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PALABRAS CLAVE Resumen

Mastitis bovina; Staphylococcus aureus es el principal agente causante de mastitis bovina en Argentina y
Staphylococcus aureus; en el mundo. Esta bacteria ocasiona infecciones crénicas que generan importantes pér-
Respuesta inmune didas a los productores y la industria lechera. El objetivo de este articulo es caracterizar
innata los mecanismos que intervienen en la infeccion causada por S. aureus en la glandula

mamaria bovina, evaluando dos aspectos diferentes del proceso infeccioso: por un lado,
lo vinculado con la respuesta inmune innata por parte del hospedador, y por otro, la ca-
pacidad de la bacteria para evadir el sistema inmune e interactuar con diferentes tipos
celulares. La exploracion de la interaccion de S. aureus con el sistema inmune de la
glandula mamaria bovina permitira identificar blancos para delinear nuevas alternativas
preventivas o curativas, que contribuyan a evitar o eliminar las infecciones causadas por
este organismo.

© 2014 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espaia, S.L. All
rights reserved.

Aspects of the innate immune response to intramammary Staphylococcus aureus
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Innate immune Staphylococcus aureus is the pathogen most frequently isolated from bovine mastitis
response worldwide, causing chronic intramammary infections that limit profitable dairying. The

objective of this article is to characterize the mechanisms involved in S. aureus mammary
gland infections considering two different aspects of the infectious process; on the one
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hand, the aspects involved in the host innate immune response and on the other hand,
the capacity of this organism to evade the immune system and interact with different
cell types. The exploration of S. aureus interactions with the immune response of bovine
mammary gland will help identify targets to outline new preventive or curative
alternatives for intramammary infections caused by this organism.

© 2014 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espaia, S.L. Todos

los derechos reservados.

Introduccion

La mastitis bovina es una de las enfermedades mas impor-
tantes que afecta mundialmente a la industria lactea. Oca-
siona grandes pérdidas econémicas debido al deterioro de
la calidad de la leche, al aumento de costos directos e indi-
rectos por tratamientos antibioticos de casos clinicos y al
descarte temprano de animales’. Dentro de los patogenos
contagiosos causantes de mastitis, Staphylococcus aureus
es el agente etiologico mas prevalente tanto en Argentina?
como en otros paises de gran desarrollo lechero®. La infec-
cion por S. aureus comienza con un episodio subclinico o
clinico agudo, generalmente evoluciona hacia la cronicidad
y puede persistir a lo largo de toda la vida del animal™. La
eficacia de curacion en casos crénicos luego del tratamien-
to con antibidticos es baja y no existe una terapia efectiva
para eliminar por completo la infeccion del cuarto mamario
afectado™. Entre otros factores, se considera que el éxito
limitado de la terapia con antibidticos esta dado por la ha-
bilidad de S. aureus de evadir la respuesta inmune del hos-
pedador y sobrevivir dentro de diferentes tipos de células
de la glandula mamaria (GM) por un largo periodo sin causar
una inflamacion clinica*323,

Numerosos articulos de revision han demostrado que la
patogenicidad de S. aureus es un proceso complejo y multi-
factorial, resultado de la accion combinada de mas de 50
factores de virulencia que son expresados coordinadamente
durante las diferentes fases de la infeccion en distintos or-
ganos y hospedadores?s2%:83.849 (colonizacion, evasion de las
defensas del hospedador, multiplicacion y diseminacion
bacteriana). En las infecciones intramamarias (IIM), la pato-
génesis y la propagacion de S. aureus dependen de la expre-
sion de los factores de virulencia de la bacteria?*>>¢'-%, del
medio ambiente” y del hospedador, lo que en conjunto de-
termina la frecuencia y gravedad de las infecciones. En re-
lacion con el establecimiento y la persistencia de la infec-
cion por S. aureus en la GM bovina, se ha postulado que esta
se asocia con una respuesta inmune deficiente mediada por
factores de origen bacteriano y del hospedador'>®, y se ha
destacado el rol fundamental de la respuesta inmune innata
frente a este patogeno®¢7-8,

El sistema de defensa de la GM contra los patégenos cau-
santes de mastitis esta mediado por factores inmunologicos
innatos y adquiridos asociados a este tejido, que actlan en
forma coordinada. La eficiencia de estos mecanismos resul-
ta determinante de la resistencia a nuevas infecciones®>767,
En la presente actualizacion se caracterizan los mecanis-
mos que intervienen en la infeccion causada por S. aureus
en la GM bovina evaluando aspectos que involucran la res-
puesta inmune innata del hospedador y la capacidad de la
bacteria para evadirla y persistir en diferentes tipos celula-

res. Un mayor entendimiento de la interaccion de S. aureus
con el sistema inmune de la GM bovina permitira identificar
blancos para delinear nuevas alternativas preventivas o cu-
rativas tendientes a evitar o eliminar las infecciones y a
minimizar las pérdidas por esta enfermedad.

Mecanismos de la respuesta inmune
en la glandula mamaria

Los mecanismos de la respuesta inmune en la GM bovina
involucran diversos factores fisicos, celulares y molecula-
res, que se engloban dentro de la inmunidad innata y adap-
tativa. La inmunidad innata constituye la primera linea de
defensa durante las etapas tempranas de la interaccion con
el organismo. Es el factor clave determinante del estableci-
miento, la progresion y la gravedad de la infeccion, asi
como del desarrollo de la respuesta inmune adaptativa'.
Dependiendo de la eficiencia de estos mecanismos, los pa-
togenos pueden ser eliminados en cuestion de minutos u
horas después de la invasion. Si esto ocurre, no se produci-
ran cambios notables en la funcién de la GM o en la calidad
de la leche®,.

Los componentes del sistema de defensa innato de la GM
incluyen barreras fisicas, como el esfinter del pezoén; barre-
ras quimicas, como la queratina del canal del pezdn; facto-
res solubles como la lactoferrina (Lf); lisozima; proteinas
del complemento; citoquinas y quimioquinas. Ademas, exis-
ten elementos celulares que incluyen macroéfagos, células
dendriticas (CD), mastocitos, neutrofilos, eosinofilos y célu-
las asesinas naturales®® (NK). La inmunidad especifica o
adaptativa se orquesta en poblaciones celulares que reco-
nocen antigenos particulares de los patogenos y esta media-
da por linfocitos B, a través de la sintesis de anticuerpos, y
por linfocitos T, en forma directa o a través de la sintesis de
factores solubles. Esta respuesta tiene la particularidad de
ser mas efectiva luego de cada exposicion al patogeno y su
activacion secundaria mediada por linfocitos T y B permiti-
ria su eliminacion”’.

Reconocimiento del patégeno e iniciacion
de la respuesta inmune innata

El contacto de las bacterias que ingresan a la GM con las cé-
lulas del sistema inmune presentes en la leche y con las
células epiteliales que recubren los conductos excretores
desencadena la induccion de la respuesta inmune innata, la
cual constituye la primera linea de defensa contra los pato-
genos causantes de mastitis®. Una respuesta inmune rapida
y efectiva se basa en el reconocimiento precoz de los pato-
genos potenciales®?:%, La respuesta inmune innata se inicia
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cuando receptores de reconocimiento de patrones (pattern
recognition receptors [PRR]) especificos, presentes en la su-
perficie o dentro de las células del hospedador, se unen a
moléculas particulares de las bacterias, denominadas patro-
nes moleculares asociados a patogenos (pathogen associated
molecular patterns [PAMP]). Estos patrones moleculares
constituyen un conjunto de moléculas conservadas y compar-
tidas por grupos diversos de microorganismos y estan presen-
tes en su superficie o se liberan cuando los microorganismos
se replican o degradan?®'. Los PRR se expresan en los leucoci-
tos de la leche y en las células epiteliales de la GM®.

Los receptores tipo toll (toll like receptors [TLR]) forman
parte de los PRR, son proteinas estructuralmente relaciona-
das que reconocen diferentes PAMP e inducen la produccion
de factores secretados, como citoquinas®. Los receptores
TLR2 y TLR4 estan particularmente involucrados en infec-
ciones bacterianas, se activan sobre todo en respuesta a las
infecciones con bacterias gram positivas y gram negativas,
respectivamente®'. La union del ligando al TLR estimula la
activacion del factor de transcripcion nuclear-xB (nuclear
factor kB [NF-xB]) y de quinasas activadas por mitogenos
(mitogen-activated protein kinases [MAPK]), lo que condu-
ce a la produccion de importantes mediadores de la inmu-
nidad innata tales como interleuquina (IL) -6, IL-12, IL-18,
interferon (IFN)-o e IFN-y. Concomitantemente, la sefializa-
cion por TLR induce la expresion de moléculas coestimula-
doras esenciales para la iniciacion de la respuesta inmune
adaptativa, como B7.1 (CD80) y B7.2 (CD86), que son pro-
teinas de superficie expresadas por células presentadoras
de antigeno (APC). La presencia de estas moléculas coesti-
muladoras y la presentacion de los componentes antigéni-
cos microbianos activan las células T CD4+ requeridas para
iniciar la respuesta inmune adaptativa®'.

Todas las vias de transduccion de sefiales de TLR activan
finalmente el NF-kB2. La via dependiente de MyD88 (protei-
na de diferenciacion mieloide primaria) se asocia con la
fase de respuesta temprana de NF-xB, mientras que la via
independiente de MyD88 se asocia con la fase de respuesta
tardia de NF-xB*. Se ha determinado que la expresion de
citoquinas durante la mastitis bovina se correlaciona con la
activacion de NF-kB**'y que la magnitud y duracion de la
respuesta de citoquinas depende del patogeno actuante’.
En general, las bacterias gram negativas que expresan lipo-
polisacaridos (LPS) en su superficie, como los organismos
coliformes, inducen una respuesta de citoquinas proinfla-
matorias rapida y de mayor magnitud que las bacterias
gram positivas, como S. aureus®®.

Factores determinantes de la respuesta
diferenciada de citoquinas frente a distintos
patdgenos

En infecciones mamarias experimentales por Escherichia
coli se ha observado un incremento en las concentraciones
de IL-1B, INF-y, IL-12, factor de necrosis tumoral alfa [tu-
mor necrosis factor o (TNF-o)] e IL-8 en leche en las prime-
ras 48 horas postinoculacion; mientras que las Ultimas dos
citoquinas no fueron detectadas tras la infeccion experi-
mental por S. aureus. Esto sugiere que esta respuesta limi-
tada favoreceria el establecimiento de la infeccion por este

organismo?. Sin embargo, los mecanismos determinantes de
esa respuesta no han sido totalmente esclarecidos. En las
IIM causadas por S. aureus, el TNF-o, la IL-1B y la IL-6 son
las citoquinas proinflamatorias predominantes. Se han de-
tectado transcriptos de ARNm de estas citoquinas en leche
proveniente de vacas con IIM cronicas®®® y con IIM agudas
experimentales por S. aureus®, aunque la transcripcion fue
marcadamente menor a la observada frente a infecciones
experimentales por E. coli®®. Se observo un incremento en
la transcripcion de TNF-o en células de leche en mastitis
clinica causada por S. aureus a las 24 horas postinoculacion,
con una fuerte disminucion 8 horas mas tarde®. Esta dismi-
nucion coincidié con un incremento en la produccion de IL-
1B, la que se mantuvo elevada por 8 horas.

La expresion de citoquinas en cultivos primarios de célu-
las epiteliales mamarias bovinas (primary bovine mammary
epithelial cells [pbMEC]) cocultivadas con E. coli inactiva-
das con calor se agrupa en una red regulatoria con una po-
sicion central de TNF-o e IL-1, mientras que en un entorno
idéntico para S. aureus, estas citoquinas fueron reguladas
negativamente. Ambas bacterias mostraron una regulacion
positiva de la IL-6, posiblemente debida a un mecanismo
independiente de la via de MyD88, ya que la anulacion com-
pleta de esta via de sefalizacion del TLR en pbMEC no mo-
difico la expresion de esta citoquina®‘. Por otra parte, en
células cocultivadas con S. aureus inactivados con calor se
observo una regulacion positiva del IFN-B, también atribui-
da a una activacion del NF-xB independiente de MyD88 3. El
bloqueo o la falta de activacion de la sefalizacion del TLR
mediante la via dependiente de MyD88 por S. aureus en
células epiteliales mamarias (CEM) bovinas podria ser la
causa por la cual genes efectores claves en la respuesta
inmune innata no se activan tempranamente luego de la
IIM; este tipo de células predominan en la GM sana. Tales
genes codifican la sintesis de enzimas bactericidas, como
B-defensinas® y oxido nitrico sintetasa inducible (inducible
nitric oxid synthase [iNOS]), entre otros. Particularmente,
la falta de activacion de estos genes en las CEM podria ex-
plicar, en parte, la falla en la eliminacion del patégeno ob-
servada en mastitis subclinicas persistentes causadas por
bacterias gram positivas®.

Estudios recientes han demostrado que el cocultivo de
CEM bovinas con S. aureus aislado de mastitis clinica afecta
la activaciéon NF-xB y da como resultado una expresion muy
baja de ARNm de TNF-o*. Yang et al.’" examinaron la acti-
vacion de los receptores de patdgenos TLR2 y TLR4 por li-
gandos derivados de S. aureus. Estos investigadores obser-
varon que el cocultivo de pbMEC con E. coli y S. aureus in-
activados por calor inducian la expresion de genes codifi-
cantes de IL-8 y TNF-q; sin embargo, la induccion por parte
de S. aureus fue un 5 % menor que la observada con E. coli.
Esta respuesta disminuida en la expresion de citoquinas es-
tuvo acompanada de una pérdida completa de la activacion
de NF-xB por S. aureus o acido lipoteicoico (LTA) en pbMEC.
Los citados autores concluyeron que la causa de la inade-
cuada respuesta inmune inducida por S. aureus no se debio
a una alteracion en la union del TLR a su ligando, sino a una
regulacion negativa de la activacion de NF-xB en pbMEC por
el patogeno, lo que debilito la respuesta inmune en la GM.

La falta de sefalizacion del NF-xB por PAMP de S. aureus
podria relacionarse con el incremento en la produccion de
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factor transformante del crecimiento beta [transforming
growth factor (TGF-B)] en la GM infectada con S. aureus, lo
cual causaria el bloqueo de la via de sefalizacion depen-
diente de MyD88, tal como lo propone Naiki et al.’. Por
otra parte, Gilbert et al.3' postulan que, a diferencia de E.
coli, en ppMEC S. aureus utilizaria la via de activacion de la
proteina de activacion 1 (AP-1) en vez de NF-«B, induciendo
una respuesta inmune mas restrictiva que la de E. coli, con
la consecuente disminucion en la activacion de genes invo-
lucrados en el reclutamiento de células y defensas inmunes
locales. En la tabla 1 se resumen los mecanismos inducidos

Tabla 1

por S. aureus que determinan una respuesta diferenciada
de citoquinas en la GM bovina.

Evasion del reconocimiento de TLR y respuesta
celular

La evasion del reconocimiento de TLR ha recibido un crecien-
te interés en los Ultimos afos, aunque los estudios disponi-
bles son escasos. Recientemente, se ha propuesto un nuevo
mecanismo de escape de las defensas inmunes del hospeda-
dor por parte de S. aureus que involucra la interferencia con

Mecanismos inducidos por Staphylococcus aureus que conducen a una respuesta diferenciada de citoquinas en la

glandula mamaria bovina, seglin estudios realizados in vivo e in vitro

Citoquinas Respuesta a S. aureus/LTA Mecanismo potencial Modelo experimental
TNF-a Ausencia en leche durante las primeras  Bloqueo o fracaso en la activacion de Infecciones intramamarias
48 h postinfeccion® sefalizacion de TLR mediante la via experimentales con S.
dependiente de MyD88, con la aureus
consecuente disminucion en la sintesis
de enzimas bactericidas y compuestos
antibacterianos
Expresion génica aumentada en leche a Regulacion negativa de la activacion de  Estudios in vitro
las 24 h postinfeccion, con fuerte NF-xB por el patégeno
disminucion 8 h mas tarde>#
Niveles no detectables en
sobrenadante de cultivo de ppMEC3"8
Expresion génica disminuida en
prEc34,43,44,91
IL-18 Resultados discordantes en cuanto a su  Bloqueo o fracaso en la activacion de Infecciones intramamarias
deteccion en leche: incrementos de los  senalizacion de TLR mediante la via experimentales con S.
niveles a las 32 h postinfeccion, y se dependiente de MyD88, con la aureus
mantiene elevada por 8 hé, o consecuente disminucion en la sintesis
ausencia®®*? de enzimas bactericidas y compuestos
antibacterianos
Expresion génica aumentada en leche a Regulacion negativa de la activacion de  Estudios in vitro
las 32 h postinfeccion, se mantiene NF-kB por el patdgeno
Niveles no detectables en
sobrenadante de cultivo de ppMEC3""8
Expresion génica disminuida en
prEC34,43,44
IL-8 Ausencia en leche durante las primeras Bloqueo o fracaso en la activacion de Infecciones intramamarias
48 h postinfeccion® sefalizacion de TLR mediante la via experimentales con S.
dependiente de MyD88, con la aureus
consecuente disminucion en la sintesis
de enzimas bactericidas y compuestos
antibacterianos
Expresion génica disminuida en Regulacion negativa de la activacion de  Estudios in vitro
pbMEC#344.91 NF-kB por el patdgeno
IL-6, IFN-B Expresion génica aumentada en Activacion de NF-kB por un mecanismo  Estudios in vitro
pbMEC34, independiente de la via de MyD88
TGF-B Expresion génica aumentada en Bloqueo de la via de sefalizacion Estudios in vitro

pbMEC3"5

Expresion proteica aumentada en [IM
cronicas por S. aureus?

dependiente de MyD88. Posible
utilizacion de la via AP-1

Intensa remodelacion del tejido
mamario infectado

Estudios ex vivo
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la via de reconocimiento de las células inmunes®. Al respec-
to, se ha demostrado que la proteina SSL3, un superantigeno
de S. aureus, bloquea la activacion de TLR2 a través de la
interaccion extracelular directa con el receptor'. Particular-
mente, SSL3 se uniria al dominio extracelular del TLR2 e in-
hibiria la produccion de TNF-o por parte de macréfagos mu-
rinos en respuesta a la estimulacion con S. aureus inactivado
por calor, peptidoglicanos (PGN) o lipopéptidos. Este nuevo
mecanismo de evasion descripto incrementa el conocimiento
actual sobre la interaccion bacteria-hospedador y abre nue-
vos caminos para el estudio de la patogenia de la mastitis
bovina causada por este patdgeno. En relacion con el conoci-
miento actual sobre este tipo de exoproteinas de S. aureus
aislados de IIM en bovinos, Smyth et al.”® examinaron la ocu-
rrencia de 7 genes que codifican miembros de la familia de
exoproteinas SSL, y observaron que todas las cepas analiza-
das contenian el locus ssl, con pequefas variaciones en el
numero de genes ssl presentes.

Para examinar el posible rol de TLR2 en la respuesta ce-
lular, Watanabe et al.?” determinaron los niveles de fagoci-
tosis y la consiguiente muerte de las bacterias fagocitadas
por macroéfagos obtenidos de ratones deficientes en TLR2 y
en ratones wild type. Estos autores observaron que la fago-
citosis de S. aureus y E. coli fue similar entre macréfagos
provenientes de ambas cepas de ratones. Sin embargo, la
supervivencia de S. aureus fagocitados, pero no de E. coli,
disminuy6 en mayor medida en los macrofagos deficientes
en TLR2 en comparacion con los wild type. Por otra parte,
luego de la incubacion de macrofagos de ratones wild type
con S. aureus observaron incrementos en los niveles de las
formas fosforiladas de tres MAPK (JNK, ERK1/ERK2 y p38).
En cambio, en macrdfagos provenientes de ratones defi-
cientes en TLR2, los niveles de JNK fosforilados permane-
cieron bajos luego de la incubacion con S. aureus, mientras
que la activacion de ERK1/ERK2 y p38 ocurrié normalmen-
te. Estos resultados sugieren que de las tres MAPK, solo JNK
se fosforila y activa en macréfagos estimulados con S. au-
reus en una manera dependiente de TLR2. Ademas, ambas
cepas de ratones demostraron un nivel reducido de supe-
roxido en los macrofagos que habian fagocitado a S. aureus.
Estos investigadores proponen que tras reconocer a S. au-
reus, el receptor TLR2 activaria la quinasa JNK para supri-
mir la produccion de superoxido, lo que conduciria a la pro-
longacion de la vida de las bacterias en los fagosomas®. Sin
embargo, se necesitan nuevos estudios que clarifiquen el
mecanismo de regulacion negativa en la produccion de su-
perdxido mediado por JNK en las bacterias fagocitadas.

Si los resultados obtenidos de los estudios mencionados
se aplican a las IIM por S. aureus en bovinos, se podria infe-
rir que la disminucion de la habilidad de reconocer al pato-
geno, actuando sola o en combinacion con una respuesta
inmune reducida a la colonizacion bacteriana, podria con-
tribuir a la habilidad de S. aureus para evadir la respuesta
inmune innata del hospedador y favorecer su estableci-
miento en la GM.

Células que participan en la respuesta inmune
innata

Las células somaticas de la leche en GM sanas estan com-
puestas principalmente por macréfagos, pero también in-

cluyen linfocitos, neutrofilos y CEM”. La predisposicion de
la GM a la infeccion con diferentes patogenos podria estar
influenciada por el nimero de células somaticas de la leche
antes del contacto con el patoégeno: bajos recuentos de cé-
lulas somaticas (RCS) podrian asociarse con mayor riesgo y
gravedad de la mastitis. La tasa con la cual se incrementa o
disminuye el nimero de células somaticas de la leche du-
rante las IIM también difiere de acuerdo con el patégeno:
E. coli induce altos RCS en forma rapida (> 500 x 103 célu-
las/ml) dentro de las 24 horas, que pueden caer a los nive-
les pre-infeccion a las 48 horas, mientras que S. aureus
genera un incremento mas gradual a lo largo de un periodo
de 48 a 72 horas®.

Células epiteliales mamarias

En la GM sana, las CEM superan en nimero a cualquier otro
tipo celular, por lo que la probabilidad de tomar contacto con
los patdgenos invasores es mayor. En un estudio reciente en
cabras, Brenaut et al.' investigaron la respuesta transcrip-
cional in vivo de las CEM luego de la IIM experimental con S.
aureus utilizando métodos no invasivos para obtener ARN.
Las CEM reaccionaron durante las primeras 24-30 horas post-
infeccion expresando una amplia bateria de genes que codi-
fican diferentes citoquinas proinflamatorias, quimioquinas y
proteinas de fase aguda, lo cual destaca su rol en el inicio y
el desarrollo del proceso inflamatorio®.

Como se menciono, la induccion de las funciones inmunes
en las CEM depende del patogeno con el cual estas interac-
than. Escherichia coli activa la expresion de un amplio re-
pertorio de genes, de modo que dentro de las 24 horas se
incrementan en unas 1000 veces las concentraciones de
ARNm de citoquinas claves (TNF-a, IL-1, IL-8), y aproxima-
damente 100 veces las concentraciones de ARNm de varios
genes efectores de las defensas inmunes, como los que co-
difican B-defensinas, oxido nitrico sintetasa inducible (NO-
S2A) y amiloide sérico A3 3*% (SAA3). En cambio, luego del
contacto con S. aureus, la induccion de estos genes se ve
disminuida*. Esto se deberia, en parte, al impedimento de
la cascada de sefalizacion intracelular dependiente de
MyD88, inmediatamente aguas abajo de los receptores
transmembrana TLR2 y TLR4, ya que S. aureus imposibilita-
ria la formacion de una plataforma estructural alrededor
del dominio intracelular del TLR (TIR), necesaria para la
union de otros factores de la cascada de sefalizacion intra-
celular®. Como consecuencia, S. aureus induce una reac-
cion inmune en las CEM exclusivamente dominada por la
IL-6, mientras que E. coli también activa citoquinas adicio-
nales (IL-1 y TNF-o). La retroalimentacion positiva que in-
ducen IL-1 y TNF-a en la produccion de citoquinas por las
CEM esta disminuida en la respuesta inmune desencadena-
da por S. aureus, lo cual podria favorecer el establecimien-
to de la bacteria en la GM3.

Gilbert et al.’" demostraron que la estimulacion de pb-
MEC, tanto con LPS de E. coli como con sobrenadante de
cultivo de S. aureus proveniente de mastitis bovina, no lo-
gré aumentar los niveles de IL-1B y TNF-o en sobrenadante
de cultivo. En concordancia con estos hallazgos, se reporto
que ciertos PAMP de Staphylococcus, como muramil dipép-
tido (MDP) y LTA, no lograron aumentar la produccion de
citoquinas proinflamatorias en sobrenadante de cultivo de
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pbMEC8. Sin embargo, se observd que MDP y LTA actuaron
sinérgicamente para inducir la produccién de varios facto-
res quimiotacticos de neutrofilos secretados por las CEM, la
cual fue dependiente de la activacion de NF-kB'. En con-
junto, estos estudios sugieren que las CEM podrian afectar
diferencialmente la respuesta inflamatoria global en fun-
cion de como reconocen y responden a los diferentes PAMP
bacterianos. Por lo tanto, la gravedad y duracion de la mas-
titis podria estar relacionada no solamente con la expresion
de TLR, sino también con las vias de sefalizacion inducidas
por TLR que se activan en las CEM.

Macréfagos

Los macrofagos constituyen el tipo celular predominante en
leche de la GM bovina sana durante la lactancia; estos par-
ticipan en la respuesta inmune innata y adquirida. Durante
las IIM, los macrofagos estan implicados en maltiples nive-
les y son indispensables para el reconocimiento y la elimi-
nacion de las bacterias causantes de mastitis. Mas alla de la
actividad como fagocitos profesionales, la habilidad de los
macrofagos para secretar sustancias que faciliten la migra-
cion y actividad de otros tipos celulares seria la de mayor
importancia en la respuesta innata de la GM’®.

Durante el periparto se produce una alteracion muy pro-
funda de las capacidades funcionales de los macréfagos,
que ha sido directamente relacionada con la incidencia de
enfermedad. Aunque el nimero de macroéfagos bovinos es
alto en la Gltima semana de gestacion, la capacidad fagoci-
tica de estas células decrece, posiblemente debido a la
baja actividad opsénica en secrecion mamaria y a una dis-
minucién de la IgM. Adicionalmente, la expresion de MHC-I
por los macrofagos bovinos durante el periparto disminuye,
lo cual podria contribuir a una pobre presentacion de anti-
genos y dar como resultado una débil respuesta inmune es-
pecifica de los linfocitos de la GM*'.

Recientemente se demostrd que la infeccion in vitro de
macrofagos bovinos con S. aureus indujo su activacion, tan-
to a través de la via clasica como de la alternativa¥. La
activacion alternativa del macrofago podria ser un mecanis-
mo que contribuye a la persistencia intracelular de S. aureus
en el curso de la inflamacion mamaria en bovinos, ya
que se ha propuesto que induciria la produccién de IL-10
(citoquina antiinflamatoria) e inhibiria, en consecuencia, la
via clasica de activacion del macréfago.

En un estudio realizado en tejido mamario proveniente
de vacas en periodo de involucion activa se observé un in-
cremento del nimero de monocitos/macréfagos inmuno-
marcados con anti-CD14 en las GM de animales crénicamen-
te infectados con S. aureus, en comparacion con lo
observado en glandulas no infectadas?. Esto indica que es-
tas células podrian jugar un rol importante en las |IM causa-
das por este microorganismo, asociado a un intento de re-
parar el dafo tisular durante la infeccion croénica.

Neutrofilos

Los neutrofilos juegan un papel clave en las defensas de la
GM, y su rapida movilizacion desde la sangre hacia la leche
es crucial para prevenir la proliferacion de bacterias de cre-
cimiento rapido y la subsecuente mastitis aguda®.

El cambio a una poblacion predominantemente neutro-
filica en la GM ocurre luego del reconocimiento bacteriano
y liberacion de quimioatrayentes por parte de los macro-
fagos y CEM. Los neutréfilos eliminan al patogeno princi-
palmente por fagocitosis y muerte intracelular empleando
numerosos mecanismos antibacterianos: formacion de
trampas extracelulares de neutrofilos (NET), estallido res-
piratorio, péptidos antibacterianos y defensinas. Los neu-
trofilos activados liberan el material nuclear y el conteni-
do de sus granulos de manera similar a una red, que
fisicamente atrapa bacterias. Estas trampas contienen al
patogeno y lo ubican en un entorno local con altas concen-
traciones de agentes antimicrobianos liberados por los
neutrdfilos, de esta manera aumentan las posibilidades de
muerte bacteriana®. Las funciones fagociticas y el estalli-
do oxidativo de los neutrofilos se reducen drasticamente
cuando toman contacto con la leche, debido a la ingestion
de grasa y caseina®. Sin embargo, las funciones alternati-
vas de los neutrdéfilos como la liberacion de NET, no pare-
cen verse afectadas por la presencia de leche®. Por lo tan-
to, los NET podrian constituir importantes mecanismos
bactericidas durante las IIM*. En un estudio reciente sobre
protedmica de leche proveniente de bovinos infectados
con S. aureus, se detectd una alta concentracion de pro-
teinas intervinientes en la formacion de NET, y se ha pos-
tulado que estos podrian tener relevancia funcional en las
[IM por este patogeno®®. Sin embargo, se necesitan mas
estudios para determinar si los NET en asociacion con la
grasa de la leche conservan su actividad antimicrobiana.

El reclutamiento de neutrdfilos a la GM bovina varia en
intensidad y rapidez de acuerdo con el agente infeccioso®.
En mastitis bovinas experimentales subclinicas por S. aureus
se demostro un reclutamiento moderado (> 10° células/ml)
y tardio (entre 24 y 48 horas postinfeccion) de neutrofilos a
las GM inoculadas, en coincidencia con el aislamiento del
microorganismo de leche durante ese lapso®. En un estudio
posterior, Riollet et al.®® determinaron que durante la infec-
cion cronica de la GM bovina por S. aureus, los neutrofilos
constituyen el tipo celular predominante en leche, y repre-
sentan el 55 % al 96 % del total de células. Si bien el nime-
ro de neutrofilos durante la infeccion crénica se incrementa
notablemente, su actividad se encuentra disminuida, lo
cual se manifiesta por la menor expresion de moléculas de
adhesién en su superficie®. Este tipo de respuesta podria
favorecer el establecimiento de una IIM crénica durante la
cual la inflamacion y la migracion leucocitaria continGan
durante meses, con el consecuente dafo al parénquima ma-
mario.

Estudios in vitro en neutroéfilos aislados de leche bovina
demostraron que la produccion de leucotoxinas (Luk) por
parte de S. aureus puede contribuir a la evasion inmune en
la GM™. Las Luk forman poros en los leucocitos, se inhibe asi
la fagocitosis y se favorece la persistencia de la bacteria en
la GM. Se ha demostrado que la totalidad de los aislamien-
tos de S. aureus de mastitis bovina poseen genes vinculados
con la produccién de y-hemolisina (hlg), la gran mayoria
para LUKE/D y del 10 % al 50 % para LukM/LukF -PV3°. En
neutrofilos aislados de leche bovina, LukM/LukF -PV han
demostrado ser las leucotoxinas mas citotoxicas™. En la
tabla 2 se resumen las funciones principales de las células
que participan en la respuesta inmune innata en la GM
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Tabla 2 Funciones principales de las células que participan en la respuesta inmune innata en la glandula mamaria (GM) y
mecanismos potencialmente utilizados por Staphylococcus aureus para evadir la respuesta inmune celular

Células

Funciones inmunes principales en la GM

Potenciales mecanismos de evasion

Células epiteliales mamarias (CEM)

proceso inflamatorio

Capacidad de sintetizar y secretar
citoquinas proinflamatorias, quimioquinas
y proteinas de fase aguda

Macrofagos
bacteria

Secrecion de citoquinas y quimioquinas

Rol clave en el reconocimiento del
patogeno y en el inicio y desarrollo del

Fagocitosis y muerte intracelular de la

El contacto de S. aureus con la CEM
imposibilitaria la formacion de una
plataforma estructural alrededor del
dominio TIR del TLR, que alteraria la
cascada de sefalizacion intracelular*®

S. aureus induce en las CEM una reaccion
inmune dominada por la IL-63*

Activacion de la quinasa JNK y supresion de
la produccion de superoxido por parte de los
macrofagos que han fagocitado a S. aureus,
lo que prolonga la vida de las bacterias en
los fagosomas®”

Persistencia intracelular de la bacteria por
activacion alternativa del macrofago.
Mecanismo posible: la induccion de la
produccion de IL-10 inhibiria la via clasica
de activacion del macrofago®”

Presentacion antigénica en asociacion con

MHC-II

Neutrofilos
bacteria

Secrecion de factores antibacterianos

Fagocitosis y muerte intracelular de la

En infecciones cronicas por S. aureus:
incremento significativo en el niUmero de
neutrofilos, pero disminucion de su
actividad, y menor expresion de moléculas
de adhesion en su superficie®

Las leucotoxinas de S. aureus forman poros
en los leucocitos que inhiben la fagocitosis y
favorecen la persistencia de la bacteria en
la GM™430

bovina y los mecanismos potenciales que utiliza S. aureus
para evadir la respuesta inmune celular.

Defensas solubles enddgenas

El microambiente de la GM sana contiene Lf, lisozima, fac-
tores del complemento, citoquinas, quimioquinas, inmuno-
globulinas y otras moléculas solubles bactericidas y bacte-
riostaticas. Estos factores poseen una eficacia variable
contra los diferentes patogenos causantes de mastitis de
acuerdo con las diferentes etapas de la lactancia’.

Lactoferrina

La Lf es uno de los antimicrobianos mas caracterizados de
la GM bovina. Producida por las CEM y los leucocitos, la Lf
es una proteina de union al Fe con conocidas capacidades
bacteriostaticas. En presencia de bicarbonato, la Lf puede
secuestrar iones férricos libres presentes en leche y, por lo
tanto, impedir el crecimiento de bacterias que tienen re-
querimientos de Fe, como estafilococos y bacterias colifor-
mes'. Chaneton et al.?" analizaron la capacidad conjunta de

la Lf y la B-lactoglobulina (B-LG) para inhibir el crecimiento
de cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovina y observa-
ron que la coincubacion de ambas proteinas a concentracio-
nes fisioldgicas con las bacterias redundo en una actividad
antibacteriana aumentada, lo que sugiere un efecto inhibi-
torio aditivo de estas proteinas.

Numerosas especies causantes de mastitis han demostra-
do ser susceptibles a la Lf. Sin embargo, existe informacion
divergente con respecto a la potencia y el espectro de ac-
cion de la Lf, y ademas, se han encontrado diferencias en la
susceptibilidad a Lf entre aislamientos de una misma espe-
cie*. También se han hallado diferencias en cuanto al tipo
de inhibicion ejercida, ya que presenta actividad bacterici-
da sobre algunas cepas de S. aureus mientras que parece
ser bacteriostatica sobre otras®.

Lisozima

Entre los componentes de las defensas innatas, la lisozima
ha mostrado un comportamiento particular en las [IM por S.
aureus. De hecho, la actividad de la enzima se vio disminui-
da en leche proveniente de GM infectadas con S. aureus®.
Esta disminucion podria ser el resultado de un agotamiento
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precoz de la actividad enzimatica asociado a una reduccion
en la actividad oxidativa de los neutrofilos®®. Ademas, la
actividad de la enzima podria estar influenciada por la cepa
de S. aureus causante de la IIM”2. Estudios recientes in vitro
sugieren que la liberacion de lisozima por parte de las CEM
se comporta de manera dosis-dependiente y que se necesi-
tan al menos 100 000 UFC/ml de S. aureus en la leche para
desencadenar su produccion®.

Proteinas del complemento

El sistema del complemento es un conjunto de proteinas
presentes en suero y leche, sintetizadas principalmente por
los hepatocitos, monocitos y macrdfagos tisulares. La acti-
vacion del sistema del complemento genera varios frag-
mentos proinflamatorios, de los cuales el fragmento C5 esta
especialmente asociado con la mastitis’.

Se ha demostrado que determinados componentes del
complemento estan asociados con la severidad de la masti-
tis. En un estudio reciente, se comprobo que C5a, en ausen-
cia de otros factores estimulatorios, fue capaz de inducir la
sefnalizacion de TLR4 en neutrdfilos bovinos, y que eso oca-
sion6 un aumento en la expresion génica de IL-87. La capa-
cidad de componentes del complemento para iniciar la se-
falizacion de TLR4 podria contribuir a la gravedad de la
mastitis y, posiblemente, a la resolucion del proceso infla-
matorio agudo. En infecciones experimentales por E. coli,
el reclutamiento de neutrofilos a la GM coincide temporal-
mente con el aumento en la concentracion de C5a e IL-8 en
leche, las que actGlan como potentes quimiotacticos. En
cambio, en IIM experimentales por S. aureus, el componen-
te C5a no fue detectado en leche durante las primeras 24
horas postinfeccion, pero si mostré un aumento transitorio
a las 32 horas postinfeccion. Asimismo, la infeccion experi-
mental no indujo cambios en las concentraciones de IL-8 en
leche?. Coincidentemente con esta respuesta inmune dismi-
nuida frente al patogeno, en infecciones experimentales
por S. aureus se ha observado un reclutamiento tardio y
bajo de neutrofilos a la GM, lo que podria favorecer el esta-
blecimiento de la infeccion®.

Los aislamientos de S. aureus de seres humanos expresan
factores de virulencia adicionales, como el inhibidor estafi-
lococico del complemento [staphylococcal complement inhi-
bitor (SCIN)], que bloquea la formacion de C3b y protege a la
bacteria de la fagocitosis por neutroéfilos y proteinas inhibido-
ras de la quimiotaxis [chemotaxis inhibitor proteins of
Staphylococcus aureus (CHIPS)]; estas Ultimas se unen al re-
ceptor de C5a, bloqueando la afinidad de union del agonista.
El bloqueo del receptor en la superficie de los neutrofilos
interfiere con la quimiotaxis y extravasacion desde la sangre
al sitio de infeccion®. Kumagai et al.*> detectaron los genes
scn y chp, que codifican las proteinas SCIN y CHIPS en cepas
de S. aureus provenientes de mastitis bovina. Se necesitan
nuevos estudios en esta area para revelar el significado de
estas proteinas en la patogenia de la mastitis causada por
S. aureus y su contribucién en la evasion de la respuesta inmune.

Citoquinas y quimioquinas

El papel de las citoquinas y quimioquinas en la GM se ha
estudiado intensamente en los Gltimos afnos. Si bien juegan

un rol fundamental en la respuesta del hospedador a la in-
feccion, también pueden generar efectos deletéreos sobre
aquel. Por lo tanto, existe un fino balance entre los efectos
positivos y negativos de las citoquinas en el hospedador,
que esta establecido por la maduracion, cantidad y ubica-
cion de su expresion. La capacidad fisiologica e inmunomo-
duladora de las citoquinas es compleja, la mayoria tiene
vidas medias muy cortas y pueden actuar en forma indivi-
dual o interactuar con otras’.

Citoquinas proinflamatorias: Las dos citoquinas mas im-
portantes que claramente promueven la inflamacion son la
IL-1B y el TNF-o.. Estas IL son mediadores claves de la res-
puesta inmune sistémica y local; no solo regulan la expre-
sion de una amplia bateria de genes incluyendo otras cito-
quinas, enzimas y proteinas de fase aguda, sino también de
genes relacionados con la proliferacion y la apoptosis. La
IL-6 es la tercera citoquina proinflamatoria clave que media
la respuesta de fase aguda en la inflamacion, aunque tam-
bién puede tener propiedades antiinflamatorias®.

Comparada con otras citoquinas, la respuesta de IL-13
frente a IIM experimentales ha mostrado ser altamente va-
riable®¢®. En el caso de IIM por bacterias gram positivas, la
induccion de IL-1B estuvo retrasada en comparacion con la
observada en la infeccion por bacterias gram negativas®®. Si
bien la produccion de ARNm de IL-13 ha mostrado estar re-
gulada positivamente en células de leche aisladas de GM
infectadas con S. aureus®, se han observado resultados dis-
cordantes en cuanto a la deteccion de la proteina en leche.
Riollet et al.®® no detectaron esta citoquina en leche luego
del desafio experimental con S. aureus; en cambio, Banne-
man et al.® observaron un aumento en las concentraciones
de IL-1B en leche luego de las 32 horas posdesafio con este
organismo y estas se mantuvieron por 8 horas adicionales.

El TNF-o es una citoquina proinflamatoria producida por
macrofagos, linfocitos, neutrofilos y células epiteliales’. A
nivel local, el TNF-o promueve la activacion endotelial, el
reclutamiento y la posterior activacion de leucocitos en el
sitio de la infeccion, mientras que los efectos sistémicos
incluyen la induccion de fiebre y de proteinas de fase agu-
da™. Como se ha mencionado anteriormente en la seccion
sobre reconocimiento del patogeno e iniciacion de la res-
puesta inmune, durante la mastitis bovina causada por bac-
terias gram negativas se han detectado concentraciones
elevadas de esta citoquina en sangre y leche®®, mientras
que las bacterias gram positivas o sin pared celular promue-
ven una respuesta de TNF-o. minima o demorada’®. A pesar
de que aun se desconocen las causas de la falta de desarro-
llo de una respuesta temprana de TNF-o, en las IIM en bovi-
nos, Kauf et al.*® demostraron que el organismo no parece-
ria regular negativamente a esta citoquina, ya que la
infusion de LPS en cuartos mamarios infectados con S. aureus
indujo una produccion de TNF-o. en concentraciones compa-
rables con las de las infecciones por bacterias gram negati-
vas. Respecto de las IIM cronicas por S. aureus, se ha obser-
vado por técnicas de inmunohistoquimica un incremento de
los porcentajes de inmunomarcacion de TNF-o y del niUmero
de monocitos/macréfagos CD14+ durante la involucion ma-
maria activa, lo que indica que esta citoquina, en asocia-
cion con los monocitos/macrofagos, tiene una participacion
destacada en la respuesta inmune de las IIM persistentes
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durante el periodo de no lactacion?®. Son necesarios nuevos
estudios para determinar la relacion de esta citoquina con
células del tejido mamario y otras citoquinas en IIM croéni-
cas durante el periodo de involucion.

La IL-6 es una citoquina con propiedades pro- y antiinfla-
matorias, y esta implicada en aspectos que involucran tanto
la respuesta inmune innata como la adaptativa, a través de
su capacidad para inducir aumento de la temperatura, dife-
renciacion de linfocitos B y la correspondiente produccion
de inmunoglobulinas, la activacion de linfocitos Ty el incre-
mento de la respuesta proinflamatoria de los neutrofilos®.
Se ha observado una mayor expresion de ARNm de IL-6 en
células somaticas aisladas de leche proveniente de bovinos
con mastitis adquiridas en forma natural®®#® o inducidas ex-
perimentalmente* en comparacion con células aisladas de
leche de GM no infectadas. La abundancia relativa de estos
transcriptos ha sido detectada tanto en vacas infectadas
con E. coli como con S. aureus. Asimismo, se han observado
incrementos en las concentraciones de la IL-6 en leche y
sangre de vacas con mastitis adquiridas naturalmente® e
inducidas experimentalmente?.

Como se ha mencionado en secciones anteriores, estu-
dios in vitro sugieren que la senalizacion inducida por la
IL-6 domina la respuesta de las ppbMEC a S. aureus inactiva-
do por calor?®; y que la rapida y elevada expresion de esta
citoquina luego de la estimulacion con la bacteria esta
acompanada de incrementos en las concentraciones de
ARNm de IFN-B1 e IFN-B2. Se ha demostrado que el IFN-f
inhibe la liberacion de citoquinas proinflamatorias, como la
IL-12, a través de un incremento de la sintesis de IL-10 en
células mononucleares de sangre periférica en seres huma-
nos®, y que este regularia en forma negativa al IFN-y, con
lo que se reduciria tanto la expresion de MHC-II sobre las
APC* como la expresion de moléculas de adhesion y meta-
lopeptidasas de la matriz [matrix metallopeptidases
(MMPs)]%. El desafio de las ppbMEC con S. aureus no indujo
la expresion de MHC o MMPs, ni de moléculas de adhesion
intercelular [intercellular adhesion molecules (ICAMs), lo
cual sustenta la teoria propuesta®.

Citoquinas antiinflamatorias: Las IL-4, IL-10, IL-13 y
TGF-B suprimen la produccion de citoquinas inflamatorias.
Una de las IL antiinflamatorias mas estudiada en la respues-
ta inmune en la GM es la IL-10. Esta IL tiene dos funciones
principales: limitar la inflamacion mediante la inhibicion de
la sintesis de citoquinas e influenciar sobre la naturaleza de
la respuesta inmune adaptativa al afectar la capacidad de
monocitos y macrafagos para presentar antigenos a los lin-
focitos T por regulacion negativa de la expresion de molé-
culas del MHC-I1%.

Se ha demostrado que la infeccion experimental con S.
aureus no induce una respuesta significativa de IL-10 en la
GM bovina®. Si bien se ha documentado la expresion de
ARNm de IL-10 en células de leche proveniente de cuartos
mamarios con infecciones cronicas por S. aureus®, la esti-
mulacion de pbMEC con S. aureus no logré aumentar los
niveles de ARNm de dicha citoquina®, lo que sugiere que las
CEM no serian la fuente de IL-10 en la leche durante la in-
feccion por S. aureus.

La IL-4 es una citoquina critica que favorece el desarrollo
de la respuesta celular Th274. Los transcriptos de esta cito-

quina no fueron detectados en leche de cuartos mamarios
cronicamente infectados con S. aureus’. Por otra parte, la
IL-13 no ha sido explorada en la GM bovina en infecciones
por S. aureus.

El TGF-B, ademas de tener propiedades antiinflamato-
rias, regula un amplio espectro de actividades bioldgicas
entre las que se incluyen el crecimiento y la diferenciacion
celular, la apoptosis, la migracién celular, la angiogénesis y
la produccion de matriz extracelular®. Los genes de las tres
isoformas de TGF-B (TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3) se expresan
en la GM bovina%; sin embargo, solo el TGF-B1 y el TGF-$32
se han detectado en leche, con esta Gltima como isoforma
predominante??. Bannerman et al."® demostraron que la [IM
por S. aureus durante la mitad de la lactancia inducia un
incremento en la produccion de TGF-B1 y TGF-B2 en leche.
Por otra parte, mediante infecciones experimentales de GM
bovina durante la lactancia media y tardia utilizando dife-
rentes cepas de S. aureus conocidas, como SCV, se ha de-
mostrado que las concentraciones séricas de TGF-B1 pue-
den variar en relacion con la cepa infectante®.

El TGF-B es un importante factor de diferenciacion de
células Th17, las cuales estimulan la respuesta inflamatoria
durante infecciones que no son suficientemente controla-
das por la inmunidad Th1 o Th2#. Las células reguladoras,
que incluyen Treg y macréfagos M2, también producen
TGF-B en humanos. Estas células colaboran en la preven-
cion de los efectos adversos de la respuesta inmune prolon-
gada o excesiva'. Estudios recientes han demostrado una
mayor inmunoexpresion de TGF-B1, TGF-p2 TGF-B3 y de los
receptores TGF-BR1 y TGF-BR3 en cuartos mamarios con in-
fecciones crénicas por S. aureus comparados con cuartos
mamarios no infectados, lo que sugiere una respuesta diri-
gida a limitar el alcance de la inflamacion y lesion tisular
generada por el proceso infeccioso crénico®.

Interferones: Los IFN constituyen una familia de citoqui-
nas con funciones inmunes moduladoras. Los IFN de tipo |,
como el IFN-a y el IFN-B, se expresan en todos los tipos de
células, mientras que el IFN-y es producido exclusivamente
por los leucocitos y es el mas estudiado en la inmunidad de
la GM bovina. Recientemente Gilbert et al.3' demostraron
una respuesta diferencial mayor en la activacion de la via
del IFN tipo I luego de la estimulacion de pbMEC con LPS de
E. coli, y no observaron tal respuesta luego de la estimula-
cion con sobrenadante de cultivo de S. aureus. En contrapo-
sicion a estos resultados, otros estudios han demostrado la
capacidad de S. aureus de activar genes dependientes de
IFN*4, Giinther et al.** postulan que la activacion de genes
dependientes de IFN también puede resultar de la estimu-
lacién autocrina/paracrina de las CEM por la IL-6, gatillando
la via de STAT3. Se detectd la sobreexpresion de genes de-
pendientes de IFN luego de las 24 horas de exposicion de
pbMEC a S. aureus inactivado por calor, por lo cual la esti-
mulacion de genes dependientes de IFN podria ser un even-
to tardio en la interaccion S. aureus/CEM, al contrario de lo
que ocurre en la interaccion E. coli/CEM*'.

El IFN-y promueve la diferenciacion de células Th1 y su-
prime de forma concomitante la actividad de células Th2.
Durante el curso de IIM experimentales por S. aureus se
detectaron incrementos de las concentraciones de IFN-y en
leche y de la expresion cuantitativa de ARNm en células
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epiteliales, aunque en forma mas tardia comparada con la
infeccion por E. coli®®3¥®4:¢, Es interesante destacar que las
mayores concentraciones de IFN-y se han detectado en |IM
caracterizadas por una persistencia de la infeccion, y que
estas elevadas concentraciones coincidieron con un mayor
numero de bacterias recuperadas de las GM infectadas en
comparacion con las GM no infectadas®. Esta caracteristica
puede reflejar un intento del huésped de intensificar las
respuestas inmunes mediadas por células para erradicar a
los patdgenos que no son efectivamente eliminados por los
mecanismos de defensa innatos en etapas mas tempranas
de la infeccion.

Estudios recientes han destacado la importancia del IFN
tipo Il (IFN-A) en la regulacién de citoquinas inflamatorias
durante infecciones pulmonares causadas por S. aureus en
humanos, sin embargo se desconoce la importancia de este
tipo de IFN en IIM en bovinos?.

Quimioquinas: Constituyen una gran familia de citoquinas
que estimulan la migracién de leucocitos desde la sangre al
sitio de la inflamacion. La IL-8 o quimioquina CXCL8 ha sido
la mas estudiada en la GM bovina durante la respuesta inmu-
ne. Numerosos trabajos demuestran un aumento en la expre-
sion cuantitativa de ARNm de CXCL8 en el tejido mamario y
de la proteina CXCL8 en leche después de la infeccion con
diferentes patogenos causantes de mastitis®.

Se ha sefalado ya el rol de la IL-8 en las IIM por S. aureus
en asociacion con otros componentes de la inmunidad in-
nata en diferentes secciones de la presente revision. A
modo de resumen, cabe aclarar que estudios realizados
con diferentes cepas de S. aureus no han logrado detectar
incrementos de IL-8 en leche luego de la [IM experimen-
tal®®, Por otra parte, numerosos trabajos independientes
con diferentes cepas de S. aureus han mostrado expresion
disminuida o ausencia completa de ARNm de IL-8 en tejido
mamario y en células de leche en respuesta a la infeccion
experimental®°!,

Conclusioén y perspectivas futuras

El conocimiento de los mecanismos de la respuesta inmune
en la GM ha avanzado en forma significativa en los Ultimos
anos. Sin embargo, la mastitis bovina continta siendo una
enfermedad de alta prevalencia en los rodeos y con limita-
da respuesta a los tratamientos con antibidticos. Una res-
puesta optima del hospedador contra los patégenos causan-
tes de mastitis ocurre cuando los mecanismos inmunes
estan finamente regulados para lograr la eliminacion del
patdgeno y el retorno del sistema inmune a la homeostasis.
Aunque se ha avanzado mucho en la comprension de la pa-
togenia de la mastitis causada por S. aureus y los mecanis-
mos que el microorganismo desarrolla para evadir la res-
puesta inmune del hospedador, aln existen areas que no
han sido exploradas. La mayoria de los estudios sobre per-
sistencia de S. aureus en la GM han sido desarrollados in
vitro en lineas celulares o en cultivos primarios de CEM, por
lo que se necesitan nuevos estudios in vivo que permitan
evaluar la respuesta inmune del hospedador frente a orga-
nismos con genotipos bacterianos definidos y caracterizados
como de alta y baja adaptacion a la GM, teniendo en cuen-

ta los factores de virulencia mas relevantes de las cepas
estudiadas y la integridad de la respuesta inmune del hos-
pedador. Los resultados que en el futuro se obtengan contri-
buiran a develar las complejas interacciones que determi-
nan el establecimiento, la progresion y la cronicidad de las
IIM causadas por S. aureus y, eventualmente, aportaran in-
formacion para delinear alternativas superadoras que com-
plementen los programas de prevencion y control actuales.
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