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RESUMEN

Los factores de riesgo para adquirir infecciones en la glandula mamaria son multifactoriales y pueden
causar pérdidas millonarias por disminucion en la produccién de leche o descarte de vacas. La mastitis
bovina (MB) es responsable de grandes pérdidas econémicas en granjas lecheras a nivel mundial,
generalmente causadas por microorganismos como Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Los
biocidas, como la Isotiazolinona, la Clorhexidina y las soluciones de Superédxido (SSO), tienen actividad
biocida y pueden ser una alternativa al uso de antibi6ticos. El objetivo de este estudio fue determinar la
actividad microbicida de tres antisépticos y evaluar los efectos en la glandula N4 izquierda de ratones
lactantes Mus musculus in vitro. Se emple6 la técnica de difusion en disco de agar Kirby-Bauer para
determinar la susceptibilidad in vitro de S. aureus y E. coli, ademéas, cada antiséptico se aplicd
individualmente a ratones durante su primera lactancia. La Isotiazolinona presentd un porcentaje de
inhibicion de 24.60% para S. aureus y 23.21% para E. coli, superior al de Clorhexidina y SSO a las 24
horas. Ademas, la Clorhexidina indujo cambios inflamatorios agudos con edema intersticial y sangrado.
El SSO no indujo el flujo de células inflamatorias y tuvo una accion inhibidora del crecimiento
bacteriano. La Isotiazolinona y SSO Microdacyn 60MR mostraron la formacion de vesiculas en el
citoplasma del epitelio acinar y cambios involutivos en las glandulas con reemplazo de tejido glandular
por tejido areolar. Los antisépticos Isotiazolinona y SSO pueden considerarse una estrategia integral
para el control de la mastitis en el futuro.
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Alternative to the use of antibiotics: Intraductal antiseptics in Mus
musculus in the lactating model

ABSTRACT

Risk factors for acquiring mammary gland infections are multifactorial and can cause million-dollar
losses due to decreased milk production or culling of cows. Bovine mastitis (BM) is responsible for
large economic losses in dairy farms worldwide, generally caused by microorganisms such as
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Biocides, such as Isothiazolinone, Chlorhexidine and
Superoxide solutions (SSO), have biocidal activity and can be an alternative to the use of antibiotics.
The objective of this study was to determine the microbicidal activity of three antiseptics and evaluate
the effects on the left N4 gland of lactating Mus musculus mice in vitro. The Kirby-Bauer agar disk
diffusion technique was used to determine the in vitro susceptibility of S. aureus and E. coli, and each
antiseptic was applied individually to mice during their first lactation. Isothiazolinone showed an
inhibition percentage of 24.60% for S. aureus and 23.21% for E. coli, higher than that of chlorhexidine
and SSO at 24 hours. In addition, Chlorhexidine induced acute inflammatory changes with interstitial
edema and bleeding. SSO did not induce inflammatory cell flow and had an inhibitory action on bacterial
growth. Isothiazolinone and SSO Microdacyn 60MR showed vesicle formation in the cytoplasm of the
acinar epithelium and involutive changes in the glands with replacement of glandular tissue by areolar
tissue. Isothiazolinone and SSO antiseptics can be considered as a comprehensive strategy for mastitis

control in the future.
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INTRODUCCION

La gestion de la salud animal se centra en mejorar la productividad y prevenir enfermedades en animales
dentro de medianas y grandes industrias, reconociendo al mismo tiempo el bienestar animal, la seguridad
alimentaria, la salud publica y la sostenibilidad ambiental (Le-Blanc et al., 2006; Selzer y Epe, 2020).
La mastitis bovina (MB) es responsable de pérdidas econémicas significativas en los establecimientos
lecheros de todo el mundo, debido a la disminucidn en la produccién de leche, el aumento en los costos
de atencion médica y las elevadas tasas de sacrificio y mortalidad (Khan et al., 2021).

Los estafilococos coagulasa negativos (CoNS) son las bacterias aisladas con mayor frecuencia en las
ubres del ganado en muchos paises y, pueden describirse como patdgenos de mastitis (Walid et al.,
2021). El uso de antibidticos ha permitido el control y la eliminacién de infecciones causadas por
bacterias altamente patdgenas y virulentas (Tremblay et al., 2013). Sin embargo, los mecanismos
genéticos de resistencia bacteriana limitan la eficacia de los antibidticos y contribuyen a la propagacion
global a la resistencia a los antimicrobianos (RAM), lo que plantea una crisis significativa de salud
publica (Zdole et al., 2016; Lees et al., 2021). La RAM es un problema critico de salud publica y esta
estrechamente vinculada a las interacciones entre los animales de granja, los agricultores, el medio
ambiente y los alimentos de origen animal (Garipcin et al., 2015). Es conocido que los CoNS son las
bacterias mas importantes en la mastitis bovina subclinica, junto con Staphylococcus aureus, ademas
muchos genotipos presentan resistencia a los agentes antimicrobianos debido a la alta presion antibidtica
en la produccion lechera convencional (Kalmus et al., 2011; Schnitt et al., 2020).

Las alternativas al uso de antibidticos incluyen estrategias de manejo preventivo, que van desde el
control de la propagacion de la enfermedad en un grupo definido de animales hasta el tratamiento
rutinario de todos los animales durante periodos especificos de estrés (Doidge et al., 2021). La
investigacion social cualitativa proporciona informacion sobre las actitudes de los agricultores hacia el
uso de antibidticos, especialmente sus percepciones sobre los antibi6ticos en sus rutinas diarias y sus
expectativas con respecto a posibles cambios (Coyne et al., 2019).

Los antisépticos son biocidas disefiados para su aplicacion topica en tejidos vivos, principalmente en la

epidermis (Russell et al., 2004). El uso de biocidas tiene como objetivo reducir la carga bacteriana

durante el periodo periparto y puede servir como una estrategia de manejo general (Pyo6ralé et al., 2009).




En las ultimas décadas, se han empleado biocidas de bajo peso molecular, como el Clorhidrato de Fenol
y los derivados de Isotiazolona que liberan N-halaminas de cloro, asi como sales como el Digluconato
y complejos metalicos con Zn y Ag (Seyfriedsberger et al., 2006; Vereshchagin et al., 2021). Reducir
la incidencia de enfermedades durante el periodo de transicién del secado a la produccidn puede mejorar
la productividad, la fertilidad y la salud general de los animales (DZermeikaité et al., 2023; Caixeta et
al., 2021). El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad microbicida (porcentaje de inhibicion
bacteriana) de S. aureus y E. coli in vitro de tres antisépticos y sus efectos aplicados a la mucosa de la
glandula mamaria en un modelo lactante.

MATERIALES Y METODOS

Antisépticos seleccionados

a) Isotiazolinonas: Son compuestos quimicos heterociclicos con actividad microbicida de amplio
espectro (Seyfriedsberger et al., 2006). Es un potente conservante que se presenta como una mezcla de
5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-ona (El et al., 2021). Las Isotiazolinonas no tienen efectos mutagénicos
ni cancerigenos y, una concentracion de conservante recomendada del 0.05%, equivalente a 7.5 partes
por millén (ppm), induce la lisis de hongos y levaduras en las primeras 24 horas (Aerts y Goossens,
2021).

b) Clorhexidina: Es un compuesto cationico de la bisbiguanida, cuya forma de sal mas comdn es el
Digluconato, que es soluble en agua (Fiorillo, 2019). Actla alterando el equilibrio osmético y
precipitando de la membrana citoplasmatica, exhibiendo una amplia actividad contra bacterias tanto
grampositivas (+) como gramnegativas (-), bacterias anaerdbicas y aerobicas facultativas y, en menor
medida, contra hongos y levaduras (Butera et al., 2021). La dosis recomendada al 1%, reduce las
infecciones por S. aureus y exhibe actividad in vitro contra virus encapsulados como el VIH, el herpes
simple (HSV1) y (HSV2), citomegalovirus, influenza y virus respiratorio sincitial (Batra et al., 2010).
Ademas, la Clorhexidina no es mutagénica ni carcinogénica y se utiliza frecuentemente como
desinfectante en la mucosa de la cavidad oral en estomatologia debido a su amplia actividad antiséptica
(Miyachi y Tsutsui, 2005).

c) Radicales superoéxido: Las soluciones de Superoxidacion (SSO) son conocidas por su eficacia en la

desinfeccion y esterilizacion de productos, asi como por su utilidad en el tratamiento de infecciones




tisulares. La SSO es una tecnologia relativamente reciente, descrita por primera vez en 1996 por Tanaka
et al. (1996). Desde su introduccidn comercial, ha ganado atencion significativa por su eficacia contra
bacterias, virus, hongos, esporas y micobacterias, asi como por su baja toxicidad tisular y facilidad de
manipulacién, almacenamiento, uso y eliminacion (Rudramurthy, 2016). La actividad biocida de la SSO
depende de la concentracion de cloro y de su potencial de oxidacion-reduccion, sin embargo, se
recomienda a una concentracion de cloro libre activo superior a 650 ppm (Alouini y Seux, 1987).
Microdacyn 60MR, con un pH neutro, es una solucién estable que no es inflamable, corrosiva,
mutagénica ni carcinogénica. Presenta actividad microbicida contra virus, levaduras y bacterias
grampositivas (+) y gramnegativas (-). En bacterias, Microdacyn 60MR desestabiliza la pared celular a
través de un chogque osmotico que desnaturaliza las proteinas (Gao et al., 2001; Herrera-Saucedo et al.,
2017), por lo que se convierte en una herramienta efectiva en el manejo de una amplia gama de
patdgenos, destacandose por su estabilidad, seguridad y eficacia.

Evaluacion de la actividad antibacteriana

Se emple0 la técnica de difusion en disco sobre agar Kirby-Bauer para medir la susceptibilidad in vitro
de microorganismos patdgenos a sustancias con potencial antimicrobiano (Ramzan et al., 2022).
Colonias bacterianas de cultivos de 24 horas en placas de agar BHI se suspendieron en solucion salina
al 0.85% y sus concentraciones se ajustaron a 70 x 108 UFC/mL para S. aureus (ATCC 25923) y 89 x
108 UFC/mL para E. coli (ATCC 25922) utilizando un tubo McFarland n.° 0.5. El inéculo se extendié
sobre la superficie de agar Mueller-Hinton (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) utilizando un asa
microbiologica calibrada de 10 pL en tres direcciones para lograr un crecimiento bacteriano confluente
de ambos microorganismos.

Se impregnaron discos de papel absorbente de 5 mm de diametro con 10 pL de los diferentes antisépticos
a una concentracion de 30 mg/mL. Los discos se colocaron sobre la superficie de placas de agar
previamente inoculadas con pinzas estériles y las placas se incubaron aer6bicamente a 37 + 1 °C durante
24 horas. El control positivo utilizé un disco con Cloranfenicol (10 mg/mL) y el control negativo utilizé
agua estéril.

Los diametros de las zonas de inhibicién se midieron utilizando un vernier digital (Truper®. Ciudad de

México, México) y las medias de tres mediciones se determinaron a partir del reverso de la placa sobre




un fondo oscuro iluminado con luz reflejada (Rayos-Verdugo et al., 2023). Todas las pruebas se
realizaron con cinco repeticiones por tratamiento y el experimento se realizé por duplicado.

Modelo lactante en Mus musculus

Entre los animales de laboratorio con similitudes anatémicas con los bovinos, la hembra del raton de
laboratorio, Mus musculus presenta datos anatomicos del pezén que se asemejan a los de los bovinos
(Chandler, 1970). La aplicacion de productos a través del conducto lacteo se ha utilizado desde la década
de 1970 para diversos estudios (Anderson, 1975). En este estudio, se utilizaron treinta y cinco ratones
de primera lactancia de la cepa CD1 criados en condiciones controladas de acuerdo con los Principios
Rectores para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (Garber y Barbee, 2011), libres de
patdgenos especificos y bajo un permiso de manipulaciéon otorgado por el Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales del bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla (BUAP).

Los ratones se dividieron en grupos de siete por tratamiento, incluido un grupo control. Los ratones
fueron anestesiados con hidrato de cloral al 10% (0.05 uL/g) y se les realizo afeitado y desinfeccion de
la piel abdominal con alcohol al 75%. Se realizé una incision de 2 mm utilizando tijeras estériles para
exponer el conducto mamario de la glandula N4 izquierda. Posteriormente, se realizaron inyecciones
intramamarias de 0.10 pL de Isotiazolinona a una concentracion de 0.05%, Clorhexidina al 0.12% y
SSO Microdacyn 60MR a una concentracion de 250 ppm. El grupo control recibi6 0.10 uL de solucion
salina isotonica estéril como placebo. Todas las inyecciones en la glandula mamaria se realizaron con
binoculares en los puntos temporales experimentales especificados. Se utilizaron jeringas de tuberculina
de 1 mL y agujas romas de calibre 31.

Los ratones fueron sacrificados después de la exposicion al cloroformo, mediante dislocacion cervical
del créneo 24 horas despueés de la aplicacion. Se recogieron muestras de tejido mamario, se pesaron y
se homogeneizaron en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) en condiciones asépticas. Las
glandulas mamarias se analizaron macroscépicamente por secciones, ademas, diversas muestras se

sometieron a procesamiento histolégico de rutina e inclusion en parafina. Las secciones (entre 4 y 5

mm) se tifieron con hematoxilina y eosina y se observaron en 10 campos diferentes utilizando un




objetivo de 40X para contar las células presentes en el lumen alveolar e identificar cualquier cambio o
alteracion en las muestras (Blaas et al., 2016; Montuenga et al., 2009).

Anélisis estadistico

Los valores obtenidos fueron analizados mediante el programa estadistico SPSS version 17 (Statistical
Package for the Social Sciences) para Windows. El analisis incluyé la prueba de homogeneidad de
Bartlett seguida de una prueba de comparacién de medias de Tukey-Kramer con un nivel de probabilidad
de p < 0,05 para determinar diferencias entre tratamientos. Adicionalmente, se realizdé un analisis
estadistico multivariado (analisis de componentes principales) para identificar patrones de variabilidad
de las variables morfol6gicas correlacionadas con el modelo lactante de irritabilidad de la glandula
mamaria de Mus musculus tratada con diferentes antisépticos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los productos antisépticos utilizados en este ensayo produjeron halos de inhibicion en el crecimiento
de la cepa ATCC 25923S de S. aureus (ANOVA de una via: F = 462.28, p= 0.001) y la cepa ATCC
25922 de E. coli (ANOVA de una via: F = 395.81, p=0.048). Sin embargo, Isotiazolinona exhibi6é un
halo de inhibicion mayor que Clorhexidina y SSO Microdacyn 60MR a las 24 horas para ambas cepas
(Tabla 1), sin observarse diferencias significativas en el grupo control (Cloranfenicol, 10 mg/mL).

La inmunosupresion se considera un factor importante en la patogénesis de muchas enfermedades
infecciosas que afectan al ganado (Roth y Flaming, 2017). En un estudio similar, Madden et al. (1994)
sugirio que la inhibicion del crecimiento microbiano por Isotiazinolonas puede resultar de la exposicién
a pequefias cantidades durante un periodo variable o la exposicion a grandes cantidades. Sin embargo,
a pesar de las medidas de proteccion utilizadas en la industria, la sensibilizacion de las areas tratadas es
comun. En esta investigacion, no se observé sensibilizacion en el modelo lactante, donde se aplico el
producto.

La Isotiazolinona es un desinfectante aprobado por la FDA de los Estados Unidos para desinfectar
materiales en contacto con frutas debido a su falta de mutagenicidad y carcinogenicidad. Debido a su

baja irritabilidad, podria considerarse como un sustituto de soluciones antibidticas en aplicaciones de

glandula mamaria (Parish et al., 2003).




Tabla 1. Inhibicion de crecimiento de S. aureus y E. coli con diferentes antisépticos in vitro.

S. aureus E. coli
Antisépticos Crecimiento % Crecimiento %
(mm)* Inhibicién (mm)* Inhibicién
M + SE M + SE
Clorhexidina 79.20 + 0.61° 20.40 77.22 +0.61? 22.34
SSO Microdacyn 60MR 92.16 + 0.60° 7.50 92.25+0.63° 7.23
Isotiazolinonas 76.13 £ 0.462 24.60 76.26 + 0.632 23.21
Cloramfenicol (Control +) 74.26 + 0.63?2 25.20 75.28 + 0.64? 24.15
Agua esterilizada (Control -) 100¢ 0.00 100¢ 0.00

*Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05), M= Media, SE= Error estandar.

La Clorhexidina fue el segundo producto antiséptico que produjo zonas de inhibicion en el crecimiento
de ambas cepas con didametros de 79.20 mm para S. aureus y 77.22 mm para E. coli. La alta efectividad
antimicrobiana del gluconato de Clorhexidina se atribuye a su capacidad de alterar la membrana celular,
liberando enzimas y organelos al medio externo, lo que desestabiliza las células microbianas (Mungara
et al., 2013). Chaiyakunapruk et al. (2002) mencionan que concentraciones superiores al 2% de
Clorhexidina pueden ser altamente irritantes debido a su ototoxicidad, como se observé en nuestro
estudio en el modelo lactante.

SSO Microdacyn 60MR es conocido por su efectividad biocida contra particulas virales, bacterias y
levaduras; sin embargo, su impacto fue minimo en nuestra investigacion. Miyachi y Tsutsui (2005),
sugieren que la presencia de catalasa en bacterias puede conferir tolerancia a estos compuestos. Diaz-
Suérez (2014), explica que la accion de SSO Microdacyn 60MR esté relacionada con la interaccion entre
los radicales libres de hidroxilo y los lipidos presentes en la pared celular bacteriana.

Andlisis del modelo lactante para determinar irritacion de mucosas en Mus musculus

Se empled el analisis de componentes principales (ACP) para analizar las variables altamente
correlacionadas con la glandula mamaria de Mus musculus tratada con diferentes antisépticos, ya que
proporciona una mejor explicacion de la varianza (Tabla 2). El analisis de componentes principales (PC1
y PC2) sugiere que la mayoria de las caracteristicas de la glandula mamaria, como el color, la textura,
los acinos glandulares (tanto limpios como con células sin inflamacion), la vacuolizacién
intracitoplasmatica generalizada y el intersticio con congestion vascular por lactancia, estan altamente
correlacionadas con el primer componente principal (PC1), con valores de carga muy cercanos a 0.998.

Esto indica que PC1 explica una gran parte de la variabilidad en estas caracteristicas, reflejando una

influencia comun. El primer componente principal (PC1) explica el 83.358% de la varianza total, lo que




sugiere que la mayor parte de la variabilidad en las caracteristicas de la glandula mamaria se puede
atribuir a un solo factor dominante. El segundo componente principal (PC2) explica un 15.074%
adicional de la varianza, que, aunque significativo, tiene un impacto menor comparado con PC1.

Los acinos glandulares con células inflamadas y el intersticio con congestién vascular por biocidas
tienen una correlacion negativa con PC1 (-0.998 y -0.597, respectivamente) y una correlacion mixta con
PC2 (0.049 y 0.742, respectivamente). Esto sugiere que la inflamacion y la congestion causada por
biocidas podrian estar representando procesos distintos 0 menos relacionados con las otras
caracteristicas evaluadas, indicando una posible diferenciacion en los efectos de los tratamientos sobre
la glandula mamaria.

Tabla 2. Andlisis de componentes principales de las variables morfoldgicas correlacionadas con la
gldndula mamaria de Mus musculus a diferentes antisépticos.

e . . Componente
Caracteristica de la glandula mamaria PC1 PCo
Color 0.998 0.049
Textura 0.998 0.049
Acinos glandulares limpios 0.998 0.049
Acinos glandulares con células con inflamacion -0.998 -0.049
Acinos glandulares con células sin inflamacion 0.998 0.049
Vacuolizacion intracitoplasmatica generalizada 0.998 0.049
Intersticio con congestion vascular por lactancia 0.998 0.049
Intersticio con congestion vascular por biocidas -0.597 0.742
Valores propios 5.391 1.036
% Varianza extraida 83.358 15.074

Después de 24 horas de la aplicacion intraductal de 0.10 pL de Isotiazolinona no se observaron cambios
significativos en términos de tamafio, color y textura en comparacion con el grupo control (Figura lay
T). El estudio histoldgico reveld acinos glandulares limpios con ausencia de células inflamatorias. El
epitelio de revestimiento mostrd vacuolizacion intracitoplasmatica generalizada, lo que indica una
respuesta a la presencia de Isotiazolinona. Este cambio observado no es destructivo y puede ser
reversible.

Figura 1. Vista macroscdpica de glandulas mamarias de ratones lactantes que recibieron diferentes
antisépticos intraductales 24 h después de su aplicacion.

-




También se observé congestion vascular y cambios de involucién glandular en el tejido intersticial,
probablemente relacionados con la suspension de la lactancia durante 24 horas (Figura 2a). Para la
aplicacion intraductal de 0.10 pL de Clorhexidina al 0.12%, se observaron cambios significativos en el
color y la textura en comparacién con el grupo control. La glandula que recibié Clorhexidina presentd
reduccion de tamafio, congestion, hemorragia y edema (Figura 1b).

El estudio histologico revelé cambios inflamatorios agudos, incluyendo edema intersticial, congestion
vascular y sangrado en la misma ubicacion anatémica. Sin embargo, no se encontraron células
inflamatorias ni cambios de vacuolizacion en el citoplasma del epitelio de revestimiento acinar (Figura
2b).

Figura 2. Histologia de la glandula mamaria de Mus musculus a 40X. Control (T) con reductos lacteos
en la luz acinar y sin cambios en el epitelio de revestimiento. 2a 'y 2c Isotiazolinona y SSO Microdacyn
60MR, que muestran la formacion de vesiculas en el citoplasma del epitelio acinar y cambios de

involucion en las glandulas con sustitucion de tejido glandular por LAX areolar. En 2b Clorhexidina el
epitelio alveolar inalterado y en el espacio intersticial abundante exudado inflamatorio crénico y edema.

Finalmente, las glandulas que recibieron 0.10 pL. de SSO Microdacyn 60MR mantuvieron su tamaiio,

color y textura en comparacion con el grupo control que recibio 0.10 uL. de solucion salina isotonica
estéril. El estudio histoldgico de la glandula N4 mostré un patron de conservacion de la arquitectura
histoldgica en los acinos glandulares, con cambios en el citoplasma del revestimiento epitelial,

consistentes en la formacion de vacuolas en respuesta al biocida (Figura 1c). EI lumen alveolar mostré

espacios limpios con restos celulares y proteina de la leche (Figura 2c).




CONCLUSIONES

Los antisépticos Isotiazolinonas y Clorhexidina muestran la mayor eficacia inhibidora contra S. aureus
y E. coli, con porcentajes de inhibicion de hasta 24.60% y 23.21% respectivamente. Por otro lado, la
solucion de superoxidacion (SSO Microdacyn 60MR) presenta una menor capacidad inhibidora en
comparacion con los otros antisépticos, con porcentajes de inhibicion de 7.50% y 7.23%. Finalmente,
la cepa ATCC 25922 de E. coli es mas resistente a los antisépticos probados en comparacién con la cepa
ATCC 25923S de S. aureus.

La Isotiazolinona, cuando se aplica intraductalmente en la glandula mamaria, podria servir como un
sustituto potencial de las soluciones antibitticas. Su accion demostrd una ausencia de células
inflamatorias y no se observaron cambios significativos en términos de tamafio, color y textura.

La concentracion de Clorhexidina utilizada en este estudio no se recomienda para su aplicacion en la
glandula mamaria. Sin embargo, se recomienda realizar mas investigaciones para determinar diluciones
con potencial bactericida y menos efectos secundarios, como inflamacion e irritacion.

El biocida SSO Microdacyn 60MR induce cambios intracitoplasmaticos, incluida la formacion de
vacuolas. Es importante destacar que no conduce a una afluencia de células inflamatorias hacia los
espacios alveolares. Esto sugiere que puede ser una opcion viable para la aplicacion intraductal en la
glandula mamaria durante el periodo periparto.
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