Infeccién y respuesta
de la glandula mamaria
bovina
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1. Via y mecanismos de ingreso de los patdgenos
mamarios

Las bacterias pueden llegar a la piel del pezén de la glandula mamaria
a través de las manos del ordefador, pezoneras, leche o cualquier ele-
mento contaminado con el que tenga contacto. Para ingresar al pezoén,
la bacteria primero debe sobrepasar las barreras naturales generadas
por el esfinter y el tapdn de queratina, empleando sus propios mecanis-
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mos de adhesién y multiplicacion que le permiten avanzar por el canal.
También puede ingresar ayudada por elementos fisicos que la arrastran
hacia el interior como las canulas de aplicacion de antibioticos y las di-
ferencias de presion ocasionadas por las fluctuaciones de vacio durante
el ordeno mecanico. Una vez la bacteria alcanza el interior del pezon,
debe superar la accién expulsiva del ordeno frecuente, por lo que en
este punto la capacidad de adherencia al tejido influird sobre la perma-
nencia dentro del cuarto infectado, evento decisivo en la fase temprana
de la patogénesis (Philpot & Nickerson, 2000).

Se ha descrito que las bacterias Gram positivas se adhieren mejor al te-
jido que las bacterias Gram negativas. S. aureus es una de los que mejor
se adhiere al tejido interno de la glandula (Philpot & Nickerson, 2000;
Foster et al., 2014). Esta capacidad de adherencia se le atribuye a una fa-
milia de proteinas conocidas como componentes de la superficie micro-
biana que reconocen moléculas adhesivas de la matriz (MSCRAMM), las
cuales hacen parte del grupo de proteinas de anclaje a la pared celular
(CWA). En S. aureus se han identificado alrededor de 28 diferentes CWA
y su expresion puede variar entre cepas (genotipo), por condiciones am-
bientales o necesidades bacterianas.

Las MSCRAMM son proteinas de superficie que median el ataque a
componentes extracelulares, tales como fibrindgeno, fibronectina y co-
lageno; incluso, algunas presentan funciones adicionales a la adhesién
(Foster et al., 2014). Las proteinas MSCRAMM mas estudiadas en S. au-
reus son las de union a Fibronectina A y B (FnBPA and FnBPB), porque
ademas de mediar la union a fibronectina, también estan involucradas
en los procesos de invasion celular, uno de los factores de virulencia mas
importantes de esta bacteria (Brouillette et al., 2003; Budd, Mitchell &
Keane, 2016).
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La fibronectina es una glicoproteina presente en la matriz extracelular y
estd compuesta por tres médulos estructurales (tipo 1, tipo 2 y tipo 3).
Las FnBP de S. aureus presentan alta afinidad por el médulo tipo 1, mien-
tras que, el mdédulo tipo 3 es reconocido por la integrina a5p1, un re-
ceptor expresado en la superficie de las CEM (Schwarz-Linek et al., 2003;
Foster et al., 2014); en este caso la fibronectina actia como un puente
entre la bacteria y la célula (Fowler et al., 2000) (Figura 1A). Un estudio
reciente demostré que la expresion de las FnBP es cepa dependiente y
su ausencia en la cepa evaluada redujo la adhesién a las CEM hasta en
un 40% y la invasion en un 95%, comparado con la cepa control (Budd
etal,, 2016).

2. Reconocimiento inicial de la bacteria

El contacto de la bacteria con las células epiteliales del tejido y con las
células somaticas (CS) durante su ingreso desencadena la respuesta ini-
cial contra el patégeno. La importancia de las CEM radica en que son
inmunocompetentes y son las células con las que inicialmente entra en
contacto la bacteria cuando ingresa. Al serinmunocompetentes, tienen
la capacidad de producir mediadores inflamatorios y quimioquinas que
desencadenan la activacion y migracion de leucocitos, principalmente
de neutrdfilos, CS predominantes durante la fase aguda de la respuesta
(Yang et al., 2008; Glinther et al., 2009; Bougarn et al., 2010; Gulinther et
al., 2011).

Las CEM, como las CS, pueden reconocer a los microorganismos me-
diante los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) ubicados
en la superficie o a nivel intracelular (Figura 1B y 1C). Estos receptores
se unen a los Patrones Moleculares Asociados a los Microorganismos
(MAMP), estructuras como los lipopolisacaridos (LPS) en las bacterias
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Figura 1. Mecanismos de adhesién, reconocimiento y comportamiento de los
patdégenos en glandula mamaria. 1A. Adhesién de S. aureus a la fibronectina
mediante FnBP y colonizacién extracelular; 1B y 1 C. Reconocimiento intra y
extracelular de bacterias por medio de TLRs; 1D. Invacién celular; 1E. Forma-
cion de abscesos; 1F. Biopelicula independiente de PIA; 1G. Biopelicula depen-

diente de PIA.
Fuente: G Torres 2019
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Gram negativas y los acidos lipoteicoicos (ALT) en las Gram positivas.
Los Receptores Tipo Toll (TLR) son una clase de PRRs que reconocen un
amplio rango de MAMPs (Bougarn et al., 2010; Abbas et al., 2014). A la
fecha se han descrito 13 TLRs en mamiferos; en bovinos solo se recono-
cen 10 (McGuire et al., 2006; Fu et al., 2013). Generalmente los TLRs son
especificos y cada uno tiene la capacidad de unirse a un MAMP. Estudios
han demostrado que TLR4 es el receptor responsable del reconocimien-
to de las bacterias Gram negativas como E. coli. En el caso de S. aureus,
bacteria Gram positiva, el TLR2 es el que se ha asociado a su reconoci-
miento, debido a que pueden unirse a ALT y al peptidoglicano presentes
en la pared bacteriana. El TLR4 no es tan especifico, ya que se observo
que fall6é su activacién frente a Streptococcus agalactiae y Streptococ-
cus uberis, bacterias también causantes de mastitis (Farhat et al., 2008;
Schukken et al., 2011). EITLR2 también puede reconocer LPS de algunas
bacterias Gram negativas (Smith et al., 2003; Park & Lee, 2013).

S. aureus invade eficientemente las células y es reconocido en el citosol
por los receptores tipo NOD (NLR), un PRR que interacttia con el pepti-
doglicano de la pared celular de la bacteria (Abbas et al., 2014; Im et al.,
2014; Wang et al., 2015) (Figura 1C).

3. Comportamientos de las bacterias
dentro de la glandula mamaria

En el interior de la glandula mamaria las bacterias pueden presentar
diferentes comportamientos: permanecer en el ambiente extracelular
adheridas a las CEM y secretar las toxinas con las que generan dano al
tejido o manipulan el sistema inmune (Figura 1A); invadir las CEM para

quedar fuera del alcance de los mecanismos de respuesta inmune o an-
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tibidticos (Figura 1D); formar abscesos (quistes), como lo hace S. aureus
que tiene la capacidad de generar una pseudocapsula a partir de de-
positos de fibrina y células inmunes muertas, de manera que evita la
entrada de fagocitos y promueve la supervivencia dentro de la lesion
(Figura 1E), o generar biopelicula, una conformacién bacteriana que le
permite evadir la respuesta inmune e incrementar la tolerancia frente a
los diferentes agentes antimicrobianos (Figura 1F y 1G). Las biopeliculas
pueden ser dependientes del polisacarido PIA, sintetizado a partir de la
expresion del operdn ica. Las biopeliculas independientes de PIA tienen
como base la proteina Bap, la cual es codificada por el gen bap (Donlan
& Costerton, 2002; Gomes et al., 2016).

Una vez establecida la infeccién, las bacterias se pueden ubicar a nivel
de alvéolos, conductos y cisternas, donde sus productos junto con los
de la respuesta inmune pueden afectar la integridad anatémica y fun-
cional de los alvéolos. Esto puede llegar a tal punto que se disminuye
la produccién de leche por dafio en las células secretoras y se altera la
barrera hemato-lactea, lo que permite que componentes como cloro,
sodio, potasio, hidrégeno, iones hidréxido y sangre se mezclen con la
leche (Zhao & Lacasse, 2008; Viguier et al., 2009).

4. Respuesta inmune

La respuesta inmune de la glandula mamaria frente a los microorganis-
mos involucra una serie de acciones coordinadas entre diferentes tipos
de células y sus productos. Esta reaccién, en algunos casos, finaliza con
la eliminacién de la infeccion, pero en otros el patégeno consigue su-
perarla y se genera mastitis persistentes de dificil control. A continua-
cion, se describen los principales mecanismos de la inmunidad innata
y adaptativa con los cuales la gldandula mamaria enfrenta a dos de los
principales patégenos (Figura 2).
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4.1 Respuesta inmune innata

El sistema inmune innato de la gldndula mamaria incluye barreras fisi-
cas, tales como el esfinter del pezén y el tapdn de queratina; moléculas
solubles antimicrobianas como la lactoferrina y defensinas y diferentes
tipos de células (CEM, macréfagos, neutrofilos).

4.1.7. Células somaticas

La leche de bovinos sanos presenta normalmente una poblacién resi-
dente de células inmunes conocidas como células somaticas (CS). Las
células predominantes en este grupo son los macréfagos, pero tam-
bién contiene neutrofilos, linfocitos y células epiteliales (Tabla 1) (Sor-
dillo, 2005). El recuento normal de CS en un cuarto mamario varia entre
20.000y 100.000 células/ml (Schukken et al., 2011).

Tabla 1. Porcentaje de cada tipo de célula en leche de bovinos sanos

Macréfagos Neutréfilos  Linfocitos | CEM Referencias
1SO13366-1/IDF148-1
— 799 - 269 - 289 =159
35 -79% 3-26%  116-28%  2-15% ool 2014
Marino, et al., 2005
0 9 9 ’ ’
60% 12% 28% NR Li etal, 2014

CEM; NR: no reportado

Fuente: elaboracion propia

Los macréfagos se consideran la primera linea de defensa celular. Fa-
gocitan y liberan citoquinas y quimioquinas que desencadenan la mi-
gracioén de neutréfilos desde la sangre hasta el sitio de la infeccién para
amplificar la respuesta (Li et al., 2014).

Los neutréfilos, también llamados leucocitos Polimorfonucleares (PMN),
son la CS predominantes durante la fase aguda de la respuesta, a tal pun-
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to que pueden representar en leche hasta el 92% del Recuento de Células
Somaticas (RCS) (Li et al., 2014). Estas células también eliminan a las bacte-
rias invasoras mediante fagocitosis. Diferentes estudios han demostrado
la importancia de los neutréfilos en la respuesta frente a las infecciones
con E. coli (Hill, 1981; Schukken et al., 2011; Herry et al., 2017).

Los linfocitos son un componente de la inmunidad adaptativa y se con-
sidera que hacen parte de las CS. Los linfocitos se dividen en dos subpo-
blaciones: los T (LT), importantes mediadores de la inmunidad celular, y
los B, involucrados en la inmunidad humoral (anticuerpos). A su vez, los
LT se subdividen en linfocitos CD4+, también conocidos como linfocitos
T ayudadores (LTH), y en linfocitos T CD8+, reconocidos por su accion ci-
totoxica (LTC) (Schukken et al., 2011; Abbas et al., 2014). Los LT CD8+ son
la poblacién de linfocitos predominante en la gldndula mamaria sana
(Shafer-Weaver, Pighetti, & Sordillo, 1996; Schukken et al., 2011) y en la
fase aguda de las infecciones con S. aureus y E. coli hay un incremento
de los LT CD4+ (Gronlund, Johannisson, & Persson, 2006; Schukken et
al., 2011). Los resultados de investigaciones sugirieren que el comporta-
miento de estas células depende del microorganismo o cepa involucra-
da en la infeccion (Schukken et al., 2011; Sordillo, 2005).

The National Mastitis Council (NMC) establecio en el ano 2001 que RCS
superiores a las 200.000 células/ml de leche obtenida de un cuarto ma-
mario indican una probable infecciéon o que el cuarto se esta recuperan-
do de una infeccién (solo se aprecia si se hace control lechero en forma
repetida) (National Mastitis Council, 2001; Petzer et al., 2017b). Un estudio
publicado recientemente, donde analizaron 345.467 muestras de leche
compuestay 89.635 muestras de cuarto, confirmé lo establecido por NMC
en cuanto al umbral del RCS fijado para detectar infecciones mamarias en
el cuarto (= 200.000 células/ml) y establecié el umbral del RCS para las
muestras compuestas en igual o superior a 150.000 células/ml (Petzer et

112



Capitulo 8. Infeccion y respuesta de la glandula mamaria bovina

al, 2017a). En otro estudio, donde se validé el RCS como indicador de in-
fecciones intramamarias (IIM) de acuerdo con los principales patégenos,
se encontré que su sensibilidad fue del 88,2% en muestras de cuarto y del
84,2% en muestras compuestas; mientras que su especificidad fue baja,
57,7% y 52,8%, respectivamente. Adicionalmente, reportaron que cuan-
do se tiene en cuenta los umbrales descritos anteriormente (> 200.000
células/ml en muestra de cuarto y = 150.000 células/ml en muestra com-
puesta), el 20,5% de los cuartos y el 30,8% de las vacas infectadas con S.
aureus podrian no ser detectadas por los bajos RCS que se presentan. In-
cluso, estos porcentajes podrian incrementar a 49 y 69%, respectivamen-
te, si el umbral excede las 500.000 células/ml (Petzer et al., 2017b).

4.2.2. Mecanismos efectores de los fagocitos

Los macréfagos y los neutréfilos pueden reconocer y unirse a los mi-
croorganismos directamente, mediante los PRRs (Figura 2A), o indirec-
tamente, por receptores que se unen a las opsoninas (fraccion C3ay C5a
del complemento o IgG), las cuales se pueden localizar en la superficie
de estos (Figura 2B).

El fagocito se adhiere al microorganismo y lo internaliza dentro una va-
cuola conocida como fagosoma. Esta se fusiona posteriormente con los
lisosomas para formar el fagolisosoma, donde finalmente la bacteria es
eliminada mediante los diferentes mecanismos microbicidas que inter-
vienen en el proceso, a saber: a) el estallido respiratorio, proceso donde
se generan las especies reactivas del oxigeno, moléculas altamente oxi-
dantes; b) la produccién de especies reactivas del nitrégeno, especial-
mente del 6xido nitrico o ¢) la descarga de enzimas proteoliticas dentro
del fagolisosoma. Estos mecanismos en conjunto y bajo condiciones
normales lesionan al microorganismo hasta su destruccién (Abbas et
al., 2014) (Figura 2Q).
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La rapida y efectiva respuesta de los neutréfilos es clave para la resolucion
de la infeccién; sin embargo, en algunos trabajos se ha cuestionado su
funcion fagocitica y bactericida por la ingestion de caseina y glébulos de
grasa que afectan los mecanismos microbicidas dentro del fagolisosoma y
la membrana del fagocito (Mehrzad, Duchateau, & Burvenich, 2005; Tham-
mavongsa et al., 2015). En un trabajo se observé una asociacion positiva en-
tre el porcentaje de grasa y el nimero de unidades formadoras de colonias
(ufc) de S. aureus aisladas en muestras de leche (Boerhout et al., 2016).

Los neutrdéfilos, ademds, usan Trampas Extracelulares de Neutroéfilos
(NET), también conocido como NETosis, proceso donde la célula libera
todo su material nuclear (DNA y proteinas) y el de sus granulos sobre el
microorganismo (Swain et al., 2014) (Figura 2D).

4.2.3. Produccion de citoquinas y quimioquinas

Una vez es reconocida la bacteria, se activan los mecanismos mole-
culares que promueven la expresién de genes que codifican para las
principales citoquinas pro-inflamatorias: el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), la interleuquina 1p (IL-1B) y la IL-6. La importancia de estas
citoquinas dentro del proceso inflamatorio esta dada por la capacidad
que tienen para preparar a las células endoteliales para que permitan
la migracion de los leucocitos al sitio de la agresion (ej. TNF-a y la IL-
1B), para promover la fagocitosis en neutroéfilos (ej. TNF-a) y estimular la
produccion de reactantes de fase aguda (ej. IL-1p e IL-6) (Fu et al., 2013).
La activacién de los TLRs en condiciones normales desencadena la ex-
presion de los genes que codifican para las citoquinas por la via depen-
diente de la proteina adaptadora MyD88 y del factor nuclear kB ( NF-kB).

Se ha observado en diferentes estudios que S. aureus tiene la capacidad
de bloquear o inhibir la activacion del NF-kB y, por consiguiente, alte-
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rar la magnitud y tiempo de respuesta, especialmente de las citoquinas
TNF-ay laIL-1B. En otros patdgenos, como E. coli, sucede lo contrarior: se
ha descrito una fuerte y rapida respuesta (Yang et al., 2008; Glinther et
al., 2011; Lara-Zarate et al., 2011). No obstante, algunos autores observa-
ron en las infecciones con S. aureus la expresién de estas citoquinas en
ausencia del factor, sugiriendo la participacién de vias independientes,
tales como la proteina de activacién 1 (AP-1) y el elemento de respuesta
al AMP ciclico (CRE). En otros casos, lo que se obtuvo fue transcripcion
de los genes después del reto, pero no hubo traduccién (Kim et al., 2011;
Bougarn et al., 2010). Recientemente se reporté la presencia de IL-17
en leche de animales infectados con E.coli, una interleuquina produci-
da por los linfocitos TH17 y con capacidad de estimular la produccion
de quimioquinas involucradas en la migraciéon de neutréfilos y de in-
crementar la produccién de defensinas (Abbas et al., 2014; Herry et al.,
2017; Blum et al., 2017) (Figura 2E).

Simultdneamente a la produccion de las citoquinas, se inicia la produc-
cién de quimioquinas, importantes moléculas involucradas en la migra-
ciéon de leucocitos (neutrofilos, macréfagos, linfocitos) desde la sangre
hasta el sitio de la infeccion. La palabra quimioquina es una contraccién
de citoquina quimiotactica. Estas moléculas cumplen dos funciones im-
portantes en la inflamacién: incrementar la adhesién de los leucocitos
al endotelio y direccionar la migracion de éstos hacia el sitio de la in-
feccidon (Abbas et al., 2014). La evaluacion del transcriptoma de las CEM
después de retadas con E. coli demostré que este tipo de célula puede
expresar la mayoria de las quimioquinas (Gunther et al., 2009). Una de
las quimioquinas mas estudiadas a nivel mamario es la CXCL8 (IL-8) y se
ha demostrado su expresion después de la infeccién con diferentes pa-
tégenos tanto en tejido como en la leche (Bannerman, 2009). La eficaz
migracién de los neutréfilos a la gldndula mamaria es consecuencia de
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la rdpida y abundante produccién de la CXCL8 por parte de los macré-
fagos y las CEM. El gen que codifica para la CXCL8 es uno de los que pri-
mero se expresa en las CEM después de un estimulo inflamatorio (Abbas
et al,, 2014; Schukken et al., 2011) (Figura 2F).

Algunas de las quimioquinas detectadas a niveles significativos en diferen-
tes estudios son: la CCL2 y CCL5, responsables del reclutamiento de leucoci-
tos en general; la CCL20, involucrada en la migracién de linfocitos TH17,y la
CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL6 y CXCLS8 (IL-8), encargadas de la migracion de
los neutrdfilos (Kiku et al., 2016; Rainard et al., 2008; Schukken et al,, 2011).
En términos generales, lo que ha demostrado la evidencia es que estos fac-
tores se expresan a niveles mas bajos en S. aureus que en E. coli. Incluso su
expresion puede ser patdgeno-especifico (Schukken et al.,, 2011; Guinther
et al., 2017); por ejemplo, la quimioquina CCL20 se expresa fuertemente en
infecciones con E.coli, pero no en las infecciones con S. aureus (Glinther et
al,, 2017 ). Esta quimioquina estd involucrada en la migracion de los linfoci-
tosTH17, un tipo de célula que parece desempefar un papel importante en
las infecciones con este bacilo, dado que desencadena una respuesta para
bacterias extracelulares mediada por neutréfilos (Abbas et al., 2014; Herry
etal, 2017; Blum et al.,, 2017).

4.2.4. Produccion de péptidos y proteinas antimicrobianas

La produccion de péptidos o proteinas con accién antimicrobiana es
otro mecanismo de defensa que poseen los leucocitos, asi como las cé-
lulas epiteliales, endoteliales y de mucosas (Alva et al., 2012). Unas de las
moléculas mas estudiadas son las defensinas, pequenos péptidos catio-
nicos (29 - 34 aminoacidos) que tienen como principal funcién causar
dano directo sobre el microorganismo al alterar su membrana. Se cono-
cen tres familias de defensinas: las a, B y 6; las B-defensinas son las mas
estudiadas en mamiferos (Gurao, Kashyap & Singh, 2017). A estas molé-
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culas se les ha demostrado su accidn frente a bacterias Gram positivas y
Gram negativas, virus, hongos y parasitos unicelulares (Brogden, 2005).

Las defensinas interactian con la membrana del microorganismo blan-
co mediante atraccion electroestatica (péptido catidnico y la membrana
anidnica) o a través de receptores presentes en las membranas. Poste-
riormente, el péptido se inserta en la membrana, de manera que la per-
meabiliza y ocasiona la lisis del microrganismo por un choque osmati-
co. Ademas, se ha reportado que los péptidos antimicrobianos pueden
estimular hidrolasas que ayudan a lesionar la pared celular (Gurao et al.,
2017) (Figura 2G).

De las 58 B-defensinas que se han predicho in silico, solo unas pocas
se han estudiado a nivel de glandula mamaria. Diferentes trabajos han
demostrado la expresion de algunos genes que codifican para estos
péptidos y como respuesta se producen las IIM, las CEM y algunas CS en
neutréfilos y macréfagos; estas, a su vez, son las principales fuentes de
defensinas en este 6rgano (Meade et al., 2014; Gurao et al., 2017).

Algunas de las B-defensinas reportadas en glandula mamaria son el
péptido antimicrobiano lingual (LAP), el péptido antimicrobiano tra-
queal (TAP), la B-defensina bovina 1 (DEFB1) —también conocida como
B-defensina de neutréfilo bovino 1 (BNBD1)—, la DEFB3 (BNBD3), DEFB4
(BNBD4), DEFB5 (BNBD5), DEFB10 y la DEFB103 (Gurao et al., 2017).

En un estudio en el que se infecté la glandula mamaria de un grupo de
vacas con S. aureus se evidencio expresion de los genes que codifican
para BNBD4 y BNBD5 en cuatro tipo de tejidos (alveolar, ductal, cisterna
y del canal), si bien hubo mayor expresion en el tejido alveolar (Whele-
han et al., 2011). En otro trabajo donde se retaron células endoteliales
bovinas con S. aureus y con LPS, se observo expresion de LAP, DEFB1 y
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DEFB4, la cual estuvo regulada por la produccién autocrina de TNF-a
(Murillo et al.,, 2012). Los resultados obtenidos en una investigacion re-
ciente sugieren que los péptidos antimicrobianos no fueron importan-
tes en el control del crecimiento de E. coli en leche (Herry et al., 2017).

Al igual que las defensinas, a ciertas proteinas de fase aguda se le ha
atribuido accion antimicrobiana. Una de las mas importantes en bovi-
nos es el amiloide sérico A (SAA), al que se le ha identificado actividad
antibacterial directa. Esta proteina aumenta significativamente tanto en
el suero como en la leche de animales infectados con S. aureus (Weber
et al.,, 2006; Eckersall et al., 2006).

Otra de las proteinas solubles de importancia en la respuesta innata es
la lactoferrina, una glicoproteina que pertenece a la familia de las trans-
ferrinas y que cumple un papel fundamental en la prevencién de IIM
(Shimazaki & Kawai, 2017). La principal fuente de lactoferrina en la glan-
dula mamaria son las CEM y en menor proporcion los leucocitos PMN
(Huang et al., 2012). Durante el periodo de no lactancia (periodo seco)
se ha detectado altas concentraciones de lactoferrina tanto en la cister-
na de la glandula como en la del pezén; durante la lactancia se pueden
encontrar fluctuaciones en su concentracién (Gurao et al., 2017).

Es bien conocido que la lactoferrina puede tener actividad bacteriosta-
tica y bactericida. La quelacién del hierro es el principal mecanismo con
el que la lactoferrina le causa dafo a las bacterias: las desprovee de una
molécula fundamental para su desarrollo (Pereyra, Dallard & Calvinho,
2014). Ademas de este mecanismo, la lactoferina también actua gene-
rando la oclusién de porinas de la superficie bacteriana, la inhibicién de
formacion de biopeliculas y la interaccién con enzimas liticas como la
lisozima. Tal se ha identificado con las citoquinas, la expresién de lacto-
ferrina, asi como la sensibilidad o resistencia frente a esta, puede variar
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segun el patégeno. De acuerdo con algunos resultados de trabajos, se
ha observado que la expresién de la lactoferrina en respuesta a las in-
fecciones con E. coli es superior a la identificada con S. aureus si bien E.
coli parece mostrar mas resistencia a su accion que S. aureus, (Wellnitz &
Bruckmaier, 2012; Shimazaki & Kawai, 2017).

En contraste con lo anterior, hay reportes acerca del efecto inhibitorio
que puede ejercer sobre la respuesta inflamatoria en las mastitis causa-
das por Gram negativos, debido a la capacidad que tiene esta glicopro-
teina de unirse al LPS de las bacterias. Se ha sugerido que el complejo
lactoferrina-LPS inhibe la activacién de los TLR4 al bloquear su interac-
cion con los LPS, lo que puede llevar a la supresién inmune (Latorre et
al., 2012; Puddu et al., 2010; Shimazaki & Kawai, 2017).

4.2 Inmunidad adaptativa

Ademads de los mecanismos efectores de la inmunidad innata con los
que la glandula mamaria enfrenta a los microorganismos invasores,
también se han descrito componentes de la inmunidad adaptativa du-
rante la respuesta. Los Unicos componentes de la inmunidad adaptativa
son los linfocitos y los anticuerpos (Abbas et al., 2014). En contraste con
la inmunidad innata, esta respuesta se caracteriza por la especificidad y
la capacidad de generar memoria inmunoldgica. Entender este ultimo
mecanismo se ha convertido en un verdadero reto para los investiga-
dores y una limitante para generar vacunas que protejan a la glandula
mamaria de infecciones (Schukken et al., 2011).

La evidencia ha demostrado que la inmunidad protectora de la glandula
mamaria es de vida corta y generalmente desaparece en semanas (Petzl
et al,, 2017; Schukken et al., 2011). En humanos se ha observado que de-
pendiendo del tipo de linfocito B (LB) activado —marginal o folicular—y
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Figura 2. Principales mecanismos de respuesta de lainmunidad innata y adap-
tativa con los que la glandula mamaria enfrenta las infecciones: 2A. reconoci-
miento de la bacteria; 2B. opsonizacion por anticuerpos y complemento; 2C.
fagocitosis; 2D NETosis; 2E y F. produccién de citoquinas y quimioquinas; 2G.
péptidos o proteinas antimicrobianas.

Fuente: G Torres 2019
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de la naturaleza del Antigeno (Ag) —proteico o lipopolisacaridos (LPS)—
se desencadena una respuesta humoral que perdura o no en el tiempo. Si
se activan los LB marginales o el Ag es diferente a una proteina, se genera-
ran células plasmaticas (CP) de corta vida que van a producir Anticuerpos
(Ac) de baja afinidad; mientras que, si se activan los LB foliculares o el Ag
es proteico, se generan CP de larga vida que produciran Ac especificos, los
cuales pueden durar por meses o afos después del estimulo y permiten
reaccionar rapidamente contra el Ag si vuelve a entrar (Abbas et al., 2014).

Los anticuerpos son un componente fundamental de la inmunidad ad-
quirida. Sus funciones son neutralizar, activar el complemento y opso-
nizar (Abbas et al., 2014). Sin embargo, como algunas bacterias pueden
invadir eficientemente las células epiteliales, asi como formar biopelicu-
las, capsulas o quistes intramamarios, se ha propuesto que este tipo de
respuesta no es suficiente ni efectiva para enfrentar estas infecciones,
pues los microorganismos quedan fuera del alcance de las inmunoglo-
bulinas (Gronlund et al., 2006; Atalla et al., 2010).

La IgG es el isotipo predominante en leche de bovinos sanos, especifica-
mente el subtipo IgG1, que alcanza niveles hasta de 100 veces mas altos
que la IgG2 (Pastoret, 1998). Las principales funciones de la IgG son opso-
nizar y activar el complemento, por lo que cumplen un papel importante
en la eliminacién de los microorganismos mediante fagocitosis (Abbas et
al,, 2014). En los estudios donde se ha estimulado el sistema inmune de la
glandula mamaria mediante diferentes vacunas o inmunégenos, se ha ob-
servado el incremento de la IgG1 y de la IgG2 tanto en sangre como en
leche (Schukken et al., 2011). El incremento de la IgG2 se ha relacionado
con el aumento de los neutréfilos, dado que son estos fagocitos las células
con mayor presencia de receptores para la inmunoglobulina (Boerhout et
al, 2016; Herry et al,, 2017). Incluso algunos reportes muestran que la elimi-
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nacion de coliformes en glandula mamaria por medio de PMN fue éptima
cuando los niveles de IgG2 incrementaron dentro de las cuatro horas poste-
riores ala llM, lo cual demuestra laimportancia de estainmunoglobulina en
la respuesta frente a ese grupo bacteriano (Schukken et al., 2011).

Se ha sugerido que el aumento de la IgG en leche se debe a una pérdida
de la integridad de la barrera hemato-lactea, que permite el paso de
las inmunoglobulinas desde la sangre a la leche. (Lehmann, Wellnitz, &
Bruckmaier, 2013).

Una de las vacunas para mastitis bovina mas comercializada es la que
incluye la cepa J5 de E. coli y la cepa SP140 de S. aureus, ambas inacti-
vadas. Los resultados en los animales infectados con S. aureus muestran
principalmente una respuesta TH2, caracterizada por el incremento de la
IgG1. Con E. coli, mediada por una respuesta TH1, se ha observado por el
contrario un incremento de la IgG2 (Piepers et al.,, 2017; Schukken et al.,
2011). Ademas, se ha demostrado con otros inmundgenos que la intensi-
dad de la respuesta puede ser dosis y via dependiente; por ejemplo, en un
estudio donde probaron diferentes vias de inmunizacién contra S. aureus
se observo que la mejor via de aplicaciéon del inmundgeno fue a nivel del
ligamento suspensorio, pues se determind una diferencia en la respuesta
y mayores titulos de IgG1 e IgG2 en suero y leche con respecto a las otras
vias (intranasal, intramuscular e intramamaria) (Boerhout et al.,, 2015).

5. Mecanismos de patogenicidad y evasion
de la respuesta inmune

5.1 Escherichia coli

Las infecciones con E. coligeneralmente son autolimitadas y controladas
por la respuesta inmune; aunque algunas pueden persistir y resultar en
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mastitis cronica (Blum, Heller, & Leitner, 2014; Gomes et al., 2016). La seve-
ridad de la mastitis generada por este bacilo se le ha atribuido principal-
mente a factores del animal; no obstante, hay evidencia que demuestra
que la severidad o intensidad de la respuesta es cepa dependiente (Blum
et al, 2017). Un estudio en el que se compararon a nivel genotipico y fe-
notipico cuatro cepas de E. coli, dos causantes de mastitis aguda (VL2874
y P4), una de mastitis persistente (VL2732) y una aislada del ambiente
(K71), se concluyé que las cepas aisladas de mastitis presentan potencial
patogénico con respecto a la ambiental. Se encontraron marcadores ge-
ndmicos asociados a citotoxicidad en las cepas causantes de mastitis agu-
da; mientras que los asociados a invasién intracelular se identificaron en
la cepa responsable de mastitis persistente. A nivel fenotipico se encontré
que la cepa persistente fue mas versatil en cuanto a metabolismo de nu-
trientes con respecto a las otras cepas patdgenas evaluadas (Blum et al.,
2015; Blum et al., 2014; Gomes et al., 2016; Blum et al., 2017).

5.2 Staphylococcus aureus

El modelo infeccioso y los factores de virulencia de S. aureus han sido
mas estudiados, por lo que en este punto se hace una descripcion mas
detallada de las estrategias que puede emplear el patégeno para res-
ponder y alterar los componentes del sistema inmune mamario.

Las mastitis causadas por S. aureus generalmente evolucionan a infec-
ciones crénicas dificiles de erradicar; hecho que se le ha atribuido a la
capacidad que posee el patégeno para evadir y manipular la respues-
ta inmune a través de los multiples factores de virulencia reportados
(Glnther et al., 2017). Los mecanismos con los que S. aureus enfrenta el
sistema inmune de la glandula se pueden dividir en dos categorias: los
que le permiten pasar desapercibido frente a los elementos de alarma
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y aquellos que le ayudan a escapar o manipular el sistema cuando es
reconocido y atacado.

En la primera categoria (Figura 3A), fundamentales para establecer la in-
feccidn, se pueden incluir los mecanismos de invasién celular, la forma-
ciéon de capsulay la produccion de proteinas tipo superantigeno de los
Staphylococcus (Staphylococcal Superantigen-Like - SSLs). S. aureus se ha
considerado un microorganismo extracelular; sin embargo, su habilidad
de invadir y sobrevivir dentro de varios tipos de células ha sido eviden-
ciada en numerosos estudios (Finlay & Cossart, 1997; Kim et al., 2011).
Invadir las células le permite a la bacteria quedar fuera del alcance de
mecanismos efectores importantes de la respuesta inmune, tales como
la fagocitosis y los anticuerpos. Varios elementos se han relacionado con
la capacidad de invasion, entre estos, la expresién de receptores e inte-
grinas, el bloqueo o inactivaciéon de NF-kB (Figura 3A-1), el fenotipo co-
nocido como colonias pequenas variantes (Small Colony Variants - SCV)
(Figura 3A-2), la presencia de polisacaridos capsulares y la formacion de
biopelicula. Algunos estudios demostraron que el bloqueo de la integri-
na a50B1 reduce significativamente la invasion intracelular, al igual que
la expresion de la Proteina asociada a la biopelicula (Biofilm-Associated
Protein — Bap) y la presencia de polisacaridos capsulares (Valle et al.,
2012b; Pohlmann-Dietze et al., 2000; Bardiau etal., 2014). Por el contra-
rio, se ha observado que cuando la bacteria presenta el fenotipo de SCV
es mas eficiente para ingresar que el fenotipo normal (Atalla et al., 2008)
(Figura 3A-2).

Con respecto a la capsula, se han descrito alrededor de 11 polisacaridos
capsulares, el CP5 y el CP8 son los mas frecuentes tanto en humanos
como en bovinos. Esta estructura le confiere a la célula bacteriana pro-
teccién frente al reconocimiento y la fagocitosis, debido a que no per-
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mite la unidn de PRRs y opsoninas a sus moléculas blanco (Figura 3A-3).
Las SSLs pueden variar entre cepas, sin embargo, la evidencia indica que
los genes ssl1, ssl2, ssI3, ssl11, ssl12, ssl13, ssI14 son frecuentes entre to-
dos los aislados. Uno de los polisacaridos mas importantes es el SSL3,
dado que puede unirse a los TLR2 expresados en las células epiteliales e
inmunes para bloquear el reconocimiento de la bacteria (Yokoyama et
al., 2012; Thammavongsa et al., 2015) (Figura 3A-4).

En cuanto a los mecanismos que componen la segunda categoria (Fi-
gura 3B), claves para mantener la infeccién después de reconocida, se
pueden dividir en cinco grupos: i) los factores que intervienen con la
guimioatracciéon y migracion de neutréfilos; ii) los factores que inhiben
el accionar de los neutroéfilos y del complemento; iii) los factores de des-
truccion celular; iv) los factores con los que se aisla del entorno y v) los
factores que alteran la inmunidad adaptativa.

i) Factores que intervienen con la quimioatracciéon y migracion de
neutrofilos

El Staphylococcus aureus puede afectar estos procesos, fundamentales
en el control de la infeccién, a través de la secrecién de algunas SSLs o
por proteinas inhibitorias de la quimioatraccién (Chemotaxis Inhibitory
Protein of S. aureus - CHIPS). El patégeno puede alterar la generacion de
las moléculas C3a y C5a del complemento, importantes quimiotacticos
de células fagociticas, al no permitir que se active el sistema fuente de
estos componentes. Por ejemplo, la SSL7 y la SSL10 (Figura 3B-1) tie-
nen la capacidad de secuestrar inmunoglobulinas mediante la unién a
la fraccion Fc para que no puedan activar el complemento por la via
clasica o puede bloquear las tres vias al inactivar directamente los fac-
tores C3 y C5 (Thammavongsa et al., 2015). En caso que se activen las
vias del complemento y se produzca el quimioatrayente C5a, la bacteria
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puede bloquear su funciéon mediante las CHIPS (Figura 3B-2) (Postma et
al., 2004). La adhesion al endotelio y migracién de los neutréfilos puede
seralterada porlaSSL5ylaSSL11, quienes se adhieren a la glicoproteina
PSGL-1, presente en las membranas de los fagocitos, y no permiten su
unién con la P-selectina, molécula expresada en el endotelio del hués-
ped y clave para la adhesién y posterior migracién de los leucocitos al
sitio de la infeccion (Bestebroer et al., 2007).

ii) Factores que inhiben el accionar de los neutréfilos
y del complemento

La sola fagocitosis de S. aureus no garantiza su eliminacién, pues la bac-
teria posee varias estrategias con las que puede alterar los mecanismos
efectores de este proceso (Figura 3B-3). Frente a las especies reactivas del
oxigeno (ROS) como el peréxido de hidrégeno, emplea elementos antioxi-
dantes, tales como el pigmento estafiloxantina y la catalasa; mientras que
contra el superoxido utiliza las superéxido dismutasas (SodA and SodM)
(Liu et al.,, 2005; Cosgrove et al., 2007; Karavolos et al., 2003). La bacteria
produce flavohemoglobina y Lactato deshidrogenasa como respuesta al
oxido nitrico. Incluso puede inhibir la desgranulacién al incrementar la
concentracion extracelular de Adenosina mediante la enzima catalitica de
superficie Adenosin sintetasa A (AdsA). La Adenosina producida se une a
su receptor en la membrana del fagocito y desencadena una cascada de
senalizacién anti-inflamatoria que bloquea la liberacion de los granulos
dentro del fagosoma (Thammavongsa et al., 2009). Otra de las estrategias
es modificar quimicamente el peptidoglicano (acetilacién) para generar
resistencia frente a la lisozima y péptidos antimicrobianos (Bera et al.,
2005). Con respecto a las NET, esta bacteria las evade mediante DNasas,
enzimas que le permiten degradar este material antes de que sufra dafio
(Thammavongsa et al., 2013) (Figura 3B-4).
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Ademas de la SSL7 y el SSL10, descritas anteriormente, S. aureus presenta
otros mecanismos con los que también puede afectar el sistema del com-
plemento. La Aureolisina (Aur), una metaloproteasa dependiente de Zinc
y secretada por la bacteria, puede degradar el factor C3, por lo que no se
van a generar las fracciones encargadas de la quimioatraccién (C3ay C5a),
la opsonizacién (C3by C5b) y el complejo de ataque a la membrana, obje-
tivo final de este sistema (Laarman et al., 2011) (Figura 3B-5). Otra manera
de afectar dicho sistema es inhibiendo la C3 covertasa (C3c) por medio
del inhibidor del complemento (SCIN) que en condiciones normales es
la responsable de fragmentar C3 en C3a y C3b dos productos claves en el
proceso. Sin embargo, al igual que con la Aur, el mecanismo de S. aureus
bloquea todo lo que dependa de la activacién y correcto funcionamiento
de estas moléculas (Rooijakkers et al., 2005) (Figura 3B-6).

La destruccion de diferentes tipos de células inmunes estd mediada ba-
sicamente por toxinas, especialmente, por las B-toxinas formadoras de
poro (B-PFTs) (Figura 3B-7). Las mas representativas de este grupo son la
a-Hemolisina (Hla) y las leucocidinas. Todas las cepas pueden producir al
menos tres leucocidinas (Luk): y-Hemolisina AB (HIgAB), HLgCB y la Leuco-
cidina AB (LukAB); mientras que la produccion de la LUKED es cepa depen-
diente. La Hla forma un anillo heptamérico y las Luk uno octamérico que
contienen un poro central, con el cual debilitan la membrana de la células
blanco hasta causarles lisis osmotica (Heuck et al., 2001; Miles et al., 2002).

iii) Factores que la aislan y protegen del entorno

La formacion de biopelicula y de abscesos son los principales represen-
tantes de este grupo (Figura 3B-8). La biopelicula es considerada un fac-
tor de virulencia que le confiere ventajas a los patégenos causantes de
mastitis, debido a que les facilita su persistencia en glandula mamaria.
De hecho, diferentes autores en los Ultimos afos se han interesado en
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la formacion de biopelicula, pues esta estructura le permite a la bacteria
evadir la respuesta inmune e incrementar la tolerancia frente a los dife-
rentes agentes antimicrobianos, por lo que estas infecciones serdn mas
dificiles de eliminar (Gomes et al., 2016). Se ha descrito que alrededor
del 40% de las mastitis corresponden a casos que no resolvieron con
los tratamientos antibiéticos aplicados (Hillerton & Kliem, 2002). Cuan-
do las bacterias forman biopelicula pueden tolerar 10 veces o mas la
concentracion de antibiéticos requerida para eliminarla en condiciones
normales y tampoco son accesibles a la opsonizacion y fagocitosis, pro-
cesos que son fundamentales para la eliminacion de las infecciones ma-
marias (Donlan & Costerton, 2002; Gomes et al., 2016).

Las biopeliculas son ampliamente definidas como un grupo de células
inmersas en una matriz que estas mismas forman. La formacién de bio-
pelicula es un proceso dindmico e inicia con la adhesion de la bacteria
a la superficie viva, que en este caso serian las CEM, mediante las di-
ferentes proteinas de superficie descritas. Posteriormente, las bacterias
se multiplican y forman varias capas de células. Al tiempo en que estas
se multiplican, se van generando los componentes que conforman la
matriz en la cual quedaran inmersas las células bacterianas y demas ma-
terial proveniente del medio ambiente. Ademas, durante la formacién
de la biopelicula se crean en su interior canales por donde van a fluir
elementos indispensables para la supervivencia de las bacterias, tales
como el oxigeno, metabolitos y nutrientes. Conformada la biopelicula,
las bacterias alli contenidas generan una ruptura de la estructura me-
diante enzimas liticas para poder liberarse y colonizar otras areas (Go-
mes et al., 2016; McCarthy et al., 2015).

El Staphylococcus aureus es uno de los patdgenos mas aislados de las [IM
a nivel mundial y una de las bacterias con mayor capacidad de formar

128



Capitulo 8. Infeccion y respuesta de la glandula mamaria bovina (="t

biopelicula sobre superficies vivas e inertes (Keefe, 2012; Gomes et al.,
2016). Esta bacteria puede formar dos tipos de biopeliculas: una donde
la matriz tiene como base el polisacarido de adhesién intercelular (PIA)
y la otra a base de proteinas. La primera es conocida como dependien-
te de PIA y codificada por el operén ica; la segunda es conocida como
independiente de PIA, codificada por gen bap y asociada también a la
meticilino resistencia (McCarthy et al., 2015).

Entre los mecanismos de formacién de biopelicula el mas estudiado ha
sido el dependiente de PIA. En este se produce basicamente el polisacari-
do poli-N-acetilglucosamina (PNAG), también conocido como PIA, el cual
es codificado por el operén ica. El operdn esta compuesto por cinco genes:
cuatro (A, D, B, C) codifican para las proteinas involucradas en la biosinte-
sis y exportacion de PIA a la superficie de la pared bacteriana, el quinto (R)
codifica para un regulador transcripcional. Las proteinas codificadas por
los genes icaA, icaD e icaC corresponden a proteinas transmembrana. La
proteina producto del gen icaA tiene actividad glicosiltransferasa y es la
responsable de la sintesis del polisacarido; en este proceso también inter-
viene el producto del gen icaD. Inmediatamente el polisacarido alcanza
un tamano maximo de 20 residuos, el producto derivado del gen icaC lo
transloca a la superficie celular; sin embargo, para que el polisacarido for-
mado se desprenda de la bacteria y quede totalmente sobre su superficie,
este debe ser deacetilado por el producto del gen icaB (O’'Gara, 2007). El
PIA formado queda con una carga neta positiva que promueve la agrega-
cion intercelular y la unién de la bacteria a la superficie inerte (Rohde et
al., 2010). La mayoria de las cepas de importancia clinica son portadoras
del operén ica (Fowler et al., 2001; Cucarella et al., 2004).

Uno de los primeros reportes de formacion de biopelicula indepen-
diente de PIA en S. aureus fue realizado precisamente en un aislado de
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mastitis bovina, en el cual se identificé Bap (Cucarella et al., 2001). Esta
proteina tiene un tamafo de 2.276 aminodacidos y permite la unién a las
superficies y la adhesion intercelular.

Bap es codificada por el gen bap, el cual hace parte de un transposén
que se inserta en la isla de patogenicidad SaPIbov2; su insercion inclu-
so remplaza algunos genes que codifican para toxinas (Cucarella et al.,
2004). La evidencia sugiere que el gen bap se puede transmitir entre
cepas mediante transferencia horizontal de genes (Tormo et al., 2005). A
la fecha, el gen bap solo se ha encontrado en cepas aisladas de bovinos
y su frecuencia entre las cepas puede variar por regiones o paises. Un es-
tudio demostré que cuando las cepas portan este genotipo son menos
invasivas, debido a que Bap bloquea la interaccion de las FnBP con su
ligando (fibronectina), proceso fundamental para que la bacteria pueda
ingresar a la CEM (Cucarella et al., 2002; Valle et al., 2012b).

Otro de los mecanismos que se ha relacionado con la formaciéon de bio-
pelicula independiente de PIA es la Meticilino resistencia en S. aureus
(McCarthy et al., 2015). Algunos estudios han mostrado que las cepas
resistentes a la Meticilina expresan el fenotipo proteico; las cepas sen-
sibles presentan el fenotipo PIA dependiente (McCarthy et al., 2015). Se
ha demostrado que en cepas de S. aureus Meticilino resistentes el ope-
rén ica puede estar presente y expresado, pero el PIA no se produce
(O’Neill et al., 2007). El operdn ica en estos casos puede estar reprimido
mas de 300 veces en comparacion con las cepas Meticilino sensibles, lo
que conlleva a la formacién de una biopelicula a base de proteinas.

Por otra parte, los abscesos son comunidades bacterianas que se prote-
gen dentro de una pseudocéapsula formada a base de depésitos de fibri-
nay rodeada de capas de células inmunes muertas. Esta estructura evita
la entrada de fagocitos y promueve la supervivencia dentro de la lesion.
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Figura 3. 3A. Mecanismos que emplean las bacterias para evadir o retrasar su
reconocimiento por parte del sistema inmune: invasion celular (3A-1); feno-
tipo SCV (3A-2); presencia de capsula (3A-3); produccion de SSLs (3A-4). 3B.
Mecanismos con los cuales las bacterias evaden o manipulan la respuesta in-
mune desencadenada después de reconocidas: alteracion de la quimioatrac-
cién y migracién de los neutréfilos (3B-1 y 3B-2); inhibicién de la fagocitosis
y del complemento (3B-3, 3B-4, 3B-5 y 3B-6); destruccion de células (3B-7);
aislamiento del entorno (biopeliculas) (3B-8).

Fuente: G Torres 2019
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Su formacién esta mediada por la Deoxiadenosina generada durante la
degradacion de las NET a través de nucleasas secretadas por la bacteria.
Esta Deoxiadenosina desencadena la apoptosis de los macréfagos que
rodean al patégeno, por lo que las células muertas terminan aislandola
de su entorno (Thammavongsa et al., 2013).

iv) Factores que alteran la inmunidad adaptativa

El Staphylococcus aureus también puede interferir con los mecanismos
efectores de lainmunidad adaptativa. En este proceso participan bésica-
mente superantigenos y la Proteina A (SpA). SpA, expresada y secretada
por todas las cepas de interés clinico, tiene la capacidad de unirse tanto a
la fraccién Fc como a la fracciéon Fab de las inmunoglobulinas. De acuer-
do a la evidencia, cuando se une a la fraccién Fab de la IgM de superficie
de los Linfocitos B desencadena apoptosis, mientras que, cuando suce-
de en los plasmoblastos, el resultado es la produccién de anticuerpos no
especificos debido a que altera la hipermutacion somatica (Goodyear &
Silverman, 2004; Thammavongsa et al., 2015). Por otra parte, la respuesta
de los LT también se ve afectada por superantigenos. En este caso, los
superantigenos interfieren entre las células presentadoras de antigenos y
los LT ayudadores, pues se unen a los receptores involucrados en esta, al
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC II) y a los receptores de las
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células T (TCR), lo que desencadena una respuesta no especifica para el
patégeno (Jardetzky et al., 1994; Thammavongsa et al., 2015).
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¢{Cémo se desarrolla la glandula?, ;c6mo empieza la produccion de
calostro y la secrecidn de leche?, ;c6mo entra en latencia la glan-
dula y posteriormente reinicia el ciclo lactogénico?, ;cémo se
relaciona la glandula con el medio externo y en particular con los
microorganismos potencialmente patégenos? A través del curso
de posgrado “Fisiologia de la Lactancia” y ahora con este libro, el
grupo de investigacion Biogénesis de la Facultad de Ciencias Agra-
rias de la Universidad de Antioquia ha estado contribuyendo a
responder a estas y otras preguntas relacionadas con el funciona-
miento celular y molecular de la glandula mamaria, que es parte
del sistema reproductivo y elemento fundamental de la industria

lactea.

Este libro pretende llenar una necesidad sentida de la comunidad
académica nacional, asi como contribuir a la educacién continua
de médicos veterinarios y zootecnistas, particularmente en aspec-

tos patoldgicos y productivos.
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