PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

ESCUELA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Tratamientos Alternativos para Mastitis Bovina Asociada a Prototheca spp.

Monografia previa a la obtencion del titulo de Licenciado en Microbiologia

Juan José Pérez Torres

Quito, 2026



CERTIFICACION

Certifico que la Monografia de Microbiologia del Sr. Juan José Pérez Torres ha sido concluida
de conformidad con las normas establecidas; por lo tanto, puede ser presentada para la

calificacion correspondiente.

Ma rtin Firmado

digitalmente por

Ma rCia I- Martin Marcial-Coba
Fecha: 2026.01.09

Coba 12:33:33 -05'00'

Dr. Martin Sebastian Marcial Coba
Quito, 09 de Enero de 2026



DEDICATORIA

Dedico el presente trabajo a mi familia, por ser el pilar fundamental que ha sostenido cada etapa de
mi formacién académica. De manera especial, a mi madre, quien ha sido mi apoyo constante a lo largo
de toda mi carrera universitaria, brinddandome fortaleza, confianza y acompafiamiento incondicional

incluso en los momentos mds complicados del proceso.

Asimismo, dedico este trabajo a mis docentes, quienes a lo largo de mi formaciéon han sido los
responsables de mi conocimiento profesional. Gracias a su ensefianza, exigenciay ejemplo, sembraron
en mi la curiosidad cientifica, el pensamiento critico y el compromiso con el ejercicio responsable y

ético de la profesion.

Finalmente, dedico este trabajo a mi tutor de titulacion, Martin Marcial Coba, por su acompafiamiento
permanente y su apoyo constante no solo durante mi trayectoria universitaria, sino a lo largo de la
elaboracion de este trabajo. Su dedicacién, orientacion y disposicion para guiarme fueron

fundamentales para el desarrollo y culminacidn de este trabajo.



A W N B

TABLA DE CONTENIDOS

CRESUMEN ..ottt ettt a st a s et st et en st st as s e s s s s s sassessassessssesensntssanensesansnssansnsans 1
Y Y 13X ot OO 2
INTRODUCCION. ..ottt sttt ettt ettt bttt a et s s sa bbb s s s e s et s e s s s aeae b s snanas 3
COBUETIVOS ...ttt ettt sttt s et a et ae s s e s e s s et et s ae b e s st ena st et ne et es s s esnenaenans 7
4.1, OBJETIVO GENERAL.......cvveieevieieereeeteteectesesaesesesae e ae st sen s s s s e s s s s ssassesensesesssesesasaessnansesans 7
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.......ucvveeeeeeeceeteecteteseetesesas e sessesesste s sssssssessssesesasssssasssssssssssssssssasensans 7
. IMARCO TEORICO.......oueuiueteieieeeeeecteteteteses sttt s s s s s et es s aese et s s ssssaesesesesenssassesesesessasansesesesananans 8
5.1 EL GENERO PROTOTHECA COMO CAUSANTE DE MASTITIS BOVINA.......cocvieevererrereeeeereneeeernennn. 8
5.1.1 BIOLOGIA Y CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS .......ocuiverereiiieeeeerereiesessieae s 8
5.1.2 TAXONOMIA Y CLASIFICACION ACTUAL (Prototheca BOVIS) .........coeveeeevrseevseererssesensnnnns 10
5.1.3 PATOGENESIS Y MANIFESTACIONES CLINICAS EN MASTITIS BOVINA .......covveererereerereennans 11
5.2 ESTADO ACTUAL DE LOS TRATAMIENTOS CONVENCIONALES CONTRA LA PROTOTECOSIS...... 12
5.2.1 ANTIBIOTICOS Y ANTIMICOTICOS MAS EMPLEADOS ......ocvvverereeiererereseeraeiesesesesssaeesenenes 12
5.2.2 LIMITACIONES TERAPEUTICAS .....vueevveeeteeecee et seetessae s s sessssss s s s s ssassesessesanansenans 15
5.3 TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS FRENTE A LA PROTOTECOSIS ......vvvevereveeerereceeeeneesesesssesenanens 17
5.3.1 PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS ......ovecvvereeteeeceeseeesesseseesesessssesasessesssssssssssesssssssassesssassassssssans 17
5.3.2 NANOBIOTECNOLOGIA ......ovvveiececectetetee ettt sttt nae et s 20
5.3.3 ACEITES ESENCIALES ....ecvoveeeeeeceeteeeeeeseseetessaesesesaesesaesesssesesassesessesessssesessssssssasssssssssnsssesans 23

. CONCLUSIONES ......oooevieceet e teesae st es et ae s st s et e s s as s s st enssssssassesassssssssaesensssesnansesaseesasanen 28
. RECOMENDACIONES .......ouovieeieiteseeteeeesestesaesesseses st se s s st ae st saes s esae s s st s st eseesensas 30
CREFERENCIAS.......ouvieeviieeteesesee et ses e se s s st ae st bt s st a st ae s s st s b b e st eneeseneas 31



1. RESUMEN

La mastitis bovina es una de las enfermedades mas relevantes en la industria lechera, tanto
por su impacto en la productividad como por las pérdidas econdmicas que ocasiona. En este contexto,
Prototheca spp., particularmente P. bovis, se ha consolidado como un patégeno emergente capaz de
provocar infecciones intramamarias crénicas y resistentes a los tratamientos convencionales. La
ausencia de protocolos terapéuticos eficaces frente a esta microalga ha llevado a considerar el
sacrificio de los animales infectados como la medida mds practica, situacién que genera consecuencias
significativas para el sector ganadero. Ante esta problematica, surge la necesidad de explorar
estrategias alternativas que permitan mejorar la eficacia terapéutica y reducir la dependencia de
antimicrobianos convencionales. Entre estas opciones destacan los aceites esenciales, los péptidos
antimicrobianos y la nanobiotecnologia, los cuales han demostrado resultados alentadores en
estudios experimentales, principalmente in vitro. Estas aproximaciones no solo buscan contrarrestar
la resistencia microbiana, sino también ofrecer soluciones sostenibles, de bajo costo y con menor
riesgo de generar residuos en la leche. La presente monografia analiza de manera integral el papel de
Prototheca spp. en la mastitis bovina, revisa el estado actual de los tratamientos convencionales y
profundiza en el potencial de las terapias alternativas como una via innovadora y sostenible. Con ello,
se pretende aportar una visidn critica y actualizada que contribuya a la busqueda de soluciones

efectivas para esta enfermedad de creciente importancia en la produccidn lechera.

Palabras clave: Mastitis bovina; Prototheca spp.; Prototheca bovis; aceites esenciales; péptidos

antimicrobianos; nanobiotecnologia; terapias alternativas.



2. ABSTRACT

Bovine mastitis is one of the most significant diseases in the dairy industry, due to both its impact on
productivity and the economic losses it generates. In this context, Prototheca spp., particularly P.
bovis, has emerged as an important pathogen capable of causing chronic intramammary infections
that are resistant to conventional treatments. The lack of effective therapeutic protocols against this
microalga has led to culling infected animals as the most practical control measure, a situation that
entails considerable consequences for the livestock sector. Given this challenge, there is a growing
need to explore alternative strategies aimed at improving therapeutic efficacy and reducing reliance
on conventional antimicrobials. Among these alternatives, essential oils, antimicrobial peptides, and
nanobiotechnology have shown promising results in, mainly in vitro, experimental studies. These
approaches aim not only to counteract microbial resistance, but also to provide sustainable, cost-
effective solutions with a lower risk of generating residues in milk. This monograph provides a
comprehensive analysis of the role of Prototheca spp. in bovine mastitis, reviews the current state of
conventional treatments, and examines in depth the potential of alternative therapies as an
innovative and sustainable pathway. In doing so, it aims to offer a critical and up-to-date perspective
that contributes to the search for effective solutions to this disease of increasing relevance in dairy

production.

Keywords: Bovine mastitis; Prototheca spp.; Prototheca bovis; essential oils; antimicrobial peptides;

nanobiotechnology; alternative therapies



3. INTRODUCCION

El elevado contenido nutricional de la leche hace que sea considerada como un alimento de
primera necesidad y, consecuentemente, es indispensable para garantizar la seguridad alimentaria a
nivel global (Neus, 2017). Al mismo tiempo, al ser un alimento ampliamente consumido, su produccién
representa una actividad econdmica significativa. En Ecuador, en este sector se desempeiian 298 mil
ganaderos y es la actividad agropecuaria que mdas empleo genera, con un total de 1.5 millones de
empleos entre directos e indirectos (Grijalva, 2011). Ademas, constituye en muchos casos la base de
la economia de pequefnos campesinos de las zonas altas del pais, al ser su Unica fuente de ingreso

(Teran, 2019).

Lamentablemente, la produccién lechera puede verse afectada por diversos factores, entre
ellos patologias como la mastitis bovina, descrita como una respuesta inflamatoria de la glandula
mamaria ante una injuria. Dependiendo del grado de inflamacién, esta puede manifestarse de forma
clinica o subclinica y se caracteriza por la infiltracion de células somaticas, principalmente neutrofilos
polimorfonucleares, en la glandula mamaria, asi como por un aumento en el contenido de proteasa
en la leche (Nardoni & Mancianti, 2023). En consecuencia, impacta negativamente el bienestar del
ganado, la produccidn y la calidad de la leche, ocasionando pérdidas econdmicas significativas tanto a
nivel local como mundial. En este contexto, es considerada la enfermedad infecciosa mas costosa en
vacas lecheras, provocando una disminucién en la produccién de leche que varia entre el 4% y el 30%

(Bedolla'y Ponce, 2008).

Actualmente, se han identificado aproximadamente 140 especies de patdgenos causantes de
esta condicién (Fernandez et al., 2012). Entre ellos, se ha reportado que bacterias de los géneros
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Corynebacterium spp. y algunas Gram negativas son
responsables de mas del 90% de los casos clinicos y subclinicos de mastitis en vacas (Hernandez et al.,

2015). Por otra parte, géneros fungicos como Candida spp., Aspergillus spp. y Cryptococcus spp.



pueden causar mastitis micdtica, generalmente tras tratamientos antibidticos prolongados
(Hernandez et al., 2015). Asimismo, se ha descrito a algunas microalgas como Prototheca spp. como
agentes etioldgicos de mastitis bovina. Estos microorganismos unicelulares se encuentran en el
entorno de las vacas, particularmente en ambientes con alta humedad y presencia de materia
organica como cama, agua y estiércol, lo que facilita su ingreso a la ubre a través del canal del pezdn

(da Rocha, 2021).

De manera especifica, Prototheca bovis, previamente clasificada como Prototheca zopfii
genotipo 2, es considerada la especie mas patdgena, principalmente asociada a mastitis bovina
(Fernandez et al., 2012). Bioldgicamente, se trata de un alga unicelular que ha ganado relevancia
debido a su resistencia a tratamientos convencionales y a su capacidad de causar infecciones crénicas

en el ganado, representando un problema persistente en la industria lechera (Fernandez et al., 2012).

Aunque la mastitis clinica es la manifestacidén mads frecuente de esta patologia, también
ocurren casos de la forma subclinica. En los cuadros agudos, los cuartos mamarios pueden estar
aumentados de volumen, endurecidos y presentar una secrecién acuosa con presencia de grumos
(Kruze, 2015). Se ha observado que los neutréfilos no participan en la patogénesis de esta infeccidn,
por lo cual en los animales afectados no se observan mayores recuentos celulares en la leche, aspecto

gue la diferencia de infecciones por otros patdgenos.

La mastitis bovina provocada por Prototheca spp. es un problema creciente en la industria
lactea mundial, debido a que el agente etioldgico se ha propagado en paises de climas tropicales y
templados, gracias a su capacidad de adaptacidn y persistencia, asi como a su resistencia a los
antimicrobianos convencionales (Huilca-lbarra et al., 2022). En Ecuador, estudios recientes han
detectado una prevalencia considerable de Prototheca bovis en ganado lechero con mastitis crénica,
identificandola en aproximadamente el 15.1% de las muestras de leche en zonas tropicales del pais

(Huilca-lbarra et al., 2022). Este hallazgo, uno de los mayores reportados en infecciones por



Prototheca spp. en situaciones no epidémicas, subraya la necesidad urgente de implementar
estrategias de control y diagndstico mas precisas en Ecuador para limitar la propagacién de esta

infeccidon en establos lecheros.

Los antimicrobianos convencionales han constituido la primera opcidn en el tratamiento de la
prototecosis bovina; sin embargo, su utilizacidon presenta varias desventajas, como tasas de curacion
bajas, residuos persistentes en la leche y riesgo de generar resistencia (Kruze, 2015). Algunos ensayos
in vitro han demostrado que ciertos antimicdticos como anfotericina B y nistatina son efectivos contra
este agente, pero resultan de alto costo (Huilca-lIbarra et al., 2022). En consecuencia, la medida mas
practica y efectiva para controlar esta infeccion ha sido el sacrificio de los animales infectados, con el

fin de evitar la propagacion al resto del hato (Kruze, 2015).

Debido a las limitaciones asociadas al uso de antibidticos para tratar la prototecosis, surge una
necesidad urgente de explorar alternativas terapéuticas. Por ejemplo, se ha evaluado la actividad
antimicrobiana in vitro de seis cepas de Lactobacillus spp. contra patdégenos productores de mastitis
bovina (Miranda & Pefia, 2016). Asimismo, multiples investigaciones han estudiado el potencial de los
extractos de plantas y de algunos compuestos activos como alternativas prometedoras frente a las
limitaciones del uso de antimicrobianos. Entre las ventajas de los productos naturales se destacan:
menos efectos adversos, mejor tolerancia, relativamente bajo costo, amplia aceptacion debido a su
uso tradicional, renovabilidad y mejor biodegradabilidad (Soo Xi Yap et al., 2014). En este contexto,
los aceites esenciales, derivados de plantas como el orégano, el tomillo y el clavo de olor, se presentan
como una opcién con accién antimicrobiana compleja, al actuar sobre diversos sitios de las células
bacterianas, reduciendo la posibilidad de resistencia. Ademas, no dejan residuos téxicos en la leche,
lo que favorece la seguridad alimentaria y la inocuidad de los productos lacteos (Gomes & Henriques,

2016).



Ademas de su capacidad antimicrobiana, los aceites esenciales poseen propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias que podrian ayudar a mitigar la inflamacién asociada con
enfermedades como la mastitis (Kromker & Leimbach, 2017). Estos beneficios adicionales contribuyen
no solo a mejorar la salud de los animales, sino también a promover un enfoque mas natural y
sostenible en comparacién con los antimicrobianos convencionales, cuyo uso excesivo puede tener
efectos negativos en el medio ambiente y la salud publica. Aunque los aceites esenciales presentan
un gran potencial, su aplicacion a gran escala aln requiere mas investigacidn para optimizar su uso y

asegurar su eficacia y seguridad en condiciones de campo (Krémker & Leimbach, 2017).

En sintesis, el desarrollo de tratamientos alternativos se presenta como una necesidad
imperante, no solo para reducir las pérdidas econdmicas en el sector ganadero, sino también para
ofrecer soluciones mds sostenibles en el manejo de esta enfermedad. Hasta la fecha no existen
estudios que sustenten un tratamiento eficaz contra la mastitis asociada a Prototheca spp., y persiste

un vacio de conocimiento respecto a alternativas como los aceites esenciales (Fernandez et al., 2012).

Esta monografia propone generar una vision general sobre el estado actual del uso
terapéutico de los aceites esenciales en el control de la mastitis bovina causada por Prototheca spp.,
un patégeno emergente que desafia la salud animal debido a su resistencia a tratamientos
convencionales. El trabajo se plantea como una herramienta clave para la busqueda de soluciones
innovadoras que contribuyan al bienestar animal y promuevan la produccion sostenible, mejorando

ademas las condiciones socioecondmicas de los productores rurales.



4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL
Generar una visién general en referencia al estado actual del uso terapéutico y de diferentes aceites

esenciales en el control de la mastitis bovina causada por Prototheca spp.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Identificar las principales caracteristicas clinicas y microbiolégicas de Prototheca spp. como
agente causal de la mastitis bovina y su impacto en la produccién lechera.
2. Analizar la efectividad de tratamientos alternativos, como extractos vegetales y compuestos
antimicrobianos naturales, frente a Prototheca spp. mediante pruebas in vitro.
3. Proponer estrategias de manejo sostenible que reduzcan el uso de antimicrobianos
convencionales y minimicen el impacto ambiental en las explotaciones ganaderas afectadas

por Prototheca spp.



5. MARCO TEORICO

5.1 EL GENERO PROTOTHECA COMO CAUSANTE DE MASTITIS BOVINA

5.1.1 BIOLOGIA Y CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

El género Prototheca estd compuesto por algas unicelulares aerdbicas que carecen de
clorofila, lo que la diferencia de otras microalgas. A nivel microscdpico, se observan estructuras
esféricas de 1 a 30 um con endosporas internas (Cruz, 2022). Estas células presentan una pared gruesa
compuesta principalmente por polisacaridos como la celulosa, lo que les otorga resistencia frente a
condiciones adversas (Libisch et al., 2022) como temperaturas variables y desinfectantes de uso

comun, lo cual complica su erradicacion en ambientes productivos (Libisch et al., 2022).

Debido a la pérdida de su capacidad fotosintética, las microalgas del género Prototheca se
caracterizan por ser saprofitos ambientales de tipo heterotréfico (Zufiiga & Caro, 2023). Esta condicidn
favorece su supervivencia en ambientes hiumedos y ricos en materia orgdnica, como suelos, aguas
estancadas y sustratos contaminados con residuos animales, lo que explica su deteccion frecuente en
lagunas del tambo, tracto intestinal de animales y dreas ganaderas contaminadas con heces bovinas 'y
porcinas (Grzesiak et al., 2018). Adicionalmente, se ha demostrado que organismos pertenecientes a
Prototheca spp. también pueden colonizar equipos de ordefio, bebederos y otras superficies himedas
en contacto con animales, actuando como reservorios potenciales de infecciéon (Nardoni & Mancianti,
2023). Ademas, su capacidad de formar biopeliculas contribuye a su persistencia en ambientes
lecheros (Jabtonska et al., 2024). Estas biopeliculas aumentan la resistencia a los agentes sanitizantes,
favoreciendo la transmisidn horizontal dentro del rebafio (Jabtonska et al., 2024). La ubicuidad de
Prototheca spp. en el ambiente sugiere que su eliminacion completa es improbable, por lo que las

estrategias de control deben centrarse en la prevencidn y el monitoreo constante (Libisch et al., 2022).

Con base en su metabolismo, el aislamiento de Prototheca spp. puede realizarse en medios

de cultivo convencionales como agar Sabouraud o PDA (pH 5.6), formando colonias similares a las de



las levaduras, luego de 48 horas a 25-37 °C (Cruz, 2022). Asimismo, se ha descrito que Prototheca spp.
puede desarrollarse en agar sangre, donde forma colonias de tonalidad blanquecina a grisdcea tras
24-36 horas de incubacidn, manteniendo un crecimiento dptimo en rangos habituales de temperatura
utilizados en microbiologia clinica (Grzesiak et al., 2018). Las colonias tienen un aspecto pastoso, de
superficie granulosa similar al vidrio esmerilado, y su morfologia puede asemejarse a la de algunos
estafilococos o levaduras (Diaz de Tuesta & Ortiz, 2019). Debido a esto, es imprescindible realizar una
tincién para evitar confusiones, especialmente con estafilococos (Diaz de Tuesta & Ortiz, 2019).
Prototheca spp. también crece en otros medios como agar Sabouraud dextrosa, agar nutritivo y
medios selectivos como los de Edward, MacConkey y Coba (Diaz de Tuesta & Ortiz, 2019). En muestras
ambientales o de leche, donde la competencia bacteriana es alta, se recomienda el uso de medios
selectivos como Prototheca Isolation Medium (PIM), disefiado para promover el crecimiento de
Prototheca spp. y suprimir las bacterias y levaduras competidoras (Diaz de Tuesta & Ortiz, 2019).
Algunas cepas pueden requerir incubaciones de hasta 5 dias para que sus colonias puedan alcanzar
un tamafo dptimo para su analisis (Libisch et al., 2022). La confirmacion del aislamiento se puede
realizar mediante tinciones especificas como la de Gram (observandose como estructuras Gram

positivas), o utilizando técnicas moleculares como PCR (Nardoni & Mancianti, 2023).

En la mayoria de laboratorios, la identificacion molecular se basa en la amplificaciéon de regiones
ribosomales conservadas, especialmente del gen 18S rRNA y del espaciador interno transcrito (ITS1-
ITS2), que permiten discriminar entre especies de Prototheca debido a su variabilidad genética
(Nardoni & Mancianti, 2023). Sin embargo, debido a que el ITS puede presentar ambigiiedades en
ciertos aislamientos, se han incorporado secuencias alternativas como los genes mitocondriales CYTB
y COX2, asi como la region LSU (28S rRNA), que mejoran la resolucion filogenética y permiten superar
estas limitaciones (Sperotto et al., 2021). A pesar de la disponibilidad de métodos moleculares, el
diagndstico sigue siendo subestimado en muchas regiones por la falta de protocolos estandarizados

en laboratorios veterinarios (Jabtonska et al., 2024).
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5.1.2 TAXONOMIA Y CLASIFICACION ACTUAL (Prototheca bovis)

Taxondmicamente, Prototheca spp. pertenece a la clase Trebouxiophyceae, orden
Chlorellales y familia Chlorellaceae. Actualmente, se han reconocido 15 especies dentro del género,
entre las cuales P. bovis (anteriormente P. zopfii genotipo 2), P. ciferri (P. zopfii genotipo 1), P.
wickerhamii, P. cutis y P. blaschkeae se han asociado con infecciones en humanos y animales (Cruz,

2022).

En humanos, Prototheca wickerhamiiy P. cutis se consideran las especies de mayor relevancia
clinica, principalmente asociadas a infecciones oportunistas en pacientes inmunocomprometidos,
incluyendo cuadros sistémicos y localizados de evolucidon grave (Zuiiiga & Caro, 2023). En afos
recientes, se han reportado aislamientos inusuales de P. zopfii —una especie tipicamente vinculada a
mastitis bovina y otras infecciones animales— en hemocultivos de individuos inmunodeprimidos, lo
que sugiere una posible expansion de su rango de hospedadores y un incremento de su importancia
zoondtica (Cruz, 2022). Asimismo, Prototheca bovis y P. wickerhamii presentan rangos de
hospedadores amplios, con reportes en gatos, perros, caballos, cabras y bovinos, lo que evidencia su
capacidad de adaptacion y persistencia en diferentes sistemas de produccién animal (Zufiga & Caro,
2023). En consecuencia, la identificacién taxondmica precisa resulta esencial para comprender los
patrones zoondticos y disefiar medidas de bioseguridad adecuadas en las unidades de produccion

(Jabtonska et al., 2024).
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5.1.3 PATOGENESIS Y MANIFESTACIONES CLINICAS EN MASTITIS BOVINA

En el contexto de la produccién animal, Prototheca spp., particularmente P. bovis, ha sido
descrita como un agente etiolégico de mastitis bovina, manifestandose tanto de forma clinica como
subclinica (da Rocha, 2021). Como ya se menciond, la presencia de estos microorganismos en
ambientes con alta humedad y materia orgdnica, como la cama, el agua y el estiércol del ganado,

facilitan la infeccién de la ubre a través del canal del pezén (da Rocha, 2021).

Las infecciones suelen comenzar con una colonizacidn silenciosa del canal del pezdn, seguida
de una penetracion en los conductos mamarios, donde proliferan sin una respuesta inmune evidente
en las primeras etapas (Nardoni & Mancianti, 2023). El uso de sistemas de ordefio defectuosos, asi
como practicas de higiene inadecuadas, incrementan notablemente el riesgo de transmisidn entre
vacas (Jabtonska et al., 2024). Se ha observado que los brotes de mastitis prototécica en hatos lecheros
pueden alcanzar tasas de prevalencia superiores al 30%, especialmente en sistemas de produccion
intensiva (Libisch et al.,, 2022). Una vez establecida, la infeccion puede persistir durante largos
periodos, y las vacas afectadas a menudo deben ser descartadas debido a la baja respuesta a los

tratamientos convencionales (Libisch et al., 2022).

La mastitis causada por Prototheca spp. se caracteriza clinicamente por inflamacién vy
endurecimiento de los cuartos mamarios, asi como por la ocurrencia de una secrecién acuosa con
grumos (Kruze, 2015). También puede observarse una disminucion progresiva en la produccion de
leche y cambios en la composicion fisico-quimica del fluido mamario (Jabtonska et al., 2024). Una
caracteristica distintiva de este tipo de mastitis es la ausencia de un aumento significativo en el
recuento celular de la leche, debido a la limitada participacidn de neutréfilos en la respuesta inmune,
lo que la diferencia de otras infecciones mamarias (Kruze, 2015). Esto se debe a la capacidad de
Prototheca spp. para evadir el reconocimiento del sistema inmune innato, retrasando o suprimiendo
la activacion de células fagociticas (Libisch et al., 2022). Ademas, se ha descrito una escasa respuesta

a terapias antimicrobianas y antiflngicas, incluso en tratamientos prolongados, debido a la pared
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celular resistente y la baja sensibilidad a agentes quimicos (Nardoni & Mancianti, 2023). Por esta
razon, el manejo de casos clinicos generalmente incluye medidas de aislamiento y eliminacidon de

animales persistentemente infectados (Jabtoriska et al., 2024).

Con base en estos antecedentes, Prototheca spp. representa un patégeno emergente en la
produccién lechera, planteando desafios significativos en el diagndstico y tratamiento de la mastitis
bovina. La implementacion de medidas de higiene y manejo adecuadas es crucial para prevenir la
infeccion y controlar su propagacién en los rebafios. Ademas, se requiere fortalecer la vigilancia
epidemioldgica y promover la investigacidon sobre alternativas terapéuticas sostenibles, ya que la
resistencia a tratamientos convencionales y la falta de terapias especificas son limitantes actuales en

el control efectivo de esta enfermedad (Jabtoriska et al., 2024).

5.2 ESTADO ACTUAL DE LOS TRATAMIENTOS CONVENCIONALES CONTRA LA PROTOTECOSIS

5.2.1 ANTIBIOTICOS Y ANTIMICOTICOS MAS EMPLEADOS

Para la mayoria de los ganaderos, el objetivo practico del tratamiento contra la mastitis bovina
es producir rdpidamente una reduccién en los sintomas clinicos, eventualmente reducir el recuento
de células somdticas (RCS), previniendo la recurrencia de nuevos casos clinicos y mantener el
rendimiento esperado de leche (Fernandez et al., 2012). A pesar de los distintos enfoques
terapéuticos, las infecciones intramamarias provocadas por Prototheca spp. representan un desafio
creciente en medicina veterinaria, debido a su escasa respuesta a los tratamientos convencionales y

a las importantes pérdidas econdmicas que generan en los sistemas productivos (Libisch et al., 2022).

En el tratamiento de la mastitis bacteriana, la eficacia de la terapia antibidtica depende en
gran medida de una seleccidon adecuada del agente antimicrobiano, considerando tanto el perfil de
sensibilidad del patégeno como los pardmetros farmacocinéticos y farmacodindmicos del
medicamento (Wolter et al., 2002). En casos leves, los signos clinicos suelen resolverse en un periodo

de 4 a 6 dias, independientemente del tratamiento, aunque la desaparicidon de los sintomas no
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siempre indica la eliminacidon completa del agente infeccioso (Fernandez et al., 2012). Sin embargo,
este patrdn terapéutico difiere marcadamente en la prototecosis, dado que Prototheca spp. no
responde de manera efectiva a los antibiéticos empleados de forma rutinaria en mastitis bacterianas,
lo que se traduce en una baja tasa de curacién y en la persistencia de la infeccidén pese al uso de

esquemas convencionales (Tomanié et al., 2023).

Generalmente, para la terapia antibacteriana de mastitis se utilizan en primera linea
antibidticos de aplicacion sistémica o local, entre los que se incluyen R-lactamicos, aminoglicdsidos,
lincosamidas, macrdlidos, tetraciclinas, polipéptidos, trimetoprim-sulfonamidas combinadas y
fluoroquinolonas (Wolter et al., 2002). Mientras que algunos casos ocasionalmente experimentan una
curacion espontanea, la tasa de curacidn terapéutica para algunos patégenos causantes de mastitis
como levaduras, Pseudomonas spp., Mycoplasma spp., Prototheca spp. es practicamente nula,

independientemente del tratamiento (McDougall et al., 2007).

Ademas del uso de antibidticos, diversos agentes antimicéticos han sido evaluados frente a
Prototheca spp.; sin embargo, la evidencia disponible indica una eficacia global limitada basada
principalmente en estudios in vitro y en reportes observacionales, mas que en ensayos clinicos
controlados (Tomani¢ et al., 2023). En este contexto, la anfotericina B ha mostrado actividad
antifungica frente a Prototheca spp. en ensayos in vitro, con concentraciones inhibitorias minimas
(MIC) reportadas en rangos amplios, generalmente entre 0,5 y 8 ug/mL, lo que pone de manifiesto
una marcada heterogeneidad en la susceptibilidad entre aislamientos (Grzesiak et al., 2018). No
obstante, evaluaciones posteriores a la exposicidn al farmaco han demostrado que una proporcién
considerable de cepas mantiene viabilidad celular incluso tras concentraciones inhibitorias, lo que
favorece la persistencia del microorganismo y explica la recurrencia clinica observada en condiciones
de campo (Nardoni & Mancianti, 2023). De manera concordante, revisiones terapéuticas recientes
sefialan que los antimicéticos, incluida la anfotericina B, no alcanzan tasas de curacidn sostenida

documentadas en mastitis bovina por Prototheca, y que la mayoria de los casos descritos evolucionan
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hacia la cronicidad o culminan en el descarte del animal, sin porcentajes reproducibles de éxito
terapéutico (Tomanic et al., 2023). Asimismo, se ha documentado que la respuesta al tratamiento
varia significativamente entre explotaciones lecheras, en funcidn de diferencias en la susceptibilidad
de los aislamientos y de factores ambientales y de manejo propios de cada sistema productivo, lo que
dificulta la estandarizacidon de protocolos terapéuticos eficaces a nivel poblacional (de Souza et al.,

2024).

Por su parte, el ketoconazol presenta una actividad antialgal moderada, aunque su efecto se
limita principalmente a reducir la carga celular sin lograr una eliminacién completa del
microorganismo, especialmente en infecciones crdnicas o en cepas con mayor resistencia intrinseca
(Zuniga & Caro, 2023). Esta accion parcial se atribuye en parte a la estructura de la pared celular de
Prototheca spp., que difiere de la de los hongos verdaderos y disminuye la afinidad del farmaco por
sus dianas bioquimicas, lo que explica su eficacia inconsistente entre especies y entre diferentes casos

clinicos (Jabtonska et al., 2024).

A pesar de la evaluacion de estos agentes antifungicos, la respuesta clinica continda siendo
pobre en comparacién con infecciones estrictamente micéticas, debido a la estructura celular
particular de Prototheca spp. y a su elevada capacidad de formar biopeliculas, lo que limita la accién

de las moléculas antimicdticas convencionales (Jabtonska et al., 2024).

Hasta la fecha, ningln protocolo terapéutico ha demostrado ser completamente efectivo para
controlar la infeccién por Prototheca spp. en vacas lecheras (Nardoni & Mancianti, 2023).
Consecuentemente, la exposicién de las vacas a estas microalgas no ha podido ser completamente
erradicada, por lo que se requiere una combinacién de prevencion, diagndstico temprano y nuevos

enfoques terapéuticos (Nardoni & Mancianti, 2023).
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5.2.2 LIMITACIONES TERAPEUTICAS

Diversos factores explican la baja eficacia de los tratamientos antimicrobianos frente a
Prototheca spp., entre ellos la aparicién de procesos inflamatorios crénicos de tipo piogranulomatoso,
lo cual dificulta la penetracién y la accion de los farmacos en el tejido afectado (Kruze, 2015). Ademas,
estas microalgas presentan una notable capacidad para formar biopeliculas, estructura que
incrementa su tolerancia a agentes antimicrobianos y favorece su persistencia en el hospedador
(Jabtonska et al., 2024). A ello se suma su habilidad para sobrevivir en ambientes diversos y soportar
la accién de multiples desinfectantes utilizados en los sistemas lecheros, lo que contribuye a su
permanencia en el entorno y a la posibilidad de reinfecciones (Zufiiga & Caro, 2023). Asimismo, se ha
reportado que P. bovis puede persistir en la glandula mamaria durante el periodo seco, siendo
excretada nuevamente en la lactacion siguiente, lo que evidencia su capacidad de mantenerse en el

hospedador a largo plazo a pesar de la intervencion terapéutica (Libisch et al., 2022).

Prototheca spp. ha demostrado una elevada resistencia frente a numerosos antibidticos
comunmente empleados en el tratamiento de la mastitis bovina, incluidos penicilina, ampicilina,
cefalotina, eritromicina, tetraciclina, minociclina, carbenicilina, acido nalidixico, colimicina,
rifampicina y novobiocina, los cuales no logran inhibir su crecimiento in vitro (Morandi et al., 2016).
Por otro lado, algunos estudios han identificado que antibidticos como kanamicina, estreptomicina,
neomicina y gentamicina pueden inhibir el crecimiento de determinadas cepas de Prototheca spp.; sin
embargo, esta actividad no es consistente entre especies ni entre aislamientos del mismo genotipo
(Morandi et al., 2016). Asimismo, ensayos de difusion en disco han evidenciado resistencia
generalizada frente a multiples familias de antimicrobianos, incluidos B-lactdmicos, macrdélidos,
quinolonas y fosfomicina, lo que limita de manera significativa la eficacia de los tratamientos
convencionales (Jagielski et al., 2012). En conjunto, este perfil de multirresistencia dificulta tanto el
tratamiento empirico como el dirigido, ya que incluso cuando se dispone de resultados de

antibiograma, la respuesta terapéutica suele ser desfavorable (Jagielski et al., 2012).
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Por otra parte, los péptidos antimicrobianos, como las bacteriocinas, han sido planteados
como una alternativa interesante frente al uso convencional de antibidticos en el control de la mastitis
bovina, incluida aquella asociada a Prototheca spp.; sin embargo, su aplicacion practica no esta exenta
de limitaciones relevantes (Tomanié et al., 2023). En el entorno intramamario, la eficacia de estos
compuestos puede verse disminuida debido a la interaccidn con componentes propios de la leche,
como proteinasy fracciones lipidicas, lo que reduce la cantidad de péptido disponible para ejercer una
actividad antimicrobiana efectiva (Tomanic et al., 2023). Ademas, la complejidad de la matriz lactea
constituye un desafio adicional para el desempefio de terapias antimicrobianas alternativas, ya que
puede interferir tanto con su biodisponibilidad como con su funcionalidad biolégica (de Souza et al.,
2024).

En conjunto, estas limitaciones condicionan la estabilidad y la eficacia in vivo de los péptidos
antimicrobianos, lo que restringe su uso clinico directo y refuerza la necesidad de desarrollar
formulaciones o sistemas de liberacidon que permitan optimizar su accién terapéutica (de Souza et al.,
2024). Finalmente, estas biomoléculas presentan una pérdida de actividad en condiciones de alta
carga organica y sus costos de produccién siguen siendo elevados, lo que limita su aplicacién rutinaria

a nivel de hato (Robles et al., 2024).
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5.3 TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS FRENTE A LA PROTOTECOSIS

5.3.1 PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) son moléculas bioactivas producidas por animales,
plantas y microorganismos, y constituyen un componente central de la respuesta inmune innata
frente a infecciones bacterianas, fungicas y algales (Tomani¢ et al., 2023). Estas moléculas suelen
presentar bajo peso molecular y carga neta positiva, propiedades que favorecen su interaccion
temprana con patdgenos y explican su sintesis inducida tras la deteccién de sefiales microbianas (de
Souza et al., 2024). Como consecuencia, los AMPs se localizan en barreras epiteliales, secreciones y
fluidos biolégicos implicados en la primera linea de defensa del hospedador, incluyendo la glandula
mamaria bovina (Robles et al., 2024). Una vez liberados, los AMPs actuan principalmente mediante
interacciones electrostdticas con membranas ricas en fosfolipidos anidnicos, lo que conduce a
desorganizacidn estructural, formacién de poros y muerte celular del microorganismo (Tomani¢ et al.,

2023).

Ademas de su efecto antimicrobiano directo, diversos AMPs han mostrado propiedades
inmunomoduladoras que influyen en la resolucién del proceso inflamatorio asociado a la mastitis. En
particular, se ha descrito que algunos péptidos modulan la quimiotaxis, activacién y supervivencia de
neutréfilos y macréfagos en el tejido mamario, contribuyendo a una respuesta inflamatoria mas
controlada (Robles et al., 2024). Este efecto resulta relevante en infecciones crdnicas, donde la
inflamacién prolongada favorece el daio tisular y la persistencia del patégeno (de Souza et al., 2024).
Desde una perspectiva funcional, estas propiedades duales posicionan a los AMPs como herramientas
potenciales tanto para el control microbiano como para la modulacién del microambiente mamario

(Tomanié et al., 2023).

En el contexto especifico de la prototecosis bovina, la evidencia experimental directa sobre

AMPs es limitada y se ha concentrado principalmente en el estudio de la nisina, una bacteriocina
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producida por Lactococcus lactis. Por ejemplo, en la investigacién de Morandi et al. (2016) se evalud
la concentracidn minima inhibitoria y el perfil de susceptibilidad de aislamientos de Prototheca bovis
frente a este péptido. En dicho estudio, el 73,8 % de las cepas fueron susceptibles a nisina, mientras
que el 26,2 % mostré resistencia, evidenciando una respuesta heterogénea entre aislamientos.
Asimismo, los autores reportaron que el 100 % de las cepas evaluadas fueron resistentes a lisozima y
sorbato de potasio, descartando la utilidad de estos compuestos frente a Prototheca spp. En conjunto,
estos resultados indican que la nisina presenta un efecto inhibitorio parcial y dependiente del
aislamiento, lo que limita su uso como agente Unico en el control de la prototecosis bovina (Morandi

et al., 2016).

La caracterizacidon del microambiente mamario durante la infeccién por Prototheca aporta
informacidn relevante para contextualizar la accidon de los AMPs. Vanzin et al. (2023) realizaron un
analisis peptiddmico comparativo de leche proveniente de vacas con mastitis por Prototheca bovis,
identificando cambios significativos en el perfil de péptidos enddgenos respecto a leche sana. En ese
estudio, se detectd una mayor abundancia relativa de péptidos derivados de proteinas lacteas con
potencial actividad antimicrobiana en muestras infectadas (Vanzin et al., 2023). Los autores sefialaron
gue estas variaciones reflejan una activacidon de mecanismos defensivos locales, aunque insuficientes
para eliminar el patégeno en infecciones establecidas (Vanzin et al., 2023). Esta evidencia sugiere que
la gldandula mamaria ya genera AMPs enddgenos frente a Prototheca, lo que respalda biolégicamente
la exploracion de estrategias basadas en la suplementacion exdgena de péptidos (Jabtoniska et al.,

2024).

Desde el punto de vista mecanistico, estudios recientes han aportado informacién clave sobre
la respuesta celular de Prototheca bovis frente al estrés antimicrobiano. Zhao et al. (2022)
demostraron que esta microalga activa rutas de autofagia como mecanismo de supervivencia ante
condiciones adversas, incluyendo la exposicién a agentes antimicrobianos. En un estudio posterior,

los mismos autores evidenciaron que la activacidn de la autofagia contribuye a la tolerancia celulary
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a la persistencia de P. bovis frente a tratamientos que no alcanzan concentraciones letales sostenidas
Wang et al., 2025). Estos hallazgos ayudan a explicar la eficacia parcial observada para AMPs como la
nisina y refuerzan la necesidad de estrategias que mantengan concentraciones efectivas durante

periodos prolongados (Jabtonska et al., 2024).

Las limitaciones asociadas a la eficacia de los AMPs han impulsado la evaluacion de estrategias
combinadas orientadas a potenciar su actividad antimicrobiana. Se ha propuesto que la combinacion
de AMPs con agentes coadyuvantes permite reducir la concentraciéon efectiva requerida y mejorar su
desempefio en matrices bioldgicas complejas, como el ambiente intramamario (Tomanic¢ et al., 2023).
Estas asociaciones se basan en el uso de compuestos capaces de alterar la integridad de la superficie
celular microbiana, facilitando la penetracién y accion de los péptidos (de Souza et al., 2024). En
concordancia con este enfoque, se ha documentado que desinfectantes empleados en el post-ordefio,
como formulaciones yodadas o compuestos a base de clorhexidina, incrementan la permeabilidad de
la superficie celular y generan condiciones favorables para interacciones sinérgicas con AMPs (Robles

et al., 2024).

Para mitigar la rapida degradacién y la baja retencién local de los AMPs, se han propuesto
diversos sistemas de liberaciéon controlada. Hidrogeles, liposomas y nano- o microcapsulas han
demostrado aumentar la permanencia intramamaria de los péptidos y protegerlos frente a la
protedlisis presente en la leche (Robles et al., 2024). Asimismo, se ha descrito que estas plataformas
permiten una liberacidn sostenida durante horas o dias, manteniendo concentraciones por encima de
la concentracion minima inhibitoria en el lumen glandular (Algharib et al.,, 2022). Desde una
perspectiva funcional, estas tecnologias se consideran un requisito clave para superar los mecanismos

de tolerancia celular descritos en Prototheca spp. (Wang et al., 2025).

Desde un enfoque One Health, la incorporacion de AMPs en esquemas de control de mastitis

bovina podria contribuir a reducir el uso de antibidticos de amplio espectro y la presidn de seleccion
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de resistencias antimicrobianas (de Souza et al., 2024). No obstante, la literatura coincide en que su
implementacion debe estar respaldada por estudios de eficacia y seguridad in vivo, asi como por
evaluaciones de impacto sobre residuos y calidad de la leche (Robles et al., 2024). En conjunto, los
AMPs se perfilan actualmente como coadyuvantes en estrategias combinadas y como candidatos para
selladores post-ordefio o desinfeccién de equipos, mientras se generan evidencias controladas que
definan con mayor precisién su papel especifico frente a Prototheca spp. en condiciones de campo

(Jabtonska et al., 2024).

5.3.2 NANOBIOTECNOLOGIA

La nanobiotecnologia se basa en el disefio de materiales y sistemas de liberacién con tamafios
comprendidos en la escala nanométrica, cuyas propiedades fisico-quimicas permiten modificar la
biodisponibilidad, estabilidad y distribucion tisular de agentes antimicrobianos (Algharib et al., 2022).
En el contexto de la mastitis bovina, estos sistemas han sido propuestos para incrementar la
concentracion local efectiva de los compuestos activos en el parénquima mamario y reducir la dosis
total y la frecuencia de administracion necesarias para alcanzar un efecto terapéutico (Algharib et al.,
2022). La aplicacion de plataformas nanoestructuradas resulta particularmente relevante debido a
que la rapida eliminacidon de farmacos y la limitada penetracién tisular constituyen limitaciones

reconocidas de las terapias intramamarias convencionales (Martinez & Mera, 2024).

Entre los sistemas nanoestructurados evaluados, las nanoparticulas metalicas, especialmente
las nanoparticulas de plata y de 6xido de zinc, han demostrado actividad antimicrobiana mediante
mecanismos que incluyen la generacion de especies reactivas de oxigeno, la interaccidn electrostatica
con membranas celulares y el dafio directo al material genético (Algharib et al., 2022). Estos
mecanismos fisico-quimicos no dependen de rutas metabdlicas especificas del microorganismo, lo que
ha sido sefialado como una ventaja frente a patédgenos con resistencia intrinseca o elevada tolerancia

a tratamientos convencionales (Castro-Valenzuela et al., 2025). Revisiones recientes indican que este
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tipo de accidn resulta potencialmente Util frente a microorganismos persistentes asociados a mastitis
bovina, especialmente en escenarios donde la formaciéon de biopeliculas dificulta la eficacia

terapéutica (Castro-Valenzuela et al., 2025).

Desde una perspectiva cuantitativa, Martinez & Mera (2024) reportaron que las
nanoparticulas de plata presentan actividad antimicrobiana efectiva frente a patégenos asociados a
mastitis bovina en concentraciones comprendidas entre 10 y 50 ug/mL. Resultados concordantes han
sido recogidos en revisiones recientes, donde se indica que las AgNPs muestran inhibicidn significativa
del crecimiento microbiano dentro de rangos similares de concentracion en modelos in vitro de
mastitis (Castro-Valenzuela et al., 2025). En relacion con la administracidn intramamaria, Martinez &
Mera (2024) indicaron que los sistemas basados en nanoparticulas pueden requerir dosis aproximadas
de 1 a 10 mg por cuarto mamario afectado, dependiendo del tipo de nanoparticula y de la formulacion
empleada. Estos rangos de concentracién y dosis han sido propuestos como valores de referencia
iniciales para el disefio de formulaciones nanoestructuradas destinadas al tratamiento intramamario

(Algharib et al., 2022).

La evidencia experimental directa frente al género Prototheca ha sido abordada en estudios
in vitro que evaluaron la actividad alguicida de nanoparticulas metalicas. Sperotto et al. (2021)
demostraron que las nanoparticulas de plata inducen una reduccién significativa de la viabilidad
celular en distintas especies de Prototheca, observandose un efecto dependiente de la concentracién
y del tiempo de exposicidon. En ese estudio, las células algales expuestas a AgNPs presentaron
alteraciones estructurales evidentes, incluyendo dafio en la pared celular y colapso de la integridad
celular (Sperotto et al., 2021). Estos hallazgos constituyen una de las pocas evidencias experimentales
directas que respaldan el uso potencial de nanoparticulas frente a Prototheca spp. (Jabtonska et al.,

2024).
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Ademas de las nanoparticulas metalicas, los sistemas poliméricos nanoestructurados han sido
ampliamente evaluados en el contexto de mastitis bovina. Castro-Valenzuela et al. (2025) recopilaron
estudios en los que nanoparticulas de quitosano con tamafios promedio cercanos a 100-150 nm
presentaron actividad antimicrobiana significativa frente a patdgenos mamarios, con valores de
concentracién minima inhibitoria en el rango de cientos de pg/mL. De manera complementaria,
Algharib et al. (2022) sefialaron que la nanoestructuracidon de polimeros bioadhesivos se asocia con
una mejora de la actividad antimicrobiana y de la interaccion con superficies bioldgicas en
comparacion con el polimero no nanoformulado. Estas caracteristicas han sido consideradas
especialmente relevantes para el control de patégenos persistentes y formadores de biopeliculas,

entre ellos Prototheca spp., en el contexto de mastitis cronica (Jabtoniska et al., 2024).

La capacidad antibiofilm de las nanoparticulas constituye un aspecto critico en el control de la
mastitis crénica. Sperotto et al. (2021) observaron que las nanoparticulas de plata interfieren con la
organizacién estructural de comunidades algales, lo que sugiere un impacto potencial sobre
biopeliculas formadas por Prototheca spp. De forma concordante, estudios sobre la biologia y
fisiologia del género Prototheca han demostrado que su elevada capacidad para formar biopeliculas
contribuye a la persistencia ambiental del patégeno y a la limitada eficacia de los tratamientos
convencionales (Jagielski et al., 2019). En este contexto, se ha propuesto el uso de nanomateriales
como herramientas capaces de interferir con estructuras biofilm-dependientes mediante mecanismos
fisicoquimicos que no dependen exclusivamente de la difusidn pasiva de agentes antimicrobianos

(Lange et al., 2021).

Los sistemas lipidicos nanoestructurados, como liposomas, nanoparticulas lipidicas sélidas y
nanostructured lipid carriers, han sido descritos como vehiculos eficaces para la encapsulacién de
aceites esenciales y péptidos antimicrobianos (Algharib et al., 2022). Estos sistemas permiten proteger
los compuestos bioactivos frente a la degradacidn y prolongar su permanencia en el lumen mamario,

favoreciendo una liberacién sostenida (Martinez & Mera, 2024). La liberacién controlada
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proporcionada por estas plataformas ha sido sefialada como un factor clave para mejorar la eficacia

frente a patégenos persistentes en mastitis bovina (Castro-Valenzuela et al., 2025).

En cuanto a seguridad, la citotoxicidad de los nanomateriales depende de su composicion,
tamafio y concentracidn. Castro-Valenzuela et al. (2025) indicaron que nanoparticulas poliméricas
como el quitosano no mostraron efectos citotdxicos significativos en modelos celulares bovinos a
concentraciones antimicrobianas efectivas. No obstante, revisiones recientes advierten que
nanoparticulas metalicas pueden inducir efectos adversos a concentraciones elevadas, lo que subraya
la necesidad de definir ventanas terapéuticas precisas antes de su aplicacidn clinica (Jabtonska et al.,

2024).

En conjunto, la evidencia disponible indica que la nanobiotecnologia ofrece herramientas
cuantitativamente prometedoras para mejorar el control de patégenos asociados a mastitis bovina,
incluyendo Prototheca spp., mediante el incremento de la eficacia local y el abordaje de biopeliculas
persistentes (Castro-Valenzuela et al., 2025). Sin embargo, los autores coinciden en que persisten
vacios de evidencia relacionados con la eficacia in vivo, la tolerancia local en tejido mamario y la
estandarizacién de formulaciones nanoestructuradas, por lo que su implementacién debe avanzar de

manera progresiva y basada en evidencia experimental sélida (Jabtoriska et al., 2024).

5.3.3 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos volatiles de origen vegetal,
formadas principalmente por metabolitos secundarios como terpenos y terpenoides, cuya sintesis se
asocia a mecanismos de defensa y adaptacién de las plantas frente a factores bidticos y abidticos
(Liang et al., 2023). Estos compuestos se localizan en diferentes drganos vegetales, como hojas, flores,
frutos o cortezas, y se obtienen principalmente mediante destilacidn por arrastre de vapor, un proceso
fisico que permite conservar su composicion quimica y actividad bioldgica (Liang et al., 2023). En el

ambito de la sanidad animal, esta diversidad quimica ha motivado su evaluacién como alternativa
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terapéutica frente a patégenos no convencionales, entre ellos Prototheca spp., frente a la cual se ha
demostrado actividad inhibitoria in vitro de determinados aceites esenciales en aislamientos
asociados a mastitis bovina (Grzesiak et al., 2018). Estudios posteriores han confirmado que dicha
actividad in vitro puede cuantificarse mediante halos de inhibicién y valores de concentracién minima
inhibitoria, con variabilidad dependiente tanto de la especie como del aislamiento evaluado (Vinueza,

2024).

Desde una perspectiva mecanistica, los aceites esenciales aportan mezclas complejas de
monoterpenos y fenilpropanoides con accién multimodal sobre membranas, pared celular y rutas
enzimaticas, lo que reduce la probabilidad de resistencia y los posiciona como candidatos relevantes
frente a Prototheca spp. en escenarios cronicos o refractarios (Caneschi et al., 2023). Esta accién
multimodal ha sido asociada con una mayor dificultad para el desarrollo de resistencia adaptativa en
comparacion con agentes de diana Unica, especialmente en microorganismos con elevada capacidad
de persistencia ambiental como Prototheca spp. (Nardoni & Mancianti, 2023). Asimismo, la lipofilia
de muchos de sus componentes facilita la insercién en bicapas lipidicas, incrementa la permeabilidad
de la membrana y altera la homeostasis idnica, generando efectos algicidas reproducibles en
condiciones experimentales que simulan la matriz lactea (Caneschi et al.,, 2023). De forma
concordante, diversos estudios han sefialado que la composicién quimica de los aceites esenciales
condiciona de manera significativa su actividad frente a Prototheca spp. Se ha demostrado mayor
efectividad cuando predominan compuestos fendlicos como timol, carvacrol o eugenol, debido a su
mayor interaccion con membranas y sistemas enzimaticos celulares (Nardoni & Mancianti, 2023). Por
el contrario, aceites dominados por monoterpenos menos reactivos, como limoneno o a-pineno,
suelen mostrar una actividad alguicida mas limitada, lo que refuerza la necesidad de considerar la

composicion quimica como criterio clave en su seleccién racional (Nardoni & Mancianti, 2023).

La evidencia local reportada por Vinueza (2024) evalué la actividad inhibitoria in vitro de

distintos aceites esenciales frente a aislamientos de Prototheca bovis, evidenciando diferencias
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cuantitativas claras entre los aceites analizados. En los ensayos de difusién en agar, el aceite esencial
de guaviduca (Piper carpunya) generd el mayor diametro de halo de inhibicién, con un valor de 5,27 +
0,23 cm, mientras que los aceites de arbol de té (Melaleuca alternifolia) y albahaca (Ocimum
basilicum) también mostraron halos relevantes, aunque de menor magnitud (Vinueza, 2024). En
contraste, los aceites de lavanda (Lavandula sp.) y romero (Rosmarinus officinalis) presentaron halos
reducidos, siendo el menor valor registrado de 1,00 + 0,10 cm para lavanda (Vinueza, 2024). El analisis
estadistico indicé que la diferencia en la capacidad inhibitoria entre guaviduca y arbol de té no fue
significativa, lo que sugiere una eficacia comparable bajo las condiciones evaluadas (Vinueza, 2024).
Resultados similares de variabilidad inter-aceite han sido descritos en estudios internacionales,
reforzando que la potencia inhibitoria depende del perfil quimico del aceite mds que de su origen

botanico per se (Grzesiak et al., 2018).

De manera complementaria, los ensayos de concentracion minima inhibitoria permitieron
establecer un orden cuantitativo de potencia entre los aceites evaluados. En dichos ensayos, el aceite
de arbol de té presentd la CMI mas baja, con un valor de 40 mg/mL, seguido por los aceites de
guaviduca y albahaca, ambos con una CMI de 80 mg/mL (Vinueza, 2024). Para los aceites de lavanda
y romero no fue posible determinar una CMI debido al crecimiento de P. bovis en todas las
concentraciones ensayadas, lo que constituye un resultado negativo relevante desde el punto de vista
terapéutico (Vinueza, 2024). Este comportamiento concuerda con observaciones previas en
Prototheca zopfii, donde se ha documentado que no todos los aceites presentan actividad inhibitoria

medible incluso bajo condiciones in vitro controladas (Grzesiak et al., 2018).

A nivel internacional, estudios in vitro de referencia han documentado de manera cuantitativa
la actividad de aceites esenciales ricos en fenoles monoterpénicos frente a Prototheca spp. Grzesiak
et al. (2018) evaluaron aceites de orégano y tomillo frente a aislamientos Prototheca bovis, reportando
que el 73,8 % de los aislamientos fueron susceptibles, mientras que el 26,2 % mostré resistencia, lo

gue evidencia una respuesta heterogénea incluso dentro de un mismo grupo taxondmico. En ese
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estudio, las concentraciones minimas inhibitorias oscilaron entre 0,5 y 2,0 mg/mL, dependiendo del
aislamiento y del aceite ensayado (Grzesiak et al.,, 2018). Investigaciones mas recientes han
confirmado estos patrones mediante el analisis de fitocomponentes individuales, reportando valores
de CMI expresados en porcentaje (v/v) para compuestos fendlicos como carvacrol y timol frente a

distintas especies del género Prototheca (Nojo et al., 2024).

En particular, Nojo et al. (2024) reportaron valores de CMI en el rango de 0,03-0,125 % (v/v)
para carvacrol y de 0,06-0,25 % (v/v) para timol frente a P. bovis y P. zopfii, lo que evidencia una
elevada potencia inhibitoria in vitro. En el mismo estudio, compuestos como eugenol y linalol
mostraron actividad frente a cepas con sensibilidad reducida a antimicdticos convencionales, lo que
sugiere que el uso de fitocomponentes purificados podria contribuir a estandarizar respuestas y
reducir la variabilidad asociada a la composicién de aceites completos (Nojo et al., 2024). Estos
resultados refuerzan la idea de que la elevada actividad observada en aceites esenciales derivados de
Origanum spp. y Thymus spp. se asocia principalmente a su alto contenido de compuestos fendlicos
como carvacrol y timol, reconocidos por su marcada actividad inhibitoria frente a Prototheca spp.

(Grzesiak et al., 2018).

No obstante, la aplicacién practica de los aceites esenciales requiere considerar de manera
critica aspectos relacionados con la citotoxicidad y el margen terapéutico. Evaluaciones
experimentales han subrayado que las concentraciones inhibitorias efectivas frente a Prototheca spp.
deben ponderarse frente a la seguridad celular del hospedador para definir rangos compatibles con
formulaciones intramamarias o tdpicas (Kuczynska et al., 2025). Este equilibrio resulta especialmente
relevante en el caso de compuestos fendlicos altamente activos, donde una elevada potencia in vitro

no garantiza necesariamente una aplicacidn segura in vivo (Kuczynska et al., 2025).

Mas alla del aceite evaluado de forma individual, la interaccidon entre componentes puede

generar efectos sinérgicos o antagonistas, lo que condiciona la actividad final del aceite esencial
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(Caneschi et al., 2023). Por esta razén, la optimizaciéon de mezclas requiere pruebas sistematicas de
combinacidon y un control riguroso de quimiotipos para evitar pérdidas de actividad por
incompatibilidades quimicas (Vinueza, 2024). Desde una perspectiva aplicada, los aceites esenciales
pueden integrarse como coadyuvantes en selladores postordeiio, desinfectantes de equipos y
superficies o formulaciones intramamarias de soporte, aprovechando su efecto sobre biopeliculas y

su bajo riesgo de residuos en leche cuando se formulan adecuadamente (Nardoni & Mancianti, 2023).

A pesar de los resultados favorables obtenidos en estudios experimentales, persisten vacios
de evidencia relacionados con la eficacia in vivo, la tolerancia local en el tejido mamario y la
estandarizacidn de dosis para el uso de aceites esenciales en mastitis bovina (Caneschi et al., 2023).
Estas limitaciones implican que la transicidon desde estudios in vitro hacia aplicaciones a campo debe
realizarse de manera gradual y cuidadosamente controlada, evitando extrapolaciones directas que no
consideren la complejidad del sistema productivo (Caneschi et al., 2023). En este contexto, la literatura
destaca que la implementacién de alternativas terapéuticas debe integrarse dentro de estrategias de
manejo sanitario que incluyan buenas practicas de higiene, segregacion de animales positivos y
monitoreo microbiolégico continuo (Caneschi et al., 2023). Al mismo tiempo, revisiones recientes
sefialan que los aceites esenciales presentan un modo de accidn mdultiple y resultados in vitro
consistentes frente a Prototheca spp., lo que los posiciona como la alternativa no convencional con
mayor respaldo experimental disponible hasta la fecha (Nardoni & Mancianti, 2023). En este sentido,
el estudio desarrollado por Vinueza (2024) aporta evidencia cientifica que facilita una seleccion mas
racional de aceites esenciales, considerando las condiciones locales y los aislamientos circulantes de

Prototheca bovis.
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6. CONCLUSIONES

Estudios recientes ponen en evidencia que la mastitis bovina causada por Prototheca spp.
es un problema sanitario emergente y poco reconocido en la produccidn lechera, pese a su
impacto sostenido en los hatos. Las caracteristicas biolégicas de este microorganismo, su
capacidad para persistir en el ambiente y su tendencia a generar infecciones crénicas en la
gldandula mamaria explican la razén por la cual las medidas de control habituales no logran
resultados duraderos y por qué la enfermedad tiende a mantenerse y propagarse dentro del

rebafo.

La evidencia revisada demuestra de manera consistente que los tratamientos
convencionales, tanto antibidticos como antimicéticos, no ofrecen un resultado eficiente frente a
la prototecosis bovina. En este sentido, el descarte de animales infectados emerge no como una
soluciéon deseable, sino como la consecuencia directa de la ausencia de alternativas terapéuticas

efectivas validadas en condiciones de campo.

Los datos experimentales recopilados en este trabajo sustentan que las terapias
alternativas representan una linea de investigacion cientificamente justificada y necesaria. En
particular, los aceites esenciales y los péptidos antimicrobianos han demostrado actividad
inhibitoria significativa frente a Prototheca spp. en estudios in vitro, lo que valida su consideracién
como candidatos terapéuticos. Sin embargo, la heterogeneidad de respuestas entre aislamientos,
la carencia de estudios in vivo, y la complejidad del ambiente intramamario evidencian que su

aplicacion directa, sin estrategias de optimizacion, resulta limitada aun.

Adicionalmente, tratamientos alternativos como la nanobiotecnologia se posiciona como
un elemento clave para superar las barreras que han condicionado histéricamente el fracaso
terapéutico en la prototecosis bovina. Los sistemas nanoestructurados no solo potencian la

actividad antimicrobiana, sino que permiten abordar problemas complejos de tratar como la
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estabilidad, la biodisponibilidad y la accién sobre biopeliculas, aspectos directamente
relacionados con la persistencia de Prototheca spp. Los resultados cuantitativos disponibles

respaldan su potencial como plataforma de integracion para terapias alternativas mas eficaces.

De manera particular, la evidencia generada a nivel local sobre aceites esenciales frente a
aislamientos de Prototheca bovis aporta un valor significativo a la comunidad cientifica, al
demostrar que la eficacia no depende Unicamente del origen botanico, sino del perfil quimico y
del contexto epidemioldgico especifico. Este enfoque contribuye a una seleccién mas racional de
compuestos bioactivos y refuerza la importancia de generar datos regionales que complementen

la literatura disponible en la actualidad con el fin de buscar una alternativa eficaz.

En conjunto, esta monografia aporta una visidn critica y actualizada que desplaza el
enfoque exclusivamente terapéutico hacia un modelo integral de control, en el que la prevencién,
el diagndstico oportuno, el manejo sanitario y el desarrollo de terapias alternativas basadas en
evidencia actuan de forma complementaria. La mastitis por Prototheca spp. no puede abordarse
eficazmente desde soluciones aisladas, sino mediante estrategias multidimensionales sustentadas

en investigacioén aplicada.

Finalmente, esta investigacidn permite visibilizar la necesidad de profundizar en estudios
in vivo, estandarizacion de formulaciones y evaluacién de seguridad, sentando bases conceptuales
y técnicas para futuras investigaciones. Al integrar resultados experimentales, enfoques
emergentes y una perspectiva One Health, fortalece el marco cientifico para el desarrollo de

soluciones sostenibles frente a una enfermedad de creciente impacto en la produccion lechera.



30

7. RECOMENDACIONES

A partir de la revisién bibliografica realizada, y considerando la necesidad de avanzar hacia un
tratamiento eficaz frente a la mastitis bovina causada por Prototheca spp., se recomienda orientar
futuras investigaciones hacia el desarrollo de estudios in vivo controlados que permitan validar y
complementar los resultados obtenidos en investigaciones in vitro. En este marco, la evaluacién de
terapias alternativas, particularmente aquellas basadas en aceites esenciales y en sistemas
nanoestructurados, permitiria analizar de manera simultanea su eficacia terapéutica, tolerancia local
y persistencia del principio activo en el tejido mamario. Este enfoque contribuiria a reducir el vacio
cientifico existente entre la evidencia experimental disponible y su aplicacion practica, facilitando una

transicidn responsable hacia tratamientos funcionales con impacto productivo y sanitario.

Se recomienda de igual manera promover investigaciones que prioricen la caracterizacién
integral de aislamientos locales de Prototheca bovis, combinando andlisis fenotipicos, perfiles de
susceptibilidad y estudios moleculares, para comprender la variabilidad biolégica que condiciona la

respuesta a terapias alternativas.
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