B-DEFENSINA-4 COMO BIOMARCADOR
ENDOGENO EN VACAS CON MASTITIS

Introduccion:

Las defensinas son péptidos con efectos antimicrobianos e inmunomoduladores. Su
concentracidon podria alterarse durante las infecciones y, por lo tanto, proporcionar
informacion sobre el prondstico y el curso de la enfermedad. El objetivo del presente
estudio fue investigar la concentracion de defensina en vacas con mastitis con el fin de
encontrar correlaciones entre la expresion clinica y el curso de la enfermedad y la
concentracion de defensina en la leche y la sangre.

Stephan Neumann*, Stephan SiegertY y Anneke Fischer
Métodos:

Se examinaron un total de 85 vacas lecheras. De estos, 30 animales sufrieron mastitis
clinica aguda, 25 animales fueron diagnosticados con mastitis subclinica y 30 animales se
consideraron un grupo de comparacion saludable. La beta-defensina-4 (DEFB-4) se
determiné mediante un ensayo de inmunoabsorcidn enzima especifica de la especie
(ELISA) (Bovine Defensin Beta 4 ELISA Kit, MyBioSource).

Resultados:

Se detectaron las concentraciones mas altas de DEFB-4 en los animales con mastitis
clinica aguda. Se midieron valores de 0 a 895 pg/mL (mediana: 115 pg/mL) en la leche y
de 40 a 016 pg/mL (mediana: 245 pg/mL) en suero. Las concentraciones de este grupo
diferian significativamente de las de los animales con mastitis subclinica (p < 0,0001
suero; p = 0,015 leche). En este grupo, se registraron concentraciones de 15-211 pg/mL
(mediana: 46 pg/mL) en la leche y 20-271 pg/mL (mediana: 85 pg/mL) en el suero.

Discusion: Nuestros resultados también muestran que en los casos de mastitis aguda
después de 12 dias de tratamiento todavia hay un proceso inflamatorio activo en el tejido,
porque no se pudo encontrar una reduccidn significativa de las células somaticas y la
defensina después del nuevo examen. Dado que las concentraciones de DEFB-4 de
animales con mastitis clinica que tuvieron que ser tratados con antibidticos diferian
significativamente de las de los animales con mastitis subclinica que no requerian
tratamiento con antibibticos, se puede suponer que el DEFB-4 bovino es un parametro
enddgeno importante para la defensa contra las infecciones bacterianas de la ubre.

1. Introduccion

La interaccion entre los patdgenos y el huésped en una inflamacién relacionada con la
infeccion es un proceso complejo. Aunque la comprension de este proceso esta
progresando, solo se han establecido unos pocos marcadores (leucocitos, proteinas de
fase aguda, globulinas) para evaluar su extensioén y curso, asi como el prondstico. El



aumento del conocimiento de los mecanismos de la inflamacion relacionada con la
infeccidbn podria generar nuevos marcadores y abrir mas opciones terapéuticas en
enfermedades infecciosas.

Las defensinas son péptidos antimicrobianos (AMP), que forman parte del sistema
inmunitario activo (1-3). En funcion de su estructura molecular, se pueden distinguir alfa,
beta y thetadefensinas (1, 4). La liberacion local de defensinas es inducida por una
reaccion mediada por un receptor de tipo Toll (TLR) en la que el receptor de la célula
huésped interactia con patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP), como los
lipopolisacéridos. La consecuencia de la unién a los receptores es el aumento de la
expresion de defensinas (5, 6). En consecuencia, Goldammer et al. (7) podrian demostrar
una expresion de DEFB-5 bovino inducida por TLR-2 y TLR-4.

Los efectos de las defensinas son antimicrobianos e inmunomoduladores. El primer efecto
se basa en la carga molecular positiva, que permite una interaccion dependiente de la
carga con la pared celular bacteriana cargada negativamente, especialmente los
lipopolisacéaridos (8). Por lo tanto, las defensinas pueden causar despolarizacién de la
membrana celular y, por lo tanto, una desestabilizacién del potencial de la membrana y la
lisis de la célula (8, 9). Ademas, las defensinas muestran funciones inmunomoduladoras.
Algunas defensinas tienen un efecto quimiotactico en los monocitos y macréfagos (10, 11)
e inducen la activaciéon y degranulacién de los mastocitos (12, 13). Posteriormente, se
liberan histamina y prostaglandina D2, que promueven el reclutamiento de granulocitos de
neutrofilos (14, 15). La degranulacion de los granulocitos de neutréfilos reclutados vuelve
a liberar defensinas, lo que resulta en un bucle de retroalimentacion positiva (11).
Ademas, actuan quimiotacticamente sobre las células dendriticas y las células de
memoria T y, por lo tanto, representan un vinculo entre la respuesta inmune innata y
adaptativa (16).

La investigacion de las defensinas parece ser interesante para identificar nuevos
biomarcadores enddgenos para la deteccidn de procesos inflamatorios relacionados con
la infeccion, el pronéstico de enfermedades vy, posiblemente, para evaluar las opciones
terapéuticas. Aqui, la mastitis ha sido elegida como una enfermedad infecciosa, ya que es
una de las enfermedades mas comunes de las vacas (17-19). Conduce a graves pérdidas
financieras y causa un uso masivo de antibiéticos en la industria lactea en todo el mundo
(20). La mastitis suele ser causada por infecciones bacterianas (21). Los principales
patdgenos de la mastitis son los estafilococos, especialmente el Staphylococcus aureus
(S. aureus), los estreptococos, como el Streptococcus uberis (S. uberis), asi como los
enterococos y Escherichia coli (E. coli) (22).

En el presente estudio, se ha investigado el DEFB-4 en vacas con mastitis. DeFB-4 se
eligié porque esta molécula ya se ha detectado en vacas (23-26). Younis et al. (21) han
demostrado que en las vacas la expresion de los genes DEFB-4 es inducida por la
infeccion por E. coli de la glandula mamaria. Por lo tanto, el objetivo era determinar los
niveles de proteina DEFB-4 en la leche y el suero sanguineo con el fin de investigar
posibles correlaciones con la mastitis aguda vs. subclinica en vacas.

2. Material y métodos
2.1. animales
En el estudio se examind un total de 85 vacas de la raza Holstein-Friesian.

Los animales se dividieron en tres grupos. El grupo 1 es el grupo de control que consistia
en vacas clinicamente sanas cuyo recuento de células somaticas de la leche era <
100.000 células/ml. Ninguno de los cuartos de la ubre mostrdé signos clinicos de
inflamacion y la secrecién fue macroscdpicamente normal.



El grupo 2 consistia en animales con mastitis aguda. Se utilizaron los siguientes criterios:
el recuento de células somaticas en la leche fue de >100.000 células/ml y mostraron
sintomas clinicos de inflamacién en al menos un cuarto de ubre. Ademas, la leche se
alter6 macroscopicamente.

El grupo 3 incluyé animales con mastitis subclinica. En comparacion con el grupo de
control, el recuento de células sométicas en la leche fue de >100.000 células/ml. En estos
animales, ninguno de los cuartos de la ubre mostr6 signos clinicos de inflamacién y la
leche no se alter6 macroscépicamente.

Se tomaron muestras de leche y sangre de cada animal el primer dia de tratamiento y
nuevamente después de 12 dias en los grupos 2 y 3. En un estudio cinético de tiempo
adicional, se monitorearon cuatro vacas con mastitis aguda durante siete semanas. Se
volvieron a examinar después de tres, cinco y siete semanas, y cada vez se recogieron
una muestra de leche y otra de sangre. Una de estas vacas mostré6 cambios en dos
cuartos de ubre y por lo tanto se tomaron dos muestras de leche en este caso. Todos los
examenes fueron aprobados por la Oficina Estatal de Proteccion al Consumidor y
Seguridad Alimentaria de Baja Sajonia (Niedersachsisches Landesamt fir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, LAVES) (numero de expediente:
33.9-42502-05-16A089), llevados a cabo de conformidad con la Ley de Bienestar Animal y
supervisados por el Oficial de Bienestar Animal de la Universidad Georg-August en
Géttingen.

2.2. Muestras

2.2.1. Muestras de leche: Preparacion para la medicion DEFB-4, recuento de células
somaticas, bacteriologia

Las muestras de leche se tomaron después de una limpieza a fondo de los pezones con
panos de limpieza humedos neutros en la piel con pH. En el grupo 2 se tom6 una muestra
de leche del cuarto inflamado. En el grupo 3 se tom6 muestras del cuarto con el mayor
recuento de células somaticas de acuerdo con la prueba de mastitis de California,
mientras que en el grupo 1 se recogieron muestras de leche de todos los trimestres. Una
parte de la muestra de leche se utiliz6 para el andlisis DEFB-4. Para este proposito, la
leche se centrifugd a 1.000 x g durante 20 minutos. Después de eliminar la capa de grasa,
se pipeted el sobrenadante, se alicuolié en tubos de Eppendorf y se congel6 a -80 °C.

Otra parte de la muestra de leche se utilizé6 para medir el recuento de células somaticas
utilizando el recuento Optico de fluorescencia automatizado (Fossomatic). Para este
proposito, se llenaron unos cinco ml de leche en tubos especiales para el diagnéstico de
mastitis (IfM, Verden, Alemania) y se enviaron al Instituto de Pruebas de Leche (Institut fur
Milchuntersuchung, IfM, Verden, Alemania). Una tercera parte de la muestra de leche se
utilizé para el examen microbioldgico en el Instituto de Microbiologia de la Universidad de
Medicina Veterinaria de Hannover extendiendo la leche en diferentes medios, como el
agar de Columbia, el agar de Gassner, el agar selectivo para estafilococos y
estreptococos, respectivamente, y afiadiendo alrededor de 200 pL a un caldo de Después
de una incubacién especifica, los niveles de colonizacion se dividieron en bajos (1,0 x 103
bacterias/ml de leche), medios (1,0 x 104 — 105 bacterias/ml de leche) y altos (=0 x 106
bacterias/mL de leche).

2.2.2. Muestras de sangre: Preparacion para la medicion de DEFB-4, hematologia,
quimica clinica

Se tomaron muestras de sangre de la vena caudal media utilizando una canula de
inyeccion estéril (20G 0,9 x 40 mm) y se transfirieron a tubos de suero y EDTA (Sarstedt
AG & Co, Nimbrecht, Alemania). Para el analisis DEFB-4, uno de los tubos de suero se



centrifug6 a 1.000 x g durante 20 minutos, se pipeted, alicuol y se congeld a -80 °C hasta
el andlisis.

Ademas, se utilizaron analisis de sangre para detectar leucocitos, su diferenciacion y para
medir los parametros clinico-quimicos para determinar el estado de salud de los animales.
Se realizaron exadmenes hematoldgicos en sangre EDTA utilizando la maquina de analisis
IDEXX ProCyte DxTM (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine, EE. UU.). Para los
parametros clinico-quimicos, el suero se centrifugé a 1.000 x g durante 6 minutos y se
midi6 fotométricamente por Konelab 20i (Thermo Fischer Scientific Inc., Dreieich,
Alemania).

2.3. Deteccion de DEFB-4 mediante un ensayo de inmunoabsorcion enzimatica

Se utilizd un kit ELISA de sandwich cuantitativo especifico de la especie con una
sensibilidad reportada de 2,0 pg/ml para medir los niveles de DEFB-4 en suero y leche
(MyBioSource, San Diego, EE. UU.; Cat. No.: MBS9353192). El inmundgeno del
anticuerpo de captura es la proteina recombinante de longitud completa del bovino
DEFB-4. El inmunégeno del anticuerpo de deteccién es un fragmento recombinante de
acuerdo con aa 23-63 de Bovino DEFB-4. El estandar es la proteina bovina recombinante
de longitud completa de E.coli.

Segun el fabricante, el coeficiente de variacion intra e inter-ensayado es <15 %, que
pudimos confirmar con valores incluso <10 %. Todas las muestras y estandares se
anadieron por triplicado a la placa precubierta con un anticuerpo monoclonal especifico
DEFB-4. Posteriormente, se afiadié un segundo anticuerpo conjugado a la peroxidasa de
rabano picante y se incubd la placa durante 1 h a 37 °C. El plato se lavd 4 veces con
solucién de lavado y se elimind todo el liquido. Se anadieron perdxido de hidroégeno y
tetrametilbencidina, lo que resultd en un cambio de color a azul durante un segundo
periodo de incubacién durante 15 minutos a 37 °C. La reaccion se detuvo afiadiendo
acido sulfarico, visible por el cambio de color a amarillo. La densidad 6ptica se determiné
fotométricamente a una longitud de onda de 450 nm utilizando un lector de microplacas
TECAN (TECAN Austria GmBH, Grddig, Austria). La serie estandar se expresdé como una
funcién lineal, que luego se utilizé para calcular las concentraciones de DEFB-4.

2.4. Estudio in vitro

Para un estudio in vitro, se recogid leche de vaca fresca y no tratada de cuatro animales
clinicamente sanos y se alicuolé en tres partes. Una muestra quedé sin tratamiento, una
muestra fue inoculada con E. coli (1,0 x 103 UFC) y una muestra con Streptococcus (Sc.)
agalactiae (1,0 x 1083 UFC). Las muestras se incubaron a 37 °C y se analizaron las
submuestras para DEFB-4 después de 24, 36, 48 y 72 h. La concentracion de DEFB-4
utilizada para la comparacidén dependiendo del tiempo fue la media de las cuatro muestras
de leche. Ademas, se mididé el recuento de células soméaticas de las muestras (IfM,
Verden, Alemania).

2.5. Estadisticas

Todos los datos se analizaron estadisticamente y se presentaron graficamente con el
programa Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, EE. UU.).

Los valores se examinaron para la distribucion normal mediante la prueba Shapiro-Wilk.
La mediana, el cuartil inferior y superior, asi como los valores maximo y minimo, se
visualizaron utilizando gréaficos de caja y dispersion.

A excepcion del grupo de control saludable, todos los valores de los grupos individuales
no se distribuyeron normalmente, por lo que se utilizaron procedimientos de prueba no
paramétricos. Para la comparacion de dos grupos independientes (por ejemplo, sanos/



enfermemos) se utilizé6 la prueba Mann-Whitney-U, para dos grupos interdependientes
(por ejemplo, el examen inicial y el reexamen del mismo animal) se utilizé la prueba de
rango firmado de Wilcoxon. Para probar las correlaciones, se realizo la correlacion de
rango de Spearman. A P < 0,05 se consider6 estadisticamente significativo. Ademas, se
realiz6 un andlisis de ROC para determinar el limite para distinguir entre la mastitis
subclinica y las vacas sanas.

3. Resultados

3.1. Comparacioén de las concentraciones de DEFB-4 de vacas sanas frente a vacas
con mastitis clinica aguda

Las concentraciones de DEFB-4 en vacas sanas se compararon con las de vacas
enfermas. Por lo tanto, se examinaron y muestrearon 30 vacas clinicamente sanas (grupo
1) cuyo recuento de células somaticas de leche fue de 44.000 células/ml (7.000 a 100.000
células/ml) (Figura 1). Como era de esperar, los animales de este grupo mostraron
leucocitos dentro del rango normal y no mostraron signos de enfermedad. En unas pocas
muestras se detectaron Staphylococcus aureus (n = 5), Streptococcus parauberis (n = 5),
Streptococcus uberis (n = 3) y Escherichia coli (n = 3). En este grupo, las concentraciones
de DEFB-4 oscilaron entre 48 y 344 pg/mL (mediana: 153 pg/mL) en suero y 83-120 pg/
mL (mediana: 97 pg/mL) en la leche (Figuras 1, 2). Se tomaron muestras de 30 vacas con
mastitis clinica aguda (grupo 2). Antes del muestreo, se supo, debido a la informacion del
agricultor respectivo, que se aumentd el recuento combinado de células soméaticas de los
cuatro cuartos de la ubre juntos. Sin embargo, debido a problemas técnicos, solo fue
posible medir el recuento de células somaticas del cuarto de ubre afectado aislado de 14
vacas. Por lo tanto, las evaluaciones estadisticas se basaron solo en 14 animales. El
recuento promedio de células somaticas fue de 8.890.000 células/ml (155.000-21.142.000
células/ml) (Figura 1). Todas las vacas del grupo 2 mostraron sintomas clinicos tipicos de
mastitis. En consecuencia, en la mayoria de las muestras se detectaron patdgenos tipicos
de mastitis, incluidos S. uberis (n = 12) y E. coli (n = 6) que se identificaron como los
principales patdégenos. Se muestran mas detalles en la Tabla Suplementaria 1. En el
grupo 2 se encontraron las concentraciones mas altas de DEFB-4. En suero, las
concentraciones oscilaron entre 40 y 1.016 pg/mL (mediana: 245 pg/mL), en la leche de 0
a 895 pg/mL (mediana: 115 pg/mL). En comparacién con las concentraciones de DEFB-4
del grupo de control sano, encontramos que las concentraciones séricas de DEFB-4 del
grupo 2 fueron significativamente mas altas (p = 0,02), pero no se pudo detectar ninguna
significacion en la leche (p = 0,61) (Figura 1).
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Figura 1. La concentracion de DEFB-4 se agrup6 con el recuento de células sométicas,
que actualmente es el parametro estandar para la deteccion de mastitis. Se probaron 30
vacas con mastitis clinica aguda en dos momentos diferentes y se compararon con un



grupo de control saludable. T1 marca el momento del muestreo inicial y T2 el tiempo del
segundo muestreo 12 dias después. (A) muestra las concentraciones de DEFB-4 en
suero y (B) muestra las concentraciones de DEFB-4 en la leche. Los cambios
significativos estdn marcados con asteriscos (*), mientras que «ns» significa «no
significativo». El nivel de significacion se establece en p < 0,05.

Figura 2. La concentracion de DEFB-4 se agrup6 con el recuento de células somaticas,
gue es actualmente el pardmetro estandar para la detecciéon de mastitis. Se probaron 25
vacas con mastitis subclinica en dos momentos diferentes y se compararon con un grupo
de control sano. T1 marca el momento del muestreo inicial y T2 el tiempo del segundo
muestreo 12 dias después. (A) muestra las concentraciones de DEFB-4 en suero y (B)
muestra las concentraciones de DEFB-4 en la leche. Los cambios significativos estan
marcados con asteriscos (*), mientras que «ns» significa «no significativo». El nivel de
significacion se establece en p < 0,05.
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Después de 12 dias, se volvid a examinar a todas las vacas del grupo 2. Una disminucion
significativa del recuento de células en el grupo 2 fue evidente (p = 0,0105), si solo se
tenian en cuenta los recuentos de células somaticas medibles. El recuento promedio de
células en la leche de 28 muestras medibles fue de 3.300 000 células/ml
(56.000-21.628.000 células/ml) (Figura 1).Todavia se podian detectar S. uberis (n =7) y
E.coli(n=7.

Las concentraciones séricas de DEFB-4 oscilaron entre 54 y 938 pg/ml (mediana: 268 pg/
ml) y en la leche de 35 a 803 pg/mL (mediana: 192 pg/mL). No se pudo detectar una
diferencia significativa en las concentraciones séricas de DEFB-4 desde la inicial hasta el
reexamen, sin embargo, en la leche, las concentraciones de DEFB-4 aumentaron
significativamente (p = 0,022) y ahora eran significativamente diferentes de la
concentracion de DEFB-4 de vacas sanas (p = 0,0051) (Figura 1). En resumen, las
concentraciones séricas de DEFB-4 difirieron significativamente entre las vacas sanas y
las vacas con mastitis aguda al inicio de los sintomas clinicos, mientras que las
diferencias en las concentraciones de DEFB-4 en la leche entre estos grupos solo fueron
detectables en el momento posterior (12 dias).

3.2. Comparacion de las concentraciones de DEFB-4 de vacas sanas frente a vacas con
mastitis subclinica

Ademas, se compararon las concentraciones de DEFB-4 de vacas sanas (grupo 1) con 25
vacas diagnosticadas con mastitis subclinica (grupo 3). Estas vacas no mostraron signos
clinicos de mastitis, pero si un aumento en el recuento de células somaticas con un valor
promedio de 7.375.000 células/ml (117.000-21.673.000 células/mL) (Figura 2), que no fue
significativamente inferior al valor promedio del grupo 2. Se pueden encontrar bacterias



patbgenas en la leche como S. uberis (n = 11), S. aureus (n = 6) y Streptococcus
dysgalactiae (S. dysgalactiae) (n = 3). En el grupo 3 se detectaron las concentraciones
mas bajas de DEFB-4. En suero, los valores de DEFB-4 oscilaron entre 20 y 271 pg/mL
(mediana: 85 pg/mL), y en la leche entre 15 y 211 pg/mL (mediana: 46 pg/mL). Las
concentraciones séricas y de leche de DEFB-4 del grupo 1 fueron significativamente mas
altas que las del grupo 3 (suero: p = 0,0025; leche: p = 0,0007) (Figura 2).En comparacion
con el grupo 2, en el suero y la leche, las concentraciones de DEFB-4 del grupo 3 fueron
significativamente mas bajas que las del grupo 2 (suero: p < 0,0001; leche: p = 0,015).
Después de 12 dias, todos los animales fueron reexaminados. Ninguno mostré6 ningun
signo de mastitis clinica. No se detectd ninguna diferencia significativa entre el recuento
de células somaticas en el recuento inicial y el reexamen (p = 0,2522). El recuento
promedio de células de 24 muestras medibles fue de 5.2238.000 células/ml
(101.000-20.880 000 células/ml) (Figura 2) y todavia se pudo detectar S. uberis (n = 5), S.
aureus (n = 6), S. dysgalactiae (n = 2). Los valores de DEFB-4 en suero oscilaron entre 15
y 548 pg/mL (mediana: 90 pg/mL) y 21 y 208 pg/mL (mediana: 46 pg/mL) en la leche. No
se pudo detectar una diferencia significativa en las concentraciones de DEFB-4 desde el
inicial hasta el reexamen en el suero o la leche (Figura 2).

En conjunto, los niveles de DEFB-4 en vacas sanas difirieron significativamente no solo
de las vacas con mastitis aguda, sino también de las vacas con mastitis subclinica, donde
la diferencia fue detectable tanto en el suero como en la leche.

Se construyé una curva de ROC para distinguir a las vacas con mastitis subclinica y
controles sanos. Para el DEFB-4 sérico, se calculd una sensibilidad de 0,76 y una
especificidad de 0,62 en un limite de 122.4 pg/mL, con un AUC de 0,73 y para la leche
DEFB-4, se calculd una sensibilidad de 0,83 y una especificidad de 0,72 en un limite de
89,9 pg/mL (Figura 3).
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Figura 3. Analisis de ROC. Las vacas con mastitis subclinica se pueden distinguir de los
controles sanos con una sensibilidad de 0,76 y una especificidad de 0,62 en un corte de
122,4 pg/ml en suero (A). El area bajo la curva es de 0,73. En la leche se calcul6 una
sensibilidad de 89,9 pg/mL de 0,83 y una especificidad de 0,72. El area bajo la curva es
de 0,76 (B).

3.3. Cinética temporal de DEFB-4 en cuatro vacas seleccionadas durante 7 semanas



Dado que los niveles de DEFB-4 en vacas con mastitis se mantuvieron altos durante al
menos 12 dias, fue interesante seguir las concentraciones de DEFB-4 durante un periodo
de tiempo mas largo. Por lo tanto, se seleccionaron cuatro vacas con mastitis aguda, que
fueron muestreadas directamente después de la aparicién de los sintomas clinicos y de
nuevo después de las 3, 5 y 7 semanas. El recuento promedio de células disminuy6 del
valor inicial de 5.832.000 células/ml a 248.000 células/mL durante 7 semanas, mientras
que no hubo un cambio significativo en las concentraciones de DEFB-4 en suero y leche
en 3 semanas, cuando DEFB-4 alcanzd6 los niveles mas altos. Posteriormente, los niveles
disminuyeron, pero incluso después de siete semanas no alcanzaron los de las vacas
sanas (Figura 4). Se muestran mas detalles en la Tabla Suplementaria 2.
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Figura 4. Concentraciones de DEFB-4 del estudio de cinética temporal agrupadas con el
recuento de células somaticas, que es actualmente el parametro estandar para la
deteccion de mastitis. Se tomaron muestras de cuatro vacas con mastitis clinica aguda
directamente después de la aparicién de los sintomas clinicos y de nuevo después de las



3, 5y 7 semanas. T1 marca el momento inicial del muestreo. T2, T3 y T4 marcan el
tiempo de muestreo después de 3, 5 y 7 semanas. (A) muestra concentraciones de
DEFB-4 en suero y (B) muestra concentraciones de DEFB-4 en la leche.

3.4. Estudio in vitro

Junto con la primera medicién de DEFB-4, se comparé el recuento de células somaticas
en las cuatro muestras. Fueron 117 000 células/ml en la leche no tratada, 115 000 células/
ml en la leche incubada con E. coli y 131.000 células/ml en la leche con Sc. agalactiae.
Los resultados del estudio in vitro mostraron que en la leche de vaca no tratada, hubo una
caida significativa en las concentraciones de DEFB-4 36 horas después del inicio de la
serie de pruebas. En la leche de vaca incubada con bacterias (E. coli y Sc. agalactiae), las
concentraciones de DEFB-4 también cayeron después de 36 horas, pero mucho mas
lentamente. El valor mas bajo se alcanz6 en todos los grupos después de 48 horas. A
partir de entonces, las concentraciones de DEFB-4 aumentaron de nuevo, tendiendo a ser
algo mas planas en la leche no tratada (Figura 5).

140

120

100

80

60

DEFB-4 (pg/ml)

40

20+

I I 1 1 I

24 36 48 72 24 36 48 72 24 36 48 72
time (h)

milk milk + E. coli milk + Sc. agalactiae



Concentracion de DEFB-4 en la leche como parte del estudio in vitro. Comparacion de
leche sin tratar, leche + E. coli y leche + Sc. agalactiae.

4. Discusion

La mastitis bacteriana conduce a una reaccion del sistema inmunitario local y sistémico.
Esta reaccidn inflamatoria se asocia con un aumento del recuento de células somaticas
en la leche, que se utiliza mas ampliamente como método de diagnostico estandar.
Ademas de la barrera fisica primaria de la teta, las defensinas son parte de los
mecanismos de defensa secundarios para contrarrestar las infecciones intramammarias
(27). La expresion de las defensinas puede ser constitutiva o inducible (28). Tetens et al.
(29) demostraron en su estudio que el DEFB-4 se expresa constitutivamente en la ubre
sana, especialmente en los ganglios linfaticos, aunque también se detectdé una cantidad
menor en el epitelio glandular de la cisterna y en el parénquima de la ubre. En humanos,
Tunzi et al. (30) fueron capaces de detectar B-defensina-1 (hBD-1) en las células
epiteliales mamarias de mujeres sanas y no lactantes y Jia et al. (31) detectaron hBD-1 en
la leche materna humana. En caso de infeccion, Goldammer et al. (7) encontraron que el
ARNm de DEFB-5 bovino se expresa en las células epiteliales mamarias del tejido
glandular afectado en vacas con mastitis. Los resultados de nuestro estudio también
muestran que los niveles de DEFB-4 se pueden detectar en vacas sanas en leche y
suero, lo que indica una expresion constitutiva a niveles bajos. En vacas con mastitis
aguda se detectaron niveles mucho mas altos de DEFB-4, lo que es una indicacion de la
expresion inducida. En la mayoria de los estudios, las defensinas se detectan a nivel
genético y se podria demostrar que los genes de defensina estan fuertemente regulados
en caso de mastitis. Solo un estudio (32) detecté un péptido antimicrobiano lingual (LAP)
mediante ELISA, que también es una defensina en vacas. Un método para la deteccion
de DEFB-4 a nivel de proteinas podria contribuir al desarrollo de una prueba rapida.
Como esto es muy importante para la practica diaria, se tomoé la decision de utilizar este
método de medicién para nuestro estudio. Los resultados de nuestro estudio muestran
que los niveles de proteina DEFB-4 bovina se pueden medir localmente en la leche, asi
como sistémicamente en el suero con ELISA y que existe una correlacion entre la
concentracion de DEFB-4 y la gravedad de la mastitis. Se compararon los niveles de
DEFB-4 en la leche y el suero de vacas de control sanas, de vacas con mastitis clinica
aguda y de vacas con mastitis subclinica. Los valores DEFB-4 de un examen inicial
también se compararon con los de un nuevo examen 12 dias después.

Al comparar las concentraciones de DEFB-4 dentro de los tres grupos, es evidente que en
vacas con mastitis clinica aguda la concentracion de DEFB-4 fue significativamente mas
alta en el suero. Sin embargo, en la leche, la concentracion local de defensina de las
vacas con mastitis aguda no fue significativamente mayor que la del grupo de control
saludable. Nuestra hipétesis es que esto podria deberse a un retraso en la expresion de la
defensa local. Las vacas con mastitis aguda se tomaron muestras inmediatamente
después de la aparicién de los sintomas clinicos, que presumiblemente podria ser un
tiempo antes del aumento de la produccién local de defensina. Sin embargo, el aumento
de las concentraciones de defensina ya era detectable en el suero en este momento.
Concluye que la respuesta a los patégenos de la mastitis conduce inicialmente a una
liberacion sistémica de defensina y, posteriormente, a un aumento local en la produccién
de defensina. No esta claro si el aumento local también es causado por la defensina
sistémica o si la defensina sistémica debe evitar que la bacteria migre. Las vacas con
mastitis subclinica mostraron concentraciones mas bajas de defensina en el suero y la
leche que las vacas de control sanas y las vacas con mastitis aguda. Por lo tanto,
suponemos que la mastitis subclinica conduce inicialmente a un consumo de defensinas



expresadas constitutivamente antes de que se produzca una induccién de la expresion de
defensina. Hasta donde sabemos, esto no pudo ser confirmado por otros estudios.

Los resultados de nuestro estudio in vitro muestran que la concentracion de DEFB-4 en la
leche disminuye con el tiempo, lo que creemos que se debe a la muerte celular. Por
ejemplo, la vida util de los granulocitos de neutréfilos en el tejido es de aproximadamente
1-2 dias antes de que se sometan a una apoptosis espontanea (33). La adicion de
patdgenos de mastitis redujo significativamente la disminucion de los niveles de DEFB-4,
lo que creemos que confirma la induccion de la expresion de defensina por los patdgenos.
Después de 48 horas, la concentracién de defensina aument6 de nuevo en cada muestra.
Dado que la mayoria de los granulocitos neutréfilos deben haber muerto en este
momento, concluimos que no solo los granulocitos neutrofilos, sino también otras células
somaticas expresan defensina.

Los resultados de los reexamenes después de 12 dias muestran que los animales de
ambos grupos de mastitis no se han recuperado completamente. El 10% de los animales
de los animales gravemente enfermos todavia muestran un mal estado general. El
recuento de células somaticas disminuy0, pero todavia esta significativamente por encima
de la referencia de 100.000 células/ml. Las concentraciones de leche DEFB-4 en vacas
con mastitis aguda aumentan aun mas en el momento del nuevo examen después de 12
dias, lo que nos lleva a concluir que la defensa local todavia estaba activa. Aunque el
tiempo de reexamen fue consistente con el curso de la mastitis aguda reportado en la
literatura, segun el cual la mastitis aguda se trata durante ~3-8 dias (34, 35), los
resultados de nuestro estudio muestran que el sistema inmunitario reaccioné a la
infeccidn durante mucho mas tiempo. Incluso los resultados de los niveles de DEFB-4
durante un periodo de 7 semanas de cuatro animales con mastitis clinica aguda no
indicaron una recuperaciéon completa. Los niveles de DEFB-4 seguian siendo mas altos
qgue los de las vacas de control sanas, lo que podria significar que el sistema inmunitario
todavia esta reaccionando a la infeccion. Nuestros resultados reflejan que el proceso
activo de la enfermedad en la mastitis aguda y subclinica dura mas de lo que se pensaba
anteriormente. Fogsgaard et al. (36) también concluyen que las vacas que sufren de una
mastitis clinica aguda no se han recuperado completamente ni siquiera 8 semanas
después del tratamiento con antibiéticos. Dado que el recuento de células somaticas, que
actualmente es el parametro estandar para la deteccion y el monitoreo del curso de la
mastitis, ha disminuido mucho mas rapido que las concentraciones de DEFB-4, se supone
que DEFB-4 es mucho mas apropiado para hacer una prediccidbn sobre el estado
inmunitario de los animales.

Ademas de las correlaciones de los niveles de DEFB-4 estudiados dentro de los grupos y
en diferentes puntos del tiempo, también se investiga si hay correlaciones de los niveles
de DEFB-4 con el recuento de células somaticas, la temperatura corporal interna y los
leucocitos. En ninguna de las investigaciones se pudo encontrar una correlacion
significativa. La clasificacion en los tres grupos de este estudio no se puede reconstruir y
confirmar mediante el recuento de células somaticas, la temperatura corporal interna o los
leucocitos, porque los resultados de estos parametros no se correlacionan con los
resultados del examen clinico. Por lo general, el recuento de células soméaticas se utiliza
de forma estandar para detectar la mastitis en las vacas, pero a veces no es técnicamente
medible debido a valores de pH alterados o proteinas precipitadas y, por lo tanto, no
siempre es fiable. Ademas, el recuento de células somaticas no se puede utilizar para
distinguir la mastitis aguda de la mastitis subclinica. Ademas, los patdgenos que causaron
la mastitis se examinan y se comparan con los niveles de DEFB-4. En este estudio, se
detectan principalmente S. uberis y E. coli como mastitis que causa patdégenos en vacas
con mastitis aguda. Esta distribucion corresponde a los resultados de otros estudios
cientificos (22). Los patdgenos de la mastitis también se detectan esporadicamente en el
grupo de animales sanos. Se consideran contaminantes, ya que los animales no
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desarrollan mastitis y el recuento de células somaticas se mantuvo <100.000 células/ml.
Petzl et al. (37) encontraron que la especie patégena afecta el curso de la mastitis y que
E. coli es responsable de un aumento temprano de las B-defensinas. Gunther et al. (38) y
Younis et al. (21) describen hallazgos similares. En el presente estudio solo se pudo
demostrar una tendencia a concentraciones elevadas de DEFB-4 en las infecciones por E.
coli, pero no se ha observado ninguna correlaciéon significativa con el tipo de patégenos.
Este tema tendria que abordarse de nuevo en un estudio futuro con niumeros de muestra
estadisticamente relevantes. Una de las razones del aumento de la cantidad de DEFB-4
en las infecciones por E. coli podria ser que, debido a la estructura molecular de E. coli, la
despolarizacion de la membrana y, por lo tanto, la lisis del patégeno es mas dificil para el
DEFB-4 vy, por lo tanto, el cuerpo reacciona con una mayor cantidad de parametros de
defensa. El problema no esté en la deteccidn del patdgeno E. coli, ya que el aumento de
DEFB-4 es extremadamente rapido.

La mayoria de los pacientes con mastitis hoy en dia son tratados con antibi6ticos (39).
Segun el examen clinico, que es muy subjetivo, todos los animales gravemente enfermos
de nuestro estudio se tratan con antibi6ticos, mientras que los animales subclinicamente
enfermos no se trataron. Esta decisidn puede ser apoyada por el parametro mas objetivo
DEFB-4, ya que sus concentraciones permiten comprender la clasificacion de los
animales en los tres grupos de nuestro estudio. Basandonos en el analisis de ROC,
podemos calcular los valores de corte para la diferenciacion de los grupos. Una
sensibilidad de 0,83 en la leche muestra que una decisién sobre el tratamiento de la
mastitis es posible en funcion de la concentracion de DEFB-4. Si los estudios futuros de
los niveles de DEFB-4 con niumeros de muestra mas altos confirman nuestros resultados,
podria ser posible que las concentraciones de DEFB-4 se puedan utilizar para estimar la
estrategia de tratamiento necesaria. Sin embargo, dado que los grupos a veces se
superponen considerablemente, debe recordarse que un examen clinico nunca puede ser
reemplazado.

Dado que la resistencia de los patbgenos a los antibidticos esta empeorando
constantemente (40), es aun mas importante confiar en los mecanismos de defensa
inmune endbégenos. Tunzi et al. (80) plantearon la hipétesis de que las mujeres que
expresan menos hBD-1 de forma hereditaria tienen un mayor riesgo de colonizacion
bacteriana. Un enfoque en el futuro podria ser influir en la cantidad de DEFB-4 mediante
la cria y la cria o la produccién in vitro de DEFB-4 para usarlo como antibi6tico natural.
Como limitaciones de este estudio, hay que tener en cuenta los efectos de un solo animal.
El estudio de la cinética del tiempo también tendria que continuar con un mayor nimero
de muestras de vacas para su finalizacién a fin de determinar el tiempo de recuperacion
completa.

5. Conclusion

Las defensinas se conocen como péptidos multifuncionales, que tienen un efecto
antibacteriano e inmunomodulador y, por lo tanto, se puede suponer que desempefian un
papel importante en la defensa inmunitaria de la mastitis. El presente estudio apoya esta
afirmacién, ya que se podria mostrar una correlacién entre la gravedad y el curso de la
mastitis y la concentracion medida de DEFB-4. Con respecto a los niveles de DEFB-4, los
resultados de este estudio muestran una diferencia significativa entre la mastitis clinica
aguda y la mastitis subclinica, tanto a nivel local como sistémica. Por lo tanto, la mastitis
clinicamente manifiesta podria identificarse con DEFB-4 y tratarse si los estudios futuros
pueden confirmar nuestros resultados. Dado que los animales afectados por la clinica
podrian diferenciarse significativamente del grupo de control sano en suero y leche, el
DEFB-4 también podria utilizarse como marcador para la deteccién de animales afectados
por la clinicamente. Podria ser posible detectar DEFB-4 rapidamente en el futuro
utilizando una prueba rapida para determinar la mastitis aguda y subclinica en vacas y tal



vez sea posible reducir la cantidad de antibiéticos en el futuro, ya que muchas vacas con
mastitis subclinica son tratadas innecesariamente hoy en dia con antibi6ticos solo porque
el recuento de células somaticas es demasiado alto.

Fuente.
https://axoncomunicacion.net/B-defensina-4-como-biomarcador-endogeno-en-vacas-con-

mastitis/
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