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La mastitis bovina es la inflamacién de la glandula mamaria, ocasionada principalmente por
infecciones bacterianas. Esta patologia presenta alta incidencia a nivel mundial y genera pérdidas
econdmicas importantes en el sector lacteo. La formacion de biopeliculas (o biofilm) se considera
una ventaja selectiva para los patdgenos y ha sido asociada con la evasion a la respuesta inmune
del huésped vy la resistencia a los antimicrobianos. Este modo de crecimiento de la bacteria ha
cambiado la forma en que se estudian las interacciones entre los patégenos y las células huésped
en el laboratorio. Por ello, el objetivo de este trabajo fue estudiar la respuesta inmune innata in
vitro de células bovinas infectadas con Staphylococcus aureus en modos de vida libre
(planctonico) y en biofilm. Se utilizé la cepa formadora de biofilm S. aureus V329 (aislada de
mastitis subclinica), una mutante biofilm negativa (S. aureus V329 Abap Aica) y las lineas
celulares bovinas MAC-T (epiteliales de glandula mamaria) y BoMac (macrofagos). Se determino
la invasion bacteriana mediante el ensayo de exclusion con gentamicina, implementando tres
metodologias experimentales que difieren en el modo de representar las biopeliculas. Luego, se
eligié una de las metodologias para el estudio de la expresién del receptor de reconocimiento tipo
Toll (TLR) 2 (citometria de flujo), la produccion de citoquinas IL13 e IL6 (ELISA) y la expresion
génica de IL1B, IL6, IL8, TNFa y NFkB (retrotranscripcion seguida de reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real). El analisis estadistico de los datos se realizdé con test t, ANOVA o
Kruskal Wallis (*p <0.05). Los resultados de invasion bacteriana mostraron diferencias en funcion
al modelo experimental, la linea celular y la multiplicidad de infeccién utilizadas. La internalizacién
de S. aureus V329 en las MAC-T fue menor cuando estas células se co-cultivaron con los biofilms
(modelo clavijas) en comparacion con las bacterias en vida libre. Los cultivos plancténicos
estimularon significativamente la expresion de TRL2 a las 2 y 4 hs de infeccién, mientras que los
biofilms no produjeron esa respuesta. La produccion de IL13 fue mayor que la de IL6 y los
mayores niveles de citoquinas se registraron a las 2 y 4 hs de co-cultivo. A las 2 hs de co-cultivo
se registr6 mayor produccién de IL1B8 en células MAC-T infectadas con cultivos planctonicos,
mientras que a las 4 hs de infeccion el comportamiento fue inverso para ambas citoquinas. Las
expresiones génicas de IL1B, IL8, NFkB y TNFa no se modificaron en funcion al estilo de vida
bacteriano (4 hs co-cultivo), mientras que el comportamiento de la IL6 fue similar al estudiado por
la técnica de ELISA. Los datos obtenidos indican que el método seleccionado afecta los
resultados. Las variables estudiadas aportan evidencias a favor de que la respuesta inmune innata
no seria idéntica frente al mismo patégeno en diferente modo de vida. Se requieren mas estudios
gue utilicen la metodologia elegida para comprender mejor las interacciones entre las biopeliculas
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bacterianas y las células hospedadoras, a fin de desarrollar estrategias que tomen en
consideracion este factor de patogenicidad.
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