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REVISION SISTEMATICA SOBRE ALTERNATIVAS DE TRATAMIENTO DE
MASTITIS BOVINA, FRENTE A LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

RESUMEN EJECUTIVO

La mastitis es la inflamacién de la glandula mamaria ocasionada por diferentes microorganismos,
entre ellos bacterias como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, entre otros; esta enfermedad trae consigo no
solo la afeccion en la salud animal, en el caso de esta revision: salud bovina, sino grandes pérdidas
economicas. EI método cominmente usado para tratar esta infeccion son los antibioticos, sin
embargo, debido a la creciente resistencia a estos, es necesario buscar alternativas que cumplan
con la misma funcion de erradicar la enfermedad; es por esto que el objetivo de esta revision es el
de buscar alternativas encaminadas a disminuir o sustituir el uso de antibio6ticos en el tratamiento
a la mastitis mostrando posibilidades que ayuden al sistema inmune a responder mejor contra los
patdgenos, asi como también, extractos de plantas con potencial antimicrobiano y diferentes

alternativas quimicas.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mastitis es la inflamacion de la glandula mamaria en mamiferos ocasionada por
microorganismos productores de mastitis, entre los cuales se encuentran Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Escherichia coli,
entre otros. Esta enfermedad es uno de los principales problemas que afectan notablemente la salud
de los bovinos y que, ademas, representa grandes pérdidas financieras por efecto de la disminucion
en la produccion, descartes tanto de leche como de vacas, las consultas y terapias para tratar la

infeccidn, esto aunado al aumento en el recuento de células somaticas?.

Por ello, nivel de produccion, segln algunos estudios, como el de Gongalves et al.? (2020), La
mastitis subclinica bovina reduce la produccién de leche y el rendimiento econémico, mostro que
las pérdidas registradas fluctuaron entre 0,07 kg/trimestre ordefio y 1,4 kg/trimestre ordefio de
acuerdo al patogeno causante de la mastitis y del tipo (clinica o subclinica) presentada por el
bovino; por otro lado, las pérdidas econdmicas registradas variaron dependiendo del lugar (granja,

pais) segun lo reportado por diferentes estudios en China, Etiopia y Europa.

Segun Bonilla et al.® (2018), la principal herramienta para el control de la mastitis es la terapia
antimicrobiana usada durante la lactancia, donde comunmente se usan antibioticos tales como la
tetraciclina, los [-lactdmicos, las quinolonas, las sulfonamidas, la estreptomicina y el
cloranfenicol; sin embargo, debido a que en la actualidad algunas bacterias han venido
demostrando diversos tipos de resistencia frente a los antimicrobianos a causa de un mal uso de
estos®, de acuerdo con lo reportado por Jiménez et al.®> (2020), Villanueva et al.* (2017) y Jaramillo
et al.! (2018), en sus recientes estudios sobre resistencia bacteriana, es imperativo enfatizar en el
correcto uso de farmacos en el tratamiento de las enfermedades, asi como considerar alternativas

a su uso®.

Ademas, es importante tener en cuenta que la OIE® (OMSA) define la resistencia antimicrobiana
(RAM) como aquellos microorganismos (bacterias, virus, hongos y parasitos) que se han vuelto
resistentes a los antimicrobianos, llegando a surgir de forma natural o por adaptacion al entorno

en que se desarrollan, razon por la cual diversos organismos internacionales y multisectoriales
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(OIE, FAO, OMS) han buscado disminuir la aparicion de ésta problematica uniendo fuerzas a

partir de la nocion de una sola salud, que interrelaciona la salud humana, animal y ambiental.

Asi mismo, la estrategia de la OIE sobre la resistencia a los agentes antimicrobianos (RAM) y su
uso prudente se da a conocer a través de cuatro objetivos principales: “mejorar la concientizacion
y la comprension; reforzar los conocimientos a través de la vigilancia y la investigacion; apoyar la
buena gobernanza y el refuerzo de competencias y promover la aplicacion de normas

internacionales’®.

Segun el Decreto 616 del 28 de febrero de 2006, creado para garantizar la inocuidad y calidad de
la leche para consumo humano, en el capitulo Il titulado Requisitos para la obtencién de la leche
en la produccion primaria, articulo V titulado Requisitos que deben cumplir los hatos productores
de leche, dicta que: “la leche procedente de animales tratados con antibioticos y otros
medicamentos veterinarios cuyos principios activos o metabolitos se eliminen por la leche, solo
podra darse para el consumo humano hasta tanto haya transcurrido el periodo de retiro especificado

en el rétulo para el medicamento o insumo pecuario en cuestion™’.

A partir de lo mencionado con anterioridad, se hace vital conocer, en primer momento, los
diferentes mecanismos que tiene la glandula mamaria como defensa natural frente a estos
patdgenos y posterior a esto, incorporar opciones de tratamiento en donde se usen productos con

caracteristicas naturales y quimicas.

1.1 Pregunta problema

¢Qué alternativas terapéuticas, diferentes a los antibidticos, pueden ser usadas para tratar la

mastitis bovina?



2. JUSTIFICACION

La mastitis es causada por microorganismos, especialmente bacterias, como Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Escherichia
coli, entre otras; ésta se presenta de forma clinica y subclinica, la primera se destaca por
alteraciones que se pueden apreciar tanto en la leche como en la ubre, mientras que la segunda se

caracteriza por la inflamacion de la glandula mamaria que no se aprecia a simple vista®.

En los estudios realizados por Jiménez et al.> (2020) y Llanos et al.2 (2021) sobre la resistencia
antimicrobiana, se da a conocer que algunas de las razones por las que se presenta este problema
son principalmente el uso inadecuado de antibidticos por parte de los ganaderos y algunos
veterinarios; los primeros debido a que, el uso de antibidticos en Colombia no esta completamente
regulado y de esta manera no se cuenta con un acceso limitado ni supervisado de los mismos,
motivo por el cual se presenta la resistencia por parte de diversas cepas de microorganismos® y los

segundos porque formulan antibidticos excesiva o inadecuadamente®,

A raiz de esto, con la creciente resistencia e incluso multirresistencia presentada por algunas
bacterias y demostrada por diversos estudios, entre los que destacan los realizados por Jiménez et
al.> (2020), Villanueva et al.# (2017) y Jaramillo et al.! (2018), es imperativo atender el adecuado

uso de medicamentos, asi como considerar alternativas a su uso®.

Por otro lado, en los alimentos de origen animal que presenten bacterias resistentes a los
antibidticos, estas seran transmitidas a los consumidores a lo largo de la cadena alimenticia, como
por ejemplo el Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA), ademas de la presencia

dafiina de trazas de antibiéticos en la leches.

Este trabajo se realiza con el fin de evaluar las diversas alternativas, diferentes a los antibiéticos,
gue permitan su uso en el tratamiento de la mastitis para el mejoramiento de la salud en bovinos
y, asi mismo, su aprovechamiento en los a&mbitos de produccion lechera y su consiguiente

beneficio para el consumidor final.
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3. IMPACTO ESPERADO

Con la presente revision se pretende sensibilizar a la poblacién ganadera y veterinaria sobre la
creciente resistencia antibiotica presentada por las bacterias, debido principalmente al inadecuado
uso de los antibidticos (profilaxis, terapia incompleta, desinformacion, entre otros) y, asi mismo,
dar a conocer alternativas que permitan mitigar ésta problematica; esto debido a que el uso de
antibidticos en lugar de ser una solucion frente al tratamiento de la mastitis, cuando no es aplicado
correctamente, se presenta como dificultad adicional, la cual deberd atender no sélo a la
enfermedad, sino también a la resistencia por el uso indiscriminado de la terapia antibiotica

tradicional.

4. USUARIOS DIRECTOS E INDIRECTOS

Los usuarios directos que se beneficiaran con esta revision seran los ganaderos, los médicos
veterinarios y los profesionales de la salud que quieran informarse sobre las problematicas
(resistencia antimicrobiana frente a la mastitis) y posibles alternativas diferentes al uso de
antibioticos tradicionales.

En cuanto a los usuarios indirectos, seran tanto los terceros que quieran adquirir conocimientos
sobre este tema, como los consumidores que seran beneficiados por las buenas practicas de

produccion implementadas por los usuarios directos.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Realizar una revision amplia sobre las opciones terapéuticas diferentes a los antibidticos como

alternativas para el tratamiento de la mastitis bovina.
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5.2 Objetivos Especificos

e Conocer los mecanismos naturales de defensa de la glandula mamaria y el papel que juega
la microbiota ante la presencia de patdgenos productores de mastitis con el fin de buscar
alternativas que aumenten la respuesta natural de la glandula.

e Clasificar las alternativas de tratamiento segin su naturaleza, conociendo su compuesto
activo y sus caracteristicas.

e Describir las ventajas que presentan las alternativas para el control y manejo de la mastitis

bovina en comparacion con el tratamiento convencional.

6. MARCO TEORICO

6.1 Antecedentes

Segun Belloso® (2009), en un principio se pensaba, segin lo ensefiado por Hipdcrates (siglo 1V
a.C.), que las afecciones presentadas por la poblacion eran debidas al desequilibrio de “humores”
0 sustancias corporales. A continuacion, partiendo de este conocimiento, Galeno durante el siglo
I1 d.C. incorpor0 sustancias presentes en la naturaleza con el fin de recobrar el equilibrio perdido
entre estos “humores” (estos preparados no poseian especificaciones sobre la cantidad a usar por
cada componente). EI campo de la ciencia farmacéutica avanzd inicialmente de forma lenta,

dependiendo del criterio de cada médico y también de cada paciente.

Posteriormente Paracelso, quien fue uno de los investigadores que impulsdé la terapéutica actual, a
lo largo del siglo XV aport6 el conocimiento sobre “la extraccion de los principios activos de las
prescripciones™. El pensaba que dentro de las prescripciones se hallaban sustancias especificas
que cumplian una funcion especifica y que presentaban el efecto demostrado. Ademas, fue quien
incluyé el concepto de dosis, cuya importancia radicé en ayudar a comprender los efectos positivos
y negativos de las sustancias usadas en cada preparado. Mas adelante, a inicios del siglo XIX la
Teoria Microbiana de la Enfermedad ayudo6 a dilucidar la causa verdadera de estas patologias, que
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hasta ese momento se encontraba oculta, dando paso al descubrimiento de los agentes

antimicrobianos especificos.

Asi mismo, el primer producto antibacteriano natural fue el pigmento azul producido por la
Pseudomonas aeruginosa (piocinasa), descubierto por E. de Freudenreich, sin embargo, este
pigmento era inestable y toxico para el uso humano. Por otro lado, el quimico Paul Ehrlich, arguyé
sobre hallar una sustancia que erradicara un organismo sin dafar el tejido del huésped, creando asi
el concepto de la “bala magica”. Lo anterior dio paso a la busqueda de dicha bala logrando una
contribucion al inicio de la historia de los antimicrobianos. Sin embargo, la toxicidad y/o efectos
secundarios de la mayoria de los productos encontrados, detuvo la implementacion en el &mbito

humano.

Para 1928, Alexander Fleming descubrid por accidente la capacidad de lisis de un hongo contra el
Staphylococcus aureus, y decidié llamar la sustancia capaz de tal actividad penicilina, empero no
se usé en los humanos pasadas un par de décadas. De ahi en adelante se empezaron a descubrir
diferentes agentes con propiedades antibidticas, por ejemplo, en 1930, donde se descubren las
sulfas, siendo la primera sustancia quimica sintética administrable estable y no tdxica para
combatir infecciones. Luego, en 1940, se inician los estudios del suelo para encontrar sustancias
que inhibieran el desarrollo de bacterias patogenas, fue asi que se descubrieron diferentes
antibioticos de los que hoy se tienen conocimiento como la estreptomicina, la clortetraciclina, la
vancomicina, las cefalosporinas, entre otros. Adicional a esto, se trabajo a la par en antibioticos
sintéticos, camino iniciado por las sulfonamidas y sus derivados para posteriormente desarrollar

antibioticos como las fluoroquinolonas. Este tipo de avance ha sido mas lento que los naturales.

A partir de esto, se ha dado un uso indiscriminado a la penicilina, hecho que favorecio el desarrollo
de resistencia en contra de esta. En el momento en que los laboratorios buscaron maneras de
desarrollar medicamentos que no fueran sensibles a las enzimas bacterianas que degradaban la
penicilina, descubrieron la meticilina, pero del mismo modo surgié una resistencia a ésta
desarrollada por los Staphylococcus y como consecuencia una diseminacion casi mundial de estas
cepas resistentes. Por ello, se identificd que la resistencia bacteriana es rapida a diferencia del

tiempo que se demora la elaboracion de los farmacos.
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Por otro lado, en el estudio de Jiménez et al*°, del afio 2016, denominado Raw milk quality in
Northwestern Colombia se evalu6 el conteo de células somaéticas, la calidad fisicoquimica y
microbioldgica de la leche cruda producida en el noroeste de Colombia. Para ello, se utiliz6 un
muestreo no probabilistico por conveniencia y un estudio de corte transversal donde las muestras
de leche cruda de 186 fincas de doble proposito fueron recolectadas. A estas se les determinaron
pardmetros fisicoquimicos, conteo de células sométicas y mesofilos. Los datos obtenidos se
analizaron por estadistica descriptiva mediante el programa estadistico SAS. En conclusion, la
calidad fisicoquimica es buena, pero hay deficiencias en la calidad microbiol6gica y sanidad de la

ubre, por lo cual se deben implementar excelentes practicas de manejo y de prevencion.

En el estudio realizado por Jamali et al'l., en 2018, se investigd la resistencia antimicrobiana,
genotipo y genes de virulencia de cepas de E. coli aisladas de mastitis clinica bovina en Iran, se
realizd deteccidn de los grupos filogenéticos y deteccidn de genes virulentos usando PCR, ademas
de evaluar la susceptibilidad antimicrobiana mediante el método Kirby-Bauer. El 83.3% de los
aislamientos fueron resistentes a al menos uno de los antibi6ticos testeados, asi mismo, las cepas

pertenecientes a los grupos filogenéticos Al y B1 fueron mas resistentes a los antibidticos.

El estudio Prevalence and characteristics of extended spectrum [-lactamase-producing
Escherichia coli from bovine mastitis cases in China de Yang et al*2. del afio 2018 se baso en
investigar la prevalencia y caracterizacion de E. coli productora de B-lactamasa de espectro
extendido (BLEE) tomada de casos de mastitis bovina en China. Para tal fin se utilizd agar
ChromID ESBL para confirmar que E. coli es productora de ESBL. Junto con esto se emplearon
PCR vy secuenciacion de ADN con el fin de caracterizar el genotipo de las bacterias productoras
de ESBL. Por ultimo, la susceptibilidad antimicrobiana se midié con el método de difusion en
disco. En conclusion, el estudio muestra alta prevalencia junto con resistencia a diversos farmacos
de cepas de E. coli productoras de ESBL de casos de mastitis bovina en China. Las -lactamasas

tipo CTX-M predominaron.

En una investigacion realizada por Sanchez et al.® en 2018 se determin6 la prevalencia de la

mastitis bovina, asi como la resistencia antimicrobiana de los patdgenos involucrados en una
14



region lechera de Colombia. Se usé la prueba de California para el diagnéstico de mastitis, por
otro lado, se us6 el aislamiento de los microorganismos patdgenos a través de siembra en agar,
coloracion de Gram y pruebas bioquimicas; la susceptibilidad fue evaluada mediante la prueba de
difusion en disco en agar Miller-Hinton. Se encontrd una prevalencia de mastitis del 45.4% con
agentes causantes CNS (46.7%). S. aureus (31.1%) y Streptococcus spp. (20.7%), K. pneumoniae
y E. coli fueron aislados en menor proporcion. Por otro lado, se encontré alta resistencia en estos

microorganismos, incluso mostraron multirresistencia, especialmente Streptococcus spp.

La revision elaborada por Bhattarai et al.'%, publicada en el 2018, denominada Mechanism of
pattern recognition receptors (PRRs) and host pathogen interplay in bovine mastitis, habla acerca
de la importancia de saber diferenciar los patrones de infeccion y la interaccién huésped-patdégeno
entre las bacterias gramnegativas, como Escherichia coli y las bacterias grampositivas, como el
estafilococo, que son bacterias capaces de producir mastitis bovina. Por lo tanto, lo que se busco
con la revisidn fue conocer y estudiar la biologia de las infecciones recurrentes, la respuesta
inmune de los agentes/huésped y la genética, para de esta forma enfatizar en el control con el fin
de disminuir las pérdidas en la industria lactea y poder garantizar leche con alta seguridad y

calidad.

El estudio de Gao et al.** del 2019, se basé en indagar la aparicion de enterococos involucrados en
casos de mastitis clinica bovina y mastitis subclinica, evaluando los perfiles de resistencia
antimicrobiana e identificando la disposicidn de integrones y matrices de casetes de genes en la
provincia de Liaoning, China. Esto se hizo por medio de microdilucion junto con la investigacion
del reparto de integrones entre los aislados. El estudio indica que los aislados de enterococos
muestran alta incidencia en la resistencia antibiotica, lo que resalta el hecho de que se debe
priorizar la utilizacion cuidadosa y consciente de antibioticos. Adicionalmente, los casetes del gen
integron se relacionan con la diseminacion de la resistencia antimicrobiana en enterococos. Esto
es importante para el disefio de estrategias que prevengan y traten la mastitis bovina en esta

provincia China.

En el estudio del afio 2019, elaborado por Srednik et al.*® se describe el primer aislamiento de un

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) en leche de vaca con mastitis en
15



Argentina. EI gen mecA se encuentra en bacterias Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina
y ocasiona resistencia a casi todos los antimicrobianos B-lactdmicos, los farmacos mas usados en
la terapia en contra de la mastitis bovina. La presente deteccion del MRSA presenta una alta
significancia a causa de ser una amenaza potencial en la salud pablica en relacion con la resistencia
a los antibioticos y el desarrollo de multirresistencia. Ciertos estafilococos en el ganado lechero
también se ven en humanos y es por esta razon que los humanos y el ganado lechero tienen la
capacidad de intercambiar bacterias surgiendo la posibilidad de nuevas fuentes de resistencia

antibiotica a nivel veterinario y humano.

En el estudio de Song et al.'® del afio 2020 se busca determinar las principales bacterias que causan
mastitis y junto con esto analizar la agrupacion de los mismos en relacion al tipo de leche (leche
tomada de vacas con mastitis de distintos grados de gravedad, que trataba de mastitis subclinica -
Lanzhou Mastitis Test positivo debil, positivo y positivo fuerte- y mastitis clinica), zona,
temporada, material de cama, parto y momento de lactancia en granjas lecheras, con el fin de
brindar informacidn necesaria para la elaboracion de programas aptos para prevenir y controlar la
mastitis bovina. Lo que se puede concluir es que, en las granjas lecheras de las provincias chinas,
se notd un cambio en la distribucion de microorganismos causantes de mastitis, se determina
también que S. aureus sigue siendo el mas frecuente. Adicionalmente, diversos factores como los
tipos de leche, las regiones, las estaciones, los materiales de cama y las formulaciones de terapia

de vacas secas se relacionan con la mastitis bovina.

En un estudio realizado por Lan et al.Y’, en 2020, se determind la susceptibilidad antimicrobiana,
filotipo y genes de virulencia de E. coli de mastitis clinica bovina en China. En el estudio se us6
el método de microdilucion en caldo MIC para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana, también
se usO PCR para la deteccion de genes de resistencia a los antimicrobianos y por Gltimo se hizo
una tipificacion filogenética. Se encontrd que el 52.2% de los aislamientos fueron no-susceptibles,
ademas que la resistencia fue mas alta en el filogrupo B1 que en el A. Por otro lado, el 70.7% de

las cepas pertenecen a 7 serotipos O.

Este estudio elaborado por Zhang et al'®, publicado en el 2020, denominado Detection of

antimicrobial resistance and virulence-related genes in Streptococcus uberis and Streptococcus
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parauberis isolated from clinical bovine mastitis cases in northwestern China, el propdsito fue
investigar la presencia de factores de virulencia seleccionados de S. uberis y S. parauberis, como
también los correspondientes genes de resistencia a los antimicrobianos, y proporcionar
informacion importante para el uso adecuado de antibidticos, profilaxis y la contencion de la
mastitis bovina. La susceptibilidad a los antimicrobianos se determind mediante la prueba E. Los
genes que codifican la resistencia a los antimicrobianos y los factores de invasividad se
examinaron mediante PCR. En conclusion, ambas especies demostraron un alto nivel de
resistencia a los antibiéticos comunmente usados en la industria de las vacas lecheras en China, y
todos los aislamientos albergaban minimo un gen de resistencia. Los datos obtenidos en el estudio
proporcionan informacidn importante para entender la patogenia de la mastitis bovina causada por
estos microorganismos, siendo esto de utilidad para desarrollar vacunas multivalentes y

procedimientos profilacticos.

El estudio de Fuenzalida et al.*® llamado Antimicrobial resistance in Klebsiella species from milk
specimens submitted for bovine mastitis testing at the Wisconsin Veterinary Diagnostic
Laboratory, 2008-2019, elaborado en el afio 2021, se basé en describir la inclinacion de la
resistencia antimicrobiana en cepas de Klebsiella cultivadas de muestras de leche enviadas al
Laboratorio para realizar pruebas de mastitis bovina. Esto se realiz6 por medio de pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana in vitro en 483 aislados de Klebsiella cultivados de 63841 muestras
de leche enviadas a partir del 1 de enero de 2008 hasta el 31 de diciembre de 2019. Se usaron diez
antimicrobianos: ampicilina, penicilina, eritromicina, oxacilina + NaCl al 2 %, pirlimicina,
penicilina/novobiocina, tetraciclina, ceftiofur, cefalotina y sulfadimetoxina. Los aislados se
catalogaron como resistentes a antibioticos especificos segin las concentraciones inhibitorias
minimas dadas en el Clinical and Laboratory Standards Institute. En conclusién, los resultados del
estudio no demuestran un alza a la resistencia antimicrobiana entre los aislamientos de Klebsiella
tomados de muestras de leche enviadas al Laboratorio. Sin embargo, la resistencia a los

antimicrobianos se debe seguir monitoreando con el objetivo de vigilar.

El presente estudio elaborado por Bag et al.?° del 2021 se realizo para aislar y detectar los factores
de virulencia, asi como también el filogrupo, la susceptibilidad a los antibiéticos y los

determinados genes de resistencia antimicrobiana en la bacteria E. coli encontrada en vacas con
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mastitis clinica. Para revisar la susceptibilidad a los antibioticos de los aislados se realizaron
pruebas de difusion en disco y adicional a esto las E. coli resistentes se examinaron para evaluar
la presencia de genes de resistencia antibidtica. En conclusion, se muestra multirresistencia por
parte de todos los aislados, lo que se puede relacionar con el uso excesivo de antimicrobianos para
controlar la mastitis o cualquier otra enfermedad en el animal. La presencia de E. coli resistente a
multiples farmacos representa un riesgo de transferencia de esta a humanos, animales y la

naturaleza por la leche y sus derivados contaminados.

En esta revision elaborada por Molineri et al.?* en el afio 2021, se habla del Staphylococcus aureus
como un patdégeno importante en la mastitis contagiosa mundial, caracterizado por ocasionar
infecciones intramamarias con respuestas insuficientes a los antibi6ticos, lo que como
consecuencia acarrea altas pérdidas a nivel financiero. Como objetivo, este estudio busco
determinar la persistente resistencia fenotipica a agentes antimicrobianos entre S. aureus en el
mundo a nivel de infecciones intramamarias bovinas en los afios 1969 al 2020. En conclusion, se
encuentra una tendencia temporal al alza en resistencia antimicrobiana para la mayoria de los
antimicrobianos revisados. En términos generales, Africa, Asia y América Latina fueron los
continentes con mas alta resistencia antimicrobiana. Adicional a esto y por ultimo, se identificaron
diferencias a nivel de métodos para probar la resistencia antimicrobiana y el tipo de disefio de
estudio para monitorearla, lo que resalta la relevancia de tales variables para que se revise y

compare la aparicion de la resistencia antimicrobiana.

En un estudio realizado por Tesfaye et al.??, en 2021, se identifico el Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina, su patron de susceptibilidad, asi como la prevalencia de la mastitis bovina
en Adama, Etiopia. Se usaron muestras de leche a las cuales se les hizo aislamiento bacteriolégico
y la evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana mediante el método de Kirby-Bauer. Se
encontrd una prevalencia del 31.5% en la mastitis con el 30.6% siendo a causa de S. aureus siendo
el 32.4% MRSA.

A continuacion, tenemos el estudio de Abd El-Aziz et al.?®, publicado en el afio 2021, que evalua
la resistencia presentada por el Streptococcus agalactiae MDR (resistente a multiples farmacos),

aislado de mastitis bovina clinica. En éste, despues de haber identificado al microorganismo en
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cuestion, se realizaron pruebas de susceptibilidad antimicrobiana por medio del método de difusion
en disco, en el que se usaron antibioticos tales como la penicilina G, amoxicilina,
amoxicilina/acido clavulanico, cloxacilina, entre otros. A continuacion, se midieron los didmetros
de las zonas de inhibicion y se interpretaron los resultados considerando como MDR a aquellos
aislamientos que demostraran resistencia a 3 0 mas clases diferentes de antibioticos. En este
estudio, el Streptococcus agalactiae mostr6 completa resistencia frente a 10 de los 15

antimicrobianos utilizados.

6.2 Bases teoricas

El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) publicé un informe sobre la
produccion de leche y sus principales paises productores (2013-2017), en donde se afirma que la
produccién mundial de leche de vaca fue de casi 606.440 millones de toneladas, correspondiendo
el primer lugar a la Union Europea con 155.855 millones de toneladas, seguido por India, Estados
Unidos y China®,

Segun Mera et al.?> (2017), la mastitis bovina es considerada de gran importancia a nivel de salud
publica dado que la leche contaminada con bacterias hace factible la transmision de enfermedades
zoondticas, tales como la brucelosis bovina, la faringitis estreptocécica y la tuberculosis. Por otro
lado, esta enfermedad se caracteriza por su alta prevalencia en los hatos lecheros siendo de las méas
importantes en esta industria puesto que denota pérdidas relevantes en cuestion de ventas y

animales, asi como la disminucion de la cantidad y calidad de la leche?.

La forma en que se desarrolle la mastitis dependerd de diversos factores, entre los que se
encuentran: medio ambiente (region donde se localice el animal), propios de la vaca como raza,
edad, en qué momento de la lactancia se encuentra y, por Gltimo, el sistema de produccion, el nivel

de produccion y el manejo que se le dé al animal?®.

En cuanto a las bacterias causantes de mastitis, las principales son: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae y Streptococcus uberis, de

las que se ha reportado resistencia a penicilina G y espiramicina (macrolido), tetraciclina y beta-
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lactamicos,  fosfomicina,  sulfametoxazol-trimetroprim,  amoxicilina,  ciprofloxacina,
oxitetraciclina, norfloxacina, gentamicina, eritromicina, cefoxitina, imipenem, cloranfenicol,

doxiciclina, ceftriaxona y ampicilina?®.

En la actualidad, la terapia antibidtica se realiza de forma intramamaria y sistémica, en donde para
ambas, la concentracion del farmaco deberd ser igual o mayor a la concentracion inhibitoria
minima (MIC); el éxito del antimicrobiano va a depender de la composicion y estructura quimica

del farmaco, de su aptitud para atravesar barreras anatdmicas y su capacidad antimicrobiana?®.

6.3 Bases legales

- CONPES 3376: Establece la politica sanitaria y de inocuidad de los alimentos en
Colombia para carne bovina y leche.

- Decreto No 616 de febrero 28 de 2006 del Ministerio de salud y Proteccion Social: Por
el cual se expiden las normas que debe cumplir la leche para el consumo humano en el
pais.

- Resolucién No. 1382 del 2 de mayo de 2013 del Ministerio de Salud y Proteccion
Social: Establece los limites maximos para residuos de antibioticos y otros medicamentos

de uso veterinario en los alimentos de origen animal destinados para consumo humano.

7. METODOLOGIA

7.1 Tipo de estudio

Esta revision es de tipo documental, exploratoria e informativa, donde se tuvo en cuenta articulos
investigativos, de revision y decretos que datan del afio 2006 hasta el afio 2022.
Bases de datos: PubMed, ScienceDirect (Elsevier), Oxford Academics Journal, Scielo, ProQuest,

Springerlink, Medline, ResearchGate.
7.2 Enfoque de la investigacion

Documental.
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7.3 Pablacion:

58 publicaciones cientificas relacionadas al tratamiento y microorganismos causales de la mastitis

bovina.
7.4 Muestra:

27 publicaciones cientificas relacionadas con los mecanismos de defensa de la glandula mamaria

y las alternativas de tratamiento para la mastitis bovina.
7.5 Criterios de exclusion:

- Mastitis en otras especies
- Mastitis causada por otras especies de microorganismos (no bacterianas)

7.6 Criterios de inclusion:

- Alternativas de tratamiento para la mastitis bovina
- Atrticulos del 2006 al 2022 en inglés, portugués y espafiol.

8. RESULTADOS

En cuanto a la calidad de la leche bovina ha generado grandes controversias a lo largo del tiempo,
una de estas controversias ha sido acerca de si la leche realmente es estéril y si hay o no la presencia
de una microbiota propiamente dicha en la glandula mamaria bovina. Este tema ha sido bastante
discutido pues se sabe a ciencia cierta que el canal del pezon y la piel del pezon presentan una
microbiota comensal, pero la veracidad acerca de la presencia de una microbiota a nivel de
glandula mamaria se ha dificultado por inconvenientes y falta de solidez en los procedimientos de
los estudios. Segun la revision de Ruegg et al.?” (2022) y la investigacion de Derakhshani et al.?®
(2020) (Tabla 1) se han identificado diversos géneros bacterianos en muestras de canal del pezon,

piel del pezon y leche més sin embargo su procedencia y factibilidad no son claras; el ADN
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bacteriano es de facil recuperacion, sin embargo, cuando hablamos de muestras de leche, la carga
bacteriana puede estar influenciada por el contacto con la piel, el medio ambiente al momento de
recoleccion de la leche asi como también por la posible presencia de ADN bacteriano o de
bacterias retenidas por la queratina del canal del pezon, entre otras fuentes aln desconocidas.

Al evaluarse la microbiota de la leche bovina, se han encontrado diferentes puntos de vista; por un
lado, Oikonomou et al.?, (2020) afirma la presencia de una microbiota en la leche y que esta se
ha comprobado en gran manera; no obstante, es una afirmacion que no se acepta a nivel general
pues se sabe que la presencia de estas comunidades microbianas puede estar ligada a aspectos
técnicos, ambientales y del huésped. Al contrario de Oikonomou et al., (2020), Metzgeren et al.*°,
(2018) en su estudio longitudinal, analizé la microbiota en la leche de los bovinos para
determinadas cohortes segun el estado de salud de la ubre se concluyd que no habia presencia de
microbiota. En base a esto se puede observar la gran variabilidad entre estudios motivo por el cual
no se tiene un consenso acerca de la presencia de una microbiota comensal por ello, es pertinente
la elaboracion de métodos investigativos estandarizados con el fin de lograr una afirmacion

universal acerca de esto.

Tabla 1. Microbiota de la gldndula mamaria

Filo Géneros Apice de la Canal del Leche
piel del pezén
pezon
Firmicutes Staphylococcus +++ +++ 4+
Streptococcus +
Lachnospiraceae + + +
Ruminococcaceae + ++ +
Enterococcus +
Clostridiales + + +
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Aerococcus ++ + ++
Planococcacea ++
Facklamia +
Lactobacillaceae +

Proteobacteria | Acinetobacter + + ++
Pseudomonas + + +
Stentotrophomonas + +
Comanonas +
Sphingomonadaceae | +
Enterobacter +

Bacteroidetes Prevotella + +
Bacteroidales + + +
Flavobacteriaceae + +
Sphingobacterium + + +

Actinobacteria | Corynebacterium +++ 4+ +++
Bifidobacterium + ++
Propionibacterium | ++ +
Arthrobacter +

Nota: + escaso, ++ moderadamente abundante, +++ abundante®’
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Para entender la patologia que desencadenan los microorganismos productores de mastitis se debe
conocer la respuesta inmune de la vaca frente a estos patdgenos (Figura 1), debido a que segun
Seroussi et al., “la respuesta a un patoégeno infeccioso depende de la especie bacteriana, la
respuesta del huésped y su interaccion”®?; la tarea del sistema inmune en la glandula mamaria es,
ademas de prevenir el establecimiento de infecciones, eliminar las ya existentes y, como
consiguiente, lograr que el tejido vuelva a funcionar de forma adecuada. Esta respuesta inmune
esta dividida en dos: respuesta inmune adquirida e innata, que se caracterizan por ser dependientes
una de la otra. Es importante tener en cuenta que la eficacia de esta respuesta inmunitaria va a
depender no solamente de que se activen los mecanismos de defensa necesarios para controlar la
invasion bacteriana, sino también de la capacidad del mismo de detenerse en el momento en que
se haya resuelto la infeccion, de manera que no se dé una respuesta inmune exacerbada o

descontrolada sino més bien optima.

Agentes infecciosos Factores predisponentes

B Staphvlococcus aureus
¢ B > Alteraciones en el pezon
p—

P> Escherichia coli

5 o Genética
B Streptococcuis agalactiae

P> Condiciones de ordefio
desfavorables como mala
higiene,

B> Streptoccocus uberis

B> Streptococcus dysagalactiae

PATOGENIA MASTITIS
BOVINA
{ Colonizacién }
Respuesta humoral o — —_— sta coluls
P Liberacién de citoquinas con Réspuesta celular
reclutamiento de macrofagos, c
> iig neutréfilos, linfocitos T v B, = Metiiagos
s Natural Killer B :
> IgM = Células epiteliales
= IgA

RESpUESTA inmune ineficaz

- G -
Created in BioRender.com bio

Figura 1. Patogenia de la mastitis bovina®!

La inmunidad innata se caracteriza por ser la primera respuesta dada por el sistema inmune cuando
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la glandula mamaria se expone al microorganismo causante de la mastitis. Adicional a esto, en
esta inmunidad, se da una activacién rapida pero corta luego del contacto con el patégeno, un
reconocimiento y respuesta inespecifica a las bacterias; si hay una exposicion repetitiva al
patdgeno causante de mastitis, la respuesta inmune no va a aumentar, sino que se presentara como

una infeccidn nueva a causa de un nuevo patogeno.

Segun Sordillo ”los componentes principales de la inmunidad innata incluyen la barrera fisica de
la punta del pezon ademés de una variedad de mecanismos celulares y moleculares que facilitan
la proteccion de la glandula mamaria”®®. En la glandula mamaria las células tienen receptores de
reconocimiento de patrones PRR que pueden interactuar con diferentes motivos conservados
exclusivos de grupos de microorganismos, denominados patrones moleculares asociados a
patdégenos (PAMP). En segundo lugar, se da la inflamacion que es critica, ya que es clave que ésta
sea de inicio rapido para neutralizar bacterias durante las etapas iniciales de invasion del tejido.
Un importante mediador en esta respuesta son las citoquinas, que regulan la intensidad y duracién
de la respuesta del huésped a la infeccion, modulando la activacion, proliferacion y diferenciacion

de las células relacionadas con la respuesta inmune.

En la inflamacion, los leucocitos locales y los reclutados son relevantes en las etapas iniciales de
la patogénesis. El requisito para apagar la respuesta inflamatoria es eliminar los patdgenos
causantes de mastitis que iniciaron la inflamacién. Por ello, si los neutréfilos pueden migrar desde
el torrente sanguineo a la glandula mamaria y eliminar las bacterias, entonces el reclutamiento de
leucocitos va a cesar y los SCC de la leche regresan a los niveles encontrados en vacas sanas.
Segun Seroussi et al. “La tasa y la eficiencia de la inmunidad innata para reconocer y responder al
patdégeno son factores clave en la duracién de la infeccion y la gravedad del dafio a los tejidos

mamarios”32,

Por su parte, la inmunidad adaptativa se caracteriza por tardar mas que la inmunidad innata en
desarrollarse, pero a diferencia de esta ultima, la inmunidad adquirida es duradera, mas fuerte y
eficaz para eliminar microorganismos patégenos, teniendo en cuenta también que es capaz de

amplificarse al exponerse de forma repetida a un patégeno.
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La generacion de esta inmunidad va a requerir principalmente dos tipos de células amplias, que
incluyen linfocitos y células presentadoras de antigenos. Los linfocitos reconocen los antigenos
bacterianos por medio de receptores de membrana especificos del patégeno invasor. La capacidad
de reconocer solo antigenos extrafios esta dada por proteinas unidas a la membrana, Ilamadas
moléculas MHC. Una respuesta inmune especifica solo se va a dar si los antigenos se unen con
una molécula de MHC en la superficie de ciertas células, un proceso conocido como presentacion

de antigenos.

Segun estudios revisados, actualmente existen dos maneras alternas a los antibidticos de tratar la
infeccion, la primera va dirigida a la erradicacion directa del patdgeno y la segunda a potenciar la
respuesta inmune del hospedador, mas especificamente en la glandula mamaria, lo que por
consiguiente eliminaria el microorganismo en cuestion y asi mismo conlleva a la resolucion de la
infeccion (Tabla 2).

Tabla 2. Alternativas de tratamiento para la mastitis bovina

Butirato de sodio (NaB)*

Fortalecimiento la respuesta Itiaconato de dimetilo (DI)*®
inmune Aceite de arbol de té (TTO)®
Mamicell®’

Acacia nilética®®#

Tetradenia riparia®

Terminalia chebula®

Ocimum sanctum®*!

Azadirachta indica*!

Aceite esencial de Thymus vulgaris* 4

Aceite esencial de Lavandula angustifolia*
Infusion intramamaria PLA2G1P (fosfolipasa de
pancreas bovino)®

Aceite esencial de Minthostachys verticillata®?
Limoneno*?

Extracto hidroalcohdlico de Punica granatum*
Allium sativum*

Bunium persicum*

Extracto de Artemicia herb alba*

Extrato de Jasonia montana*®

Extracto etanolitico y aceite esencial Alpinia
serumvet?’

Natural
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Ganado transgénico (integrasa PHIC31, beta defensina
HBD3)*

Nanoparticulas de plata (AgNPs) — aceite de canela®
Quimicas Complejo de AgNPs y cobre (AgCuNP)*°
Quitosano®51:52

Solucién liberadora de Oxido nitrico (NORS)>?
Terapia fotodinamica>

En cuanto al fortalecimiento de la respuesta inmune, existen algunos estudios que se han enfocado
en el uso de varios componentes con el objetivo de optimizarla: en primer lugar, el butirato de
sodio (NaB) es un compuesto quimico que, ademas de producir energia a las células, posee un alto
potencial de regular la respuesta inmune innata; es asi que, en la investigacion de Dai et al.>, del
afio 2020, se muestra una manera de mejorar la respuesta inmune innata por medio de la accién
del butirato de sodio (NaB) sobre la respuesta inducida por lipopolisacaridos (LPS), principales
componentes de la membrana externa en bacterias gram negativas, capaces de generar el estimulo
gue, como Ya se sabe, juega un papel importante en los estadios tempranos de la infeccién. Para
tal fin, se seleccion6 una linea celular alveolar mamaria bovina y se estimul6 con LPS y NaB para
dilucidar el efecto modulador del NaB sobre la respuesta inmune innata durante la infeccién de la
glandula mamaria in vitro. Los autores del articulo concluyeron que el butirato de sodio si mejora
la respuesta inmune innata generada por lipopolisacaridos promoviendo la expresion de

quimioquinas, citoquinas proinflamatorias y B-defensinas en células epiteliales mamarias bovinas.

El itaconato regulado por el gen de respuesta inmunoldgica 1 (Irgl) se ha identificado como un
metabolito enddgeno durante la activacion de los macréfagos, con la capacidad de aliviar la
inflamacion mediante la inhibicion de IL-1p, IL-6, IL-12 y HIF-1a a través del factor nuclear. El
objetivo del estudio de Zhao et al.*, del afio 2019, fue investigar el papel protector del itaconato
de dimetilo (DI) en la mastitis inducida por lipopolisacaridos (LPS) en ratones. El procedimiento
se realiz6 por medio de itaconato de dimetilo intraperitoneal y 24 horas después se inyectaron
lipopolisacaridos en el conducto del pezén, se utilizé la tincion hematoxilina-eosina y ELISA para
evaluar alteraciones en la glandula mamaria, proteinas y enzimas. Ademas de usar transferencia
Western para identificar el papel protector del itaconato de dimetilo al activar vias de sefializacion

de la respuesta celular. Como resultado de este estudio se afirma que el “efecto antiinflamatorio
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de DI en la mastitis inducida por LPS puede atribuirse a la depresion NF-kB mediada por TLR4 a
través de la activacion de las vias de sefializacion MAPK y Nrf2/HO-1. Por lo tanto, el itaconato

puede tener la posibilidad de ser un agente prometedor y eficaz para el control de la mastitis.

En un estudio realizado por Zhan et al.®, publicado en el afio 2020, se evaluaron los efectos de los
extractos del aceite del arbol de té (TTO), un aceite esencial extraido de las hojas de Melaleuca
alternifolia, en la expresion de genes involucrados en la respuesta inflamatoria de las células
epiteliales de la glandula mamaria bovina frente a S. aureus, asi como también la inmunidad innata
de estas células y de los polimorfonucleares. Se utilizaron las células epiteliales de tres vacas
Holstein a mitad de lactancia; asi mismo, se realiz6 un ensayo de la proliferacion del extracto de
té sobre dichas células para posteriormente evaluar su viabilidad. Con respecto a las cepas de S.
aureus utilizadas, se les hizo aislamiento tras ser causantes de mastitis bovina para evaluar su
formacion de biopeliculas y su capacidad invasora. Ademas, se realizd PCR para evaluar los genes
involucrados en la respuesta inflamatoria. Como resultados se encontré que cierta concentracion
del aceite incrementd la proliferacién de las células epiteliales mamarias ademas de mejorar su
viabilidad al exponerse a S. aureus. Por otro lado, la incubacion del extracto junto a las células,
alivia la respuesta inflamatoria causada por este patdgeno, ademas de mejorar la expresion de IL-
8 para reclutar PMN®.

Por ultimo, se encuentra disponible actualmente un producto denominado MAMICEL®’, que es
elaborado a base de extractos de plantas especificos que son capaces de fortalecer el sistema
inmune del animal frente a patdgenos productores de mastitis, de manera que se incrementa el
proceso antiinflamatorio y permite que el animal se recupere rapidamente; este tratamiento por no
contener antibidticos no precisa de retirada de la leche y se recomienda que sea consultado su uso

con un especialista.

Desde otra perspectiva, a causa de la creciente resistencia que presentan los microorganismos
productores de mastitis, los altos costos de tratamiento para los agricultores y las consecuencias
para el ser humano por las trazas de medicamentos en la leche, se ve necesario buscar tratamientos
naturales “para la identificacion de agentes antibacterianos nuevos y efectivos”3, encaminados a

cumplir el concepto de una sola salud.
28



Es asi que, enfocado hacia la busqueda de un sustituto para los tratamientos convencionales, se
han venido realizando estudios sobre diversos compuestos que tengan la capacidad de resolver la
infeccion eliminando directamente el patogeno. Dentro de estas alternativas se han evaluado
formas naturales como plantas y aceites esenciales y quimicas como nanoparticulas, las cuales se

describiran a continuacion.

En cuanto a las alternativas naturales, en el estudio de Serunkuma et al.*°, del afio 2020, fueron
seleccionadas cuatro especies de plantas (Acacia nilotica (corteza y hojas), Aloe arborescens
(hojas), Tetradenia riparia (flores y hojas) y Crassula multicava (planta entera)), con el objetivo
de evaluar su actividad antimicrobiana contra un panel de microorganismos conocidos por causar
mastitis. Para tal fin, se realizé un ensayo de microdilucién en serie para evaluar los valores de
concentracion inhibitoria minima (MIC) de cada uno de los extractos. Se concluyd, que los
extractos de A. arborescens y C. multicava no tuvieron una actividad antibacteriana satisfactoria
contra el panel de especies bacterianas usadas, pero A. nilotica y T. riparia demostraron una

actividad prometedora.

Asi mismo, en el estudio realizado por Nisrin et al.** en 2020, se corroboré la actividad
antimicrobiana de A. nilotica, al ser evaluada su eficacia contra patdgenos causantes de mastitis.
Esta investigacion se llevo a cabo comparando cuatro desinfectantes cominmente usados para la
desinfeccion de la ubre (TH4+, Tek-Trol, Virkon S, Acido peracético) con esta planta por medio
de la evaluacion del MIC y MBC revelando el potencial de A. nilotica como alternativa de

antibidtico por su buena actividad antibacteriana frente a diferentes patdgenos.

En el estudio de Silva et al.*!, elaborado en el afio 2020, el objetivo fue discutir el uso de extractos
de plantas y aceites esenciales como alternativas para el tratamiento de la mastitis bovina. El
extracto de Terminalia chebula demostré actividad antimicrobiana contra los aislados bacterianos
obtenido de muestras de leche de vacas que presentaban mastitis subclinica; por su parte, el
extracto acuoso de Ocimum sanctum redujo significativamente la concentracion de ceruloplasmina
y el recuento de células somaticas; ademas, al igual que el extracto de Azadirachta indica,
disminuyé la inflamacion de la ubre y mostré efectos inmunomoduladores en vacas con mastitis

subclinica. Por ultimo, los aceites esenciales de Thymus vulgaris y Lavandula angustifolia, contra
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Staphylococcus sp. y Streptococcus sp, demostraron una fuerte actividad antimicrobiana.

Por otro lado, en el estudio de Seroussi et al.®?, del afio 2018, se evalud la efectividad de la infusion
intramamaria de PLA2G1B (fosfolipasa de pancreas bovino) como tratamiento para vacas con
mastitis clinica por diferentes bacterias. Para ello, las glandulas mamarias se pusieron a prueba al
introducir E. coli y posteriormente fueron tratadas con PLA2G1B, lo que permitié una rapida
recuperacion de la produccion de leche y ayudd a disminuir los recuentos de células somaéticas; se
cree que al ser inofensivo el tratamiento con PLA2G1B sobre las células cultivadas, no se requiere
tiempo de retiro, es decir, no se requiere tiempo de espera desde que finaliza el tratamiento para

poder comercializar la leche del bovino.

En el estudio de Montironi et al.*?, del afio 2016, el objetivo fue determinar tanto la concentracion
bactericida minima (CBM) como la concentracion inhibitoria minima (MIC) del aceite esencial de
Minthostachys verticillata y del limoneno, que es uno de los principales compuestos de esta planta,
contra cepas de Streptococcus uberis que fueron aisladas de vacas con mastitis. Para este fin,
usaron el método de microdilucion afiadiendo 75 pl de la dilucion de cada uno a las microplacas,
junto con 1x10® UFC/mI de cada cepa. Se concluy6 que tanto el aceite esencial como el limoneno
poseen actividad antibacteriana contra las cepas probadas, aunque el primero demostrd una mayor

actividad en comparacion con el segundo.

En el estudio de Mullen et al.*3, del afio 2014, el objetivo fue determinar la capacidad
antimicrobiana que poseia Phyto-Mast, una combinacion de aceites esenciales derivados de
hierbas, contra 3 microorganismos productores de mastitis (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus chromogenes y Streptococcus uberis). En este estudio, realizaron el método de
dilucién en caldo usando leche organica entera UHT pasteurizada y homogeneizada, sustituyendo
al caldo Mueller Hinton como medio de cultivo, posteriormente afiadieron el tratamiento y 10 pl
de Mueller Hinton inoculado. Se demostro que el aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) fue
el Unico que, a una concentraciéon de 2 y 3%, obtuvo una “actividad antibacteriana consistente

contra los 3 patdgenos causantes de mastitis probados”.

En el estudio de Moreira et al.**, elaborado en el afio 2014, el objetivo fue conocer la capacidad
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antibacteriana in vitro que poseia el extracto hidroalcoholico, obtenido de la corteza de Punica
granatum, sobre bacterias aisladas de leche de vacas que presentaban mastitis. En la investigacion
usaron el método de difusion en disco para evaluar la sensibilidad de las cepas, de manera que, los
resultados que mostraron un halo de inhibicion mayor a 15 mm fueron considerados como
susceptibles. Alli se demostré que el extracto hidroalcohdlico de Punica granatum contra

Staphylococcus aureus si poseia actividad antimicrobiana.

En el estudio elaborado por Amber et al.*® del afio 2018, el objetivo fue brindar informacion
cientifica acerca de plantas ethomedicinales capaces de actuar en contra de microorganismos
causantes de mastitis, esto por medio de estudios en fitoquimica y analisis antimicrobiano in vitro
contras bacterias multirresistentes y la American Type Culture Collection (ATTC). Los analisis
fitoquimicos de las plantas seleccionadas contienen una amplia cantidad de alcaloides, en especial
Allium sativum y Bunium persicum mostrando un efecto antibacteriano significativo a
comparacion de otras plantas analizadas; por lo cual, estas dos son consideradas como potenciales

para la elaboracion de medicamentos veterinarios con bajos efectos secundarios.

El estudio realizado por Zeedan et al.*® en el 2014, tuvo como objetivo aislar e identificar
microorganismos causantes de mastitis y evaluar la actividad antibacteriana de extractos de las
plantas Artemisia herb alba y Jasonia montana frente a estos. Se emple6 la prueba de California
para el diagnostico de mastitis subclinica, asi como la MIC para la evaluacion de inhibicion y
crecimiento bacteriano. De dichas evaluaciones se encontré que ambos extractos pueden ser

usados como alternativa de tratamiento.

Diversas plantas medicinales presentan actividad antibacteriana, como es el caso de la Alpinia
zerumbet la cual es una planta propia de Asia, de la familia Zingiberaceae. Es conocida y
encontrada en Brasil por ser usada como diurético, antipirético y para disminuir la tension alta,
ademas de contar con estudios que demuestran su eficacia antimicrobiana. En el estudio de Castro
et al.*” de 2016, se tuvo como objetivo estimar la actividad antimicrobiana del aceite esencial y el
extracto etandlico de Alpinia zerumbet en contra de cepas bacterianas de Staphylococcus aureus
recogidas de vacas lecheras con mastitis subclinica como también sobre cepas ATCC. Esto se

realizd por medio del método de difusion y se hizo uso de diez tratamientos que contenian
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diferentes concentraciones de aceite esencial y extracto de etanol y el grupo control para la
realizacion de la prueba antimicrobiana. Los componentes principales del aceite esencial fueron
analizados por medio de cromatografia. Se demostré que todos los aislamientos mostraron
susceptibilidad al tratamiento utilizado por lo que se da a conocer el alto potencial antimicrobiano

del aceite junto con el extracto etanodlico de A. zerumbet en el tratamiento de mastitis bovina.

En cuanto a las alternativas quimicas, los animales transgénicos son a quienes se les transfiere uno
0 MAs genes provenientes de otro organismo a traves de diversas tecnologias; tal como el estudio
de Chen et al.*8, publicado en el afio 2017, en el que se produjo ganado transgénico usando la
integrasa phiC31 para insertar beta-defensina-3 humana (HBD3) en el genoma del ganado, que
expresaba en sus glandulas mamarias HBD3, lo que le confiere resistencia a los microorganismos
causantes de mastitis. La mastitis fue menos prevalente entre el ganado transgénico resultante y la

leche que contenia HBD3 también reprimio el crecimiento de bacterias.

En el estudio de Abd El-Aziz et al.3, del 2021, el objetivo fue evaluar la capacidad antimicrobiana
y antibiofilm de las nanoparticulas de plata (AgNPs) y del aceite de canela, en conjunto y por
separado, contra S. agalactiae resistente a multiples farmacos (MDR). Para este fin, usaron el
ensayo de difusion en pozos de agar y evaluaron los diametros de las zonas de inhibicién y los
valores de concentracion inhibitoria minima (MIC), en donde se demostré que, para todos los
aislamientos analizados, el aceite de canela y las AgNP tuvieron valores de concentracion
bactericida minima (MBC) dos veces mas altos que sus MIC registrados, lo que indicaria su efecto
bactericida. Por otro lado, la exposicion de los microorganismos a la combinacion de AgNP con
aceite de canela, dio como resultado la inhibicion en 4 horas del 100 % de las células bacterianas,
lo que demuestra que el efecto antimicrobiano del aceite de canela fue mejorado por las

nanoparticulas de plata.

El estudio de Kalinska et al.*° elaborado en el afio 2019, se plante6 objetivos como: analisis de las
propiedades fisicoquimicas de las AgQNP, CuNP (nanoparticulas de cobre) y AgCuNP (complejo
de nanoparticulas de plata y cobre) encontrados en el mercado; establecer la influencia de las
nanoparticulas en lineas celulares mamarias (humanas y bovinas) asi como establecer la influencia

de estas, en especies bacterianas patogenas especificas que comunmente causan mastitis. Los
32



resultados obtenidos en el estudio muestran que las NP analizadas no causan toxicidad sobre las
lineas celulares mamarias; por lo cual, la adicién de NP deberia ser segura para el ganado y los
humanos, con estos estudios se busca lograr la preparacion de desinfectantes que puedan utilizarse
en el ambito de ordefio de los hatos lecheros.

El quitosano es un polimero cationico natural que se obtiene de la quitina, este compuesto, ademas
de presentar actividad antibacteriana, tiene baja toxicidad, inmunogenicidad posee
biocompatibilidad y es biodegradable®**!, Variedad de estudios se han realizado de la actividad
antibacteriana de este compuesto frente a algunas bacterias causantes de mastitis bovina, como el
realizado por Zhang et al.>® en 2021, donde se exploré in vitro la actividad antimicrobiana del
quitosano en diferentes pesos moleculares sobre bacterias causantes de mastitis. Ademas, se
comparo la eficacia de un bafio de pezones con quitosano mas una baja concentracion de povidona
yodada con un producto convencional de altos niveles de povidona yodada en un disefio
experimental de ubre dividida y rebafio dividido. Como resultado se obtuvo una eficacia mayor de
la mezcla de quitosano con la povidona yodada en comparacién con sélo la povidona; y de cuatro
experimentos realizados aleatoriamente se concluyé que, con la adicion del quitosano, fue efectivo

prevenir la mastitis subclinica.

Otro estudio realizado por Breser et al.>!, en 2018, tras analizar aislamientos de mastitis bovina
cronica clasificados como estafilococos coagulasa negativos reacios a terapia antibiotica, se
estudio la respuesta tras la adicion del quitosano a la terapia con cloxacilina; tras evaluacion de
MIC y MBC se observo que la adicién del quitosano a la terapia con cloxacilina mejor6 la muerte

bacteriana.

Por otro lado, en un estudio de 2019, realizado por Orellano et al.>?, se explord el potencial
antimicrobiano de las nanoparticulas de quitosano como alternativa de tratamiento para la mastitis
bovina, evaluando el efecto microbiocida, la inhibicion de la formacién de biopeliculas y la
toxicidad en las células bovinas, comparando resultados del quitosano nativo con las
nanoparticulas. Se realizo la sintesis de las nanoparticulas de quitosano, la MIC y MBC, asi mismo,
se evalué la viabilidad bacteriana mediante un método comercial. Se concluyd que las

nanoparticulas de quitosano mostraron mejor actividad microbiocida sobre cepas aisladas de
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mastitis en comparacion del quitosano solamente.

El 6xido nitrico (NO) es un radical nitroxido que juega un rol significativo en la respuesta inmune
innata de mamiferos, incluidos los bovinos, tiene un tiempo de vida corto y cuando se encuentra
frente a hemoglobina oxigenada, es capaz de unirse a ella como metahemoglobina que se
transforma en nitrito y nitrato a causa de la metahemoglobina reductasa y luego se expulsa en la
orina. Este radical presenta atributos que lo hacen candidato en tratamientos antimicrobianos al
usar una solucion liberadora de 6xido nitrico (NORS) que puede liberar al 6xido nitrico (NO)
mesuradamente. En el estudio de Regev et al.>® del afio 2018, se analiza y estudia la solucion
liberadora de 6xido nitrico (NORS) como un posible tratamiento para la mastitis bovina. Se realizo
midiendo el efecto antimicrobiano de la sustancia en especies bacterianas asociadas con mastitis
bovina ademas de usar leche de vacas sintomaticas. También se realiz6 un estudio de escalada de
dosis en vacas lecheras sanas en ordefio. NORS da a conocer diversos beneficios como la
capacidad de eliminar bacterias resistentes junto a su metabolismo acelerado que permitiria una
eliminacién y consecuentemente una solucién pronta a la infeccién. Se requieren mas estudios que
reflejen una mayor seguridad y efectividad para que el NORS pueda ser usado como tratamiento

a la mastitis.

La terapia fotodindmica consiste en activar un fotosensibilizador que carece de toxicidad y que al
exponerse a la luz en determinada longitud de onda y densidad de energia se producen especies
reactivas de oxigeno, que cuando estan en contacto con un microorganismo, son capaces de
modificar su material genético ademas de su membrana lo que ocasiona su muerte (Figura 2). Por
ello, se busca hacer uso de esta técnica en el estudio de Moreira et al.>* denominado “Use of
photodynamic therapy in the treatment of bovine subclinical mastitis”, donde se plantea como
objetivo determinar el resultado de la terapia fotodinamica al tratar la mastitis subclinica bovina
con el fin de elaborar un protocolo terapéutico capaz de ser utilizado en la préctica. En base a los
resultados obtenidos en el estudio, se afirma que la terapia fotodinamica mostro eficiencia al usarse
in vivo en tratamiento de la mastitis subclinica en vacas. Por tal motivo, se deben hacer mas
estudios en los que se puedan elaborar méas protocolos terapéuticos a razon de la gran variedad de

microorganismos que pueden causar mastitis.
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Figura 2. Terapia Fotodinamica en la Ubre de una vaca®.

9. DISCUSION

En la actualidad, en términos generales el recuento de células somaticas (SCC) que presenta la
glandula mamaria del animal lechero sano es de 200.000 células/ml aproximadamente. Sin
embargo, niveles de SCC superiores a 200.000 células/ml, en donde haya presencia de bacterias
en la leche y ausencia de signos clinicos se denomina mastitis subclinica, a diferencia de la mastitis
clinica, en la cual se presenta una secrecion anormal de leche junto con rigidez, hinchazén y

enrojecimiento de la ubre®,

La forma en la que una bacteria puede adquirir resistencia dependera de diferentes condiciones: la
presencia de bacterias resistentes en la poblacion, si se reproducen exitosamente en presencia de
antibidticos o si por el contrario ésta es hereditaria. “En estos casos, la composicion de la poblacion

cambiara con el tiempo a favor de variantes resistentes”>>.

Por otro lado, uno de los factores de virulencia més importante en la persistencia de la infeccion
es la formacion de biopeliculas bacterianas, que se presentan en forma de capa protectora y se
adhieren a una superficie, lo que les confiere resistencia. “Se ha demostrado previamente que las
bacterias dentro de las biopeliculas pueden ser hasta 1000 veces mas resistentes a los antibi6ticos

que las bacterias de vida libre”®®.
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Segun los estudios revisados, se encontraron tratamientos alternativos capaces de optimizar la
respuesta inmune, lo cual seria beneficioso pues una respuesta inmune sélida ayudara a que el
animal se pueda defender mejor ante la infeccion. Tal como se encontrd en el estudio de Dai et
al.34, del afio 2020, en donde se puso a prueba el butirato de sodio por su solidez y estabilidad, en
este articulo se encontro que cuando la glandula mamaria esta cursando por una infeccion a causa
de la bacteria S. aureus, este compuesto puede actuar eficazmente disminuyendo la
internacionalizacion de la bacteria en las células epiteliales mamaria bovinas. Asi como el estudio
de Sun et al.%’, del afio 2020, en el cual se encontrd que el butirato de sodio control6 la respuesta
inflamatoria de las células epiteliales mamarias bovinas, ocasionada por LPS, al interferir en la

sefializacion de NF-kb y la acetilacion de histona.

Por otro lado, el itaconato de dimetilo, el cual es un metabolito enddgeno en la activacion de los
macrofagos, se probo en el estudio de Zhao et al.®®, del afio 2019, en éste se encontré como ventaja
la capacidad de este compuesto de reducir la secrecion de TNF-a e IL-1p en donde, al igual que
en el estudio anterior, se disminuye la inflamacion causada por lipopolisacaridos al ser

suministrado este compuesto.

Para optimizar la respuesta inmune se han evaluado también alternativas naturales. Como en el
estudio de Zhan et al.*®, publicado en el afio 2020, en donde al evaluar el uso de aceite de arbol de
té, se encontrd que este es capaz de permear la membrana celular y de cambiar tanto la estructura
como funcion de ésta. A nivel antimicrobiano juega un papel importante ya que colabora
reduciendo al S. aureus y un componente importante de su virulencia, como lo es la formacion de
biopeliculas, ademéas de presentar la capacidad de colaborar en la resolucion de infecciones

cronicas causadas por este patégeno.

En cuanto a las alternativas naturales evaluadas en los resultados, las plantas medicinales poseen
una amplia variedad de metabolitos secundarios (taninos, alcaloides y flavonoides), de los cuales
se han realizado estudios que confirman que tienen propiedades antimicrobianas ademas de ser
capaces de tratar enfermedades infecciosas, asi como presentar menos efectos secundarios, baja
toxicidad, ser de facil acceso y amigables con el medio ambiente. Los compuestos de las plantas

actuan independientemente de los mecanismos de resistencia que poseen los antibidticos y pueden
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actuar como fuentes importantes de nuevos antibidticos para obtener una variedad de farmacos y
compuestos activos, inhibidores de la bomba de expulsidn, que atacan la virulencia bacteriana o

pueden usarse en combinacion con medicamentos existentes3846,

En el caso de la Alpinia zerumbet, se muestra que los compuestos 4-terpineol y 1,8-cineol poseen
capacidad antimicrobiana que puede deberse a que esta planta posee sesquiterpenos en sus flores,
hojas y raices; también se habla de un efecto sinérgico entre el p-cimeno y otras sustancias de la

planta lo que promueve su efecto antibacteriano®’.

Por otra parte, en cuanto a las alternativas quimicas como el ganado transgénico que posee en su
genoma beta-defensina-3 humana (HBD3), se conoce que segin Chen et al.*, en el estudio
publicado en el afio 2017, no se necesita de una alta concentracion de HBD3 para que se demuestre
su actividad antimicrobiana y, por otra parte, que no es sencillo que se desarrolle resistencia a este
compuesto por parte de los microorganismos patdgenos, lo que equivaldria a hatos lecheros

inmunes a la mastitis bovina.

En cuanto a las nanoparticulas de plata, en el estudio de Fernandes et al.*®, publicado en el afio
2021, luego de exponer microorganismos a concentraciones subinhibitorias de AgNPs a lo largo
de 10 dias, no se desarrollé resistencia cruzada o adaptativa ya que no hubo alteracion en los
valores de MIC después del ensayo, consecuentemente con el estudio de Kalinska et al.*°,
elaborado en el afio 2019, en el cual se afirma que “la ventaja mas importante de las NP es que no
producen resistencia bacteriana”®; ademas las nanoparticulas de cobre tienen accién contra
bacterias y hongos y, por su parte, las nanoparticulas de plata poseen actividad antibacteriana y
antiviral prometedora, son radiosensibilizadores y fotosensibilizadores y pueden ser usados en la
terapia anticancerigena. A nivel de la glandula mamaria se asegura que no poseen alta toxicidad

por lo cual se espera que no se genere un efecto negativo en los tejidos de la ubre.

En otro orden de ideas, el quitosano posee efecto antimicrobiano contra diversos microorganismos,
es un biopolimero bioadhesivo, bioactivo, no tdéxico, con una gran variedad de vias de
administracién. Su actividad antimicrobiana se basa en sus propiedades fisicas, lo que aumenta la

dificultad de desarrollar o transferir resistencia. Por su naturaleza policationica, “puede interactuar
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con los acidos teicoicos cargados negativamente en la pared celular de las bacterias Gram-positivas
y eventualmente romper la membrana celular para matarlas”°. Al usarlo como solucion de lavado
del pezon como lo descrito por Zhang et al.*°, en el 2021, mejoro la actividad antibacteriana de la
limpieza realizada, asi como la unién con la povidona yodada mostrd buenos resultados sobre
bacterias causantes de mastitis, siendo el quitosano un reservorio del yodo proporcionando una

liberacion mas controlada de éste y mejorando su actividad antibacteriana.

Ademas, cuando es usado en forma de nanoparticulas (Ch-NP) puede actuar como agente
antibacteriano y presenta una actividad mejorada en comparacion al quitosano nativo como lo
indican los resultados del estudio de Orellano et al.>? de 2019, en donde “la muerte bacteriana
aument6 de manera dependiente de la dosis y el tiempo de exposicion”?, asi mismo, se encontro
que las Ch-NP tenian la capacidad de inhibir la formacion de biopeliculas de cepas asociadas a

mastitis.

Como es bien sabido, la leche que contiene trazas de antibi6ticos no es apta para venta ni para
consumo humano, razén por la cual en el estudio de Regev et al.>® del afio 2018, se evalud la
eficacia del NORS y su posible tiempo de retiro para revelar una forma de solucionar esta
problematica, es asi que 24 horas postratamiento se demostré que la cantidad de nitritos en los
cuartos tratados se habia normalizado, lo que indica que si la infeccion se elimina, la leche es
potencialmente Util entre las 24 a 48 horas después del tratamiento, esto debido a su alta capacidad
de resolucion de infecciones en un tiempo corto gracias a que se metaboliza rapidamente en el
organismo. Adicional a esto, se afirma que NORS presenta multiples ventajas en diferentes
aspectos como lo es la accion en contra de bacterias resistentes, lo que lleva a pensar que también

puede actuar cuando la resistencia ya se encuentre presente a nivel de la glandula mamaria.

Por Gltimo, la terapia fotodinamica, segun Moreira et al.>*, muestra grandes ventajas al ser aplicada
en neoplasias e infecciones de la piel y microbianas, por lo cual puede ser usada en la terapia

antimicrobiana de forma segura ya que no hay reportes que indiquen resistencia a tal tratamiento.
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10. CONCLUSIONES

Los mecanismos de defensa de la glandula mamaria en bovinos se conocen y estan ampliamente
establecidos en la literatura. Estos se veran influenciados por diferentes factores bioldgicos y
ambientales que sobrevengan de las condiciones particulares de cada bovino y de su capacidad
para superar la infeccion; sin embargo, la microbiota en la glandula no esta claramente identificada
ya que, pese a que se han realizado diversos estudios sobre esta, no se ha llegado a un consenso.
Motivo por el cual, el papel de ésta no es claro a nivel de defensa, por lo que al hablar de
mecanismos de defensa se asume que el sistema inmune innato y adaptativo son los usados por el

cuerpo y no la microbiota en su lugar.

Frente al creciente problema de la resistencia a los antibidticos y como esta afecta en el tratamiento
de una enfermedad como la mastitis, con tanta repercusion a nivel de salud animal y produccion,
se hizo una revision mostrando algunas de las posibles alternativas al uso de antibidticos frente a
esta infeccidn con el objetivo de implementarlas en un futuro cercano. Las alternativas quimicas
ofrecen una opcion innovadora frente al tratamiento de la mastitis bovina ya que entre sus
principales beneficios se encuentra la imposibilidad de la bacteria de adquirir resistencia frente a

estos compuestos de manera que se provee una solucién al problema principal de nuestra revision.

Los derivados de plantas utilizados como alternativa de tratamiento contra la mastitis bovina son
promisorios y permiten ahondar en el descubrimiento de nuevas especies con potencial medicinal
que se puedan usar en esta misma direccion, ya que se ha demostrado que son buenos agentes
antimicrobianos siendo eficaces in vitro e in vivo en algunos casos, cuando se han puesto a prueba
contra bacterias resistentes resultando en la resolucion de la infeccion. Ademas, ambos tipos de
alternativas cumplen con el concepto de una sola salud siendo mas seguros tanto para el animal en
cuestion, como para el medio ambiente y el consumidor. Por tal motivo, consideramos que a pesar
de que todas las alternativas son viables, el problema de su implementacion radica en factores
externos a estas, como lo serian: la disponibilidad de recursos, la accesibilidad a los tratamientos

y la falta de conocimiento sobre el uso apropiado de cada una de estas.

Consideramos que a pesar de que todas las alternativas son viables, el problema de su
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implementacion radica en factores externos a estas, como lo serian: la disponibilidad de recursos,
la accesibilidad a los tratamientos y la falta de conocimiento sobre el uso apropiado de cada una
de estas. En consecuencia, una forma de hacer estas alternativas mas cercanas seria realizando
trabajos de campo con el fin de comprobar la eficacia de estas y, asi mismo, darlas a conocer en el
pais, para de esta manera lograr su implementacion y difusién en beneficio de los bovinos, la

poblacién ganadera del pais, los veterinarios y demas implicados.
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