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Resumen

La mastitis bovina es la enfermedad infecciosas que mas afecta a las vacas
lecheras y que causa grandes pérdidas econdmicas a esta industria. Las bacterias
son los principales causales de mastitis, siendo Escherichia coli y Staphylococcus
aureus dos de los patdogenos mas comunes. A fin de prevenir y tratar esta

enfermedad es importante entender la funcion inmune de la glandula mamaria.

Como parte de la respuesta inmune innata de la ubre, el canal del pezén
limita la entrada de patdgenos, ademas de que en el epitelio estratificado
escamosos contiene agentes antimicrobianos y péptidos antimicrobianos para
combatir infecciones. Los péptidos antimicrobianos muestran una actividad
antimicrobiana directa contra un amplio rango de patégenos y juegan un rol
importante en los mecanismos de defensa de la glandula mamaria en contra de

organismos causantes de mastitis.

Mediante la técnica de qPCR se determind la expresion de los péptidos
antimicrobianos en glandula mamaria bovina con mastitis cronica causada por S.
aureus. Los resultados mostraron que LAP y TAP se expresaron mayormente en
tejido de la de cisterna, mientras que la proteina S100A7 en el esfinter. Los
resultados sugieren que estos péptidos pudieran tener un papel fundamental en la

defensa de la glandula mamaria con mastitis causada por S. aureus.

En otro estudio se observé que el péptido sintético KOQCATH mostro
actividad antimicrobiana in vitro contra S. aureus aislado de casos clinicos de
mastitis, por lo que pudiera ser considerado como candidato terapéutico para el

tratamiento de la mastitis.

Palabras Clave: Mastitis Bovina, Péptidos Antimicrobianos, S. aureus.



Abstract

Bovine mastitis is the most important disease that affects dairy cattle and
causes severe economic losses. Bacteria are the main causative agent, being
Escherichia coli and Staphylococcus aureus two of the most common pathogens.
To prevent and treat mastitis it is important to understand the immune function of

the mammary gland.

As part of the innate immune response of the udder, the teat canal limits the
entry of pathogens. In addition, the stratified squamous epithelium contains
antimicrobial agents and antimicrobial peptides to fight infections. Antimicrobial
peptides show a direct antimicrobial activity against a broad range of pathogens
and play an important role in the defense mechanisms of the mammary gland

against mastitis causing organisms.

Expression of antimicrobial peptides in the bovine mammary gland with
mastitis caused by S. aureus was determined by gPCR. Results showed that LAP
and TAP were highly expressed in cisternal tissue, while the protein S100A7 was
mainly expressed in the streak canal. Therefore, these peptides could play a key

role in the mammary gland with mastitis by S. aureus.

Another experiment revealed that the synthetic peptide K9CATH showed
antimicrobial activity in vitro against S. aureus isolated from cows with clinical
mastitis. Therefore, this peptide could be considered as a therapeutic candidate for

mastitis treatment.

Key Words: bovine mastitis, antimicrobial peptides, S. aureu
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Capitulo I

Introduccion General



La mastitis se la inflamacion de la glandula mamaria que generalmente se
presenta en respuesta a una infeccion intramamaria originada por bacterias,
mycoplasmas, hongos y virus. Asi mismo la aparicion de mastitis dependera de la
interaccion del huésped, el agente etiolégico y de los factores ambientales (Zhao y
Lacasse, 2008). Estudios sugieren que las vacas lecheras son especialmente
susceptibles a tener mastitis en la tercera semana antes de parto, sin embargo la
capacidad de controlarla durante este periodo dependerd de que su sistema
inmunologico sea capaz de eliminar rapidamente a los patégenos bacterianos y

restaurar la funcion mamaria de la glandula y con ello la produccion de leche.

Para el control de la mastitis cominmente se recurre a la terapia con
antibacterianos. Debido al uso indiscriminado de éstos, la frecuencia de
estafilococos resistentes se ha incrementado en las Ultimas décadas (Ochoa-
Zarzosa et al., 2008), despertando el interés en la investigacibn de nuevos

tratamientos que permitan la eliminacion de las bacterias farmaco resistentes.

Por sus caracteristicas estructurales y funcionales, asi como por su baja
toxicidad para células eucaribticas, los péptidos antimicrobianos (AMP) estan
siendo evaluados como agentes terapéuticos y profilacticos (Gallo y Huttner,
1998). Los AMP son cadenas cortas de entre 12 y 50 aminoacidos, de bajo peso
molecular, cationicos y anfipaticos (Raj y Dentino, 2002), con un amplio espectro
antimicrobiano en contra de bacterias Gram positivas y negativas, hongos,
pardsitos, virus y células tumorales (Gutiérrez y Orduz, 2003), lo que los

posicionan como candidatos terapéuticos.

En la actualidad existen varios estudios que demuestran la expresion de
péptidos antimicrobianos en la glandula mamaria sana, pero la evidencia de la

expresion de péptidos en glandula mamaria con mastitis es poca.



Capitulo 11

Revision de Literatura



Generalidades de la Mastitis

La mastitis es un proceso inflamatorio de la glandula mamaria y es
comunmente una consecuencia de una infeccibn microbiana causada por
patdbgenos que penetran a la glandula a través del canal del pezén. Se caracteriza
por diferentes cambios ya sea fisicos 0 quimicos de la glandula mamaria (Seegers
et al, 2003; Zhao y Lacasse, 2008). La Federacion Internacional de Lecheria (FIL-
IDF) (Kastli, 1967), definié a la mastitis como un cambio inflamatorio de la glandula
mamaria que va unido a cambios fisicos, quimicos y microbiologicos, y se
caracterizan por un incremento en el conteo de células sométicas y cambios

patolégicos en el tejido mamario.

Los factores que predisponen la aparicion de mastitis son procedimientos
de ordefio precarios, maquinas de ordefio defectuosas, lesiones y Ulceras en las
tetas, asi como la exposicion a agentes ambientales (E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter aerogenes) y contagiosos (Sthapylococcus aureus,

Streptococcus agalactiae) (Merck, 2000).

Esta enfermedad es considerada altamente prevaleciente en el ganado
lechero y es una de las mas importantes que afecta mundialmente la industria
lechera. Ocasiona grandes pérdidas econdmicas a los productores debido a la
disminucién de la calidad y cantidad de leche producida y un aumento en los
costos de tratamiento, servicios veterinarios, y pérdida de animales (Correa y
Marin, 2002; Ceron-Muioz et al., 2002; Wellenberg et al., 2002; Tomasinsig et al.,
2010).



Etiologia

La etiologia de la mastitis es muy variada e influyen en su aparicion una
gran diversidad de factores ambientales y de manejo, por lo que se cataloga como
una enfermedad polifactorial. ComUnmente es una enfermedad infecciosa
causada por mas de 137 especies bacterianas, siendo S. aureus y S. agalactiae

los principales microorganismos responsables de la misma (Philpot, 1996).

Los patdgenos causantes de mastitis, a su vez, han sido caracterizados en
dos clases principales: microorganismos contagiosos Yy microorganismos
ambientales, en base a la fuente infecciosa primaria y las formas de diseminacion

de la enfermedad.

La mastitis contagiosa es causada por microorganismos como: S. aureus,
S. agalactiae, Corynebacterium bovis, Mycoplasma spp., siendo reservorios de
estos la glandula mamaria y la leche de vacas infectadas. Su transmisiéon puede
ocurrir en el momento del ordefio al compartir toallas para lavar y secar las ubres,
por medio de las manos contaminadas de los ordefiadores o por el uso de
pezoneras no desinfectadas en los ordefios mecénicos (Blowey y Edmondson,
1999).

La mastitis ambiental es producida por gérmenes Gram-negativos,
habitantes normales del ambiente como: Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Serratia spp., Pseudomonas spp. y Proteus spp., asi como
algunas bacterias Gram positivas como: Streptococcus uberis y Streptococcus

dysgalactiae (Smith y Hogan, 1997).



Existe ademas otro grupo de microorganismos mMenos comunes,
esporadicos y que afectan a pocas vacas en el rebafio, pero que pueden provocar
serios problemas debido a su resistencia a los desinfectantes y antibioterapia. Las
infecciones con algunos de estos microorganismos son debidas casi siempre a los
malos procedimientos de tratamiento (Wilson et al., 1993). En este grupo se
encuentran Pseudomonas aeruginosa, Actinomyces pyogenes, Nocardia spp.,
Mycobacterium spp., Bacillus spp., Serratia spp., Pasteurella spp., levaduras

(Candida spp.), hongos y algas (Prototheca spp.).

Clasificacion

Para clasificar a la mastitis se toman en cuenta factores tales como:
duracion del proceso, apariencia clinica y etiologia, curso, severidad Yy
diseminacién de la enfermedad. Sin embargo la clasificacibn mas generalizada se
realiza de acuerdo con el grado de inflamacién segun su curso o severidad (Ponce

y Armenteros, 2000)

Mastitis Subclinica: Es definida como la presencia de un microorganismo en
combinacién con un conteo elevado de células sométicas en la leche (Tollersrud et
al., 2000). En la mastitis subclinica la vaca parece saludable, la ubre no muestra
ningun signo de inflamacién y la leche parece normal, sin que existan cambios
organolépticos en la misma. El numero de células somaticas en la leche se
encuentra elevado, al igual que la presencia de bacterias, lo que va acompafado
de una disminucion del nivel de produccion de secrecion lactea. Comunmente es

de larga duracion, dificil de detectar, reduce drasticamente la produccién de leche,



afecta la calidad de la leche y puede servir como un reservorio para infectar a

otros animales en el hato (Heringstad et al., 2000; Valera et al., 2005).

Entre los microorganismos mas comunes causantes de este tipo de mastitis
se encuentran Sthapylococcus aureus, Mycoplasma bovis, Streptococcus
agalactiae, Corynebacterium pyogenes, Escherichia coli, Klebsiella spp vy
Enterobacter spp. (Merck, 2000).

Mastitis clinica: Es la enfermedad ma&s comidn y mas costosa en la
produccion de leche en los paises industrializados (Osteras, 2006). Se define
como una anormalidad observada tanto en la leche y/o ubre por los ganaderos
(Tollersrud, 2000). Se caracteriza por la tumefaccion o dolor en la ubre,
enrojecimiento, la leche presenta una apariencia anormal y en algunos casos hay
aumento de la temperatura rectal, letargo, anorexia e incluso la muerte. Ademas,
las bacterias estan presentes en la leche, el rendimiento es muy reducido y su
composicién esta alterada considerablemente (Heringstad et al., 2000). En la
forma cronica, se presenta una infeccién de la ubre de larga duracién, la leche
tiene apariencia anormal y se detectan cambios en la ubre a la palpacion (Schrick
et al., 2001)

Los microorganismo que se han descrito como causantes de este tipo de
mastitis son S. aureus, Sthapylococcus intermedius, Mycoplasma bovis vy

Streptococcus dysgalactiae.

Mecanismos de defensa de la glandula mamaria



La inmunidad innata, también conocida como natural o no especifica es el
sistema de defensa predominante durante el estadio temprano de la infeccion. La
respuesta no especifica estd presente o se activa rapidamente en el sitio de
infeccion por numerosos estimulos, pero no aumenta con la exposicion repetida al
mismo antigeno. Si el mecanismo de defensa no especifico funciona
adecuadamente, muchos patdgenos son eliminados rapidamente dentro de un
periodo de tiempo corto y antes que la respuesta inmune especifica se active. La
eliminacién rapida de la bacteria con frecuencia no resulta en cambios en la
calidad o produccion de la leche. Las defensas no especificas o innatas de la
glandula mamaria estan mediadas por las barreras fisicas del pezén, macréfagos,

neutrofilos, células NK y ciertos factores solubles (Sordillo y Streicher, 2002).

Defensas anatémicas: El canal del pezén es considerado la primera linea
de defensa contra la mastitis, ya que ésta es la ruta a través de la cual invaden los
patdgenos. El pezon contiene un esfinter muscular que mantiene cerrado el canal
entre ordeflas e impide la penetracion bacteriana. También esta cubierto con
queratina que es crucial para mantener la funcién de barrera del mismo y la
remocion de la queratina ha sido correlacionada con alta susceptibilidad a la
invasion y colonizacion bacteriana. La acumulacion de queratina en el pezén
puede proveer una obstruccidn fisica a las bacterias impidiendo la migracién de
las mismas dentro de la cisterna de la glandula. La queratina puede obstruir
completamente el canal del pezdén durante el periodo de cese de lactancia
(Nickerson, 1987). Dentro del revestimiento de queratina varios agentes
antimicrobianos han sido identificados como lo son los acidos grasos esterificados
y no esterificados presentes en la queratina del pezén con capacidad
bacteriostatica e incluyen &acido miristico, acido palmitoleico y acido linoleico.
Ademas de la presencia de proteinas catidnicas asociadas con el revestimiento de

gueratina que se pueden ligar electrostaticamente con patdgenos causantes de



mastitis, alterar su pared celular y volverlas mas susceptibles a la presion

osmatica (Treece y col., 1966; Hogan y col., 1987)

Defensas solubles: Los factores solubles especificos e innatos representan
una importante linea de defensa dentro de la glandula mamaria que representan
una respuesta protectora en contra de la invasion de patdgenos. Los primeros
efectores solubles de la respuesta inmune especifica son los anticuerpos
producidos por linfocitos B activados por antigenos. Existen cuatro clases de
inmunoglobulinas (Ig) conocidas, que influyen en los mecanismos de defensa
antibacterianos en la glandula mamaria: 1gG1, 1gG2, IgA e IgM (Guidry y Miller,
1986).

En rumiantes la lactoferrina y la IgG1 actian sinérgicamente para inhibir a
E. coli y Klebsiella pneumoniae. En la glandula mamaria bovina en lactancia, la
concentracion de lactoferrina es menor a la observada durante la involuciéon e
inflamacion de la glandula. Ademas, los efectos bacteriostaticos de la lactoferrina
pueden ser inhibidos por la presencia de citrato. Este citrato es un buffer producido
por las células epiteliales que transforma al hierro en una forma rapidamente
utilizable por las bacterias (Bishop et al., 1976). Se ha sugerido que el principal rol
de la lactoferrina en las defensas de la glandula mamaria es proteger contra
infecciones por coliformes, especialmente durante la involucién (Sordillo y
Streicher, 2002).

El complemento es un conjunto de proteinas presentes en suero y leche
gue pueden impactar en la inmunidad innata y adquirida. Las funciones efectoras
del complemento incluyen, lisis de bacterias, opsonizacion y atraccion de los
fagocitos al sitio de la activacion del complemento. Por ejemplo, las mastitis

causadas por bacterias Gram negativas como E. coli son especialmente sensibles
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a la lisis mediada por complemento. El complemento también funciona como una
opsonina que promovera la fagocitosis y lisis intracelular por neutrofilos y
macréfagos de la glandula mamaria (Riollet et al., 2000).

La Lisozima es una proteina bactericida que esta presente en leche y
funciona degradando los peptidoglicanos de la pared celular de bacterias Gram
positivas, asi como de membranas externas de bacterias Gram negativas. En
leche porcina y humana, lisozima en combinacion con complemento e IgA
secretoria exhiben una significativa actividad bactericida para E. coli in vitro.
Debido a que la leche de los rumiantes contiene bajas concentraciones de IgA y
Lisozima, se considera que este sistema provee una pequefia proteccion para la

glandula mamaria bovina (Sordillo et al., 1997).

Numerosos estudios han mostrado las capacidades inmunomodulatorias de
las citoquinas sobre importantes funciones en leucocitos mamarios. El mayor
grupo de citoquinas estudiadas incluye: Interleucinas (IL), factor estimulante de
colonias (CSF), Interferon (IFN) y factor de necrosis tumoral (TNF) (Fernandez
Botran et al., 1996). Las IL-1a y 1B han sido detectadas en células mamarias en
leche normal de vaca usando la técnica de transcripcion inversa y reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) (Ito y Kodama, 1996; Okada et al., 1997). La
IL-1 es crucial en el proceso inflamatorio en glandulas mamarias inoculadas con
endotoxinas o con mastitis por coliformes tanto naturales como experimentales y

en células epiteliales mamarias bovinas in vitro (Okada et al., 1997)

En la infeccion por E. coli ocasiona una elevacion aguda de los niveles de
IL-1 que se asocia con el flujo de neutrdfilos (Riollet et la., 2000; Shuster et al.,
1997) y ha sido postulado que esta Interleucina esta involucrada indirectamente en

la quimioatraccion de neutréfilos en las infecciones por esta bacteria (Shuster y
10



col., 1997). La contribucion de IL-1 en la respuesta a la infeccibn mamaria por S.
aureus es insignificante o pasajera, lo cual indica un rol menor de esta citoquina
en este tipo de mastitis (Riollet et al., 2001). La IL-2 es la mejor caracterizada de
todas las citoquinas en bovinos. Originalmente descrita como factor de crecimiento
de células T, IL-2 es primariamente producida por linfocitos Thl y contribuye a la
expansion clonal y al establecimiento de la memoria inmunoldgica. La IL-2 bovina
ha sido detectada en células de glandulas mamarias normales y con mastitis
(Alluwaimi y Cullor, 2002), sin embargo el rol exacto de esta citoquina en glandula

mamaria bovina no ha sido claramente establecido.

Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (AMP) son los principales componentes del
sistema inmune innato, los cuales estan bien conservados a lo largo de la
evolucién y no representan toxicidad para el huésped (Raj y Dentino, 2002).
Representan una defensa potente ya que atacan a diversos microorganismos,
entre las que se incluyen: bacterias Gram negativas, Gram positivas, hongos,
pardsitos, virus e inclusive células tumorales. El espectro de accion de los
péptidos antimicrobianos esta determinado Unicamente por la secuencia de
aminoacidos con que esté constituido el péptido que por lo regular son menos de
100 (Zasloff, 2002).

Los péptidos antimicrobianos se pueden definir como cadenas cortas de
entre 12 y 50 aminoé&cidos, de bajo peso molecular, codificados en el genoma.
Por lo general son moléculas catidnicas debido a su alto contenido de lisina y
arginina, ademas son anfipaticos, por lo que tienen estabilidad en ambientes
acuosos como hidrofobico y permite alterar la bicapa lipidica de los

microorganismos (Boman, 1995).
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Clasificacion de los Péptidos Antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos conforman un grupo heterogéneo de
moléculas de dificil clasificacion, sin embargo existen tres caracteristicas
principales que la distinguen: su tamafio, la mayoria posee carga neta positiva y
adoptan estructuras anfipaticas (Gutiérrez y Orduz, 2003). A pesar de su gran
variabilidad se le puede agrupar en cuatro categorias: a) Péptidos alfa-
helicoidales, son los mas conocidos y estudiados, su estructura es casi
exclusivamente helicoidal y por su simplicidad, es el que ha recibido mayor
atencién por su potencial de sintesis industrial y sus aplicaciones comerciales.
Ejemplo de éstos son la maganinas, dermaseptinas y melitina (Benachir y Lafleur,
1995), b) Péptidos de estructura extendida, son péptidos que en su mayoria tienen
alto contenido de hojas beta. Se clasifican aqui las defensinas, protegrinas y
lactoferricinas (Lehrer y Ganz, 2002), c) Péptidos de composicion irregular, son
aguellos gue tienen una composicion inusual de aminoacidos, los mas comunes
poseen alto contenido de histidinas como las histatinas, o triptéfano como la
indolicina y triptisina (Brewer et al., 1998; Selsted et al., 1992). En un cuarto grupo
se pueden incluir una serie de péptidos con grupos quimicos atipicos en las
proteinas, como la presencia de enlaces tioester en los antibioticos (Breukink y de
Kruijff, 1999) o los pentaiboles que contienen altas proporciones de o- aminoacido

isobutirico (Sansom, 1993).

Mecanismo de accion microbicida de los péptidos antimicrobianos

El preciso mecanismo de accién no se conoce completamente para todos lo
AMP. Varias teorias han sido planteadas para explicar los procesos moleculares

inducidos por los péptidos, pero ninguna asegura que sea lo mas cercano a la

12



realidad, varios autores proponen la formacion de canales o interrupciones en la

membranas bacterianas (Dawson y Liu, 2008).

Los AMP tienen un efecto rapido, del orden de minutos bajo condiciones in
vitro (Giangaspero et al., 2001). La gran variedad estructural de los AMP sugiere
gue su actividad no esta dirigida a blancos celulares concretos como enzimas o
receptores, sino mas bien a caracteristicas comunes de la membrana bacteriana
(Wade et al., 1990).

En las bacterias Gram negativas, tanto la membrana externa como la
interna poseen moléculas aniénicas orientadas hacia el exterior de la célula,
mientras que la mayoria de los péptidos son catibnicos. Su interaccion con
fosfolipidos cargados negativamente explicaria su especificad por las membranas
bacterianas y no por los lipidos zwitteridnicos de la capa extracelular de las células
eucarioticas (Lenrer et al., 1989). Respecto a la forma como los péptidos
destruyen la membrana, es posible que induzcan lisis completa de la bacteria, o
que la perturben de manera tal que permita la salida de componentes celulares

esenciales, a la vez que se disipa el potencial de membrana (Park et al., 1998).

Se han creado 4 modelos para explicar el mecanismo de accion de los
péptidos antimicrobianos los cuales son: el mecanismo de barril, el mecanismo
forma anular, mecanismo de alfombra y el mecanismo de agregado, donde el
mecanismo similar es el dafio a la membrana, pero tienen variacion en la

interaccién y ubicacion de los péptidos en la superficie de la membrana.

Ademas del dafio a las membranas, se han reportado que los péptidos

poseen otros mecanismos de accion, los cuales estan relacionados con los acidos
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nucleicos, asi como la sintesis, translocacion y plegamiento de proteinas (Park et
al., 1998). Por ejemplo, la indolicina derivada de los neutréfilos de los bovinos
puede alterar la permeabilidad de la membrana, pero también tienen mecanismos
alternativos al unirse al ADN o a algunas enzimas asociadas a éste, como la
topoisomerasa | y la ARN polimerasa, encontrandose que estos péptidos pueden
inhibir el crecimiento bacteriano mediante la interaccion con los acidos nucleicos
(Marchand et al., 2006).

En bovinos domésticos (Bos taurus) se han reportado diferentes -
defensinas epiteliales. Por ejemplo se ha demostrado la expresion del Péptido
Antimicrobiano Lingual (LAP, por sus siglas en inglés) en el epitelio escamoso
estratificado de la lengua bovina (Schonwetter et al., 1995), la - defensina
entérica (EBD, por sus siglas en inglés) en células epiteliales intestinales y su
expresion se ha asociado con la infeccion por Cryptosporidium parvum (Tarver et
al., 1998). Ademéas mediante técnicas de hibridacion in situ se ha demostrado la
expresion de algunas B-defensinas en las células epiteliales mamarias bovinas
como lo son la beta defensina 1 (DEFBL1), la beta defensina de neutréfilo bovino 3
(BNBD3), la beta defensina de neutrdfilo bovino 9 (BNBD9) y la beta defensina de
neutroéfilo bovino 12 (BNBD12) (Aono et al, 2006).

Como parte de su papel crucial en la defensa local, las B-defensinas
bovinas también podrian estar implicadas en la prevencion de infecciones en la
glandula mamaria (mastitis). Debido a la gran importancia econdmica de la
mastitis en el ganado lechero, diferentes estudios han sido dirigidos a la
determinacion de la expresion de B-defensinas en la ubre. La expresion
constitutiva de B-defensinas en la glandula mamaria bovina se ha demostrado
para LAP y TAP, asi como para B-defensinas de neutréfilo bovino (BNBD) 3, 4, 5,
9, y 12, B-defensina 401 y B- defensina 1 (DEFB1), también conocida como -
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defensina entérica bovina (Cormican et al, 2008). La expresion inducible se ha
demostrado para BNBD5, que se expresa predominantemente en células
epiteliales mamarias y su incremento en la expresion esti ligada a mastitis
(Goldammer et al., 2004).

El incremento en la induccion parece depender del patbgeno causante de
mastitis. Por ejemplo se descubrié que la bacteria E. coli puede ser un potente
inductor de la defensa inmune innata incluyendo la expresion inmediata de las
defensinas, mientras que S. aureus no fue capaz de desencadenar esta respuesta

temprana sino hasta una vez establecida la infeccion (Petzl et al., 2008).

Los péptidos antimicrobianos LAP, TAP y BNBD12 exhiben elevada
actividad contra bacterias Gram negativas como E. coli y Gram positivos como S.
aureus In vitro (Mandal et al, 2002). Lo que ha provocado que las B-defensinas
hayan sido estudiadas a nivel gendmico. Varios estudios han identificado la
asociacion entre las p-defensinas y conteo de células sométicas en vacas
Holstein-Friesian y vacas Jersey. Estas asociaciones permitirian el uso de los
genes que expresan B- defensinas como marcadores de susceptibilidad a la
enfermedad en vacas lo que podria ayudar a seleccionar a los animales de alto

rendimiento con alta resistencia a la mastitis (Bagnicka et al., 2007).

Otra importante agente antimicrobiano presente en los bovinos es la
proteina de union a calcio S100A7 (Hitomi et al, 1996.), también conocido como
Psoriasina (Glaser et al, 2005). Es altamente activo contra varias cepas de E. coli
en los bovinos (Regenhard et al., 2009), y su expresion es inducible por citoquinas

proinflamatorias y bacterias (Glaser et al., 2005).
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La expresion constitutiva e inducible de los péptidos antimicrobianos en la
ubre bovina y la actividad antibacteriana frente a patégenos indican un papel
crucial de las B-defensinas y Psoriasina en la defensa local contra la mastitis. Los
péptidos antimicrobianos son capaces de establecer una barrera eficaz pero
deben mostrar un notable nivel de expresion constitutivo en los sitios de invasion
bacteriana, mientras que la expresion de aquellos que actian para contrarrestar a
los patégenos invasores debe ser altamente inducibles (Tetens et al., 2010).
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Expression of the p-defensins LAP (lingual antimicrobial peptide) and TAP (antimicrobial peptide
tracheal), and Psoriasin (S100A7), in the bovine mammary gland with chronic mastitis by

Staphylococcus aureus.

RESUMEN

La mastitis bovina es la enfermedad que mas afecta al ganado lechero en todo el mundo, y
se caracteriza por la inflamacion de la glandula mamaria. La severidad de la inflamacion depende
del agente causal y de la respuesta del huésped. Los péptidos antimicrobianos juegan un papel
importante en los mecanismos de defensa innatos en la glandula mamaria contra los
microorganismos causantes de mastitis. Utilizando qPCR en los tejidos de la glandula mamaria:
cisterna, parénquima, Rosetta de Flerstenberg, esfinter y linfonddulo inguinal, infectados con
mastitis por Sthapylococcus aureus, se encontré que las B-defensinas LAP y TAP se expresan
principalmente en cisterna y parénquima. La proteina SI00A7 se expresd mayormente en esfinter, y
en menor grado en Roseta de Fierstenberg, cisterna y linfonddulo inguinal, con ausencia en
parénquima. Se concluye que estos péptidos pudieran tener un papel fundamental en la defensa

antimicrobiana contra mastitis causada por S. aureus en la glandula mamaria.

Palabras Clave: Péptidos Antimicrobianos, Mastitis, qPCR.
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Abstract

Bovine mastitis is a worldwide disease that affects dairy cattle and is characterized by
inflammation of the mammary gland. The severity of inflammation depends of the causative agent
and the host response to it. The antimicrobial peptides play an important role in the innate immune
defense mechanisms of the mammary gland against mastitis causative microorganisms. By qPCR
on tissues from cisterna, parenchyma, Rosette de Fierstenberg, streak canal, and inguinal lymph
node, from Sthapylococcus aureus mastitic mammary gland, we found that p-defensins LAP and
TAP were mainly expressed in cisternal and parenchymal tissues. The protein S100A7 was highly
expressed in streak canal, although some expression was detected in Rosette de Fuerstenberg,
cisterna, inguinal lymph node, but no in parenchymal tissue. Therefore, these peptides could play a

key role in the mammary gland with mastitis by S. aureus.

Keywords : Antimicrobial Peptides, Mastitis , g°PCR

Introduccion

La mastitis es una de las enfermedades infecciosas que mas afecta a las vacas lecheras y que
causa grandes pérdidas econdémicas a esta industria. Las bacterias son los principales causales de
mastitis, siendo Escherichia coli y Staphylococcus aureus dos de los patdgenos mas comunes. El
desarrollo del proceso inflamatorio y la respuesta inmune en la ubre varia significativamente entre
estos dos patdgenos (Petzl y col., 2008; Whelehan y col., 2011). Mientras que E. coli causa mastitis
aguda con severas consecuencias clinicas, S. aureus causa predominantemente mastitis subclinica lo
que resulta en una infeccion cronica que puede persistir durante toda la vida del animal (Whelehan

y col., 2011).
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A fin de prevenir y tratar esta enfermedad es importante entender la funcién inmune de la
glandula mamaria. La inmunidad innata es un mecanismo no especifico que antecede a la
inmunidad a largo plazo, siendo los péptidos antimicrobianos (AMP) uno de sus principales
componentes (Ganz, 2003; Swanson y col., 2004).

Los AMP son una familia de aproximadamente 900 moléculas que forman parte del sistema
inmune innato mas primitivo en los vertebrados, insectos y plantas (Tomasinsig y col 2010). Las
defensinas son componentes importantes de estos mecanismos de defensa en células epiteliales y
constituyen una familia de pequefios péptidos cationicos (3—6 kDa). Se clasifican en defensinas a, B
y 0, aunque en bovinos solo se han descrito las tipo B y actualmente se conocen aproximadamente
18 secuencias completas. Dentro de la familia de las pB-defensinas en los bovinos se incluyen al
péptido antimicrobiano lingual (LAP) (Schonwetter y col., 1995; Isobe y col., 2011), la B-defensina
entérica (EBD) (Tarver y col., 1998), la B-defensina de neutréfilo bovino (BNBD) (Selsted y
col., 1993; Goldammer y col., 2004), el péptido antimicrobiano traqueal (TAP) (Diamond y col.,
1991), y otras B-defensinas bovinas (Cormican y col., 2008). Ademéas, Se ha demostrado la
expresion constitutiva de las B-defensinas LAP, TAP y Psoriasina (PS100A7) en la glandula
mamaria bovina sana a fin de determinar su posible participacion en la prevencion de la mastitis
(Tetens y col., 2010). La expresion de TAP ha sido reportada en la leche y en las glandulas
mamarias de vacas sanas e infectadas (Roosen y col., 2004; Cormican y col., 2008). Aungue se
desconoce el tipo de célula que la produce, se ha demostrado la expresion de LAP y TAP en células
epiteliales mamarias bovinas mediante hibridacion in situ (Swanson y col., 2004; Goldammer y
col., 2004). Asi mismo, mediante inmunohistoquimica se ha determinado la expresion de LAP en
tejido mamario sano (Isobe y col., 2009a) y en tejido mamario inoculado con E. coli y S. aureus

(Petzl y col., 2008). Isobe y col (2009b) encontraron que LAP era secretado en leche bovina.
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Otro importante agente antimicrobiano presente en bovinos es la proteina de unién a calcio
S100A7, también conocida como Psoriasina (Tetens y col., 2010). A la fecha se conoce poco acerca
de su funcion fisioldgica en bovinos y particularmente en la glandula mamaria. En humanos se ha
observado que protege la piel de infecciones contra E. coli, aunque también se expresa en piel sana.
En bovinos se ha demostrado que es altamente activa en contra de diferentes cepas de E. coli
(Regenhard y col., 2009), y su expresién es inducible por citocinas proinflamatorias y bacterias
(Glaser y col., 2005), sin embargo su funcién fisiol6gica exacta ain no estd bien descrita
(Regenhard y col., 2009). Regenhard y col (2010) reportaron por primera vez que la proteina bovina
psoriasina se expresa en glandula mamaria y pudiera ser una proteina de defensa del huésped y
parte de la inmunidad innata. De hecho, S100A7 se ha detectado en muestras de leche después de
24 h de la infeccion con E. coli, solo en los cuartos inoculados, mientras que Lutzow et al. (2008)
encontrd niveles aumentados de otra proteina de unién a calcio, similar a Psoriasina, la S100A12,
en leche de vacas inoculadas con S. aureus.

La importancia de las B-defensinas y Psoriasina en la defensa local contra la mastitis radica
en la expresion constitutiva e inducible de los péptidos antimicrobianos en la glandula mamaria
bovina y su actividad antibacteriana frente a patégenos. Sin embargo deben mostrar un notable
nivel de expresion constitutivo en los sitios de invasion bacteriana y ser altamente inducibles una

vez que se desarrolla la infeccion.

Por lo que el objetivo de este estudio fue determinar el nivel de expresion de las B-
defensinas LAP y TAP, asi como de Psoriasina (S100A7), en diferentes regiones de la glandula

mamaria bovina con mastitis crénica causada por S. aureus.

Materiales y Métodos
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Recoleccidn de muestras de tejido mamario

Se utilizaron dos vacas Holstein Friesian diagnosticadas con mastitis crénica confirmadas
mediante la prueba de california y el conteo de células somaticas (Calvinho, 1998). La presencia de
S. aureus se realiz6 mediante el analisis bacteriolégico de muestras de leche y confirmado con
pruebas bioquimicas comerciales siguiendo las instrucciones del fabricante (APl Staph, bioMérieux,
U.S.A). Las vacas fueron sacrificadas y se tomaron muestras de tejido de la glandula mamaria de
las siguientes regiones: cisterna, parénquima, Rosetta de Fuerstenberg, esfinter y linfonddulo
inguinal, en cada uno de los cuartos. Las muestras fueron de aproximadamente 1 cm® cada uno. Los
tejidos fueron colocados en solucién de RNAlater (Ambion, Austin, Texas) y mantenidos a -20°C

hasta la extraccion de RNA.

Extraccion de RNA y obtencion de cDNA

Para la extraccion de RNA, 30 mg de cada uno de los tejidos fueron congelados con
nitrégeno liquido a -80°C y pulverizados con un mortero. EI RNA fue extraido usando el kit
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) siguiendo el protocolo del fabricante. EI RNA se
cuantifico por espectrofotometria (260/280) y su calidad comprobada por electroforesis en agarosa

al 1%.

El cDNA se obtuvo mediante transcripcion inversa utilizando 250 ng de RNA y 200 U de
Superscript Il reverse transcriptasa (Invitrogen, Carlsbad, California), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Esto se repiti6 para cada una de las muestras. Para la expresion génica de cada uno
de los péptidos se utilizaron los primers R y F especificos previamente descrito por Tetens y col

(2010).

PCR en tiempo real cuantitativo
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Para el gPCR se utilizo el equipo CFX96 real time PCR (Bio- rad) y el kit Platinum SYBR
Green gPCR Super Mix UDG (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se obtuvo un
volumen final de 20uL que contiene 25umol/L de dNTPs y 0.5 uM de primers oligo-dT. Las
condiciones del ciclo fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 min, y los
siguientes 40 ciclos fueron realizados de la siguiente manera: desnaturalizacién (95°C por 15

segundos), hibridacién (58° C por 30 segundos), elongacién (72°C por 30 segundos).

Se construyd una curva estandar con las diluciones del producto de PCR de punto final
obtenido para cada uno de los genes, utilizando diluciones de 1x10' hasta 1x10° , asi como los
controles negativos (agua + primers; primer + dNTPs). Las cantidades del mMRNA especifico de
cada gen y cada region anatémica fueron determinadas de acuerdo a la curva estandar. EI mMRNA de
GAPDH, por ser expresado constitutivamente, fue usado como control interno invariante (Infante

etal., 2005).

Los resultados de gPCR fueron reportados como la razon de la cantidad de mRNA de cada

uno de los péptidos especificos sobre 1x10° copias del gen GAPDH.

Resultados

Rendimiento de gPCR

El limite de deteccion para el gPCR fue de 100 copias de mRNA de acuerdo a la ultima
dilucion de la curva estandar (1x10%). En general el analisis de las curvas de fusion para cada gen no
mostrd signos de productos inespecificos de qPCR, indicando que los pares de primers fueron

especificos. En la figura 1 se muestra la curva de fusion para el péptido LAP como ejemplo. Dado
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que el gen constitutivo (GADPH) en su valor de Ct estuvo por debajo de los < 0.5 ciclos en sus

medidas repetidas se puede decir que dicho gen fue estable.

Expresion de los péptidos antimicrobianos en la glandula mamaria con mastitis.

Los niveles de expresion de mRNA de los péptidos antimicrobianos LAP, TAP y S100A7
se muestran en la figura 2. Las B- defensinas LAP y TAP muestran un mayor nimero de copias de
mRNA en tejido de la cisterna (LAP: 1.36 x 10" y TAP 9.05 x 108, respectivamente), seguido por el
parénquima (LAP 9.75x 10° y TAP 4.3 x 10° respectivamente). También, el nivel de expresion de
LAP en tejido de la Roseta de Fiirstenberg (aproximadamente 4.72 x 10°) fue similar al nivel de
expresion de TAP en el parénquima (aproximadamente 4.3 x 10°). Por el contrario, los niveles de
expresion de LAP en esfinter y linfonddulo inguinal fueron los mas bajos, respectivamente
(aproximadamente 2 x 10° y 9.52 x 10°, respectivamente). En cuanto a TAP, los niveles de
expresion fueron similares tanto en la Roseta de Firstenberg como en el esfinter (aproximadamente
2.31 x 10° y 2.12 x 10°, respectivamente)y menor a la expresion en cisterna y parénquima. En el

linfonddulo inguinal la expresion de TAP fue casi nula (aproximadamente 2.12 x 10°).

El patron de expresion de mRNA para S100A7 fue muy alto en el esfinter y Roseta de
Fiirstenberg, con aproximadamente 2.04 x 10° y 2.85 x 10° copias de mRNA, respectivamente. En
cisterna el nivel de expresion fue menor (aproximadamente 1.42 x 10°) con respecto al mismo sitio
para LAP y TAP. En el linfondulo inguinal fue menor (aproximadamente 5.59 x 107) respecto a
los sitios anteriores. EI més bajo nivel de expresion se encontrd6 en el parénquima con

aproximadamente 1.62 x 10* copias de mRNA.

Discusion
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En este estudio se muestra por primera vez el nivel de expresion de las f-defensinas bovinas
LAP y TAP, y la proteina SI00A7 en diferentes localizaciones de la glandula mamaria con mastitis

cronica causada por S. aureus.

La expresién mas abundante de los péptidos LAP y TAP se restringid principalmente a la
cisterna y parénquima, con niveles muy bajos en Roseta de Firstenberg, esfinter y en linfonddulo
inguinal. Solo LAP fue relativamente mayor en cuanto a TAP en linfonddulo inguinal. Este
hallazgo pudiera sugerir que LAP es inducible en el sitio de infeccion, como lo demuestra Swanson
y col (2004), quien report6 abundante expresion de LAP mRNA en epitelio de la cisterna, epitelio
alveolar y regiones periféricas de tejido infectado con Corynebacterium species, Staphylococcus
aureus, Streptococcus uberis, mientras que no se detectd expresion de este péptido en tejido no
infectado, por lo que sugirieron gque la expresion de LAP era inducida en el sitio de infeccion ya que
estos tejidos eran los primeros expuestos a microorganismos invasores. De la misma manera, datos
obtenidos por Singh y col (2004), mediante analisis de hibridacion In situ, reportaron una expresién
predominante de LAP en los cuartos con mastitis en tejido de la cisterna mamaria, lo cual
concuerdan con lo encontrado en este trabajo. Asi mismo, Ptzel y col (2008) encontraron que la
expresion de LAP en la glandula mamaria es inducida significativamente entre las 72-84 horas
seguidas de la inoculacion con S. aureus. Roosen y col (2004) afirman que LAP también es
expresado constitutivamente en tejido mamario sano y con mastitis. Por lo que LAP es considerado
un péptido tanto constitutivo como inducible en epitelio secretor de la teta indicando su papel en la
defensa inmunoldgica de la glandula mamaria, ya que el LAP representa un mecanismo no-

oxidativo microbicida para contener a los microbios patégenos (Das et al., 2010).

Con respecto al péptido TAP, que al igual que LAP tuvo un mayor nivel de expresion en
cisterna y parénquima, estos resultados concuerdan con los de Whelehan y col (2011), quienes

demostraron la expresion de TAP en la region alveolar, ducto, cisterna y canal del pezon de la
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glandula mamaria bovina infectada con S. aureus. Ademas, Roosen y col (2004), han reportado la
expresion constitutiva del péptido TAP en tejido de ubres sanas de vacas en lactacion pero no en los
tejidos infectados, mientras que Cormican y col (2008), confirmaron la expresion de TAP tanto en
epitelio mamario como en tejido mamario. Asi mismo, estudios reportan que el péptido
antimicrobiano TAP se expresa de manera constitutiva pero también de manera inducible, y que los
niveles de expresién en los tejidos mamarios aumentan en respuesta a la inflamacion, tal seria el
caso de tejidos con mastitis (Diamond et al., 1993, Roosen et al. 2004), esto debido a que el péptido
TAP ha mostrado una alta actividad antimicrobiana frente a S. aureus principalmente en la fase
aguda de la mastitis (Eckersall et al., 2006). Kosciuczuk y col (2014), reportan que en el
parénquima no hay expresion de este péptido, contrario a los resultados aqui mostrados en los que
se detecta la expresion del péptido TAP en parénquima, esto pudiera deberse a que el limite de
deteccion del gPCR fue mucho menor y con ello se pudo detectar una menor cantidad de este

péptido.

Por otra parte, el patrdn de expresidn para LAP y TAP encontrado en este estudio difiere de
lo encontrado en vacas sanas, en donde se ha reportado que las defensinas LAP y TAP se expresan
mayormente en la regién del linfonédulo inguinal (Tetens et al., 2010) y no en las regiones distales
de la glandula mamaria, lo que podria sugerir que son los sitios en donde son inducibles ante la

infeccion.

En cuanto al péptido S100A7, este mostré un patrén y nivel de expresion opuesto a LAP y TAP,
prevaleciendo su expresion en esfinter, Roseta Flrstenberg, cisterna y nddulo inguinal, en orden de
mayor a menor nimero de copias de mMRNA; mientras que en el parénquima el nivel de expresion

fue muy escaso.

El esfinter fue el tejido donde hubo la mayor expresién de S100A7, lo que concuerda con lo

publicado por Regenhard y col (2010), quienes reportan una abundante expresion de este péptido en
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esta region. Asi mismo, concuerda con su expresion constitutiva en vacas sanas (Tetens et al.,
2010), lo cual pudiera sugerir que también es inducible. De acuerdo al patron de infeccion
galactogenico, el epitelio del pezon es el primer tejido expuesto a microorganismos patdgenos y por
tanto la primera linea de defensa, de ahi su mayor expresion tanto en vacas sanas como en vacas
con mastitis.

Ademas, este estudio mostro la expresién de S10A7 en tejidos de la cisterna de vacas con
mastitis cronica por S. aureus, datos que concuerdan con los reportado por Regenhard y col (2010),
quienes detectaron la expresion de psoriasina en el epitelio de la cisterna después de 24 h de la
infeccion con E. coli, y no en vacas sanas, lo que sugiere que su expresion podria ser inducida
también por S. aureus. Sin embargo, en este estudio no se observo la expresion de S100A7 en el
parénquima de vacas infectadas con S. aureus, datos que concuerdan con lo observado por
Regenhard y col (2010) que no detectaron la expresion de psoriasina después de 24 h de la
infeccion con E. coli, ni tampoco en vacas sanas. El canal del pezon forma una barrera que protege
a la cisterna y al parénquima del contacto con el medio ambiente, por lo que no se detecto la
expresion de Psoriasina en cisterna y paréngquima de vacas sanas, pero si en vacas infectadas con E.
coli y S. aureus. La expresion de Psoriasin en la glandula mamaria es parte de los mecanismos de
defensa innatos que acttan de manera local, con actividad antimicrobiana contra patégenos como E.

coliy S. aureus (Regenhard y col., 2010).

Conclusién

El presente estudio muestra por primera vez el patrén y nivel de expresion de los péptidos
antimicrobianos LAP, TAP y S100A7 en diferentes regiones de la glandula mamaria con mastitis
clinica crénica por S. aureus. La mayor expresion de LAP y TAP se limito a las regiones de la
cisterna y el parénquima, lo cual podria sugerir que su expresion se ve aumentada una vez que el

patdgeno se establece en esta region de la gldndula mamaria, lo que podria sugerir un papel
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quimiotactico de ahi la inflamacion crdnica de la glandula mamaria sin eliminacion del patégeno S.
aureus. Mientras que S100A7 mostrd una mayor expresion en los tejidos que estan en contacto
constante e inmediato con el patégeno como el esfinter y Roseta de Firstenberg, sugiriendo que este
péptido pudiera tener un papel fundamental en la disminucion en el nimero de colonias en la

glandula mamaria por S. aureus.
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Curva de fusion del péptido antimicrobiano LAP, nétese que los controles
negativos (indicado en la imagen con una flecha) no amplificaron lo que indica que
los pares de primers fueron especificos, ademas, tanto las muestras como controles

positivos mostraron la misma temperatura de fusion.
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Namero de copias de mRNA/10° copias de mMRNA GADPH

Se muestran los niveles de expresion de mRNA de los péptidos LAP (a), TAP (b) y
S100A7 (c) en 5 diferentes regiones anatémicas de la glandula mamaria bovina. El
namero de copias de mMRNA esta normalizado contra la expresion de GADPH
bovino. Las barras representan la desviacion estandar.

LAP (péptido antimicrobiano lingual); TAP (péptido antimicrobiano traquela);

S100A7 (Psoriasina).
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Abstract: The antimicrobial activity of the synthetic peptide KO9CATH was determuned by the Eesazunn nucrotitre
Method (EMWM) against a strain of 5. gurens isolated from a case of mastitis. To the antibiogram this bacteria strain
showed to be resistant to Ampicillin, Erythromyein, Cefeprime. Dicloxaciline and Pemicillin (10 U), while the MIC
obtamned for the K9CATH was 360 pug/ml. Unlike the reference broth method. wvisual reading for MIC
determunation with the EMM showed to be easier. rapid, inexpensive and more sensitive for antimicrobial peptlde
screenming, based in a color change from blue (nm growth) to pink (growth). This 1s the first time that the resazunn

method 1s used to determune the MIC of the 38 aa’s KOCATH peptide agaimnst a mastitic 1solate of 5. aurens.

EKevwords: AMPs and mastitis, KO9CATH peptide, resazunin assay. Staphylococcus aurens

INTRODUCTION

Mastitis 15 the inflammation of the mammary gland
and 15 the disease with the lughest incidence n mulk
production worldwide (Bradley, 2002). Annual
worldwide losses are estimated at 33 ballion U.S.
dollars. Mastitis 15 treated with antibiotics such as
tetracycline and pemicillin (Deluvker er al.. 2003),
however the mdiscrimate use of antibiotics 1s favoring
the emergence of bacteria resistance and the elimination
of antibiotics m nulk 15 undeswable (Erskine and
Barlett, 1996). One of the main challenges to overcome
for the mulk industry 1s to reduce the use of antibiotics
and therefore the development of new antinmicrobial
therapies to treat mastifis 15 necessary.

The use of Antimicrobial Peptides (AMP's) could
be an alternative to conventional antibiotics because of
its wide spectrum (Gutierrez and Orduz. 2003).
Specifically the synthetic K9CATH peptide has shown
antimicrobial activity against gram positive. gram
negative and veast by the Broth Microdilution Method
(BMDM) (Sang et al . 2007).

Although the BMM 15 easy to perform a
dizadvantage could be the MIC interpretation due to
mnoculum sedimentation or very scant or transparent
growth that occurs with some species of bactenia (Baker
and Tenover, 1996). For this reason the Microplate
Alamar Blue Assay (MABA) was developed by Alamar
Biosciences, Inc_ . Sacramento, California and is based
on the conventional broth microdilution method but
with a color mdicator. However MABA could be
unaffordable to low income laboratories and for this

reason the Resazurin microtitre Method (RMM) was
developed. where resazurin dve 15 used as a
colorimetric indicator and is based in the reference
method as well. Resazurin is an oxy-reduction indicator
that has been emploved as MIC indicator (Mann and
Markham. 1998). The walidity of the EMM to predict
MIC is due to the correlation of wvisible color change
(from blue to pink) with bacterial densities in the
microplate wells. In the present study the antimicrobial
activity of the peptide K9CATH (38 aa's) was
evaluated agamnst a bovine mastitic i1solaie of
Staphviococcus aureus by the resazurin microtiter
method.

MATERITALS AND METHODS

Bacteria isolation and identification: A 30 ml nulk
sample was aseptically collected in a sterile falcon tube
from a firs lactation cow diagnosed with mastitis by the
Califormia Mastitis Test (CMT). Milk sample was
stripped onto MacConkey and blood agar and mcubated
for 24 h at 37°C. Grown colonies were subjecied to a
gram stamn to identify morphology and also the catalase
and potassium hvdroxide tests were performed. Then.
bacteria were grown m Brain Heart Infusion (BHI)
media (Becton. Diclundon., USA) for 24 h at 37°C and
wdentified by the AP staph identification system (APIE
staph BioMeneux). An antibiogram was used to
determune bactenia susceptibility or resistance to
convenfional antibiotics by a commercial multi-disks
kit (Biorad).
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For the resazurin assay, after bacteria was grown in
BHI media a suspension was prepared in saline solution
with a turbidity equal to that of the 0.5 McFarland
standard. A 1:100 bacteria dilution was fiuther done in
BIH media for a final concentration of 5x10° CFU/mL.

Antimicrobial peptide K9 CATH: The K9CATH
antimicrobial peptide was domated by Dr. Melgarejo
from Kansas State Unaversity. A wvial of 2 mg of
lyophilized synthetic antimicrobial peptide K9CATH
(38 amuno acids) was reconstituted in 500 ulL of sterile
dionized water obtaiming a final concentration of 4
pg/pnl. This stock solution was stored at -70°C uniil
used. For the assay a 4x working solution was prepared
(512 pg/mLl) to make twofold dilutions with the
following concentrations: 128, 64, 32, 16, 8. 4, 2 and 1
Lg/ml.

Resazurin Microplate Method (RMM): Minimal
mhibitory concentration the K9CATH was
determuned following the protocel described by
Franzblan er al. (1998) with a munor modification.
Briefly, 200 uL of sterile deiomized water was added to
all outer-perimeter wells of sterile 96-well plates
(Falcon 3072: Becton Dickinson. Lincoln Park, N J.) to
minimize evaporation of the medmm in the test wells
during incubation. The wells in rows B to G in columns
2 to 11 recerved 100 pL of BHI media. One hundred
muicroliters of 4x antimicrobial peptide solution were
added to wells B3 to B3 and B8 to B10 and bv using a
multichannel pipette 100 pl. were transferred from
column 3 to 5 and from column 8 to 10 down the rows
until G to make twofold dilutions and from last dilution
100 pl. of excess medium was discarded. One hundred
microliters of 5. gurews inoculum was added to all the
wells, except wells B6 and B7 that served as drug-free
(inoculum-only) controls. The plates were incubated at
37°C for 24 h. Tharty mucroliters of freshly prepared
resazurin at 0.01%% diluted i BHI media was added to
all the wells and reincubated at 37°C for 6 h and the
colors of all wells were recorded. A blue color in the
well was interpreted as no growth and a pink color was
scored as growth. The MIC was defined as the lowest
drmug concentratton which prevented a color change
from blue to pink.

for

RESULTS AND DISCUSSION

Bacteria isolated from milk was determuned to be
Staphviococcus aureus according to presence of
clusters of cocos gram positive, catalase positive,
potassium hyvdroxide and by biochemical identification.
For the antibiogrma this strain of 5. aures showed to be
susceptible to 5 of the 12 antibiotics mdicated for the
treatment of gram positive bacteria. while resistance
was shown to Ampicillin (10 pg)., Ervihromycin (15
ug). Cefeprime (30 pg). Dicloxaciline (1 upg) and

59

Penicillin {10 ). However the antimacrobial pept
KO9CATH inhibited 5. aurew growth i vitro at 3
ng/ml.. a concentration lower than those of
antibiotics in the antibiogram.

The MIC obtained with this method are sinmulas
those obtained with the peptide WBC14 (water buf]
cathelicidin 14) from water buffalo with antimicrol
activity against Streprococcus dysgalactiae (12.5 W
Klebsiella pnewmoniae (25 pM), Coryvnebacteri
species (12.5 nM) and Sraphylococcus aureus (25
all isolated from mastitis clinical cases (Tamayo er
2010). Furthermore. Sang ef al. (2007) reporied that
38 aa’'s K9CATH peptide have shown antimicrol

activity agaimnst Gram-positive bacteria (Liste
monocyiogenes. Staphviococcus aurenus)., Gr:
negative  bacteria (Escherichia coli, Klebsi

prneumoniae, Salmonella tvphimurium, Pseudomo
aerucsinosd. Proteus mirabilis. Salmonella enterit
and MNeisseria gonorvhioeae) and vweast (Cand
albicans). Although in both cases the antimicrol
activity of these peptides has been evaluated in-v
using the reference broth macrodilution meth
Furthermore, antimicrobial susceptibility and resista
for Mvcobacterium tuberculosis, Myvcobacteritm be
and Mycobacterizim smegmatis has been evalus
successfully with the RMM and proved to be sensi
and specific (Taneja and Twvagi. 2007; Favoire er
2007; Campanerut et af.. 2011; Palonuno er al.. 2002
The resazurin method follows the principle of
reference broth method and differs only in the addat
of resazurnin and depends on the observation of a cc
change from blue (indicating inhibition of the
orgamism) to pink (no inhibition). This color cha:
appears when surmrounding medium i1s reduced a
result of bacterial depletion of dissolved oxygen :
acid production and therefore it is necessary to as
reduction densities for each organism tested (Mann :

Markham. 1998).
CONCLUSION

The K9CATH peptide (38 aa’s) antimicrol
activity against a field strain of S aureus
effectively determined by the resazurin method. °
resazurm  method could be an alternative to
reference NCCLS method for its easy interpretation
to the color indicator. Further studies are mecessary
validate the resazunn assay and deternune 1f the MI
are in concordance with those of the reference metl
for this peptide.
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Capitulo 1V

Conclusiones



Los péptidos antimicrobianos representan una alternativa factible como
agentes terapéuticos en la mastitis ya que su mecanismo de accion se basa en
atacar estructuras altamente conservadas, con ello el riesgo de resistencia
antimicrobiana es bajo. Por lo que es necesaria la investigacion para la expresion
0 sobreexpresion de los péptidos que se encuentran en la ubre y evaluar su

actividad protectora contra la colonizacién bacteriana.

A pesar de que actualmente existen en bibliotecas mas de 800 péptidos
antimicrobianos descritos, solo unos pocos se encuentran en fase clinicas y la
mayoria para enfermedades que afectan la salud del ser humano, por lo que es
necesario la investigacion de estas moléculas en enfermedades tan importantes
para los productores de leche, ya que sus pérdidas economicas por desperdicio de

leche son altos.

Es necesario el analisis in vitro de estos péptidos que se encuentran en la
ubre normalmente para determinar la concentracion minima inhibitoria a la cual S.
aureus. es inhibido y de esta forma determinar una concentracion necesaria para
mantener la salud de la ubre en perfecto estado, ya sea por la aplicacion externa
de péptidos antimicrobianos sintéticos o bien por la aplicacion de sustancias que

estimulen la expresion de estos.
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