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RESUMEN

La mastitis bovina es una de las principales enfermedades que afectan al ganado
lechero. Al ser provocada principalmente por bacterias, el tratamiento mas utilizado son
los antimicrobianos, sin embargo se ha demostrado que bacterias aisladas de mastitis
presentan resistencia a estos. En este trabajo se determin6 el efecto microbicida de
nanoparticulas de plata (AgNPs) esféricas de 10 a 40 nm de didmetro contra 10 distintas
especies bacterianas incluidas cepas multidrogarresistentes (MDR) aisladas de casos de
mastitis bovina en diversos establos de la peninsula de Baja California, México. Las
AgNPs inhibieron al 100% y lisaron al 82% de los aislados a una concentracion <12ug/ml,
siendo efectiva tanto en especies Gram positivas como Gram negativas. Los datos
obtenidos en el presente trabajo, sugieren que el uso de nanoparticulas de plata puede
ser una buena alternativa para tratar infecciones provocadas por una gran diversidad de

especies y géneros bacterianos, incluyendo cepas MDR.

Palabras clave: nanoparticulas de plata, actividad antibacteriana, resistencia

antimicrobiana, Staphylococcus spp., Streptococcus spp.

ABSTRACT

Bovine mastitis is one of the most common diseases that affect dairy cattle. Usually
caused by a microbial infection, the most used treatment are the antimicrobials, however
it has been shown that many bacteria isolated from mastitis have resistance to them. In
this work, the antibacterial effect of spherical silver nanoparticles (AgNPs) of 10 to 40 nm
in diameter was determined against 10 different species of bacteria including multidrug-
resistant strains (MDR), isolated from cases of bovine mastitis in several herds from Baja
California peninsula in Mexico. The AgNPs inhibited 100% and lysed 82% of the samples
at a concentration <12ug/ml, being effective in both Gram positive and Gram negative
species, suggesting that the use of these AgNPs can be a good alternative to treat

infections caused by a diversity of species and bacterial genera, including MDR strains.

Key words: silver nanoparticles, antibacterial activity, antimicrobial resistance,

Staphylococcus spp., Streptococcus spp.



INTRODUCCION

La mastitis es una inflamacion de uno o varios cuartos mamarios, principalmente
debido a una infeccion bacteriana. En algunos casos, esta inflamacion se acompafa de
signos clinicos (rubor, hinchazén, dolor, calor en la ubre y enfermedad sistémica),
diagnosticandose como mastitis clinica. En otros casos, los signos de mastitis son
imperceptibles por observacion directa, siendo entonces diagnosticada como mastitis
subclinica, basando el diagnéstico en la presencia de bacterias y cambios en la citologia
de la leche (Djabri et al., 2002).

Existen mas de 135 especies bacterianas causantes de mastitis bovina, pero la
mayoria de las infecciones son provocadas por especies de los géneros Staphylococcus
y Streptococcus y bacilos Gram negativos (Sayed et al., 2014). Los agentes etioldgicos
se clasifican como contagiosos o0 ambientales, siendo los primeros principalmente
Staphylococcus aureus (S.aureus), Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) y
Streptococcus dysgalactiae (S. dysgalactiae) en tanto los segundos son Escherichia coli

(E. coli) y Streptococcus uberis (S. uberis) (Zhao y Lacasse, 2008).

La mastitis es una de las enfermedades mas prevalentes y costosas en la industria
lactea con pérdidas atribuibles a la reduccion en la produccién de leche, leche
descartada, sacrificio temprano, servicios veterinarios y costos laborales (Thompson-
Crispi et al., 2014).

En la industria lactea, méas alla de los costos del uso de antimicrobianos, la
aparicion de resistencia y la falta de respuesta del ganado a estos, se han convertido en
un tema muy delicado. El uso excesivo e inadecuado de antimicrobianos en mastitis
bovina puede representar un problema grave relacionado con la aparicion de resistencia
y la entrada de bacterias resistentes en la cadena alimentaria (Gomes y Henriques, 2016).
Ademas existen una gran cantidad de reportes donde identifican especies
multidrogarresistentes (MDR) aisladas de mastitis bovina (May et al., 2013; Leon et al.,

2015) que son en su mayoria zoonaoticas.

Debido a lo anterior, hay un elevado interés en utilizar otras alternativas contra

infecciones bacterianas, como el uso desde tiempos remotos de sales de plata, las cuales



son efectivas contra agentes bacterianos. En particular, debido a las investigaciones
recientes en nanoparticulas de metal, las nanoparticulas de plata (AgNPs) con diametro
de 100 nm o menos han recibido especial atencién debido a su actividad antibacteriana
(Habibian et al., 2011).

El método de dilucion en agar o en caldo como prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos es utilizado para determinar la concentracion minima bactericida (CMB)
y la concentracion minima inhibitoria (CMI) (Stela y Marin, 2009). La CMI se ha
establecido como la prueba de oro frente a otros métodos que evaltan susceptibilidad de
las bacterias a los antimicrobianos; ademas de confirmar resistencias inusuales, da
respuestas definitivas cuando el resultado obtenido por otros métodos es indeterminado
(Andrews, 2001).

Debido a lo anterior el objetivo de esta investigacion es determinar la CMI y CMB
de AgNPs de 10 a 40 nm de diametro, en 10 especies bacterianas, incluidas MDR, tanto

ambientales como contagiosas aisladas de mastitis bovina.



REVISION DE LITERATURA
Mastitis Bovina

La mastitis es una inflamacién de la glandula mamaria y se caracteriza por cambios
fisicos, quimicos, microbiolégicos y celulares en la leche asi como cambios patoldgicos
en la ubre (Sayed et al., 2014), y es provocada principalmente por infeccion intramamaria
(IIM) bacteriana ya sea en uno o varios cuartos mamarios (Djabri et al., 2002). La
severidad de la inflamacién se puede clasificar como subclinica y clinica, dependiendo
de la naturaleza del agente causal y de la edad, raza, salud inmunoldgica y etapa de
lactacion del animal. La mastitis subclinica es dificil de detectar debido a la ausencia de
cualquier signo visible y es la que tiene mayores costos (Viguier et al., 2009). Los signos
de la mastitis clinica son muy variados, desde presencia de coagulos al principio de la
ordefia hasta inflamacién y enrojecimiento de los cuartos, ademas del aumento en la

mortalidad de las vacas enfermas (Ruegg, 2011).

Etiologia

Mas de 135 microorganismos diferentes (bacterias, algas y hongos) se han aislado
de IIM bovina, pero la mayoria de las infecciones son provocadas por Staphylococci,
Streptococci y Enterobacterias y se clasifican como microorganismos contagiosos y
ambientales basado en el reservorio primario y en el modo de transmisién (Bogni et al.,
2011). La glandula mamaria de vacas con mastitis subclinica sirve como reservorio
principal para los patégenos contagiosos y la transmisién ocurre cuando los pezones de
vacas sanas se exponen a microorganismos presentes en la leche de cuartos infectados.
Las gotas de leche infectada en féomites como equipo de ordefio, toallas utilizadas para
secar los pezones de vacas infectadas y las manos de los ordefiadores, son mecanismos
comunes para la propagacion de mastitis contagiosa (Ruegg, 2011). Los patégenos
ambientales se encuentran comunmente en las areas donde habitan los animales, la
combinacion de alta humedad y materia fecal incrementa el riesgo de exposicion de la
ubre a estos (Ferguson, et al. 2007). S. aureus y S. agalactiae son los patdégenos

contagiosos mas comunes y tienen importancia particular porque causan la mayoria de



las 1IM subclinicas, en cambio, los principales patégenos ambientales incluyen diferentes
tipos de bacterias, como especies de Streptococci, coliformes (E. coli, Klebsiella spp.,

Enterobacter spp.) y Pseudomonas spp. principalmente (Bogni et al., 2011).

Prevalencia

La prevalencia de la mastitis bovina es relativamente alta. La mastitis subclinica
es la forma mas comun de mastitis en los establos y su prevalencia oscila generalmente
entre el 20 y el 50% (Pitkala et al., 2004), en tanto la mastitis clinica es menos frecuente,
segun encuestas nacionales de EUA (USDA, 2008) y Canada (Olde et al., 2008), donde
se hareportado que aproximadamente el 16% de las vacas experimentan mastitis clinica

cada afo.

Factores de riesgo

Factores de riesgo del animal: La incidencia de infeccion aumenta con la edad; la
mayoria de las infecciones nuevas ocurre al principio de la lactacién; el riesgo aumenta
dependiendo del estado morfologico y fisico de los pezones; las vacas con una

produccion lactea superior son mas susceptibles (Radostis, et al., 2002).

Factores ambientales: Detilleux y colaboradores (2013), evaluaron mas de 35
caracteristicas del hato relacionadas con la presencia de mastitis, donde las mas
significativas fueron: Adicion de urea a laracion, lineas de ordefia sucias, hiperqueratosis
en pezon, mal funcionamiento de maquina de ordefio, no aplicar pre y post sellado y

alojamiento de las vacas en cubiculos.

Factores microbiolGgicos: La capacidad de los microorganismos para sobrevivir en
el medio, los factores de virulencia y la susceptibilidad frente a los antimicrobianos
(Radostis, et al., 2002).



Implicaciones economicas

La mastitis es considerada la enfermedad mas frecuente y costosa en los establos
lecheros en los paises desarrollados (Seegers et al., 2003). Existen dos tipos de pérdidas
econdmicas provocadas por la mastitis; las pérdidas directas e indirectas. Las primeras
incluyen los costos de tratamiento (consulta del veterinario y costo de los farmacos
empleados), leche descartada (durante el curso del tratamiento y tiempo de retiro), tiempo
del ordefiador, mortalidad y costos asociados a mastitis recidivantes. Las pérdidas
indirectas incluyen la disminucion en la produccién y en la calidad de la leche,
principalmente en el caso de mastitis subclinica por la disminucion de produccién lactea
a largo plazo; ademas incremento de sacrificios, secado temprano y otros problemas de
salud asociados, principalmente falla reproductiva y pérdida de apetito (Petrovski et al.,
2006). Existe una gran oportunidad para mitigar los costos cuidando la salud de la ubre
durante el periodo de transicion de la vaca para prevenir mastitis clinica ya que el costo
de cada caso durante los primeros 30 dias de lactancia es en promedio de 444 dolares.
La mayoria de este costo (71%) se compone de costos indirectos que son mas dificiles
de ver porque no requieren desembolsos directos, sin embargo reflejan la pérdida de
oportunidades e impactan la viabilidad econ6mica del establo y por lo tanto es importante

para los productores reconocer los mismos (Rollin et al., 2015).

Prevencién y control

El control de la mastitis bovina debe formar parte del programa de salud del hato

en los establos lecheros (Pyorala, 2002).

Existe un plan de 10 puntos recomendado por el Consejo Nacional de Mastitis de
E.U.A. (por sus siglas en inglés, NMC) para controlar tanto patégenos contagiosos como
ambientales y son los siguientes: Establecer metas para la salud de la ubre, mantener un
ambiente limpio, seco y confortable, seguir los procedimientos adecuados de ordefio,
mantener y utilizar equipos de ordefio correctamente, mantener buenos registros,
manejar la mastitis clinica durante la lactancia de manera adecuada, establecer un

programa eficaz en el manejo de la vaca seca, seguir un programa de bioseguridad contra



patdgenos contagiosos, monitorear con frecuencia el estado de salud de la ubre y revisar

periddicamente cada programa de control de mastitis.

Tratamiento

Sibien existe una gran variedad de medidas de control de la enfermedad, la terapia
con antimicrobianos desempefia un papel determinante en la eliminacion de la mastitis
bovina (Zecconi et al., 2003). Se puede aplicar tratamiento durante la lactancia para casos
de mastitis clinica y en algunos casos especificos de mastitis subclinica. Una respuesta
clinica debe ser perceptible dentro de 5-7 dias, de otra manera el caso se considera falla
terapéutica. Los tratamientos pueden administrarse via intramaria y/o por ruta parenteral
(Gruet et al., 2001). Las vacas en periodo seco son mas susceptibles a adquirir nuevas
IIM especialmente poco después de iniciar el periodo seco o cesar la lactancia, y cerca
del parto (Hillerton, 2005), por lo que una opcidn es aplicar antimicrobiano de larga
duracién como profilactico al comenzar el periodo seco. Las familias de antimicrobianos
mas utilizados contra mastitis bovina son los betalactamicos y los aminoglucésidos
(Taponen et al., 2003).

El costo de los antimicrobianos y la emergencia de resistencia a ellos se ha
convertido en un grave problema, ademas, el uso de estos tiene otras desventajas, como
por ejemplo la presencia de sus residuos en la leche. Estas limitaciones aumentan la
necesidad de buscar nuevos agentes antimicrobianos efectivos contra los patégenos de
mastitis, como: el uso de bacteriéfagos, vacunacién, nanoparticulas, citosinas,
compuestos naturales, antimicrobianos derivados de los animales y antimicrobianos

derivados de bacterias (Gomes y Henriques, 2016).

Zoonosis

La leche puede ser una fuente importante de patdgenos transmitidos por los
alimentos de importancia para la salud humana. La prevalencia de estos patdogenos esta
influenciada por numerosos factores tales como tamafio del establo, cantidad de
animales, higiene, préacticas de manejo, variacion en el muestreo y tipos de muestras
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evaluadas, diferencias en las metodologias de deteccion utilizadas, ubicacion geografica

y estacion. (Oliver, 2005).

Estudios epidemiolégicos han demostrado que el ganado probablemente se
infecta con el consumo de agua y forrajes contaminados con heces y otras secreciones /
excreciones del ganado, sin embargo, algunos patégenos transmitidos por los alimentos
pueden causar mastitis en la que el microorganismo se excreta directamente en la leche.
La introduccién de leche cruda contaminada con patdgenos transmitidos por los
alimentos en las plantas de procesamiento y la persistencia de estos en biofilms,
representa un riesgo importante de contaminacidén posterior a la pasteurizacion que
podria conducir a la exposicion del consumidor a las bacterias patdégenas. (Oliver et al
2005).

Existen 45 patdégenos zoondticos bovinos, conocidos por ser capaces de producir
enfermedad en humanos y en ganado bovino, donde 19 son de origen bacteriano
(McDaniel et al., 2014). De estos, los que se pueden aislar de leche de vaca con o sin
mastitis son 17: Actinobacillus lignieresii, Bacillus anthracis, Brucella abortus vy
mellitensis, Burkholderia pseudomallei, Campylobacter jejuni, Coxiella burnetti, E. coli,
Leptospira spp., Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis y bovis,
Salmonella spp., Shigella spp., S. aureus, Streptococcus spp., Trueperella pyogenes,

Yersinia pseudotuberculosis y enterocolitica.

La glandula mamaria bovina puede ser un reservorio significativo de cepas de S.
aureus que producen enterotoxinas, que se clasifican segun los serotipos en A-H y toxina
del sindrome de choque toxico (TSST). La frecuencia de enterotoxigenicidad entre cepas
estafilocdcicas es muy variable. Estudios sobre aislados de S. aureus de vacas mostro
una enterotoxigenicidad que vari6 de 0 a 56.5%. Los hallazgos de estos estudios
concluyeron que la leche de tanque contiene conteos relativamente altos de S. aureus
enterotoxigénico y puede constituir un peligro para la salud de los consumidores (Oliver
et al., 2005).

Los estreptococos del grupo B representan otra causa conocida de mastitis bovina,

un estudio reciente ha demostrado que tanto los de origen humano como los de origen



bovino parecen tener una virulencia similar, estando conectados con una posible pero

limitada diseminacion (Correa et al., 2010).

La contaminacion por coliformes ocupa un lugar destacado entre los tipos de
contaminacion mas comunes en la industria lactea. Microorganismos como E coli,
Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter spp., Klebsiella spp. y Proteus mirabilis pueden
multiplicarse en las temperaturas normales de verano y, por lo tanto, la leche no
pasteurizada tiene altas probabilidades de contener estos patdégenos (Dhanashekar et
al., 2012).

Resistencia a los antimicrobianos

El uso excesivo e inadecuado de antimicrobianos puede representar un problema
grave relacionado con la emergencia de resistencia y la entrada de bacterias resistentes

en la cadena de alimentos (White, 2001).

Existe un gran nimero de estudios realizados en muchas partes del mundo donde
han analizado la resistencia a los antimicrobianos en aislados de mastitis bovina con
resultados muy variables, sin embargo casi ninguno ha tenido 100% de aislados
sensibles a todos los antimicrobianos probados. En un estudio de casos en India
(Bandyopadhyay et al., 2014), detectaron IIM en 3 vacas, en dos de ellas aislaron
Staphylococcus epidermidis meticilina resistente (SEMR) y E. coli productora de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE), en tanto en uno de los animales, aislaron
ademas de esos dos agentes, S. aureus meticilina resistente (SAMR). Los aislados
meticilina resistentes contaban con el gen mecA (gen estructural que codifica para la
PBP2a) y exhibian resistencia a varios antimicrobianos, tales como a amikacina,
tetraciclina y glicopéptidos. Las E. coli productoras de BLEE fueron positivas a los genes
blactx-m y blatem, y dos de ellas ademas a blasnv (genes que confieren resistencia a
betalactamicos) y tenian genes para integron clase 1 (intl), de resistencia a sulfonamida
(sull), resistencia a quinolona (gnrS) y otros factores de virulencia. Todas las E. coli

productoras de BLEE exhibieron resistencia a diversos antimicrobianos incluyendo



cefalosporinas de tercera y cuarta generacion y tuvieron resistencia intermedia a

carbapenems.

Las barreras en la diseminacion de bacterias MDR entre el humano y otros
animales son cada vez mas difusas, dos ejemplos representativos en los que esta
transferencia se ha podido producir son: 1) SAMR de la linea genética ST398, y 2) E. coli
productora de BLEE (Torres Carmen, 2012).

Una categoria de SAMR humano, SAMR asociado al ganado, esta compuesta
principalmente por cepas de SAMR complejo clonal 398 (CC398) donde predomina la
secuencia tipo 398 (ST398) con cassette cromosdémico estafilococico (SCCmec) tipos IV
y V. Estas cepas se han establecido dentro de las poblaciones de animales de
produccioén, principalmente cerdos, proporcionando un reservorio de infeccién zoonoética
e infeccion de otras especies animales (Smith y Pearson, 2011). La epidemiologia de
SAMR encontrada en la leche bovina antes de la aparicion de SAMR ST398 asociado a
ganado parece ser el resultado del avance esporadico e infrecuente de cepas de SAMR
adaptadas a humano que no parecen haberse establecido bien en la poblacién de vacas
lecheras. En 2010 hubo dos informes de que ST398 se estaba estableciendo en hatos
lecheros (Holmes y Zadoks, 2011): 1), asi, en un estudio en Bélgica (Vanderhaeghen et
al., 2010), se encontraron 11 (9,3%) SAMR de 118 aislados de S. aureus de muestras de
leche de vacas con mastitis de 118 establos. Las cepas fueron ST398, tipo spa t011 o
t567 y tenian SCCmec tipo IVa o V, estableciendo que eran cepas SAMR asociadas a
ganado de CC398 en un pais donde esta cepa estaba presente en las poblaciones de
cerdos, caballos y aves de corral. 2) En un estudio en Alemania (Fessler et al., 2010),
analizaron la relacion genética, resistencia antimicrobiana y genes de virulencia en 27
aislados SAMR, 25 de ellos aislados de leche bovina de casos clinicos de mastitis y el
resto de SAMR aislados de personal de un establo. Las 27 muestras se seleccionaron de
17 establos, identificaron el tipo spat011 con SCCmec tipo V en 23 aislados, coincidiendo
con miembros del linaje clonal ST398. Los dos aislamientos humanos fueron
indistinguibles en sus caracteristicas genotipicas y fenotipicas de los aislamientos de

mastitis del mismo establo.



En las bacterias de la familia Enterobacteriaceae, la resistencia a las
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, las cuales son antimicrobianos
clinicamente importantes, a menudo se asocia con la produccién de BLEE. La bacteria
E. coli productora de BLEE se esta extendiendo en todo el mundo tanto en humanos
como en animales de produccién y su propagacion esta asociada con varios factores,
incluyendo contenido de genes con alta virulencia, transferencia de plasmidos portadores
de genes BLEE o intercambio de codificacion de genes BLEE en elementos moviles
(Valentin et al., 2014). En un estudio realizado en Alemania, de 490 aislados de E. coli
de muestras de leche de vacas con mastitis detectaron 22 aislados productores de BLEE,
de los cuales 15 (68.2%) también eran resistentes a fluoroquinolonas, enrofloxacina y

marbofloxacina (Eisenberger, et al., 2017).

Uso de la plata como agente microbicida en la antigliedad

Cercadel afio 1000 A. C. la plata fue utilizada para potabilizar el agua (Castellano
et al., 2007). Por siglos la plata se ha utilizado como tratamiento para quemaduras y
heridas cronicas. En 1700 por ejemplo, el nitrato de plata se utilizé como tratamiento de
enfermedades venéreas, fistulas en glandulas salivales y abscesos perianales y 6seos
(Landsdown, 2002). En el siglo XIX tejidos de granulacién se removian utilizando nitrato
de plata para permitir la epitelizaciéon y promover la formacién de costra en la superficie
de las heridas (Castellano et al., 2007). En 1881, Carl S. F. Crede curé la oftalmia
neonatorum utilizando gotas oftalmicas de nitrato de plata. En la década de 1940,
después de que la penicilina fue introducida, el uso de plata como tratamiento microbicida
disminuyo (Chopra, 2007).

En la década de 1960, Moyer utilizé una solucién de nitrato de plata al 0.5% para
eliminar bacterias patdgenas en heridas por quemadura. El propuso que esa solucién no
interferia con la proliferacién epidérmica y que eliminaba a S. aureus, Pseudonomas
aeruginosa y E. coli (Moyer et al., 1965). Ahora el ungiento de sulfadiazina de plata fue
desarrollado para reemplazar soluciones salinas con plata y utilizada ampliamente en

guemaduras en América (Atiyeh et al. 2007).
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La plata en su estado metdlico es inerte, pero esta reacciona con el agua
provocando su ionizacion de manera inmediata. En este estado la plata es altamente
reactiva y su efecto bactericida se debe principalmente a los cambios estructurales que
provoca en la membrana bacteriana y a su interaccién con los grupos fosforados y

azufrados de varios compuestos (Rai et al., 2009).

Uso de las AGNPs como agente microbicida en la actualidad

Las AGNPs, son grupos de atomos de plata en un rango de tamafio de 1-100 nm.
El uso de AGNPs ha ganado mucha atencién en la actualidad, principalmente por sus
propiedades antimicrobianas ya que pueden ser una alternativa al aumento del nimero

de cepas resistentes a los antimicrobianos (Rai, 2009).

Existen muchos productos y aplicaciones utilizando AGNPs, estas aplicaciones
actualmente tienen el grado mas alto de comercializacion, como aparatos médicos,
accesorios para el hogar y tratamientos para el agua. De acuerdo al inventario de
productos de consumo de nanotecnologia (CPI, por sus siglas en inglés) del Project on

Emerging Nanotechnologies (PEN, http://www.nanotechproject.org) hasta Octubre del

2013, enumera 1814 productos de consumo de 622 empresas en 32 paises. La categoria
salud y estado fisico contiene la mayoria de los productos (762, o el 42% del total). La
plata es el nanomaterial mas utilizado (435 productos, 0 24%); sin embargo, el 49% de
los productos (889) incluidos en el CPI no proporcionan la composicion del nanomaterial

utilizado en ellos (Vance et al., 2015).

El potencial terapéutico de las AGNPs se ha analizado en modelos animales, por
ejemplo en el estudio de Thota y colaboradores (2013), donde indujeron mastitis con S.
aureus en ratones hembras y probaron dos tratamientos uno con AGNPs de 70nm de
diametro, de formas cubicas, esféricas, rectangulares y triangulares y otro con cefepima;
concluyeron que el efecto microbicida de las AGNPs fue superior al de la cefepima y que

ademas exhibid un efecto antiinflamatorio.

Un estudio clinico piloto, realizado por Freire y colaboradores (2017) analizé las

propiedades antimicrobianas de una nueva formulacién que contiene AGNPs para inhibir
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la formacion de biofilm por Streptococcus mutans en el esmalte dental infantil. Utilizaron
dos soluciones, una contenia AGNPs en forma esférica de 3 a 8 nm de diametro (S1) y
la otra fue una solucién salina como control negativo (S2) en nifios entre 7 y 8 afios de
edad. El biofilm dental adherido al esmalte tratado con S1 tuvo valores mas bajos de
viabilidad (absorbancia) de S. mutans y de unidades formadoras de colonias (CFU) que

la muestra al comienzo del estudio y la muestra S2.

Caracteristicas fisico-quimicas de las AGNPs como agente antibacteriano

Es evidente que las caracteristicas fisicoquimicas de los nanomateriales juegan
un rol fundamental en la interaccién con bacterias, en general se sugiere que las
particulas mas pequefias con mayor area superficial especifica (radio superficie-volumen)

tienen mejor actividad antibacteriana (Daima y Bansal, 2015).

Una de las principales diferencias que caracterizan a los nanomateriales,
especificamente las nanoparticulas coloidales, es el incremento de la relacién entre
superficie y volumen a medida que el tamafio de la nanoparticula se reduce. En las
nanoparticulas solidas de unos pocos nandmetros de diametro, el nUumero de atomos que
ocupan la superficie exterior es mayor que el nimero de atomos en el volumen encerrado.
Esta superioridad de superficie favorece el incremento de la energia interfacial, la
reactividad de la nanoparticula, la eficiencia en la absorcion y la capacidad de hacerla
funcional de forma eficiente con entidades moleculares de interés (Sperling y Parak,
2011). Sotiriou y Pratsinis (2011) han argumentado que entre mas pequefias las
particulas, los iones de plata se liberan mas rapido, lo que conlleva a una mayor toxicidad

debido a una mayor concentracion de iones de plata efectiva.

En condiciones experimentales vy fisiolégicas, muchos nanomateriales tienen la
tendencia a aglomerarse debido a su alta reactividad intrinseca. Por lo tanto, cuando los
nanomateriales estan expuestos a ceélulas bacterianas en condiciones de reaccion
fisiol6gica, es muy probable que puedan crear agregados en lugar de ser unidades

individuales. En consecuencia, las actividades antibacterianas observadas seran de una
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forma aglomerada y pueden no proporcionar la misma actividad antimicrobiana (Adams
et al., 2006).

Varios informes de investigacién han demostrado que la forma de un nanomaterial
puede influir enormemente en su tasa de captacion por parte de las células. Las
nanoparticulas de forma esférica ilustran una mayor absorcién que las de forma de varilla
(Mahmoudi et al., 2011). Debido a la fuerte correlacion entre la morfologia de
nanocristales de plata y sus propiedades fisicas y bioldgicas (incluyendo su velocidad de
disolucion), la sintesis controlada de la morfologia de tales particulas ha recibido
creciente atencién. Hoy en dia, estan disponibles una gran cantidad de estrategias para
ello, por ejemplo Xia y colaboradores (2005) vy otros investigadores han descrito la
sintesis estructural de las AGNPs en forma de cubos, plaquetas, varillas, anillos y

bipiramides (Helminger et al, 2016).

Mecanismos antibacterianos de las AGNPs

Hasta el momento, hay tres posibles mecanismos moleculares propuestos que
pueden explicar las actividades antibacterianas de las AgNPs. EIl primer mecanismo
sugiere una interaccion directa de las AgNPs con la membrana celular bacteriana, lo que
puede causar una deformacion subsiguiente de la membrana, dafios en la membrana y
una formacion compleja con componentes ubicados dentro las células. ElI segundo
mecanismo sugiere una posible interaccién de los AgNPs con los grupos tiol (- SH)
presentes en las proteinas y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). El
tercer mecanismo sugiere la liberacion de iones Ag que inhiben las enzimas respiratorias
y también generan ROS. El ion Ag + liberado también puede interactuar con grupos tiol
de proteinas para inactivar proteinas vitales y afectar la replicacion del ADN, sin embargo,
hasta ahora se sabe muy poco acerca de los objetivos moleculares exactos de las AQNPs

en general (Sanyasi, 2016).

Los lipopolisacéaridos (LPS), junto con los fosfolipidos que forman la membrana
externa de las bacterias Gram negativas, son responsables de su superficie celular con

carga altamente negativa que atrae a las AGNPs. En contraste con esto, en las bacterias

13



Gram positivas, los acidos teicoicos unidos ala membrana plasmatica o al peptidoglicano,
imparten esta carga negativa a la superficie. El fosfato presente en los acidos teicdicos
atrae y distribuye AGNPs alo largo de la cadena molecular del fosfato, evitando cualquier

agregacion (Zaidi, 2017).

Medicion de actividad microbicida de AGNPs, in vitro

Para determinar la actividad farmacoldgica de las nanoparticulas para usarlas
como agentes antimicrobianos se requieren técnicas experimentales que miden la
viabilidad del microorganismo después de haberlo expuesto a este y se pueden
determinar las CMI y las CMB (Bueno, 2015).

Los métodos convencionales de microdilucién en caldo basados en el manual del
Instituto de normas clinicas y de laboratorio (CLSI por sus siglas en inglés), se han
utilizado para evaluar la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas, especialmente
las de plata, tanto para bacterias como para fungi (Hwang et al., 2012). Es una prueba
gue se hace en una microplaca de 96 pocillos que expresa los resultados en microgramos
por mililitro (ug/ml) para identificar la CMI, la cual es la concentracion mas baja detectada
de manera visual del agente antimicrobiano que inhibe el crecimiento del microorganismo
analizado (CLSI, 2012), y la CMB se define como la minima concentraciéon de
antimicrobiano que elimina a mas del 99.9% de los microorganismos viables después de
un tiempo determinado de incubacion (generalmente 24 horas), la CMB se lleva a cabo
mediante el subcultivo de alicuotas de los pocillos sin crecimiento bacteriano visible y de

los pocillos de controles positivos de crecimiento en placas de agar MH (NCCLS, 1999).
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Regumen:

La mastitis bovina es una enfermedad de alto impacto econdémico para la industria lechera, y
algunos de los agentes etiologicos que la provocan también son de interés en el &mbito de salud
publica. El objetivo de este estudio fue identificar las especies bacterianas aisladas de casos de
mastitis bovina, provenientes de siete establos lecheros ubicados en la Peninsula de Baja
California. Se tomaron 316 muestras de leche de igual nimero de cuartos, pertenecientes a 186
vacas en produccion que a la prueba de California tuvieron reaccion positiva. Se obtuvieron 182
aislados bacterianos de 163 cuartos pertenecientes a 106 vacas y se identificaron por PCR y
secuenciacion, dando un total de 20 especies diferentes. Ademas, se obtuvieron las frecuencias
relativas, siendo los agentes causales mas frecuentes: Staphylococcus aureus (58.8 %),
Streptococcus agalactiae (13.2 %), Staphylococcus chromogenes (8.8 %), Escherichia coli (2.2
%) y Streptococcus uberis (2.2 %). El 6.13 % (10/163) de los cuartos con aislamiento presentaron
infeccion mixta, siendo la combinacion mas frecuente S. aureus con S. agalactiae 30 % (3/10).
Estos resultados indican una alta frecuencia y diversidad de patdgenos de caracter contagioso y
ambiental que provocan mastitis en ganado lechero en la region de estudio, siendo algunos de
importancia para la salud pablica. Los resultados observados, muestran que las causas de la
mastitis son diversas, por lo que es indispensable mejorar las medidas de control y prevencion,
pero también establecer el diagndstico de rutina para lograr controlar la mastitis.
Palabras clave: Mastitis bovina, Identificacion molecular, Staphylococcus spp.,

Streptococcus spp.

Abstract:
L

Bovine mastitis is a disease of high economic impact for the dairy industry and some of the
etiological agents that cause it are also of interest in the field of public health. The purpose of
study was to identify the bacterial causes of bovine mastitis from seven dairy farms located in
the Baja California Peninsula. A total of 316 milk samples were collected from the same number
of quarters belonging to 186 cows in production that tested positive for California Mastitis test.
It was obtained 182 bacterial isolates from 163 quarters belonging to 106 cows and were
identified by PCR, giving a total of 20 different species. Isolates were identified using specific
oligonucleotides for the major mastitis pathogens and with universal oligonucleotides for the
16S ribosomal DNA gene with subsequent sequencing for those that did not amplify with the
specific oligonucleotides and relative frequencies were obtained. The most frequent causal
agents were: Staphylococcus aureus (58.8 %), Streptococcus agalactiae (13.2 %),
Staphylococcus chromogenes (8.8 %), Escherichia coli (2.2 %) and Streptococcus uberis (2.2
%). A mixed infection was found in 6.13 % (10/163) of the quarters, being the most frequent
combination S. aureus plus S. agalactiae 30 %
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(3/10). These results indicate a high frequency and diversity of contagious and environmental
pathogens causing mastitis in dairy cattle in the region of study, being some of importance for
public health. The results show that the causes of mastitis are diverse, so it is essential to
improve control and prevention measures, but also to establish a routine diagnosis to control
mastitis.

Key words: Bovine mastitis, Molecular identification, Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp.
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\V Introduccién \

La mastitis bovina es una inflamacién de uno o varios cuartos mamarios que se debe con mayor
frecuencia a una infeccion intramamaria (IIM)®. La severidad de la inflamacion se puede
clasificar como subclinica o clinica. La mastitis subclinica es dificil de detectar debido a la
ausencia de cualquier signo visible, pero tiene un alto impacto econémico®. El costo de esta
enfermedad se ha estimado hasta en 320 dolares por vaca por lactacion, siendo
aproximadamente el 70 % de estas pérdidas por la reduccion en la produccion de leche®. Un
método eficaz en campo para detectar mastitis subclinica en un establo es la prueba de California
para mastitis (CMT) basada en la cantidad de células somaticas presentes en la leche®.

Se han identificado mas de 135 especies de bacterias causantes de mastitis®, las cuales se
clasifican como microorganismos contagiosos y ambientales de acuerdo a su reservorio
primario y al modo de transmision®. Los patdgenos contagiosos incluyen Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus aureus, Mycoplasma spp., Corynebacterium bovis y Staphylococcus
coagulasa negativos (SCN). Los patdgenos contagiosos sobreviven en la ubre de la vaca,
donde la leche es la principal fuente de infeccion primaria para las vacas sanas, y ocurre durante
la ordefia®. Los patdgenos ambientales se encuentran cominmente en los corrales y bebederos
e incluyen especies como Escherichia coli, Klebsiella spp. y Streptococcus spp., entre otras. La
combinacion de alta humedad y materia fecal
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incrementa el riesgo de exposicion de la ubre a patdgenos ambientales™”. Al identificar la
especie que esta provocando esta condicion, se puede deducir y reducir la fuente de infeccion,
disefiar programas de prevenciony control, y orientar una estrategia terapéutica. Por otra parte,
la leche y los productos lacteos elaborados con leche proveniente de vacas con mastitis, pueden
provocar enfermedades en los seres humanos que los consumen®; de hecho, algunas especies
bacterianas aisladas de vacas con mastitis se consideran zoongticas, tales como S. aureus,
Streptococcus spp., E. coli, Leptospira spp., Mycobacterium bovis, Trueperella pyogenes,
Campylobacter jejuni, Yersinia pseudotuberculosis®®y Pasteurella multocida®?.

En Baja California (BC) existe una poblacion de 43,300 bovinos de leche con una produccion
de 158 millones de litros anuales, en tanto en Baja California Sur (BCS) existen 14,200 bovinos
de leche con una produccion de 42 millones de litros anuales?; sin embargo, no se han
realizado investigaciones documentadas sobre los agentes que provocan mastitis bovina, a pesar
de su importancia nacional en la produccion de leche y el hecho de que la prevalencia de mastitis
es relativamente alta®™). Considerando todo lo anterior, en el presente trabajo se identificaron
las especies bacterianas aisladas de vacas en produccién con mastitis, mediante técnicas
moleculares, y se determino su frecuencia relativa en siete establos lecheros participantes,
ubicados en las principales zonas productoras de la Peninsula de Baja California, México.

\\ Material y Métodos \

e Ubicacion del estudioe

Se muestrearon siete establos lecheros tecnificados representativos de las principales regiones
productoras de leche; cuatro del estado de Baja California y tres del estado de BCS (Figura 1),
los cuales se identificaron con la letra A hasta la letra G (A-D, Baja California; E-G, Baja
California Sur), con un total de 1,302 vacas en lactacion (Cuadro 1).

26



Figura 1: Distribucion de los establos muestreados en la zona de estudio

*Los circulos con contorno en puntos indican las principales cuencas lecheras de la peninsula, los
circulos con contorno continuo representan los establos muestreados.

Cuadro 1: Identificacion de establos, namero de animales en lactacién y su procedencia

Establo Vacas en Municipio Estado
produccion

A 46 Mexicali Baja California
B 600 Mexicali Baja California
C 371 Ensenada Baja California
D 218 Tecate Baja California

E 24 Comondu Baja California Sur
F 10 Comondu Baja California Sur
G 33 La Paz Baja California Sur
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Criterio de inclusion y recoleccion de muestras

Se tomaron muestras de leche siguiendo la metodologia del Consejo Nacional de Mastitis de los
Estados Unidos™® de los cuartos afectados de todas las vacas en produccion que tuvieron grado
2 0 mayor a la prueba de California (CMT) utilizando el reactivo Mastitest® (México).

«Luestionario sobre practicas de ordefia e

Se recabd informacion relevante de cada establo mediante la aplicacion de un cuestionario, con
énfasis en el protocolo de ordefia que incluyo: uso de guantes, cambio de toallas de papel o tela
por cuarto, pre-sello, post-sello y secuencia de ordefia.

e Analisis bacteriologico e

Se cultivé 0.1 ml de cada muestra de leche en cajas de Petri agar Columbia con sangre de bovino
al 5% y se incubd a 35 °C por 24 a 48 h®. La muestra con al menos 10 UFC (unidades
formadoras de colonia) con una misma morfologia se consider6 cultivo positivo a IM®, |a
muestra con distintas especies bacterianas con al menos 10 UFC cada una, se considerd [IM
mixta, y la muestra que tuviera menos de 10 UFC se consider6 cultivo negativo®. Para
determinar diferencias entre los aislados se considerdo morfologia colonial, tipo de hemolisis,
tincion Gram y prueba de catalasa“®. Finalmente, los aislados obtenidos se cultivaron en 5 ml
de caldo Todd Hewitt e incubados a 35 °C por 12 h a 200 rpm, y se hicieron tres alicuotas de 1
ml con glicerol al 10% para su almacenamiento a -80 °C y posterior identificacién molecular.
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Analisis estadistico
® ®

De acuerdo a los datos obtenidos, se utilizo el software Statistix 9®, incluyendo la estimacion
de Ji cuadrada de Pearson para establecer la asociacion entre las proporciones de muestras de
leche que tuvieron cultivo positivo entre los dos estados y entre establos, ademas, se calculé la
magnitud de asociacion (odds ratio, OR) con un intervalo de confianza de 95% estableciendo
un valor de P<0.05 para indicar significancia estadistica.

e Extraccion de ADN o

Se extrajo ADN utilizando el juego de reactivos DNeasy Blood & Tissue (Qiagen®, USA). Se
realiz6 la extraccion como recomienda el proveedor, adicionando 5 ul de lisostafina de

S. staphylolyticus 1 mg/ml para lisar bacterias del género Staphylococcus y 10 pl de
mutanolisina de Streptomyces globisporus ATCC 21553 a 1,000 U/ml para lisar bacterias del
género Streptococcus. Una vez obtenido el ADN se revisé su integridad por electroforesis en
gel de agarosa al 1% y se cuantifico por espectrofotometria A260nm/A280nm (Genesys 10uv
Thermo Spectronic, MA USA) y se almacené a -20 °C.

e ldentificacién molecular e

Se realiz6 PCR a los aislados obtenidos siguiendo dos metodologias; en la primera se
identificaron S. aureus, S. agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
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parauberis y Streptococcus uberis, mediante la técnica de PCR punto final y en la segunda se
identificaron E. coli, y cinco SCN: S. chromogenes, S. haemolyticus, S. epidermidis, S. sciuri y
S. simulans, mediante la técnica de PCR Multiplex también en tiempo final. En ambos casos, se
utilizaron protocolos previamente publicados por otros autores y sin modificaciones®’*). Por
altimo, los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 1.5% en buffer
TAE 1X (Ph 8.0; 0.04 M Tris-acetato, 0.001 M EDTA), tefiidos con 0.5 pg de bromuro de
etidio/ml y corridos a 120 V por 1 h. Se utilizé un marcador de peso molecular de 100 pb
(Promega, EUA.) y el gel se visualizé y fotografio en un sistema de fotodocumentacion (UVP,
ALE)).

A los aislados que no pudieron identificarse por las pruebas de PCR mencionadas, se les realizd
PCR punto final del gen ribosomal 16S, de acuerdo a Negoro et al*® y se mandaron a secuenciar
utilizando esos mismos oligonucledtidos mediante el método de secuenciacion de ciclo
(terminacidn de cadena dideoxi/secuenciacion de ciclo), en un equipo ABI 3730XL (Quimera,
Biolabs, Meéxico). Las secuencias obtenidas se introdujeron en la base de datos online GenBank
NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) en el
programa BLAST® para compararlas con las secuencias depositadas y determinar la especie, el
criterio fue que la secuencia tuviera un minimo de

98.5 % de identidad en comparacién con la secuencia tipo o cepa de referencia, como ya fue
descrito®@.

\! Resultados W

Se colectaron 316 muestras de leche de 186 vacas con mastitis subclinica. Se aislaron bacterias
en el 51.5 % (163/316) de las muestras, correspondientes a 106 animales (Cuadro 2). Se
determind que existe una diferencia estadisticamente significativa entre las proporciones de las
muestras de leche que tuvieron cultivo positivo en Baja California (130/270) y BCS. (33/46),
presentandose 2.7 veces mas probabilidad de que una muestra tomada en BCS tenga cultivo
positivo, que una muestra tomada de establos en Baja California (P=0.003, IC 95%, 1.3-5.4). A
nivel establo, el establo G, tiene 20 veces mas probabilidad de que una muestra de leche tenga
cultivo positivo con respecto al tomado como referencia.
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Cuadro 2: Frecuencia y magnitud de asociacién (OR) entre las muestras que presentaron
aislamiento, tomando como referencia el establo con menor proporcion de aislamientos

Muestras Muestras Muestras

Establo CMT+ con sin OR 95% IC P
(n) aislamiento  aislamiento

A 27 13 14 2.8 1.1-6.7 0.02

B 46 23 23 3.0 1.4-6.2 0.002

C 104 26 78 Referencia

D 93 68 25 8.2 4.3-15.4 0

E 6 2 4 15 0.2-8.67 1

F 17 11 6 55 1.8-16.3 0.001

G 23 20 3 20 5.5-72.8 0

Total 316 163 (51.5%) 153 (48.5%)

CMT= prueba de California para mastitis.

Durante el proceso de ordefia, ninguno de los establos cumplia completamente con buenas
practicas de ordefia para evitar infecciones intramamarias; sin embargo, por lo menos cumplian
con alguna de ellas. Asi, se observd, que por ejemplo el establo D, cumplia con la mayoria de
las buenas practicas analizadas en el estudio, sin embargo la proporcion de aislados por muestra
positiva a mastitis fue alta. En el establo C, se observd una baja proporcion de aislados, ain a
pesar que no llevaban a cabo todas las buenas practicas durante la ordefia; aunque se llevaba
una secuencia al ordefiar, dejando a las vacas enfermas a lo ultimo, lo que sugiere que el ordefiar
las vacas con mastitis al final, puede ser un factor importante para evitar la diseminacion de la
enfermedad. Los establosE, Fy G, llevaban a cabo pocas actividades para evitar la diseminacion
de la mastitis, observandose en los establos F y G una alta proporcién de aislamientos (Cuadro

3).

Cuadro 3. Protocolo de ordefia por establo

Actividad A B C D E F G
Uso de guantes + - + + - - -
Cambio de toallas de papel o tela - + - + - - -
Pre-sello + - - + + o+ -
Post-sello + + + + - - -
Secuencia de ordefia - - - - - +
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Las especies aisladas mas frecuentes fueron: S. aureus 59 % (107/182), S. agalactiae 13 %
(24/182), S. chromogenes 9 % (16/182), E. coli 2% y S. uberis 2 % (4/182) (Cuadro 4).

Cuadro 4: Especies identificadas y su frecuencia relativa

Especies Numero de aislados (%0)
S. aureus* 107 (58.8)
S. agalactiae* 24 (13.2)
S. chromogenes* 16 (8.8)
E. coli 4(2.2)
S. uberis 4(2.2)
S. saprophyticus* 3(1.6)
S. dysgalactiae 3(1.6)
Streptococcus suis 3(1.6)
P. multocida 3(1.6)
Klebsiella pneumoniae 3(1.6)
Proteus vulgaris 2(1.1)
Bacillus cereus 2(1.1)
S. agnetis* 1(0.5)
Pseudomonas aeruginosa 1(0.5)
Enterobacter hormaechei 1(0.5)
Klebsiella oxytoca 1(0.5)
Proteus mirabilis 1(0.5)
Enterococcus faecium 1(0.5)
Bacillus licheniformis 1(0.5)
Bacillus altitudinis 1(0.5)
Total de aislados 182 (100)

*Especies contagiosas

El 83 % de los aislados (151/182) fueron clasificados como especies contagiosas, en tanto el
resto fueron especies ambientales (Cuadro 5). De la misma manera, el 91.2 % de los aislados
fueron bacterias Gram positivas y el resto Gram negativas.
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Cuadro 5: Frecuencia relativa de las especies contagiosas y ambientales aisladas por
establo (%)

ﬁablo A B C D E F G Total
Especi

Contagiosas T 17 24 68 1 9 21 150
(68.75) (74.0) (85.7) (90.65) (50.0) (64.3) (87.5) (83.0)

5 6 4 7 1 5 3 30
(31.25) (26.0) (14.3) (9.35) (50.0) (35.7) (12.5) (17.0)

Ambientales

Del total de cuartos con cultivo positivo, el 6.1 % (10/163) presentaron una infeccion mixta. Las
combinaciones mas frecuentes fueron S. aureus con S. agalactiae (30 %) y S. aureus con S.
chromogenes (20 %). El 70 % de las infecciones mixtas fueron provocadas por combinaciones
entre agentes contagiosos.

) Discusion W

En el presente trabajo se obtuvo cultivo positivo en el 51.5 % de las muestras, en tanto, en un
estudio realizado en Egipto®, se obtuvieron aislados en el 96 % de sus muestras; la discrepancia
en estos datos, ademas de las condiciones medioambientales, se puede deber a que en el trabajo
mencionado se pre-incubaron las muestras hasta por 24 h a 37 °C y no se utilizé un criterio para
considerar un cultivo positivo, lo que pudo predisponer al elevado porcentaje de aislamiento
que tuvieron por muestra. Una razén por la cual en el presente estudio solo se obtuvo aislamiento
bacterioldgico en el 51.5 % de las muestras, pudo ser que en los casos de cultivos negativos, la
mastitis fue provocada por microorganismos no cultivables mediante los métodos de rutina aqui
utilizados (p. ej. Mycoplasma spp, Mycobacterium bovis, Leptospira spp. y Brucella spp.), o
debido a causas no infecciosas, tales como traumatismo, altas temperaturas o estrés en los
animales.

En los establos muestreados en Baja California Sur se encontrd que existe mas riesgo de que
una muestra positiva a CMT tenga cultivo positivo con respecto a los establos muestreados en
Baja California, lo cual se puede deber a las medidas deficientes en el protocolo de ordefia en
dichos establos, 0 a una mayor frecuencia de bacterias no cultivables en los establos
muestreados en el estado de Baja California.
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Todas las especies identificadas en el presente estudio, excepto S. suis y Enterobacter
hormaechei, se han aislado de casos de mastitis en investigaciones realizadas en otras partes del
mundo y, en algunos casos los resultados han sido muy similares; asi por ejemplo en un estudio
realizado en Suecia en establos pequefios y tecnificados®?, del 31 % de los cuartos se aisld S.
aureus, seguido por SCN con 27 %, S. dysgalactiae 15 %, S. uberis 14 % y E. coli 4.8 %. En
otro estudio®, los cuatro agentes principales fueron los mismos, sélo que E. coli fue el agente
mas frecuente con 25.5 %, seguido de S. aureus con 14.8 % y SCN y S. agalactiae, ambos con
12.7 %; el 15 % de las muestras provenian de vacas con mastitis clinica donde generalmente las
bacterias coliformes son las principales causales. En un estudio realizado en establos familiares
de Guanajuato, México®?, también se identificaron especies bacterianas aisladas de mastitis
mediante secuenciacion del gen 16S rDNA, de 11 muestras de leche, de ellas, cinco muestras
presentaron SCN, dos muestras presentaron Streptococcus spp. y una S. aureus, mostrando
resultados muy similares a los del presente trabajo.

En los establos muestreados en Baja California Sur, se encontré que no post-sellaban, lo que
pudo favorecer una alta incidencia de agentes ambientales con respecto a los establos
muestreados en Baja California, lo cual concuerda con lo encontrado en un estudio realizado en
Guerrero, México®), en donde el 97.5 % de los aislados fueron Enterobacterias, presentando
los establos malas condiciones de higiene tanto en los corrales como en el protocolo de ordefia,
ya que no pre-sellaban, post-sellaban, ni secaban pezones.

En el establo D, fue muy alta la proporcion de S. aureus, aun llevando buenas practicas de
ordefia; sin embargo, no contaban con un protocolo en el que se contemplara primero ordefar a
las vacas sanas y despues a las enfermas, lo que pudo provocar la diseminacion de la enfermedad
por el equipo o material utilizados. El establo A, de donde se aislo S. suis en dos animales, se
encuentra ubicado a 30 m de un area de produccion porcina, lo que sugiere que algun trabajador
o material pudo haber actuado como diseminador. Al igual que

S. suis, las demas especies que pueden provocar enfermedades en humanos transmitidas por
ingestion de leche contaminada®?%2?® que se aislaron en este estudio fueron: S. aureus, S.
agalactiae, B. cereus, E. coli, P. aeruginosa, Klebsiella spp, P. mirabilis y Enterobacter
hormaechei.

En el presente estudio se observo una baja frecuencia de infecciones mixtas (6.1 %), siendo

S. aureus con S. agalactiae la mas comin (30 %). En un estudio similar®, se observaron
infecciones mixtas en un 35.8 % de los cuartos con aislamiento, donde la combinacién mas
comun fue S. aureus con E. coli (18 %). En ambos estudios las dos especies aisladas mas
frecuentes, presentaron la mayoria de las combinaciones implicadas en las infecciones mixtas.
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\! Conclusiones e implicaciones

El presente trabajo es el primer reporte en Baja California, en el cual se hayan aislado e
identificado, agentes etiol6gicos por medio de técnicas moleculares a partir de muestras de leche
de vacas con mastitis, lo cual permitio la identificacion de 20 especies bacterianas, 12 de las
cuales no habian sido reportadas en México. Nueve de las especies identificadas son
consideradas zoondticas, lo cual representa un riesgo para el personal que esta en contacto
directo con los animales 0 que consume leche y subproductos no pasteurizados en la region. En
general, las practicas durante la ordefia fueron deficientes en los establos participantes, lo cual
se vio reflejado en una alta diversidad y proporcion de casos de mastitis debidas a agentes
contagiosos, por lo que es importante su implementacion y la identificacion de agentes
etiologicos, para llevar a cabo las medidas de control y prevencién acordes al tipo de agente
presente en cada caso, y asi disminuir la incidencia de esta enfermedad.

\} Agradecimientos V)

A los productores de los establos muestreados por su participacion y accesibilidad, A
CONACYyT por el apoyo a becarios de posgrado, a las Convocatorias internas de investigacion
de la UABC y al apoyo técnico de parte de Gerardo Felipe, Fernanda Bermudez, Elizama Ponce,
Tomas Cérdenas y José Luis Rodriguez.

oiteratura citada

1. Ferguson JD, Azzaro G, Gambina M, Licitra G. Prevalence of mastitis pathogens in
Ragusa, Silicy, from 2000 to 2006. J Dairy Sci 2007;90(12):5798-5813.

2. Viguier C, Arora S, Gilmartin N, Welbeck K, O’Kennedy R. Mastitis detection: current
trends and future perspectives. Trends Biotechnol 2009;27(8):486-493.

35



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Zhao X, Lacasse P. Mammary tissue damage during bovine mastitis: Causes and control.
J Anim Sci 2008;86(1):57-65.

Lam TJ, Olde R, Sampimon OC, Smith H. Mastitis diagnostics and performance
monitoring: a practical approach. Irish Vet J 2009;62(Suppl 1):34-39.

Sayed HR, Salama SS, Soliman TR. Bacteriological evaluation of present situation of
mastitis in dairy cows. Global Veterinaria 2014;13(5):690-695.

Ruegg PL. Managing mastitis and producing quality milk. In: Wiley-Blackwell. Dairy
production medicine. 1rst ed. Chichester, West Sussex, UK: John Wiley & Sons, Inc;
2011:207-232.

Quinn PJ, Markey BK, Carter ME, Donnelly WJ, Leonard FC. Microbiologia y
enfermedades infecciosas veterinarias. 1% ed. Zaragoza, Espafa: Acribia; 2002.

Valero-Leal K, Valbuena E, Chacon F, Olivares Y, Castro G, Brifiez W. Patégenos
contagiosos y ambientales aislados de cuartos mamarios con mastitis subclinica de alto
riesgo en tres fincas del estado Zulia. Rev Cientif FCV-LUZ 2010;20(5):498-505.

Sztachanska M, Baranski W, Janowski T, Pogorzelska J, Zdunczyk S. Prevalence and
etiological agents of subclinical mastitis at the end of lactation in nine dairy herds in North-
East Poland. Pol J Vet Sci 2016;19(1):119-124.

McDaniel CJ, Cardwell DM, Moeller RB, Gray GC. Humans and cattle: A review of
bovine zoonoses. Vector-Borne Zoonot 2014;14(1):1-19.

Kotton CN, Weinberg AN. Zoonoses. In: Mandell D, et al. Principles and practice of
infectious diseases. 7" ed. London, England: Churchill Livingstone; 2010.

SIAP. Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera. Poblacion ganadera bovino
leche 2013. México. 2016.

Palacios TJ, Brisuela RJ, Oshima S, Lopez VG, Herrera RJC, Renteria ETB, et al.
Identificacion y perfil de resistencia a antibidticos de S. aureus en casos de mastitis bovina
en establos lecheros de la Peninsula de Baja California. Reunidn internacional sobre
produccidn de carne y leche en climas calidos. 2016:320-323.

Oliver SP, Gonzalez RN, Hogan JS, Jayarao BM, Owens WE. Microbiological procedures
for the diagnosis of bovine udder infection and determination of milk quality. 4th ed.
Wisconsin, USA: National Mastitis Council Inc; 2004.

Abrahmsén M, Persson Y, Kanyima BM, Bage R. Prevalence of subclinical mastitis in
dairy farms in urban and peri-urban areas of Kampala, Uganda. Trop Anim Health Prod
2014;(46):99-105.

36



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

MacFaddin JF. Pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias de importancia
clinica. 3% ed. Buenos Aires, Argentina: Médica Panamericana; 2003.

Riffon R, Sayasith K, Khalil H, Dubreuil P, Drolet M, Lagacé J. Development of a rapid
and sensitive test for identification of major pathogens in bovine mastitis by PCR. J Clin
Microbiol 2001;39(7):2584-2589.

Shome BR, Das-Mitra S, Bhuvana M, Krithiga N, Velu D, Shome R, et al. Multiplex pcr
assay for species identification of bovine mastitis pathogens. J Appl Microbiol
2011;(111):1349-1356.

Negoro E, Iwasaki H, Tai K, Ikegaya S, Takagi K, Kishi S, et al. Utility of PCR
amplification and DNA microarray hybridization of 16S rDNA for rapid diagnosis of
bacteremia associated with hematological diseases. Int J Infect Dis 2012;(17):e271- e276.

Bou G, Ferndndez-Olmos A, Garcia C, Saez-Nieto JA, Valdezate S. Métodos de
identificacion bacteriana en el laboratorio de microbiologia. Enferm Infec Micr ClI
2011;29(8):601-608.

Persson Y, Nyman AJ, Gronlund-Andersson U. Etiology and antimicrobial susceptibility
of udder pathogens from cases of subclinical mastitis in dairy cows in Sweden. Acta Vet
Scan 2011;(53):36.

Ledn-Galvan MF, Barboza-Corona JE, Lechuga-Arana AA, Valencia-Posadas M, Aguayo
DD, Cedillo-Pelaez C, et al. Molecular detection and sensitivity to antibiotics and
bacteriocins of pathogens isolated from bovine mastitis in family dairy herd of central
Mexico. Biomed Res Int 2015;(2015):615153.

Olivares-Pérez J, Kholif AE, Rojas-Hernandez S, Elghandour YMMM, Salem MAZ,
Zaragoza BA. Prevalence of bovine subclinical mastitis, its etiology and diagnosis of
antibiotic resistance of dairy farms in four municipalities of a tropical region of Mexico.
Trop Anim Health Pro 2015;(47):1497-1504.

CDC. Centers for Disease Control and Prevention. Estimates of Foodborne IlIness in the
United States. USA. 2011.

Dhanashekar R, Akkinepalli S, Nellutla A. Milk-borne infections. An analysis of their
potential effect on the milk industry. GERMS 2012;2(3):101-9.

Jackson EE, Flores JP, Ferndndez-Escarin E. Reevaluation of a suspected
Cronobacter sakazakii outbreak in Mexico. J Food Prot 2015;78(6):1191-1196.

37



Antibacterial in vitro effect of silver nanoparticles on pathogens isolated from cases of
bovine mastitis

Key words: silver nanoparticles, antibacterial activity, antimicrobial resistance, Staphylococcus

spp., Streptococcus spp.

Jennifer Brisuela Raygosa, Molecular biology Laboratory, Instituto de Investigaciones en

Ciencias Veterinarias, Autonomous University of Baja California, Mexicali, B. C. México.

*Gerardo E. Medina Basulto, Molecular biology Laboratory, Instituto de Investigaciones en

Ciencias Veterinarias, Autonomous University of Baja California, Mexicali, B. C. México.
José L. Stephano Hornedo, Meredith Gould Laboratory, San Quintin, B. C. México.

Sawako Hori-Oshima, Molecular biology Laboratory, Instituto de Investigaciones en Ciencias

Veterinarias, Autonomous University of Baja California, Mexicali, B. C. México.

Gilberto Lépez Valencia, Brucellosis and tuberculosis Laboratory, Instituto de Investigaciones en

Ciencias Veterinarias, Autonomous University of Baja California, Mexicali, B. C. México.

José C. Herrera Ramirez, Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias, Autonomous

University of Baja California, Mexicali, B. C. México.

Summary

Bovine mastitis is one of the most common diseases that affect dairy cattle. Usually caused
by a microbial infection, the most used treatment are the antimicrobials, however it has been
shown that many bacteria isolated from mastitis have resistance to them. In this work, the
antibacterial effect of spherical silver nanoparticles (AgNPs) of 10 to 40 nm in diameter was
determined against 10 different species of bacteria including multidrug-resistant strains (MDR),
isolated from cases of bovine mastitis in several herds from Baja California peninsula in Mexico.
The AgNPs inhibited 100% and lysed 82% of the samples at a concentration <12ug/ml, being
effective in both Gram positive and Gram negative species, suggesting that the use of these
AgNPs can be a good alternative to treat infections caused by a diversity of species and bacterial

genera, including MDR strains.
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Introduction

Mastitis is an inflammation of one or several udder cuarters, usually due to a bacterial
infection by the genera Staphylococcus spp. and Streptococcus spp. and members of the
Enterobacteriaceae family (Gomes and Henriques, 2016). In some cases, this inflammation is
accompanied by clinical signs (pronounced signs of inflammation and systemic disease), calling
it clinical mastitis. In other cases, the signs of mastitis are imperceptible by direct observation,
being then diagnosed as subclinical mastitis, based on the diagnosis in the presence of bacteria
and changes in the cytology of milk (Djabri et al., 2002). Mastitis is considered to be the most
frequent and most costly production disease in dairy herds of developed countries (Seegers et al.,
2003), the costs include, costs of treatment (veterinarian’s time and drugs), discarded milk (during
both the course of treatment and withholding periods) herdsman’s time, fatalities and the costs
associated with repeated cases of mastitis, decreased production and quality of milk, mainly in
the case of subclinical mastitis due to decreased milk production long-term; in addition increase
of slaughter (Petrovski et al., 2006). The common treatment of this disease is the application of
antimicrobials, however recent studies have shown multiresistance to these, mainly due to the
selection of resistant bacterial pathogens (Szweda et al., 2013). Antimicrobial resistant bacterial
pathogens in animals not only pose a risk with respect to animal health but are a growing concern
regarding possible transmission to humans as foodborne pathogens (White and McDermott,
2001).

In the last 10 years, nanotechnology has gained significant momentum. Nanomaterials, as
antibacterial agents appear very promising and have already achieved much attention and it is
anticipated that these might fill those voids where traditional antibiotics recurrently fail (Zaidi et al.,
2017). It has been shown that AgNPs can interrupt bacterial metabolic processes, interact with
DNA and increase the permeability of the cytoplasmic membrane, among other effects. It is
evident that the physicochemical characteristics of the AgNPs play a fundamental role in the
interaction with bacteria, it is suggested that smaller particles with higher specific surface area
(surface-to-volume ratio) must have greater antibacterial activity (Daima and Bansal, 2015). In
addition to this, several research reports have shown that the shape of the nanoparticle can
influence its rate of uptake by cells, with the spherical-shaped AgNPs being better absorbed than

the rod-shaped ones (Mahmoudi et al., 2011).
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Minimum inhibitory concentration (MIC) is defined as the lowest concentration of an
antimicrobial that will inhibit the visible growth of a microorganism after overnight incubation, and
minimum bactericidal concentration (MBC) as the lowest concentration of antimicrobial that will
prevent the growth of an organism after subculture on to antibiotic-free media. MICs are used by
diagnostic laboratories mainly to confirm resistance, but most often as a research tool to determine
the in vitro activity of new antimicrobials (Andrews, 2001). On occasion, it may be necessary to
achieve bactericidal activity with an antimicrobial agent. This need has been well documented for
endocarditis and has been suggested by some for meningitis, for osteomyelitis, as well as for
infections in immunocompromised patients. Bactericidal activity against the patient's isolate allows
eradication to be predicted based upon the usual dosing of the antimicrobial agent or based upon
the results of an antimicrobial assay (CLSI, 1999).

Due to the multilevel mode of action of AgNPs and the current situation of antimicrobial
resistance, the objective of the present study is to evaluate the effect of AGNPs in vitro on different
bacterial species isolated from cases of bovine mastitis.

Material and methods

Nanoparticles

Commercial formulation of silver nanoparticles Argovit™ (Russia), 12 mg/mL metallic

silver, spherical of 10-40nm, functionalized with poly(vinylpyrrolidone) (PVP).

Bacteria

Fifty-six Strains isolated from bovine mastitis that included 10 bacterial species (Table 1)
were selected from a study conducted in 2012-2014 (Brisuela et al., 2018), in which they were
isolated from bovine mastitis cases in dairy herds from Baja California Peninsula, Mexico isolated.
Some of the isolates were identified by PCR with specific oligonucleotides and the rest were
identified by the partial sequencing method of the 16S rRNA gene, the antimicrobial resistance

was analyzed using the agar diffusion method according to the manufacturer's instructions.
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Table 1. No. of isolates by bacterial species

Bacterial species n

Staphylococcus aureus (S. aureus) 32

Staphylococcus chromogenes (S. chromogenes) | 6

Staphylococcus agnetis (S. agnetis) 1

Streptococcus agalactiae (Strep. agalactiae) 10

Streptococcus dysgalactiae (Strep. dysgalactiae)

Streptococcus uberis (Strep. uberis)

Enterococcus faecium (E. faecium)

Escherichia coli (E. coli)

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae)

[ I NN N e

Enterobacter hormaechei (E. hormaechei)

Total 56

Cultivation medium

Muller Hinton broth (MHB) and cow milk sterilized in an autoclave were used.

MIC and MBC

Antibacterial efficacy of the AgNPs were tested using the standard microdilution method
(CLSI, 2012) which enables to determine the MIC. The assay was carried out in 96-well
microplates of 330ul. Bacterial inoculum were prepared by direct colony suspension method, and
adjusted to a standard turbidity of 0.5 McFarland with saline and then diluted (1:20) with MHB.
The corresponding medium (MHB or milk) was added to the wells, then different concentrations
of AgNPs were added (4, 8, 12, 16, 20, 24 and 28ug / ml) and finally 10l of the bacterial inoculum
(5x10°cfu/ml) was added, the final volume in each well was 100ul with a final inoculum
concentration of 5x10° cfu/ml. In addition, positive growth control (free of AQNPs) and negative
control (only medium) were included. The plates were immediately incubated for 20 hours, at 37°C
with 200rpm, in a sterile environment. After incubation, the individual results were visually
evaluated and compared with the positive growth control; the presence of turbidity indicated that
there was no antibacterial activity by the AgNPs, the MIC was determined as the lowest
concentration that inhibited the visible bacterial growth. For the determination of the MBC, 10pl of
the well of the MIC and the wells of the 3 concentrations after the MIC were inoculated in Petri
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dishes with Muller Hinton agar and incubated for 24 hours at 37°C, the MBC were recorded as the

lowest concentration of AgNPs that produced a 299.9% reduction in growth in comparison to the

growth of the control (CLSI, 1999).

All samples were analyzed in triplicate, including the positive and negative controls in the

study.

Results and discussion

Table 2. Antimicrobial activity of AQNPs on bovine mastitis pathogens

MHB Milk
Species MDR | MIC | MBC | MBC
pg/ml

S. aureus + 12 16 20
S. aureus + 8 12 12
S. aureus + 12 12 20
S. aureus + 4 12 12
S. aureus + 12 N
S. aureus + 12

S. aureus + 12 12 12
S. aureus + 12 12 12
S. aureus + 12 12 12
S. aureus + 12 12 12
S. aureus + 12 12 20
S. aureus + 8 8

S. aureus + 12 16

S. aureus + 4 8

S. aureus + 12 16 24
S. aureus + 12 N N
S. aureus + 12 12 16
S. aureus + 12 12 12
S. aureus + 12 24 24
S. aureus + 12 12 20
S. aureus + 12 12 16
S. aureus - 8 12 24
S. aureus - 12 12 28
S. aureus - 12 12 28
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S. aureus - 12 12 20

S. aureus - 12 12 20

S. aureus - 8 12 16

S. aureus - 12 12 24

S. aureus - 12 12 28

S. aureus - 12 12 20

S. aureus - 8 8 N

S. aureus - 8 12 12

S. chromogenes + 8 12 4

S. chromogenes + 4 4 12

S. chromogenes + 8 8 12

S. chromogenes + 8 8 12

S. chromogenes + 4 8 8

S. chromogenes - 4 8 12

S. agnetis - 4 8 8

Strep. agalactiae + 8 24 N

Strep. agalactiae + 8 24 N

Strep. agalactiae + 4 8

Strep. agalactiae + 4 8

Strep. agalactiae + 4 12

Strep. agalactiae + 8 24 N

Strep. agalactiae + 8 8 N

Strep. agalactiae + 8 12 N

Strep. agalactiae + 8 20 N

Strep. agalactiae + 4 4 12
Strep. dysgalactiae - 8 20
Strep. uberis + 8 12

E. faecium + 8 12 N

E. coli + 4 4 16

E. coli - 8 8 8

K. pneumoniae + 4 4 16

E. hormaechei + 4 4 24

N= absence of lysis

Antimicrobial activity of the AQNPs were tested on 56 strains of bacteria. Table 2 shows
the obtained experimental data in the form of MIC and MBC in both MHB and sterilized milk. All
the isolates were inhibited at MIC of <12 pg/ml when analyzed in MHB (Table 2 and 3),
demonstrating that these AgNPs with their respective physicochemical characteristics possess a

high antimicrobial activity. The MICs were comparable with some studies such as Suchomel et
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al.(2015), who analyzed the microbicidal activity of AgNPs in reference strains and strains isolated
from the blood of patients hospitalized, they also used PVP as a stabilizing agent and the diameter
of the AgNPs was 20 nm, in their investigation the MICs in each bacterial species in common with

those of our study were very similar.

In addition, it was observed that the AgNPs were slightly less effective against the isolates
of S. aureus in comparison with the other bacterial species, since in most of the isolates of S.
aureus the MIC was 12 pg/ml and the MICs of the rest of species were 4 and 8 pg/ml (Table 3).

The MBCs in which 82% (46/56) of microorganisms were lysed was <12 pg/ml when
analyzed in MHB and only one isolate was not lysed at any concentration. These results are similar
to those of Mirzajani et al. (2011) where the AgNPs they synthesized measured 18 nm in diameter
and used PVA (polyvinyl alcohol) as a protective agent, the MBC was 4ug/ml in the strain of S.
aureus, in the present study we had a MBC of 4ug/ml in one strain of S. chromogenes, in 40% of

the isolates of S. agalactiae and in 75% of Enterobacteriaceae.

When the AgNPs were tested in cow's milk, the percentage of isolates lysed at
concentration of <12 pg/mlwas 43% (24/56) whereas 21.5% (12/56) of the isolates were not lysed
at any concentration established in the study, therefore the AgNPs were less effective in cow's
milk compared to the MHB, there is no previous study where they used sterilized cow's milk to

compare these results.

The MBC was highly variable in both MHB and cow's milk, and in different isolates of the
same species. In general, Enterobacteriaceae were the species most susceptible to AgNPs in
MHB. In a study conducted by Zarei et al (2014), the MBC values of Ag NPs against four foodborne
pathogens including three Enterobacteriaceae were 6.25 pg/ml, with similar results in the present
study. A lower MBC in Gram-negative bacteria may be due to the cell wall structure, which is
thinner than in Gram-positive ones. It has been shown how AgNPs form pores in the cell wall of
E. coli (Sondi and Salopek, 2004)
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Table 3. MICs of AgNPs on species with more than one isolate in MHB

No. isolates (%)
MIC (ug/ml) _ i
S. aureus MDR | S. aureus no MDR | S. chromogenes | S. agalactiae | E. coli
4 2(9.5) 0 3(50) 4 (40) 1 (50)
4 (19) 4 (36.5) 3 (50) 6 (60) 1 (50)
12 15 (71.5) 7 (63.5) 0 0 0
Total 21 (100) 11 (100) 6 (100) 10 (100) 2 (100)

The MICs obtained in the present study remain below the cytotoxic concentrations
(30ug/ml) reported in the literature (Panacek et al., 2009).

Conclusion

All the isolates included in this study were ihibited at concentration <12 ug/ml of AgNPs.
Until now, the MICs of AgNPs have not been reported in S. chromogenes, S. agnetis and Strep.
dysgalactiae The MBCs of AgNPs were not reported using sterilized cow's milk medium, being
this an alternative to observe the antibacterial activity of the AgNPs in physiological fluids. The
AgNPs used in the present study could be a good alternative for treat cows with mastitis, since it

was effective in vitro at low concentrations in 10 different bacterial species including MDR species.

The MICs of AgNPs were very similar to other studies that evaluated AgNPs with similar
physicochemical characteristics, proving that there is a reproducibility of this type of studies,
therefore this study provides another reference to compare it with AgNPs of different

characteristics and look for the most feasible option depending on the objective of interest.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos las AGNPs utilizadas mostraron buena eficacia
antimicrobiana contra patdgenos bacterianos tanto Gram negativos como Gram positivos,
ademas contra cepas MDR, siendo una posible opcion como tratamiento en casos de
mastitis bovina, ya que en la actualidad la presencia de resistencia a los antimicrobianos
sigue incrementandose y cada vez es mas evidente el riesgo latente de que tanto la
microbiota como los patégenos humanos, adquieran estas resistencias y se vuelva adn

més dificil tratar cualquier infeccion bacteriana.

Existen muchos estudios donde analizan la eficacia de las AGNPs, sin embargo,
al ser el tamafo, la forma y el agente utilizado para estabilizarlas, de las principales
caracteristicas que determinan su actividad microbicida, este estudio aporta una
referencia mas para compararlo con AGNPs de diferentes caracteristicas y buscar la

opcion mas factible dependiendo el objetivo de interés.
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