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Articulo de Investigacion

Actividad antioxidante en bacterias causantes de mastitis clinica y
subclinica en vacas mestizas de raza Carora y su relacion con el
contaje electronico de células somaticas

Antioxidant capacity in microorganisms causing clinical and subclinical mastitis in raza carora mestized cows and its relationship with
the electronic counting of somatic cells
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RESUMEN

Las bacterias en glandula mamaria elevan las CS, 90% son neutrdfilos de funcién fagocitaria liberando enzimas, mediadores
inflamatorios y especies reactivas del Oz. La superoxido dismutasa (SOD-CuZn) contrarresta estas especies, producidas por las células
blancas lacteas. El objetivo del estudio fue determinar la SOD en bacterias causantes de mastitis clinica y subclinica. Seleccionadas 20
vacas Carora-Holstein con mastitis en los primeros 20 dias postparto: 15 con mastitis subclinica y 5 con mastitis clinica, la primera
determinada por la prueba de California, confirmada por recuento electrénico de CS y la mastitis clinica con la prueba de fondo negro,
antes del ordefio. Identificadas las cepas bacterianas se dos6 la SOD en U/mL.Se aislaron 6 cepas de Staphylococcus sp cuya SOD
fue 46,27+5,08; 4 cepas de Pseudomona aeruginosa con 139,59+4,73; 3 cepas de Bacillus sp con: 36,24+0,71; 2 cepas de Streptococcus
uberis con 39,01+0,71; 2 cepas de Streptococcus dysgalactiae con 23,54+0,38; 2 cepas de Corynebacterium sp con 117,92+0,71 y 1
cepa de E. coli con 122,43. Los resultados indican que la Pseudomona aeruginosa, Corynebacterium sp y E. coli tienen una mayor
actividad de la SOD, lo que indicaria que poseen un sistema antioxidante eficiente para evadir el estallido respiratorio de las células
blancas lacteas, favoreciendo la evolucién del proceso inflamatorio en la glandula mamaria. Palabras clave: SOD, mastitis, bacterias,

vacas Carora.

ABSTRACT

The bacterium in mammary gland raise CS, 90% are neutrophils with a phagocytic function, releasing enzymes, inflammatory mediators
and reactive O2 species. Superoxide dismutase (SOD-CuZn) counteracts these species, produced by white milk cells. The objective of
the study was to determine the SOD in bacteria that cause clinical and subclinical mastitis. Selected 20 Carora-Holstein cows with
mastitis in the first 20 days postpartum: 15 with subclinical mastitis and 5 with clinical mastitis, the first determined by the California test,
confirmed by electronic SC count and clinical mastitis with the black background test, before milking. Once the bacterial strains were
identified, the SOD was measured in U/mL. 6 Staphylococcus sp strains were isolated, whose SOD was 46.27+5.08; 4 strains of
Pseudomonas aeruginosa with 139.59+4.73; 3 strains of Bacillus sp with: 36.24+0.71; 2 strains of Streptococcus uberis with 39.01+0.71;
2 strains of Streptococcus dysgalactiae with 23.54+0.38; 2 strains of Corynebacterium sp with 117.92+0.71 and 1 strain of E. coli with
122.43. The results indicate that Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium sp and E. coli have a higher activity of SOD, which would
indicate that they have an efficient antioxidant system to avoid the respiratory burst of white milk cells, favoring the evolution of the
inflammatory process in the mammary gland. Keywords: SOD, mastitis, bacteria, Carora cows.
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INTRODUCCION

La mastitis es una patologia compleja,
multifactorial en la cual interactuan el medio
ambiente, el huésped susceptible y los
microorganismos patdgenos capaces de
producir infecciones intramamarias. Se han
identificado mas de 140 microorganismos que
causan mastitis; los cuales reciben varias
clasificaciones, segun la respuesta inmune
que induce se clasifican en patégenos
mayores y patdogenos menores. Los
patdgenos mayores incluyen Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae y
Actinomyces pyogenes, y otras baterias como
Escherichia coli, Klebsiella spp. y Enterobacter
spp. Los patdbgenos menores incluyen
Mycoplasma ssp., Pasteurella ssp., Nocardia
ssp., Listeria ssp. y algunos hongos vy
levaduras, entre otros [1, 2].

Los microorganismos que mas
comunmente se conocen como causantes de
mastitis son: Streptococcus agalatiae y
Staphylococcus aureus, Corynebacterim bovis
y algunas especies de Mycoplasma; a estos
también se les conocen como
micoorganismos contagiosos ya que los
mismos tienen como reservorio la glandula
mamaria y se transmiten durante el ordefio, se
han adaptado a las condiciones de la ubre y
evaden el sistema inmune; suelen estar
asociados a mastitis subclinicas [3, 4, 5].

Otras  especies patdgenas que
podemos encontrar causando mastitis son los
géneros de Staphylococcus coagulasa
negativa (SCN), Streptococcus ambientales y
en menor medida los coliformes, conocidos
también como microorganismos ambientales,
ya que su reservorio es el ambiente donde
permanecen los animales y no las glandulas
mamarias infectadas [6]. Los
microorganismos que causan mastitis varian
ampliamente entre paises, regiones, fincas y
de un momento a otro dentro de una finca,
ademas la mastitis puede estar influenciada
por el tipo de ordefo, todo esto hace

necesario, conocer la realidad de cada finca
lechera, para de esta forma implementar
programas de control de acuerdo a los
problemas especificos [7].

Una vez que la bacteria vence la
primera linea de defensa, representada por las
barreras fisicas de la glandula mamaria (la piel
de los pezones, el musculo esfinter del pezon
y el tapdn de queratina), comienza a colonizar
el tejido mamario y se inicia la respuesta
inflamatoria, mediada por la respuesta celular.
Es bien conocido que la secrecion lactea
posee normalmente un recurso celular
defensivo  formado por: macroéfagos,
polimorfonucleares neutrofilos, linfocitos y, en
menor medida, células epiteliales, conocido en
su conjunto como células somaticas (CS) [8].

Se ha demostrado que ante una
infeccién intramamaria los neutréfilos, se
incrementan  considerablemente en la
secrecion lactea, en un periodo de 12-24
horas y su principal funcién es la fagocitosis y
la destruccion de los microorganismos [9].
Esta destruccion es llevada a cabo por
mecanismos independientes y dependientes
del oxigeno, este Ultimo, involucra la
formacion de especies reactivas del oxigeno,
que son una forma de radicales libres, entre
los cuales se encuentra el anion superéxido
[10].

Los organismos vivos aerobicos como
las bacterias y las células eucariotas poseen
sistemas antioxidantes, entre estos se
encuentran el sistema de la enzima
superoxido dismutasa (SOD) formado por un
grupo de metaloenzimas que usan un metal
redox activo para dismutar dos moléculas de
anion superoxido a oxigeno y peroxido de
hidrégeno, la ultima de las cuales es eliminada
por la catalasa y las enzimas peroxidasa [11].
La SOD poseen tres familias distintas, una
familia de SOD Mn y Fe** (que utilizan como
cofactor el metal), una familia Cu/Zn SOD que
usa Cu* para la catalisis y una familia rara de
Ni SOD [12].
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En bacterias la nomenclatura usada
para la enzima SOD es SodA, SodB y SodC
correspondiente a las SOD Mn, Fe y Cu/Zn,
respectivamente la SodA y SodB se ubican en
el interior de las bacterias y su funcién es
eliminar las fuentes intracelulares o
metabdlicas de anién superodxido, por su parte
la SodC se ubica en el espacio
periplasmico/extracelular y su funcién es
combatir directamente el superdxido del
huésped animal [13]. Por lo antes mencionado
se plante6 como objetivo determinar la
actividad antioxidante de la SOD Cu/Z (SodD)
de las bacterias causantes de mastitis clinica
y subclinica en vacas mestizas de la raza

Carora y su relacion con el recuento
electrénico de células somaticas.
MATERIALES Y METODOS

Poblaciéon y manejo

Los animales utilizados fueron vacas
(Bos taurus) de alto mestizaje de la raza
Carora pertenecientes a una explotacion
comercial ubicada en el caserio Moron en el
municipio Jiménez del Estado Lara en
Venezuela, a 9°55’11” de latitud y 69°37°39” de
longitud y una altitud de 682. m.s.n.m. El clima
es calido, caracteristico de bosque muy seco
premontano de acuerdo a la clasificacion
Holdridge [14].

La explotacion comercial maneja un
sistema de tipo intensivo y las vacas se
mantuvieron bajo las condiciones de manejo
de la finca. La poblacién estuvo representada
por las vacas, de alto mestizaje Carora-
Holstein, que se encontraran en los primeros
20 dias postparto, con mas de una lactancia y
como criterio de exclusion: vacas que hayan
sido diagnosticadas previamente con alguna
patologia (como por ejemplo enfermedad
podal, metritis, retencion de membranas
fetales, hipocalcemia y mastitis clinica), asi
como también se excluyeron las vacas que
estaban recibiendo tratamiento con cualquier
antimicrobiano al momento del experimento, la
muestra quedoé conformada por 20 vacas.

Toma de muestras

A las 20 vacas se les realizd la prueba
de fondo negro (PFN) las que resultaron
positivas al fondo negro, formaron el grupo de
vacas con mastitis clinica y se les tomo una
muestra de 5 ml de leche del cuarto afectado
en un recipiente estéril, para la identificacion
del patégeno, mientras que las negativas al
PFN se les realizé la prueba del california
mastitis test (CMT) para determinacién de
mastitis subclinica. Las vacas del grupo de
mastitis subclinica les fue tomada dos
muestras de leche; una de 50 ml recibida en
un recipiente limpio para determinacion del
recuento electrénico de células somaticas y
otra de 5 ml en un recipiente estéril para la
determinacion bacteriologica del agente
patdbgeno causante de mastitis. Todas las
muestras fueron refrigeradas a 4°C hasta el
momento de su procesamiento en los
laboratorios de Bromatologia de los alimentos
y Bacteriologia del Decanato de Ciencias
Veterinarias de la UCLA y fueron procesadas
antes de las 24 horas.

Cuantificaciéon de células somaticas

El Recuento de Células Somaticas
(RCS), se realiz6 en las muestras de animales
con mastitis subclinica y en las negativas, se
tomo para esta determinacion 50 mL de leche,
la cual mantenida en una temperatura de
aproximadamente de 4 a 5 °C hasta que
llegaron al laboratorio de bromatologia de los
alimentos del DCV de la UCLA y fueron
procesadas en un lapso no mayor a 36 horas,
la determinacién se realizé mediante el
recuento electrénico de células somaticas a
través del Fossomatic Minor®, segun las
recomendaciones de la Federacion
Internacional de Lecherias 1984.

Determinacién microbiolégica del agente
patégeno

Las muestras para la determinacion del

agente causal de mastitis fue tomada de forma

aséptica, segun las recomendaciones del
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Consejo Nacional de Mastitis (NMC por sus
siglas en inglés) [15]. Se trasladaron en una
cava con geles refrigerados, en una
temperatura de entre 4 a 5°C, hasta el
laboratorio de diagnostico Microbiolégico del
Decanato de Ciencias Veterinarias (DCV) de
la Universidad Centroccidental “Lisandro
Alvarado” (UCLA), donde fueron procesadas
segun las recomendaciones del NMC [16].
Una vez identificado el patégeno, las colonias
bacterianas eran enviadas disueltas en 2 mL
de un medio de transporte liquido (infusion
cerebro-corazéon o BHI (por sus siglas en
inglés) hasta el laboratorio de la Unidad de
Investigacion Dr.H.Moussatché (UNIHM) del
DCV de la UCLA, para su procesamiento.

Determinacion de la Actividad Antioxidante
de la enzima superoxido dismutasa CuZn
(SOD-CuZn) de las bacterias

La actividad antioxidante de la enzima
SOD de las bacterias que causan mastitis se
midié a través de un kit comercial (Cayman®-
Chemical Company Ann Arbor, MI, USA). Los
resultados se expresan en U de SOD/mL de
suspensién bacteriana.

Analisis estadistico
Los resultados fueron analizados con
estadistica descriptiva (frecuencia absoluta,
promedio ( X ) y desviacién estandar (DE).

RESULTADOS Y DISCUSION

Recuento electronico de células somaticas
en leche

Los resultados del CMT fueron validados
mediante el recuento electréonico de células
somaticas, los valores del promedio de las 15
muestras de leche con mastitis subclinica
analizadas se muestran en la Tabla I.

Los resultados de esta investigacion
indican que el CMT es una buena prueba para
la determinaciéon de mastitis subclinica los
resultados del recuento electronico de células
somaticas concuerdan con los resultados del
CMT [17, 18].

Resultados de microbiologia

Los resultados del cultivo bacterioldgico de las
muestras de leches analizadas, arrojaron que
20 muestras resultaron positivas al cultivo
bacteriano 5 con mastitis clinica y 15 con
mastitis subclinica, los microorganismos se
muestran en la Figural. La bacteria aislada
con mayor frecuencia fue el Staphylococcus
spp seguido de la Pseudomona aeruginosa,
todos los micoorganismos aislados fueron
microorganismos ambientales.

Resultados de la actividad de la enzima
SOD en bacterias causantes de mastitis
En lo que respecta a la actividad antioxidante
de la enzima SOD en las bacterias se muestra
en la Tabla Il.

Por su parte los resultados sobre la
actividad de la enzima SOD-CuZn (SodC) en
las bacterias que causan mastitis se observo
que la Pseudomona aeruginosa; el
Corynebacterium spp., la Escherichia coli
presentaron una mayor actividad antioxidante
que el resto de las bactérias aisladas, aun
cuando existen pocos resultados sobre la
actividad antioxidante en bacterias, sin
embargo, estan bien identificada la presencia
de dicho sistemas antioxidantes en estas
especies bacterianas, uno de los primeros
microorganismos en los cuales se determiné
la presencia de la SodC fue en E. coli [19].
Existen serotipo de E. coli (O257:H7 entero
patdgeno) altamente virulento, que tiene
genes adicionales de SodC, denominado
SodC-F el cual es superior a la SodC
cromosdémica en términos de resistencia a la
proteasa y mayor estabilidad para la unién a
Cu [20]. Lo cual protege eficazmente a las
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bacterias de la muerte fagocitica, y modula la
supervivencia bacteriana dentro de las células
epiteliales, donde la destruccion bacteriana
parece estar mediada por una NAD (P) H
oxidasa que se asemeja al complejo
enzimatico tipico de los fagocitos [21].
También se ha demostrado que en algunas
especies de Corynebacterium y en
Pseudomona aeruginosa presentan SodC que
les ayuda a protegerse contra el superéxido
generado externamente por las células
huésped de los mamiferos [22].

Es bien conocido que durante la mastitis
las células blancas producen grandes
cantidades de ERO lo cual genera un estado
de estrés oxidativo como respuesta celular
ante el micoorganismo causante del estado
inflamatorio [23, 24]. En algunas
investigaciones se ha demostrado como los
parametros de estrés oxidativos en la leche de
vacas con mastitis se  encuentran
incrementados cuando se comparan con los
resultados de la leche de vacas sanas [25, 26].
Estos altos niveles tanto de parametros de
estrés oxidativos como lo son los niveles de
Dienos conjugados y malondialdehido en la
leche de vacas con mastitis subclinica y
clinica, nos indican que los PMN estan
cumpliendo su funcion fagocitica, que la
produccion de ERO con el estallido
respiratorio, esta atacando a las bacterias
para su eliminacion [27].

Los resultados de esta investigacion
dan un indicio de cémo se funcionan los
sistemas antioxidantes o de defensa de los
microorganismos causantes de mastitis. Asi
mismo las bacterias Corynebacterium spp.
Pseudomona aeruginosa y E. coli presentan
una actividad de la SOD-CuZn eficiente para
evadir el estallido respiratorio de las células
blancas presentes en la leche lo que las
protege eficazmente de la muerte por
fagocitosis, este hecho favorece la evolucion
del proceso inflamatorio y evolucion de la
mastitis.
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RECS
Rango
(células/mL de leche)
CMT + 1.744.571 565.000 — 4.194.000

Tabla I. Recuento electronico de células somaticas en muestras de leche de vacas mestizas
Carora-Holstein con mastitis subclinica.

Los valores de RECS representan el X + DE

Figura 1. Microorganismos aislados de muestras de leche con mastitis

m Staphylococcus sp

B Pseudomonas aeruginosa
m Bacillus sp

| Streptococcus uberis

| Streptococcus dysgalactiae

u Corynebacterium sp

m E. coli
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Tabla Il. Actividad de la enzima SOD en bacterias causante de mastitis bovina

Actividad de la SOD expresada

Microorganismo
en U/mL

Staphylococcus sp 46,27+5,08
Pseudomona aeruginosa 139,59+4,73
Bacillus sp 36,24+0,71
Streptococcus uberis 39,01+0,71
Streptococcus dysgalactiae 23,54+0,38
Corynebacterium sp 117,92+0,71
E. coli 122,43

Los resultados son el promediotDE para cada cepa bacteriana



