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Evaluacion del extracto de piel de Rana catesbeiana, como tratamiento alternativo
en bovinos con Mastitis Clinica
Gonzalez Covarrubias Eduardo, Reyes Velazquez Waldina Patricia, Islas
Rodriguez Alfonso Enrique, Valdivia Flores Arturo Gerardo y Barboza Corona
José Eleazar.

RESUMEN

La mastitis es el principal problema econémico reflejado en la produccion y
calidad de la leche de los bovinos. El tratamiento para la presentacion clinica se
realiza principalmente a base de farmacos los cuales se eliminan por la leche
marcando asi un periodo de retiro que con frecuencia no se respeta en los
establos y esto ocasiona el consumo de leche con residuos antimicrobianos que
representa un riesgo a la salud publica. Actualmente existen otras alternativas
para reducir el uso de antibiéticos como son los péptidos de defensa, presentes
en el extracto de piel de Rana catesbeiana (EPRC), los cuales inician la respuesta
inmune y han demostrado eficiencia en el tratamiento de otros trastornos como
infecciones cutaneas, fibrosis cistica y cancer. Los objetivos del presente estudio
fueron evaluar el efecto antimicrobiano del EPRC, definir la dosis efectiva,
analizar el efecto histopatoldgico en la glandula mamaria expuesta a Escherichia
coli con/sin tratar con EPRC y efectuar un prueba in vivo del tratamiento en vacas
con mastitis clinica. El estudic antimicrobiano in vifro permitid evaluar el
crecimiento de E. coli a diferentes concentraciones del extracto, y posteriormente
la bacteria se desafio in situ en la glandula mamaria con la dosis efectiva
realizando un estudio histopatolégico de los cuartos de la ubre tratados y sin tratar
con el EPRC. La prueba in vivo realizada en vacas diagnosticadas mediante la
prueba de Mastitis California (PMC), permitié evaluar la eficiencia del tratamiento
intramamario con EPRC. Antes y después del tratamiento se realizd un analisis
microbiologico (BBL Crystal) en la leche obtenida de los cuartos infectados. Los
resultados de la prueba antimicrobiana in vitro mostraron ser contrastantes ya que
la concentracibn menor (1.56%) y la mayor (100%) fueron similares
estadisticamente, si bien se observd reduccion de UFC en todas las
concentraciones de EPRC. El estudio histopatologico en los cuartos de la ubre
inoculados con E. coli mostraron alteraciones caracterizadas por fibrosis,
infiltracién linfocitaria y ligera necrosis, sin que el tratamiento con EPRC mostrara
efecto regenerador en tejido glandular. La prueba in vivo desarrollada en vacas
con mastitis clinica permiti6 observar reducciéon en el cuadro clinico. De las
bacterias aisladas el 86.67% fueron ambientales y solamente el 13.33% fue S.
aureus. Dentro de las bacterias ambientales destaca el aislamienic de E. colj,
Enterococcus faecium y Streptococcus uberis. Como conclusién se puede
establecer que el EPRC presentd eficiencia limitada como tratamiento
antimicrobiano en la mastitis y sera necesario el aislamiento y caracterizacion de
los péptidos de defensa para conocer el efecto de cada uno de ellos.

Palabras clave: Mastitis, Rana catesbeiana, péptidos de defensa



Evaluation of the extract of the skin of Rana catesbeiana. as an alternative
treatment in bovines with Clinical Mastitis
Eduardo Gonzaiez Covarrubias, Waldina Patricia Reyes Velasquez, Alfonso
Enrigue Islas Rodriguez, Arturo Gerardo Valdivia Flores, and José Eleazar
’ Barboza Corona

ABSTRACT

Mastitis is the principal economic problem reflected in the production and
quality of the milk of bovines. The treatment for the clinical presentation is
accomplished principally based on medications which are eliminated through the
mitk, marking this as a period of elimination that with frequency is not respected in
the stables. This causes the consumption of milk with antimicrobial residues that
represents a risk to public health. There actually exist other alternatives to reduce
the use of antibiotics like the defensive peptides present in the extract of the skin
of Rana catesbeiana (EPCR) which initiate the immune response and have
demonstrated efficiency in the treatment of other ilinesses like cutaneous
infections, cystic fibrosis, and cancer. The objectives of the present study were to
evaluate the antimicrobial effect of EPRC, to define the effective dosage, to
analyze the histopathological effect on mammary glands exposed to Escherichia
coli with or without treatment with EPCR, and to carry out tests in vivo of treatment
in cows with clinical mastitis. The in vitro antimicrobial study was carried out with
E. coli and different concentrations of the exiract, and then later the bacteria was
introduced in situ into the mammary gland with the effective dosage established in
the histopathological study of the quarters of the udders treated or not treated with
EPRC. The in vivo test carried out in cows diagnosed by means of the California
Mastitis Test (CMT) permitted an evaluation of the efficacy. of the intra-mammary
treatment with EPRC. Before and after the treatment, a microbiological analysis
(BBL Crystal) was made on the milk obtained from the infected quarters. The
results of the in vitro antimicrobial test were shown to be contrasting, in that the
lowest concentration (1.56%) and the highest (100%) were statistically similar. A
reduction of CFUs (colony forming units) was also observed in all of the
concentrations of EPRC. The histopathological study in the quarters of the udders
inoculated with E. cofi showed the characteristic alterations characterized by
fibrosis, lymphatic filtration, and light necrosis. That without the treatment with
EPRC showed the effect of regeneration of glandular tissue. The in vivo test
conducted in cows with clinical mastitis permitted the observation of a reduction in
the clinical quarter. Of the bacteria isolated 86.67% were ambient and only
13.33% were S. aureus. In the ambient bacteria isolated, E. coli, Enterococcus
faecium and Streptococcus uberis were noted. In conclusion it can be established
that EPRC presented limited efficacy as an antimicrobial treatment in mastitis and
the isolation and characterization of the defensive peptides will be necessary to
know the effects of each one of them.

Key words: Mastitis, Rana catesbeiana, defensive peptides
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1. INTRODUCCION

La produccién de leche en México es una actividad econdmica importante de las
explotaciones pecuarias y representa una fuente primaria de la alimentacion
nacional. En los establos lecheros existen numeros factores que pueden afectar la
produccion de leche, destacan los aspectos de alimentacién, reproductivos,
genéticos, inmunoprofilacticos vy de salud. Uno de los problemas de salud de
mayor impacto econdémico es la mastitis, trastorno que puede ser debido a
lesiones de tipo traumatico, irritaciones quimicas o de tipo infeccioso, ademas es

influenciada por factores propios del animal y del ambiente (Saréan y Chaffer,
2000).

Entre las medidas terapéuticas, los antibidticos siguen siendo la herramienta de
primera eleccién y con su uso indiscriminado se esta creando resistencia
bacteriana. Ademas existen reportes de la eliminacion de residuos de
antimicrobianos en los productos de origen animal, lo que implica riesgos a la
salud humana (Frazier y Westhoff, 1978). Por lo tanto, en la actualidad se
pretende utilizar estrategias alternativas que permitan reducir el impacto a la salud
tanto de humanos como animales.

Entre las nuevas alternativas conocidas también como tratamientos organicos, se
encuentran los péptidos de defensa del hospedero (PDH), compuestos esenciales
de la Respuesta Inmune Innata (RIl} producidos por todos los organismos. Se
sintetizan principalmente en tejidos epiteliales regularmente expuestos al ataque
microbiano como la piel, intestino y pulmones (Huang, 2000).

Los PDH, cuya accién protectora han usado plantas y animales por millones de
afios, llenan muchos requerimientos que demanda la industria farmacéutica, la
agricultura, acuacultura y produccién de alimentos en general. Ante esta
perspectiva se abre un amplio campo de investigacion para la Ciencia Basica asi
como en la Biotecnologia y Bloingenieria de agentes terapéuticos alternativos.
Aunque forman parte de un mecanismo de defensa ancestral, los PDH

representan un futuro prometedor en la lucha contra microorganismos patégenos
(Shai, 1998).



Existen numerosos estudios sobre la eficiencia de los PDH extraidos a partir de
diversos organismos incluyendoe humanos, plantas, invertebrados marinos, y
anfibios entre otros (Broekaert ef al., 1995; Evans y Harmon, 1995. Boman, 1996;
Gaillo y Huttner, 1998). Las investigaciones en México son escasas, destacando
las desarroliadas en el Laboratorio de Inmunologia, Departamento de Biologia
Molecular y Celular del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas vy
Agropecuarias, en las cuales se estudia la piel de Rana catesbeiana para extraer
los PDH y caracterizar las fracciones que los contenga con la finalidad de
purificarlos y obtener un producto antimicrobiano. ‘

El presente estudio permitira contar con diversas bases cientificas que nos
permitan en un futuro determinar la eficiencia del extracto de piel de Rana
catesbeiana en vacas con mastitis clinica.



2, ANTECEDENTES

2.1. Produccién de leche

La leche es uno de los alimentos mas completos para el ser humano, dadas las
caracteristicas de sus nutrimentos, como las protelnas que contienen gran
cantidad de aminoacidos esenciales para la alimentacion (Varnam y Sutherland,
1994). Por ello organismos internacionales como la FAO y la UNESCO la han
recomendado como alimento indispensable para la nutricion humana,
principalmente para los nifios (SIAP, 2001). '

Segln datos de la FAO durante los afios de 1992 a 2001, la produccién mundial
de leche de bovino fue cercana a 5 mil millones de toneladas, destacando la
participacion de la Union Europea con el 26%, seguida de los Estados Unidos
(15%), Rusia (8%), India (6%) y Brasil (4%), paises que conjuntamente
participaron con el 60 % de la produccién total. (FIRA, 2001).

Durante la Gltima década la Unidn Europea ha sido [a region con la mayor
produccién de leche a nivel mundial. Por ejemplo, Alemania produjo 283 millones
de toneladas, Francia 251, Reino Unido 148, ltalia 144 y Holanda 110 millones.
Por otro lado, México ocupa el treceavo lugar, con un promedio de 8 millones de
toneladas anuales (SIAP, 2001).

En México, la produccion lechera se desarrolla en todo su territorio, en el afio de
2008 la produccion fue de 10,600,854 miles de litros, concentrandose en seis
estados, los que contribuyen conjuntamente con el 62% de la produccién
nacional, destacan Jalisco, Coahuila, Durango, y Chihuahua quienes participan
con el 49%. De la producciéon obtenida, el 81% es producida en 11 entidades
federativas: Jalisco (17.0%), Coahuila (13.0%), Durango (10.0%) y Chihuahua
(9.0%) que ocupan los cuatro primeros lugares en la produccion. En el estado de
Jalisco la produccién del afio 2008 fue de 1,865,362 miles de litros, 3.33% mayor
que el afio 2007 (SAGARPA, 2009). |



Los sistemas de produccion de leche pueden ser extensivos, sem-intensivos e
intensivos, estos sistemas por lo general se clasifican por el modelo de
alimentacion, las diferencias principales son por el tipo de forraje y la forma en
que éste se ofrece a los animales, siendo el precio de la leche un factor

econdmico importante y que puede determinar el sistema mas rentable (Gomez y
Jahn, 1993).

En los sistemas extensivos no se necesitan grandes inversiones para el
suministro de los alimentos, pero el balance de los nutrientes es mas dificil de
controlar. Mientras .que en el sistema intensivo y sem-intensivo son dietas
mezcladas usando por lo general ingredientes tipo ensilajes, asi como
concentrado, alimentos mas costosos que los utilizados en el sistema extensivo
(Valtora et al., 1997).

La produccién intensiva se caracteriza por establos de mejor infraestructura y
manejo especializado, asl como de mayor produccion. Sin embargo,
independientemente del fipo de explotacion, uno de los problemas de mayor
impacto en la produccion lactea es la mastitis (Blowey y Edmondson, 1995).

2.2, Mastitis

De las enfermedades que afectan al hato lechero, las mas comun es la mastitis; ia
cual se caracteriza por una reaccion inflamatoria de la glandula mamaria y por la
aiteracion de las propiedades de la leche. La inflamacion es la respuesta de los
tejidos productores de leche en la ubre a una lesion traumatica o bien a la
presencia de microorganismos infecciosos que han ingresado a la ubre. Este
trastorno es el resultado final de la interaccién de varios factores, relacionados
con el hombre, la vaca, el medio ambiente, los microorganismos y el manejo
(Nelson y Nickerson, 1992; Saran y Chaffer, 2000).

La mastitis puede ser causada por mas de 140 diferentes tipos de
microorganismos; los cuales han sido agrupados en las categorias siguientes:

contagiosos (Streptococcus agalactiae y Staphylococcus aureus), ambientales



(estreptococos y coliformes), y oportunistas (estafilicocos coagulasa negativos)
(Nelson y Nickerson, 1992; Blowey y Edmondson, 1995).

Durante la mastitis, la multiplicacion bacteriana en los conductos galactéforos y en
los alvéolos de la gldndula mamaria produce procesos inflamatorios sucesivos
que dan lugar a la sustitucién del tejido secretor por tejido .conjuntivo fibroso,
pudiendo con el tiempo afectar de manera severa el tejido glandular y en
consecuencia la perdida de la funcion productiva (Saran et al., 2000; Wolter et al.,
2004).

Por otra parte, la mastitis afecta la composicion de la leche reduciendo la calidad
nutricional, ademés de incrementar componentes indeseables como enzimas
proteoliticas y sales, ocasionando rancidez a la leche. Entre los nutrientes que
pueden deteriorarse destacan las proteinas, grasas y lactosa. Se reduce también
la aptitud quesera y la estabilidad térmica {Nelson y Nickerson, 2000).

En la mastitis se distinguen dos fipos de presentaciones. La clinica, caracterizada
por la inflamacion del cuarto (s) infectado, con dolor al tacto, presencia de
coagulos, descamaciones y en ocasiones sangre. En casos severos se presentan
signos generalizados como fiebre, pulsc acelerado, perdida de apetito y reduccion
de la produccion de leche. La mastitis subclinica, es mas sutil y no puede
detectarse por obseérvacion visual, sin embargo, puede identificarse mediante
pruebas que detecten la presencia de microorganismos infecciosos o por el
incremento de células somaticas resultantes de la inflamacién. Por lo general no
se aprecia la persistencia e importancia econémica de la mastitis subclinica,
porque la leche mantiene su apariencia normal (Nelson y Nickerson, 1992; Wolter
et al., 2004).

2.2.1. Diagnéstico de la Mastitis

La técnica de campo para el diagnéstico de mastitis mas usada es la prugba de
mastitis California (PMC) desarrollada por Noorlander y Schalm en California en
la década de los 50's. Este método de deteccion de la mastitis aun tiene vigencia

y puede ser de gran utilidad en la realizacién de un pian de control de mastitis.



Permite un diagndstico rapido del animal, si bien la prueba es un tanto subjetiva,
permite descartar o confirmar un conteo de células elevado y por ende una
sospecha de mastitis (Nelson y Nickerson, 1992; Saran y Chaffer, 2000).

Otra prueba de diagnéstico para el conteo de células somaticas de muestras de
leche obtenidas del tanque enfriador que nos dan un indicador del grado de
mastitis en un hato lechero, es Fossomatic. Las células somaticas estan
constituidas por la asociacidn de leucocitos (neutrdfilos, linfocitos y macréfagos) y
células epiteliales. El recuento de células somaticas (RCS), se mide en miles de
células por mL de leche. Para la cuantificacion existen métodos Opticos y métodos
electrénicos (Blowey y Edmondson, 1995).

2.2.2, Tratamiento de la Mastitis

La mastitis clinica puede variar su presentacion desde Ieve hasta aguda. El 80%
de los casos clinicos se presenta en los cuartos donde se albergaron las
infecciones subclinicas anteriormente. Aproximadamente el 20% de todas las
mastitis clinicas se presentan dentro de los 7 dias siguientes al inicio de la
lactancia; por esta razén es importante el manejo cuidadoso de las vacas durante
este periodo critico. Los casos clinicos se deben detectar precozmente para
iniciar el tratamiento lo antes posible y asi incrementar la probabilidades de
curacién del animal (Blowey y Edmondson, 1995). |

Tradicionalmente la mastitis clinica se trata con antimicrobianos, destacando los
betalactamicos, aminoglucésidos, tetraciclinas, macrélidos y sulfas entre otros, los
cuales se aplican en diversas concentraciones de acuerdo al patégeno especifico
(Nelson y Nickerson, 2000). De igual forma, para tratar la inflamacién de la
glandula mamaria se emplean farmacos de rutina que son una solucion parcial,
pues su amplio uso ha creado un potencial de residuos que originan problemas de
salud al consumidor cuando no se consideran los tiempos de retiro del producto y
es comercializado para el consumo humano (Pérez et al., 1998).

Es comdn que el fratamiento faile por su tardanza en la administracién o por fallas

en las dosis suministradas; en algunos casos la no eficacia de! tratamiento se



debe a la resistencia de los microorganismos. Estudios recientes indican que
ciertos tipos de antibidticos reducen la capacidad de los leucocitos de destruir los
microorganismos causantes de la mastitis, pudiendo propiciar el proceso de
infeccion (Nelson y Nickerson, 2000).

En el uso de alternativas terapéuticas para el control de mastitis se han valorado
productos homeopaticos (Cuesta et al., 2002), asi como tambien a base de
aceites esenciales obtenidos de plantas, acidos nucleicos y péptidos de defensa.
Estos dltimos han cobrado gran interés cientifico, principalmente por sus
propiedades que permiten la eliminacibn de microorganismos patégenos,
reparacion del tejido y respuesta inmune (Jensen ef al., 2006).

2. 3. Péptidos de defensa del hospedero (PDH)

Los PDH previamente conocidos como péptidos naturales antimicrobianos (PNA)
son parte esencial de la Respuesta Inmune Innata (R!l) y representan un papel de
primera linea de defensa como un escudo de moléculas que limita el crecimiento
de una gran cantidad de microorganismos infecciosos y no infecciosos que .
conviven diariamente con plantas, insectos, anfibios, reptiles, mamiferos y aves
(Broekaert ef al., 1995).

En términos generales, los PDH son péptidos de bajo peso molecular (usualmente
menores de 10 kDa) codificados en el genoma, a diferencia de otros
antimicrobianos producidos por accién enzimatica, como la penicilina.
Tipicamente, son moléculas catidnicas debido a su alto contenido de lisina y
arginina. Son anfipaticas, lo que les concede estabilidad en ambientes tanto
acuosos como hidrofébicos. Pueden presentar modificaciones post-traduccionales
como glicosilacion, circularizacion, amidacion de los extremos y modificacion de
aminoacidos, incluyendo a los D-aminodcidos {Boman, 1995; Rao, 1995; Nissen-
Meyer y Nes, 1997). Las dos caracteristicas comunes en la mayoria de los PDH,
sin importar su estructura o tamafio, son la carga positiva debida a la presencia de
un gran numero de aminoacidos basicos y segund_o, aproximadamente el 50% de
los aminoacidos que los constituyen son hidrofébicos (Rivas-Santiago et al.,
20086). '



Los PDH se sintetizan principalmente en tejidos epiteliales regularmente
expuestos al ataque microbiano como la piel, intestino y pulmones.‘ Las células
sanguineas de defensa también son importantes productoras de PDH, donde
constituyen parte de los mecanismos efectores no-oxidativo contra patdgenos
potenciales (Rao, 1995; Nissen-Meyer y Nes, 1997). Se sintetizan hasta cien
veces mas rapido que una inmunoglobulina y con menor costo metabdlico,
pueden almacenarse en altas concentraciones, estar disponibles para actuar
inmediatamente y se liberan o producen cuando las células se estimulan por
contacto con microorganismos (Rao, 1995, Nissen-Meyér y Nes, 1997). Son un
medio rapido, no especifico para combatir una amplia variedad de bacterias,
hongos, virus e incluso protozoarios (Evans y Harmon, 1995).

2.3.1. Historia

Los indicios de que existian péptidos cationicos con actividad microbicida se
observaron en las plantas. Desde hace unos 50 afios se sabe que las tioninas
realizan una funcidn antimicrobiana en las plantas e inhiben el crecimiento de
bacterias y hongos in vitro (Stuart, 1942). En 1972 por primera vez se demostrd
que las tioninas inhiben el crecimiento de un ndmero considerable de bacterias
patogenas sugiriendo por lo tanto que este péptido juega un papel protector
importante (Fernandez y Garcia, 1972). Los primeros trabajos que se realizaron
en el campo de ios PDH en animales fueron reportados a principios de los 80's en
el laboratorio de Boman y colaboradores. En 1987 Michael Zasloff descubrié que
la piel de la rana Xenopus laevis contenia glandulas ricas en péptidos cationicos
con actividad antimicrobiana, mismos que denominé magaininas (Zasloff, 1987).

En la década de 1990, hubo una rapida expansion en el campo del conocimiento
de los PDH. Actualmente, ademas de estar bien establecido que constituyen un
elemento comdn en los Fila inferiores, se han reconocido diversos sitios de
produccion de estos péptidos en mamiferos (Gallo y Hunter, 1988).



2.3.2. Tipos de PDH

A la fecha se han descrito cerca de 800 PDH provenientes de diversos
organismos incluyendo humanos, plantas, invertebrados marinos, anfibios, peces
y microorganismos. A pesar de la diversidad de organismos de donde provienen
los PDH comparten similitudes funcionales y estructurales que han permitido su
clasificacion (Tabla 1).

Los PDH son codificados por genes, los cuales después de un proceso de
transcripcion forman una pre-proteina de 62 a 170 aminoacidos (aa), la cual es
procesada y forma un péptido maduro activo (Boman, 1995). La mayoria de las
pre-proteinas de los PDH tienen secuencias sefiales muy conservadas {Boman,
1996). La evolucion de los genes para estos péptidos, se ha ftrasferido
horizontalmente. Sin embargo, el nimero de exones e intrones se conserva entre
las especies.

PDH de plantas. Al igual que los animales, las plantas producen sustancias que
controlan el crecimiento e invasion de microorganismos. Se destacan la tioninas y
las defensinas sintetizadas en plantas y flores con actividad contra hongos y
bacterias (Broekaert of al., 1995; Evans y Harmon, 1995). Aparentemente la
funcion de los PDH es proteger las semillas durante la germinacién, periodo en el
que su concentracion llega a ser hasta del 30% del total de proteinas liberadas.

PDH de insectos. Al igual que el resto de los invertebrados, los insectos son
incapaces de producir anticuerpos especificos. En los insectos los PDH son
producidos en el cuerpo graso (equivalente al higado de vertebrados) y en los
hemocitos (Builet, 1999). Estos péptidos fueron descritos primero en insectos por
Boman y Steiner (1981) y son los mas estudiados y mejor caracterizados. Entre
éstos se encuentran las cecropinas las cuales se caracterizan por tener un alto
contenido de prolina y libres de cisteinas, fuertemente catidnicas y activas contra
bacterias Gram negativas. Se encuentran ampliamente distribuidas y se han
detectado ademas en varios insectos, vertebrados y en el intestino del puerco
(Lee et al,, 1989). Las defensinas, también han sido descritas en insectos como
péptidos catidnicos, con especificidad contra bacterias Gram positivas. Otros PDH



activos contra bacterias Gram negativas son las apidaecina, abaecina y royalisina
de la abeja Apis mellifera o drosocina de Drosophila (Gillespie et al., 1997).

Con relacion a la lisozina, es importante comentar que durante mucho tiempo se
pensé que era el principal factor antimicrobiano en los insectos. Aunque por su
actividad y tamafo molecular, originalmente se incluyé dentro de los PDH, la
lisozima es una enzima que rompe enlaces glicosidicos b-(1,4) de los
peptidoglicanos de la pared celular bacteriana y su funcion puede ser digestiva y
antimicrobiana (Hetru ef al., 1998). Por tratarse de una enzima con diferente
estructura y mecanismo de accion, actuaimente la lisozima no se considera
dentro de los tipicos PDH.

PDH de invertebrados marinos. Al igual que el resto de los invertebrados, los de
origen marino carecen de sistema inmune adquirido, pero tienen varios
mecanismos de defensa que responden a la presencia de microorganismos.
Estos sistemas incluyen la coagulacién de la hemolinfa, mecanizacién,
aglutinacién celular, fagocitosis, produccién de oxigeno activo y liberacion de PDH
(Vargas y Yepiz, 1998). Actualmente se investigan los PDH en los invertebrados
marinos de interés comercial, como crustaceos y moluscos. Diversos PDH se han
detectado en las diferentes especies existentes de cangrejo cacerola, entre ellos
estan taquiplesinas, taquiticina, taquistatina y defensinas que cubren un amplio
rango de actividad antimicrobiana (Nakamura et al., 1988; Kawano et al., 1990;
Saito et al.,, 1995; Armstrong et al., 1996; Ehret-Sabatier et al.,, 1996; Morvan et
al., 1997).
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Tabla 1. Péptidos Antimicrobianos derivados de plantas, insectos, invertebrados -

marinos y vertebrados

Fuente Tipo o Actividad Referenclas
composicion
Plantas
Thioninas Defensina Fungicida y bactericida (Broekaert et al., 1995)
Heveinas y Defensina Fungicida y bactericida
Knottinas
Circulinas Ay B Modificado Antiviral (Tam of al., 1999)
Ingsectos
Cecropinas Hélice-alfa Bactericida (Gram
negativas) {Boman, 1995)

Defensinas varias | Defensina Bactericida (Gram positivas) | (Gillespie et al., 1997)

Apidaecina
Royalisina
Atacinas
Drosomicina
invertebrados
marinos
Defensinas varias

Penaeidinas

Vertebrados
Magaininas

c-defensinas

B-defensinas

Alto contenido
de prolina
Alto contenido
de prolina
Alto contenido
de glicina
Defensina

Defensina

Defensina?

Hélice-alfa

Defensina

Defensina

Bactericida (Gram
negativas)

Bactericida (Gram
negativas)

Bactericida (Gram positivas
y Gram negativas)

Fungicida

Bactericida (Gram positivas
y Gram negativas)
Bactericida {Gram
'negativas)

Bactericida (Gram positivas
y Gram negativas)
Bactericida (Gram positivas
y Gram negativas)
Bactericida (Gram positivas

y Gram negativas)

(Hetru et al., 1998)

(Hetru et al., 1998)

{Gillespie et al., 1997;
Hetru ef al., 1998)
(Gillespie et al., 1997;
Hetru ef a/., 1998)

{Saito et al., 1995)

(Destoumieux ef al,
1997)

(Schrider, 1999)

(Evans vy
1995)
(Boman, 2000; Evans y
Harmon, 1995)

Harmon,
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PDH de vertebrados. Los estudios se iniciaron al observar que animales con
heridas en la piel y viviendo en aguas estancadas no presentaban infecciones
(Rao, 1995; Boman, 2000). Hoy en dia se conocen varios PDH de la piel de
diferentes especies de ranas, incluyendo las magaininas, xecropinas y
bombininas (Schrider, 1999). Todas con amplio espectro de actividad contra
bacterias Gram positivas y Gram negativas, hongos y protozoarios. La piel
humana, ademas de actuar como barrera fisica protectora, produce una
considerable cantidad de PDH, entre los que se encuentran los del tipo
cathelicidinas y defensinas, con efectividad contra bacterias Gram positivas, Gram
negativas y la levadura Candida albicans (Gallo y Huttner, 1998; Schréder, 1999).

Otros epitelios que estdn constantemente en contacto con microorganismos,
también expresan defensinas. En el intestino las células de Panneth poseen una
flora microbiana especifica que rara vez esta fuera de control, en éstas se han
identificado defensinas-f (de mayor tamaiio que las defensinas-a) responsables
del control de la flora entérica (Evans y Harmon, 1995; Rao, 1995; Boman, 2000).
En los epitelios de la mucosa traqueal, lengua, pulmén, bronquios, colon y recto
de bovinos se ha demostrado la presencia de defensinas que in vifro son efectivas
contra E. colii Kleibsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosas y C. albicans (Evans y Harmon, 1995; Rao, 1995).

Por ofra parte, los granulos de los leucocitos de vertebrados contienen altas
concentraciones de defensinas-o. capaces de combatir bacterias Gram positivas y
Gram negativas, hongos filamentosos, virus 'y algunas especies de
microbacterias. Su importancia se ha demostrado al observar que los pacientes
cuyos neutrdfilos no producen defensinas, sufren frecuentes infecciones y
presentan una respuesta inflamatoria tardia (Evans y Harmon, 1995).

PDH de bacterias. La produccion de PDH por bacterias se considera también un
mecanismo de defensa, ya que asi combaten a otros microorganismos que
compiten por nutrientes. Los PDH de origen microbiano generalmente se conocen

como bacteriocinas y en su mayoria presentan muchas modificaciones
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postraduccionales entre las que se incluye circularizacion y aminoacidos
inusuales como los D-aminoacidos y lantioninas (Ryan ef al., 1999).

Las bacterias Gram negativas producen dos tipos de PDH: a) bacteriocinas que
pesan alrededor de 20 kDa, como las colicinas producidas por E. coli, y b)
microcinas menores de 10 kDa, producidas por Enterobacteriaceae. Estas Ultimas
son altamente modificadas y presentan tres diferentes mecanismos de accién:
inhibicion de enzimas metabdlicas, inhibicion de la replicacion del DNA e

interferencia en ios procesos energéticos (Rao, 1995; Nissen-Meyer y Nes, 1997;
Ryan et al., 1999). '

Las bacterias Gram positivas producen bacteriocinas menores de 6 kDa,
usualmente catidnicas, anfifilicas y permeables en membranas, como los PDH de
eucariotes. Existen dos grupos de bacteriocinas de bacterias Gram positivas. El
primero no presenta modificaciones postraduccionales (pediocina PA1, sakacina
P, leucocina A y mesentericina Y105), mientras que el segundo grupo lo
conforman bacteriocinas modificadas o lantibidticos. Estos Ultimos son péptidos
menores de 4 kDa con extensas modificaciones postraduccionales incluyendo
aminoécidos inusuales, conocidos como lantioninas  (3-metilantionina,
dehidroalanina y dehidrobutirina), derivados de serina y trecnina. Los antibidticos
mejor conocidos son nicina, subtilina y epidermina, los cuales presentan actividad
contra bacterias Gram positivas, aparentemente a través de la formacion de poros
en la membrana y provocando la lisis celular (Rao, 1995; Nissen-Meyer y Nes,
1997; Ryan et al., 1999).

2.3.3. Clasificacion de los PDH

Pese a la diversidad de origen y las modificaciones evolutivas, los PDH han
podido ser clasificados basandose en su secuencia y estructura (Hwang, 1990;
Boman, 1995). En la actualidad se conocen & grupos de PDH que
caracteristicamente tienen: 1) hélice-a, 2} alto contenido de cisteina, 3) hojas-, 4)
alto contenido de un aminoacido y 5) aminoacidos modificados. Estos ultimos se
han descrito en bacterias y hongos. |
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23.3.1. Péptidos heélice-a. A este grupo pertenecen las cecropinas y las
magaininas, enfre otros. Estos PDH no contienen cisteina, en sistemas acuosos
son lineares, pero adoptan una conformacion de hélice-o. en solventes organicos
como trifluoroetanol (reproduce las condiciones hidrofébicas de membrana), lo
cual explica su accién a nivel de membrana. La hélice presenta una superficie
hidrofébica y otra altamente positiva que les permite interactuar con los lipidos de
las membranas (Hwang, 1990; Boman, 1995; Matsuzaki, 1998).

2.3.3.2. Péptidos ricos en cisteina. A este grupc pertenecen las defensinas, las
cuales van de 3 a 5 kDa y se agrupan en varias clases segun la localizacién de
los pares de cisteina, estructura tridimensional y similitud de secuencias. Se
incluyen las defensinas-a y B de vertebrados y las defensinas de plantas e
insectos. Estas ultimas son las de mayor tamafio y tienen una estructura hélice-a
que no presentan las defensinas de vertebrados. Las defensinas-o fueron
detectadas primero en los granulos de leucocitos y posteriormente en células de
Panneth del intestino delgado. Las defensinas-p se expresan en células epiteliales
y en leucocitos de algunas especies. En su conjunto, las defensinas son activas
contra muchas bacterias, hongos, levaduras y virus envueltos. Se ha demostrado
que algunas defensinas también presentan actividad quimotactica, mitogénica,

corticostatica y citotoxica (Evans y Harmon, 1995; Yang et al, 1999; Yu et al,
2000).

2.3.3.3. Péptidos de hoja-B. Se caracterizan por tener aproximadamente 20
residuos y uno o dos enlaces disulfuro que estabilizan su estructura de hojas-B

antiparalelas. A este grupo pertenecen polyphemusina I, y lactoferricina B

(Hwang, 1990).

2.3.3.4. PAM con alto contenido de un aminoacido. Tienen una alta
concentracion relativa de un mismo aminoacido, el cual puede ser triptofano,
prolina o histidina como es el caso de las apidaecinas, abaecina, drosocina,
protegrinas y cathelicidinas. Su estructura presenta diferentes patrones en
soluciones acuosas, pero se vuelven estables en presencia de fosfolipidos
(Hwang, 1990; Boman, 1995; Evans y Harmon, 1995).
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2.3.3.5. PAM de origen microbiano. Como su nombre lo indica, a este grupo
pertenecen los PDH producidos por bacterias y hongos, los cuales
caracteristicamente tienen aminoacidos modificados, como se describid
anteriormente.

2.3.4. Mecanismo de accion

Los PDH actian estequiométricamente con acfividad fungicida y bactericida
(Gram positivas y Gram negativas), pueden eliminar dos o mas “intrusos” al
mismo tiempo. De manera inducible responden en horas y antes que la respuesta
inmune adquirida (RIA) se haya movilizado. No son especificos, ni tienen
memoria, no son cataliticos y otorgan economia a la célula al ser moléculas
efectoras pequefias, ya que la mayoria tienen un peso molecular menor a 10 kDa.
Los péptidos liticos tienen estructura de hélice y en hoja beta, son anfipaticos,
esto es, un lado de la molécula es hidrofilico, mientras que el ofro es hidrofobico;

un disefio que implica una interaccion especifica con la membrana (Boman, 1996
y 2000).

Para llevar a cabo su funcién microbicida, los PDH utilizan uno de los siguientes
mecanismos: a) actuar directamente a nivel de la membrana celular ya sea
alterando la permeabilidad o lisandola mediante la formacién de canales o poros,
como en el caso de los péptidos hélice-a 0; b) interferir en la sintesis de enzimas
metabdlicas 6 del DNA, como en el caso de algunos PDH de origen microbiano,
cuyo proceso atin no es bien conocido (Nissen-Meyer y Nes, 1997; Shai, 1998).

Aunque se desconocen muchos detalles sobre los mecanismos de accién de los
PDH hélice-a, como las magaininas, se considera que actian directamente en la
membrana celular y que su secuencia de aminoacidos es importante (Matsuzaki,
1998), ya que si se sustituyen aminoacidos que alteren la polaridad del péptido,
su actividad disminuye. Aparentemente no requieren receptores especificos,
como se ha demostrado al sustituir aminoacidos por sus correspondientes D-
enantiomeros sin alterar su actividad. Esto ha sido reforzado al demostrar, por

resonancia magnética nuclear y dicroismo circular, que el mecanismo de dafto se
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inicia por una interaccion electrostatica. Este comportamiento molecular y su
caracter catiénico hacen que los PDH presenten una mayor afinidad por los
fosfolipidos acidos de las bacterias Gram negativas y polisacaridos de las
bacterias Gram positivas, que por los fosfolipidos anfipaticos de las membranas
de células de mamiferos. Lo anterior permite explicar la falta de citotoxicidad para
las células animales y permite proponer a los PDH como agentes terapéuticos
altamente especificos (Nissen-Meyer y Nes, 1997; Matsuzaki, 1998; Shai, 1998).

En general, se ha propuesto que el mecanismo de accion de los PDH esta dado
por los siguientes pasos:

1) La reaccidn inicia con la unién del PDH y los fosfolipidos acidos de las
membranas microbianas mediante fuerzas electrostaticas. Los monémeros de los
péptidos anfipaticos se acomodan en la superficie de la membrana de manera
que la carga positiva de los aminoécidos basicos concuerden con las cabezas de
fosfolipidos con carga negativa. Cuando la concentracion relativa entre el péptido
y el lipido localmente es baja el péptido tiende a orientarse paralelamente en la
membrana y es inactivo.

2) Cuando la concentracién local relativa del PDH se incrementa, el péptido tiende
a tomar una posicion perpendicular a la membrana y se inserta, orientando los
residuos hidrofébicos hacia la region hidrofébica de la membrana. La capacidad
de "aceptacién" de la membrana por una mayor cantidad de péptide dependera
de la cc;mposicién lipidica y propiedades fisicoquimicas de la misma. Esto explica
los diferentes grados de susceptibilidad de una célula por un determinado PDH y
la especificidad hacia ciertas bacterias.

3) Finalmente, la insercién de los péptidos en la bicapa lipidica alteran la
permeabilidad de la membrana o bien ocurre la lisis celular por la presencia de los
poros (Nissen-Meyer y Nes, 1997; Matsuzaki, 1998; Shai, 1998; Huang, 2000).

2.3.4.1. Actividad inmunoreguladora

Dentro de las actividades inmunoreguladoras de los PDH, destacan las
defensinas, las cuales atraen células inflamatorias como los neutrdfilos, linfocitos

B y los macréfagos, ademds de que activan a estas células y a ofras como las
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células epiteliales. Estas células liberan mediadores de |a inflamacion como IL-8,
IFN-00, IL-6, IL-10 y LTB4. Ademas pueden presentar actividad antiinflamatoria por
la induccién de IL-10 o SLPI, facilitando y amplificando la subsecuente respuesta
inmune.

El reclutamiento de células dendriticas inmaduras por defensinas puede iniciar y
facilitar la respuesta de la inmunidad adaptativa, ya que se ha demostrade que las
defensinas tienen poder quimiotactico (Rivas-Santiago et al., 2006).

2.3.5. Aplicaciones

Por sus caracteristicas estructurales y funcionales, asf como por su baja toxicidad
para células eucaridticas, los PDH estan siendo evaluados como agentes
terapéuticos y profilacticos. Por ejemplo, las magaininas, dermaseptinas y otros
PDH aislados de la piel de ranas se estan probando como agentes
antimicrobianos y aceleradores de la cicatrizacion debido a que algunos PDH
como las p-defensinas estimulan la produccién de las células epiteliales (Gallo et
al., 1998; Schroder, 1999; Rivas-Santiago et al., 2006). Por otro lado, se han
observado que células cancerigenas presentan alteraciones en la composicién
lipidica de la membrana haciéndola mas acida que las de células normales. Bajo
este principio, los PDH también se estan evaluando como agentes
anticancerigenos (Shai, 1998).

Aunado a lo anterior, se ha detectado que los PDH como las retrociclinas (un tipo
de p-defensinas) se unen a las proteinas gp120, CD4, CXCR4 y CCRS5, para
bloquear la entrada del virus VIH-1 a la célula y lo eliminan (Jenssen ef al., 2006).
Sin embargo, todavia falta aclarai‘ si esto ocurre in vivo, y de ser asi que
elementos permiten que se lleve a cabo la infeccién pues podria ser que algunos
individuos resistentes a la infeccion tengan todo este mécanismo antiretroviral
bien montado, a diferencia de los mas susceptibles (Rivas-Santiago ef al., 2006).

Debido al potencial que los PDH tienen como agentes terapéuticos, se estan
disefiando péptidos de novo basados en las caracteristicas de los péptidos
naturales, tales como su estructura tridimensional, su tendencia anfipatica y

caracter cationico. Aunque la técnica de produccion de péptidos es aun nueva,
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promete importantes logros en un futuro cercano en el disefio de péptidos mas
eficientes 0 que sean estables en diferentes ambientes. Tal es el caso de las
defensinas circulares, las cuales son mas estables a los cambios de salinidad, y
se ha propuesto su aplicacion en pacientes con fibrosis cistica (Yu ef al., 2000).
Por otra parte el antibiético' Nisina, péptido producido por varias cepas de
lactococos (Lactococcus lactis) ha demostrado eficiencia como conservador de
alimentos en la industria lactea (Rao, 1995; Nissen-Meyer y Nes, 1997). Otros
estudios han permitido evaluar este producto como tratamiento para mastitis
subclinica en vacas en lactancia, dosis de 2,500 U.l. aplicada durante tres dias
via intramamaria. Los resultados mostraron reduccién en la cuenta microbiana def
90.1% para Streptococcus agalactiae, 50% Staphylococus aureus y 58.8%
Staphylococus coagulasa negativa (Wu et al., 2007).

Desde el punto de vista bioquimico, los PDH son interesantes modelos para el
estudio del mecanismo de incorporacion de D-aminoacidos y ta modificacion post-
traduccional de los aminoacidos (Ryan ef al., 1999). Para la Biotecnologia Vegetal
se abre la posibilidad de disefiar plantas transgénicas resistentes a enfermedades
y a plagas a través de la .introduccion de genes de PDH (Broekaert et al., 1995).
Esto mismo crea expectativas para introducir. genes de defensa a organismos
cultivables, incluyendo a los invertebrados marinos de interés comercial,
principaimente moluscos y crustaceos (Bachere ef al., 1995). Por Uitimo, estudios
comparativos sobre ia actividad de los PDH en varias especies podrian ayudar a
comprender porqué algunos organismos que son comensales en una especie
pueden ser patogenos para otra.

Los estudios sobre los constituyentes y los mecanismos de este ancestral sistema
de defensa han ‘ayudado a comprender las estrategias de sobrevida ante
microorganismos y han abierto perspectivas en la concepcién de tratamientos
terapéuticos contra infecciones. Debido a la aparicion de cepas resistentes,
muchos antibiéticos comerciales ya no son efectivos. Por ello, una solucion
prometedora es la produccion de nuevos antibidticos lo mas diferentes posibles a
aquellos que han perdido efectividad y cuya resistencia no parece ser facil de
alcanzar, ya que no solamente depende de la neutralizacion de un agente
quimico, sino de la alteracion de la membrana celular.
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3. HIPOTESIS

Los péptidos de defensa del hospedero contenidos en el extracto de la piel de
Rana catesbeiana, son capaces de aminorar la mastitis clinica en bovinos
mediante la reduccién de la cuenta microbiana y la reparacion del dafio tisular
alveolar.
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4. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el extracto de piel de Rana catesbeiana, como tratamiento alternativo en
bovinos con mastitis clinica.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Determinar la accioén antimicrobiana del extracio de piel de Rana catesbeiana
contra Escherichia coli (prueba in vitro).

2. Estudiar el efecto histopatoldgico in situ que ocasiona Escherichia coli en la
glandula mamaria cuando actGa solo o en presencia de extracto de piel de Rana
catesbejana.

3. Evaluar la aplicacién terapéutica del extracto de piel de rana en vacas con
mastitis clinica (prueba in vivo).
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5. MATERIAL Y METODOS'

El presente estudio se realizé en el laboratorio de Inmunologia del Departamento
de Biologia Celular y Molecular del Centro Universitario del Ciencias Bioldgicas y
Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de Guadalajara. La prueba de campo
se desarroll6 en el rancho “Dos Pivotes”, localizado en el Km 7 camino Mezquitera
a Atequizayan, dentro del municipio de Ciudad Guzman v en el Rancho “Los
Eucaliptos” en el Km. 10 carretera Acatlan de Juarez, Jalisco.

5.1. Obtencion del extracto de piel de rana

Se obtuvieron pieles de Rana catesbeiana suficientes para realizar las tres etapas
del estudio. El procedimiento de extraccién se describe a partir de dos pieles de
Rana catesbeiana registrando el peso. Se realizaron cortes pequenos de 1 cm por
lado, se colocaron en mortero, se agrego nitrégeno liquide hasta endurecer el
tejido. Se introdujo en la licuadora especial con aspas de acero inoxidable y se
triturd para obtener un polvo de toda la piel de la rana.

Para el proceso de lisis celular, se pesaron 40 g de piel y se agregaron 400 mL de
acetonitrilo, &cido trifluroacético y agua bidestilada a una relaciéon de 60:1:39
respectivamente. Una vez homogenizado en licuadora se coloco en matraz
Erlenmeyer y se mantuvo toda la noche a 4°C en un agitador magnético.
Posteriormente se centrifugd a 13,000 rpm manteniéndose a 4°C durante 30
minutos, y el sobrenadante fue liofilizado.

Se resuspendi6 el liofilizado en solucion salina de fosfatos (PBS) pH 7.2 estéril,
esta solucion se prepard de la siguiente manera: 8 g de cloruro de sodio (NaCl),
0.2 g de cloruro de potasio (KCI) y 1.44 g de fosfato de potasio (KH2PQ,) fueron
disueltos en 800 mL de agua destilada. Se ajusté el pH a 7.2 con Tris 1M y se
aford a un litro. A su vez la solucion Tris 1M se preparo disolviendo 6.057 g en 50
mL, y se llevd a pH 8 con acido clorhidrico (HCI) al 1N.
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Posteriormente se tomaron 16 g del liofilizado y se llevaron a un litro det PBS pH
7.2 estéril, se agregd 1% de ia mezcla de Sorbato de potasio y Benzoato de sodio
(0.5% cada uno) como conservadores, se mezclé y homogenizé, posteriormente
se esterilizé todo con un filtro de 0.22um, en el tanque de acero inoxidable de 5.0
L (Millipore) con presion positiva. Se prepararon jeringas estériles las cuales
fueron llenadas con el extracto de piel de rana en la campana de flujo [aminar
para las pruebas in situ e in vivo.

5.2. Prueba antimicrobiana in vitro

A partir de un cultivo bacterioldgico de Escherichia coli se prepart el inéeulo para
la prueba. Se obtuvo una porcidn de bacterias mediante asa bacterioldgica y se
colocd en un tubo de precipitado conteniendo caldo de soya para dejar incubar
durante 24 horas a 37°C. Posteriormente se procedié a realizar una diluciéon 1/10
(4.5 mL de caldo de soya con 0.5 mL del cultivo previamente incubado). De la
dilucién se transfiri6 1 mL a tubos eppendorf para leer la absorbancia en un
Espectrofotometro (Marca Jenway 6305).

Una vez determinada la absorbancia del cultive, se procedio a calcular la
concentracién de bacterias por mL, utilizando un valor de referencia para E. coli
de 4,422 millones de UFC, constarite que aplica por cada 0.5 de absorbancia.
Posteriormente mediante diluciones se obtuvo un indculo de 1X 10%, para
proceder a incubar el cultivo bacteriano con el exiracto de piel de rana a
diferentes concentraciones (0, 1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100%) en pocillos
de cultivos celulares durante 2 horas a 37°C, posteriormente mediante plaqueo se
transfirieron 100 microlitros (0.1 mi) de dichos pocillos al medio de agar Muller
Hinton con 10 pl. del indcuio de E. coli. y nuevamente fueron incubados por 2
horas de 37°C y se dejaron 12 horas a temperatura ambiente para proceder a la
Iecfura del nimero de unidades formaddras de colonias {UFC), se realizaron dos
repeticiones por dilucion.
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5.3. Desafio in situ de Escherichia coli al extracto de la piel de rana (EPRC)
eh giandula mamaria

Se selecciond una vaca Holstein de desecho (6 afios de edad) sin que mostrara
alteraciones patolégicas en gldndula mamaria, lo cual fue confirmado por la
prueba de prueba de mastitis California (PMC). Dos cuartos de la glandula
mamaria fueron expuesto a un indculo bacteriano de Escherichia coli (400 UFC),
dejando un cuarto como control (delantero izquierdo) y otro cuarto para aplicar €l
extracto de la piel de rana, considerado testigo del tratamiento (cuarto delantero
derecho). Doce horas pos-inoculacion de la bacteria se inspeccionaron los cuartos
y se apreci¢ el cuadro de mastitis clinica, confirmandose mediante la prueba
PMC. Posteriormente se hicieron las aplicaciones del extracto de piel de rana a la
concentracion de 0.8 mg en PBS (10 ml) en uno de los cuartos inoculados con E.
coli (cuarto trasero derecho), repitiendo las aplicaciones cada 12 horas por 5 dias.
Se dejo el segundo cuarto afectado sin tratar (cuarto trasero izquierdo). De la
misma manera en que se aplicd el EPRC en el cuarto con mastitis clinica se
procedié con el cuarto testigo. Al termino de la prueba se sacrifico la vaca y se
disecciond la glandula mamaria para trasladarla en formol al 10% para el estudio
histopatoiégico. ‘

5.3.1. Estudio-Histopatolégico

La evaluacion histologica se realizé en el Laboratorio de Morfofisiclogia del
Departamento de Medicina Veterinaria, CUCBA. Para analizar el efecto de los
diferentes tratamientos sobre el tejido glandular, se tomaron muestras
representativas por triplicado de aproximadamente 1 cm® de cada uno de los
cuartos de la glandula mamaria que se fijaron por inmersién en formalina
estabilizada (AFIP, 1995). Los segmentos se procesaron mediante la técnica
histolégica de rutina: deshidratacion en series crecientes de etanol 70, 80, 90,
96 y 100%, alcohol absoluto-xilol, xilol, infiitracion en parafina, inclusién en
parafina (Procesador de tejidos Microm STP 120). Se obtuvieron cortes
(micrétomo Reichert) con un espesor de 3-5 um que se tifieron con
Hematoxilina y Eosina (AFIP, 1995). La evaluacion histopatoldgica se realizé
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en tres cortes por laminilla y por muestra. Los tejidos se analizaron con un
microscopio de luz (Leica) con los objetivo 10X y 40X.

5.4. Prueba prelimi_nar in vivo de la aplicacion terap-éutica del extracto de piel
de rana en vacas con mastitis clinica.

5.4.1. Determinacién de la dosis efectiva

Se seleccionaron vacas de la raza Holstein de segunde parto y de mediana
produccion de leche, (16-24 L) procedentes de los establos "Dos pivotes” de
Ciudad Guzman y “Los Eucaliptos” de Acatlan de Juarez, municipios del estado
de Jalisco. Las vacas fueron evaluadas mediante la prueba PMC para ser
categorizadas de acuerdo al grado de mastitis que presentaron (Tabla 2).

La nomenciatura que se designa a los diferentes grados de mastitis calificados
por medio de la prueba de PMC, se describe como: NO se considera negativa
(codigo 1), si fuera positiva a mastitis subclinica, corresponden a las
denominaciones N1, N2 y N3 sucesivamente (cédigos 2, 3 y 4), lo cual
corresponde al nivel de aglutinacién. Al presentarse mastitis de tipo clinica, se
subdividen en leve (L), moderada (M) y severa (S) que corresponde a los cédigos
5, 6 y 7 respectivamente.

Tabla 2. Codificacién de las categorias de Mastitis

Diagnostico de Mastitis Codificacion

NO Ausencia de mastitis '

N1 Subgclinica tipo 1 2
N2 Subgclinica tipo 2 3

N3 Subclinica tipo 3 4

L Clinica leve 5

M Clinica moderada 6

S Clinica severa 7
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Las vacas clasificadas dentro del grado clinico leve, moderado y severo fueron
separadas para aplicar via intramamaria el extracto de piel de Rana catesbeiana a
diferentes concentraciones (0.2, 0.4, 0.6, 0.8 mg/10 mL) durante cinco dias
consecutivos. Por cada concentraciéon se tuvieron tres repeticiones. Previo a la
aplicacion se procedié a realizar un cultivo bacteriolégico del o de los cuartos
danados, asi como posterior al tratamiento.

5.4.2. Evaluacion de la dosis efectiva en vacas con mastitis clinica

Se seleccionaron 15 vacas con mastitis clinica (2: leve, 10: moderada y 3
severa). Una vez identificados los cuartos de la ubre afectados se procedioé a
obtener muestra de leche para realizar el analisis bacteriolégico de género y
especie bajo la técnica BBL Crystal.

Una vez categorizadas las vacas de acuerdo al tipo de mastitis clinica, se les
aplicé via intramamaria el extracto de piel de rana en la dosis efectiva
previamente seleccionada (0.8 mg/10 mL). Para este proposito se utilizd como
vehiculo 10 mL de solucidn PBS a pH 7.2 y se realizaron 10 aplicaciones cada 12
horas (5 dias consecutivos). Para determinar la efectividad del tratamiento a las
24 horas posteriores a la Gitima aplicacion se realizé nuevamente la prueba de
PMC vy el analisis bacteriolégico de la leche.

5.4.2.1. Analisis bacteriol4gico. Prueba BBL Crystal

Se inoculd la muestra problema en una caja de Petri con agar sangre, utilizando
un hisopo de algodén estérii mediante estrias para obtener las colonias
bacterianas. Se procedid a incubar a 35°C de 24 a 48 horas, posteriormente se
realizd un frotis del microorganismo aislado y se hizo una tincién de Gram. La
presencia de bacterias Gram positivas fue identificada utilizando el equipo BBL
Cristal (RGP ID) y para las bacterias Gram negativas se realizé las pruebas de
indol y oxidasa a partir de placas de aislamiento no selectivo de no mas de 24
horas. Se utilizo el equipo BBL Crystal E/NF entéricos no fermentadores,
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A partir de la suspension de colonias del tubo de fluido obtenido del inéculo
previamente agitado en un Vortex durante 10 segundos, se colocé el contenido en
la base con pocillos rotulada con el nimero de la muestra, la cual batanceandola
suavemente permitid el llenado de los pocillos. Se ajustd la tapa y se llevo a la
incubadora sin CO; con 40-60% de humedad relativa, dejando en incubacion
durante 18 a 20 horas a 35-37°C. Después de dicho periodo se procedid a la
lectura e interpretacion de los resultados, en base a los patrones de la reaccion
bioquimica y enzimatica de los diferentes substratos para una amplia variedad de
microorganismos almacenados en una base de datos.

Prueba de indculo puro: Para determinar la pureza del indculo, se extrae una
pequeda gota del tubo de ‘fluido de indculo con un alambre estéril, antes o
después de inocular la base, y se inécula un tubo de agar inclinado o una placa
(cualquier medio de cultivo apropiado). Se desecha el tubo del fluido de indculo
con su tapon en el recipiente para desechos biopeligrosos. Se incuba el tubo de
agar inclinado o placa durante 24-48 horas a una temperatura de 35-37 °C bajo
condiciones adecuadas. Este cultivo también puede utilizarse para cualquier
prueba suplementaria o en serologia, si fuese necesario.

Financiamiento del estudio

El presente trabajo fue financiado por el proyecto “Uitima ronda de prototipos y
pruebas finales para la produccién de Péptidos Naturales Antimicrobianos de la
piel de Rana catesbeiana, para su aplicacion como nuevos antibioticos en el
tratamiento de enfermedades infecciosas bacterianas y micéticas” "Clave C2005
86 de CONACYT, responsable Técnico del Proyecto el Dr.- Alfonso Islas
Rodriguez.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Prueba antimicrobiana in vitro

Para analizar los resultados de la prueba antimicrobiana fue necesario aplicar la
prueba de t Student para comparar de manera independiente cada tratamiento
con el grupo control y entre los diferentes fratamientos (1.56%, 3.12%, 6.25%,
12.50%, 25%, 50%, 100%), ya que se observo un comportamiento irregular.

Ranamicina & E. coli

d
200 4 bed  be be bd

Cc
100 - ﬁ
0 , _ER MR s
' 100% 50% 25% 12,50% 6,25% 3,12% 1,56% Control

Concentraciones

Figura 1. Prueba antimicrobiana in vitro de extracto de piel de Rana catesbeiana

Los resultados observados durante la prueba antimicrobiana mostraron una
reduccion de unidades formadoras de colonias (UFC) en todos los tratamientos
respecto al confrol, lo cual indicé un efecto inhibitorio de los diferentes
tratamientos sobre el crecimiento de la bacteria E. coli, sin embargo el
comportamiento de los tratamientos mostré inconsistencia dificil de explicar, ya
que la cuenta de UFC fue similar estadisticamente entre la menor y mayor
concentracion del extracto de la piel de rana, mientras que entre lfos tratamientos
que presentaron las concentraciones de 3.12% y 6.25% fueron similares a los
tratamientos con mayor nivel del extracto 25% y 50%. Por lo tanto se recomienda
realizar la purificacion y caracterizacién del extracto de la piel de rana y que
dichas fracciones sean evaluadas de manera independiente, ya que la presencia
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de otros compuestos como el colageno pudieron influir en la respuesta
antimicrobiana. El colageno parece ser el principal determinante de las acciones
biomecanicas de la piel de la rana, y juntos con la elastina, representan los
principales componentes de la piel. La epidermis consta de 6 a 7 capas celulares,
responsables de la produccién de queratina y de mucosidades, ambos presentes
a su vez en el extracto de la piel de la rana (Parakkal y Matoltsy, 1964; Schwinger
et al., 2001). Puesto que la prueba antimicrobiana se realizd con extracto de la
piel de rana sin purificar, es posible que el comportamiento irregular de las
concentraciones sobre E. coli se deba a |a presencia de los componentes de la
piel, particularmente colageno y elastina, los cuales son proteinas fibrosas
consideradas estructuras de resistencia. El coladgeno esta formado por
aminoacidos, principalmente glicina, prolina e hidroxiprolina poco frecuentes en
otra proteina. La elastina contrario al colageno esta compuesta por aminoacidos
hidroponicos no polares y es la (nica que contiene desmosina e isodesmosina
que actdan como enlaces cruzados, demas de ser rica en prolina y glicina
(Mithieux y Weiss, 2005). Es dificil hasta el momento predecir cual o cuales

componentes pudieron interferir durante la prueba antimicrobtana, ia cual debera
aclararse en futuras investigaciones.

6.2. Desafio in situ de E.coli al extracto de la piel de rana (EPRC) en glandula
mamaria

Se ha documentado ampliamente que la citoarquitectura de la glandula mamaria
esta conformada por dos estructuras principales, que son, el parénquima y el
estroma. El parénquima consiste en tejido secretorio y esta constituido por tejido
epitelial tibulo-alveolar, mientras que el estroma esta compuesto por otros tejidos
complementarios como los sistemas vasculares sanguineos y linfaticos, y los
tejidos adiposo, conjuntivo y nervioso, los cuales bajo condiciones normales
mantienen una distribucién uniforme, ademas de contener el nimero de células
secretorias con capacidad para la produccion de leche (Lévesque, 2004).

Durante la prueba del desafio de la glandula mamaria con E. coli, se observaron
diversos grados de lesiones en las zonas evaluadas, para los tejidos procedentes

del cuarto delantero izquierdo, los principales dafios fueron necrosis e infiltracion
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discreta y fibrosis incipiente (Figura 2, tabla 3). Al analizar el tejido del cuarto
trasero derecho, se encontraron necrosis y fibrosis discreto (Figura 3).

Figura 2. Fotomicrografia de tejido glandular del cuarto delantero izquierdo
(control). Se identifican alvéolos amorfos y distendidos (a), necrosis (n) y
presencia de cuerpos amilaceos (ca). Objetivo 10 X. Tincién HE.

Figura 3. Tejido de cuarto trasero derecho (E. coli + tratamiento con EPCR).
Alvéolos (a) menos distendidos, fibrosis moderada (f) e infiltracién linfocitaria y
necrosis (n). Objetivo 10X. Tincién HE.
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Al analizar |a laminilla que se obtuvo del cuarto trasero izquierdo (inoculado con
E.coli sin fratar), se observaron alteraciones importantes. Los alvéolos se
encontraron contraidos, rodeados de tejido fibrético y con necrosis moderada e
infiltracion linfocitaria severa (Figura 4).

Figura 4 Fotomicrografia de una zona del cuarto trasero izquierdo (E. cofi sin
tratamiento). Se identifican fibrosis severa (f), alvéolos comprimidos (a) y
presencia de corpora amilacea (ca). Hematoxilina y Eosina. Objetivo 10X.
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Tabia 3. Resumen de los principales hallazgos histopatolégicos en el tejido glandular expuesto a E. coli tratado vy sin tratar con
extracto de piel de Rana catesbeiana (EPRC)

Corpora
Aspecto Infiltracién amilacea Hiperplasia
Muestra n de Fibrosis células Necrosis en de epitelio
lobulillos inflamatorias espacio alveolar
alveolar
Cuarto delantero Amorfos,
izquierdo (control) 6 distendidos 1 2 2 2 1
Cuarto delantero
Amorfos,
derecho 6 ) . 1 : 3 3 ©1 1
. . distendidos
(testigo tratamiento)
Cuarto trasero
\ Circulares
izquierdo
: u ovales
{E. coli sin 6 . 3 4 3 1 1
) contraidos
tratamiento)
Cuarto trasero
Circulares
Derecho
6 u ovales 2 4 2 2 2
(E.coli + tratamiento . -
cantraidos
con EPRC)

Escala: 1 incipiente, 2 discreto, 3 moderado, 4 severo.



Las alteraciones observadas en los cuartos traseros (inoculados con E colf),
permiten suponer que el tratamiento aplicado no pudo revertir los cambios
ocasionados por la bacteria E. coli, si bien |a prueba de PMC permitié observar la
reduccién de los niveles de mastitis en el cuarto tfratado con el extracto de piel de
Rana catesbeiana, todos los cuartos mostraron necrosis en gradoe leve, lo cual

puede ser atribuido a la edad del animal (6 afos) y por €l nimero de lactancia
(cuarta).

Se ha reportado que durante el periodo productivo de vacas lecheras pueden
presentarse variaciones en la lactacion que modifican la citoarquitectura de los
tejidos de la glandula mamaria (Holmes y Wilson, 1989). Dichas variaciones
pueden ser atribuidas al ciclo de produccion de leche, ya que la vaca puede llevar
a cabo de 6 a 7 afios ciclos considerados redituables. Cada ciclo productivo a su
vez se subdivide, primero en la produccidn de calostro, ascendencia gradual de la
produccién de Iect‘1e con duracion aproximada de 8 semanas hasta llegar al pico
de produccion y mantenerse de 3 a 6 meses previos al secado de la vaca que
dura 2 meses previo al parto. El periodo de reposo (secado) de la ubre debe ser
realizado apropiadamente para reducir los efectos que pudieran afectar el
siguiente ciclo productivo (Robinson, 1987).

Por ofra parte, existen patologias que transcurren durante la vida productiva de la
vaca, como la mastitis, padecimiento que se presenta con alta incidencia en los
establos lecheros (Nelson y Nickerson. 2000), este trastorno se caracteriza por la
proliferacion de microorganismos contagiosos como Streptococcus agalactiae y
Staphylococcus aureus, asi como por otras bacterias ambientales (estreptococos
y coliformes) y oportunistas (Phillips, 1998). La inflamacion aguda en los
conductos galactéferos y en los alvéolos de la glandula mamaria por efecto de la
infeccion bacteriana puede ocasionar el desarrolio de fibrdsis, tejido que puede
progresar segun las presentaciones consecutivas de las mastitis clinica o
subclinica a lo largo de su vida productiva dejando tejido cicatrizal, o bien por el
manejo inapropiado durante la ordefia (Blowey y Edmondson, 1995). Se debe
destacar las lesiones en la ubre ocasionadas en el manejo, entre estas, fricciones

en los corrales asi como por fallas del equipo de ordefio (Nelson y Nickerson,
1992).
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6.3. Prueba preliminar in vivo de la aplicacién terapéutica del extracto de piel
de rana en vacas con mastitis clinica

La presencia de la mastitis clinica en sus diferentes presentaciones de leve,
moderada y severa se definieron por la manifestacién clinica al inicio y termino del
tratamiento y su valoraciéon fue de igual forma mediante la prueba de mastitis
California (PMC) de acuerdo a la presencia del nivel de infeccion de la glandula
mamaria y por el namero de células somaticas. La determinacién de la dosis
efectiva del extracto de piel de rana realizado en vacas con mastitis leve,
moderada y severa durante la prueba preliminar permitio identificar a la
concentracion 0.8 mg por 10 mL de PBS como la dosis efectiva que permitio la
recuperacion del cuarto clinico en menor tiempo, y con el menor grado de la
prueba de PMC.

La tabla 4 permite observar la evaluacién de la dosis efectiva realizada en vacas
seleccionadas con mastitis clinica (leve, moderada y severa), encontrandose
eficiencia estadisticamente significativa por efecto del tratamiento con extracto de
piel de rana (p<0.05) particularmente en vacas que mostraron un cuadre clinico
moderado y severo destacando una disminucién hasta de 6 niveles en la
clasificacion del tipo de mastitis, sin embargo, el mayor nimero de observaciones
correspondid a vacas con mastitis tipo moderada y la reduccién fluctio de 2 a §
niveles en el cédigo descrito. Es importante mencionar que el nimero reducido de
observaciones por tipo de mastitis pudiera influir en las interpretaciones, por lo
tanto en futuras investigaciones se recomienda tener un mayor nimero de vacas
con los diferentes tipos de mastitis y ser clasificadas previamente por el tipo de
microorganismo aislado.

Respecto a los hallazgos bacterianos antes y después del tratamiento con el
extracto de piel de rana se observé crecimiento predominante antes del
tratamiento de especies como E. coli, Staphylococcus aureus y Streptococcus
uberis, particularmenté en vacas con mastitis de tipo moderado y en menor
proporcion Serratia marcescen, S. haemoliticus, Enterococcus faecium. Mientras

gue en las vacas con mastitis de tipo severo se presentaron las especies
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Citrobacter koseri, Brevibacillus brevis, Lactococcus lactis, en tanto que en vacas
con mastitis leve se encontraron Streptococcus milleri y Streptococcus anginosus.

Posterior al tratamiento con extracto de piel de Rana cafesbeina se observo
crecimiento bacteriano de otras especies, tales como Brevibacillus brevis,
Gemella morbillorum, Staphylococcus saprophyticus, Lactococcus laclis,
Kytococcus sedentario y Kokuria kristinae. Se debe destacar que en el 50% de las
vacas con mastitis de tipo moderado con infeccién bacteriana, después de aplicar
el extracto de piel de rana (EPRC) no presentaron crecimiento bacteriano.

Las bacterias aisladas pertenecen al grupo de ambientales, excepto por
Staphylococcus aureus, por lo que es comUn su presentaciébn ya que son
microorganismos presentes en los alimentos, agua, personas y animales (Davis
Bernard et al, 1978) Los microorganismos causantes de mastitis de tipo .
ambiental pueden agruparse en dos grandes categorias: los estreptococos, a
excepcion de Sfreptococcus agalactiae y las bacterias gram-negativas,
principalmente coliformes {Phillips, 1998).

Respecto a la presentacién de bacterias ambientales destaca el aislamiento de
Escherichia coli en el 20% de las vacas que presentaron mastitis clinica
moderada (cddigo 6), observandose reduccién en el nivel de mastitis al termino
del tratamiento, pasando en 2 casos al grado de mastitis subclinica y en todas las
vacas ya no fue aislada E. coli. Posterior al tratamiento con EPRC no se observod
crecimiento bacteriano en 2 casos y en una vaca fue aislada Gemella morbiflorum,
bacteria tipo ambiental, la cual es un coco gram positivo, aislado con frecuencia
de la cavidad orofaringea, tubo digestivo, tracte genitourinario y ocasionalmente
responsable de infecciones en tejidos blandos (Pérez ef al., 2004).
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Tabla 4. Grado de Mastitis y principales bacterias aisladas antes y después del
tratamiento con extracto de piel de Rana catesbeiana

No. de Cédigo Bacteria Cadigo Bacteria
Establo
vaca (mastitis) Alislada (mastitis) aislada
Streptococcus
589 2 6 3 Sin crecimiento
uberis
Streptococcus Brevibacillus
563 2 6 5
uberis brevis
Serrafia .
611 2 6 - 3 Sin crecimiento
marcescens
Escherichia ) )
561 2 6 . 2 Sin crecimiento
colj
Staphylococcus Gemslla
572 2 8 2
aureus morbilforum
Staphylococcus
175 2 6 4 Sin crecimiento
aureus
Citrobacter Staphylococcus
1274 1 7 . 1
koseri saprophyticus
Streptococcus Lactococeus
1358 1 5 . 5 )
anginosus lactis
Brevibacillus Kytococcus
41 1 7 2
brevis sedentarius
Lactococcus Streptococcus
1370 1 7 . 4 .
lactis milleri group
Streptococcus Lactococcus
062 1 5 o 3 .
milleri group factis
Staphylococeus
789 1 6 3 Sin crecimiento
haemoliticus
Escherichia Gemella
1296 1 8 3
coli morbillorum
Enterococcus Kocuria
985 1 6 . 5 L
faecium kristinae
Escherichia Sin
1049 1 6 5
coli Crecimiento
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E. coli es quizés el microorganismo procariote mas estudiado, se trata de una
bacteria que se encuentra generalmente en el intestino de animales y por ende en
aguas negras. Alimentos asociados con esta bacteria son carne, leche, lechuga,
jugos y todo aquel que se encuentre contaminado con materia fecal (Robinson,
1987). E. coli como causante de mastitis, es una bacteria que produce toxinas que
se liberan cuando la bacteria muere, causando un movimiento rapido de células
somaticas hacia la leche. Una de las razones de la mayor incidencia de mastitis
tipo coliforme severa al principio de la lactacion, puede ser por la baja tasa con
que los neutrofilos ingresan a la ubre en ese momento, cuando la glandula
mamaria esta inmunolégicamente comprometida por el estrés propio del parto
(Varman y Sutherland, 1994; Nelson y Nickerson, 2000).

Durante la prueba in vivo Staphylococcus aureus, se presentd en 13.3% de las
vacas con mastitis clinica moderada (codigo 6) y se observo reduccion en el nivel
de mastitis al término del tratamiento en dichos animales, pasando al grado de
mastitis subclinica, reportandose sin crecimiento en uno de los casos y en otro €l
aislamiento de la bacteria Gemella morbillorum, bacteria ambiental y oportunista.
S. aureus es considerada una bacteria contagiosa patégena, ya que libera toxinas
que afectan los tejidos que recubren las cisternas del pezén y de la glandula,
luego migra al sistema de conductos y forman nichos en los tejidos secretores.
Este proceso es seguido por formaciéon de abscesos y tefido cicatrizal que
envuelve a las bacterias como mecanismo de defensa del organismo para
mantenerias aisladas, por otro lado, la formacion de tejido cicatrizal tiene como

consecuencia una baja respuesta a los antibidticos (Holmes y Wilson, 1989).

Durante una afeccion crénica con Staphylococcus aureus, el dafio provocado al
tejido puede ser muy variable e involucrar solo pequefias areas de la glandula,
pero estas células se vuelven improductivas o bien producen cantidades minimas
de leche. Las células secretoras de leche se degeneran y junto con los leucocitos
ocluyen los conductos galactoferos que tienen la funcion de drenar la glandula, lo
que conduce a una involucion de los alvéolos que aln siguen siendo funcionales y
a la formacién de tejido cicatrizal. A medida que lo$ nichos de infeccién aumentan
en tamafio y nimero, mas tejido secretor es reemplazado por tejido cicatrizal
perdiendo su funcionalidad. (Nelson y Nickerson, 2000). La presencia de esta
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bacteria en animales tiene como consecuencia la contaminacion de los alimentos,
principalmente de leche obtenida de animales con mastitis. La toxina que produce
es resistente a la temperatura y puede estar asociada a otros alimentos como
carnes, huevo y derivados (Frazier et al., 1978).

Streptococcus uberis se encontré en el 13.3% de las vacas evaluadas con
mastitis clinica moderada y redujé esta presentacion después del tratamiento sin
que se aislara otra bacteria, en uno de los casos observados. En otro caso donde
fue aislado S. uberis previo al tratamiento con el EPRC, fa reduccion del cuadro
clinico solo disminuyd al nivel 5 (mastitis clinica leve), posteriormente fue aislada
la bacteria Brevibacillus brevis. S. uberis es considerado un patégeno ambiental
que se encuentra en las camas de los echaderos, corrales cerrados o abiertos, en
lugares donde hay agua estancada y tierra. Puede encontrarse también en la piel
de la vaca (pezbn y abdomen) y en los érganos reproductores. Esta bacteria es
transferida desde el medio ambiente al pezén entre los ordefios, pero algunas
transferencias pueden tener lugar durante el ordefio. Es una bacteria que no
puede ser eliminada del hato debido a gue son parte normal del medio ambiente.
Ademas es responsable de la mayoria de las mastitis que se presentan al
comienzo o al final del periodo seco (Robinson, 1987). Por otra parte B. brevis es
una bacteria cuyo habitat es el suelo y se encuentra ampliaménte distribuida en el
medio ‘ambiente pudiendo llegar a la leche y productos lacteos por vias como el
aire, agua, forraje, y alimento. Dentro de los bacilos, este microorganismo es de
los mas frecuentes en la leche, provocando viscosidad por lo que se le ha
considerado como responsable de la coagulacion “en dulce” de la leche. Ademas
este bacilo es comdn-en las mastitis y se ha encontrado en heridas y abscesos,
sin embargo puede ocasionar mastitis cuando se utilizan canulas o reflujos
durante el ordefio para ingresar a la ubre (Nelson y Nickerson, 2000).

Serratia marcescens se presenté eh un solo caso de mastitis clinica moderada
(6.67%) durante la prueba jn vivo, después del tratamiento se observo mastitis
subclinica sin crecimiento bacteriano. S. marcescens es un bacilo gram negativo
de la familia Enterobacteriaceas, que causa mastitis tanto en vacas secas como
lactantes, es de origen ambiental y se le ha aislado del suelo, agua, forrajes y

pasto. Las infecciones pueden volverse cronicas y persisten por varias lactancias,
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no responden bien a los tratamientos con antibidticos y las infecciones son mas
comunes durante el periodo de secado que durante la lactancia (Lévesque, 2004;
Nelson y Nickerson, 2000). S. marcescens también se encuentra en alimentos y
muestras clinicas, es un patégeno oportunista que causa importantes infecciones
de origen nosocomial, es decir infecciones adquiridas dentro de los hospitales y
representa un problema de salud publica (Joklik, ef al., 1980).

Otras bacterias aisladas previo al tratamiento con extracto de piel de rana y que
se encontraron solo en una vaca fueron Citrobacter koseri, Streptococcus
anginosus, Brevibacillus brevis, Lactococcus factis, Streptococcus milleri group,
Staphylococcus haemoliticus y Enterococcus faecium.

Citrobacter koseri se destaca por que puede ser aislada en aguas residuales,
suelos y alimentos, asi como de las heces del hombre y otros animales, donde
pueden ser flora normal. Es un patégeno oportunista en organismos
inmunocomprometidos y encontrarse en la orina, esputo y otras muestras clinicas.
Es un microorganismo ambiental que se encuentra ampliamente difundido en el
entorno a la vaca (Blowey y Edmondson, 1995). Este microorganismo fue aislado
de una vaca que presentd el nivel de mastitis clinica severa y redujo a nivel de
mastitis subclinica, sin embargo, sclo fue observado en un solo animal de manera
similar que en otros casos. Posteriormente fue aislada la bacteria Staphylococcus
saprophyticus, bacteria coagulasa negativa (ECN), coco gram positivo, anaerobio
facultativo, y que coloniza la piel del perineo y el recto y que posiblemente
contaminé la muestra de teche en el cuartc evaluado.

Streptococcus anginosus es un microorganismo que forma parte de la flora
residente de la oronasofaringe, surcos gingivales y tracto gastrointestinal, donde
pueden migrar y causar diferentes infecciones pidgenas, caracterizadas por ser
invasivas. En casos de mastitis pueden ocasionar infecciones pidgenas
(Cérdenas, 2008). Durante la prueba in vivo la vaca donde fue aislada esta
bacteria se presentd previo al tratamiento mastitis clinica leve, quedando con el
mismo nivel y con el aislamiento posterior de Lactococcus lactis, bacteria no
esporulante gram positiva utilizada extensamente en la industria lactea, en

especial para la elaboracion de quesos por su produccidon de bacteriocinas.
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Ademas se considera como una bactéria termodurica, por 10 que se puede
transmitir a vacas en equipos mal lavados, donde la bacteria espera una
oportunidad o errores en la rutina de ordefio para ser introducida a la glandula
(Robinson, 1987).

Brevibacillus brevis, bacteria que se aislé en una vaca con mastitis clinica severa
en la prueba in vivo, al final del tratamiento pasé a mastitis subclinica y con
crecimiento bacteriano de Kylococcus sedentario, esta bacteria es de la familia
dermatophilaceae, presenta infeccién superficial que puede ser crénica
asintomatica (Robinson, 1987).

Lactococcus lactis, fue aislada en un caso con mastitis clinica severa en la prueba
in vivo, al final del tratamiento pasé a mastitis subclinica con crecimiento
bacteriano de Streptococcus milleri group, que también es conocido este grupo
como Streptococcus del grupo anginosus, a su vez consideradc parte de
Streptococcus grupo viridans pero a diferencia de los otros miembros de este
grupo, los cuales generalmente presentan una reaccion hemolitica a las especies
dentro del grupo anginosus pueden presentar hemdlisis B, hemdlisis a, o ser no
hemoliticos. A pesar de los esfuerzos de varios investigadores en obtener una
clasificacion que esté de acuerdo a los Uitimos hallazgos genéticos, este grupo de
microorganismos sigue en constante cambio en cuanto a nomenclatura
(Palavecino, 2004). Los Streptococcus incluidos en el grupo milleri (SGM) son
agentes etiolégicos de infecciones purulentas graves con tendencia a formar
abscesos, ademas de ser parte de la flora normal de la orofaringe, nasofaringe,
tracto respiratorio, gastrointestinal y urogenital (Zurita, et al., 2008). Por ser un
estreptococo ambiental la proliferacion es mas comun en el entorno de la vaca
seca, causando infeccién, siendo la tasa mas alta en este periodc que en

lactancia, no desconociendo el riesgo posparto a la infeccion (Nelson y Nickerson,
2000).

Streptococcus milleri group se considera causante de mastitis clinica leve, fue
observada en una vaca durante la prueba in vivo y pasé a mastitis subclinica con
aislamiento bacteriano de Lactococcus lactis, posterior al tratamiento con el
extracto de piel' de rana.
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Staphylococcus haemoliticus, se observé durante la prueba in vivo en una vaca
con mastitis clinica moderada y después del tratamiento redujo a mastitis
subclinica sin crecimiento bacteriano. S. haemoliticus pertenece al grupo de
bacterias de estafilococos coagulasa negativa {(ECN), que son microorganismos
oportunistas. Este tipo de bacterias son de especial interés, porque son los
microorganismos mas frecuentemente aislados en todo hato, si bien las
infecciones suelen ser leves. Staphylococcus normalmente se encuentra en la piel
sana del pezdn y en las manos de! ordefiador, de manera que ocupa una posicion
oportuna para colonizar el canal del pezén y penetrar hasta los tejidos secretores.
La incidencia de nuevas infecciones es maxima durante el periodo dé secado, por
lo tanto el porcentaje de cuartos infectados es alto en el momento del parto y la

prevalencia decrece a medida que la lactancia avanza (Nelson y Nickerson, 2000;
Lévesque, 2004).

Enterococcus faecium, fue aislado en una vaca con mastitis clinica moderada
previo al tratamiento, es una bacteria ambiental y su principal reservorio es el
tracto 'gastrointestinal de humanos y animales. Las infecciones por E. faecium
afectan sobre todo a pacientes con inmunodeficiencias. Esta bacteria puede
habitar en las vacas y causar cuadros de mastitis subclinicos y clinicos, desde
leves hasta agudos, tanto en vacas en lactancia como secas, pero la infeccion es
mas frecuentemente en el periodo de secado. (Blowey y Edmondson, 1995). Los
enterococos constituyen uno de los grupos de bacterias mas utilizados como
indicadores de los alimentos, correlacionandose su presencia con las condiciones
sanitarias durante el procesado y/o el almacenamiento a temperaturas de
refrigeracion. Representan un porcentaje muy elevado de bacterias aisladas en
alimentos y dentro de este grupo, E. faecium es el microorganismo que se
encuentra con mayor frecuencia. Después del tratamiento se observd mastitis
-clinica leve, aislandose la bacteria Kokuria kristinae, bacteria previamente
clasificada en el género de Micrococcus, comuin en la piel de humanos y otros
mamiferos, la mayoria de las cepas no son patdgenas, de hecho se llegé a
considerar como un microorganismo inocuo por lo que las infecciones
relacionadas con Micrococcus spp. son poco frecuentes (Edmond et al., 2005).
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Las bacterias pertenecientes a los estreptococos y coliformes, son los
responsables de la mayor parte de la mastitis de tipo ambiental y causan las
mayores pérdidas econdémicas. Como su nombre lo indica, estos organismos se
originan en el ambiente y no es posible erradicarlos de ningin hato lechero. A
comparacién con los organismos contagiosos, los ambientales son de menor
duracién, mas propensos a causar mastitis clinica, y menos propensos a causar
problemas al hato en relacion a mastitis subclinica y altos conteos celular
somaticos ya que la leche de dichas vacas es desviada de la produccion general
(Nelson y Nickerson 2000). Este tipo de infeccién aumenta en un ambiente sucio,
generalmente las bacterias se pasan del ambiente al pezén, principalmente entre
ordefios, la infeccién también puede ocurrir durante la insercion no higiénica de la
canula, asi como también, las bacterias que ya estaban en el pezén o en el canal
del pezén antes del ordefio, pueden penetrar a la ubre durante el ordefio. Las
infecciones nuevas son frecuentes alrededor del momento del secado y al parto y
menores durante el final de la lactancia. Al mantener controles en mastitis
contagiosa y la tendencia hacia al incremento en el uso de instalaciones de
confinamiento, preocupa el aumento de casos de mastitis por patdgenos del
ambiente (Lévesque, 2004).

Como puede apreciarse los resultados de la prueba in vivo permiten detectar
eficiencia en ¢l tratamiento de vacas con mastitis clinica reduciendo en la mayoria
de los casos al nivel subclinico. Destaca el crecimiento de bacterias ambientales
en el 86.67% de las vacas previo al fratamiento con el extracto de piel de Rana
catesbeiana, encontrandose S. aureus en 13.33%, y si bien se aislaron bacterias
después del tratamiento el 60% correspondid a bacterias oportunistas con efectos
limitados sobre la glandula mamaria.

Finalmente es importante resaltar que hasta la fecha los tratamientos de la
mastitis clinica pueden en muchos casos ser engafiosos, ya que la mayoria
parecen responder al tratamiento, pero la realidad es que solo desaparecen los
sintomas clinicos y el caso regresa al nivel subclinico a partir del cual volvera a
irrumpir en un momento futuro si las condiciones lo favorecen. '
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Si bien, reducir el problema de mastitis es una meta- dificil de alcanzar, es
necesario establecer estrategias de prevencién en todos los establos lecheros
que reduzcan las infecciones del periodo de secas, que permitan que el tejido
dafado se regenere, reducir fa mastitis clinica al inicio de lactancia y evitar el uso

indiscriminado de antimicrobianos que contaminan la leche destinada al consumo
humano.

Aplicar las estrategias de manejo en los establos, mejorar las instalaciones de las
salas de ordefio y utilizar tratamientos alternativos, permitira reducir en gran
medida las perdidas econdmicas ocasionadas por las mastitis en las
explotaciones pecuarias, ademas de incrementar la calidad de la leche.
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7. CONCLUSIONES

El extracto de piel de Rana calesbeiana redujo el nimero de UFC de
Escherichia coli respecto al grupo control, sin embargo, la respuesta
antimicrobiana de las diferentes concentraciones evaluadas es
inconsistente.

No se encontraron hallazgos histopatolégicos durante la prueba de desafio
del extracto de piel de rana en cuartos de la glandula mamaria inoculados
con E. coli, que permitan atribuir un efecto regenerativo' en el tejido
glandular.

La aplicacion del extracto de piel de Rana catesbeiana en vacas con
mastitis de tipo clinico en sus tres presentaciones (leve, moderado y
severo) permitid apreciar reduccion en el grado de mastitis, principalmente
en el grado moderado.
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