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RESUMEN

En este trabajo se evalug el efecto del péptido antimicrobiano (PA) tionina Thi2.1 de Arabidopsis thaliana sobre la
viabilidad y capacidad de invasion de células de epitelio mamario bovino (CEMB) de aislamientos de Szaphylococcus
aureus provenientes de casos de mastitis bovina de sistemas de produccién de pequefia escala. Se obtuvieron 13
aislamientos de S. aureus, de los cuales 5 mostraron capacidad de endocitosis por las CEMB. En presencia del medio
condicionado (MC) de células endoteliales bovinas que producen el PA tionina Thi2.1 de A. thaliana (CEB-Thi2.1),
ninguno de los aislamientos fue capaz de penetrar CEMB. El MC de CEB-Thi2.1 inhibié la viabilidad de los
aislamientos de S. awureus, determinada por reduccién de sales de tetrazolio, de manera dependiente de la
concentracion, encontrdndose un efecto inhibitorio a partir del rango de 125-625 ng/ml de proteina total del MC. En
conclusidn, el PA tionina Thi2.1 producida por células endoteliales bovinas inhibe la viabilidad de aislamientos de S.
aureus provenientes de casos de mastitis bovina, y representa una alternativa terapéutica para el control de esta
patologia.
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ABSTRAC

In this work, we evaluated the antibacterial activity of antimicrobial peptide (PA) thionin Thi2.1 from Arabidopsis
thaliana against the viability and invasive ability into bovine mammary epithelial cells (BMEC) of bovine mastitis
Staphylococcus aureus isolates from extensive farms. We obtained thirteen S. aureus isolates, but only five showed
invasive ability into BMEC. In the presence of conditioned media (CM) of bovine endothelial cells that produce
thionin Thi2.1 (CEB-Thi2.1) from A. thaliana none isolate was able to penetrate BMEC. The CM of CEB-Thi2.1
inhibited bacterial viability in a dose-dependent way measured by reduction of tetrazolium salts, showing an
inhibitory effect ranged between 125-625 ng/ml of total protein of CM. In conclusion, thionin Thi2.1 produced by
bovine endothelial cells inhibits the viability of bovine mastitis S. aureus isolates, and represents a therapeutic
alternative for the control of this disease.
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INTRODUCCION

Los péptidos antimicrobianos (PA) estin
ampliamente distribuidos en la naturaleza
desempefiando una funcién de proteccién
importante en los seres vivos. Se han aislado y/o
detectado en animales, plantas, bacterias, hongos
y virus (Hancock y Chapple, 1999; Brogden
2005). Un gran ntimero de estos PA posee
actividad de amplio espectro ya que pueden
matar bacterias Gram negativas, Gram positivas,
hongos, células cancerigenas, e incluso inactivar
virus (Sitaram y Nagaraj, 1999; Hancock y
Scott, 2000; Risso 2000). En Arabidopsis
thaliana, una de las plantas modelo para la
investigacién y el desarrollo gendémico, se ha
identificado el PA tionina (Thi2.1) que se
expresa constitutivamente en flores, silicuas y
hojas (Epple et al., 1995). Se ha reportado
también que la expresion del PA Thi2.1 se
induce en respuesta a infecciones por hongos
fitopatégenos, principalmente en infecciones
causadas por especies del género Fusarium
(Epple et al., 1997; Vignutelli et al., 1998;
Zasloff 2002).

El desarrollo de la Biotecnologia ha permiti-
do explorar el efecto de los PA sobre microorga-
nismos patégenos de animales empleando siste-
mas alternativos para su expresion, por ejemplo,
las células de mamifero. En este sentido se ha
evaluado la capacidad antimicrobiana del PA
-tionina, una defensina de chile habanero
(Capsicum chinense), expresada en las células
endoteliales bovinas, demostrandosele actividad
sobre el hongo Candida albicans (Anaya-Lépez
et al.,2006a). Evidencias recientes han mostrado
que la expresion del PA Thi2.1 por células
endoteliales bovinas presenta también actividad
en contra de bacterias patégenas Gram negati-
vas, como lo son diversas cepas enteropatégenas
de Escherichia coli responsables de diarreas en
humanos (Sagrero-Cisneros 2007). Sin embargo,
se desconocen los efectos del PA Thi2.1 sobre
bacterias patégenas Gram positivas como
Staphylococcus aureus, causante de diversas
patologias en humanos y animales (ej. sindrome
del choque téxico y mastitis).
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Diversos antimicrobianos se emplean rutina-
riamente para controlar enfermedades en huma-
nos y animales causadas por bacterias del género
Staphylococcus. El uso inadecuado de este tipo
de compuestos ha ocasionado la emergencia de
bacterias resistentes a los antibidticos. Particu-
larmente, en el caso de S. aureus patégenos de
humanos se ha registrado un incremento en la
prevalencia de cepas resistentes a los antibidti-
cos beta-lactdmicos (conocidas como cepas me-
ticilina resistentes) (Werckenthin et al., 2001).
En animales, S. aureus es el patégeno que con
mayor frecuencia se afsla de casos de mastitis
bovina (> 70%), y su capacidad para infectar el
epitelio mamario se ha demostrado in vivo e in
vitro en cultivos de células de epitelio mamario
bovino (Kerro-Dego et al., 2002). Recientemen-
te, en un estudio realizado con aislamientos de S.
aureus provenientes de casos de mastitis clinica
en sistemas lecheros de traspatio en la regién de
Morelia, Mich., se detectdé un 100% de resisten-
cia hacia antibidticos de la familia de beta-lac-
tdmicos (Ochoa-Zarzosa et al., 2008a). Dado lo
anterior, es necesario el desarrollo de terapias
alternativas que controlen infecciones ocasiona-
das por S. aureus, en particular la mastitis. Los
PA representan una posibilidad atractiva para
tratar infecciones ocasionadas por S. aureus
debido a que cuentan con un mecanismo de ac-
cién inespecifico y con un amplio espectro de
actividad.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efec-
to del medio de cultivo condicionado de células
endoteliales bovinas que expresan el ADNc del
PA Thi2.1 de A. thaliana, sobre aislamientos de
S. aureus asociados con mastitis bovina clinica.
Ademads, se determing la capacidad de las bacte-
rias de ser endocitadas por células de epitelio
mamario bovino en presencia de este medio de
cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Aislamientos de Staphylococcus aureus

Se colectaron 13 muestras de leche de vacas
lactantes mantenidas en sistemas de produccién
intensiva y de traspatio en el Valle Morelia-Que-
réndaro, Mich., con signos clinicos de mastitis
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TABLA 1. Aislamientos de S. aureus empleados en este estudio

Aislamiento Origen
STA1 Sistema tecnificado
STA2 Sistema tecnificado
STA3 Sistema tecnificado
STA6 Sistema tecnificado
STA9 Sistema tecnificado
STA1l Sistema de traspatio
STA13 Sistema de traspatio
STA14 Sistema de traspatio
STAILS Sistema de traspatio
STA16 Sistema de traspatio
STA19 Sistema de traspatio
STA21 Sistema de traspatio
STA22 Sistema de traspatio
ATCC 27543

(TaBLA 1). El diagnéstico de la mastitis se realizé
con la prueba de California. La leche se colectd
en tubos estériles y se conservo a 4 °C (maximo
de 3 dias) hasta su procesamiento. Para la obten-
cion de los aislamientos se tomaron alicuotas de
200 u1 de la leche y se distribuyeron en cajas de
Petri con agar Luria-Bertani (LB). Las cajas se
colocaron a 37 °C durante 18-24 h. Los aisla-
mientos bacterianos pertenecientes a S. aureus se
identificaron mediante la amplificacién por PCR
del gen de la enzima termonucleasa nuc, especi-
fica para la especie (Brakstad et al., 1992). To-
dos los aislamientos resultaron susceptibles a 10
mg de gentamicina (Ochoa-Zarzosa et al.,
2008a), por lo que este antibidtico se empled en
los posteriores ensayos de infeccién. La cepa
certificada S. aureus ATCC 27543 proveniente
de un caso de mastitis clinica se incluyé como
control positivo. Previo a la realizacién de los
ensayos de infeccién con las células epiteliales
mamarias bovinas (CEMB), las bacterias se
crecieron toda la noche a 37 °C en medio de
cultivo LB liquido, y las unidades formadoras de
colonias (1 X 10° UFC) de cada aislamiento se
ajustaron midiendo la densidad dptica del cultivo
a 620 nm.

Cultivos celulares: células endoteliales bo-
vinas (CEB) y células epiteliales mamarias

bovinas (CEMB)

La linea celular endotelial bovina BVE-E6E7
inmortalizada con el papilomavirus humano 16
(Cajero-Judrez et al., 2002), se utilizé para ex-
presar el ADNc que codifica para el PA Thi2.1.
Las CEB se cultivaron rutinariamente en medio
minimo esencial de Dulbecco (DMEM, Sigma),
suplementado con antibidticos y 10% de suero
fetal bovino (Equitech-Bio). Las CEMB utiliza-
das en este trabajo se aislaron y cultivaron como
se ha descrito previamente a partir del tejido
alveolar de una vaca lactante (Anaya-Ldpez et
al., 2006b). Para su cultivo, se empled la mezcla
de medio minimo esencial de Dulbecco y F12 de
Ham (DMEM/F12, Sigma), suplementado con
antibidticos, 10% de suero fetal bovino (Equi-
tech-Bio), insulina (Sigma) e hidrocortisona
(Sigma) (10 ng/ml de cada una).

Construccion del vector de expresiony
transfeccion de las CEB

El ADNc del PA Thi2.1 de A. thaliana clona-
do en el vector pUC19 fue donado por Klaus
Apel (Swiss Federal Institute of Technology,
Ziirich, Switzerland). Para los ensayos de trans-
feccion celular, la regiéon codificante del PA
Thi2.1 (400 pb) se clond en el vector de expre-
sién para células de mamifero pTracer-EF/V5-
His-B (Invitrogen), para generar una proteina de
fusién con el epitope V5 y una cola de 6 histidi-
nas, a esta construccién se le denominé pThi2.1
(FIGURA 1A). La regién codificante de Thi2.l se
obtuvo por PCR utilizando los siguientes oligo-
nucledtidos: directo, 5° TTA GGT ACC GTT
ATG AAA GGA AGA ATT 3’; reverso, 5 TT
AGA ATT CGA CAA CAG TTT AGG CGG 3.
Se realizaron 25 ciclos con las siguientes condi-
ciones: 94 °C, 30 s; 55 °C, 30 s; 72 °C, 1 min. El
tamafio del producto predicho es de ~ 400 pares
de bases. La correcta fusién de la construccién
se confirmé mediante secuenciacion (datos no
mostrados) empleando el paquete BigDye termi-
nator v 3.1 (Applied Biosystems) y el analizador
automdtico de secuencias génicas ABI PRISM
310 (Perkin-Elmer). Como control negativo de
células transfectadas se utiliz6 una construccién
que contiene el ADNc de Thi2.1 clonado en
pTracer-EF/V5-His-B en orientacién contraria
(pThi2.1 AS). Las CEB se transfectaron esta-
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FIGURA 1. CONSTRUCCION PTHI2.1 Y EXPRESION DEL ARNM DEL PA TIONINA THI2.1 EN LAS CELULAS ENDOTELIALES
TRANSFECTADAS. A) Construcciéon pThi2.1 utilizada para transfectar las células BVE-E6E7. Esta construccién contiene el
promotor EF1-a, el ADNc del PA tionina Thi2.1 (~400 pb), el promotor del CMV, el promotor EM7, el gen de resistencia a zeocina
fusionado con el de la proteina verde fluorescente (GFP) y la secuencia de poliadenilacién del SV40. La linea indica el sitio en el
que se clond el ADNc. B) Anilisis de RT-PCR que muestra la amplificacién de f-actina en las CEMB (carril 2), en las CEB no
transfectadas (carril 4) y transfectadas con pThi2.1 (carril 5) o pThi2.1 AS (carril 6). La ausencia de amplificacién de -actina se
muestra en el control negativo utilizando el ADN de la construccién pThi2.1 AS como molde (carril 3). El marcador de tamaiio
molecular (1 kb, Invitrogen) se incluy6 en el carril 1. C) Anilisis de RT-PCR que muestra la expresién del PA tionina Thi2.1 en las
células endoteliales. Se muestra la ausencia de expresién del ARNm del PA tionina Thi2.1 en células CEMB (carril 2), en CEB no
transfectadas (carril 4) y en CEB transfectadas con pThi2.1AS (carril 6). La expresién del ARNm del PA tionina Thi2.1 en las
células BVE-EGE7 transfectadas con pThi2.1 se muestra en el carril 5. El carril 1 corresponde al marcador de tamafio molecular de

1 kb (Invitrogen), y el carril 3 corresponde al control positivo utilizando la construccién pThi2.1 como molde.

blemente con las construcciones pThi2.1 y
pThi2.1 AS por lipofeccién con Lipofectamina
2000 (Invitrogen). Las células transfectadas
establemente se seleccionaron en medio de
cultivo Optimem (Gibco) con 500 mg/ml de
zeocina (Invitrogen) durante dos semanas, de
acuerdo con las indicaciones del fabricante (In-
vitrogen). Finalmente, las células también se
seleccionaron empleando como criterio la expre-
sién de la proteina verde fluorescente, incluida
como gen reportero en las construcciones. A
partir de esta poblacién policlonal se selecciona-
ron colonias mediante subclonacién empleando
discos de papel filtro (Sigma) y dilucién limitan-
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te. Los resultados mostrados en el presente tra-
bajo se obtuvieron empleando el medio de
cultivo condicionado (MC) de una clona selec-
cionada que expresa el ADNc del PA Thi2.1, la
cual se denominé CEB-Thi2.1. La expresién de
la proteina Thi2.1 en las células transfectadas se
produce como una proteina de fusién unida al
epitope V5 y a una cola de histidinas, por lo que
mediante inmunoprecipitacién y andlisis de Wes-
tern blot empleando un anticuerpo anti-V5 (Invi-
trogen), se demostrd la expresion de Thi2.1 en el
medio condicionado de las células transfectadas
(datos no mostrados, Loeza-Angeles et al.,
2008).
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Retrotranscripcion y reaccién en cadena de
la polimerasa (RT-PCR)

La expresion del ADNc del PA Thi2.1 por las
CEB transfectadas se analizé por RT-PCR. El
ARN total de las células transfectadas se extrajo
con Trizol (Invitrogen) de acuerdo con las ins-
trucciones del fabricante. La contaminacién con
ADN genémico se eliminé mediante tratamiento
con la enzima ADNasa (Sigma). La reaccién de
retrotranscripcion (RT) se desarrollé como se ha
descrito previamente (Torner et al., 1999). La
region codificante del PA Thi2.1 se amplificé
con los oligonucledtidos previamente descritos.
Se utilizaron oligonucleétidos especificos para
amplificar beta actina (b-actina) para verificar la
integridad del ARNm, asi como la RT (Torner et
al., 1999). Los programas de amplificacién para
cada combinacién de oligonucledtidos consistie-
ron en 25 ciclos y una temperatura de alinea-
miento de 55 °C. Los productos de PCR se se-
cuenciaron para confirmar la amplificacion espe-
cifica del ADNc de Thi2.1. Como controles ne-
gativos se utilizaron los ADNc sintetizados a
partir del ARNm de las CEB no transfectadas y
de cultivos de CEMB.

Medios condicionados (MC)

Para obtener el MC de las CEB transfectadas
con las construcciones pThi2.1, pThi2.1 AS y de
las CEB no transfectadas, éstas se cultivaron en
cajas de Petri pl00 (Costar), y al llegar a con-
fluencia se reemplazé el medio de cultivo con 5
ml de medio Optimem (Gibco) sin suero y anti-
bidticos, y se cultivaron durante 24 h. Al cabo de
este tiempo, el MC se recuperd, se clarificé por
centrifugacién (10 min, 1200 x g), y se determi-
né la concentracidn de proteina total por el mé-
todo de Bradford. En todos los experimentos se
emplearon 2.5 mg de proteina total (Pt) presente
en el MC, con excepcidn de los experimentos en
los que se evalud la respuesta de manera depen-
diente de la concentracion.

Ensayo de endocitosis de los aislamientos
de Staphylococcus aureus por las CEMB

Se utilizaron monocapas confluentes de las

CEMB de cultivo primario pasaje 2 en placas de
24 pozos (Corning) y se incubaron con 1 X 106

UFC de los distintos aislamientos de S. aureus.
La cepa de S. aureus ATCC 27543 se empled
como control positivo de la infeccién. Las
CEMB se incubaron con las bacterias durante 2
h a 37 °C en medio F12K (Sigma) sin suero ni
antibidticos en una atmésfera himeda con 5% de
COs. Las bacterias adheridas a la superficie de
las células se eliminaron incubando las células
infectadas con 50 pg/ml de gentamicina durante
2 h y lavindolas con amortiguador de fosfatos
(PBS). Las células infectadas se despegaron
mediante tratamiento con Tripsina-EDTA (Sig-
ma), se lisaron con 200 pl de agua desionizada
estéril y se distribuy6 una dilucién 1/100 sobre
placas de agar LB, luego se incubaron a 37 °C
durante 24 h y se contaron las UFC de S. aureus
recuperadas correspondientes a cada aislamien-
to. Los experimentos se realizaron por triplicado.
Para evaluar el efecto de los MC sobre la endo-
citosis de los aislamientos de S. aureus por las
CEMB, los ensayos se realizaron en presencia de
los mismos, se utiliz6 el medio Optimem como
control, y se siguié el procedimiento descrito
anteriormente.

Ensayo de viabilidad de los aislamientos de
Staphylococcus aureus

Se incubaron 10 x 10® UFC de S. aureus con
2.5 pgde Pt de los MC en platos de fondo plano
de 96 pozos (Corning) durante 4 h a 37 °C. Des-
pués se agregaron 10 pl (5 mg/ml) de la sal de
tetrazolio bromuro 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio (MTT, Sigma) a cada pozo
y se incubd nuevamente por 4 h a 37°C (Satnam
et al., 1999). Finalmente, se agregaron 100 pl
del detergente dodecil sulfato de sodio (SDS,
Sigma) al 10% para disolver los cristales de
formazan. Se determind la viabilidad de los mi-
croorganismos midiendo la reduccién del forma-
zan en un espectrofotémetro de microplacas
(Bio-Rad) a 595 nm. Para determinar el efecto
dosis-respuesta, los aislamientos de S. aureus se
incubaron con distintas concentraciones de
proteina total de los MC: 0.0625, 0.125, 0.625,
1.25,2.5,3.125 y 6.25 mg de Pt.
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FIGURA 2. ENDOCITOSIS DE AISLAMIENTOS DE Staphylococcus aureus POR CELULAS DE EPITELIO MAMARIO BOVINO. Se
cuantificé el nimero de UFC recuperadas a partir d¢ CEMB infectadas y lisadas. En la grifica se muestra el promedio de
triplicados del porcentaje de UFC recuperadas tras lisar las CEMB después de 2 h de infeccién, con sus respectivos errores
estandar. La endocitosis de la cepa ATCC 27543 se consider6 el 100%.

Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron al me-
nos 3 veces por triplicado. Los resultados de los
tratamientos se analizaron mediante la prueba ¢
de Student. Se consideraron diferencias signifi-
cativas cuando p<0.05.

RESULTADOS

En el presente trabajo se evalud el efecto
antibacteriano del MC de CEB productoras del
PA Thi2.1 de Arabidopsis thaliana sobre aisla-
mientos de S. aureus de casos de mastitis clinica
bovina. En la FIGURA 1A se presenta el esquema
de la construcciéon pThi2.1, que contiene el
ADNCc del PA Thi2.1, utilizada para transfectar
establemente las CEB. Las CEB se transfectaron
utilizando lipofectamina y las células se selec-
cionaron en medio de cultivo con zeocina y me-
diante la expresion de la proteina verde fluores-
cente. La integridad del ARNm aislado y la efi-
ciencia de la RT se verificé amplificando el
ARNmMm correspondiente a b-actina en las CEMB,
en las CEB no transfectadas, y en las CEB trans-
fectadas con las construcciones pThi2.1 y
pThi2.1 AS (FIGURrA 1B, carriles 2, 4, 5 y 6, res-
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pectivamente). El control negativo consistié en
utilizar el ADNc de Thi2.l como molde (FIGURA
1B, carril 3). La expresiéon del ARNm del PA
Thi2.1 en las CEB transfectadas con la construc-
cién pThi2.1 se muestra en la FIGURA 1C, en la
que se observa un producto de amplificacién por
PCR de ~400 pb (carril 5), correspondiente al
tamafio predicho. La amplificacién de este pro-
ducto también se detectd cuando se empled el
ADNCc de Thi2.1 como molde (FIGURA 1B, carril
3). No se detectaron productos de amplificacién
en los controles que contienen el ADNc sinteti-
zado a partir de CEMB y de CEB transfectadas
con la construccién pThi2.1 AS (FIGURA 1C,
carriles 2 y 6, respectivamente). De acuerdo con
la FIGURA 1A, el PA Thi2.1 puede ser producido
como una proteina de fusién acoplada al epitope
V5. Este PA posee un péptido sefial de 25 ami-
nodcidos en la regiéon amino terminal, sugiriendo
que puede ser excretado por las CEB al medio
de cultivo. En un trabajo previo, mediante inmu-
noprecipitacién con anticuerpos anti V5 y andli-
sis de Western blot, se demostr la presencia de
la proteina de fusion en el MC de las
CEB-Thi2.1 (2% de la proteina total), pero no en
las  CEB-Thi2.1AS, sugiriendo que las
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TABLA 2 Inhibicién de la endocitosis de los aislamientos de S. aureus por las CEMB en presencia del medio condicionado de las

CEB
Aislamiento Medio condicionado? UFC (+ Desv Std)> . .,
inhibiciéon®

S. aureus CEB-Thi2.1 259 +22 9.5
ATCC 27543 CEB-Thi2.1 AS 7400 3100

CEB-Thi2.1 0.66 +0.57 80.18
STA11

CEB-Thi2.1 AS 333+208

CEB-Thi2.1 3333 +14 96.9
STAI13

CEB-Thi2.1 AS 1081.66 + 32

CEB-Thi2.1 21£9 90.74
STA14

CEB-Thi2.1 AS 227 £ 66

CEB-Thi2.1 100.66 = 36 97.32
STAIS

CEB-Thi2.1 AS 3766.66 + 324

CEB-Thi2.1 35+8 73.28
STA21

CEB-Thi2.1 AS 131+25

2En todos los casos se evalué el efecto de 2.5 pg de proteina total de los medios condicionados
b Se muestra el promedio de triplicados
¢ Porcentaje calculado considerando 0% de inhibicién al efecto del MC de CEB-Thi2.1AS

CEB-Thi2.1 producen la tionina (Loeza-Angeles
et al., 2008). La utilizaciéon de CEB como siste-
ma de expresién coincide con reportes previos
que sefialan que éstas células son un sistema
heterdlogo ttil para la expresion de PA, ademds
de que representan un modelo atractivo para el

0.9 -
0.8 1
0.7 1
0.6 1
0.5 1

0.4 1

Densidad dptica

0.3 1

0.2 1

0.1 1

04

estudio de la interaccién hospedero-patégeno
(Anaya-Lépez et al., 2006b).

Antes de evaluar la actividad antibacteriana
del MC de las CEB-Thi2.1, se analizé la
capacidad de endocitosis de los aislamientos de
S. aureus por las CEMB. La invasiéon de las
células epiteliales por S. aureus es reconocida

O MC CEB-Thi2.1
* MC CEB-Thi2.1 AS

STA15

STA21

ATCC

STA11

STA14

FIGURA 3. VIABILIDAD DE LOS AISLAMIENTOS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS EN PRESENCIA DE 2.5 MG DE PROTEINA TOTAL DE
LOS MEDIOS CONDICIONADOS. La viabilidad de las bacterias que mostraron capacidad de endocitosis se cuantific mediante el
ensayo de reducciéon del MTT. En la grifica se muestra el promedio de quintuplicados de los diferentes aislamientos después de 4 h
de tratamiento con los MC de las CEB-Thi2.1 y CEB Thi2.1 AS (control), con sus respectivos errores estdndar. * P < 0.05 en
relacién con el efecto del MC CEB Thi2.1 AS.
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FIGURA 4. CURVA DE DOSIS-RESPUESTA DE LA VIABILIDAD DE LOS AISLAMIENTOS DE Staphylococcus aureus EN PRESENCIA DE 2.5
MG DE PROTEINA TOTAL DEL MEDIO CONDICIONADO DE CEB- THI2.1. Las bacterias que mostraron capacidad de endocitosis se
incubaron con diferentes concentraciones de proteina total del MC de las CEB-Thi2.1 (0-62.5 pug/ml). La viabilidad bacteriana se
cuantificé mediante el ensayo de reducciéon del MTT. Cada barra representa el promedio de triplicados con su respectivo error

estandar. Se muestra un experimento representativo.

como un mecanismo patogénico importante
durante el establecimiento de la mastitis, y se ha
determinado que existen diferencias en esta
capacidad de invasion entre los diferentes
aislamientos (Wanasinghe, 1981; Anaya-Ldpez
et al., 2006a). Se evaluaron 13 aislamientos
(TABLA 1) provenientes de casos de mastitis
clinica bovina los cuales fueron identificados
como S. aureus mediante la amplificacién del
gen de la termonucleasa nuc, especifico para la
especie (Brakstad er al., 1992). Como control
positivo de la endocitosis se emple6 la cepa de S.
aureus ATCC 27543 que tiene capacidad de
invadir células epiteliales mamarias bovinas
(Anaya-Loépez et al., 2006b). Sdlo los
aislamientos STA11, STA13, STA14, STA15 y
STA21 de S. aureus fueron endocitados por las
CMEB (F1GURA 2). De acuerdo con los valores de
las UFC recuperadas, los 5 aislamientos
mostraron valores de endocitosis >15% con
respecto a la cepa de ATCC, la cual se considerd
como el 100%. Los valores de endocitosis
mostrados por los aislamientos de S. aureus
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evaluados coinciden con reportes previos, en los
que se ha demostrado diferencias en la
endocitosis de aislamientos de S. aureus
asociados a mastitis bovina por las CEMB
(Hensen et al., 2000; Anaya-Lépez et al.,
2006b). Es importante sefialar que los
aislamientos de S. aureus que fueron
endocitados por las CEMB provienen de vacas
de sistemas lecheros de traspatio (TABLA 1), en
este tipo de sistema de produccién se ha
reportado que existe una mayor variabilidad
genética entre los aislamientos de S. aureus que
aquellos provenientes de sistemas tecnificados
(Lopez-Meza et al., 2006). Con base en estos
resultados, los 5 aislamientos que mostraron
capacidad de endocitosis por las CEMB, fueron
empleados en los siguientes experimentos.

La actividad antimicrobiana del PA Thi2.1 de
A. thaliana se ha evaluado tinicamente en contra
de hongos y de bacterias fitopatégenos, y se
desconocen sus efectos sobre Dbacterias
patégenas de mamiferos (Vignutelli et al., 1998).
Dado lo anterior, a continuacién se determiné el
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efecto del MC de las CEB-Thi2.1 sobre la
viabilidad de los 5 aislamientos de S. aureus
seleccionados. En la FIGURA 3 se muestra que 2.5
mg de proteina total del MC de CEB-Thi2.1
inhibe significativamente la viabilidad de los
aislamientos STA11, STA13, STA14, STA1S y
STA21, en comparacion con la misma
concentraciéon de proteina total del MC de las
CEB transfectadas con pThi2.1 AS (CEB-
Thi2.1AS). Las diferencias de viabilidad
observadas entre cada aislamiento posiblemente
se deben a la diversidad genética que
previamente se ha demostrado en aislamientos
colectados en sistemas de traspatio (Lépez-Meza
et al., 2006; Ochoa-Zarzosa et al., 2008b).
Posteriormente, los 5 aislamientos de S. aureus
se crecieron en presencia de diferentes
concentraciones de proteina total del MC y se
determind la viabilidad por reduccién del MTT,
con el propdsito de determinar si se presentaba
un efecto inhibitorio dependiente de la
concentracién de proteina total del MC. Las
concentraciones evaluadas de proteina total del
MC se encontraron en el rango de 0.0-62.5 pg/
ml. La viabilidad de todos los aislamientos de S.
aureus disminuyé en el rango de 125-625 ng/ml
de proteina total del MC de CEB-Thi2.1
(FIGURA 4), observdndose un efecto dependiente
de la concentracién. La actividad antibacteriana
dependiente de la concentracion se ha reportado
previamente para las tioninas de plantas (Stec,
2006).

Para determinar el efecto del PA Thi2.1 sobre
la capacidad de endocitosis de S. aureus por las
CEMB, se realizaron ensayos de endocitosis con
los 5 aislamientos de S. aureus en presencia de
2.5 mg de proteina total del MC de las CEB-
Thi2.1. La TABLA 2 muestra que en presencia del
MC de las CEB-Thi2.1, los aislamientos de S.
aureus 'y la cepa control mostraron una
reduccion en su capacidad para penetrar a las
CEMB, siendo esta inhibicién superior al 75%
en relaciéon al MC de las CEB-Thi2.1 AS. El
aislamiento de S. aureus que mostré la mayor
inhibicién fue STA15 (>97%) y el que presentd
el menor efecto fue el aislamiento STA21 con un
valor de inhibicién del 73%.

Para determinar que el efecto inhibitorio del
MC de las CEB-Thi2.1 sobre la capacidad de
invasién de las aislamientos se debfa a una ac-
cién antibacteriana y no a un efecto citotoxico
sobre las CEMB, se determiné la viabilidad de
las mismas mediante el ensayo colorimétrico de
reduccion del MTT. El MC no mostré efecto
sobre la viabilidad de las células después de 24 h
de exposicién de acuerdo con el ensayo realiza-
do (datos no mostrados). Dado lo anterior, la
disminucién en la endocitosis de los aislamien-
tos de S. aureus por las CEMB en presencia del
MC CEB-Thi2 presentada en la TABLA 2, puede
ser consecuencia de la inhibicién de la viabilidad
de las bacterias.

CONSIDERACIONES FINALES

Los resultados aqui mostrados abren la posi-
bilidad de utilizar PA de plantas, como la tionina
Thi2.1, para el control y tratamiento de enfer-
medades en animales como lo es la mastitis bo-
vina. Estos datos representan el primer reporte
del efecto de una tionina de plantas sobre aisla-
mientos de S. aureus obtenidos de casos de mas-
titis bovina.
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