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Abstract

Neutrophils (PMN), is the first cellular defense line in bovine mastitis, S. aureus
expressing the capsular exopolysaccharide is considered a virulence factor. The effect of
the capsule on S. aureus phagocytosis and PMN apoptosis in vitro was evaluated in
dairy cattle. The neutrophil phagocytosis index (PI) and apoptosis was evaluated by the
methods of light microscopy stained with May Griinwald -Giemsa and epifluorescence
staining wiht ethidium bromide and acridine orange. The results obtained for the PI for
light microscopy were compact strain CC 6.06 + 0.32, capsular strain CP5 5.06 + 0.16
(p < 0.05). PI values by epifluorescence technique was: CC 7.51 + 0.54 and CP5 5.12 £+
0.55 (p < 0.05). The percentage of apoptosis induction evaluated by light microscopy
was: Positive Control C ( +) 97.56 + 1.47 , Control negative C(-) 27.08 £ 2.18, CC
35.11 £ 2.87 and CP5 53.01 + 8.03 (p < 0.05). The Apoptosis values using
epifluorescent technique were: C(+) 95.47 + 3.07 , C(-) 20.39 + 2.00, CC 26.47 + 1.42
and CP5 46.90 £ 5.82 ( p <0.05). There were differences in the activity of in vitro
phagocytosis between compact and diffuse capsular S. aureus types and its ability to
induce apoptosis of bovine neutrophils.

4 Introduccion

El S. aureus principal agente causal de la mastitis bovina, debido a los factores de
virulencia del agente que acentla el proceso inflamatorio en la glandula mamaria. La
expresion de exopolisacéridos capsular es un factor asociado a la evasion del sistema
inmune innato del hospedador. De los 11 tipos capsulares identificados en el ganado
lechero con mastitis, de ellos los serotipos 5 y 8 son los mas prevalentes (Lee et al.,
2005; Verdier et al., 2007). La migracién de los neutrofilos (PMN) en la glandula
mamaria constituye la primera linea de defensa celular frente a patdégenos por el
proceso de fagocitosis durante el desarrollo de la mastitis desempefiando un papel
crucial en la resistencia a la infeccion (Paape et al., 2003).La apoptosis curre al activarse
los meca de inactivacion de después de la fagocitosis por neutréfilos, limitando
limitando el dafio tisular (Elbim y Lizard, 2009).

Durante el proceso de apoptosis se llevan a cabo diferentes procesos que
pueden evaluarse en condiciones in vitro mediante diversos ensayos. Algunos se basan
en la observacién de los cambios morfolégicos en las células: condensacién nuclear,
asperacion de la membrana plasmatica y formacion de cuerpos apoptéticos. Otros
métodos evaluan la: pérdida del potencial de membrana mitocondrial, fragmentacién del
ADN, activacion de las vias de las caspasas y la translocacion de fosfatidilserina. Estos
procesos pueden se r evaluados mediante por microscopia de campo claro y
epifluorescencia, Western blotting, microscopia electronica y citometria de flujo
(Dorward, et al., 2014)

El objetivo de este estudio fue determinar la actividad de fagocitosis e
induccion de apoptosis in vitro de neutrofilos de bovinos lecheros frente a S. aureus de
tipo capsular en evaluados bajo microscopia de campo claro y epifluorescencia.
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4.1 Método
Grupo de animales

El grupo de animales donadores se integrd con 3 vacas con un periodo pos partum en
promedio de 121 dias (Van Oostvelt et. al., 2001). Los criterios de inclusién al grupo de
estudio fueron: serologia negativa a anticuerpos anti S. aureus tipo capsular 5 y 8
(Karakawa et al., 1985), conteos celulares somaticos en leche de 200 x 10° células/ml
(Echeverri et al., 2010), bacteriolégicamente negativas a 3 muestreos consecutivos a
Staphylococcus aureus y negativas a la prueba de california (Capuco et, al., 1986). La
leche se obtuvo mediante un sistema de ordefio mecénico y un protocolo de buenas
practicas de manejo e higiene. Durante el estudio las vacas se mantuvieron en
condiciones adecuadas en consideracion a las normas oficiales mexicanas NOM-052-
Z0O0 1995 y NOM 062-Z00 1999.

Disefio del experimento

Para evaluar la actividad de fagocitosis de los PMN bovinos se emplearon dos grupos
experimentales, considerados como tratamiento y controles los tipos capsulares
compactos CC y difusos de S.aureus agrupados como: CC neutrofilos + cepas
compactas de S. aureus, CP5 neutrofilos + cepa capsular 5. En los ensayos de induccién
de apoptosis se empled un control positivo C(+) neutréfilos + ciclofosfamida
(400ug/100pul) y un control negativo C(-) integrado por la suspensiéon de neutrofilos.
Los ensayos in vitro se realizaron por triplicado para evaluar el indice de Fagocitosis
(IF), y Apoptosis se emplearon 2 cepas para CC y 4 para CP5. Se emplearon cepas de
campo de S. aureus aisladas de vacas con mastitis (Garcia, 2013), previamente
conservadas a -20°C en glicerol en caldo de infusion cerebro corazén (BHI) con glicerol
al 25% (Tollersrud et al., 2000). La expresion de la capsula in vitro se llevé a cabo en el
medio de infusion cerebro corazén adicionado al 10 % con suero de leche incubado
durante 24hr (Sutra et al., 1990). El tipo capsular se confirmo mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y seroaglutinacion en placa con un antisuero policlonal
de conejo anti-CP5 comparados con las cepas de control ATCCC ATCC 12598 y
ATCC 25904

Aislamiento de neutréfilos

A partir de una muestra de sangre bovina por venopuncion de la vena yugular
depositada en tubos de recoleccién al vacio (Vacutainer, Becton Dickison, USA) con
heparina como anticoagulante (Worku et al., 1994). Se determiné el conteo diferencial
de leucocitos por el método hematoldgico empleando un hemocitometro, y la tincion de
Giemsa Los neutrofilos (PMN) se aislaron mediante por el método de lisis hipotdnica de
eritrocitos (LHE) (Veldzquez et al., 2008). Las muestras de sangre se centrifugaron a
1000g a 4°C por 20 minutos en tubos cénicos de propileno, para descartar plasma. La
lisis de eritrocitos se realiz6 en tubos de plastico de 15 ml durante adicionados con 8ml
de solucion A a 4°C (NaCl, 0.020 M), y 4ml de sangre expuesta durante 30 segundos.
Posteriormente se agregaron 2 ml de solucién B a 4°C (NaCl, 0.164 M) para
centrifugarce a 300g por 3 minutos. Se recupero el pellet de células y se lavé dos veces
en solucion balanceada Hank para finalmente resuspenderce en el medio RPMI 1640.
La concentracién de neutréfilos de ajusté a una concentracién de 2.5 x 10° céls
viables/ml.
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La viabilidad de los neutréfilos se determind empleando el método de exclusion
de azul de tripan al 4%. La pureza de neutrofilos maduros se observo en un frotis celular
n un portaobjetos, tefildo con May Grinwald-Giemsa (Salgar et al., 1991).Tanto la
pureza como la viabilidad de los PMN se estimé al 95%.

Microscopia de campo claro

Para determinar la actividad de fagocitosis in vitro se empleo como sustrato una
suspension bacteria inactivada a 120°C durante 20 minutos ajustada a 2 x 108 CFU/m
conservada a 4°C hasta el momento de su uso. Se colocd en una proporcion 1:10
neutrofilo: bacteria (Sutra et al., 1990a). En un microtubo se adiciono 0.1ml de la
suspension bacterial, 0.1ml de suero aut6logo inactivado a 56°C y 0.8ml de suspension
de neutréfilos. La muestras se incubaron a 37°C durante 1 hr, posteriormente se le
adicion0 lisostafina (1pg/ml, SIGMA, USA) y se reincubaron por 30 minutos
finalmente se realiz6 un frotis que se tifio con May Griinwald-Giemsa y se observo en el
microscopio 6ptico. La actividad de fagocitosis in vitro se evalué a partir del IFN
determinado por el namero promedio de bacterias fagocitadas por neutrofilo, después de
observar y contar 200 células en diferentes campos microscéopicos. La evaluacion de la
apoptosis in vitro de los neutréfilos aislados de vacas lecheras, se realiz6 a partir de un
frotis tefildo con May Griinwald-Giemsa, las muestras se observaron en el microscopio
de campo claro 100x analizando diferentes campos para enumerar 200 neutrofilos por
muestra de acuerdo a las caracteristicas morfologicas descritas por Sladek y Rysanek
(2000).

Microscopia de epifluorescencia

Como sustrato para el ensayo de fagocitosis in vitro, observado en el microscopio de
fluorescencia se empled una suspension bacterial inactivada de S. aureus, ajustada a 2 x
10® CFU/ml y conjugada con isotiocianato de fluoresceina. La observacion bajo el
microscopio de epifluorescencia para determinar la apoptosis se realiz6 a partir de una
solucién de Bromuro de Etidio (100 pg/ml) (PROMEGA, Madison USA) y Naranja de
Acridina (100 pg/ml). A 100 ul de muestra se le adicion6 8 pl de ambos reactivos. El
namero total de PMN apoptdticos de determind por el nimero de células que
presentaban cromatina color verde brillante y una condensacién o fragmentacion
nuclear y el namero de PMN que tenian una cromatina color naranja brillante con
condensacion o fragmentacion nuclear. Las células con cromatina verde brillante y
estructura organizada se consideraron células viables mientras que las células necréticas
se caracterizaron por presentar una coloracién anaranjada brillante y estructura
organizada (McGahon et al., 1995).

Evaluacion de resultados

A partir del indice del IF de los tratamientos, comparados con el control, se determind la
media y desviacion estandar. Para evaluar las diferencias de la actividad de fagocitosis e
induccion de apoptosis entre los tratamientos y el grupo control se realiz6é una prueba de
analisis de varianza y una prueba de t-student para comparar las medias de los
tratamientos utilizando el programa GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Sofware Inc.
USA).
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4.2 Resultados y discusién

En el estudio se evaluo la actividad de fagocitosis e induccién de apoptosis con cepas de
S. aureus tipo compacto y capsular sobre PMN bovinos empleando las técnica de
microscopia de campo claro y epifluorescencia. Los valores en el ensayo in vitro para
evaluar el indice de fagocitosis (IF) de los PMN con la técnica de microscopia de campo
claro fueron, para el tipo CC 6.06+£0.32, CP5 5.06+0.16 (P<0.05) (Gréfica 1). La
evaluacion de la induccion de la apoptosis expresada en porcentaje al considerar las
caracteristicas morfoldgicas cariopicnosis, zeiosis, fragmentacion nuclear y formacion
de cuerpos apoptoticos, apreciadas en los frotis tefildos con May Griinwald-Giemsa
fueron: control positivo C(+) 97.56x1.42, control negativo C(-) 27.08+2.18, CC
35.11+2.87, CP5 53.01+8.03 (p<0,05) (Gréfica 2).

En microscopia de epifluorescencia el IF para los diferentes grupos fue: CC
7.51+0.54, CP5 5.12+0.55 (p<0.05) (Grafica 1). La evaluacion de la induccion de la
apoptosis (Figura 1) mediante la técnica de epifluorescencia, observada en frotis
himedo tefiidos con bromuro de etidio y naranja de acridina fue: C(+) 95.42+3.07, C(-)
20.39+2.00, CC 26.47+1.42, CP5 46.904£5.82 (p<0,05) (Grafica 2). Al realizar los
ensayos in vitro se observd que S aureus tipo capsular 5 induce in vitro una mayor
proporcién apoptosis y un menor indice de fagocitosis en los PMN en comparacion con
el CC y el CP (Montoya 2013). Estas evidencias sugieren una mayor patogenicidad de
CP 5 para la infeccion por s.aureus al ocurrir la mastitis asociada al CP5 y CP8
relacionados con la sobrevivencia intracelular del agente en los neutréfilos (Veldzquez
et al., 2012). Por otra parte la actividad de fagocitosis de los PMN en condiciones in
vivo, puede ser influida por las opsoninas presentes en la leche y el tejido glandular
mamario al sufrir la infeccion. Sin embargo ante la presencia del exopolisacarido
capsular del S. aureus, se interfieren los receptores de opsoninas como el complemento
presentes en la pared bacteriana, evitando el sitio de unién y con ello la disminucion
sustancial de la fagocitosis bacteriana por los PMN (Guidry et al., 1991; Cunnion et al.,
2001; Luong y Lee, 2002). Lo anterior puede explicar las diferencias obtenidas en el IF
entre CC y CP5 en el presente estudio, una caracteristica importante de la virulencia de
S. aureus es la induccion de la apoptosis, la cual reduce la eficacia en la actividad
microbicida de los neutréfilos aislados de sangre humana (Nilsdotter-Augustinsson et
al., 2004). En el estudio la presencia de CP5 indujo en mayor proporcidn apoptosis en
comparacién con la CP tipo compacto.

Los resultados obtenidos en el estudio indican que las cepas capsulares son mas
patdgenas al ser expuestas en los ensayos de fagocitos in vitro por la induccion de
apoptosis. Es posible que las evidencias obtenidas a través de los ensayos in vitro de
fagocitosis e induccién de apoptosis, puedan explicar la capacidad del S. aureus para
incrementar la persistencia de la infeccion en la glandula mamaria durante la mastitis.
Esta situacion pude explicar los mecanismos de patogénesis de la infeccion de los
serotipos capsulares durante el desarrollo de la mastitis S. aureus del ganado lechero
(Fattom, et al., 1998).

La técnica de microscopia de campo claro empleada en la observacion de frotis
teflidos con May grunwald-Giemsa permitio la identificacion de PMN maduros y la
observacién de los cambios inducidos por la apoptosis temprana y tardia en los
leucocitos; permitié observar los estadios de apoptosis temprana caracterizados por
cariopicnosis y zeiosis.
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Mientras que los PMN con un proceso de apoptosis avanzada mostrarén
fragmentacion nuclear o la formacion de cuerpos apoptéticos similares a los descritos
por Sladek y Rysanek (2000). EI empleo del isotiocinato de fruoresceina en los ensayos
in vitro de fagocitosis favorecio la tincion de las bacterias para ser observadas y
contabilizadas al interior de los PMN (Sutra et al., 1990b). Asi mismo mediante la
técnica de epifluorescencia empleada en la observacion de los frotis hiumedos tefiidos
con bromuro de etidio y naranja de acridina, fue posible identificar las caracteristicas
estructurales de los PMN propias de la apoptosis: condensacion y fragmentacion
nuclear, formacion de cuerpos apoptoticos. (OTRO). Estos fluorocromos hacen posible
la diferenciacion de las células que muestran una apoptosis temprana y tardia. Las
células de color verdoso brillante y la alta condensacion o fragmentacion del nicleo se
consideraron con apoptosis temprana. A diferencia de los cambios mostrados por la
apoptosis tardia que presentaron cromatina de color naranja con una condensacion o
fragmentacion, con un citoplasma ligeramente naranja (McGahon et al., 1995).

Las técnicas empleadas es este estudio son asequibles para evaluar los cambios
morfolégicos estructurales a de manera simples y a bajo costo, si consideramos otras
técnicas como citometria de flujo que requiere de equipo especial.

El uso de citometria de flujo a su vez permite el analisis de una gran cantidad de
células de manera rapida asegurando resultados fiables en un gran volumen de muestras
mientras que el emple6 de microscopia de campo claro y de epifluorescencia no
requiere de concentraciones celulares altas. En el estudio se evalud la actividad de
fagocitosis e induccién de apoptosis con los cepas capsulares de S. aureus sobre PMN
bovinos mediante la técnica de microscopia de campo claro y epifluorescencia.

Grafica 4. Numero de S. aureus fagocitados por los
neutréfilos después de una hora de incubacion. Media
y desviacion estdndar del grupo control y grupos
experimentales observadas por microscopia de campo
claro (MC) y de epifluorescencia (ME). Cepa control;
CP cepa capsular. Diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos P<0.05.

Induccion de apoptosis
150 -

100 - T

iI
ol W T i

C(+) C(-) Cp CcC

PMN

Grafica 4.1. Proporcion de neutréfilos bovinos apoptéticos
inducidos por S. aureus después de una hora de incubacién.
Media y desviacién estdndar de los grupos controles y
grupo experimental observadas por microscopia de campo
claro (MC) y microscopia de fluorescencia (ME). Control
positivo CC(+) PMN incubados con ciclofosfamida
(400ug/100ul); control negativo CC(-) neutréfilos; CC
cepa compacta y CP cepa capsular. Diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos
P<0.05
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Neutréfilos bovinos aislados de sangre, tefiidos con naranja de acridina y bromuro de etidio. A)
Control positivo: PMN incubados con ciclofosfamida (400ug/100ul), B) PMN incubados con cepas
compactas de Staphylococcus aureus. Células verdes son PMN viables, células rojas son neutréfilos
apoptaticos, 16x.

4.3 Conclusiones

En el estudio se concluye que la capacidad del S. aureus del tipo capsular para reducir
la fagocitosis e inducir la apoptosis observada mediante las técnicas de microscopia de
campo claro y epifluorescencia.
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