Ecostaph PM+3

Reg. SAGARPA B-7149003
Suspension Inyectable.

FORMULA: USO EN: Ganado lechero.

Cultivos puros de E.coli entero adherentes y

Entero toxigénicos 10* UFC. TIEMPO DE EXPIRACION: 24 meses.

Cultivos puros de Staphylococcus aureus, coagulasa

Positivo y Negativo con titulos 10* UFC. Inactivados PRESENTACION: Frasco de polietileno, 100 ml
con formaldehido. Adyuvante PM+3. Excipiente suspension acuosa estéril / 25 dosis.

c.b.p. 100 ml

INDICACIONES: Para la prevencion de las colibacilosis entéricas y de las infecciones de la glandula mamaria
causadas por E.coli, Staphylococcus aureus, hyicus, epidermidis y xylosus. Agite bien y desinfecte la tapa antes de
usarse. De preferencia consuma todo el producto una vez usado el envase.

DOSIS Y VIA DE ADMINISTRACION:

Via de administracion: Intramuscular.

Dosis: Para vacas adultas: 4 ml via intramuscular en los musculos crurales externos a la altura del nacimiento de la
glandula mamaria y nédulos linfoides supra mamarios.

APLICACION:

Durante el manejo de secado o en vacas en lactacion: Las vacas sin inmunizacion previa con EcoStaph PM+3: Dos
aplicaciones de 4 ml I.LM. en la pierna a la altura de los nddulos linfaticos supra mamarios, con un lapso de 30 dias
entre cada una. Vacas ya inmunizadas con EcoStaph PM+3: Refuerzo de 4 ml .M. cada seis meses o al tiempo del
manejo del secado del siguiente ciclo.

ADVERTENCIAS:

Como cualquier bioldgico, después de su aplicacion es posible se genere choque anafilactico. Vigile a los animales
y en caso de anafilaxia proporcione el tratamiento en forma oportuna. La empresa fabricante se deslinda de la
responsabilidad de sus bienes por mal uso o descuido del productor.

ALMACENAJE: NO CONGELE. Preserve de 2°C a 8°C.

ACCION: DESCRIPCION DEL PRODUCTO:

Los antigenos presentes en el biologico representan varios factores de virulencia de E.coli tanto de componentes de
membrana y fimbrias como de factores de toxinas y para Staphylococcus aureus de proteinas de virulencia de la
pared celular enriquecidas para el factor de clonacion y adhesion a la fibronectina.

Una vez aplicado el biologico por la via IM los antigenos son presentados a células inmunes y llevados al tejido
linfoide para su ulterior proceso de sintesis de inmunoglobulinas del sub tipo IgG2. Las inmunoglobulinas permean
de su nicho vascular hacia el acino glandular junto con la leche producida. Las inmunoglobulinas se adhieren a la
superficie de las bacterias en forma especifica y favorece la incorporacion por fagocitosis a células inmunes
especializadas en donde son destruidas.
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Ecostaph PM+3

La bacterina EcoStaph PM+3 es un bioldgico preparado para el control de los gérmenes mas frecuentes
y/o de mayor riesgo inductoras de mastitis. Su construccion cuenta con; cuatro variables de Escherichia
coli que expresan adhesinas y factores de virulencia. Staphylococcus totales, asi como selectivos en su
biofilm para factores de adhesion. Es un producto inactivado con aldehidos por lo que los
microorganismos no se multiplican. Se puede aplicar en cualquier etapa de la produccion. Si es aplicado
en la etapa de lactancia, se espera reduccion del 3% de la produccion de leche de un solo dia, recuperando
la produccion anterior. Su aplicacion durante la etapa pre parto evita esa pérdida y prepara un calostro
con proteccion particular de inmunoglobulinas IgG. Entre las IgG destacan las protectoras de adhesion
de E.coli K 99 controlando las diarreas en los recién nacidos. No induce reacciones colaterales locales
en el sitio de aplicacion, ni sistémicas graves, dado el control de esterilidad y de concentracién de
endotoxinas. Contiene el adyuvante PM+3, compuesto constituido por dos tipos de glicésidos inmuno
estimulantes. En forma eventual de presentar choque anafilactico, aplicar epinefrina y proporcionar
tratamiento sintomatico.

La bio-variabilidad de Escherichia coli en lo que respecta a sus determinantes antigénicos, es muy
amplia. Las variables determinantes de virulencia y patogenicidad en Escherichia coli se caracterizan
por la adhesion a la membrana citoplasmica a las células del huésped. En forma eventual las E.coli son
invasivas intra celulares al huésped y de alta virulencia. Esos determinantes se encuentran en los pilis y
fimbrias de la superficie de Escherichia coli y son los determinantes K30, K35, K85 y K99 que
conforman los antigenos de adhesinas de EcoStaph PM+ 3. Los factores de virulencia secretados al medio
de cultivo se encuentran en vesiculas cuyo diametro oscila entre los 150 a 350 nandmetros. Las vesiculas
contienen factores de membrana como; lipopolisacérido y proteinas de virulencia de flagelos, fimbrias,
pared celular (Sanchez Almazian M J 2016). Las proteinas de virulencia excretadas al medio son
capturadas y purificadas para su dosificacion dentro de la formulacion.

Escherichia coli es una bacteria comensal del tracto entérico en el intestino grueso, de la mayoria de los
mamiferos. Sin embargo, algunas variables mutantes son las responsables de presentacion de diarreas o
mastitis, una vez que se adhieren a las microvellosidades del intestino y/o a la superficie de revestimiento
de las células que constituyen los epitelios de cisterna del pezén cisterna de la gldndula, conductos y
acinos galactoforos, respectivamente. La adhesion a las células modifica las microvellosidades y el
transporte idnico de los enterocitos, originando la salida de liquidos intracelulares (diarrea). En la
glandula mamaria, se estimula por quimiotaxis la atraccion de leucocitos polimorfonucleares procedentes
de la circulacion en sangre periférica, permeando por el proceso de diapédesis hacia las luces acinares,
modificando tanto los contenidos idnicos como las caracteristicas fisicas de la leche, propiciando la
aglutinacion. En los bovinos, Escherichia coli con pilis K-99 son las entero bacterias responsables de la
diarrea de los recién nacidos. La bacterina EcoStaph PM+3 contiene en su formulacion dos variables de
Escherichia coli K-99 con produccion de toxinas termo sensibles y termoestables. El resultado de
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inmunizar a las vacas en la “etapa de secado” es el de un calostro enriquecido en inmunoglobulinas IgG-
2 que protegen al recién nacido mediante inmunidad pasiva, previniendo la colonizacion de Escherichia
coli productoras de diarrea.

La inmunizacion requiere de dos aplicaciones de 4 ml por la via intramuscular espaciadas una de otra por
30 dias a terneras después de 3 meses de edad. En forma posterior y por la memoria inmunologica, solo
requerira cada bovino de un refuerzo cada 6-9 meses.

Referencias
Romero Pastrana F, direccion; Hernandez Jauregui A. P Tesis maestria FMVZ UNAM, 2014.

Sanchez Almazan Jahir, direccion; Hernandez Jauregui A. P. Tesina de fin de carrera Ingenieria en
Biotecnologia. Identificacion de las vesiculas de la membrana externa de E.coli obtenida de un caso de
mastitis en bovinos. Universidad Politécnica de Puebla, 2016.

Antecedentes

Escherichia coli
Escherichia coli es una de las bacterias predominantes en el tracto entérico de la mayoria de los mamiferos.

La colonizacién por esta bacteria ocurre después del nacimiento como contaminante del agua y alimento
ingerido y que proviene de otros individuos afines al medio ambiente. Una vez establecida la
contaminacion, E.coli puede persistir durante meses en el tracto intestinal y en forma predominante en el
intestino grueso.

Escherichia coli contiene tres antigenos de superficie; O localizados en la pared celular de la bacteria. K o
Vi, localizado en la superficie de la pared celular. H ubicado en los flagelos. Estos determinantes
antigénicos son definidos en forma genética. Las combinaciones de los determinantes antigénicos son
multiples por lo que la biodiversidad es amplia, sin embargo, de 14,000 aislamientos solo 708 mostraron
combinaciones diferentes de los antigenos H y O.

Toxinas Termo Estable (T S) y Termo Labil (T L)

Son dos las toxinas presentes en las cepas de E. coli entero toxigénicas, la toxina termo estable (TS) y la
termolabil (TL). La TL es una proteina de 86,000 Dalton y parecida en su composicion y por ende en su
efecto y/o accion con la toxina de vibro cholera. La TS estd constituida por pequeios polipéptidos entre
18 y 50 aminoacidos. Ambas toxinas son responsables de modificaciones en la fisiologia del enterocito
dando lugar a la salida de solutos. En la colonizacion de la glandula mamaria, las toxinas inducen
alteraciones inflamatorias locales y/o sistémicas. Al absorberse las toxinas al sistema sanguineo, las toxinas
inducen el cuadro de choque séptico.

Las Vesiculas Endoplasmicas (OMVs) como sistema de secrecion y liberacion de factores microbianos.
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Las OMVs constituyen un mecanismo de liberacion a distancia de factores microbianos, la liberacion se
lleva a cabo en una envuelta protectora y por tanto en un entorno mas estable que la secrecion de proteinas
solubles.

Las OMVs permiten la secrecion de lipidos bacterianos, proteinas de membrana y otros componentes
insolubles. Algunas proteinas de la membrana externa de patégenos son adhesinas, importantes para la
colonizacion de tejidos del huésped. Las vesiculas representan un medio por el cual, las proteinas solubles
pueden ser liberadas al medio ya sean englobadas en el lumen o asociadas a la superficie de vesiculas. Las
proteasas extracelulares a menudo degradan las proteinas secretadas, sin embargo, las moléculas presentes
en OMVsy las proteinas solubles asociadas a la superficie externa son altamente resistentes a las proteasas.
En cambio, el transporte por OM Vs puede permitir que las moléculas menos estables como toxinas puedan
llegar a mas destinos. Las OMVs permiten, ademas que las proteinas se liberen a altas concentraciones.
Mediante el uso de las OMVs las bacterias pueden liberar moléculas efectoras, llegar a un mismo sitio a la
vez y de forma dirigida a través de la especificidad de unidon entre adhesinas bacterianas expuestas a la
superficie y receptores de la célula huésped.

El proceso de vesiculacion tiene un aspecto importante el cual es su capacidad inmunogénica. Las OMVs
estan siendo utilizadas como base para el desarrollo de vacunas frente a varios patégenos debido a sus
caracteristicas (Schwechhimer et al., 2013) son capaces de proteger contra infecciones, se ha visto que las
vesiculas pueden inducir una respuesta inmune protectora con la produccion de anticuerpos IgG cuando
son inoculados intramuscular e intranasal mente. Por tal motivo y debido al éxito que se presenta la
utilizacion de las OMVs como vacunas, algunas proteinas son transportadas dentro de las vesiculas y han
demostrado ser bueno inmunogenos que se han expresado con la finalidad de aumentar la respuesta
protectora.

Bibliografia

Falkow S., Mekalanos J. The enteric bacilli and vibrio. 561- 581. In; Microbiology Fourth ED. Ed. Davis
B.D., Dulbecco R., Eisen H.N., Ginsberg H.S. Lippincott Comp 1990.
Schwecheheimer, C, Sullivan, C.J., and Kuehn, M.J. (2003) Envelope control of outer membrane vesicles

production in Gram-negative bacterial. Biochemistry 52: 3031-40.

Identificacion de las vesiculas de la membrana externa de E. coli obtenida de un caso de mastitis en
bovinos. Manuel Jahir Sanchez Almazan para obtener el titulo de: Ingeniero en biotecnologia director del
proyecto: Dr. Pablo Hernandez Jauregui y Alvarez. Programa Académico de Ingenieria en Biotecnologia.
Universidad Politécnica de Puebla. San Mateo Cuanala, puebla. 27 de abril de 2016.
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Berkova, Vasco Azevedo2, E. Guédon, Y. Le Loir. Staphylococcus aureus Extracellular Vesicles Elicit an
Immunostimulatory Response in vivo on the Murine Mammary Gland. Front Cel Infect Microb. 8, 277
2018.

Pagina 4|8




Escherichia coli como antigeno vacunal

No obstante, la biodiversidad de E.coli en el ambiente intestinal de los bovinos por ello en las heces en un
establo, se ha demostrado por el método experimental, la respuesta inmune ante la aplicacion de E.coli
como antigeno vacunal y la respuesta regulatoria después del desafio con la misma cepa vacunal. Raynard
P, y Caffin J.P. (1983) informaron sobre la estimulacion de inmunoglobulinas del tipo IgG1 y 2, e [gM y
el aumento en la concentracion de estas globulinas en dos vacas inmunizadas, comparadas con 3 no
inmunizadas. La aplicacion de E.coli cepa B117 asociada a un adyuvante fue realizada durante el periodo
de secado de la lactancia, seguida cinco semanas después de la infusion intramamaria de la vacuna sin
adyuvante. Los dos grupos de vacas, (Inmunizadas y no inmunizadas) fueron desafiadas con 10 unidades
formadoras de colonias de la cepa de E.coli B117. La concentracion de IgG1 aument6 considerablemente
en la leche asi mismo la IgM, la mayor actividad bactericida hacia E.coli se desarrolld en los cuartos
inmunizados. Este trabajo, representa el primer ensayo publicado sobre la inmunizacion intra glandular
de antigenos.

En un experimento paralelo, Rainard P. analizé la respuesta celular inflamatoria y la actividad de los
anticuerpos opsonizantes en la leche en las vacas inmunizadas. Antes del desafio, la leche libre de células
y en contacto con leucocitos polimorfo nucleares agregados, destruyd la E.coli vacunal también
incorporadas al sistema, mientras que la leche de vaca no inmunizada, permiti6 la sobrevida de E.coli
vacunal y su multiplicacién después del desafié in vivo, la respuesta inflamatoria se inici6 entre las 8 y 10
horas post inoculacion en los dos grupos de vacas , sin embargo en el grupo inmunizado, la reaccion
inflamatoria fue notable y de gran celularidad desde las 6 horas. Los estudios in vitro demostraron la alta
actividad bactericida. Estos experimentos demostraron con claridad que se formaron inmunoglobulinas
especificas contra los determinantes antigénicos presentados mediante la inmunizacién al sistema inmune.
La mayor actividad bacteriana obedece a la opsonizacioén de las bacterias y a la fagocitosis por células
mono nucleares estimuladas.

Raynard P, Caffin J.P. Sequential changes in serum albumin, immunoglobulin (IgG1, IgG2, IgM) and
lactoferrin concentrations in milk following infusion of Escherichia coli into the udder of immunized and
cows. Ann Rech Vet 1983; 14 (3) 271-279
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Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) pertenece a la familia Micrococcaceae, son cocos Gram positivos, con
un didmetro entre 0,5 a 1,7 micras. La division celular que se produce en los tres planos perpendiculares
no conduce a la separacion total de las células hijas por lo que S.aureus aparece en forma individual, en
pares o en cadenas cortas en forma de racimos. S.aureus es un anaerobio facultativo, sin embargo, su
desarrollo es mas abundante en condiciones aerobias. La proliferacion ocurre en un amplio espectro de
temperatura que oscila de 18 a 40°C. No obstante, la temperatura 6ptima es de entre 30 a 37°C. El pH
optimo es de 7.0 a 7.5. Presenta requerimientos nutricionales complejos, desarrollandose bien en casi todos
los medios de laboratorio de rutina (1, 2).

S.aureus solia ser considerado un patdégeno no invasivo, se sabe ahora que puede invadir diversos tipos de
células debido a un mecanismo que involucra la formacion de un puente de fibronectina en las proteinas
de adherencia a la fibronectina de la bacteria y las integrina del hospedero que activan el proceso de
internalizacion de S.aureus (3, 4, 5). El microorganismo puede sobrevivir al interior de la célula en estado
semiactivo generalmente referido como variantes de colonias pequenas (6). Después de la colonizacion
con Staphylococcus aureus, el sistema inmune del huésped induce anticuerpos contra la toxina beta, lipasa
y acido teicoico de la bacteria (7); sin embargo, esos anticuerpos no protegen contra nuevas infecciones
causadas por el mismo germen (8). El desempefio de los anticuerpos producidos por infeccion previa o
inducidos por vacunas de Staphylococcus aureus completos, se podria explicar por la produccién in vivo
por de una membrana de composicion compleja, principalmente conformada por polisacaridos, llamada
“biofilm”, que interfiere con la fagocitosis con las células competentes del sistema inmune (9). Las vacunas
completas de Staphylococcus aureus inactivadas, solo logran proteccion parcial (10, 11). Las adhesinas
son consideradas como el factor de virulencia més importante durante la fase temprana de la infeccion por
S.aureus (12). Las adhesinas son una familia de proteinas presentes en la pared celular de la bacteria, son
las encargadas de promover la adhesion al unirse a las moléculas de la matriz extracelular del hospedero,
como son la fibronectina, el fibrindgeno y el colageno. Sin embargo, las adhesinas que reconocen a la
fibronectina y al fibrindgeno se ubican incluidas en el biofilm, inducen respuesta inmune, cuando estan en
su entorno habitual (13-14). Una de estas adhesinas que se une a la fibronectina (Fn), es la proteina de
adhesion a la fibronectina (fibronectin-binding protein, FnBP). Otra adhesina de importancia en el proceso
de adhesion al hospedero es aquella que se une al fibrindgeno. Existen varias adhesinas en S.aureus
encargadas de adherirse al fibrindgeno, entre las mejor estudiadas estan las proteinas “Clumping factor A
y B (CIfA y CIfB”, presentes en la superficie de la bacteria (15, 16).
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CyTA Farma S.C
Manual de Procedimientos de Calidad
Control de calidad de producto terminado EcoStaph PM+3

Producto: EcoStaph PM+3 Cédigo de producto: 580001

Presentacion: 100 mL Ingrediente Activo: Cultivos puros de E.coli entero adherentes y
enterotoxigénicos 10,000 UFC. Cultivos puros de

S. aureus (+) y (-) 10, 000 UFC inactivados con
formaldehido. Adyuvante PM+3, aldehidos y
excipiente.

Numero de lote: Fecha de produccion:
Cantidad de lote: Fecha de caducidad:
Dosis: Fecha de realizacion de los ensayos:

Fecha de expedicion del certificado:

Prueba / Especificacion Resultado
PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Determinacion de pH

Meétodo con potencidmetro pH entre los rangos de 5-7 6.20
Valoracion de volumen

Medicion del volumen con balanza. igual a 100 mL Cumple
Inactivacion S/C
Siembra de E.coli en Agar Mac Conkey

Siembra de S. aureus en Agar Sal y Manitol S/C
Siembra de S. hyicus en Agar Sal y Manitol S/C

Siembra de S. epidermidis en Agar Sal y Manitol S/C
Siembra de S. xylosus en Agar Sal y Manitol S/C

PARAMETROS BIOLOGICOS:

Inocuidad

No se presentan bajas de muerte de animales ni disminucion de peso. Cumple
Inmunogenicidad

Se considera positivo por encima de la densidad Optica del suero de raton Positivo
testigo/control.

PARAMETROS MICROBIOLOGICOS

Esterilidad

Prueba realizada en agar soya Tripticaseina para producto terminado de EcoStaph S/IC
PM+3 (Sin crecimiento).

Prueba realizada en Agar Dextrosa Sabouraud para producto terminado de EcoStaph

PM+3 (Sin crecimiento) S/IC
LOTE APROBADO LOTE RECHAZADO
Responsable de Control de calidad. MVZ, PhD Pablo Hernandez Jauregui

Director Técnico y de Investigacion

CyTA Labs 2026 |Informacion Técnica Ecostaph PM+3 Pdgina 8 |8




