 mm de didmetro y con un poro de 12.000
de punto de corte. Esta bolsa fue colocada a su vez dentro de una segunda bolsa de 16
mm de didmetro y poro de punto de corte 3.500 con aproximadamente 10 mL de H,0
en su interior. El arreglo de las dos bolsas fue dializado extensivamente contra H,0
desarmado y ambas fracciones (interior de la bolsa pequefia y exterior de la bolsa
pequefia) fueron analizadas por separado mediante estudios de inhibicion de
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crecimiento microbiano y cromatografia de tamiz molecular e intercambio catidnico.
Alternativamente, el digerido de LF fue fraccionado por cromatografia preparativa de

intercambio catidnico como se detalla a continuacion.

2.9.2. Cromatografia de intercambio cationico

Las cromatografias de intercambio catidnico analiticas y preparativas fueron
realizadas en columnas High Trap (GE) de 1 mL y 5 mL de lecho y a una velocidad de
flujo 0,2 mL/min y 1 mL/min respectivamente. La columna fue en primer lugar lavada
con 10 volumenes de 0,05 M buffer fosfato a pH 7,0, activada con 10 volimenes de 1
M NacCl en 0,05 M buffer fosfato a pH 7,0 y finalmente equilibrada con 10 voliumenes
de 0,05 M buffer fosfato a pH 7,0. Las muestras proteicas fueron diluidas al quinto en
buffer de equilibrio y cargadas en la columna en forma directa o con la ayuda de un
“loop” de carga. El percolado fue recuperado y los distintas fracciones eluidas por
aplicacion de un gradiente en pasos de 0,5 M NaCl y 1 M NaCl en el mismo buffer de
equilibrio. Los perfiles de elusién fueron obtenidos por medicidn en linea de la

absorbancia a 280 nm.

2.9.3. Cromatografia de tamiz molecular

En este trabajo de tesis la técnica de cromatografia de tamiz molecular fue
realizada con fines preparativos, para aislar B-LG y la proteina de fusién Q7, o
analiticos para caracterizar los diferentes fracciones de los productos de digestiéon de
LF. En ambos casos el protocolo utilizado fue esencialmente el mismo. El tipo de
columna utilizada también varié de acuerdo a las necesidades particulares de cada
ensayo utilizandose alternativamente una columna Superdex 75 o Superdex Peptide
(GE Healthcare, Piscataway, NY). La columna utilizada fue equilibrada con PBS y la
muestra de interés fue cargada mediante un puerto con destinos loops cuyos
volumenes variaron entre 0,1 mL y 1 mL de acuerdo las necesidades de cada ensayo.

La velocidad de flujo fue de 1 mL/min vy los perfiles de elusién fueron obtenidos por
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lectura en linea de la absorbancia a 280 nm. Para estimar el peso molecular de los
picos de absorbancia obtenidos cada ensayo fue precedido por la corrida de proteinas
de peso molecular conocido como aprotinina (6.512 Da), insulina reducida (3.400 Da),

lisozima (14.000 Da), inhibidor de tripsina de poroto de soja (21.000 Da).

2.10. Analisis de glicosilacion

El analisis de la presencia de posibles residuos glicosilados en las fracciones de
digestion de LF fue realizado mediante lectinografia y a través del kit comercial Pro-Q®
Emerald (Invitrogen). Para el analisis de lectinografia, 0,1 ug de la proteina o péptido a
analizar fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa mediante un dispositivo
Bio-Dot (Bio-Rad). Luego de ser lavada con PBS-Tween 0,1 /, esta membrana fue
bloqueada con 3/ de seroalbumina bovina (SAB) en PBS-Tween 0,1 / vy los distintos
pocillos fueron incubados con las correspondientes lectinas acopladas a biotina,
diluidas 1/1000 en PBS-Tween 3 / SAB. Se utilizaron las siguientes lectinas: aglutinina
de germen de trigo, concanavalina A, aglutinina de Pisum sativum, aglutinina de
poroto de soja, aglutinina de mani, aglutinina de Lens culinaris, eritroaglutinina de
Phaceolus vulgaris, aglutinina de Dolichos biflorus, lectina de Bandeiraea simplicifolia y
aglutinina de Ricinus cuminis. Luego de la incubacién con las lectinas, cada pocillo fue
lavado con 250 pL de PBS-Tween, incubado con avidina conjugada a peroxidasa de

rabanito, lavado nuevamente con PBS-Tween y revelado con Diaminobenzidina y H,0,.

El analisis de glicosilacion mediante el kit Pro-Q® Emerald se realizé de acuerdo
a las indicaciones del fabricante. Brevemente, las proteinas de interés fueron resueltas
en Bis-Tris-MES-SDS-PAGE. Este gel fue fijado por incubacion en 50 / metanol, 5 /
acido acético y lavado en 3/ acido acético. Los carbohidratos fueron oxidadas con una
solucién 1/ acido periodico, 3/ acido acético y el gel fue posteriormente lavado con
3/ Aacido acético. Luego, el gel fue incubado por 2 h en la oscuridad con una solucién
del reactivo Pro-Q® Emerald 300 (previamente diluido en 6 mL de dimetilformamida)
diluida 1/50 en el buffer de tincion Pro-Q® Emerald 300 staining buffer. Finalmente, el

gel fue lavado en 3/ &cido acético y observado en un transiluminador UV a 280 nm.

53



Materiales y métodos

2.11. Electroforesis

Diferentes técnicas electroforéticas fueron utilizadas en esta tesis de acuerdo a
las necesidades de cada ensayo. Para resolver proteinas de alto o mediano peso
molecular se utilizé el protocolo estdndar de SDS-PAGE descripto previamente por
Leammli et al. (1970) con concentraciones de poliacrilamida de entre 10y 12 /. Para
analizar péptidos y proteinas de bajo peso molecular se utilizé el protocolo de Tris-
tricina SDS-PAGE descripto previamente por Shagger et al. (1987). Para evitar la
oxidacion de cisteinas y lo consecuente formaciéon de oligdmeros de péptidos o
aductos entre péptidos y moléculas libres de acrilamida (Hachmann & Amshey 2005)
se utilizo la técnica de bis-Tris-MES SDS-PAGE que asegura un medio acido y reductor
durante toda la corrida electroforética. En este tipo de electroforesis el buffer de
corrida consistié en 50 mM MES [acido 2-(N-morpho-lino) etano sulfénico], 50 mM
Tris, 1 mM EDTA, 0,1 / SDS y 1 mM bisulfito de sodio. El gel consistié en 0,36 M bis-
Tris [Bis(2-hidroxietil) aminotris (hidroximetil) metano] pH 6,5, 15 / poliacrilamida,
0,07 / APS (persulfato de amonio) y 2 uL de TEMED por cada mL de gel (para mayores
detalles: http://openwetware.org/wiki/Sauer:bis-Tris_SDS-PAGE, the_very best).

2.12. Construccion de vectores y transduccion

El gen correspondiente a la proteina de fusion Q7 fue disefiada in silico y
sintetizado quimicamente por la compaiiia Gen Scrip (Piscataway, MJ, EEUU). Este gen
de fusidn fue recibido en el plasmido pUC57 con sitios flanqueantes para Eco Rl. Este
vector fue amplificado en bacterias E. coli DH5-a, purificado con el kit QIAGEN Plasmid
Midi Kit (Qiagen, Chatsworth, CA, EEUU) y digerido con Eco RI. El digerido fue corrido
en un gel de agarosa y la banda correspondiente al gen g7 fue extraida usando el quit
QIAEX Il Gel Extraction Kit (Qiagen). En paralelo un procedimiento similar fue utilizado
para amplificar, purificar y digerir con Eco Rl el vector de expresion eucariota pCX-EGFP

(Addgene). El fragmento correspondiente al gen g7 fue ligado al dicho vector rio abajo
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del promotor de beta actina. La orientacion del fragmento fue verificada por digestién
con Pst | aprovechando la presencia de un sitio para esta enzima de restriccidon en la
base 234 del gen q7.El vector pCX con el fragmento g7 en la orientacién correcta
(pCXQ7) fue reamplificado en DH5-a, purificado con el quit QIAGEN Plasmid Midi Kit, y

utilizado para los experimentos de transfeccion.

Para los ensayos de transfeccion, se cultivaron células CHO (chinase hamster
ovary) en medio DMEM-F12 con 10/ de SFB en presencia de antibidticos hasta un 80
/ de confluencia en placas de 35 mm de didmetro (Nunc, Roskilde, Dinamarca). Luego
de retirar el medio de cultivo, las células fueron lavadas con PBS e incubadas 2 h en el
mismo medio sin antibidticos. En paralelo, la mezcla de transfeccién fue preparada
utilizando dos plasmidos: el vector pCXQ7 utilizado en una relacién de 200 ng/cm? de
placa cultivada; y el vector pMC1Neo, se utilizo en una relacién de 40 ng/cm2 de placa.
Dos ug de pCXQ7 y 0,4 ug de pMC1Neo (volumen final de ambos vectores 6 uL) fueron
incubados con 6 plL del reactivo PLUS” (Invitrogen) en un volumen final de 100 pL de
Optimem (Invitrogen) durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente esta
mezcla fue combinada con 4 uL de Lipofectamina® (Invitrogen) previamente diluida en
100 uL de Optimem. Esta mezcla fue incubada por 20 min a temperatura ambiente y
colocada sobre las células en un volumen final de Optimem de 1,5 mL. Las células
fueron incubadas con esta mezcla de transfeccién durante 4 h luego de lo cual se
agregd SFB a concentracién final de 10 /. Al dia siguiente el medio Optimem fue
reemplazado por DMEM-F12 con 10/ de SFB. El proceso de seleccidn fue iniciado 48 h
después de la transfeccién mediante el agregado de 0,5 pg/mL del antibidtico G418 y
se prolongé por 7 dias. La expresion de la proteina de fusion Q7 fue evaluada por

inmunofluorescencia y western blot utilizando anticuerpos especificos contra B-LG.

2.12. Analisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el Paquete Estadistico para

Ciencias Sociales (SPSS) version 15 para Windows.
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En todos los casos, un valor de significancia p menor a 0,05 fue considerado

como estadisticamente significativo.

La comparacion de la concentracidon de LF entre cuartos negativos y cuartos
positivos para aislamiento microbiano fue realizada mediante una prueba t de Student.
El analisis la concentracién de LF asociada a los distintos patégenos aislados fue
realizado mediante un analisis de varianza (ANOVA) de un factor con un test post hoc
de Dunnett donde se compard el efecto de cada patégeno con los cuartos negativos
para aislamiento microbiano. La comparacion entre cuartos clinicos e infectados sin
signos clinicos fue realizada también mediante una prueba t de Student y el andlisis
discriminado por patégeno mediante ANOVA de un factor con un test de Dunnett
como post test para comparar el efecto de cada patégeno con los cuartos positivos no
clinicos. La susceptibilidad in vitro de los distintos patdégenos a LF fue analizada

mediante una prueba t de Student.

El efecto de las distintas variantes de B-LG, LF o B-LG en conjunto con LF, sobre
el crecimiento de Strep. uberis, Staph. aureus y E. coli fue evaluado mediante un
modelo lineal general donde se incluyd al aislamiento particular de cada patégeno
como efecto aleatorio. Para comparar entre el tratamiento con B-LG o LF y la condicién
control se utilizd6 ANOVA de un factor con un test de Dunnet como test post hoc. El
efecto concentracion dependiente de B-LG sobre el crecimiento microbiano fue
analizado mediante un andlisis de regresién lineal multiple donde se incorporé a los
distintos aislamientos de cada especie como variables de grupo (variables dummy). El

analisis se realizé mediante el método de pasos sucesivos (stepwise).

La asociacién entre la frecuencia de cuartos infectados y el periodo de lactancia
fue analizada mediante un test de chi’. La misma prueba fue utilizada para analizar la

asociacidn entre las distintos tipos de infeccién intramamaria y los dias en lactancia.

Con la idea de dar claridad de los resultados, la relacidon entre la concentracidn
de LF y variables como los dias en lactancia, el estatus sanitario, infeccién clinica, el
tiempo anterior y posterior a la infeccidn, y el efecto de los cuartos sanos de vacas con

al menos un cuarto infectado (cuartos vecinos) se muestra en graficos separados. En
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éstos se grafica la media * el error estdndar de la media. Sin embargo,
estadisticamente, la relaciones entre estas variables fueron analizadas mediante un
modelo linear mixto que integra todas las variables y las significancias que se muestran
en cada grdafico corresponden a los resultados de este modelo. En el mismo, las
variables: intervalos de lactancia, estatus sanitario, dias relativos a la infeccion, cuarto
vecino, patégeno, mastitis clinica fueron incluidas como efectos fijos. El efecto del
muestreo repetido de un mismo cuarto en distintos momentos de la lactancia fue
incluido en este modelo mediante la introduccidn de la variable de sujetos cuarto y
vaca y el efecto repetido dias en lactancia asociados mediante un matriz de covarianza
autorregresiva (AR1) de acuerdo a lo sugerido por West (2009). El efecto de cada vaca
particular en la respuesta a la infecciéon y en el tiempo fue incluido mediante la

introduccion de la variable vaca como efecto aleatorio en el modelo.

El riesgo de contraer infecciones en cuartos con distintos niveles de LF en el
periparto fue evaluado mediante diagramas de supervivencia de Kaplan-Meier donde
se compararon las curvas de porcentaje de cuartos libres de enfermedad en funcién
del tiempo. Las diferentes curvas fueron analizadas mediante el test de supervivencia

Log-Rank.

La capacidad diagndstica de LF sobre eventos de infeccidn no clinica
(determinados por RCS y andlisis microbiolégico) fue analizada mediante una curva
ROC (del inglés Receiver Operating Characteristic) que grafica (sensibilidad) vs. (100/ -
/ especificidad) de todos los posibles concentraciones de LF usadas como punto de
corte para determinar si un cuarto esta o no infectado. Como estandar dorado se usé
el criterio combinado de la IDF como se describe en el cuadro 1, (ver introduccién). El
area bajo la curva representa la probabilidad de clasificar correctamente un cuarto
infectado. Un valor de 0,5 indica que la clasificacidon es al azar y por lo tanto que el
parametro evaluado no tiene valor para determinar la ocurrencia de una infeccién. La
diferencia entre el drea obtenida y un drea de 0,5 (azar) fue evaluado por el test no

paramétrico de Wilcoxon.

La relacién entre LF y variables asociadas al estatus sanitario general del tambo

fue evaluada mediante un andlisis de regresidon multiple en pasos sucesivos (stepwise).
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Las variables incorporadas fueron concentracion de LF (mg/mlL) como variable
independiente y como variables explicativas: recuento de células somdticas, recuento
de bacterias totales en placa, recuento de termoduricas, recuento de coliformes
totales, recuento de Streptococcus agalactiae, recuento de Staphylococcus aureus,

recuento de Streptococcus spp., Yy recuento de Staphylococcus  spp.
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3. Resultados



3.1. Relacion entre la respuesta de lactoferrina a la infeccidon y la

sensibilidad a lactoferrina por parte de patéogenos causantes de mastitis

Las diferencias regionales relacionadas con el manejo sanitario, el alojamiento
de los animales, el tipo de alimentacion utilizada y las condiciones ambientales
predominantes determinan diferencias en la incidencia, prevalencia y etiologia de la
infeccion de la gldndula mamaria. Ademas, como ya se ha mencionado, existe cierta
variabilidad entre los distintos aislamientos bacterianos en cuanto a la sensibilidad a la
accién antimicrobiana de LF. Es por esto que se hace necesario encarar el estudio del
papel de la LF y otros elementos solubles en la defensa contra la mastitis desde una
perspectiva local. En consecuencia, para la primer parte de este trabajo se utilizaron
cepas bacterianas aisladas de cuartos clinica y subclinicamente infectados de

establecimientos lecheros de la provincia de Buenos Aires.

Como primer paso para la realizacion de este trabajo se purificd LF bovina de
leche de tambo como se describié en materiales y métodos. Se tomé ventaja del punto
isoeléctrico relativamente alto de esta proteina (8,5) y se utiliz6 cromatografia de
intercambio catidnico. Para esto, fue puesto a punto un sistema que incluia un primer
paso en batch y un segundo paso en columna lo que permitidé procesar volimenes
grandes de leche en tiempos cortos y a bajo costo. La optimizacidn de este proceso fue
un paso fundamental en la realizacién de este trabajo dada la gran cantidad de LF
requerida en algunos de los experimentos realizados. La utilizacién de LF aislada en
nuestro laboratorio tiene la ventaja de poder controlar todos los pasos de la

purificacién, evitando posibles alteraciones producto del procesamiento industrial.

La pureza de la LF obtenida fue verificada por SDS-PAGE tefido con plata y su
identidad confirmada por western blot con anticuerpos comerciales (figura 3.1.1). Esta
proteina fue utilizada para generar anticuerpos especificos en conejos. Luego del

proceso de inmunizacién, los sueros obtenidos fueron pasados por columnas de
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afinidad acopladas a LF para purificar anticuerpos de alta afinidad. Parte de la LF
obtenida fue marcada con biotina tal como se detalla en materiales y métodos.
Utilizando los anticuerpos generados y la LF purificada, nativa o acoplada a biotina se
puso a punto un protocolo de cuantificaciéon de LF. Dos estrategias diferentes fueron
evaluadas: ELISA sdndwich y ELISA de competencia. Dada su mayor simplicidad y

rapidez el segundo método fue elegido para los subsiguientes analisis.

Mr 1 2 3 4 3 4
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Figura 3.1.1. Purificacion de LF y ensayo de anticuerpos especificos. Lactoferrina bovina
comercial o purificada en este trabajo fue resuelta en SDS-PAGE 10/ . Panel A: Tincién con plata
de 0,5 pg de LF comercial (calle 1) o aislada en nuestro laboratorio (calle 2). Panel B: western
blot de 0,1 pg de de LF comercial (calle 3) o aislada en nuestro laboratorio (calle 4) revelado con
un anticuerpo comercial contra LF. Panel C: western blot de 0,1 ug de de LF comercial (calle 3) o
aislada en nuestro laboratorio (calle 4) revelado con el anticuerpo contra LF generado en este

trabajo.

Numerosos estudios han reportado que la concentracién de LF aumenta
cuando se presenta una infeccion clinica (Harmon et al. 1975; Kawai et al. 1999) lo cual
es consistente con un papel de esta proteina en la inmunidad de la glandula mamaria
bovina. Sin embargo la informacion concerniente a las infecciones subclinicas es mas
escasa. En funcion de esto, se analizaron muestras de leche de 261 cuartos mamarios

(que no presentaban signos evidentes de inflamacién) de vacas Holando Argentinas,

61



evaluando la presencia de microorganismos patégenos mediante técnicas
microbioldgicas tradicionales, y la concentracién de LF en cada cuarto por ELISA de
competencia. En la figura 3.1.2 se observa que la concentracion de LF es
significativamente mayor en los cuartos positivos para infeccién que en los que
resultaron negativos para este andlisis. Esto podria estar indicando que la mama
responde a la infecciédn incrementando la concentracién de LF adn en ausencia de

signos externos de inflamacion.
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Figura 3.1.2. Lactoferrina y presencia de microorganismos en cuartos no clinicos.
Concentracién de LF en leche (media + EEM) de cuartos negativos o positivos para aislamiento

microbiano que no presentaban signos visibles de infeccién. * indica p < 0,05.

Diferentes agentes patdgenos utilizan distintas estrategias para invadir y
establecerse en la glandula mamaria. Es por lo tanto esperable que la respuesta
inmune varie dependiendo del patégeno involucrado en la infeccién. Con el objetivo
de evaluar el cambio en los niveles de LF asociado a cada patdgeno individual se
analizaron los niveles de LF en cuartos negativos y positivos para distintos

microorganismos. En la figura 3.1.3 se muestra que sélo los cuartos infectados con
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Strep. uberis presentan un aumento significativo en la concentracién de LF.
Aparentemente, este patégeno es responsable de la mayoria de la variabilidad entre

grupos observada en la figura 3.1.2.
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Figura 3.1.3. LF y distintos patégenos en cuartos no clinicos. Concentracion de LF (media *
EEM) en leche de cuartos microbiolégicamente negativos (Neg) o cuartos positivos para
Staphylococcus aureus (SA) Estafilococos Coagulasa Negativos (ECN), Streptococcus
dysgalactiae, (SD), Streptococcus uberis (SU) y Corynebacterium bovis (CB). *** indica p <

0,001.

Si la LF es realmente un elemento de la inmunidad innata, es de esperar que al
aumentar el grado de respuesta general de la mama aumenten también los niveles de
LF. Es decir, la concentracién de LF deberia aumentar con la inflamacién general. Esta
idea predice entonces que los cuartos infectados clinicamente deberian presentar
mayor concentracion de LF que los cuartos subclinicos. Para contrastar esta hipdtesis
se midid la concentracién de LF en 44 cuartos que presentaban signos evidentes de
infeccion (cuartos clinicos). No se hizo distincidon entre grados de mastitis clinica. Se
observé que, en efecto, los cuartos clinicos presentaban mayores niveles de LF que los
cuartos infectados no clinicos (figura 3.1.4) lo que indica que la concentracién de LF

estda acompanando al resto de los signos inflamatorios.
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Figura 3.1.4. Lactoferrina en cuartos clinicos. Concentracién de LF (media £ EEM) en leche de

cuartos mamarios positivos para aislamiento microbiano pero sin signos visibles de inflamacién

(Positivos) y cuartos clinicamente infectados (MC) *** indica p < 0,001.

El andlisis discriminado de la contribucién relativa de cada patdgeno a esta
diferencia mostrd que sdlo los cuartos positivos para Strep. uberis y aquellos negativos
para aislamiento microbiolégico presentaban una mayor concentracion de LF que los

cuartos positivos para aislamiento microbiolégico pero sin signos clinicos (figura 3.1.5).
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Figura 3.1.5. LF y distintos patdgenos en cuartos clinicos. Concentracion de LF (media + EEM)
en cuartos mamarios positivos para aislamiento microbiano pero sin signos evidentes de
inflamacidn y cuartos con signos clinicos que no arrojaron aislamiento microbiano (Neg) o que

fueron positivos para Staphylococcus aureus (SA), Escherichia coli (EC) o Streptococcus uberis

(SU).
64



Aparentemente, la infeccidon con Strep. uberis produce un incremento en la LF
en leche. Se han descripto dos fuentes principales de LF en la glandula mamaria
bovina: los granulos secundarios de los neutrofilos que extravasan a la mama durante
la infeccidn y las propias células del epitelio glandular de la mama. Existe cierto grado
de desacuerdo con respecto a cudl de las dos es la principal fuente de LF en la
infeccidn. Una forma de abordar este problema es evaluar si las células epiteliales son
capaces de sintetizar LF y si esta sintesis aumenta cuando se las trata con una
suspension de bacterias. En consecuencia, se realizaron experimentos de infeccién in
vitro con Strep. uberis en cultivos primarios de glandula mamaria bovina. Los ensayos
de inmunofluorescencia que se muestran en la figura 3.1.6 indican que aquellas células
tratadas con la suspensidn bacteriana presentan mayor sintesis de LF que el control no
tratado. Este resultado muestra que las células del epitelio glandular de la mama son
capaces de sintetizar LF y que esta sintesis se ve incrementada con el tratamiento con

Strep. uberis.

Figura 3.1.6. Expresion de LF in vitro en cultivos primarios de células de glandula
mamaria Inmunofluorescencia de LF en condiciones control (A) o tratadas con una suspension
de Streptococcus uberis (B). Las flechas indican células representativas positivas para la
expresion de LF. Aumento: 400 X. El mismo patron de expresion fue observado en dos

experimentos independientes realizados en duplicado.
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En la figuras 3.1.2 y 3.1.3 se mostrd que las infecciones no clinicas producen un
aumento en los niveles de LF, que este aumento parece ser diferente dependiendo del
patdgeno involucrado y que Strep. uberis esta asociado a los mayores niveles de LF. Si
este es el caso general, cabria esperar que esta especie bacteriana esté adaptada de
alguna manera a niveles aumentados de LF; siendo por ejemplo resistente a la accién
antimicrobiana de LF. Se decidié entonces analizar si existia algin tipo de relacién
entre la respuesta de LF de la glandula mamaria y la sensibilidad in vitro a esta proteina
por distintos patégenos. Para esto se realizaron ensayos de inhibicién de crecimiento
in vitro con 4 aislamientos de 3 de los principales patégenos de la glandula mamaria
bovina Staph. aureus, E. coli y Strep. uberis. Estos 12 aislamientos fueron obtenidos de
muestras de leche de tambos locales. En la figura 3.1.7 se muestra que el tratamiento
con 2 mg/mL de LF inhibié significativamente el crecimiento de E. coli y Staph. aureus
pero no tuvo efecto sobre Strep. uberis. Este resultado sugiere que la especie asociada
a mayores niveles de LF en la glandula mamaria es en efecto menos susceptible a la
accion antimicrobiana de LF que aquellas que aparentemente no inducian cambios en

la expresién de esta proteina.
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Figura 3.1.7. Actividad inhibitoria del crecimiento de LF contra bacterias causantes de
mastitis. Cuatro aislamientos de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Streptococcus uberis
obtenidos de cuartos mamarios infectados fueron incubados en presencia (LF) o ausencia
(Control) de 2 mg/mL de LF. El nimero de bacterias fue determinado por recuento en placa
luego de 6 horas de cultivo. Cada columna representa la media + EEM de los cuatro

aislamientos de cada especie ensayados por triplicado. *** p < 0,001.
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Por ultimo, para descartar que el efecto observado en cuanto a la
susceptibilidad a LF se especifico de una cepa particular de Strep. uberis se realizé un
analisis molecular del genotipo de los 4 aislamientos utilizados. La figura 3.1.8 muestra
que 3 de los 4 aislamientos utilizados correspondian en efecto a cepas diferentes

descartando que la resistencia a LF observada sea un cardacter especifico de cepa.

Figura 3.1.8. Fingerprint molecular de los 4 aislamientos de Streptococcus uberis
utilizados en la figura 3.1.7. ADN de los 4 aislamientos de Strep. uberis utilizados en la figura
3.1.7 fue amplificado por PCR con el primer ope4 y resuelto en un gel de agarosa 2 / tefiido
con bromuro de etidio (calles 2-5). La calle 1 corresponde a un marcador de peso molecular de

100 pb.

67



3.2. Lactoferrina y mastitis bovina en vacas de primera lactancia

En el apartado 3.1 de esta tesis se demostrd que la glandula mamaria bovina es
capaz de reaccionar frente a la infeccion intramamaria mediante el aumento especifico
de la secrecidon de LF. Para estos ensayos se utilizaron muestras de leche de vaca
tomadas aleatoriamente sin tener en cuenta factores como el nimero de lactancia los
dias en lactancia o la existencia de eventos previos de infeccion clinica o subclinica.
Estos factores, pueden afectar a largo plazo variables como la secrecién basal de LF la
susceptibilidad a futuras enfermedades o la forma e intensidad con que la glandula

mamaria responde a una infeccién.

En consecuencia, el objetivo que se planteo en el presente apartado de esta
tesis fue profundizar el analisis del papel que juega la LF en la defensa de la glandula
mamaria mediante un estudio dindmico que permita relacionar los eventos que

ocurren durante la enfermedad con aquellos previos y posteriores a ella.

Con este objetivo se realizé un estudio de cohorte de lactancia completa sobre
80 vacas de primera paricion. La eleccidn de animales primiparos se debié a que éstos
presentan caracteristicas inmunoldgicas y microbioldgicas Unicas, ya que no han
pasado por el estrés del ordefie o eventos de mastitis clinica y su flora bacteriana no
ha sido afectada por terapias de vaca seca. Ademas, las vacas de primera lactancia son
particularmente interesantes dado que constituyen el futuro productivo vy
reproductivo de un tambo. Los mencionados animales, seleccionados al azar de una
hacienda a pastura con niveles medios de RCS, fueron muestreados mensualmente por
extraccidn de leche de los cuatro cuartos. Estas muestras fueron utilizadas para analisis
microbioldgico y de RCS y para la determinacion del los niveles de LF por ELISA de

competencia.

En el apartado 3.1 de esta tesis se determind la presencia de una infeccién
intramamaria en un cuarto por el aislamiento microbiolégico positivo de muestras de
leche provenientes de ese cuarto. En esta oportunidad, la incorporacion del andlisis
RCS en muestras de cuartos individuales permitié aplicar la escala completa de

clasificacion de infecciones de la glandula mamaria recomendada por la International
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Dairy Fundation y por otros autores (Pyorala 2003). Esta clasificacion divide a las
infecciones intramamarias en infecciones latentes (cuartos microbiolégicamente
positivos con menos de 200.000 células somdticas por mililitro) infecciones
inespecificas (cuartos con RCS igual o mayor a 200.000 y con aislamiento
microbioldgico negativo) y mastitis subclinica (cuartos positivos microbiolégicamente y

con células somaticas mayores a 200.000); ver introduccién cuadro 1.1.

Del total de las 2964 muestras de cuartos individuales analizadas en este
estudio el 1,5/ presentd infecciones clinicas mientras que el 13,2 / resulté positivo
para algun tipo de infeccion intramamaria no clinica (ver introduccién cuadro 1.1). De
estos cuartos no clinicos el 25/ (3,29 / del total) presentd infecciones latentes, el 62
/ (8,17 / del total) infecciones inespecificas y el 13 / (1,71 / del total) infecciones
subclinicas (figura 3.2.1). Esto esta indicando que en muchos casos, la entrada de un
microorganismo patdégeno no produce una reaccién inflamatoria y en segundo lugar
que en la mayoria de las infecciones intramamarias no es posible detectar la presencia
de un patégeno causal aun cuando se sembraron 50 uL de leche en cada placa de

deteccion (ver materiales y métodos).
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Figura 3.2.1. Resumen del analisis microbiolégico y de RCS de los cuartos que no

presentaron signos evidentes de infeccion.
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Para eliminar el sesgo producido por la presencia de infecciones persistentes se
analizdé la proporciéon de cada uno de los tres tipos de infeccion en casos nuevos
halldndose un 9 / de infecciones nuevas de las cuales 30 / (2,7 / del total)
correspondia a infecciones latentes, el 62/ (5,58 / del total) infecciones inespecificas

yel 8/ (0,72 / del total) a mastitis subclinica.

Posteriormente, se analizd la asociacidén entre el periodo de lactancia y la
frecuencia de infecciones intramamarias. En la figura 3.2.2 A. se observa que el
numero relativo de infecciones nuevas es mayor en los primeros dias de lactancia. La
asociacién entre el niumero de infecciones nuevas y el periodo de lactancia resulté

significativa en un test de Chi? (p <0,01).
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Figura 3.2.2. Asociacidn entre el periodo de lactancia y la frecuencia de infecciones
intramamarias. A: porcentaje de cuartos mamarios infectados en funcién de los dias en
lactancia. B: Porcentaje de cuartos mamarios con infecciones latentes, infecciones

inespecificas y mastitis subclinicas en funcion de los dias en lactancia.

El analisis de las tres formas de infeccidon en funcién de los dias en lactancia

(figura 3.2.2 B) muestra que las infecciones latentes son mas frecuentes durante los
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primeros 40 dias de lactancia. Las infecciones inespecificas, en cambio, son mucho mas
constantes a lo largo del tiempo. A partir del dia 40 post parto constituyen el principal

tipo de infeccion.

La mastitis bovina ha sido definida como una enfermedad multietioldgica ya
que numerosas especies de agentes patdgenos han demostrado ser capaces de
producir infecciones intramamarias. En la figura 3.2.3 A se muestra el porcentaje
relativo de cuartos positivos para cada patégeno aislado en este estudio. El patégeno
mas frecuentemente aislado fue el grupo ECN. Esta frecuencia superior puede deberse
a un mayor numero de infecciones o a la persistencia de la infecciones por ECN a lo
largo de distintos muestreos. Para discernir entre estas posibilidades se graficé el
porcentaje de infecciones nuevas causadas por cada patégeno (figura 3.2.3 B). Se
observa que el porcentaje de infecciones nuevas causadas por ECN es superior al de
los otros patdgenos indicando que este patdgeno es el que causa mayor nimero de

eventos de infeccion.
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Figura 3.2.3. Microorganismos causantes de mastitis. Porcentaje de cuartos positivos
para los distintos microorganismos aislados en este estudio. SA (Staphylococcus aureus), SD
(Streptococcus dysgalactiae), SU (Streptococcus uberis), ECN (Estafilococos coagulasa
negativos), CB (Corinebacterium bovis), Col (Coliformes), S sp (Streptococcus sp.), Otros (otros
microorganismos). A: frecuencia relativa total de cada patégeno. B: frecuencia relativa de cada

patdgeno aislado en infecciones nuevas.
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El andlisis de asociacidn entre los distintos agentes causantes de mastitis y el
periodo de lactancia mostré que la importancia relativa de cada uno no cambia con los
dias en lactancia Chi® > 0,05. Este resultado, en conjunto con los mostrados en la figura
3.2.2 demuestra que la susceptibilidad a infecciones de la glandula mamaria es mayor
en los primeros dias de lactancia independientemente del patdgeno involucrado.

Al ser invadida por microorganismos patégenos, la glandula mamaria puede o
no incrementar los niveles de RCS para dar una mastitis subclinica o una infeccién
latente. En consecuencia, resultaba interesante analizar si existia alguna asociacion
entre los diferentes patdgenos aislados y el tipo de infecciéon detectado. Mientras que
Strep. uberis y las coliformes se aislaron principalmente en infecciones latentes (con
RCS < 200.000). Los estreptococos distintos de Strep. uberis. se vieron fuertemente
asociado a mastitis subclinica (RCS > 200.000). Por otro lado Staph. aureus y los ECN se
encontraron homogéneamente distribuidos entre estas categorias (tabla 3.2.1).
Interesantemente Strep. uberis fue hallado principalmente en infecciones persistentes.
Estas dos caracteristicas, la aparente cronicidad y la falta de reaccién inflamatoria son
mas tipicas de patdgenos contagiosos. En términos generales, es interesante el hecho
de que de los cuartos positivos para aislamiento microbiolégico hallados en este
estudio sélo un 32 / presentaba células somaticas por encima de 200.000. Es decir la
mayoria de las infecciones con patdégeno identificado no producen una reaccidon

inflamatoria importante.

Patégeno Infeccion latente Mastitis subclinica
(RCS < 200.000) (RCS > 200.000)
Staph. aureus 6 5
Strep. uberis 9 0
ECN 47 28
C. bovis 3 3
Coliformes 11 1
Strep. spp.(no 1 6
uberis)

Tabla 3.2.1. Patdgenos aislados en funcidn del tipo de infeccidn.
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Con respecto a los casos de mastitis clinica, se observé una frecuencia de
cuartos infectados de 1,5 /. En la figura 3.2.4 se observa que una prevalencia mayor
en los primeros 120 dias de lactancia que luego se reduce hasta hacerse cero hacia el
final de la misma. De los 42 cuartos que presentaron signos clinicos de infeccién sélo 6
(14 /) resultaron positivos para aislamiento microbiano. En dos de estos cuartos se
aislé Staph. aureus mientras que los otros 4 cuartos fueron respectivamente positivos

para Strep. dysgalactiae, Strep. spp., Coliformes y “Otros microorganismos”.
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Figura 3.2.4. Frecuencia de eventos de mastitis clinica en cuartos individuales en

funcidn del tiempo de lactancia.

En la seccién 3.1 de este trabajo de tesis se demostré que las infecciones
intramamarias producen un incremento de los niveles de LF estén o no asociadas a
signos clinicos. Dado que las vacas de primera lactancia poseen caracteristicas
particulares en cuanto a su sistema inmune, resultaba interesante analizar el efecto de
la infeccion subclinica sobre los niveles de LF en estos animales. Ademas, las
caracteristicas del muestreo realizado para el presente apartado de esta tesis
permitieron analizar la concentracién de LF en los distintos tipos de infeccidon
intramamaria no clinica.

En primer lugar se compararon los niveles de LF, en cuartos sanos e infectados,
observandose un incremento significativo de la concentracién de LF en cuartos

infectados (figura 3.2.5 A). El analisis de cada tipo de infeccién por separado (figura
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3.2.5 B) mostré que no existen diferencias significativas en la concentracién de LF

entre estos subtipos de infeccién intramamaria no clinica.
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Figura 3.2.5. LF y estatus sanitario en vacas primiparas. A: concentracion de LF
(mg/mL) (media + EEM) en cuartos sanos e infectados sin signos clinicos. B: concentracion de
LF en cuartos sanos y positivos para infeccidn latente, infeccidn inespecifica o mastitis

subclinica. Letras diferentes representan p < 0,001.

En este trabajo se ha demostrado que existen diferencias en la prevalencia de
la infeccion intramamaria en funcién de los dias en lactancia (figura 3.2.3). Ademas,
numerosos reportes indican que existen diferencias en los valores de ciertos
parametros de la inmunidad innata a lo largo del tiempo (Piccinini et al. 2007). Sin
embargo, hasta la fecha no hay trabajos que describan los cambios en los niveles de LF

asociados a infecciones intramamarias en distintos momentos de la lactancia.
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Figura 3.2.6. LF en cuartos sanos e infectados en distintos momentos de lactancia.
Concentracién de LF (mg/mL) (media + EEM) en cuartos sanos e infectados en funcién del
periodo de lactancia. A: andlisis de cuartos totales. B: andlisis de primeras infecciones. *** p <

0,001y ** p < 0,01 entre cuartos sanos e infectados del mismo periodo de lactancia.

En la figura 3.2.6 A se muestra la concentracién de LF en cuartos infectados y
sanos para los diferentes dias en lactancia. De esta manera se pretendia analizar el
efecto del tiempo de lactancia sobre la respuesta de LF a la infeccion. Como puede
observarse la variacidn en los niveles de LF asociada a la infeccidon no es constante a lo
largo del tiempo de lactancia. El impacto que tiene la infeccidn sobre los niveles de LF
es mayor en los primeros dias de lactancia. Sin embargo cabe la posibilidad de que las
diferencias observadas se deban a que los cuartos infectados en momentos mas
avanzados de la lactancia sean cuartos infectados mas de una vez y que esta infeccién
repetitiva sea la que produzca menores incrementos de LF. Esta posibilidad fue
evaluada mediante la comparaciéon de cuartos infectados por primera vez en distinto
periodo de la lactancia. En la figura 3.2.6 B se observa que cuartos infectados por
primera vez en los primeros dias de lactancia presentan un mayor incremento en los

niveles de LF que aquellos infectados por primera vez en la mitad de este periodo.
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Con respecto a la concentracion de LF en cuartos clinicamente infectados, se
observd un incremento con respecto a los cuartos infectados no clinicos y los cuartos

sanos (figura 3.2.7).
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Figura 3.2.7. LF y mastitis clinica en vacas primiparas. Concentracidén de LF (mg/mL)
(media £ EEM) en cuartos no infectados (No inf), positivos para infeccién intramamaria (Inf) o

clinicamente infectados (MC). Letras distintas representan p < 0,001.

Posteriormente se decidié evaluar el impacto de cada agente patdgeno
identificado en este estudio en los niveles de LF en leche (figura 3.2.8). Este andlisis
mostré una mayor concentracién de LF en los cuartos infectados con estreptococos
distintos de Strep. uberis (este grupo corresponde a la suma de Strep. dysgalactiae y

Streptococcus spp, ver también figura 3.2.3) y bacterias coliformes.

76



ki

0.6
0.5
0.4

0.3

[LF] mg/mL

0.2+

014

il 1=

Sanos S8 su ECH

Figura 3.2.8. Lactoferrina y distintos patégenos. Concentracion de LF (media + EEM)
en leche de cuartos sanos o cuartos positivos para Staphylococcus aureus (SA), Streptococcus
uberis (SU) Estafilococos Coagulasa Negativos (ECN), Corynebacterium bovis (CB), bacterias
coliformes (COL) y otros estreptococos (OE) (que incluyen aislamientos de Streptococcus
dysgalactiae y aislamientos de Streptoccocus spp). *** indica p < 0,001 comparado con los

cuartos sanos.

En el presente apartado y en la apartado 3.1 de esta tesis se demostré que LF
aumenta con la infeccién. Por lo tanto esta proteina podria ser considerada como un
potencial elemento diagndstico de mastitis. Para evaluar esta posibilidad se realizé una
curva de ROC (Receiver Operating Characteristic) que permite analizar la especificidad
y la sensibilidad de diferentes concentraciones de LF como punto de corte para
determinar si un cuarto estd sano o enfermo. Como punto de corte estdndar se utilizd
el criterio de infeccion propuesto por IDF ya utilizado previamente en este trabajo. El
andlisis mostré una curva de ROC leve pero significativa (drea bajo la curva=0,60;
p<0,001), lo que indica que la concentraciéon de LF es capaz de predecir mejor que el
azar la chance de que un cuarto mamario esté infectado (figura 3.2.9. A). El punto de
corte optimo para especificidad y sensibilidad fue de 0,56 mg/mL de LF en leche dando
una sensibilidad del 61/ y una especificidad del 67 / . Los valores predictivos positivos

y negativos para este punto de corte fueron 22 y 91 / respectivamente. Dado que,
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como se ha demostrado en este trabajo, el incremento de LF asociado a la infeccidon es
mayor en los primeros dias de lactancia que en dias posteriores; se realizdé un analisis
similar tomando solamente cuartos en los primeros 80 dias post parto. En este caso, el
anadlisis mostré una curva significativa (area bajo la curva=0,72; p<0,001) indicando
nuevamente que la concentracidn de LF puede predecir mejor que el azar la chance de
que un cuarto esté sano o infectado (figura 3.2.9. B). El punto de corte éptimo para
especificidad y sensibilidad fue de 0,55 mg/mL de LF en leche dando 58 / de
sensibilidad, 76 / de especificidad y valores predictivos positivos y negativos de 35 y

89/ respectivamente.
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Figura 3.2.9. LF en el diagnéstico de infecciones. Curvas de ROC de sensibilidad vs.
100/ -especificidad para distintas concentraciones de LF como punto de corte para determinar
el estatus sanitario de un cuarto mamario. Se tomo el criterio de la IDF como estandar dorado
(ver cuadro 1.1 en introduccidn). La linea punteada indica un valor predictivo igual a 0. A:

analisis del total de los cuartos del estudio B: analisis de los primeros 80 dias de lactancia.

Hasta ahora se ha discutido el potencial diagndstico de LF para distinguir un
cuarto sano de uno infectado. Por otro lado seria también interesante establecer si LF
es un indicador de susceptibilidad para la infeccidon. Es decir; ¢Presentan los cuartos
mamarios que van a infectarse niveles alterados de LF? Para contestar esta pregunta
se tomaron dos aproximaciones alternativas. En primer lugar se analizd la
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concentracion de LF en cuartos sanos de vacas que presentan por lo menos un cuarto
infectado. Con esto se buscd evaluar la hipdtesis de que vacas que naturalmente
tienen menor concentracién de LF son mas susceptibles a la infeccién que vacas con
mayores concentraciones basales de LF. Esta hipdtesis predice que los cuartos sanos
gue son vecinos a cuartos infectados tendrian menores niveles de LF que cuartos sanos
de vacas sanas. En la figura 3.2.10 se observa que este no es el caso ya que ambos

grupos presentan concentraciones similares de LF.
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Figura 3.2.10. LF en cuartos vecinos. Concentracion de LF en cuartos sanos de vacas
sanas (sin ningun cuarto infectado) (SVS), cuartos infectados (Inf), o cuartos sanos de vacas
infectadas (SVI) (con al menos un cuarto infectado). Diferentes letras indican diferencias

significativas p < 0,001.

Posteriormente se decidid evaluar si existia una susceptibilidad a nivel de
cuarto por bajos niveles de LF. Es decir, si los cuartos con bajos niveles de LF son mas
propensos a las infecciones que los cuartos con altos niveles de LF. Si esto fuese asi los
cuartos infectados deberian presentar bajos niveles de LF en los dias previos al evento
de infeccion. En consecuencia, se compard la concentracién de LF de cuartos mamarios
previo a la infeccidn con la de cuartos que no presentaron infecciones durante todo el
muestreo. En la figura 3.2.11 A se grafica la concentracion de LF de los cuartos
mamarios que van a infectarse, de cuartos que estan infectados y de cuartos que ya se

han infectado. Se puede observar que los cuartos que van a infectarse no presentaron
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niveles reducidos de LF comparado con los cuartos que nunca se infectaron. Este
resultado sugiere que las bajas concentraciones de LF no son un prerrequisito para que
ocurra la infeccion, de hecho los cuartos mamarios destinados a infectarse presentan
niveles levemente aumentados de LF comparado con los controles. Al desagregar el
intervalo pre y post infeccidn de la figura 3.2.11 A en intervalos mas pequefios (figura
3.2.11 B) se puede observar que la concentracién de LF es levemente mayor en

tiempos extensos antes de la infeccidn para disminuir al aproximarse la misma.
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Figura 3.2.11. LF en los dias previos y posteriores a la infeccion. Concentracion de LF
en cuartos individuales en los dias previos o posteriores a la infeccién, comparado con los
cuartos que no presentaron eventos de infeccidn a lo largo de todo el muestreo. A: analisis
global de la concentracién de LF en los dias previos y posteriores a la infeccidn. Diferentes
letras indican diferencias significativas p < 0,001. B: analisis por intervalos desagregados de los
dias previos y posteriores a la infeccion. *** indica p < 0,001 comparado con cuartos nunca

infectados.

De los resultados anteriores se desprende que los cuartos que se van a infectar
parecen presentar mayores niveles de LF que los que van a permanecer sanos.
Llevando este razonamiento algo mds lejos se podria pensar que los niveles de LF

durante los primeros dias de lactancia podrian ser predictivos de futuros eventos de
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infeccidon. Para explorar esta posibilidad se realiz6 un estudio de tiempo libre de
enfermedad mediante un diagrama de Kaplan-Meier. Los cuartos mamarios fueron
divididos en aquellos que presentaban, durante los primeros dias de lactancia, una
concentracién de LF superior a 0,1 mg/mL; de entre 0,1 y 0,05 mg/mL; o menor a 0,05
mg/mL. En la figura 3.2.12 A se observa que el tiempo libre de enfermedad es menor
en aquellos cuartos con altos niveles de LF en el periparto (p < 0,05). Es decir, la
concentracion de LF parece estar positivamente relacionada con la probabilidad de
infeccidn en dias subsiguientes. Este resultado es consistente con aquellos mostrados
en la figura 3.2.11. La figura 3.2.12 B muestra que los cuartos infectados en el
periparto tienen mayor probabilidad de infectarse en periodos posteriores que
aquellos que no lo estan. Sin embargo, la capacidad predictiva de LF sobre futuras
infecciones también se verificd en cuartos sanos (figura 3.2.12 C). Tomados en
conjunto, estos resultados estarian indicando que LF es, ademds de una herramienta

diagnéstica, un posible indicador de riesgo de futuras infecciones intramamarias.
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Figura 3.2.12. Relacidn entre los niveles de LF en los primeros dias post parto y el
riesgo de infeccidn. A: andlisis de Kaplan-Meier de tiempo libre de enfermedad en cuartos que
presentaron una concentracidn de LF en los primeros 15 dias de lactancia menor a 0,05 mg/mL
(linea punteada) de entre 0,05 y 0,1 mg/mL (linea gris) y mayor a 0,1 mg/mL (linea negra). B:
analisis de Kaplan-Meier de tiempo libre de enfermedad en cuartos que presentaron infeccion
(linea negra) o permanecieron sanos en los primeros 15 dias de lactancia (linea gris). C: Analisis

de Kaplan-Meier idéntico al presentado en A pero tomado solamente cuartos que no
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presentaron infeccion en los primeros dias de lactancia. En los tres gréficos, diferentes letras

indican curvas significativamente diferentes.

Los resultados presentados hasta el momento, concernientes a los niveles de LF
en vacas de primera lactancia, sugieren que LF tiene un potencial valor diagndstico
sobre las infecciones intramamarias a nivel de cuarto. Sin embargo la recoleccién y
analisis de muestras individuales de cuarto de todo un rodeo es un proceso complejo,
costoso y dificilmente practicable. En consecuencia, se decidié analizar la relaciéon
entre los niveles de LF y parametros de sanidad a nivel de tanque. Para esto se realizé
un analisis de regresion multiple utilizando concentracion de LF (mg/mL) como variable
independiente y como variables explicativas: recuento de células somdticas, recuento
de bacterias totales en placa, recuento de termodiuricas, recuento de coliformes
totales, recuento de Streptococcus agalactiae, recuento de Staphylococcus aureus,
recuento de Streptococcus spp., recuento de Staphylococcus spp. Este analisis (tabla
3.2.1) mostrdé que las variables recuento de células somdticas, recuento de bacterias
totales y recuento de Streptococcus agalactiae explican significativamente la
concentracion de LF, p < 0,001, chorregidc,: 0,705. El recuento de bacterias totales y el
RCS predijeron un aumento en la concentracién de LF. Curiosamente el recuento de
Streptococcus agalactiae predice negativamente la concentracién de LF lo cual significa
qgue a mayores concentraciones de esta bacteria se espera una menor concentracion
de LF. Esto podria explicarse por una posible funcién protectora de LF en la glandula

mamaria bovina.
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Variables Beta t Significancia
incluidas Estandarizado g
RCS 1,069 5,435 0,000
Recuento de -0,968 4,185 0,001
Strep. agalactiae
Recuento de 0,481 2,321 0,036
bacterias totales

Tabla 3.2.1. Relacion entre la concentracion de LF y variables de sanidad del tambo.
Resumen del analisis de regresién multiple de concentracién de LF en funcién de variables
asociadas al estatus sanitario del tambo. Sélo se incluyen las variables que explican

significativamente la concentracidén de LF.
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3.3. Actividad antimicrobiana de B-lactoglobulina

La B-lactoglobulina (B-LG) es una proteina presente en la leche de los rumiantes
y muchos otros mamiferos aunque ausente en humanos y lagomorfos. A pesar del
enorme cuerpo de conocimiento existente en cuanto a su estructura terciaria y
cuaternaria y sus propiedades de binding (Kontopidis et al. 2004), no existe acuerdo
absoluto con respecto a la funcion bioldgica de B-LG. Dado que es una proteina muy
abundante en la leche bovina y que sus concentraciones son altas en los primeros
momentos de la lactancia (Perez et al. 1990), se tomd como siguiente objetivo de esta
tesis estudiar la posible accién antimicrobiana de B-LG contra bacterias causantes de

mastitis.

Algunos autores han reportado actividades bioldgicas espurias y alteraciones en
la estructura terciaria en preparaciones comercial de B-LG (de Jongh et al. 2001). En
vista de estos problemas y al igual que para los ensayos de LF ya descriptos en este
tesis, se decidid realizar una purificacidn de B-LG en nuestro laboratorio que garantice
la integridad estructural de la proteina. Para esto se utilizd un protocolo de
purificacién “suave” de acuerdo a lo reportado por Jongh et al. (2001). En base a
resultados previos, el genotipo de B-LG mas frecuente en Argentina es el homocigota
para el alelo B (B-LG BB) (Gigli et al. 2004). En consecuencia, se dio comienzo a los
estudios de actividad antimicrobiana con B-LG purificada de leche de animales B-LG
BB. La identificacidn genotipica fue realizada en base a la movilidad diferencial de las
distintas variantes alélicas de B-LG al ser resueltas en un gel nativo de poliacrilamida
15/ (figura 3.3.1.A) tal como fue descripto por Ye et al. (2000). La B-LG purificada fue
analizada por SDS-PAGE tefido con plata y por Western blot con anticuerpos
comerciales anti B-LG para verificar su pureza e identidad respectivamente (figura
3.3.1. B). Ademas, la proteina obtenida fue enviada al LANAIS-Pro donde fue analizada
por cromatografia de fase reversa acoplada a espectrometria de masa (RP-HPLC-MS
por sus siglas en inglés) y por huella dactilar de péptidos mediante MALDI-TOF-TOF. El
peso molecular determinado por esta técnica fue consistente con el esperado para -
LG y los péptidos observados en el MALDI-TOF-TOF coincidieron con los esperados de
la digestidn triptica de B-LG. No se observd la presencia de péptidos contaminantes.
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Figura 3.3.1. Purificacion y analisis de B-LG. A: Sueros de leche de vacas de tres genotipos

diferentes (homocigota para el alelo A, heterocigota u homocigota para el alelo B) fueron

resueltos en PAGE no desnaturalizante. Se pueden observar las diferencias en la movilidad

electroforética de las dos variantes de B-LG. B: B-LG purificada fue resuelta en SDS-PAGE 15 /

y tefiida con plata o transferida y sometido a western blot para analizar pureza e identidad

respectivamente. C y D: B-LG purificada fue corrida en Tris-tricina SDS-PAGE 16,5 / o0 en

cromatografia analitica de tamiz molecular para verificar

contaminantes.

la ausencia de péptidos
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Una vez asegurada la identidad y pureza de B-LG se procedié a evaluar su
posible actividad antimicrobiana. Para esto se utilizaron 4 aislamientos de Staph.
aureus, E. coliy Strep. uberis aislados de cuartos mamario subclinicamente infectados.
Dado que la actividad antimicrobiana de LF sobre algunos de estos microorganismos ya
habia sido probada en el apartado 3.1 de esta tesis, esta proteina fue incluida como
control positivo de inhibicion del crecimiento. En la figura 3.3.2 pueden observarse los
resultados de estos ensayos. La B-LG inhibid el crecimiento de Staph. aureus a niveles
comparables con LF. Con respecto a las otras dos especies evaluadas, B-LG y LF
parecen tener actividades complementarias. Strep. uberis resultd sensible a B-LG pero
no a LF mientras que E. coli fue resistente a B-LG pero sensible a LF. Se observd cierto
grado de variabilidad en la sensibilidad a las proteinas ensayadas entre distintos

aislamientos de una misma especie

Staph. aureus E coli Strep. uberis
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Figura 3.3.2. Actividad de inhibicion de crecimiento de B-LG contra bacterias
causantes de mastitis. Cuatro aislamientos locales de Staphylococcus aureus, Escherichia coli'y
Streptococcus uberis fueron cultivados en presencia de 2 mg/mL de B-LG, de 2 mg/mL de LF o
condiciones control. La cantidad de bacterias viables fue determinada por recuento en placa
luego de 6 h de incubacidn. Las columnas representan la media *+ EEM de los cuatro

aislamientos ensayados en triplicado. ***p < 0,001.

La actividad inhibitoria de B-LG sobre Staph. aureus y Strep. uberis mostrd un

patron concentraciéon dependiente presentando una pendiente significativamente

86



distinta de 0 (p < 0,001) para la relacién log-UFC/mL vs. concentracién de B-LG (figura
3.3.3).

Staph. aureus Strep. ubens
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Figura 3.3.3. Actividad concentracion dependiente de B-LG. Cuatro aislamientos de
Staphylococcus aureus y Streptococcus uberis fueron cultivados con concentraciones variables
de B-LG. La cantidad de bacterias viables fue determinada por recuento en placa luego de 6 h
de incubacidn. Las columnas representan la media = EEM de los cuatro aislamientos ensayados

en triplicado.

Para descartar la posibilidad de que el efecto antimicrobiano observado se
deba en realidad a pequefios péptidos resultantes de la degradacién de B-LG, la
proteina purificada en este trabajo fue resuelta en Tris-tricina SDS-PAGE 16,5 / . Se
observé una Unica banda de un peso molecular acorde al esperado y ausencia de
bandas de pesos menores. Esta ausencia de péptidos de degradacion fue confirmada

por cromatografia analitica de tamiz molecular (figura 3.3.1. Cy D).

Se ha mencionado que existen numerosas variantes genéticas de B-LG entre las
gue B-LG B y B-LG A son las mas frecuentes (ver apartado 1.11 en introduccién). Dado
gue se habia probado que B-LG B presenta actividad antimicrobiana se decidié analizar
si B-LG A muestra un comportamiento similar. Para esto se purifico B-LG de leche de

vacas cuyo genotipo es B-LG AA mediante un procedimiento idéntico al utilizado
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previamente para B-LG B. La actividad antimicrobiana de la proteina obtenida fue
comparada con la de B-LG B. En la figura 3.3.4 se muestra que B-LG A también posee
actividad antimicrobiana, y que ésta es leve pero significativamente mayor a la de B-LG

B.

Staph. aureus Strep. uberis
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Figura 3.3.4. Actividad antimicrobiana de distintas variantes genéticas de B-LG.
Cuatro aislamientos de Staphylococcus aureus y Streptococcus uberis fueron cultivados en
presencia de 2 mg/mL de B-LG aisladas de vacas AA (B-LG A) o vacas BB (B-LG B). El nimero de
bacterias viables fue determinado por recuento en placa luego de 6 h de incubacidn. Las
columnas representan la media + EEM de los cuatro aislamientos ensayados en triplicado.

Letras distintas representan diferencias significativas (p < 0,001).

En la figura 3.3.2 se demostré6 que B-LG y LF poseen actividades
complementarias contra Strep. uberis y E. coli y que ambas son capaces de inhibir el
crecimiento de Staph. aureus. Se decidié entonces analizar la capacidad de B-LG y LF
de actuar en conjunto contra Staph. aureus. Para esto se co-incubaron ambas
proteinas con Staph. aureus. Dado que es posible que una accion combinada de B-LG y
LF se produzca realmente in vivo, en este ensayo se utilizaron concentraciones
fisioldgicas de ambas proteinas. En la figura 3.3.5 se observa que el agregado de LF

produjo un incremento significativo en la capacidad inhibitoria de B-LG A contra Staph.
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aureus indicando un efecto aditivo de estas proteinas sobre el crecimiento de esta

bacteria.
Staph. aureus
g4
8
a
2 e b
o 7 H
L
2 6
b= c
= ==
54
4‘ T
B-LGA(3mg/mL) =~ - +
LF{0.1 mg/mL) - 3 - +

Figura 3.3.5. Actividad de B-LG en conjunto con LF. Cuatro aislamientos de
Staphylococcus aureus fueron cultivados en presencia de 3 mg/mL de B-LG; 0,1 mg/mL de LF;
ambas proteinas en las mencionadas concentraciones; o en condiciones control. El nimero de
bacterias viables fue determinado por recuento en placa luego de 6 h de incubacidn. Las
columnas representan la media + EEM de los cuatro aislamientos ensayados en triplicado.

Letras distintas representan diferencias significativas (p<0,001).
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3.4. Anadlisis de la potencial aplicacion biotecnoldgica de péptidos

derivados de lactoferrina

En los apartados anteriores de los resultados de esta tesis se demostrd la
importancia de la LF en la inmunidad de la gldndula mamaria bovina, tanto en vacas

pluriparas como de primera lactancia.

Desde su descubrimiento y aislamiento el numero de propiedades descriptas
para la LF ha venido en constante aumento. Practicamente desde un principio, cada
hallazgo ha sido acompafiado de su propia proyeccién biotecnolégica (Tomita et al.
2009). Numerosos autores han propuesto el uso de LF como herramienta de
prevencion y tratamiento de la mastitis bovina (Kutila et al. 2004; Liu et al. 2005;
Komine et al. 2006; Petitclerc et al. 2007). Sin embargo existen algunos problemas
relacionados con esta aplicacién. La actividad biolégica especifica de la LF sobre
algunas bacterias es relativamente baja. En muchos casos, la presencia de Fe™"
(Nonnecke & Smith 1984) impide por completo esta actividad, limitando su relevancia
en algunos fluidos bioldgicos, sobre todo en aquellos donde existen altas
concentraciones de citrato (Bishop et al. 1976). Sin embargo, hay mas en le LF que la LF
misma y, como ya se ha indicado antes, se ha reportado que es posible obtener, por
digestion quimica o enzimatica, péptidos derivados de LF con una actividad
antimicrobiana incrementada y aparentemente independiente de Fe™ (Saito et al.

1991; Tomita et al. 1991; Tomita et al. 2002). Estas dos propiedades convierten a estos

péptidos en candidatos con muy buena proyeccién biotecnolégica.

En relacion a lo antes mencionado el objetivo del presente apartado de esta
tesis es generar péptidos derivados de LF, caracterizar su actividad y analizar su
potencial uso tecnoldgico para incrementar la resistencia del ganado lechero a la

mastitis bovina.
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3.4.1. Generacion y caracterizacion de péptidos de lactoferrina con actividad

antimicrobiana aumentada.

Utilizando la técnica de purificaciéon en batch desarrollada durante este trabajo
se aislé LF de muestras de leche bovina. Una vez verificada su pureza por SDS-PAGE,
western blot y ensayos enzimaticos (ver materiales y métodos y figura 3.1.1), la
preparacion de LF fue liofilizada y resuspendida para ser luego digerida con pepsina a
pH 3,0 (ver materiales y métodos). La actividad antimicrobiana del digerido obtenido
fue evaluada en Staph. aureus y E. coli. Estos patégenos fueron seleccionados por ser
Staph. aureus uno de los principales agentes causantes de mastitis en Argentina
(Calvinho & Tirante 2005), y otros paises en vias de desarrollo y E. coli por ser un
patdégeno emergente de gran importancia en aquellos sistemas de ordene que han
implementado sistemas de control para patégenos contagiosos. Ademds, de esta
forma se contaba con representantes Gram positivos y Gram negativos, contagiosos y

ambientales.

La efectividad de la digestién de LF fue evaluada por SDS-PAGE (figura 3.4.1. A).
El digerido obtenido mostrd una actividad antimicrobiana contra E. coli y Staph. aureus

superior a la de la proteina intacta (figura 3.4.1 B).
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Figura 3.4.1. Actividad antimicrobiana de un digerido de LF con pepsina. A:
Lactoferrina obtenida en este estudio fue digeridas con pepsina y resuelta en Tris-tricina SDS-
PAGE 16,5/ . B: Actividad del digerido o LF intacta contra Staphylococcus aureus y Escherichia

coli.

Con el objetivo de evaluar en mayor detalle la actividad de este digerido, el
mismo fue fraccionado por peso molecular. Para esto se utilizé una técnica de didlisis
doble (ver detalles en materiales y métodos) que consistid en introducir el digerido
completo de LF en una bolsa de didlisis de 12.000 Da de punto de corte y colocar a su
vez esta bolsa en el interior de otra bolsa de didlisis con punto de corte de 3.500 Da.
Este arreglo de doble membrana fue dializado exhaustivamente contra agua luego de
lo cual se recuperaron las fracciones de dentro de la bolsa interior (fraccion interior) y
de la bolsa exterior (fraccion exterior). Se esperaba que la composicién de la fraccién

interior sea similar a la del digerido total con un enriquecimiento en péptidos mayores
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a 12.000 Da. Por otra parte, en la fraccidon exterior se esperaba la presencia de
péptidos menores de 12.000 Da. Estas suposiciones fueron confirmadas resolviendo
ambas fracciones en Tris-tricina SDS-PAGE (figura 3.4.2 A). Nos preguntamos entonces
si era posible mediante esta técnica disecar la actividad de LF contra distintos
patdégenos. Para esto, se evalud la actividad antimicrobiana de las fracciones
obtenidas. En la figura 3.4.2 B se muestra que la fraccién exterior, que esta enriquecida
en péptidos pequenos, presenta actividad antimicrobiana contra Staph. aureus pero
no contra E. coli. Por otro lado, la fraccion interior presenta actividad contra E. coli y
Staph. aureus. Estos resultados sugieren que la funcion de LF contra distintos

patégenos podria estar localizada en distintos dominios de la molécula.
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Figura 3.4.2. Actividad de dos fracciones del digerido de LF con pepsina separadas
por peso molecular mediante dialisis doble. A: El digerido de LF separado por didlisis doble
fue resuelto en Tris-tricina SDS-PAGE 16,5 / . B: Una unidad de absorbancia,gy,m (ua) de cada
fraccion fue incubada con Staphylococcus aureus y Escherichia coli para evaluar su potencial

actividad antimicrobiana.
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Con el objetivo de continuar con la caracterizacién de las fracciones obtenidas
por didlisis doble, las mismas fueron sometidas a cromatografia de tamiz molecular y
cromatografia de intercambio catidnico (figura 3.4.3). El primer ensayo permitio
determinar que la proporcién de péptidos catidnicos en la fraccidn interior era mayor
gue en la exterior. Por otro, lado la resolucidon en cromatografia de tamiz molecular
mostré que ambas fracciones eran complejas en cuanto a su composicidn peptidica, lo
gue volvia virtualmente imposible el aislamiento de los péptidos responsable de las

funciones observadas.

Fraccioninterior Fraccionexterior

Intercambio
cationico

- INNSCI IM NaCl
_jj {C‘,SL’?\)C. ‘—_J—__—J—_ |z.:.‘5-‘; Nl

Tamiz
molecular

Figura 3.4.3. Caracterizacion del digerido de lactoferrina. Andlisis de la composicion
de la fraccion interior y exterior del digerido de LF mediante cromatografia de intercambio

catidnico y cromatografia analitica de tamiz molecular.

Como una estrategia alternativa y teniendo en cuenta trabajos previos que
indican que muchos péptidos antimicrobianos son de naturaleza catiénica (Hancock &
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Diamond 2000), se fraccioné el digerido total de pepsina mediante una columna de
intercambio catidnico eluida en 3 pasos de fuerza idnica a pH 7,0. De esta manera se
esperaba obtener una fraccién de péptidos neutros o anidnicos, que no interaccionan
con la columna y aparecen en el percolado; péptidos levemente catidnicos a pH 7,0
que eluyen con baja fuerza idnica (0,5 M NaCl) y péptidos altamente catiénicos a pH

7,0 que sdlo eluyen al lavar la columna con 1 M NaCl (figura 3.4.4).
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Figura 3.4.4. Fraccionamiento de péptidos por cromatografia de intercambio
catidnico. A: el digerido de LF fue corrido en una columna preparativa de intercambio
cationico eluido en pasos de 0,5 M y 1 M NaCl. B: resolucidn de las fracciones en Tris-tricina

SDS-PAGE 16,5/ .

Las fracciones obtenidas por cromatografia de intercambio catiénico fueron
posteriormente evaluadas en funcién de su capacidad de inhibir el crecimiento de
Staph. aureus y E. coli de manera similar a lo realizado con las fracciones “interior” y
“exterior”. En la figura 3.4.5 se muestra que la fraccién Il que corresponde a péptidos
catidnicos es capaz de inhibir a Staph. aureus y a E. coli aunque este ultimo

microorganismos parece levemente menos sensible.

95



E. coli Staph. aureus
0.8 0.5+ 2 B
-4 fraccion | 0065 ua/ml —&— fraccion | 0,065 uaiml
0.6 8- fraccién Il 0065 ua/ml 044 mﬁ - fraceidn Il 0.065 walml
—r— I
E 4 fraccién Il 0.065 ualmL & o & faccion il 0.065 va/ml
= 4 I 8- control
s 04+ -5 Control é »
02- i /
O ] f{
&2 j 014
iK1 e T | 0.0 e |
1] 5 10 15 0 5 10 15
Tiempo, h Tiempo, h

Figura 3.4.5. Actividad antimicrobiana de fracciones de cromatografia de intercambio
cationico del digerido de lactoferrina. Las tres fracciones obtenidas fueron incubadas con

Staphylococcus aureus (A) o Escherichia coli (B).

Es interesante el hecho de que los péptidos presentes en la fraccién | que no
interactlan con la columna presentan actividad contra Staph. aureus pero no contra E.
coli. También es curiosa, la observacion de que el lisado completo de LF presenta
mayor actividad contra E. coli que contra Staph. aureus. Tomados en conjunto, estos
resultados sugieren que mas de un dominio de la molécula de LF es requerido para

inhibir a E. coli.

Dado que la fraccidén lll presentaba actividad contra Staph. aureus y E. coli, se
decidié continuar con la caracterizacion de esta fraccion con el objetivo de estudiar su
potencial aplicacidon biotecnoldgica. En primer lugar se estudié la complejidad de la
fraccién lll. Para esto, la misma fue resuelta por cromatografia analitica de tamiz
molecular donde se observd la presencia de un Unico pico (figura 3.4.6 B). Al correr
esta muestra en Tris-tricina SDS-PAGE 16,5/ se observé la presencia de una banda de
peso molecular entre 8 y 10 kDa. Sin embargo, la misma muestra corrida en Bis-Tris-
Mes-PAGE arrojo una banda de peso molecular de entre 5 y 8 kDa (figura 3.4.6 A). Por

otro lado, la resolucién de la fraccidn lll en cromatografia de tamiz molecular muestra
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un pico de peso molecular menor al de insulina reducida que es de 3,4 kDa (figura

3.4.6 B).

A B
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Figura 3.4.6. Caracterizacion de la fraccidn Ill de intercambio catidnico. A: la fraccion
Il (Fr 11l) obtenida por cromatografia preparativa de intercambio catiénico de un digerido de LF
fue resuelta en Tris-tricina SDS-PAGE 16,5/ y Bis-Tris-MES-SDS-PAGE para evitar la formacién
de aductos. B: la misma fraccidn fue corrida en cromatografia analitica tamiz molecular junto

con insulina reducida como referencia de peso molecular.

Dado que LF se encuentra naturalmente tetra o pentaglicosilada se procedié a
estudiar si la fraccién Il poseia este tipo de modificacidon postraduccional. Para esto, la
fraccion 1l fue sometida a un lectinografia (figura 3.4.7 A) y corrida en Bis-Tris-MES-
SDS-PAGE revelado con el kit de deteccién de glicosilacion Pro-Q® Emerald (Invitrogen)
(figura 3.4.7 B). Ninguna de las dos metodologias revelé la presencia de residuos

azUcar en la fraccion .
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Figura 3.4.7. Andlisis de posible glicosilacion de la fracciéon Illl. A: andlisis por

lectinografia de la fraccién IIl. BSL (lectina de Bandeiraea simplicifolia), ConA (concanavalina A),
PSA (aglutinina de Pisum sativum), PNA (aglutinina de mani), DBA (aglutinina de Dolichos
biflorus), RCA (aglutinina de Ricinus cuminis), WGA (aglutinina de germen de trigo), PHA-E
(eritroaglutinina de Phaceolus vulgaris), SBA (aglutinina de poroto de soja), LCA (aglutinina de
Lens culinaris). La primera y segunda calle representan respectivamente el control sin antigeno
y sin lectinas. B: analisis de la fraccion Ill mediante Bis-Tris-Mes SDS-PAGE y el kit Pro-Q®
Emerald. En la calle 1 se corrieron LF y a-lactalbimina como controles positivos. M: Marcador

de peso molecular.

Aparentemente, la fraccidn Ill que posee actividad contra E. coli y Staph. aureus
estd compuesta por uno o mas péptidos de naturaleza catidnica que no estan
glicosilados. Sin embargo se produjeron discrepancias en cuanto al peso molecular
estimado para el o los péptidos de esta fraccion. Con el objetivo de dirimir esta
cuestiéon y teniendo en cuenta que la fraccién lll estaba compuesta por uno o muy
pocos péptidos, se realizd un analisis de espectrometria de masa y secuenciacién
amino terminal. Este analisis fue llevado a cabo por el Laboratorio Nacional de
Investigacion y Servicios en Péptidos y Proteinas (LANAIS-Pro), (Buenos Aires,
Argentina). El analisis de espectrometria de masa de la fraccidn Il indico que ésta
estaba compuesta por dos péptidos de peso molecular 3122,9 y 3194,5 Da. lLa

secuenciacion amino terminal determind que la secuencia de estos péptidos es
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FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF difiriendo en una Ala en el amino terminal que

justifica la diferencia de pesos moleculares.

El andlisis de las bases de datos determind que la secuencia hallada
correspondia al péptido LFcin reportado en 1991 por Tomita et al.. Pese a que este
péptido ya estaba descripto en la literatura se decidié explorar su potencial utilizacidn
biotecnoldgica para mejorar la resistencia del ganado bovino a infecciones

intramamarias.

En primer lugar se explordé en mayor profundidad la actividad antimicrobiana
de la fraccién Il sobre Staph. aureus y E. coli. En la figura 3.4.8 se muestra que la
cinética de inhibicion de la fraccién Il es muy similar en ambas bacterias mostrando
una fuerte actividad bactericida inicial. Esta actividad fue distinta de la observada para

concentraciones equimolares de LF.
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Figura 3.4.8. Actividad antimicrobiana de lactoferricina y lactoferrina. A y B: la

fraccién Il (LFcin) obtenida en este estudio fue incubada con Staph. aureus y E. coli. Cy D
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efecto de LF en condiciones similares. La flecha gris indica el momento donde se agregd el

péptido o la proteina correspondientes.

En trabajos anteriores se ha reportado la expresidon recombinante de LF en
bovinos. Sin embargo estos animales no presentaban resistencia aumentada a la
infeccidn experimental con E. coli (Hyvonen et al. 2006), aunque si contra un patégeno
menor como Streptococcus chromogenes. En consecuencia, se decidid analizar la
expresion recombinante del péptido de la fraccién Il (LFcin) en células eucariotas ya

que éste presenta mayor actividad antimicrobiana que la LF intacta.

La expresidon recombinante de LFcin presenta desafios particulares dado su
pequefio tamaio (25 aa) y su caracter altamente catidonico (PI= 11,84). Dadas estas
particularidades, se decidid evaluar la expresién de LFcin como proteina de fusion. En
virtud de los hallazgos reportados en el apartado 3.3 de este trabajo de tesis, que
mostraron que B-LG presentaba actividad contra patdgenos causantes de mastitis, se
optd por esta proteina como segundo componente de la proteina de fusién con LFcin.
En la figura 3.4.9 se muestra el esquema del gen de fusidon disefnando, que fue
denominado g7. El mismo consiste en la secuencia completa de B-LG (incluyendo su
péptido sefal), ligada a la secuencia de 25 aminodcidos de LFcin a través de una
secuencia de reconocimiento de enteroquinasa (figura 3.4.9, recuadro). El gen
sintético correspondiente a esta proteina quimérica fue encargado a la compaiiia
GenScript en el plasmido pUC-57 y reclonado en el plasmido de expresién eucariota

pCX-EGFP (figura 3.4.9).
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Figura 3.4.9. Esquema de la construccion del vector pCXQ para expresar la proteina
quimérica Q7. El gen de fusién g7 generado sintéticamente fue subclonado desde el vector
pUCQ7 al vector pCXEGFP para dar lugar al vector pCXQ7. El vector pCX-EGFP cortado con
EcoRl fue religado y utilizado como control negativo. En el recuadro se muestra el esquema del
gen quimérico g7 que contiene el segmento de B-LG incluyendo su péptido sefial, un sitio de
reconocimiento para la enzima enteroquinasa y la secuencia correspondiente a los 25 aa del

péptido LFcin.

El vector obtenido (pCXQ7) fue utilizado en experimentos de transfeccion
estable en células CHO. La expresion de la proteina Q7 fue evaluada en las células en
cultivo por inmunofluorescencia (figura 3.4.10 A) y en los correspondientes
sobrenadantes por western blot (figura 3.4.10 B). En ambos casos se utilizaron
anticuerpos especificos contra B-LG. Se observé que el gen de fusidn se expresé dando
una proteina de peso molecular de aproximadamente 23 kDa en concordancia con la
presencia de B-LG, mas LFcin y el sitio de enteroquinasa. En la figura 3.4.10 C se
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muestra que estos sobrenadantes presentaron actividad antimicrobiana contra Staph.
aureus lo que indicaba que las células transfectadas eran capaces de expresar la

proteina quimérica Q7 funcional.
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Figura 3.4.10. Andlisis de la expresion de la proteina quimérica Q7. A: analisis por
inmunofluorescencia de la expresidn de la proteina Q7 en células CHO transfectadas con el
vector pCXQ7 y con el vector pCX vacio. B: analisis por western blot de la expresiéon de Q7 en
los sobrenadantes de cultivo de células CHO establemente transfectadas con el vector pCXQ?7.

C: actividad antimicrobiana de los sobrenadante analizados en B; la flecha indica el momento

de la adicion del sobrenadante.

Por ultimo, se evalud la actividad de Q7 purificado contra distintos patégenos
causantes de mastitis. Estos ensayos perseguian la idea de evaluar la actividad
especifica de Q7 y compararla con la de LFcin y B-LG. La purificacién de Q7 se realizé
en dos pasos mediante cromatografia de afinidad con anticuerpos anti B-LG seguido de
cromatografia de tamiz molecular (figura 3.4.11 A). La pureza de la proteina obtenida

fue evaluada mediante SDS-PAGE tefido con plata (figura 3.4.11 B).

En la figura 3.4.11 C se observa que la proteina Q7 fue capaz de inhibir el

crecimiento de Staph. aureus y Strep. uberis con una actividad especifica comparable a
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la de LFcin. Sin embargo Q7 no presentd actividad contra E. coli y Staph. sciuri (una
bacteria del grupo ECN). Es interesante el hecho de que estos dos microorganismos
resultaron sensible a LFcin y resistente a B-LG. Estos ensayos sugieren que la potencia
inhibitoria de esta construccién estd determinada por el segmento LFcin pero la

especificidad depende de la regiéon amino terminal B-LG.
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Figura 3.4.11 Purificacion y analisis de la actividad de la proteina Q7. A: perfil de
elucion en cromatografia de tamiz molecular de sobrenadantes y lisados de células CHO
establemente transfectadas con el vector pCXQ7 luego de haber pasado por cromatografia de
afinidad. B: andlisis de la pureza del pico obtenido en A mediante SDS-PAGE teiiido con plata.
C: analisis de la actividad antimicrobiana de la proteina Q7 contra distintas bacterias causantes
de mastitis. Cada microorganismo fue incubado con 10 uM de la proteina quimérica Q7, LFcin,
B-LG o en condiciones control. Cada microorganismo fue evaluado por triplicado. Las barras

representan la media + EEM.***p<0,001.
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Discusion

El propdsito general de este trabajo de tesis fue estudiar la relevancia de LF y
otros elementos solubles en la inmunidad de la glandula mamaria bovina contra
infecciones bacterianas, asi como también analizar la potencial aplicacion de estos

factores en el diagndstico y tratamiento de la mastitis bovina.

La seccidn de resultados fue organizada en 4 apartados. En el primero de ellos,
se realizé un estudio inicial de los cambios en los niveles de LF al producirse una
infeccion clinica o al hallarse la presencia de microorganismos patdogenos en la
glandula mamaria. El segundo apartado constituyé una extensién del primero y en él
se estudiaron en mayor profundidad las variables que afectan la concentracién de LF
en un cuarto mamario, a la vez que se analizé el potencial uso de esta proteina como
elemento diagndstico y predictivo de la ocurrencia de mastitis. Los resultados de este
segundo apartado complementan algunos de los resultados del primero y a la vez
permiten una reinterpretacion de los mismos. En el tercer apartado se describié una
actividad antimicrobiana de B-LG nativa no reportada hasta la fecha. Por ultimo, en el
cuarto apartado de resultados se estudiod la potencial aplicacién biotecnolégica de los

hallazgos reportados en los apartados 1, 2 y 3.

4.1. Relacion entre la respuesta de lactoferrina a la infeccion y la

sensibilidad a lactoferrina por parte de patogenos causantes de mastitis

La mastitis bovina es una enfermedad tipicamente multifactorial. La
probabilidad de que ocurra una infeccidn, asi como la magnitud y la duracion de la
misma, estdn fuertemente determinadas por el animal que se infecta, la bacteria
invasora y el medio ambiente en que ambos se encuentran (Dingwell et al. 2004;
Elbers et al. 1998; Zadoks et al. 2001b). Como consecuencia de esto, existen marcadas
diferencias geograficas en parametros como la prevalencia, la etiologia, la
estacionalidad y el tipo de mastitis observadas. Estas diferencias ponen de manifiesto

la necesidad de abordar el problema de la mastitis bovina desde un enfoque regional.
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Los hallazgos que se presentan en el primer apartado de resultados de esta
tesis (apartado 3.1.), muestran una asociacion entre el aislamiento de
microorganismos causantes de mastitis y la concentracion de LF en esa misma
muestra. Esto fue observado en cuartos mamarios que no presentaban signos
evidentes de infeccién, lo cual indica que infecciones que no son clinicas pueden
inducir cambios en la concentracién de LF. Resultados similares han sido reportados
por otros autores (Hagiwara et al. 2003). Ademas de LF, otras proteinas como lisozima
(Schmitz et al. 2004), defensinas (Goldammer et al. 2004), éxido nitrico sintasa
inducible (Schmitz et al. 2004) y proteinas de fase aguda como haptoglobina (Eckersall
et al. 2006) se han visto también aumentadas en infecciones clinicas y subclinicas de la
gldndula mamaria. Es conocido que distintos organismos patdégenos despliegan
diferentes estrategias de infeccidén e inducen en consecuencia respuestas disimiles por
parte de la glandula mamaria bovina (Bannerman et al. 2004; Wellnitz & Kerr 2004). En
el presente trabajo se demostrd que Strep. uberis es el principal responsable de la
diferencia en la concentracién de LF entre cuartos positivos y negativos para
aislamiento microbiano. La infeccidén clinica produjo un incremento mayor que la
presencia de microorganismos patdgenos sin signos clinicos, lo que es consistente con
la idea de que la LF es parte de la reaccién inflamatoria e inmune de la glandula
mamaria bovina. Esta observacién coincide con reportes previos de otros autores
(Kawai et al. 1999; Harmon et al. 1975). En estos cuartos se observé también un aporte
significativo de las infecciones con Strep. uberis al incremento en la concentracién de
LF. El hecho de que Strep. uberis esté asociado a altos niveles de LF tanto en
infecciones clinicas como no clinicas es de alguna manera consistente con la clasica
determinacién de patégeno mayor y ambiental que ha recibido este microorganismos

(ver apartado 1.3 y figura 1.4 en introduccidn).

Es interesante el hecho de que los cuartos clinicamente infectados que
resultaron negativos para aislamiento microbiano presentaron altas concentraciones
de LF. Estas infecciones podrian atribuirse a bacterias coliformes. Dichos
microorganismos pueden desencadenar signos clinicos con cargas bacterianas muy
reducidos, posiblemente mediados por la accién del LPS liberado al lisarse estas

bacterias. Esta lisis explicaria al mismo tiempo la presencia de signos clinicos vy la
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ausencia de aislamiento microbiano (Hogan & Larry 2003). Algunos estudios previos
sefialan que el 30 / de los casos clinicos no resultan positivos en el aislamiento de
microorganismos patogenos (Gianneechini et al. 2002; Hoe & Ruegg 2005) y muchos

de estos casos han sido atribuidos a bacterias coliformes.

Aparentemente, la glandula mamaria bovina es capaz de responder a la
infeccion bacteriana mediante la secrecion de LF. Se han descripto dos fuentes
principales para esta proteina: los granulos secundarios de los neutréfilos que ingresan
a la glandula mamaria durante la infeccidon (Paape et al. 2002); y la secrecion del
epitelio glandular inducida por la entrada de patégenos y por la reaccion inflamatoria
general (Molenaar et al. 1996; Griesbeck-Zilch et al. 2008). En el presente trabajo se
demostrd que la interaccion con Strep. uberis es de por si capaz de inducir la sintesis
de LF in vitro, lo que indica que es posible una reaccién directa del epitelio de la
gldndula mamaria a la interaccion con bacterias. Harmond et al. (1980) demostraron
que el incremento de LF durante una infeccion estd mediado principalmente por el
aumento de la secrecion por células epiteliales. Por otro lado, Wellnits et al. (2004),
hallaron, en sistemas de infeccion in vitro, que es posible inducir la sintesis de LF al
tratar con Staph. aureus o LPS. Sin embargo, este es el primer trabajo en reportar una

induccion directa de la secrecién de LF mediada por Strep. uberis.

Las diferencias en la respuesta asociada a LF disparada por distintos patdgenos
podria llevar a especular que, de existir una relacién causa efecto entre el agente
patégeno y LF, aquellos microorganismos asociados a mayores niveles de LF deberian
ser mas resistentes a la accién antimicrobiana de esta proteina. En otras palabras, los
microorganismos deberian estar adaptados al nicho ecoldgico que ellos mismos estan
contribuyendo a generar. Esta hipétesis fue confirmada al demostrar que Strep. uberis
resulté resistente a la accién antimicrobiana de LF mientras que Staph. aureus y E. coli
resultaron sensibles. El hecho de ser resistente a LF y de producir un aumento de esta
proteina podria estar confiriéndole a Strep. uberis una ventaja adaptativa sobre otros
microorganismos sensibles a esta proteina. En concordancia con esta idea, estudios
previos han demostrado que LF puede contribuir a la adherencia e internalizacién de

Strep. uberis al epitelio de la glandula mamaria bovina (Fang et al. 2000).
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Los resultados mostrados en el primer apartado de los resultados de esta tesis
sugieren que distintos patégenos inducen distintas respuestas de LF y que,
aparentemente, esta respuesta diferencial estd asociada a distintas sensibilidades a

esta proteina.

4.2. Lactoferrina y mastitis bovina en vacas de primera lactancia

Independientemente de los hallazgos mencionados, queda claro que la
respuesta de la glandula mamaria a la infecciéon es un proceso complejo que puede
depender de multiples factores ademas del patégeno involucrado. Entre ellos deberia
considerarse, por ejemplo, el momento de la lactancia en el que ocurre la infeccién y la
historia sanitaria del animal involucrado. En consecuencia, en el apartado 3.2 se buscé

ampliar y profundizar estos resultados.

En este trabajo se encontré que un porcentaje importante de los cuartos
positivos para aislamiento microbiano no registren un incremento de la concentracion
de las células somaticas por encima de 200.000. Numerosos factores pueden explicar
esta observacion. En primer lugar, algunas especies bacterianas pueden estar
asociadas a respuestas inmunes menores. En segundo lugar, es posible que en los
primeros dias post parto, la migracion de neutréfilos del torrente sanguineo esté de
alguna manera impedida y las infecciones ocurridas en este periodo no se traduzcan en
grandes incrementos en el RCS. De hecho, en este trabajo se observa que la mayoria
de las infecciones latentes ocurren durante el periparto. A su vez es necesario tener en
cuenta que el punto de corte elegido para este estudio, si bien es recomendado por
otros autores (Schukken et al. 2003; Pyorala 2003) tiene cierto grado de arbitrariedad.
Otros puntos de corte, también propuesto, como 50.000 o 100.000 células somaticas
por mililitro (Schukken et al. 2003), reducirian fuertemente el porcentaje de

infecciones latentes registradas en este estudio.

Un 60 / de las infecciones observadas en el apartado 3.2 de esta tesis no
estuvo asociado a aislamientos microbiolégicos positivos. Como se ha mencionado

anteriormente, otros autores han reportado que un alto porcentaje de cuartos
108



Discusion

clinicamente infectados resultan negativos para aislamiento microbiano (Hoe & Ruegg
2005; Gianneechini et al. 2002) y de hecho una observacion similar se describe en el
apartado 3.1 de esta tesis. Sin embargo, resulta interesante que esto se observe en
cuartos que no presentan signos evidentes de infeccidn, aunque las razones sean
probablemente las mismas que para las infecciones clinicas microbiolégicamente
negativas. De cualquier manera, es necesario mencionar que de haberse tomando sélo
un criterio microbiolégico para determinar el estatus sanitario, la mayoria de los
cuartos infectados habrian sido considerados como sanos. Este resultado pone de
manifiesto en primer lugar la dificultad que reviste el diagndstico sensible de la
mastitis y en segundo lugar la importancia de utilizar criterios multiples de clasificacion
para la correcta evaluacion del estatus sanitario de la gldndula mamaria. En el
apartado 3.1 de esta tesis no se contaba con informacidn relativa al RCS de los cuartos
analizados por lo que probablemente un nimero importante de cuartos infectados

haya sido tabulado como sano.

La distribucién de cuartos infectados a lo largo de la lactancia muestra una
mayor prevalencia en los primeros dias posparto, prevalencia que desciende
gradualmente durante toda la lactancia. Este patrén de comportamiento ha sido
observado por otros autores tanto en vacas como en vaquillonas (Calvinho et al. 2007;
Matthews et al. 1992; Zadoks et al. 2001b). En los primeros dias posparto, las
funciones del sistema inmune mamario aparecen impedidas (Mallard et al. 1998). Esto
parece estar asociado con el estrés (Burton et al. 2005) y el desbalance energético (van
Knegsel et al. 2007) propio de este periodo. Por otro lado, numerosos estudios
sugieren que estas infecciones podrian ser contraidas durante el preparto para hacerse
manifiestas poco después de comenzada la lactancia (Fox 2009; Calvinho et al. 2007).
Al analizar por separado cada uno de los tipos de infeccion, se encontré que la mayor
diferencia a lo largo de la lactancia se registra para los cuartos con infeccidn latente
cuya prevalencia desciende abruptamente luego de los 40 dias de lactancia. Esta
diferencia puede deberse al impedimento inmunolégico de la mama durante el
periparto lo que justificaria la entrada de microorganismos patdgenos sin que se
monte una respuesta inmune. Por otro lado, los casos de infeccion inespecifica

permanecen relativamente constantes hasta los 160 dias posparto. Este resultado
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vuelve evidenciar las diferencias existentes cuando se consideran los cuartos con
aislamiento microbioldgico o con altos niveles de RCS. Un resultado similar se obtuvo
al estudiar la frecuencia de casos clinicos en funcién de los dias en lactancia, donde la
prevalencia se mantuvo constante hasta los 120 dias. Otros autores han demostrado
una mayor prevalencia de infecciones clinicas en los primeros semanas de lactancia
(Fox 2009). Al igual que para las vacas pluriparas analizados en el apartado 3.1, un alto
porcentaje (86 /) de los casos clinicos registrados no estuvo asociado a aislamientos

microbioldgicos positivos.

El grupo ECN fue el patdégeno mas representado en este estudio. Este resultado
es consistente con otros trabajos que muestran la alta prevalencia de este grupo de
microorganismo en vacas primiparas (Rajala-Schultz et al. 2004; Fox 2009; De Vliegher
et al. 2009). Los ECN estdn recibiendo creciente atencidn por ser los patégenos mas
frecuentemente aislado en tambos con buenas condiciones sanitarias o vacas de
primera paricion y por inducir incrementos en el RCS (Schukken et al. 2009; Pyorala &
Taponen 2009; Taponen & Pyorala 2009). Sin embargo, otros autores han mostrado
que la presencia de ECN estd asociada con una mayor produccién lechera (Piepers et

al. 2010).

En este trabajo se muestra que el incremento de LF producto de la infeccidn
intramamaria es mayor en las primeras semanas de lactancia que en etapas
posteriores. Una mayor reaccion inflamatoria a la infeccidn por coliformes durante los
primeros dias de lactancia ha sido reportada por otros autores (Shuster et al. 1996).
Lehtolainen et al. (2003), por otro lado, reportaron resultados similares con desafios
realizados por inyeccion intramamaria de LPS. Sin embargo, el incremento de LF en
estos ensayos fue menor en el periparto que en la lactancia tardia (Hyvonen et al.
2010), lo cual es opuesto a los hallazgos de la presente tesis. En el presente trabajo,
ademads, la alta frecuencia de cuartos positivos para infecciones latentes en los
primeros dias de lactancia sugiere que la respuesta inflamatoria a la infeccidén es de
hecho menor durante el periparto. Muchos factores pueden explicar esta discrepancia,
aunque lo mas probable es que ésta se deba al tipo de infeccidn analizada. Mientras

gue en los trabajos de Lehtolainen et al. e Hyvonen et al. se utilizaron desafios
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experimentales con altas dosis de LPS, en el apartado 3.2 de esta tesis se estudiaron
infecciones naturales, muchas de las cuales se produjeron por patégenos Gram

positivos.

El hallazgo de que la respuesta de LF es superior en los primeros dias de
lactancia podria estar indicando que la principal funcidon de LF es la proteccién de la
glandula mamaria durante este periodo cuando otras funciones inmunes se
encuentran impedidas. Otros autores han propuesto una idea semejante aunque
basandose en la observacion de que la concentracién de LF en cuartos sanos es mayor
durante los primeros dias en lactancia (Piccinini et al. 2007). Numerosos autores han
reportado una concentracion elevada de LF en cuartos sanos durante los primeros dias
de lactancia. Sin embargo, esto no se observé el apartado 3.2 del presente trabajo de
tesis. Una posible explicacidn para esta discrepancia es el criterio utilizado para definir
una infeccidén intramamaria. Mientras que en muchos estudios Unicamente se utiliza el
aislamiento microbiolégico como parametro clasificatorio, en el apartado 3.2 de esta
tesis se ha integrado también la informacién obtenida por RCS de cuartos individuales
para determinar el estatus sanitario. Esta informacion adicional sugiere que los altos
niveles de LF en los primeros dias posparto registrados en otros estudios podrian

deberse en gran medida a un alto porcentaje de infecciones no registradas.

El analisis de las infecciones clinicas en vacas de primera lactancia permitié
observar una mayor concentracién de LF, comparada con cuartos sanos o con
infecciones intramamarias sin signos clinicos. Este resultado es consistente con lo
observado para vacas pluriparas (ver apartado 3.1). El bajo nimero de infecciones
clinicas observado en este estudio impidié el andlisis preciso del incremento de LF a lo

largo del tiempo de lactancia.

En vacas primiparas, el analisis del impacto de cada patégeno en la
concentracion de LF muestra un patrén distinto al observado para vacas pluriparas. Es
sorprendente que Strep. uberis no aparezca asociado a un aumento de LF en vacas
primiparas, lo cual difiere de los hallazgos del apartado 3.1. Numerosos estudios han
demostrado un alto grado de heterogeneidad entre cepas de Strep. uberis lo cual

podria explicar esta notoria divergencia de comportamiento (Zadoks et al. 2003a; Leigh
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et al. 1990). Se ha demostrado que algunas cepas de Strep. uberis son capaces de
infectar la glandula mamaria durante el periodo de secado o permanecer en la mama
por largos periodos de tiempo durante la lactancia (Todhunter et al. 1995). Esto es
consistente con el hallazgo de cepas predominantes de Strep. uberis en algunos rodeos
(Zadoks et al. 2001a) o con los reportes de Almeida et al. que muestran que Strep.
uberis es capaz de adherirse e internalizarse en el epitelio de la glandula mamaria
(Almeida et al. 1996; Almeida et al. 1999; Almeida et al. 2006). Tomados en conjunto,
estos trabajos muestran que algunas cepas de Strep uberis se comportan como
patdgenos contagiosos. Esto es consistente con los hallazgos del apartado 3.2 de esta
tesis que muestran infecciones con Strep. uberis no asociadas a una reaccion
inflamatoria. Estos aislamientos, ademas se encontraron en alta frecuencia en
infecciones persistentes y no se vieron asociados a un incremento en las células
somaticas. Seria de interés estudiar la susceptibilidad de estos aislamientos de Strep.
uberis a LF, o su capacidad de adherencia e internalizacién en células epiteliales de
glandula mamaria. Sin embargo estas cepas no pudieron ser recuperadas luego de la

primera fase de aislamiento e identificacidn.

Los resultados discutidos anteriormente sugieren que la LF tiene una potencial
utilizacidon diagndstica de la infeccidn intramamaria. El analisis por curva de ROC
confirmé esta idea, aunque se obtuvieron valores relativamente bajos de sensibilidad,
especificidad y valor predictivo positivo. Estos pardmetros resultaron mejores al
analizar solamente los primeros 80 dias de lactancia lo que indica el mayor valor
diagnostico de LF en este periodo. Evidentemente, con respecto a esta utilizacién de la
LF, el presente trabajo tiene un cardcter preliminar y estudios adicionales seran
necesarios para validar a esta molécula como elemento diagnédstico de la infeccién
intramamaria. Sin embargo, es posible que la concentracién de LF pueda ser utilizada
en conjunto con otros parametros, como el RCS o la conductividad de la leche, para

obtener un diagndstico mas rapido y certero de la infeccién intramamaria.

El hallazgo de una relacién lineal entre la concentracion de LF en leche de
tanque y parametros como el RCS y el recuento de bacterias totales abre la posibilidad

de utilizar a esta proteina como un posible indicador del estatus sanitario general del
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tambo. El hecho de que el recuento de Strep. agalactiae tenga una relacién negativa
con la concentracién de LF puede explicarse por la posible actividad antimicrobiana de
esta proteina sobre dicho microorganismo. Sin embargo, ni el analisis de la
concentracion de LF en vacas pluriparas (apartado 3.1) ni el estudio en vacas
primiparas (apartado 3.2) arrojaron cuartos positivos para Strep. agalactiae. Esto
impidié analizar el incremento de LF asociado a esta bacteria a nivel de cuarto

individual o estudiar la sensibilidad in vitro de este patdgeno a LF.

En los apartados 3.1 y 3.2 de este trabajo se muestra que la concentracién de
LF aumenta con la infeccion bacteriana, lo que confiere a esta proteina un potencial
valor diagnéstico. Sin embargo, también se ha demostrado que la LF es capaz de inhibir
el crecimiento microbiano por lo que es posible que esta molécula tenga, ademas, una
relaciéon con la sensibilidad de un cuarto mamario a futuras infecciones. A priori, era
esperable que bajos niveles de LF estén asociados con un mayor riesgo de infeccidn,
por encontrarse la glandula mamaria con menores concentraciones de este agente
“protector”. Sin embargo, en este trabajo, los cuartos mamarios que van a infectarse
no presentaron niveles reducidos de LF comparados con los cuartos sanos que nunca
se van a infectar. Estos niveles fueron, de hecho, levemente superiores. Una posible
explicacion para este fendmeno es que un cuarto que estd infectado en determinado
momento tiene mayor probabilidad de haber estado infectado previamente, aunque
no se esté detectando aislamiento microbioldgico o niveles aumentados en el RCS. de
Vliegher et al. (2004) demostraron que cuartos con altos niveles de RCS en el periparto
mantenian altos niveles durante toda la lactancia. Mientras que cuartos con bajos
niveles de RCS en el periparto se mantenian siempre de esa manera. Estos autores
hipotetizaron que los cuartos con altos niveles de RCS son mas susceptibles a las
infecciones o que acarrean infecciones crdnicas desde antes del parto, lo que hace que
sus niveles de RCS permanezcan constantemente altos. Cualquiera sea el caso, es
posible que fendmenos similares expliquen lo observado en este trabajo. Si hay
cuartos crénicos o con predisposicidon a infectarse, estos tenderan a tener mayores
concentraciones de LF a lo largo de la lactancia. Es interesante el hecho de que en los

dias mas préximos a la infeccion, anteriores o posteriores, se registre una disminucién
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en la concentraciéon de LF, lo cual podria sugerir que este descenso es necesario para

que ocurran infecciones naturales.

Si en efecto, un cuarto que estd “destinado a infectarse” presenta niveles
aumentados de LF, producto probablemente de otras infecciones no detectadas; la
concentraciéon de esta proteina podria ser de alguna manera predictiva de futuros
eventos de infeccidn intramamaria. Esta hipotesis fue evaluada mediante andlisis de
Kaplan-Meier que demuestran que, en efecto, los cuartos con altas concentraciones de
LF en el periparto tienen mayor probabilidad de infectarse durante la lactancia que los
cuartos con bajas concentraciones de esta proteina. De esta manera, parece plausible
utilizar la concentracion de LF como un elemento para predecir futuras infecciones.
Esto seria de gran importancia para el control de la mastitis en el tambo ya que
permitiria identificar y monitorear animales y cuartos “en riesgo” de padecer

infecciones.

El hecho de que la presencia de infecciones en el periparto esté también
vinculada con una mayor probabilidad de posteriores infecciones es esperable dada la
asociacién entre ambas variables. Sin embargo, es interesante que exista una
asociacién entre alta concentracion de LF y riesgo de infeccion futura aun cuando se
analizan solamente cuartos sanos en el periparto. Este ultimo hecho subraya la

potencial relevancia de LF como elemento predictivo de futuras infecciones.

El analisis de susceptibilidad a nivel de vaca en un tiempo determinado fue
realizado mediante la comparacion de cuartos sanos de vaca sana y cuartos sanos de
vacas con al menos un cuarto infectado. Si el riesgo de infeccion esta vinculado a un
descenso en la concentracién de LF en un tiempo muy cercano al de la infeccidn a nivel
de la vaca; éste descenso deberia observarse en los otros cuartos de la misma vaca.
Esta disminucion no fue observada, por lo que no es posible afirmar que las bajas

concentraciones de LF predispongan a un animal a las infecciones.

Ninguno de los resultados presentados en el apartado 3.2 de esta tesis sugiere
gue bajas concentraciones de LF son un factor predisponente para infecciones. Por el

contrario; concentraciones elevadas de LF se vinculan con el riesgo de futuras
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infecciones en cuartos individuales. Contrariamente a estos hallazgos, para otros
factores solubles de la inmunidad innata como B-defensina, se ha identificado una
relacién inversa entre concentracion al periparto y riesgo de mastitis (Compton et al.

2009).

Tomados en conjunto, estos resultados indican que la LF no tendria una funcién
de protecciéon de la gldndula mamaria sino que seria una proteina reactiva a las
infecciones. Esta idea es ademas consistente con las bajas concentraciones de LF en
cuartos sanos durante toda la lactancia. Un comportamiento diferente sin embargo
cabria esperarse durante el secado, cuando las concentraciones de LF en cuartos sanos
se incrementan hasta en 2 érdenes de magnitud (Kutila et al. 2003). Por otro lado, la
actividad de LF en la defensa de la glandula mamaria una vez producida la infeccién
parece ser mds importante en el primer tercio de la lactancia, particularmente en los
primeros dias posparto. Esto podria tener un valor adaptativo particular dado el

impedimento en otros factores de la inmunidad tipico de este periodo.

En resumen, los hallazgos detallados en el apartado 3.2 de este trabajo de tesis
muestran la importancia de la LF en la defensa de la glandula mamaria durante los
primeros dias de infeccién y sugieren una posible aplicacion de esta proteina en el
diagndstico y la prediccidn de la mastitis bovina tanto a nivel de cuarto individual como
de rodeo completo. Ademas, el patréon de expresion de LF a lo largo del tiempo provee
una linea de evidencia independiente que apoya la hipdtesis de que las infecciones
ocurridas en los primeros dias post parto (e incluso en los ultimos dias de gestacién)
determinan, en gran medida, el estatus sanitario de la gldandula mamaria a lo largo de
toda la lactancia. Por ultimo, la gran cantidad de muestras con RCS superior a 200.000
y negativas para aislamiento microbiano subrayan por un lado la importancia del uso
de métodos de diagndsticos que integren el andlisis de varios pardmetros; y por otro,

la necesidad de desarrollar nuevos métodos de diagndstico.
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4.3. Actividad antimicrobiana de B-lactoglobulina

Pese a ser un proteina profundamente estudiada, la funcidn bioldgica de B-LG
es aun tema de debate (Kontopidis et al. 2004). En este trabajo se reporta que la B-LG
nativa posee actividad antimicrobiana contra algunos microorganismos causantes de
mastitis como Strep. uberis y Staph. aureus pero no contra E. coli. Estos
microorganismos fueron elegidos para los presentes ensayos en virtud de su alta
prevalencia y de la importancia de las infecciones que producen. Cierto grado de
variabilidad fue observado entre los distintos aislamientos evaluados; lo cual indica la
necesidad de estudios adicionales involucrando un mayor nimero de cepas y especies

y un area geografica mas extensa

Muchas funciones han sido propuestas para B-LG. En base a estudios de binding
y a comparaciones de estructura terciaria con proteinas de funciéon conocida, se ha
propuesto que la B-LG podria funcionar como transportador de retinol y acidos grasos
de cadena larga (Perez & Calvo 1995). Se ha propuesto, también, que la B-LG podria
jugar un papel en la digestién de lipidos mediante la estimulacion de la actividad de la
lipasa faringea (Perez et al. 1992). Algunas funciones inmunes han sido también
descriptas para B-LG. Pellegrini et al. (2001), por ejemplo, reportaron que algunos
péptidos derivados de la digestidn triptica de B-LG presentaban actividad
antimicrobiana contra bacterias Gram positivas. Dado que la tripsina es una proteina
que se encuentra en el tracto intestinal de los mamiferos, estos autores proponen un
rol para la B-LG en la transferencia pasiva de inmunidad de madre a cria durante los
primeros dias de lactancia. Por otro lado, Owehand et al. (1997) demostraron que la -
LG es capaz de impedir la adhesion bacteriana a algunas proteinas intestinales, lo que
podria estar indicando una funcién en la defensa contra infecciones gastrointestinales

en mamiferos.

De los ejemplos antes mencionados, se desprende que las funciones bioldgicas
hasta ahora propuestas para B-LG estan relacionadas con la alimentacion del ternero
en amamantamiento; siendo estas: fuente de aminoacidos, transporte de retinol y

acidos grasos, transferencia pasiva de inmunidad, o mejora en la digestion de lipidos. A
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diferencia de estas funciones, en el apartado 3.3 de esta tesis se describe un posible
rol de B-LG en el propio tejido de secrecién, proveyendo a la glandula mamaria de

defensa antimicrobiana contra patdégenos causantes de mastitis.

Se ha reportado que la B-LG amidada presenta actividad inhibitoria contra
cepas de Pseudomonas sp. y Bacillus sp. (Pan et al. 2007). Sin embargo, los resultados
presentados en el apartado 3.3 de esta tesis muestran actividad antimicrobiana
ejercida por la proteina nativa, lo cual no tiene precedentes en la literatura. Estos
resultados difieren de aquellos reportados por Pan et al. (2007) quienes no
encontraron actividad antimicrobiana de B-LG intacta. El uso de preparaciones
comerciales de B-LG por parte de estos autores, podria explicar la ausencia de
actividad observada. De hecho, se han reportaron diferencias estructurales entre B-LG
purificada en el laboratorio mediante técnicas suaves y no desnaturalizantes, y

preparaciones comerciales de esta proteina (de Jongh et al. 2001).

La elucidacién de los mecanismos subyacentes a la accién antimicrobiana de B-
LG no fue abordada en este trabajo. Sin embargo, estudios previos con péptidos
aislados de esta proteina sugieren que algunos dominios anidnicos de B-LG podrian ser
responsables de la actividad observada (Pellegrini et al. 2001). El remplazo de
aminodacidos basicos por acidos en estos péptidos reduce su actividad especifica y
amplia su espectro de accién Este hecho subraya la importancia del caracter anidnico

para la actividad y especificidad de especie de estos péptidos.

La aparente importancia de los aminodcidos aniénicos para la actividad
antimicrobiana de B-LG es consistente con los hallazgos presentados en este trabajo
gue muestran que la variante levemente mas aniénica, B-LG A (PI=5,26) presenta
mayor actividad antimicrobiana que la variante mas catidnica, B-LG B (PI=5,34).
Ademas de estas diferencias en Pl, de Jongh et al. (2001) demostraron que las
sustituciones aminoacidicas que distinguen ambas variantes determinan cambios en la
estructura de la superficie de la molécula, lo que podria también justificar las

diferencias de actividad observadas.
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El hecho de que dos variantes alélicas de B-LG presenten diferente grado de
actividad antimicrobiana podria implicar una asociacién entre el riesgo de mastitis y el
alelo presente en un determinado animal. Un estudio de Gigli et al. (2004) no hall6
asociacion entre el genotipo de B-LG encontrado y el riesgo de mastitis clinica. Sin
embargo, no se puede descartar que si exista una asociacién entre el genotipo de B-LG

e infecciones intramamarias no clinicas.

La incubacion conjunta de concentraciones fisiolégicas de B-LG y LF produjo un
aumento de actividad antimicrobiana contra Staph. aureus. Este hallazgo sugiere que
ambas proteinas podrian actuar en conjunto para inhibir a este microorganismo. B-LG
ha sido encontrada en altas concentraciones en el periparto (Perez et al. 1990), cuando
otras funciones del sistema inmune estdn disminuidas. Ademds, como se ha
demostrado previamente en este trabajo, la respuesta mediada por LF es superior en
los primeros dias de lactancia. Tomados en conjunto, estos hechos sugieren que,
cooperando en la inhibicidon de Staph. aureus y complementandose en la inhibicién de
Strep. uberis y E. coli; B-LG y LF juegan un papel relevante en la defensa de la glandula

mamaria contra las infecciones bacterianas.

4.4. Andlisis de la potencial aplicacion biotecnoldgica de péptidos

derivados de lactoferrina

Como se ha mencionado previamente, la LF ha sido muchas veces considerada
una molécula con potenciales aplicaciones biotecnolégicas. Sin embargo, la capacidad
de LF de inhibir el crecimiento microbiano parece variar fuertemente entre especies y
aislamientos dentro de cada especie. Este hecho ha oscurecido de alguna manera el
promisorio futuro de LF como agente terapéutico y nutracéutico. En el caso de la
mastitis bovina, se ha demostrado cierto grado de heterogeneidad con respecto al
espectro de accidon de LF (Lee et al. 2004; Rainard 1986) aunque existen resultados
alentadores que indican su posible utilizacién en conjunto con drogas de uso estandar,
como penicilina, para el tratamiento de la infeccidon por Staph. aureus (Petitclerc et al.
2007). La produccion de LF recombinante en leche de vaca, por otro lado, no se ha
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traducido en un incremento de la resistencia a infecciones experimentales por E. coli
(Hyvonen et al. 2006) pero si por Staph. chromogenes (Simojoki et al. 2010). En funcién
de los potenciales problemas que implica la aplicacidn biotecnolégica de LF para el
control de la mastitis bovina es que se ha considerado a los péptidos derivados de esta

proteina como alternativas prometedoras para combatir a esta enfermedad.

Consecuentemente, en el apartado 3.4 de esta tesis se analizaron los péptidos
derivados de LF y su potencial aplicacién biotecnoldgica. Se demostrd que el digerido
de LF presenta mayor actividad contra Staph. aureus y E. coli que concentraciones
similares de LF. Estos resultados son consistentes con aquellos previamente
presentados por Tomita et al. (1991). En tal sentido existe un creciente cuerpo de
evidencia que indica la presencia de péptidos antimicrobianos dentro de la estructura
de proteinas con funciones aparentemente no relacionadas (Clare & Swaisgood 2000).
Muchos de estos péptidos parecen cumplir papeles relevantes en la defensa del
organismo contra infecciones, ya sea a través de la inhibicidon directa del agente
patégeno, o de la modulacién de otros componentes del sistema inmune (Epand &

Vogel 1999; Hancock & Scott 2000).

En el presente trabajo, el digerido de LF presentd mayor actividad contra E. coli
gue contra Staph. aureus. Esto es particularmente interesante dado que se observa un
comportamiento inverso cuando se trata a estos microorganismos con LF intacta. Una
posible explicacién para este fendmeno es que los péptidos liberados por la digestion
enzimdatica tengan un mecanismo de accidn diferente sobre estos microorganismos
que la proteina completa. Esta idea ya ha sido propuesta por otros autores y es
consistente con la diferencia estructural entre la forma libre o integrada a la molécula
de algunos de los péptidos derivados de LF (Vogel et al. 2002). La separacidon por
tamafio de los péptidos derivados de la digestidn enzimdtica de LF arrojé también
resultados interesantes. La fracciéon “exterior”, que contiene péptidos pequefios, sélo
presentd actividad contra Staph. aureus mientras que la fraccidén interior que
aparentemente contiene péptidos grandes y pequefios registrd actividad contra ambos
microorganismo en magnitud similar. Es interesante el hecho de que una técnica de

exclusion parcial por tamafio sea capaz de disecar la actividad del digerido de LF contra
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Staph. aureus y E. coli. Esta técnica es simple y de bajo costo y permite procesar
volumenes de digerido relativamente grandes, lo que la vuelve atractiva como primer
paso para el andlisis de péptidos con propiedades emergentes. La separacién por
punto isoeléctrico arrojo resultados de alguna manera diferentes. La fraccidn catidnica
presentd actividad antimicrobiana a concentraciones extremadamente bajas tanto
contra Staph. aureus como contra E. coli. Nuevamente E. coli resulté menos sensible a
la actividad antimicrobiana de estos péptidos. La fraccidn | compuesta por péptidos no
cationicos presenté una actividad antimicrobiana parcial contra Staph. aureus pero no
contra E. coli. Una vez mas se encuentran en este trabajo fracciones peptidicas con
actividades antimicrobianas diferenciales, lo cual refuerza la idea de que mas de un
péptido de LF participa en la inhibicién del crecimiento de bacterias causantes de
mastitis. La eleccion de la fraccidn Il de intercambio catidnico para continuar con la
caracterizacion de los péptidos antimicrobianos derivados de LF respondid al hecho de
gue la misma era extremadamente simple, una Unica banda en geles de acrilamida y
un pico Unico en cromatografia de tamiz molecular. Ademads, esta fraccién poseia una
alta actividad especifica contra Staph. aureus y E. coli, lo cual le daba un atractiva
proyeccién como herramienta biotecnoldgica para el control de mastitis. Numerosos
autores han reportado la presencia de péptidos pequenos catiénicos con actividad
antimicrobiana derivados de la digestion enzimatica de proteinas (Clare & Swaisgood

2000).

En el apartado 3.4 de esta tesis se hallaron grandes dificultades a la hora de
determinar el peso molecular de la fraccion lll ya que se hallaron discrepancias al
resolver dicha fraccién en Tris-tricina SDS-PAGE y Bis-Tris-MES SDS-PAGE. Las
diferencias entre estas dos técnicas pueden explicarse por la formacién de oligdmeros
en el gel Tris-tricina SDS-PAGE que no aparecen en las condiciones reductoras
particulares del Bis-Tris-MES SDS-PAGE (Hachmann & Amshey 2005). Sin embargo, esta
ultima condicidn no parece evitar completamente la formacion de estos oligémeros, ya
qgue resuelve una banda de aproximadamente 6 kDa que no es consistente con el
patron de corrida obtenido en cromatografia de tamiz molecular. Estas discrepancias
ilustran las dificultades que existen a la hora de caracterizar péptidos pequeios y

catidnicos y los problemas asociados a la formacion de oligédmeros y aductos en geles
120



Discusion

estandar de poliacrilamida. Aunque en este caso particular no haya arrojado
resultados positivos, el andlisis de glicosilacion es un paso fundamental para
caracterizar los péptidos derivados de una proteina glicosilada en 4 o 5 sitios como LF.
Se ha reportado que estas modificaciones postraduccionales, si bien no alteran la
actividad antimicrobiana de LF, estan asociadas a la estabilidad de la proteina (van
Berkel et al. 1995) o relacionadas con su interaccion con células eucariotas o su

actividad antiviral (Baker & Baker 2009).

La identidad de los péptidos que componen la fraccion Il fue elucidada
mediante secuenciacion de Edman y espectrometria de masa. Las diferencias en el
peso molecular determinado por esta técnica o por métodos electroforéticas y
cromatograficas ilustran los problemas existentes a la hora de analizar péptidos
cationicos pequenos y la utilidad de la espectrometria de masa para este tipo de
estudio. Es interesante el hecho de que la cinética de inhibicion de la fraccidn Il (LFcin)
sobre E. coli y Staph. aureus sea distinta a la de concentraciones equimolares de LF.
Este resultado sugiere que la liberacion del péptido LFcin de la LF completa implica

cambios estructurales que determinan un mecanismo de accidn diferente.

Pese a ser una molécula relativamente bien caracterizada, el mecanismo
mediante el cual LFcin ejerce su actividad bactericida no ha sido del todo establecido.
En este sentido, algunos autores han propuesto que la accién de LFcin contra bacterias
Gram negativas estd mediada por la interaccién con LPS y acido lipoteicoico y la
desestabilizacion de la membrana externa (Vogel et al. 2002). Otros autores han
reportado que LFcin es capaz de internalizarse en las células procariotas donde
interactla con macromoléculas cargadas negativamente como ADN, ARN y algunas

proteinas (Aguilera et al. 1999).

Numerosas aplicaciones y sistemas de expresiéon han sido propuestos vy
demostrados para LFcin. La expresidon funcional de esta molécula ha sido lograda en
diversos sistemas tanto procariotas: E. coli (Feng et al. 2010), Streptococcus
thermophylus (Renye, Jr. & Somkuti 2008), Photorhabdus luminescens (Tang et al.

2010); eucariotas inferiors: Pichia pastoris (Chen et al. 2009) y Pichia methanolica
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(Wang et al. 2007) o eucariotas superiores como Danio rerio (pez cebra) (Lin et al.

2010).

Dadas las dificultades particulares que representa la expresidn recombinante
de un péptido pequeno y catidnico, en el apartado 3.4 de esta tesis se decidid ensayar
la expresién recombinante de LFcin como proteina de fusién. Como segundo
componente de esta proteina quimérica se utilizd, B-LG, cuya capacidad de inhibir el
crecimiento de Strep. uberis y Staph. aureus fue descripta también en este trabajo de
tesis (ver apartado 3.3). Estudios previos han demostrado la posible utilizacidn de LFcin
como proteina de fusidon con LFampin para inhibir el crecimiento de Staph. aureus y E.
coli (Flores-Villasenor et al. 2010). Sin embargo, es muy escasa la informacion
concerniente a la expresidon recombinante de LFcin en sistemas eucariotas (Zhang et al.
2007). Ademas, de acuerdo a un analisis de la literatura, no existen antecedentes
previos que demuestren la expresidn de LFcin funcional como proteina de fusidn en un
sistema de transducciéon estable de células de mamiferos. El hecho de que haya sido
posible establecer una linea estable que produzca este péptido antimicrobiano tiene
dos consecuencias importantes. La primera es que provee una fuente permanente de
proteina quimérica para su posterior caracterizacién molecular y el estudio de su
actividad microbioldgica. En segundo lugar, este desarrollo sugiere que es posible
generar clones de cultivos primario de fibroblastos fetales con esta construccion
insertada. Estos clones podran a su vez ser utilizadas para la generacion de ganado

transgénico que exprese proteinas de fusion con LFcin.

En el apartado 3.4 de esta tesis se halld que las actividades antimicrobianas
especificas de LFcin y Q7 son similares. Es interesante el hecho de que mientras que
LFcin presenta actividad bactericida contra E. coli, la proteina de fusion Q7 no muestra
dicha actividad. Estos datos sugieren que la potencia antimicrobiana de la proteina de
fusion Q7 esta determinada por el fragmento LFcin mientras que su especificidad viene
dirigida por el fragmento B-LG. Aparentemente el contexto molecular donde se
encuentra LFcin determina en parte su actividad. Queda clara la necesidad de estudios
adicionales con proteinas de fusidn compuestas por LFcin y otras proteinas como a-

lactalbimina o caseina. Ademas, un estudio completo del espectro de accién de LFciny
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Q7 podria ampliar el conocimiento sobre el alcance de estos resultados y la potencial

aplicacion biotecnolégica de los mismos.

En resumen, los resultados presentados en el apartado 3.4 de esta tesis
proveen la prueba de concepto para la generacion de ganado bovino transgénico capaz
de expresar LFcin como proteina de fusidn. Dada la alta capacidad antimicrobiana de
LFcin, es de esperar que estos animales sean resistentes a infecciones bacterianas.
Como se ha mencionado previamente, existen antecedentes que demuestran que es
factible utilizar ganado genéticamente modificado para incrementar la resistencia a

mastitis (Wall et al. 2005).
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Conclusiones

Las infecciones intramamarias estan asociadas a niveles aumentados de LF. En

vacas pluriparas, esto se observd en cuartos positivos para aislamiento microbiano.

En animales primiparos el aumento de LF se vio asociado a cuartos positivos
para aislamiento microbiano (infecciones latentes y mastitis subclinica) y en cuartos
negativos con RCS mayores a 200.000 (infecciones inespecificas). En ambos tipos de
animales las infecciones clinicas se vieron asociadas a los mayores incrementos en la

concentracion de LF.

Distintos microorganismos inducen distintas respuestas de LF y esta respuesta
parece estar vinculada a la resistencia del patégeno a la LF. Sin embargo, se observé un

patron de respuesta diferente en vacas primiparas o pluriparas.

La LF aparece como un factor relevante en la inmunidad de la glandula mamaria
durante las primeras semanas de lactancia. Esto no estd asociado a altas
concentraciones basales de la proteina sino a un mayor incremento en sus niveles

cuando se produce la infeccién.

La LF tiene valor diagndstico, aunque moderado, sobre infecciones a nivel de
cuarto, lo cual indica que podria ser utilizada en conjunto con otros marcadores para el
diagnéstico de la mastitis bovina. Ademas, la LF presenta asociacién con variables de
estatus sanitario a nivel de tanque, por lo podria ser utilizada para evaluar el nivel de

infeccion general del tambo.

La LF no parece ser un factor de susceptibilidad en el sentido clasico. No se
pudieron vincular reducidas concentraciones de LF con un mayor riesgo de infeccion.
Por el contrario; altas concentraciones de LF en el periparto se vieron asociadas a un
riesgo aumentado de infecciones futuras, por lo que esta proteina podria tener utilidad

para detectar cuartos con alta probabilidad de infeccién.
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Se detectd actividad antimicrobiana de B-LG contra patdgenos causantes de
mastitis. El espectro de actividad resulté complementario al de LF Esto sugiere que
ambas proteinas podrian actuar en conjunto en la defensa de la glandula mamaria;
sobre todo en los primeros dias de lactancia, donde la B-LG es mas abundante y la LF

mas reactiva.

Los péptidos derivados de la digestion enzimatica con pepsina de LF
presentaron una actividad especifica mayor y una cinética de inhibicién diferente a la

proteina nativa.

Fue posible expresar LFcin como proteina de fusidn en células CHO
establemente transfectadas. Esta proteina de fusion presentd actividad antimicrobiana

contra Staph. aureus y Strep. uberis pero no contra E. coli y Staph. sciuri.

El desarrollo de la proteina quimérica Q7 expresada en un sistema estable
constituye una prueba de concepto para la generacion de ganado transgénico
resistente a mastitis a través de la expresidn de péptidos antimicrobianos en proteinas

de fusion.
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