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ABREVIATURAS Y GLOSARIO

BTSCC: Recuento de céhulas somaticas en tanque de mezcla

CAMP: Factor o reaccion que mdica la capacidad y el tipc de hemolisis de una cepa de
estreptococo. Normalmente se aplica en los grupos serologicos B y C.

CMT: Test California de Mamtis

DAB: Diammobenzidina

D.O. Densidad optica

Duracion de una IMI: N° de dias entre la pnmera v Ia ultima lactaciones con mfeccion mas | dia.

ELISA: Siglas de enzyme linked immunosorbent assay

IgG: Inmunoglebulna G

IMI' Infeccion mtramamana en la vaca

Indice de una IMi Cantidzd de nuevas IMls detectadas durante un tiewnno defimido

Incidencia: Concepto epidemiologico que senizla el porcentaje de cuarterones de la ubre con un
aislado bacteniano determmado al menos una vez duraate la lactacion

QR rativ o cociente intercuarteron en la ubre de la vaca

MIC: Concentracion nunima inhibitoria de un 2ntimicrobano

NA(Q:asa: N-acetil glucosiminidasa

PBS: Tampon fosfato salino

PEC. Poletilengiicol

PMN: Leucocitos polimorfonucleares

Prevalencia: Concepto epidemiclogico que seiala el porcentaje de muestras con yn aslado
bacteriano dado.

QFM: Primera leche d. cuarteron ep un ordedo.

SCC: Recuento de células somaticas



SDS-PAGE: Electroforesis er gel de joliacrilamida con lauril sulfato sodico
Sepkacn!: Gel gue actiis como matriz en cromatografia de exclusién
Sepharose: Matiiz en cromatografia de afinidad

TBS: Tampon tnis salino

TBS-T: Tampon tris <alino con Tween 20

ufc: Unidades foimadoras de colonias

UTM Leche total de la ubre en un ordesio

WUA Aglutmma de germen de tngo

WMT Test de V/iscosin para mamitis (analogo al CMT)




INTRODUCCION
Conceptos generales sobre mamitis.

Lz mamitis es 1a enfermedad mas costosa que afecta al ganado bovine. Varics estudios
(lanzen. 1970; Natzke et al. 1972, Wood and Booth, 1983; Deluyker et al. 1991) han
demostrado !as pérdidas generadas ¢n la produccion lechera debidas a la mamitis. Lucey end
Rowlands describieron en 1984 una técnwa gue valoraba la reduccion en el iendimiesto
lechero v los cambios en Iz forma de la curva de lactacion asociado~ a la mamitis clinica.

J.as mfecciones mtramamanas que desembocan en una mamitis son parte de un
comp’ejo etiologico de erfermedad multifactonal. resuitado de 12 combmacion de diversos
agentes con ¢l hospedader (la vaca lecnera) bajo diferentes situaciones ambientales (Pearson et
al, 1972) {Stoviback-Pedersen. 1975) Ademas. la frecuencia de la enfermedad contmua
mcrementandose en respuesta 2 la seleccion genetica realizada para mejorar la produccion.
debido a una correlacion genética positna entre produccion y mamitis (Shook., 1985:
Emanucison, 1987, Syvdjin et al. i986)

La mamitis se ha definido clasicamente como una inflainacion de la glandula mamana.
normaimente a causa de algun micioorganismo, si bien se han descrito mamitis asepticas y
subchnicas, sm evidencia de mflamacion Esta mflamacion tieneuna especial importancia por su
impacto socio-economico, ¢n la explotacion del ganado vacuno lechero en régimen mtensivo.
Es un proceso amphamente extendido (hasia un 10% del global de la cabaiia bovina por
térmmo medio), de tal modo que raras veces una vaca cualquiera no experimenta un episodio
de mamitis. Tanto la mamitis clinica como las formas subclinicas, mas frecuentes que la

primera, suponen anualmente cuartiosas pérdidas econonvicas (Bandinand, 1978).
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Yz en 1978, Badinand formula la existencia de diversos faciores a considerar en el

estudio de la predisposicion a la mamitis bovina (intrinsecos(morfologia de la mama,
produccion lechera, edad, estadio de lactacion, mmunidad, equilibrio hormonai) y oxtrinsecos
{estacion del afio, desequilibrio en la zlimentacion. higiene de la explotacion, tipo de manejo y
ordefio) | ecasicaales (retencion de leche, cambios bruscos de alimentac:on. traumatismos del
pezon y bajada de las temperaturas). Asimismo se tema que considerar la especificidad,
patogenicidad y frecuencia del germen asociado al proceso mamitico.

De acuerdo con ia smtomatologia, puedec diferenciarse 2 formas de mamitis: climica y
subclmica Fsta evoiuciona sin signos inflamatorios extemos. con aumemio del SCC v
presencia de mic.oorganismos causales en la ubre. Son la forma predominante (de 20 a 50
veces mas que las clmicas) Pueden convertirse en cimicas (agudas o cronicas) (en ello estriba
su importancia). Una variedad de la mamitis subclmica es la alieracion de la secrecion (mamutis
aseptica) cuya causa no 25 la mfeccion por germenes. sino la mfluencia de factores
amhentales.

Las mamitis chinicas presentan una sintomatologia variada. desde vanaciones discretas
de la norma de calidad lechera hasta la desaparicion completa de los caracteres propios de la
leche. perdida votal de produccion y trastomos graves del estado general Fs rara su curacion
espontanea. De acuerdo con el curso evolutivo de la enfermedad v el grado de sintomatologia.
nueden diferenciarse mamitis clinicas subagudas, agudas vy crémicas. lLas agudas
evolucionan con acusados sintomas de inflamacion, apreciandose en la ubre hinchazon.
enrojecimiento, aumento de la temperatura basal, dolor a la palpacion y endurectmiento de los
tejidos mamanios. La leche, en pequefia cantidad, presenta alteraciones organolépticos visibles.

Casi siempre !a enfermedad da lugar a una lesion permanente de la ubre con pérdida definitiva
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de la leche. Las cronicas son las inflamaciones dc la ubre de larga evolucion, sin akeracion del

estado general. £l contenido de células somaticas siempre es aito y la produccién lactea es
variable.

Para controlar el estado sanitario de la ubre en la propia expiotacion, ademas de
realizar la inspeccion visual y 1a exploracion clinica, se pueden realizar los recuentos de celulas
somaticas  ep un anszlizador. complementando los datos con el analisis bacteriologico de la
leche tomada asépticamente de los cuarterones mflamados, o sospechosos cuande menos, de
la ubre
La mamitis tiene una scrie de posibles efectos sobre la salud publica. la cabdad higienica de la

feche y la tecnologia lechera. Por cjemplo, las mamitis dan lugar a una imponante
modificacion en la composicion de la leche (1a cantidad de extracto seco total disminuye v se

modifica ia relacion entre los diversos consiituyentes de la leche) La mavona de los autores
opina que la dismmucion del porcentzje de msteria prasa esta en funcion de la pcrdida de
produccion lictea total Tambien influye la mamitis en el contenido de acidos grasos libres, en
el de fosfolipidos y en la composicion de azidos grasos (Randolph v Erwm. 1974) Ninguna de
estas vanaciones tiene utilidad para diagnosticar la mfeccion. £l contemdo total proteico no
sufre normaimente un cambio apreciabie debido a la mamitis [a mfeccion de la glandula
mamaria provoca una reduccion en el contenido dc lactosa (hasta mas de un 30% del valor
normal) siendo ésta ia principal causa de l2 disminucion del contenido en extracto scco magro
dz la leche. La gran influencia de la infeccion sobre el contenido en lactosa facilita el gue
se atilice la determinacién de este parimetro quimico como indicador diagnéstico de

una mamitis. E! descenso en el contenide de lactosa se acompaiia normalmente de un cambio

en el equilibrio de minerales de la leche (Tolle, 1969). Los efectos mis importantes son una
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disminucion en el potasio y un aunento exn la concentracion de sodio y clorures, lo que se ha

utilizado ampliamente como técnica de deteccién de una posible infeccién, bien
determmando los valores absolutos de los tres parametros, bien determmando y relacionando
los niveles de cloruros y sodio o de cloruros v lactosa. También se ha utikzado la
determinzcion unica de cloruros, estableciendo un valor umbral para la confirmacien de
presencia de mfeccion.

La calidad higiénica de la leche mamitica puede verse afectada en sus aspectos
organoléptice v microbiano En el caso de las mamitis cronicas. los recuentos microbianos
totales de los cuarterones infectados en la ubre estan por debajo de las 10 000 ufc/mi de leche
en el 70% de los cazos y por debajo de 50 000 ufc/mi en el 95% (Jorgenser. 1981) En ef caso
de las subchnicas, el n” vana de 210 a 78 900 ufc'ml o de 270 a 786 000 ufc'mi (Tolle. 1981)
pata los patogenos mamiticos de mayor importancia (Streptecoccus agalactiae v

Staphylococcus ausreus).

Agentes etiologicos de la mamitis

L.a mamitis normaimente es consecucncia de una mfeccion microbianz, con un
ampho rango de gérmenes causales (Heidnch and Renk. 1967, Phihpct and Pankeh. 1975,
Schultz et al, 1978, Bram! ; and Dodd, 1984) siendo ios microorganismos mas ampliamente
detcctados en la glandula mamaria v por ende en la leche los cocos Gram positivos catalasa
positivo y negativo (estafilococos y estreptococos (Devriese, 1979, Watts, 1986). el coliforme
E. coli y el hongo Candida albicans, constituyendo cntre todos los responsables del 80 al
90% de las mamitis clinicas y subclinicas producidas en ganado bovino de alta produccion

lechera en régimen intensivo. Otros microorganismos responsables de mamitis con
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significacion estadistica son Corynebscterivm bovis, C. pyogenes (responsabie principal

de ia Hamads mamitis de verano), Bacillus spp, List>ria menocytogenes, Enterobacter
spp, Kiebsiella pneumcniae y Serratia marcercens.

Los estreptococos de significacion en mamitis bovina son Streptococcus agalactiae,
S. dysgalactia¢ y S. uberis, como patogenos principales, v S. bovis, S. pyogenes y
Entereccus faecalis/faecium como patogenos secundanos, cuya aparivion esta relacionada
con factores ambientales y de maneje. La prevalencia e incidencia relativas de estos
mMICTOOTZanismos vana con las caracteristicas microclimaticas. orograficas v fundamenialmente
las asociadas al sistema de preduccion de ieche. ya que la mamutis es una eniermedad facilitada
por el estres inherent: a la extraccion intensiva de Jeche con el ordefio mecanico

El estafilococo de mayor importancia chinica en mamitis es el S. aureus. Otres,
coagulasa positivos o negatnos. se han aislado repetidamente en cases de mamitis (S.
epidermidis, S. xylosus, S. warneri. S. intermedius, ...) siendo los estafilococos coagulasa
negativos los mas mmplicados en la mamitis de vacas en primera lactacion (Brown. 1973,
Oliver and Mitchell. 1983)

Los patogenos secundarios se han asociado normalmente con una imtacion leve de la
ubre y ura leucocitosis leve en la leche sin sintomatologia clinica de infeccion mamitica. Los
micrococos v los estafilococos coagulasa negativos son ios gérmenes mas prevalentes
asociados a ia piel de la ubre, el canal galactoforo y el interior de ia glandula mamaria (Schultz
et al. 1978) mchisive en retaidos von problemas substanciales de patogenos orincipales
(Edwards and Jones, 196¢. Ward and Schultz, 1972)).Aproximadamente el 25% de los
aislados de la flora ncrmal recogida de los extremos de los pezones en vacas sanas (como

algunas especies del gno Bacillus, Corynebacterium, Lactobacillus, Micrococcus,

i e e
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Staphylococcus, ¥ diversas especies de coliformes) es mhibitoria in vitro de los patégenos

mamiticos Gram positivos v Gram negativos principales o contagiosos (Woodward et al
1987, 1988). La colonizacion de los pezenes con la flora normal que mhibe a los patogenos m

vitro puede incrementar asi ia resistencia a la mamtis.

Conceptos epidemiologicos basicos de la mai itis

Debido al elevado coste economico que genera al ganadero su gpancion vy a su
unportancia cpidemiologica en el mantemmiento del estatus sanitario del ganado. se han
venido desarrollando programas de control de mamitis v elaborado varios sistemas de
diagnostico E! método mas comun de diagnosticar la mamitis subclinica es el analisis
bacteriologico en combinacion con el recuento celular directe o indirecto; no obstante,
este método °s care e inadecuado para un diagnéstico de rutina a gran escala. Cuando se
evalia la relacion entre los recuentos celulares totales de la leche de la ubre v las mamitis
subclinicas se ha de tener en cuenta que la salud de la ubre se define segun los hallazgos
microbiologicos y los recuentos celularcs de los pameros chorres de leche de cada caarteron
estimados por diversos técnicas L a clasificacion de los cuarterones esta basada principalmente
en un modelo causa-efecto (IDF, 1971) que se acepta generalmente v que se basa cn ia
asunicion de que ios gérmenes patogenos producen una reaccion mflamatoria que se refleja en
un elevado recuento celuiar. De este modo, el objetivo de ia clasificacion es una funcion de la
aparicion de gérmenes patogenos y su influencia en el recuento. De acuerdo con Neave
(1975), debe realizarse un examen bactenologico confirmativo a fin de minimuzar las
probabilidades de obtener falsos resultados.

De este modo. han d tenerse en cuenta, al interpretar la informacion relativa a la




mamitis subciinica, las limitaciones del modelo de diagnéstico:

i) Las contaminaciones de fuentes extramamarias y las infecciones del canal galactoforo
pueden mterferir con el diagnostico bacteriologice (Furbes&Herbet, 1968 Neave, 1975).

2) La variacion en la concentracion de las bacterias en los cuarteror s infectados puede
conducir a interpretaciones erroncas (Neave. 1975; De Vnes, 1986).

3; El grado de virulencia difiere intex ¢ intragspecificamerte

4) Muchos gérmenes pueden ccasionar mamitis.

5) La variacion en el recuento cehilar csta causada por las bactenias, asi como nor f2ctores no
bacterianos, y tener esto uliimo en cuenta puede mejorar la interpretacion de los datos.

6) El recuento celular refleja el grado de daito tisular o e! nivel de Iz infeccion en uns escala
mas 0 menos woutinua, mtroduciendo valores umbral de! recuento celular se pierde la
continuidad en el 2nalisis de la evolucion de tal nfeccios.

El procedimiento mds usual cuando se evalia la relacion entre el recuento de la ubre y
la mamitis subclinica es dividir el materizi (la leche de la ubre) en dos categorias

(positiva y negativa) sobre la base del diagnéstico del estado sanitario del cuarteron.

Asi, las muestras negativas estaran por debajo de un umbral dado y las positivas por encima, lo
que se considera como correctamente ciasificado. El umbral esta con frecuencia establecido
en un nivel donde ias proporcienes de falsos positivos y/o negativos son despreciables.

La distnbucion de los recuentos de células somaticas dentro de un rebafio ayuda a la
identificacion de problemas especificos dentro del programa de contrel de mamitis de un
rebaiio (Dghoo y Marris, 1983).

El métedo m4és comiin pars la deteccién a gran escala es monitorizar e} SCC.
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El efecto Je incremento de SCC por la presencia de patogenos mamiticos se encuentra

a todos los niveles de produccion lechera, pero la amplitud de la vanacion en el incremento
dependc de varios factores intrinsecos 0 ambientales, afectando a vacas infectadas o sanas en
un rebano.

Los SCC, asi como los analisis bacteriologices, en la primera leche de ordefio de cada
cuarteron de la ubie, sirven como mdicadores del estatus de salud de la ubre, de tal modo que
la prevalencis de la mamtis subchnica se mcrementa con la edad, asi como la mcidencia de la
mamitis clmics (Norman&Van Vieck. 1972; Wilton et al. 1972). En #l caso de examen de
muestras repetitivas de los cuanterones l2 prevaleacia es funcion de (segun Dood&Neave,
1970 la incidencia, el QIR (en porcentaje). y de un factor de correccion de las vanaciones
en el n” de observaciones por laciacion

En la prevalencia de la IMI mfluyen significativamente la locahzacion. el rebasio y la
estacion dei afio (Trmidad et al, 1999).

La frecuencia de IMI en las vacas se mcremenra con la edad. con un pr~o de mcidencia
en la segunda (Erskine et al. 1988) o tercera lactacionzs (Batra 2t al, 1977). sin una tendencia
gefinitiva después de la cuarta lactacion. En cuanto a la estacion. la mavor incidencia de
mamitis esta asociada principalmente con gérmenes ambientales, en los meses de mviemo y
primavera.

Lz mamitis ambiental, en sentido amphio. es el comjunio de iMIs causadas por
patogenos cuyo reservorio primario es el medio ambiente en el que vive la vaca y los
cuarterones no mfectados (Oz, 1985). En particular, el diagnostico de las IMIs causadas por
aqueilos es dificil, con infecciones de corte duracion, escasa concentracion de ufc por ml de

leche y sospecha de posible contaminacién. Hay necesidad de conocer las caracteristicas de los
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patgenos ambientales v la dinamica de las imfecciones que producen en los rebafios. Tal

informacion puede derivar en el establecimiento de métodos mas eficaces de control. Las IMIs
se diagnostican en estos casos cuando: 1) se recoge el mismo patégeno de 2 0 mas muestras
consecutivas de leche de los cuarterones mfectados; 2) el mismo patogero es recogido de 2
muestras de leche de cuarteron en 30 dias v 3) se hace un aislamiento de un patogeno en un
cuartercn con manitis chnica Cada patogeno se sigue como una IMI indnidual para el
analisis de los datos (Para diagrosticar un cuarteron cecmo afectado por masnitis clinica se
valora us SCC de !0° céVml como minimo. Se utilizan los resultados de los cultivos de las
muestras para determinar el ongen de las IMI).

El porcentaje de cusrierones mfectado se determina retrospectivamente una vez se
dentifican todas las IMI y es funcién tanto del mdice de IMI como de su duracion. Este
porceataje se valora por dia de lactacion y dia dei afie. Los resultados indican una tendencia
estacional de la mamstis cimica Los SCC d» la leche de mezcla en tanque reflejan el modele
general de mcidencia baja y alta de la manmtis clinica durante el afio. La mayona de los casos
chinicos se asocian con el aislamiento de 2 grandes grupos de patogenos.

La mayoria de los estudios sobre la aparicion de la mamitis en las vacas se enfocan
sobre la presencia‘ausencia sin considerar el n° de episodios {Dish et al, 1989; Erb et al, 1985;
Grohn et al. 1986) Se considera ia incidencia a nivel rebaiio.

Las técnicas epidemiologicas ofrecen importantes herrainientas para estudiar los
indicadores de riesgo de rebafio (Rothman, 1986). La identificacion de estos ndicadores en el
rebafio contribuye a la foriulacion de la patogénesis de la mamitis clinica con bajos SCC en
rebafio y se facilitan asi las mejoras en los programas de control.

Para ¢l diagnostico de la mamitis clinica y/o subclinica, la via principal ha sido siempre
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el cuktivo microbiologico de las muestras de leche (Eberhart et al, 1982; Mc Donald, 1989)

para ¢l aislamiento de los patogenos principales y/o secundarios (em varios estudios dei
disgnostico de la mamitis clinica, entre el 12 y el 38% de las muestras de vacas con mamitis
tuvieron cultivos negativos al utilizar el método estandar de cultivo {Anderson et ai, 1982.
Daniel et al. 1982; Hill, 1986; Pearson y McKie, 1979). Para mejorar ef mdice de cultivo
pusitivo de muestras de leche con una baja concentracion de bactenas, se has sugendo
volumenecs mayores de moculacion en placa ¢ moculacion de la muestra (Brown et al. 1981)
(Gonzalez et al. 1987, 1989 y 1990)

Se utilizaron técnicas de cultivo de eficacia "aumentada”™ para mcrementar la recogida
o detectar la presencia de pastogenos en leche de casos con mamitis clmica (Dmsmore et al
1992). Los resultados de las muwestras comsecutivas poiencian la probabihdad de um
diagnostico adecuado y pueden usarse para generar estandares para comparacior de metodos
de analisis No obstante, la economiza v lu practictdad recomiendan gue se use una sola muestra
en investigaciones de campo de la mamitis
Técnicas de deteceion de IMIs productoros de mamitis.

Los métodos y técnicas desaitollados para diagnostico estan basados on la
consideracion de las siguientes caracteristicas delos pategenos principales:

1) Son capaces de ser facil y repetitivamente cukivados esos gérmenes de 0.0! ml de
leche sembrada en agar sangre con o sin esculina.

2) No son resultado de la contammacion de una muestra de leche.

3) Producen IMIs dc larga durscion en ausencia de antibioterapia.

Tales caracteristicas no se cumplen con los patégenos ambientales y su dizgnostico es

mas dificil, porque las IMI son de corta duracion Las ufc/ml de leche en cuarterones
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mfectados son frecuentemente renos de 100. El aislanmento de estos gérmenes en un cultivo

de leche podris ser resultado de la contaminacion de la nestra.

El papel del cuitivo bacteriano es primordial, mcluso en rebafios en los que los rignos
clinrzos v los perfiles de SCC sugieren una improbabilidad de mamitis.

La mayona de los rebafios se clasifican. a efectos epidemiologicos, en 4 categonas
{Sischo et al, 1993). 1) libre de patogenos principales. 2) presencia de estafilococes coagulasa
positivos pero no S. agalactiae aislado de al menos | muestra de leche): 3) presencia de S.
agalactiae pero no de S. aureus. aisiado de al menos | muestra y 4) aislados S. agalactiae v
S. avreus en una muestta al menos El n” de rebanos con el supuesio 4 es bajo. por lo tanto.
estos rebafios se agrupan con aquellos donde se aisla solo S, agalactiae para la evaluacion de
practicas de control de mamitis reiacionadas con el cstatus de patogenos del rebano

La sensibilidad v especificidad de deteccion de S. agalactise v S. aurcus depende dei
metodo yor el que se establece ¢l diagnostico defintivo (Sears et al. 1991) (Postle. 1968,
Goodkin ¢t al. 1990) (va que el uso de la leche de tanque para detectar la presencia de los
patogenos primanos no es un test perfecto)

Los esquemas de control de S. aureus y S. agalactiae se¢ plantcaron despues del
desarrorlo de los métodos de identificacion eficaz v estudios epidemuclogicos defimstivos
{Bramley and Dodd. 1984; Dedd, 1986). Ei control de los otros estreptococes hs sido mas
dificii debido a sa ampha distribucion. Cambios recientes (Collins et al. 1983, 1984, Devriese
et al. 198y, Dodd. 1986; Farrow et al. 1983, 1984) en la taxonomia de la familia
Streptococcaceae permitieron el desasrollo de sistemas de identificacion mejorados, mediante
el uso de técnicas de hibridacion de ADN y de pruebas de oligonucleotidos.

El aislamiento para su identificacion de los emterococos es mmy variable en su
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preporcion de unos estudios 2 otros . La diferencia en el indice de aislamiento pucde deberse a

diferencias en la muestrz de la poblacion, descripcion de nuevas especies, dispenibilidad de

mas tests de diagnostico, etc... Las técnicas de cultivo "mejoradas” {incubscion de precultivo,

aumento de! volumen de moculo y congelacioa dei procultivo) incrementan significativamente
la sensibilidad del cultive respecto ai meétodo estandar (inoculacién de placas de agar-;angre
con (.01 ml de lecke e incubar a 37°C durante 24-48 horss) {Dmsmore et ai. 1996_1991)
ya que vanos estudios del diagnostico microbielogico de mamutis clinica citaban porcentajes
de entre el 12 y el 38 por ciento en mwestras de ieche de vacas mamiticas que daban cultivos
negativos con el metodo estandar (Anderson et al. 1982, Damiel et al, 1982, Hill. 1936,
Pearson y Mckie. 1979). Ei métedo aumentado/mejoravo que producia un mcremento de la
sensibilidad sin aumentc significativo del indice de contammacion era ia siembra de 6.1 mi de
leche incubada a 4 horas.

Se utiliza el test de la chi-cuadrado de McNemar para conocer que especie bacteriano
mcrementa su sensibihdad de aislamiento(s: venfica que son los colifermes y los

estreptococos ambientales (Dmsmore et al. 1999)).

Vanos mvestigadores han sefialado volumenes relativamente grandes de casos clinicos
de mamitis bovina en las cuales no pudo demostrarse un agente etiologico en ¢l cultivo

{Pearson y Mckie, 1979 Daniel y otros, 1982).

Los métodos recomendades para Ia idcatificacion de S. aureus y S. agaisctiae, como
patogenos mzmiticos principales, sislados en IMIs bovinas, enfatizan el emplec del test de ia

>oagulasa y el test de CAMP (Brown e al, 1981, Pedersen et al, 1981).
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Para los estafilococos coaguiasa positivos (S. aureus, S. hyicus y S. intermedius)

productores de mamitis bovina (Langlots et al. 1983) (Watts et al, 1983) la utilizacion unica
del sistema APl STAPH no mostrana un 100% de eficacia en identificar tales cepas El
crecimiento en sgar P suplementado vy el resultads del test de la B-galacrosidasa
permitian una ficil diferenciacion de los tres estafilococos (Roberson et al. 1992). con un
100% de eficacia.

E! National Masttis Ceuncil. en 1990, recomendo utihzar el test de la acetomna (v
Vogis-Proskauer, VP) como medio adicional para diferenciar S. aureus.Fl Sudcomste de
Taxonomia de Fstafilococos v Micrococos. en 17265, tambien recomendaba usar la
fermentacion anaerobica ael manitol para diferenciar S. aureus de los otros estafilococos
coagulasa posknos

Ademas de las tecnicas numatunzadas bioquimicas (AP1 STAPH. API 20 STREP),
existen sisiemas de diagnostico rapido para identificacion de ios patogemos mamiticos de
mayor prevalencia‘mcidencia. Pueden _er metodes serologicos (como el de coaglutinacion ea
latex en porta) y enzimaticos (como los enzimoinmunoensayo. que pueden estar higados a un
componente Cromogenico que actua d» substrato para la reaccion enzimatica (ELISA) y que

tiene diversas vanantes: captura. sandwich. competicion.

Los tests de aghitinacion en latex para la identificacion de S. aureus y S. agalactiae

son ya ampliamente aceptados y wiilizados en laboratorios clinicos con aislados de humazos.

Er 1988, se utilizo el RAPID MASTITIS TEST (RMT) (un sisiema de aglutinacion en latex
para la identificacion de S. aureus y S. agalactiae en aislados bovinos (Watts and Owens, |

1988). El RMT es util para hacer un screenmng de grandes volumenes de aislados de S.

fooce e S e
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sureus (Wstts and Owens, 1988); no obstante, los vekimenes pequeiios requieren el test dv la

coagulasa para la deteccion de ciertas caracteristicas claves. Fl RMT no es tan eficaz como el
test de ia coagulasz= EN 24 HORAS, pero es comparable en sensibilidad al test del factor
cumwling v el de la coagulasa en 4 horas, combmados.

Ademas, ei RMT esta disefiado especificamente para su uso en bactenioiegia mamitica.

En 1984, los ensayos que va se realizaban de aglutinacion especifica de las cepas de S.
agalactise de origen IMIs bovinas mdicaban una posible relacion entre Ja capacidad de esac
cepas para aglutinarse en presencia de leche bovina {Wanger and Dunny. 1984) v su capacidad
para adhenirse a las cclulas de la giandula mamana. ya que es un parasito mtrzmamario
obligado (Mc Denald. 1977). lo que podnia mfluir en la deiermmacion de su rol ecologico en
la glandula bovina y en yue medida el fenomeno de adherencia mfluye en Iz patogenicidad de

S. agalactiae para la ubre.

En 1986 se ensayo un tesi de aglutinacion ¢n laiex para la deteccion de antigenos de S.
agalactiae de [Mls bovinas (Dantel and Bamum. 1986). Todas las muesiras coateniendo S.
agalactiae fueron positivas a este test bien antes o bien después de 18 horas. mcubando 2
37°C. Los resultados obtenidos sugieren que donde un cuarteron llega a ser infectado con S.
agslactiae el test de aglutmacion se hara positivo en 24 horas, v en los casos donde se
desarrolic mamitis clinica puede permanecer positive 1 2 3 dias después de que el organismo
haya desaparecido de la secrecion lactca. El test de latex podria jupar un cierto papel en
detccter vacas infevtadas y rebafios testando los sueros de muestras de leche de tanque de
mezcla, ya que tales muestras pueden contenser muchos contaminantes que hagan la

mterpretacion dificil
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Ya en 1993 se apliaron las téonicas ELISA para la deteccion de antigenos bacteriancs

en secreciones lacteas con cultivos negatives, cor lo gee se podia demostrar la presencia del
microorganismo productor de la IMI en un momento {ztermmado del curso de la mamitis
(Zorah, 1993). La tecnicz usada se baso en la doble tecnica sandwich descrita por Voller et al
{1980).

Otros desarroliaron un FLISA diseiado para detectar an*icuerpos frente a S. aureus
(Adams ct al. 1690).). Otras mvestigacioncs han mostrado una pebre correlacion entre los
resultados del ELISA y el culiivo microbiologico de ias mauestras (Hicks. CR et ai. 1990) Se
suzio combinar os resultados del ELISA en muestras consecutivas con la determinacior del
SCC para mejorar la sensibihdad v la especificidad (Costelio ex al. 1990)

Se compararon el cuitno micrebiolegico. el ELISA v la determmacion del SCC
r.ahzada en pwestras de leche come metodos para identificar las vacas con IMI por S. aureus
(Hicks et al. 1994). El uso de cultivo repetidos podia mejorar la eficacia del diagnostico de la

mamatis por patogsnos ambientales.

Se calcuiaron la sensibiidad. especificidad v ratio de probabilidad tambien para realizar
el ELISA en muestras consecutivas, y determmmar la SCT en esas muestras v combimar los
resultados del ELISA con los SCC (Hicks et al. 1994).

Los datos de las vacas se incluian solo si estaban dispenibles los resultados del ELISA
y del cultivo microbiclogico obtenidos en 3 muestras consecutivas. Las vacas se consideraron

positivas a IM: por S. aureus si los resultados del cultivo eran positivos en 2 de 3 muestras

consecutivas primeras recogidas de cada vaca.
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La sensibilidad se calculaba como el n° de vacas con us resuitado del test positivo
dividido por el n° de vacas con IMI La especificidad se calculaba como el n° de vacas coa un
resultado de test negativo dividido por ¢l n” de vacas que no tuvieron IMI E! ratio de
probabilidad parz un test positive se calculabs como la relacion enire sensibilidad v |-
especificidad. v para un test negativo como -sensibilidad respecto a especificidad (Sackett et
al, 1991).

t.a repetibibdad de los resultados del FLISA y el cultive microbielogico se determmo
calculando el porcentaje de vacas que tuvieron resultados de test consistentes parz dos v para
tres muestras consecutivas. Ls prevalencia se calculo sobre la base del cultivo microbiologico
de las primeras muesiras recogidas de vacas de las cuzles nunca se asio S. aureus. Se caiculo
también el ratic de prevalencia de densidades opticas (Rothman, 1986) para determmar el
riesge de un resultado postivo por ELISA para vacas con IMI por S. agalactiae,

estafilococss coagnlasa negativos, coliformes o C. bovis.

Los re ultados del ELISA comciden con el estatus de IMI mas frecuenie en vacas con
clevados SCC, pero la mclusion de vacas con bajos SCC no justificaba el pobre rendimiento
del ELISA. Los resultzdos de! estudio de Hicks et al {1994) mndicaban que el cultno
microbiologico todavia es el mejor métedo para identificar casos mdividuahzados de vacas con
M1 por patogenos mamiticos principales (S. aureus, S. agslactiae, S. dysgalactiae,...).

Las decisiones para usar un método de diagnostico u otro debian mcluir una
evaliacion de la cantidad v tipo de mformacion obtenida de lo- resultados de cada test. El
ELISA tenia un blanco especifico, normslmente un scio patogeno. y sus resultados no

proporcionaban mnformacion sobre otros patogenos potenciales. El cultivo microbiologico
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constituia un test relativamente mespeci.icn que proporcionaba mformacion sobre una ampha

vanedad de patogenos susccptibles de producir IML

Usa alternaiiva 3f metodo FLISA antecitado se desarrolle mediante ura tecnica pars
detectar anticuerpos especificos que < fhasen 2 una fraccion antigemica punficada de S.
aureus. Fl test tuvo unz eficaciz del /7% de deteccior. cuando se comparo con los metodos
de cultivo bacteramo. Tunvo una sensibthdad del 92% para cultnos posinos v una
especificidad del 100° para los negativos {Grove and Joaes, 1992; (ELISA PROSTAPH;

Los 2xpenmentos se diseharon para comparar ¢l test ELISA PROSTAPH cor los
metodos convencionales para la identificacion correcta de vacas con M1 por S. aureus \ pana
evaluar la eficacia de las medidas de higiene en el ordeio. que podnan devenir en la
prevencion de nuevas IMIs, determunar Iz uGihdad de bacer un screenmg de los rebanos para
ideattficar vacas con mfeccionc: por S. awreus v usar csa mformacion para implementar
practicas de manejo que ayuden a prevenrr la dispersion de IML. deterrmar la prevalencia de
las iIMI con mas rebafios v definnr a relacion entre los anticuerpos frente a S. aureus en la
leche cruda de tanque v la prevalencia de IMI por S. aureus.

Partiendo dc la premisa de que algunos mvestigadores han szhalado gue la medicion
del n° de PMN en iz leche mamitica proporciona un mdicador especifico del nnel de
mflamacion y la infeccion (Culien. !9¢;; Ruffo. 1968, Schalm et al. 1971). se disefio un test
ELISA que detectase ese tipo celular especificamente para detectar la mamutis subchmica con
prontitud (Y Sullivan et al, 1992). El ELISA. de tipo sandwich de captura. se uso para testar
la presencia de recuentos de PMN elevados en .nuestras de leche recolectadas semanzimente
durante un pericdo de 5 semanas en un ensay» y en mucstras ob.=nidas de vaca directamente

en un 2° ensayo. La sensibilidad. especificidad y eficacia se calcularon de acuerdo .on lo

L
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expuesto poi Hart en 1980. En los resultados no hubo diferencia significativa entre las SCC

predichos v los reales. mdicando que las ahsorbancias obtenidas usando el FLISA de captura
se correlacionaron muy bien con el SCU Estos resultados muestran que el ensayo s capaz de
medir al menos concentraciones celulares tan bajas como 100.060 cel'mi

Es svidente que <l FLISA de captura se correlaciona mejor con el SCC que con
cuzlquier otro test. moluvendo ‘@s medidas de NAGasa, sodio, coi dactnidad elecinca. BSA
actividad de la esterasa v de otras enames.

Los resultados nuestran que las absorvencias obtemidas en ef E1ISA pueden usarse
cuantitativamente para determmar si una muestra de leche es mamstica o normal. v tambien
para prodecwr adecuadamente una muestra con un SCC de umbral tan bajo come 100 000
celmi Asi el F1ISA de captura detectara ia mflamacion causada por todos los patogenos gue
excitan la mugracion de los PMN. LI ELISA especifico frente a PMN tiene un potencial
signtficatno como tal test de uso simple para chequear vacas o cuarterones con mamalis
subcimica syudar a prevenu la u’mmti.s chmica. la dispersion de la infeccion por aislamiento de
las vacas mfectadas con mamatis, identificar los cuarierones de la ubre mdnidualizados con
problemss v seleccionay v cammar leche mamatica del tanque. asi como mantener el SCC de!
tanque bajo v la calidad de la leche zha F! test podnia usarse tambien para monitonzar la
eficavia de los tratamientos ant*bioterapicos.

Las técnicas de diagnostico de la mamitis mas avanzadas se basan en la biologua
wwlecular y el uso de hibnidacion de ADN vy sondas de acidos nucleicos para la deteccion de
microorganismos. Fsto comenzo en los afioe 80, y su principic de trabajo se¢ basa en la
deteccion cualitativa de secuencias de ADN bacteriano tipico v por lo tanto ofrece la ventaja

de su alta especificidad. manejo imple y seguridad mejorada durante ¢l protocolo de testaje




{Johason. 1989: Mazola et al. 1991, Notermans. 196t}

Se han presentado estudios relacionados principaimente en la éGeteccion de E. coli,
Saimonella, Shigella, S. aureus enterot tigémico y Listeria. En 1992 se adaptaron 2
pruebas de ADN comcreiales (GENETRAK E COLI Y GENETRAK S AUREUS TEST)
para la deteccion de csos pavogencs en leche de vaca Prmcipalmente se volcaron en Q2
aphcacion del Genetiak Staph. 2uveus test para la detecaon de ese patogoie e leche

mamitica (Kaefel et &l 1602)

Todas la- cepas de emterobacteriaceas obtenidas del amalisis mucrobiolegico ¢ @
estudio fireron exammadas usando o Genetrak | coli test Basado en ef amte de absorcion
dado de 0 | umdadec. la detercion ue E.coli fue posble a recuentos visbles de © S 10" hasta
119 ufcml

Los estafiloce cos cbtenidos faeron testados con ¢l Genetrak S aureus test. Ne obsena
una especificidad del 100% cop todas las copas de S. aurews, sgmificando la ausencia de
falsos positrvos y o regativos. Para dar valores de absorcion iguales o menores de 0.1 fucion
suficientes recuentos de 10° v 10" ufiml Debido 2 esa aita sensibiidad. se ensavo la
simplificacion de la preparacion de la muestra de leche para permitir una deteccion mas rapida
de S. aureus ¢ ieche mamitica de los cuarterones de I3 ubre Se demc<tro que ya menos de
10" ufc'mi daban una reaccion coloreada positiva mdicando que la scasibilidad estaba en ¢
misme rango. Adicionalmente, se veritico que l2s otras bactenas mamvicas tules comeo S.
agslactiae, S. dysgalactiae v S. uberis no mterferan con !a prueba del ADN.

En esencia, las pruebas de ADN siguieron el principice de hibridacica de ADN basada
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en una reaccion especifica entre las pruebas dc ADN de  hgonucledtidos sintéticos y el ARNr

de las bacterias (Mozola et al, 1991). La seusibilidad correspondiente dependia en gran medida
del volumen de ABRNr producido dw ante la multiplicacion de las celulas bactenanas y una
absorcion optica de fondo causada per las matnces de la muestra (Pearson. 198%8) [a
sensibilidad de este tipo de pruebas sc ha considerado comunmente una desventaja. va que
descubrimientos recientes con los sistemas basados en la PCR han mostrado limites de
deteccion sigeificativamente menores (Chandnian et al. 1991 Hill et al 1997 Notermans.
1290).

La especificidad puede ser vista como una gran ventaja de las pruebas de ADN (Hsu ot
al. 1991; Mozola et 2. 1991)

La experiencia ha mostrado que hay necesidad de metodos fiables para la deteccion
especitica de S. aureus como patogeno en mamitis subchmica. De acuerdo con los hallazgos
de Kneifel et al (1992) la prueba de AD™ Genetrak S aureus test puede aplicarse con exito
para evaluar la situacion epidemtologica de los rebados. ya que mcluso pueden detectarse
recuentos de S. awreus menores de 100 ufcml en unas 30 horas, abarcando as
manifestaciones subchmicas de la mamitis Modificando el protocolo micial del test podna
reducirse ¢l tiempo de deteccion de volumenes relativamente importantes de ba:terias viatles
que produzcan smtomas de mamitis hasta las 6 horas por lo que senan de gran mteres para el
suieenmg de mamitis en los rebanos.

En 1993 se describio el desarrollo de prucbas de hibndacion de oligonucieotidos.
derivados de secuencias caractenisticas dentro del gen que contiene la subunidad 16S del
Rl+Ar, para la identificacion espesifica de los diversos tipes de S. uberis (Harland et al,

1993) (causante de gran cantidad de mamitis bovinas hoy en dia (aproximadamente & de cada
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100 casos de mamitis clinica por afio en vacas (Hillerton et al. 1992)). El métode usado.

basado en la amplificacion por PCR de una parte del gen de la subunidad 23S del ARNr
seguido de hibridacion con pruebas de oligonucleotidos especificos, proporciono un metodo
mequivoco de diferenciacion de biovares dentre de la especie S. uberis v de csa especie
respecto a otros estreptococos mamiticos, lo que facilita la mvestigacion epidemiologica de
estas especies, en especial el papel preciso jugado por S. uberis en la mamitis bovina

Se ha utilizsdo ur metodo de PCR basado en el mapa de ADN para identificar especies
de estreptococos y eamterocovos aislados de leche bovina (Javarao and Oliver. 1994) El
examen de¢ los modelos de secuencias de ADN revelo que cada especie evaluada poseia un
unico perfil de secuenciacion Se desarrollo un esquema sencillo de identificacion basado en la
apancion de fragmentos pnmanos y secundanos de ADN  para cada especie. El ensayo de
PCR fue simple de realizar, fiable v reproducible Concluian que los patogenos de manutis
pueden identificarse usando e<te metodo. v la tecnica tiene el potencial de constituir una
alternativa a la caractenzacion fenotipica en la wdentificacion de los patogenos mamiticos.

OTROS METOROS DE DIAGNOSTICO DE MAMITIS relacionados con el control
rucroviologico de la flora de ia leche aprovechan el rapido avance en automatizacion en los
isborstorios de la ndustna lactea. Asi tenemos el metogo de recuento P, iecnica HGMEF,
tecnica del Petnfilm, tecnica de filtro epifluorescente directo (DEFT), metodos basados en la
cuantificacion del ATP bactenano. v test de lisado amebocito de imulus.

OTRO DE LOS SISTEMAS DIAGNOSTICOS UNIVERSALES para la deteccion de
mamitis es el SCC. Es un2 prueba que se realiza sobre las muestras de leche en tanque de
mezcla o directameute de los cuarterones de la ubre. Este test se basa en el hecho de que la

concentracion de ceélulas en leche se eleva marcadamente al comienzo de la enfermedad.
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particularmente en la fase inflamatoria, debido al paso de PMN de la sangre a la leche.

pudiendo alcanzarse valores de varios millones de celulas por mi. de leche (Natzke et al,
1972). Segun Miller y Schutze (1981), el SCC individual por vaca (en los cuaiterones de la
ubre) esta influido per el manejo del rebaiio. el estado fisiolégico, asi como por el tipo de
microorganismos que produce Ia infeccién, pudiendo incluso observarse variaciones en los
niveles normales de SCC entre vacas no mfectadas. Por otro lado, se observo que el SCC esta
influido por la estacién del adio, ol estadio de lactacién y lz edad del animal. En 1989
otros imvestigadores han obtenido conclusiones similares, exphicando factores de correccion
respecto del n° de pantos v estadio de lactacion para comparar valores de SCC indnviduales v
facilitar la mterpretacion de los mismos como diagnostico de la mamitis (Vecht et al. 1989).

Se consideran tambien como factores de mversion, la produccion lechera diaria, 1a hora de
Ia toma de muestra y Ia raza del animal (Brolund, 1985) Asi pues, el vaior critico de SCC
es dificil de estimar. Fll solapamiento de ias distnbuciones del logantmo dectmal de SCC de
las vacas mfectadas no permite establecer un umbral de discriminacion estadisticamente seguro
(Andrews et al. 1983) No obstante, han defimido el umbral imite de 250000 cél'ml como
indicativo de animales no infectados. Se consideran normales los SCC con menos de
300.600 cel/'ml, con un i0-12% de neutrefilos, micntras que se catalogan como mamiticos
SCC con mas de 500000 cel/mi v mas de un 20% de nzutrofilos (Tola v Cabeli. 1985).
Resultados similares han sido obtenides por Mielke (1989). Por otro lado. el uso del SCC
como metodo de diagnostico presenta probiemas adicionales de interpretacion (trabajos
realizades por Schalm et al. 1971 y 1976; Poultrel et Lerondelle, 1978). Tomando como

estandar el recuento de leucitos, ei CMT es el mas efectivo de los métodos indirectos (Karoley

and Dholakia, 1984).
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Para realizar el SCC de forma automatizada, se emplea el Coulter y el Fossomatic. En

ambos casos, es necesano, una vez calibrado micialmente el aparato, controlar sistematica y
periodicamente la exactitud de los resultados obtenidos por medio de su comparacion con el
recuento microscopico directo o mejor mediante estandares de leche con SCC conocidos.

El metodo Coulter funciona como sigue: las celulas somatics son consideradas
particulas que pueden contarse con un contador electronice despues de haber establecido un
anivel umbral mferior v haberse eliminado el solapamiento de las particulas de grasa del mismo
rango de tamaiios que las celulas. Solamerte se cuentan aquellos mmpulsos por encima del
anvel umbral. Se perinita la fectura directa del n” de SCC en mules de celulas por ml de leche
Se requiere una preparacion previa de las muestras de leche. que se reahiza fijando las celulas
somaticas antes de la mcubacion con el reactivo Somaton 1.a capacidad del recuento es de
hasta 210 muestras por hora(Magarmos et al. 1984)

i.a relacion entre SCC er leche de tanque de mezcia (BTSCC) v la situacion real de
marutis en un rebanio lechero es bastante pobre, especialmente <n grandes rebanos (Jaartsveld
et ai, 1983) La mtroduccion de los eguipos automatizados de SCC ha aumentado la
imporancia del BTSCC come mdicador de mamutis. Tambier: tiene otros usos. como medir ¢l
aspecto de la caiidad de la leche v analizar les medelos de mammtis dentro del rebafio Los
modclos de mamitis en un rebaio pueden analizarse monitorizando ios cambios en el SCC
de la leche de mezcia por el estadio y n° de lactacion.

Es un hecho bien establecido que el SCC varia entre fracciones (De Vries. 1976,
Sysrtad&Ron, 1981a). La leche total dc la ubre refleja una mezcla proporcional de la leche
total de las 24 horas de los diferentes cuarterones. Las muestras de la primera leche del

cuarteron reflejan el SCC de la iraccion de leche total producida desde el ultime ordedio.
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La variacién celular esta afectada por causas bacterianas o ambientales (Brolund,

1985). Cuando se utilizan ios SCC de UTM para la monitorizacior regular del estatus
sanitario de la ubre. es necesario el comocimiento de estas causas para la coriecta
interpretacion de los datos de SCC

La informacion relativa a la presencia de bactenas patogenas y el SCC se us2 como
diagnostico de la mamitis subclinica sobre una base o referencia de! cuaneron. Son
recomendados valores umbral de 500.000 células/mi por la IDF{ Federacion Intemacional de
Lecheria). Los valotes winbial facilitan el analisis interpretative.

Existe la necesidad de hacer depender los umbraies elegidos para el SCC del estatus
sanitario de la poblacion (Poutrel&Ramard, 1982, Sheldrake et al. 1983a) La vanacion sana
en los SCC estaria asi clasificada sobre la base de los datos bactenologicos v no se relacionana

con la funcion de la glandula mamana.

Las SCC mdividuahzadas por vaca mensuales no identifican correctamente mfecciones
clmicas de corta duracion (Serieys, 1985)

En 1984 se determinaron el BTSCC por el método del viscosimetro y el recuento
celular microscopico directo (Maganiios et al, 1984) Sus resultados mdicaron que el SCC
medio se reducia claramente con la disminucion de la temperatura, particularmente despues de
tener la muestra 48 horas a 4°C.

El SCC en una muestra de leche cruda fresca o refrigerada dada, depende en gran
medida del estado inmunitario de la ubre de la vaca.

Existen una serie de mecanismos pasivos de defensa de la ubre frente a la mfeccion

(Paape et a!, 1985) (Hamo.1, 1980; Janicki and Balnkiewicz, 1980; Madsen et al, 1987).
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El mecanismo activo mas importante de defensa contra la mfeccion y por ende la

mamitis por parte de ia vaca es la fagocitosis de los patogencs mediada por PMN vy
macrofages (Poutrel, 1983 Craven and Wiliams, 1985. Ramard et al. 1988). siendo los
macrofagos los mas abundantes en leche. v por lo tanto en el SCC, de vacas sanas, v los PMN
en la leche de las vacas mamiticas.

Se han realizado rumerosos ensayos para aumentar el n° de células fagocitanas en la
ubre (mmunoestimulacion) (Craven and Hill 1986, Huston and Heald. 1983 Kerhl et al
1989, Nickerson et al. 1988, Owens and Nickerson. 1989b. Paape et al. 19%8) Se han
utihizado tambien vacunas mespecificas que contienen patogenos secundasrios para prevenir las
IMIs ocastonados por patogenos principales ((Owens and Nickerson. 1989 . Woodward et al,
i988)

La comprension de los mecanismos de defensa especifica de la ubre quz estan basados
ea factores bumorales v celulares se ha mcrementado marcadamente en los ultimos _Los
(Colditz and Watson. 1985 Craver and Wihams, 1985, Lohuis et al, 1990, ffark et al 1992:
Persson et al. 1992, Ramard and Boulard. 1992)

El examen de la actnidad funcional de los PMN. el tipo predomimante. ha mostrado
que su actividad fagocitica y bactenicida disminuye a lo largo del penodo sece v el previo al
parto v duraste la mfeccion. ast como se produce una reaccion copcomitante en la respuesta
proliferativa de Imfocitos T a Ihs actividores policionales v los patogenos durante estos
pericdes. Los mecanismos que miden la dismmucion de la actividad funcional de los leucocitos
en las secreciones mamarias vy la relacion con el aumento de L susceptibihdad a ias IMI

todavia se desconoce Los resultados de algunos estudios muestran Jue los linfocitos T

activados estaran presentes en todos los estadios del ciclo de lactacion de la vaca en la leche y
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representan una clevada proporcion de los linfocitos totales cuando sc incrementz la incidencia

de Iz mfeccion, lo que podnia juzgarse como que desenpefian un papel sigmficativo en la
regulacion de la respuesta mmune a los patogenos en la glandula mamaria (Park et al, 1962)

En cuanto a los PMN_ la efectividad de su accion mmunitania depende de ta prontitud v
magnitud de la respuesta mugratona y su acividad fagocttica y bactencda (Craven and
Wilhams, 1989 Hull. 1981, Hill et al. 1984, Paape ot al, 1979) La snportanca de la rapida
migracion de los PMN en el lumen de la glandula mamana para la chmmacion de la mfeccion
ha sido establecida

Fn relacion <on el papel de la respuesta mmunc huinoral. se ota ks funcion de las lgs,
la lactofernna y los factores del complemento en el proceso iflamatono dernado de una IMIL
con propiedades annbactenanas (por opsomizacion y neutrahzacion) (Persson et al. 1992,
Ramard. 1986 Ramard ct Boulard 1992) as como mducen quinnotaxs de los PMN v
promocionan la fagocitosis (Banks and Trauter. 1985 Chew et al. 1991 Norcross, 1991) Se
ha podido medir la actridad fagocitica de Jos PMN frente a patogenos tales comn S, aureus.
por medio de un ensayo de flunrocromo (Anderson et al. 1992) o mucroscopa de
fluorescencia (Fox et al. 1987)

OTRAS TECONICAS DE DIAGNOSTICO DY [A MAMITIS va ctadas en ja
tteratura son la medicién de Is concentracion de lactosa (Renner, 1980), el incremento de
Ia concentracion de cleruros (Sender, 1989), el estudio de la conductividad eléctrica de
la leche (Feher y Takatsy, 1789), i2 concentracion de enzimas licticos tales como
cotalasa (Sharabi et al, 1986), NAGasa (Kaartinen and Jensen, 1988), focfatasas,
lactatodeshidrogenasa, ... (Kitchen et al, 1°31; 5jaunjs and Funke, 1989; Ball et al,

1989; Madtila 1ad Frost, 1989; Connor and Eckersall, 1986). No obstante. convienc tener
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en cuenta que en este tipo de criterios indicadores de mamitis los niveles enzimaticos pueden

cambiar en la glandula mamana en funcion del estado del amimal y que algunas de estas
proteinas ejercen un efecto indirecto sobre el nivel de la infeccion (Smith and Schsubacher,
1979; Sauil et al. 1977 Korhonen, 1980; Craven and Willams, i985. Nickerson. 198%). Se
propuso el estudio del nivel de NAGasa por cuarteron como ecnsayo para el estudio de la
mflamacion manutica post-terapeutica con antibioticos (Pvorala, 1988)

Ante los problemas de mterpretaciorn que presentaban esos diagnosticos, la IDF
recomendo utilizar habituaimente para la deteccion de mamitis subclmica una combmacion de
meétedos bactenologicos v una prueba para revelar la respuesta mflamatona. Los indicadores
de mamitic mdirectos mas comunmente usados son la medicion de la conductividad electnica y
la de la concentracion de NAGasa.

El valor predictivo ue un test poaitive de conductnvidad electnica permanece baio en un
rivel de baja prevalencia en 12 poblacion (rebanio). con una senabihidad global del 66% v una
especificidad. tambien global del 94% {Niclen et al. 1992) las medidas de coaductnidad
eléctnics on-hne se hayw miroducido recientemente (Maatje et al (1992). con el objetivo de
ayudar a monitorizar ia salud de la ubre en un rebaio Jechero. La conductividad tipica de Iz
leche normal esta entre 4 v 5.5 muliSiemenscm a 25°C v la distisbucion de las medidas =s
normalmente logaritmica. Esta determmada por ') concentraciones de aniones (principaimente
cloruros) y cationes (sodio y potasio principalmente). [.as concentraciones de ion potasio (K')
disminuyen y se mcrementan las de ion cloruro (CI') ¢ ion sodio (Na') en la mamitis. La
concentracion de iones < la leche mamitica camhia debido al incremento en la permeabilidad
de los capilares sanguineos, la destruccion de las valvulas de control de flujo y de los sistemas

de transporte activo de iones. La concentracion alterada de sodio, potasio y cloruros produce
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el mcremento de la conductividad sin cambios en la presion osmotica. Para distinguir emre

lecke normal v mamitica usando la conductividad electrica, se han mvestigado varios metodos.
Se utiliza el indice entre cuarterones de la ubre (IQR) para marcas las diferencias de
conductividad entre cuarterones v que podna senalar la existencia de mamitis en un cuarteron
en particul>r. Se han propuesto vanaciones en el IQR y una redefimicion para mejorar los
analisis estadisticos del msino. ademas del IQOR se han usado umbrales para valorar la
diferencia entre el cuarteron con valor mas elevado v con mas bajo Parece que la combmacion
del valor absoluto v el IQR. sin usar umbrales, . .« tratamiento estadistico de un anihisis de
regresion logistica proporciona el mejor modelo

En gereral los mformes sobre la utiidad de la conductnidad para detectar mamitis
ofrecen resultados contradictonios Una de ias grandes diferencias obtenidas en esos estudios
era la definicion de vacas sanas v enfermas (estandar ideal) que se usaba en la nvestigacion de
la conductividad La baja sensibilidad de este criteno de diagnostico de la mamitis podnia estar
causada por el uso de un estandar ideal "mcorrecto” mas que por el uso de la conductividad en
si para detectar positivos a mamitis.  L.a conductividad sera mejor para detectar negativos que
el estandar ideal

La definicion de este estandar(y que incluye SCC. CMT. cultivo bacteriologico, soles
o en combmnacion. anzhsis de la sintomatologia clinica y/o conductividad v concentracion de
lactosa en ieche) para la mamitis subclinica no represenia un estandar perfecto, debido 2 que
se recomiendan medidas repetidas y combmacion de tests. Quiza deba icluir tambien la
produccion lactea que se ve afectada por la mamitis. Debido a que la conductividad esta
relacionada con el dadio ai epitelio corpporal. esto podria proporcionar una definicion mas

eficaz de mamitis subclinicx. Se ha encontrado que la pérdida de produccion esta

]
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enrrelacionada con la conductividad.

El uso de la conductividad como un sistema de mnvestigacion o diagnostico dependera
no solo de la sensibilidad y la especificidad sino también de la prevaiencia de mamitis.

{ina veniaja de los sistemas on line es que es posible una mvestigacion para aveiiguar
la ausencia/presencia de mamitis subclinica después de cada ordefio. Los sistemas on lme
podnan slcanzar una alta sensibilidad para mamitis subclinica o usarse para la deteccion
precoz de la mamitis clinica, dependiende de la secuencia de hechos en mamitis. Cuando se
use fa conductividad como primer test de seleccion, podnan usarse otros datos del sistema on
line subsiguientemcnte para encontrar vacas anormales en la poblacior positiva segua la
conductmidad.

Algunos investigadores evaluaron la comparacion intercuarteron de diversos
indicadore ;s de mamutis subclmica, abarcando la NAGasa v la conductrvidad entre otras (Jensen
and Knudsen, 1991) Ellos observaron que los diagnosticos dc mamutis basados en las
musstras de leche de cuarteron recogidas cada vez estaran mfluidas solo levemente por la
vanacion biologica al azar, y que las mismas diferencias relativas que existen en los niveles de
los mdicadores entre los 4 cuanterones de una vaca se revelaran independientemente del dia de
muestreo. Las correlaciones de los cocientes «ntre los indicadores reflejan con mas precision
las relaciones reales in‘ercuarteron de diagnostico de los diversos indicadores.

La presencia de NAGasa en leche de vaca ha recibido una particular atencion debido a
la intima relacion entre la actividad dz esa enzima en leche v ¢! SCC en esa ndsma leche
durante la lactacion (Kitchen et al, 1980; Kaartinen and Jensen, 1988) La actividad de la
NAGasa de las secreciones mamarias se increnventa durante la IMI (Kitchen et al, 1980) y

durante la mvolucion mamariz {Timms&Schultz, 1985) y declina rapidamente después del
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parto y es baja en leche de vacas no mfectadas.

Se determmo la relacién entre la concentracion de NAGasa en leche y el estado de
infeccion de los cuarterones de la ubre. Aunque los valorss de NAGzsa diferian entre los
cuarterones mfectados o no, las diferencias erae solo significativas entre aquellos infectados
con St. agalactiae y otros estreptococes. No se encontraron valores base de NAGasa que
permitiesen clasificar ¢l estado de mfeccion de mas del 63% de los ruarterones. El test de
NAGasa dic solo resultados fiables para los cusrteronss mfectades cronicamente con S.
agalactiae y reflejo el dafio causado en el epitelio secretor (Corbellini et al, 1987).

El ensayo para NAGasa realizado por Beming et al (1993) fue esencialmente como el
descrito por Hurlev and Grieve en 1987 La concentracion media de la actividad de la enzima
cambio significativamente con ¢l tiempo, disminuyendo durante la primera semana de lactacion
y permanecié constante a lo largo del resto de ia lactacion La actnvidad de la NAGasa en
leche de vaca estaba altamente relacionada con los SCC en leche (Calhien et al. 1987).
habiéndose propuesto como test de diagnostico para estimar el SCC en leche y 2l dafio tisular
mamario resultante de la inflamacion (Kitchen et al. 1980) Los resultados de este esiudio
sagieren que el uso de la actridad de la NAGasa como mdicador de mamutis debe tener en
cuenta el rapido dechve en la actividad enzimatica que se produce durante ios primeros dias
post-parto y que comcide con el penodo de maxima susceptibihidad a una IMI (Mc
Ponald&Mc Donald, 1975)

Se examimaron las transformaciones alternativas de la NAGasa para miejorar su eficacia
en el diagnostico de la mamitis (Bemmg et al. 1993). Se mejoro su sensibilidad con una
distribucion de frecaencias de Gauss y varanzas de subclases uniforincs. El analisis de

iransformacion de la NAGasa se describio de acuerdo con Box y Cox (1964) y se aplico el
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SCC segun Ali&Shook (1980). El analisis de los datos se hizo por el procedinmuento SAS de

modelos lineaies (1999). Los principales resultados de este estudio son la constatacion de la
distzibucion de frecuencias extremadamenie sesgada en la actividad de la NAGasa en leche, lo
que requiere una transformscion logariimica antes del analisis estadistico y que se mostro
como altamente efectiva como mdicador de mamitiz y la validacion de hipotesis

Otros ndicadores de mamitis con base fisicoquimica citados en la literatura son la
determinacion de sodio v putasio en leche y su relacion con la SCC para monitorizacion de
mamitis subclinica. £l sodic era el parametro mas esirechamente relacionado con el SCC y se

recomendaba para usar en programas de mvestigacion de mamitis { Corbeliini et al. 1984)

ANEXO I ANALISIS DE COSTE DE LA MAMITIS Y S1/ PREVENCION EN REBANOS
LECHEROS.

Muches mvestigadores han estimado ei coste de los efectos clmicos y subg:linico: de la
mamitis (Blosser, 1979 Jasper et al. 1982 Janzen, 1970) mientras que otros se han dedicado
principalmente solo a ios efectos clinicos de la mamitis (Miller and Sem. 1990) Las
diferencias citadas en los costes de componentes de la mamitis pueden explicarse. en parte.
por la diversidad de metodos de estima y de enfoque. Se mtentaron estimar los costes de los
componentes de la prevencion de la mamitis; de la mamitis por afio/vaca para todos los casos
chnicos, tipo de organismo ¢ infecciones mixtas. de los componentes de un episodio chinico de
mamitis global y la mcidencia de la mamitis clmica por tipo de organismc y por infecciones
mixtas: también valoraron el tamaiio del rebafio sobre los costes de ios componentes (Miller et

al. 1993).
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En los costes de prevencion incluyeron las categorias de trabajo del ganadero,

productos preventivos y servicios veterinarios. Las estimas de categoria de coste de
componente para mamitis clinica fueron por vazcas ruertas, destruccion del cadaver, vacas
llevadas al matadero (transporte), servicios y productos veteriianos, trabajo del ganadero y
perdida de leche Los métodos para estimar los costes anuales por vaca-afio de una muestra ya

se utilizaron er estudios previos {Milier and Dem, 1990).

L.a prevencion de la mamitis constituyo el 48% de los costes refenidos a la prevencion
de todas las enfermedades bovi..s ia mamitis producida por iefecciones mixtas fue la mas
costosa sobre la base de vaca-ano. suponiendo el 35.5% de los costes generados a los
ganaderos por casos clinicos. seguido por casos de mammis por E. coli (el 21.3%), por
estreptococos esculin-poativos (principaimente S.uberis) (el 6 4%). por Klebsiella spp (el
5.7%), estreptococos esculn-negatnos CAMP negativos (S. dysgalactiae principalmente).
por Enterobacter spp (¢l 4.8%;. los estafiiococos coagulasa negativos (el 4.1%). los
estafilococos coagulasa positivos (el 3%). S. agalactiae (el 2.5%). Bacillus spp (cl 1.2%)y
cuitivos negativos (no aislados) (el 8 6%) Los costes por vaca-afio fiueron ios mas elevados
por mamitis causadas por E.coli como unico pategeno

En general. los costes mayores por vaca-ziio vanaron en funcion del estrato poblacion
del rebano y del agente etiologico de Iz mamitis. no obstante, la mamitis causada por
microorganismos ambientales fue la mas costosa. Los costes por episodie clinico también
variaron segus el estrato poblacion. L.os mamitis por estafilococos fueron claramente costosas

en rebaiios grandes, mientras que para rebziios medios fue mucho menor el coste.
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Fl examen de la incidencia de mamitis clinica revelo que el tipo mas comun fue de las

infecciones mixtas. Los grandes valores obtenidos para los costes de las mamitis producidos
por tales infecciones sugirieron una subestima de los costes para los patogenos especificos

individuales de mammtis.

La peérdida de producciou lactea se estimo en un vaior mucho menor al del 65-70%

sugerido por Blosser (1979) y Jasper et al (1982). Esta discrepancia sugiio que cl bajo valor
de pérdida de produccion puede reflejar una subestima de los costes de la mamitis clinica Se
requieren estudios de campo ox‘ensivos a gran escala para estimar los costes de ia manwtis
{Miller and Dern. 1990. Hurd et al. 1991 Kaneene and Hurd. 1990). Es importante reconocer
que no todos los costes gravados en los ganaderos debido a la mamatis clinica son prevenibies:
hay limites sobre el beneficio que puede sicanzarse con la prevencion

La efic:cia-coste del control de mamitis no se discute. pero los datos obtemdos de
estos estudios habran de aprovecha. se para proyectar los impactos de los episodios chnicos en

RUCVOS Programas.




OBJETIVOS:

1) Evaluacion de la distribucion temporal de los patogenos mamitices tipo y su
prevalencia/incidencia
2) Deteccion de presuntos estados de infeccior mamitica subclinica, con absoiwia fiabilidad y
en un periodo breve de tiempo, mediante el desarrollo de un kit de diagnosiico por ELISA
sandwich de captura frente a S. agalactise, uno de < principales patogenos mamiticos, para
utihzario como 1écnica de mvestigacién en estudios de campo a gran escaia
3) Com, racion de la rentabilidad de los d*versos sistemas de diagnostico clasicos frente a las
nuevas herramientas de diagnostico rapido y su ratio esfuerzo mvestigador/mejora de la
fiabiidad hasta presuncion absoluta de identificacion del patogeno.
4) Reaiizar un disefio que permita analizar los datos mediante un anahsis multtivanante de
factores para resumur ia informacion Je una matnz de datos de X varnablcs y reducirla a un
pequefio grupo de factores. A partir de zhi se valoranan las puntuaciones factonales ios
factores representan a las vanables. con una perdida memima de informacion Las vanables son
X geérmenes identificados, dos medidas de recuento de celulas somaticas en leche v la

determimacion de presencia’ausencia de enfermedad en !as vacas de los establos muestreados.
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MATERIAL Y METYODOS:

Como los programas de control de mamitis no afectan sino levemerte el indice de
mamitis clinica (Ershine et al. 1988; Hogan et al, 1989; Schukken et al, 1990) vy existe
una amplia variacién en dicho indice en rebafios con bajs SCC (Erskine et al, 1988;
Hogan et al, 1989), fue necesario evaluar los factores de riesgo que provocan dichas
variaciones. Las tecnicas epidemiologicas ofrecen importantes herramientas para estudiar los
mdicadores de nesgo del rebafio lechero (Rothman, 1986) La identificacion de estos
wdicadores en el rebasie contnibuven a ia formulacion de la patogenesis de mamntis clmica con
bajos SCC en rebafios y potencien asi las propuestas de mejora de los programas de control
mamitico. Los datos obtenidos despues del analisis bacteniologico se modelan como ef mdice

de mamitis por establo.

Los factores nesgo evaluados fueron:
1) €1 manejo general (tamaiio del rebafio, raza. tipo de terreno y clima donde esta establecida

ia explotacion), tipo de Imea de ordeio, gestion de la explotacion).

2) Condiciones higiénicas del establo vy frecuencia y procedimientos de desinfeccion de los

cubiculos del rebafio.

3) Tipo de alimentacion de las vacas lactantes y secas.




St

36

4) Manejo de todas las vacas antes y después de |2 prefiez y parto (presencia de matemidad ¢
de cuadros de eofermedad. encame en el irea de reproduccion, limpieza y desinfeccion en el
area de reproduccion, ordefio en dicha area. procedimiento de secado. tratamiento de la vaca
seca, chequeos de mamitis en el periodo seco. desinfeccion de pezomes. pairon de

reproduccion esiacional).

S) Protocolo de ordeito v precauctones con vacas presuntamente mamuticas respecto a un

posible contagio a traves de la maquina de ordeso
6) Datos de produccion y BTSCC en el penodo de muestreo.

7) Histonal chinica de las vacas lactantes durante el periodo de muestreo

Metodologia de muestreo:

Se tomaron muestras de leche de tanque de mezcla refrigeradas 2 4°C en dos establos
seleccionados en ayuntamientos cercanos al Centro de Investigaciones Agranas de

Mabegordo (CIAM) donde se realizo el protocoio experimental de este trabajo. desde la

primavera de 1994 a la de 1995. Los establos fueron denominados LP y LSC. La periodicidad

de muestreo fue seinanal y ¢l volumen de muestra 50 ml por establo y dia de muestreo
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Otro grupo de vaniables interrelacionado con el anterior fue el que determino el control

de calidad de las practicas de ordeiio, como parte principal del seguimiento del programa de
control de mamitis establecido.
Anilisis de los datos:

De dos tipos. cuzlitativo (preparacion y descripcion del material, smiesis de los dtos ¥
aplicacion de los tipos de analisis estadistico (ANOVA. analisis factonal. amalisis de
componentes principales, método de rotacion vanmax (para maximizar la vananza de los
factores, rotando la matriz factonal (que ndica la relacion entre los factores y las vanables) v
asi mejorar la interpretacion de los datos)) y cuantitativo (lhigado a las hipotesis 4c trabajo).

Se creo una base de datos con un directono MAMITIS. Fl fratamiento de los datos v
los graficos correspondientes a mdices de prevalencia/incidencia por establo y patogeno se
procesaron con la lioja de calculo EXCEL.

El analisis estatistico se realizo con un modelo de anakisis factonal multivanante. con
el recuento cehlar total v pico de los establos LP y LSC vy los paiogenos mamiticos
identificados. En el analisis factonal y de componentes principales se empleo ¢l metodo
vanimax. El orocesamiente de la mformacion se realizo con un paquete SPSS. Las
puntuaciones factoniales se utilizzron como predictores en un analisis de regresion multiple.
Como vanable dependiente se secleccionaron los patogenos mamiticos identificados.

combinandoios con las variables independientss para desarollar una prediccion del estatus

sanitario de las vacas.




39

Procesamiento de las muestras y técnicas de analisis:

El protocolo Je trabajo seguido en el anmalisis de las muestras sigmo el metodo
estandarizado en el CIAM. mcrementando volumen de moculo v con enriquecimiento previo
en medio hiquido no selectivo de ias muestras, con mcubacion durante 24 horas a 37°C. para
aumentar la recogida de aislados microbianos en dichas inuestras.

Las muestras de leche fueron sembradas en alicuotas de 0.5 mi en tubos de caldo
tripticasa soja (TSB) (Difco. ML Fstados Unidos) en dilucion 110 v se mcubaron durante 24
horas 2 37°C en ambiente aerobico. Paralelamente se realizo la determmacion del BTSCC toral

y diferencial de esa muestra en el contador Coulter, siguiendo ¢l protocols estandar.

De cada tubo de TSB se tomo un moculo de 0.1 mi en asa de siembra y se sembro en
placas Petri de agar triptona soja conteniendo un 5% de sangre de camero esténl (ATSS) v un
0.1% de esculina (Sigma. MO, Estados Unidos) para la identificacion de gérmenes Gram
positivos (cocos y baciles). Otro inoculo de 0.1 mi se sembro en placas de agar McConkey
para el aislamiento de gérmenes Gram negativos (principalmente bacilos). Ambas placas (des

por muestra) se incubaron aerobicamente a 37°C durante 24 horas. Las colonias aisladas en

prnmocubtivo fueron examinadas para su diferenciacion, primero con la tincien de Gram y
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luego con observacion microscopica para caracteristicas morfologicas del germen. Los cocos

Gram positivos asi ilentificados fueron sometidos a las pruebas de la catalasa (kit de
determinacion de la catalasa de Biomerieux, Francia) para division en dos grandes grupos:
estafilococos y estreptococos (ios estafilococos son catalasa positives v los estrepiocreas
catalasa aegativos). Los estafilococos a su vez fueron diferenciados a su wez de los
micrecocos per ia prueba de la oxidasa (los micrococos son oxidasa positivos) por ser los que
poscen importzacia epidemiologica en la mamitis. i.os estafilococos también se sometieron a
la prueba de la coagulasa (test en tubo coc suero de coacjo con EDTA: los coagulasa
positivos forman un cnagulo o clot a las pocas horas de ser inoculados en el tubo con el
suero). para diferenciarios en coagulasa negativos y positivos.

Los cocos Gram posiiivos va diferenciados se resembraron. por siembra en estria. en
placas con medios solidos selectivos (para estafilococos se utihzaron el BP (Baird-Parker
medium (Pronadisa)) y el agar rojo fenoi mawuitol con Cl Na (al 6.5%); para estreptococos se
utilizaron el medio ogar biis esculina (BEA) (Difco). agar eareptococcus K-F (Pronadisa),
medio Slanetz y Bartley (Diico), medio Granada (segun formulacion descrita por De 'a Rosa
et al. 1994), medio SMA (Wilson and Jeffrey, 1987) y ¢l caldo Todd-Hewitt (BBL).

Los bacilos Gram negativos, principalmente coliformes. se recembraron en agar Levine
y agar glicosa bilis rojo vicleta, como medios solidos selectivos. Con medios liquidos
diferenciales (como el EC (E. coli) medium) y la valoracion de la prueba del indol, se investigo
presencia de E. coli. Tambi¢én se valovaron la motihdad. la utilizacion del citrato (medio
citrato de Simons) y la actividad de lz ureasa, asi como reaccion a diversos azicares y
deteccion de produccion de acido sulfhidrico con el medio TSI

Las colomas aisladas en medios selectivos fueron identificadas a partir de la

R
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caracterizacion bioquimica (bien con prucbas selectivas: produccion de pigmento, utilizacion

anacrobica de la ghicosa, patron hemolitico sobre agar sangre (para los estafilococos
coagulasa pesitivos y estreptococos), 2tc, o bien con sistemas mmiaturizados {AP] system)

Desglosando por grupes de gérmenes, los cstafilococos coagulasa posiinvos se
dentificaron a partir de aislannento prncipalmente en medio BP. con caractensticas culturales
tipicas, reaccicn positiva al tesi de la coagulasa, y caractenizacion por el APl STAPH. Scio se
identifico una especic de mteres. S. aureus.

Los estafilococos coagulasa negativos se identificaron a partiv de aislamiento en medio
BP. cin patron hemolitico en agar sangre (2amma hemohiticos). reaccion negativa al test de la
coagulasa. v caracterizacion por el API STAPH. Se wdentificaron dos especies de nteres en la
mamitis' S. epidermidis v S. xylosus.

Los estreptococos se iGentificaron por la prueba de CAMP_ hidrolisis o no Jel hipurato
y de la esculina, patréa hemolitico en agar sangre v confirmacion por el API 20 STREP. Se
identificaron una especic de patogeno prncipal o contagioso. S. dysgalactiae, y varias
especies de patogenos ambientales (Enterococcus faecalis, E. faecimn, S. bovis y S,
scidominimus). Otra especie caracterizada pero cono flora normal de la ubre fue L. iactis.
La caractenzacion serologica de Ios estreptococos se realizo con el kit Sbdex Strep?o kit 2. de
Biomerieux, para agrupacion de las diferentes especies en grupos serologicos de Lancefield Fl
kit es un test de aglutmacion en latex en porta. estableciendo previamente la eficacia del
metodo. Los estreptococos fueron testados colocando | gota de reactivo de latex de los
grupos serologicos A B.CD.E y C en un porta, mezciandolo con el méculo de 1-2 colonias
extraidas de un cultivo puro e cada una de las cepas cxaminadas. Se considerd negativo el

test a un grupo dado si no habia aglutinacion paszdo un tiempo razorable.

A




Algunos aislados de estafilococos fueron confirmados mediante un sistema similar, el

Shidex Staph kit 2.

Para la caracterizacicn por el sistema APl 20 STREP y AP STAPH. se siguic ¢l
protocolo marczdo por el fabricaute, y los perfiles numeéncos obteridos a partr de la
conclusion de positivo/negativo de la lectzra d< las reaccicnes enzimaticas obtenidas después
de incubacion de la galeria del AP a 37°C durante 24 horas (APl STAPH) o a 4 horas
(presuntiva)-24 koias (confirmativaX AP 2¢ STREP) fueron comparados con la base de gatos
existente. Para los estafilococos e ensavaron las siguieutes reacciones bioguimicas.
fermontacion de glucosa. fructesa. manosa. maltosa. lactosa. trehalosa, manitel xyvhitel
melibiosa. rafinosa. xilosa. sacarosa, alfa metil glucosido y N-acetil glucosamimna, reducccion
de nitratos. hdrolisis de la argmina v la urea. actividad de la fosfatasa v formacion de acetoma
del piruvato (reaccion det VP). reaccion de la oxadasa y reaccion a la LSTR.

Para los estreptococos las reaccioaes biequimicas ensayadas fueron reaccion de VP.
hidrohisis del hiprrato v de Is esculina, preauccion de B-glucosidasa. PYR, alfa-galactosidasa.
B-glucuronidasa, B-galactosidasa, fosfatasa alcalina, leucina arylamidasa. hidrolisis de la
argmmna. vy utihizacion de la ribosa, L-arabmosa. manitol. sorbitol. lactosa, trehalosa. mulina.
rafinosa, almidon y glicogeno. La hemoksis se determmo sobre agar angre. El test de CAMP
se reahzo segun lo establecido por Brown et 2l (1981). Todos los tests que no supusieron la

identificacion especifica fueron objeto de una segunda lectura después de otras 24 korxs de

mcubacion y se sometieron también al analisis con el sistema APl ZYM para confirmacion de!

uso de carbehidratos.
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Los bacilos Gram negativos se identificaron de forma analoga a la de los cocos y

cocobaciles Gram positivos. Los aislados en primocultivo en agar McConkey fueron
identificados por caracterizacién bioquimica (sistemas APl 20F v AP 20NE). Se tomaron |-2
colonias de cada placa bien asladas y se preparé un mocuie en agus destilada que fue
mnoculado en la galena del APl sigwendo las mstrucciones del fabricante. Los aislados se
sometieron a las siguientes reacciones bioguimicas: B-galactosidasa, mdrohas de ia argmina
({ADH), de la bisina (LDH). y la omnma (ODH), la utihzacion dei citrato. reaccion de la
ureasa, la formacion de acido suiftudnco y la deteccion de la presencia de tnptofanc
desaminasa. la pruebz del mdol. la reaccion de VF. la gelibiosa. Ia fermentacion de la ghucosa.
el manintol, el mositol el sorbitol. la rhammnosa la sacarosa. la mehbiosa, la amygdalma. la
arabinosa v el resultado del test de la oxidasa. Crardo los perfiles numericos obtenidos
despues de la lectura y comparacion de la base de datos. de modo ana:ozo a ios otros sistemas
AP!, fueron determinantes de identificacion especifica. se complemento ésta con ef ensayo de
la reduccion de nitrites, el test de movilidad v la reaccion de oxadacion termentacion en medio
OF.

La presencia de otros bacilos (corimebactenias, ) se estimo por el siguiente metodo:
wdentificacion de la morfologia colonial por microscopia (presencia/ausencia de esporas.
forma, tamafic v disposicion del bacilo....; y observacion de las caractensticas culturales. en
medios solidos L-S (para Lactobacillus). ATSS v agar Tinsdale (para Convaebacterium).
medio LEA (para Listena), etc, . ; confirmscion de los resultdos de las pruebas de la catalasa y
oxidasa y del ambiente de cult’vo (anaerobio estricto, anaerobio facultativo o acrobio). Para
los bacilos Gram negativos no pertenecientes a las enterobacteriaceas, como Aeromonas ¥

Vibrio. aislamiemo en medios especificos /medio TCBS y medio Aeromonas (Oxoid)) y




confirmacion bioquimica por el AP1 20NE.

La posible presencia de hongaes del gno Candida se valcro por la observacion de los
caracteres morfologicos por microscopia v caractensticas de cultivo en el medio selectivo
OGYE.

El analias microbtologico permitio detecta- la posible presencia de IMI a parur de las
nraestras de leche cruda refrigerada tomadas del tanque. siguiendo un esquems d- 4
categonas a} muestra libre de patigenos mamiticos principales; b) presncia de !
patégeno principal en cultive pure (S. aureus/St. agzlactiae); ¢) presencia de ambes
tipos de patogemos principales; d) presencia de una mfeccion mixta. En todas las
categorias se parte del anclisis dv 2l menos dos muestras de ieche consecutivas del
tanque donde sc bubiesen identificado claramente algun patégeno presente
ocasionalmente em una IMI bevina por referencia.

EL RECUENTO DE SCC se reahze a nnvel lel tanque (BTSCC) para 1odas las
muestras tomadas de amoos estabios y s¢ comparo con los registros de BTSCC de otro
establo (FM) que sinvio como contro! positivo, y los registres de un laboratorio de referencia
obtenmidos en el mismo penodo Los BTSCC fueron determmados utiizando un Coulter
Counter (Coulter Ltd. Inglaterra), estableciendo como valor umbral bmite de ausencia de IMI
los 500.000 células por mi Se obtuvieron las medias geomeétrica y antmética v se reahzo la
transformacion logaritmica en base 10 y se valoro con un test ANOVA

EL ELISA Se utiizo la técmica sxplictamente para deteccion de antigenos de S.
agalactiae en l2Cae de tanque de mezcla de un establo. El método ELISA fue esencialmente
similar ai desarrollado per Rainard et al (1991) y Zorah et al (1993) adaptado al presense
estudio.




confirmacion bioquimica por el API 20NE.

La posible presencia de hongos del gno Candida se valoro por la observacion de los
caracteres morfologicos por microscopia y caractensticas de cultivo en el medio selectivo
OGYE.

El analisis micrebiologico permitio detectar la posible presencia de IMI a partir de las
muestras de leche cruda refnigerada tomadas del tanque. siguiendo un esquema de 4
categenas: 3) muestra libre de patogenos mamiticos principales; b) presacia de 1
patogeno principal n cultive puro (S. aureus/St. agalactiae); ¢) presencia de ambos
tipos de patégenos principales; d) presencia de una infeccion mixta. En todas las
categorias se parte del analisit de al menos dos muestras de leche consecutivas del
tanque donde se hubiesen identificado claramente aigun patégeno presente
ocasionaimente en una IMI bovina por referencia.

EL RECUENTO DE SCC se reaiizo a anvel del tanque (BTSCC) para tedas las
mucsiras tomadas de ambos =stablos y se comparc con los registros de BTSCC de otro
establo (FM) que sirvio como conirel positive, y los registros de un Isboratono de referencia
obtenidos en el mismo penodo Les BTSCC fueron deternunados utihizando up Coulter
Counter (Coulter Ltd. Inglaterra), estableciendo comeo valor umbral limite de ausencia de IMI
los 500.000 celnlas por ml. Se obtuvieron las medias geométrica v aritmética v se realizo la
transformacion logantmica en base 10 y se valoro coa un test ANOVA

EL ELISA Se utilizo la técnica explicitamente para deteccion de antigenos de S.
agalactiae en leche de tanque de mezcla de un establo. El método ELISA fue esencialmente
similar al desarrollado por Ramard et al (1991) y Zoszh et al (1993) adaptade 2! presente

estudio.




4s
Se aislaron cepas nmativas de S. agalactine en muestras de leche del establo

colaborader establecido como control pesitivo. y se compararon respecto a las cepas de
referencia obtenidas de 'a NCFB (National Collection of Food Bactena. ingiaterra) (NCTC
1348 1521y '323) v de ia CECT (Coleccion Espaiola de Cultivos Tipo. Valencia) (NCTC
8i81. ATCC 13813, NIRD ’961) aislados de casos de mamitis bovina. y se caractenzaron
btoquimicamente con un AP 20 STREP (para confirmacion).

Para aislar ¢l antigeno principai responsabie de 1a patogenicidad de S. agalactiae en
casos de IMIS, se utilizaron los conocmentos previos sobre ¢l papel mmunogenice de una
protema localizada en la pared celular de la bactenia. demommada proteina X. presente
frecuentemente en las cepas de S agalactiae causantes de mamitis bovina y util en el tipado de
esas >pas. Se utilizo como antigeno para obtener un antisuero en vaca sensibthzado a dicha
protema. Dicho siere sinio como suero de referencia para la titulacion del ELISA sandwich
(mediante un £LISA mdirecto)

Para obtener el antigeno fue necesano punficar la protema. proceso gue se hizo como
sigue: Previa hisss enzimatica de la bactena con hsozima (segun el protocolo de Penlava v
Saba. 1982)y centrifugacion (2 3000 g durame 20 minutos) se elmmaron los pellets obtenidos
por precipitacion con sulfato amonico y se decanto el sobrenadante. concentrandoio como
solucion protzicy nuxta por diahsis frentz 3 PBS (BBL) vy posteriormente ultracentnfugando (2
40.000 g durante 10 manutos en una ultracentrifuga Beckman). Se cuantifico el concentrado
proteico por ei metodo de Lowry modificado por Peterson. utihzando BSA (Sigma. MO

como estandar proteico con un kit ce Sigma El complejo se punfico a su vez en dos ctapas:

primera, en cromatogsafia de exclusion en gel Sephaceyl S-300 {Pharmacia LLKB. Suecia),

segunda. una cromatografia de afinidad (estudios previos (Lautrou et al. 1991) demostraron
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por SDS-page e mmmumoblctting ia estructura de ia protema X. con uns banda principal con

peso molecular de 200 KDa. Obtuvieron un anticuerpo moenoclonal. el mabllIB3. especifico
de las cepas de §. agalactiae que portaban la protema X. a partir de la wmumnizacion con ese
antigeno en vacas y ¢l procesamiento del antisucro correspondiente En nuestro estudio, se
utiizo este anticuerpo. frente al extracto crudo de la protema X parcialmente ponficada por
cromatografia de exclusion en gel. pasado a traves de una columna de afimdad. acoplato a la
matri7 protema A-Sephorose-( (6B (Pharmacia; [a columna fue lav ada con tanpon | S M
ghema-Cl Na. con pH 8 v la fraccon 1 emda cluida con tampon de acido ctnco 0.1 M (pH
3). Se leveron las absonvencs de las fraccioncs obremdas. 3 una densidad optica de 280 am.
en cubeta de cuarzo en un espectrofotometro Beckman Se caiculo la concentracion de la
protema X asi purificada a partir de su absonencia. mesante la formuia Ax . ¢ Fo 1)
siendo | el paso optime de la cubeta del espectroivtometro ¢ 1gual 2 | cm  (Ley de Beer-
Lambert). v Exx ¢l cocficiente de examcion molar dz la protema a 280 am de D O (densidad
optica) y ¢ la concentracion dc la protema X

[a caractenizacion del antigeno se reahizo por una SDS-PAGE, tal como fue descrita
por Laemh (1970) en un gel de poliacrlamida del 6% y uncion de las protemas fyadas coa
azul Coomassie G-250 Los pesos muleculares fueron estimados usando una cunva de
cabibracion coastruida con los sigusentes marcadores estandares protecos (citocromo .
anhidrasa carbomica. BSA. fosforilasa B. 12G v nnosma (presenies en un kit comercial de
Sigmaj) Se complet el protocole com un mmumoblotting realizado segar la tecmica de
Towbin et 2l (i984) v la adaptacion de lautrou et al (1991) Se verficaron los blots
(transferencias) y se localizaron los marcadores de peso molecular. Se revelo el autigeno

utihzando una tecmica de acoplzamiento con anticuerpos primario (lgG bovina) v secundario
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{ mtisuero de raton antr-bovine) comiugado con peroxidasa (Sigma, MG). ~ mcubando en

tampon THS-T. con un 4% de PEG 6060, posterivres lavados con TRS y revelacion con un
tampon substrato que utilizo como cromogeno la diamnobenzidma.

El ELISA uszdo para deteccion de las cepas portadoras de protema X se baso en la
técniva Goble sandwich descrita por Veller ot al ( 1980) y modificada:

Se tapizaron las placas microtiter de 96 pecilios cen fondo en U (Nunc. Dmamarca).
previnmente sensibilizadas con aglutinina de germen de trigo (WGA) (Sigma. MO} por su
gran afinidad per los antigenes tipo de St. agalactiae. con células enteras de St. agaiactiae
mactvadas por exposcion a baio Mana 2 60°C. v quo se suspendieron en PBS{modificacion
de Dubbecco} (BBL). se dispensaron en volumenes de 100 microbtrospocilio en las placas v
postenormente se mcubaron a2 4°C durante una noche Las placas am tapizadas se lavaron ¢
mcubaror durante 30 mmutcs a 37°C con P8BS con 9 5% de gelatma (Sigma. MO) para
reducir la adsorcion mespecifica de proter s

Despues de cada etapa de mcubacion se lavaron las placas 3 veces con PBS-T (tampon
dc lavado) Se afadierun 100 microlitros/pocilio de suere bovino a testar previameme dihndo
t/10 ep tampon d= diucion concentrado 2X (concentracion fmal dol tampon 2X: 200
mucrolitros de PBS 10X a pH 7 4; 4C mi de timerosal al 0.5%: 10 gr de 35A: 2 .nl de Tween
20: 100 w7 de rojo fesol. 2 M de CINa. diluidos en 76C mi de agua destilada. v todo ajustado
a ph-8) v el antisuero de conejo 2 Ig bovina seasibilizado. Para obtener la sefial cspecifica. se
aiiadieron 5V microlitrod/pocillo de una suspension del tampon de mcubacios (PBS cox 0.0%
de Tween 20, a pH 7.4) conteniendo zna dilucion 1/25C cn placa del conjugado (compuesto
por uu anticuerpo monoclonal anti-Ig bovina en ratén conjazado con fosfatasa alcalina

{Sigma, MO), segim protoco’o preestablecido) Las placas se mcubaron durante 2 horas a
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temperatura ambicnte v s¢ lavaron 4 veces con tampon de lavado 0.1 X (todes los

componentes del tampon 2X diluidos 1/20 en agua destilada (890 ml) y con timerosal al 0.5%
(20 ml)} v agua destilada, afadiéndoles 100 microlitros/pocillo de tampon substrato ;X (13 gr.
de acido citrico, 28 gr de citrato sodico, 20 ml de timerosal al 0.5%, 1 ml de peroxido d=
hidrogene, todo diluido en ! | de agua destilada y ajustado a pH=4.8) que conienia diluido
como cromogeno p-nitrofenil fosfato (pNPF) (concentracion 1 mg'mi) (Sigma. MO} la
reaccion enzimatica coloreada desarrollada se paro después dz 30 minatos a “t ambiente con
50 microlitros/pocillo de sosa 3N. Los resultados se leyeron en un espectrofotometros
Titertek Multiskan a 3 longitudes de onda (450, 414 y 620 nm). La absorvencia a 620nm se
midio para corregir las posibles vanaciones entre pocillos en la lectura de cada mucroplaca.
Todas las muestras fueron procesadas por duplicado y de los valores leidos se calculo la media
y ia desviacion tipica. |.a absorbancia a 450 am suvio para calcular los valores de absorbancia
a 414 am mayores o iguales a 2 por aproximacion, que son los que dieron una seial mas fuerte
en la placa. Los pocillos que recibieron PBS solo en lugar de suero bovino se utilizaron como
blances. La media de las absorvencias de las muestras duplicadas se coniparé con un valor
predeterminado de cuteff para determinar si la muestra era positiva al antigeno usado o no.
Este punco de cutoff se tomo a una densidad optica cuya lectura daba 0227, que era el valor
medio de ELISA nias 3 desviaciones estindar para el n° de muestras analizado (con cultivo
negativo y/o SCC menor de 500.000 cél(ml). Asi, el 99% de las muestras normales (SCC
menor de 500.000) produjo valores de densidad optica menores a 0.227, cuando se testaron

por ELISA para detectar el antigeno antecitado.

La sensibilidad, la especificidad y el ratio de probabilidad se calculé para el cultivo




microbiologico y el SCC de las muestras que fueron testadas por ELISA.

Anilisis estadistico. Tuvo dos partes: 1) obtencion de datos de medias aritmeticas y
geometricas, asi como desviacion y erior estandar de lvs SCC en los establos LP'y LSC.

2)El ANOVA_ el anahsis factonal y el analisis de componentes principales (PC) para un
modelo de rotacion tipo vanmax. utilizando el test de esfencidad de Barlett y el mdice KMO.
de adecuacion de Ia muestra. tal como se sefiala en las tablas de resultados en el apartado de
ANEXOS. con los SCC (factores SCCrotales y SCCpico) en ambos establos como vanable
cuantitaina v la identificacion de los gérmenes presentes en ias  muestras de leche como
vanable cualitativa.

El ANOVA se hizo de acuerdo con ¢l siguiente modelo:

Y = UrHov A+ B, G+ (AB), * (AC) = (BC)y + g, stendo Y ~ log decimai de SCC.
U = media esperada. H ~ efecto _: rebano absorbido. A B v C = mfluencia de las clases de

etapa de lactacion, (AB), (AC) y (BC) = interacciones de 2 factores y ¢ = término de error

Para realizar el analisis factonal, se tuvieron en cuenta los siguientes pasos:

1) Se calcaio la matriz de correlaciones entre todas las variables, a partir de la matriz de datos
originaivs. Se examino esa matriz y se calcularon el test de Bartlett v el mdice KMO.

2) Extraccion de los factores necesarios para representar los datos.

3) Se realizo la rotacion de factores con el meétodo varimax para facilitar su interpretacion.

4) Se calculzron las puntuaciones factoriales para cada muestra y que se utilizaron en anabsis

posteriores.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos con el analisis microbiologico v el SCC de las muestras de los
establos LSC y LP a lo large del periodo de muestreo se citan en la Tabla I. Se han aislado
numerosos casos de cocos Gram positivos tanto en las muestras de leche de tanque de ambos
establos como en la leche de las vacas. suponiendo un total de 121 aislados entre los dos
establos sobre un montante de 67 muestras de leche de tanque (27 en el LSC y40 en el LP), lo
que signifca una fuerte prevalencia de estos gérmenes y jue en casi todas ias muestras de leche
se detectaron aislados de diversas especies, lo que dificulto la busqueda del agente causal
primaric en aquelios casos donde se detectaron SCC tan clevados que se correspondian con
periodos de IMIs. Los aislados se desgloszron en cepas de estafilococos, estreptococos.
coliformes, cornebactenias y una muscelanea de bacilos Gram positivos v negativos .

En los estafilococos predominaron los cvagulasa negativos (S. epidermidis y S.
xylosus (en total 33 aislados) seguida en proporcion por cozgulasa positivos (siempre se
detecto S. aureus) (24 casos) con escasa variabilidad fenotipica en su caracterizacion.
Tambieén se aislaron 1 caso de §. lentus,

Hubo algunes aislados de los generos Micrococcus y Streptococcus que no se liegaron
a identificar a nivel de especie.

Los estreptococos fueron aislados en la mayor’s de las muestras, bien en forma de
enterococos (Enterococcus faecalis/E. faecium) {en total se detectaron 9 aislados en el

establo LP (40 muestras de leche) y S aislados en el establo 1.SC (sobre 27 muestras de leche),
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como flora iactica normal (L. lactis) (se identificaron 16 aislados er el establo LP y 6 en el

establo LSC ), o como patogenos mamiticos (un aislado de S. dysgalactize en cada establo.
No se aislaron S. uberis ni S. agalactine de cepas nativas en ambos establos, aunque se
caracterizo fenotipicamente las cepas de referencia de S. agalactiae utilizadas en el trabajo
expern: 2ntal, contrastaudo con perfiles bioquimicos y pruebas de aglutinacion.

Se identificaron, sm embargo. un aislado de S. agalactiac y une de S. uberis en el

establo control FM. La cepa de St. agalactiae se aisio en tangue v la de St. ubens en una vaca

con sintomatologia clinica de mamutis.

Los corinebactenas estuvieron representadas por 4 aislados de Corynebacterium
bovis, identificados cn el establo P y 2 en el establo L.SC v 1 zislado de C. xerosis. Tambien
se detectaron 3 aislados d2 Lactebacillus casei en el establo LP y 1 en el 1.8C.

Se detecto como un hecho aislado una cepa de S. pyogenmes B-hemolitico.
provablemente de origen humano que contzmino la vaca o la muestsa de leche. en el estabio
LSC.

En conjunto, los estafilococos y los estreptococos identificados sapusteron 37 aislados
en el establo LSC y 64 aislados en el P, sobre un total de 27 y 40 muestras de leche
respectivamente, lo que indica una eclevada prevalencia e incidencia de los cocos Gram

positivos en ambos estabios.

Se encontro una elevada variabilidad en los perfiles bioquimicos de las cepas nativas

aisladas respecto a las cepas tipo referencia.

_ o




Asi, el aislado de S. agalactiae, cn el establo FM. presentd una baja B-hemoiisis, y una
escasa capacidad de aglutinacion en ls prueba de la aglutinacion en latex. Tambien picsento
fermentacion de la lactosa.

En ¢l aislado de S. uberis el perfil del AP! fue totalmente atipico produccion de aado
piroglutamico, utilizacion de la fosfatass alcalina, fermentacion de la arabmosa, inulina y
rafinosa fueron los tests cuva reaccion fue contrana al perfil tipo establecido en la base d=
datos del APL

Los aislados de S. dvegalactiae presewtaron un perfil basico similar al de las cepas
tipo.

Los estreptococos ambientales (prncipalmente enterococes) presentaron tambien una
ampha vanabilidad en su caracier - ~on femotipica se aslaron 3 perfiles principales de
enterococos (7043711, 7143715 v 7107755) respecto al perfil tipo APl Las diferencias
prncipales se observaron en la reaccion positiva de la leucma anlamidasa en Enterococcus
faecalis y negativa en E. faecium. la fermentacion de la rafinosa sole en E. faecium 4 la
reaccion de B-hemolisis ea E. faeciam y algunos aislados de E. faecalis.

Los aislados de S. bovis presentaron rcaccion negativa a la B-galactosidasa. una
caracteristica mas propia de S. equinus.

En cuanto a los estafilococos, las cepas de S. epidermidis presentaron un perfil *gual
en el 80% de los casos (fermentacién de la glucosa v la fructosa, utilizacion de ls manosa.
maltosa y lactosa. no fermentacion de la trehalosa, el xylitol y el manitol, reaccion positiva de
la fosfatasa alcalina. no preduccion de acetoina, fermentacion de la xylosa y de la sacarosa,

hidrolisis de la arginina y de la urea y utilizacion del alfa metil glucosido.
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S. xylosus presento la mayor vanabilided fenotipica, con aislados que fermentaban el

manitel 0 no, eran positi-os (el 80% de los casss) © negativos a la reaccion de la fosfatasa
alcalina (el 20%), producian acetomna a partir del piruvato (reaccion del VP) (el 80% de los
casos) o 6o, hidrolizabun la argmma (el 100% de los casos), formentaban la sacarosa (el 20%)
¢ hidrolizaban la urea (e! 60%» de los casos).

Las cepas nativas de S. aureus presentaron ¢scasa vanabiidad fenotipica y solo se
diferenciaron en e grado de beta-hemolisis en agar sangre vy Iz capacidad de fermentacion del
manitol. No se utilizaroa para ia reaccion del CAMP.

Los bacilos Gram negainvos identificados perienecian a las especies E. coli (su
mcidencia fue del 25% en el establo LY (11 aislados) v del 33% en el establo 1.SC (9 aisiades),
Enterobacter sakazakii (! aislado en cada establo). E. cloacae (| zisiado en el establo LP
(que supuso el 2. 5% de los casos en ese establo) Klebsiella pneumoniac (1 aislado en cada
establo). Serratia liquefaciens (| sislado en el estable 1.ST). Aeromonss sobria (2 casos en
el estable LP (que supuso ¢ 5% del total de casos) y Hafnia alvei (| aislado en e establo
LSC).

La identificacion broquumica de estos amslados guardo las pautas comunes establecidss
en la tabla de lectura/idertificacion del APl 20E Asi de los coliformes (mas del 90% del
global ¢e bacilos Gram negatinvos), E. coli fue la que presento mayor vanabilidad. debido en
parte al n° de aislados que se :dentificarcn en ambos establos. con diferencias ecologicas claras
entre ellos. y por otra parte a las caractensiicas del genoma de E. coli. cuya expresion
ferotipica se cencreto en diferencias de pigmentacion de les aislados i vitro segun =l medio
de cultivo utilizado (medio McConkey. medio Hektoen. medio EC, medio SS._ ), Ia hidrolisis

de la arginina y la lisina, la movilidad y la fermentzcion de diversos carbohidratos (melibiosa.




7amnosa. sacarosa. rafinosa... ).

Ei gno. Enterobacter y los gereros afines que fueron identificados entre algunos de
los aislsdos se diferenciaron por la movilidad (positiva en los 3 aislados de Enterobacter y en
el de Serratia v negativa en los de Kiebsiella v Hafnia), la presencia del eazima
deoxinbonucleasa (solo en los Serratia) v la utihizacion del citrato (negativa solo en Hafnia).
Dentro dei gno  Enterobacter. la diferenciacion entre especies se observo por la presencia de
pigmento amarilio en fas colomas (E. sakazakii). la fermentacior del sorbitol {sole la produie
E. cloacae) v del mdol (solo en E. sskazakii} Del gno Kliebsiella, las cepas identificadas
fermentaban la glucosa v utiizaban ¢l csrato v ¢! malorato v produjeron acetoms. por lo que
s¢ asignaron a la especic K. pneumoniae sub. pneumoaniae. Del gno Servatia se registro
una vanacion en ef perfil tipo de S. liquefacienc <n la fermentacion de carbohidratos tales
como sorbitol. xviiol. mehbiosa v xilosa {con reaccion ambiguz que tuvo que retestarse a las
48 horas) 12 cepa de Hafnia que se sislo presento reaccion positiva tardia de ia utilizacion
del ctrato v de la producoon de acetoma

Los 2 aslados d= Aeromonas sobria presertsban las caractensticas bicquimicas tipo
d=l gno. Aeromonas (reduccion de nitratos, hidro'isis de la gelatina, asimilacien de la glicosa,
del mansiol v la maitess. v ser oxidasa posithvos) v su asignacion a la especie A. sobria se
realize por su reaccion negativa a la hidrolisis de la esculiza fundamentalmente

Se detecto un aisizso Je Vibrio spp en el establo LP, en base a su reaccion positiva 2
ia oxidzsa, la no produccion de gas a partir de 'a ghicosa, la reduccion de mitratos a nztritos. la
fermentacion de la sacarosa, la salicina. el mositol y 1a arbmosa, el crecimiento en medios

especificos de Vibrio (TCBS), su mhibicion del crecimiento por el factor 0/129 en

concentraciones de {50 microgramos y la hidrolisis de l2 esculina, pero no se pudo igeatificar
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a pivel de especie por su varighilidad respecto al perfil bioguirsico tipo establecido en el

API2ONE.

Scbre la base de la primera deteccion/aislamemto de lss bacterias identificadas
anteriormente, y comparaado los hallazgos microbiologicos con el BTSCC medido en cada
muestra, se observo que mas del S0% de los aislados de E. coli (: | casos) sc detectaron ex los
meses de primavera y verano v se correspondieron con BTSCC con un range entre 700.006 v
mas de 3 10° cél'ml. lo que supuso una IMI per cada caso en algunas vacas ¢z ese establo
durante todo el penodo de muestreo. Er ninguna muestra E. coli fue el unico germen aislado
(estuvo acompadado de estreptocecos lactices. estafilococos coagulasa negativos.
enterococos. lactobacilos, estafilococos coagulasa positnos v S. bovis)

Ei musmo esquema de correlacion entre SCC vy aisiados en el penodo de muestreo se
sigaio con las restantes especies bactenanas, de tal modo que para el resto de ies coliformes.
se encontraro2 los sigwientes resuitados (Para E. sskazakii, que aparecio acompaiiands 2
estafilococos coagulasa positivo v negatives v 2 emrerococos, el 100% de los aislados s
detectaron en el mes de jubo (1 caso} y ea ¢l de diciembre (i caso). con BTSCC respectivos
de 910" y de 1 8 10" células por ml. lo que supuso también la aparicion de una IMI en cada
caso (Paca K. pueumoniae. que aparecio acompanando a estafilococos coagulasa posithos v
negativos, ¢l 100% delos aislados se detecto ea ¢! otofio (meses de octubre v noviembre) y
solo en | caso su aparicion comcidio con un BTSCC que supusiese una IMI en el establo L5C
(1.3.10° células pos mi).

Con S. Equefaciens. gue aparecio scompaiiando a S. aureus como patogeno secundario. su
presencia no supuso en si mismo una IMIL y se detect6 en el mes de febrero. El BTSCC

relacionade con la muestra donde aparecié ese germen fue de 900.000 cél/mi, recuento Gue
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produjo la presencia de S. aureus. H. alvei acompailo a S, aureus y a diversos estreptococos

lacticos. cor un BTSCC de 1.1 .10° células/ml y se detecto en el mes de enerc. Su papel fue
de patogeno secundaric. ya que la mera presencia de S. aureus ya caus0 una IM1

Las cormebacterias aparecieron en los meses de pnmavera (abnl. mayo y junio) en
ambos establos . como Corynebacterium bovis, C. spp v Lactobacillus casei (abnl en el
estabio LP v junic en el £3C) o L. spp (jumio en ¢l establo L P).

Los cocous gram positivos se distribuyeron come sigue en ese periodo de muestreo, y
en relacion con 2l BTSCC determunado en las muestras donde se aislaron.

(S. epidermidis v S. xylosus). S. epidermidis fuc aislado durante toda ia lactacion v
sus 24 aisledos se repartieron en ambos establos. principalmente en el LP (aproxumadamente el
70% del total de casos) desde abnil 2 diciembre-enero. v en el LS desde mavo a julo v en ¢i
mes de octubre (2 cases) Los BTSCC medidos en el citado penedo mdicaron ™I en los
siguieries meses v estabios abnl jubo. octubre y diciembre (en ¢l estzblo ! P; (en total ¢
iMIs) v una media armtmetica de BTSCC de 116 10" celulasmi junio. julic. octuore 3
noviembrz (en el establo L.SC) ( en total 6 IMIs) v una media de BTSCC de 19 107
celulas'mi

S. xylosus fise arslado durante ios meses de enero y febrero v sus S aislados (100% det
total} se localizaron solo en ¢l estable LP Los BTSCC registrados en lzs muestras mdicaron 2
IMls. con un media de recuento de 950 000 celmi

Los estafilococos coagulasa positives (S. auress). Se¢ registraron 19 aislados
susceptibles de produca uns IMI, observados es muestras recogidas en Ics meses de julio.
noviembre, diciembre, emero y febrero, en ambos establos Los BTSCC registrados

correspondientes 3 esas muestras tuvieron ina media de . 44 10° cel/mi
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Les estreptococos contagiosos (S. dysgaiactiae) aparecieroa en 2 casos, uno en cada

establo. que provocaroa sendas IMis en el mes de junio/jukio, con un BTSCC correlativo de
1.32 . 10° céVml psra ¢l caso del etabio LP y mas de 3 millones par el del establo LSC.

Los estreptococos ambicatales (eaterococos, S. bovis v S. acidomininus). ios
enterocecos pertenecicren a 2 especies: Enterococcus faecium y E. faecalis. De E. faecium
se registraron !4 aislados, todos ellos presemies en las muestras de los establos LP y 1.8C
untd con otros germenes. Solo en 3 casos se produjs una IMI en ambos establos. en la que
estuviesen implicadas estas cspecies. localizadas en los meses de jumio. julio. noviembre v
diciembre en el etablo LP y julio en el LSC En nmgun caso fue e agente etiologico principal
y estuvo asocizdo a patogenos mamuticos prmcipales como S. aureus y/o E. coli. Los BTSCC
registrados presentaroa una media de 1.6 . 10° cel'nn De E. faecalis se registraron S aislados.
present2s en ambos esiablos. jumro con otros gérmenes v en nmgun caso tampoco fue el
agente etiologico de las IMis producidas (solo en 2 casos se pudo hablar de sintomatologia
clsica mamitica, el resto fucron mamitis subcknicas) Estos aislados aparecieron en los meses
de punic v en tode el mviemo Los BTSCC registrados presentaros una media de 12 10

ca/ml

S. bovis se localizo en 3 casos (2 en el establo LP y | en el LSC) asociados a otros
perines {esireptococos, estafiloce~os coagulasa negativos v E. coli) v en ningun caso fue el
ageete etiologico de una IMI (solo hubo una Cn el mes dv octubre y localizada en el establo
LSC). El BTSCC medio fue 928.000 cél'ml

L. lactis se considero como estreptococo trarsetnte de la flora de ios pezones de la
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ubre y en ocasicnes contaminé las muestras de leche. Su presencia fue abundante y se ideatico

en 20 aislados De todos ellos. solo 13 contribuyeron a la aparicion de una IMI en ambos
establos (principalmente el LP) y se localizaron en los meses de abril, jumio. julio. noviembre y
diciembre en el establo L.P y en junio. julio, septiembre y octubre en el 1.SC El BTSCC medio
registrado ¢a vacas con IMls fue de 1.74.10" cél/ml.

Como datc estadisticamente no significativo se registro un aisiado de S. pyogene.,
asociado con C.bevis v aparectdo #n el mes de junio en el establo LSC. El BTSCC registrado
fu:2 410" cébmi

El zmilisis Lacteriolégice efectuado es muestras de leche tomadas de los
cuarterones de las vacas de ambos esiabios, al inicio del periodo de muestreo, arrsjo los
siguicntes resultados:

Los aislados pertemecian 2 las especies (estable 1.SC) S. aureus, S. epidermidis,
Corynebacterium bovis, Bacillus subtilis, Enterococcus faeciunv/E. fazcalis, L. lactis,
Lactobacilles spp. Enterobacter cloacae y Candida albicans. | os porcentajes de mcidencia
fueron como sigue {sobre el global de vacas y por especies bactenanas, de menor a mavor
mcidencia): 8. aurcus (el 12.5%: | aislado). Bacillus subtilis (el 12 5%). Lactobactllus spp
{el 12.5%;. E. cloacae (el 12.5%). C. albsicans (el 12 5%;j. C. bevis (¢l 25%); E. faecalis/E.
faecium (el 25%). S. epiciermidis vy L. lactis (ei 87 5%,).

(Establo LP): S. aureus, E. coli, S. epidermidis, M. iuteus, L. luctis, Lactobacillus sgp, S.
xylosus, Enterococcus faecalis, Corynebacterium bovis, Scrratia liguefaciens,
Enterebacter sakazakii y Proteus mirabilis. .0s porcentajes de mcidencia se valoraron de
igual mode que en el otro establo: S. xylesus (el 8.25% | aislado). Enterococcus faecalis (ei

8.25%). Serratia hquefaciens (el 825%). Corynebacterium bovis (el 825%):
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Enterobacter sakazakii (el 8.25%) v Proteus wmirabilis (el 8.25%). E. celi (el 16%: 2

aislados); S. sureus (el 16%),; Lactobacillus spp (el 16%): L. lactis y M. luteus (el 25%: 3
aislados). S. epidermidis (el 75%: 9 aislados).

Examinando <l cuadro correspordiente a la hoja de calculo 4. XLS. se observa gue el
n° de vacas enfermas con signes clinicos de mamitis fue mayor en el establo LSC 2n termmos
absohitos vy en proporcion al tamatio de la poblacion de cada establo que en el LP y que esa
mamitis fue predomma:te durante el verane

Las vacas se recomocieron enfermas mas por la obsernvacion clinica de la
smtomaiclogia v la determinacion de los recuentos celulares que por su asociacion con la
presencia de patogenos mamiticos contagiosos (bubs presencia predommante de patogenos
ambientales en esos casos) (excepto en ¢l caso de S.dysgalactiae) (segun se deduce del
anahsis factonal v de componentes principales. con la rotacion varimax que se¢ cita en
ANEXOS;

De los datos de identificacion mucrobiologica se deduce gque. comcidiendo con lo
ballado por otros mvestigaderes. los estafilococos coagulasa ncgativos son los principales
germenes hallados en IMIs subchnicas v climicas. v que la contanmunacion ambiental con
estreptecocos v coliformes puede mediatizar las conclusiones sobre la evaiuacion sauitana de
un rebafio

Cabz ctar que en el establo control colaborador (el FM) se obtuve un BTSCC medio
durante el periodo de muestreo por debajo de 400 000 cel/ml, es decir. no hube IMI y que el
recuento de fora acrebia total. incluyendo los psicrotrofos, oscilo entre 30 000 ufc por mi por
termine medic € mvierns y 90.000 ufc en verano.

El cultivo microbiologico de las muestrac simples consecutivas de leche tuvo
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una elevada especificidad y sensibilidad, mientras que estos mismos parametros al realizar ei

ELISA o al determinar ¢l BTSCC fuerca nwmcho menores. Los resultados mejoraban
combinando los de varias muestras consecutivas, en cuanto a fiubilidad y sensibihdad. Los
resultados combinados de varias muestras se usaron para clasificar los establos como con
elevados o bajos SCC en un periodo dado de muestreo (i mes).

La especificidad de la respuesta detectada por EilSA en cada estzblo estuvo
restringida 2 un set de diferentes cepas de S. 2galactiae que portaban protema X. La sedal fue
fuerte. siendo la sensibilidad ultima del ensayo capaz de detectar desde 9 a 0.7 nanogrames de
antigeno mi con ¢l antisuero diludo 1/250 hasta 1/1000, vanando entre absorbancias a 405 am
con lecturas de 0.7 hasta 0.15 de densidad optica. El coeficientz de vanacion miraensayo de iz
absorbarcia de los estandares vano entre el 3 v ¢! 10% vy el rango interenszyo dependio de la
conventracion del antigeno Para definir el cutoff entre muestras positivas v negatives, se
ensayaron homogenades de varias muestras de suero de vacas con y sin IMIs por el mismo
ELISA Los valores que indicabaa concentraciones de menos de 197 ufc'ml de homogenado o
extracto se coasideraron negativos De todas las cepas procesadas por ELISA y por cultivo
microbielogico al iempo. se obiuvo un 74% mmnimo de resultados consisientes con el ELISA
al comparar con el resultado del cultivo respecte al volumen total de muestras. No obstante, el
resultado mas sensible para el ELISA fue del 85%. observandose que la sensibilidad disminuia
y aumentaba el background cuanto menor era la dilucion del homogenado. y si se combmaban

los resultados aumentaba la expecificidad del snsavo.
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DISCUSION

La principal conclusion que se obtuve de! analisis de los daios citados en l2 Tabla | es
que tanto en un establo como en el otro fos resultados del anadlisis microbioligico
indicaron infecciones mixtas donde no existia an petogeno principal claro,
correlacionindose cen rccuentos celulares bajos, v bien existia un agente etiolégico
contagioso (S. zureus, S. dysgalactiae, ...) pero ¢f recuento era relativamente bajo {ne
indicaba uns IMI con sintomatologia clinica). o bien existian recuentos muy clevados
asociados a hallazgos microbiolégicos de patogenos ambientales (ne contagioses).

Estc fenomeno se presento a lo large de todo el periodo de muestreo v fue
mdependiente del estadio de lactacion. ia dieta, la época del afo. el estado fisiologico de las
vacas y otros factores ambientales. En lo referente 2 las vacas. aunque el muestreo fue unico v
al inicio del peniodo. la incidencia de patogenos contagiosos fue baja v su prevalencia nula
(solo afectaba 2 una vaca de un cstablo). Las especies bactenianas mas prevalentes formabun
parte de la flora de la piel de los pezones en cada vaca

Los distintos tests dizgnosticos utilizados en este estudio se compararon respecto 2 su
' capacidad para predecir el estatus de IMI del rebaiio 2 pariir de la leche del tanque en un

momento dado, para cada rebafio/establo. La capacidad predictiva se svaluo a partir de los

valores del analisis factonial. |

Los mdicadores test de IMIs se e aluaron como valores zbsolutos v como |

f\ - B
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indice/cociente entre muestras de tanque de cada vstabio y las muestras de las vacas de esos

establos. Ei indice se uso para eliminar la variacion causada por los factores no patolégicos
gue afectaron s todas las vacas por igual

Un punto critico en la evaluacion de los tests de seleccion utilizados fue como decidir
sobre el estatus sanitario verdadere del rebaiie de rada establo, traducido ¢n la cahdad
higiénica de la leche del tanque. Aungue el aislamiento de las diversas especies bactenans en
leche no es smonimo neceszriamente de IMI y manutis, fue el criterio aplicado en este trabaio

Hubo una probabie variacion en los indicadores de mamstis dentro de cada muestra de leche
clasificada como mamitica (subclinica o chnica) o no. va que la respuesta puede ser mas
persistente que con la presencia real de bacterias 2n el momento de la toma de cada muestra.
La respuesta real de I3s vacas v por ende el tanque a un flujo de entrada de bactenas podna
difernr tambien debido, por ejemplo. a diferencias en la virulencia dentro d= cada especic
bacteriana.

Los resultados de los anaksis estadisticus mostraron diferencias en la capacidad de los
dismios mdicadores para predecir la presencia de un patogeno contagioso. Esto parece
mdicar que el aralisis microbiologico por si solo es incapaz de diagnosticar una mammtis,
porgue ef analisis factorial nos indico que les valores umbral obienidos respecto a los
patogenos secundarios ¢ ambientales identificados eran mucho mayore: que los respectivos de
los llamsdos patozenos principales. susceptibles de causar por si mismo mamitis, con signos
chnicos y recuentos celulares may elevados. Las vacas deben examinarse v tener en cuenta los
factores asociados a una IMI (endurecimiento de pezones, coagulacion de la leche.
tumefaccion, rubor y calor en ia glandula mamaria, . ) para complementar lo« resultados del

BTSCC y del snalisis microbiologico para emitir un diagnostico claro de mamitis, segun se
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desprende de esie estudio. Los indicadores se podrian combinar de vanias formas dependiendo

de si el proposito era incrementar la seasibilidad o la especificidad psra predecir la presencia
de un patogeno mamitico contagioso.

Los criterios de interpretacion de los resultados del cultivo vanan con la identidad del
aislado. Er ¢l caso de los gérmenes oportunisias ambientales {come coliformes) el significado
cultural se determina sobre 1a base del n° de micoorganismos recogido, la pureza de la cepa. lIa
IMI producida (ea su caso) (determinada por el BTSCC) y la reproducibibdad por cultivos
senados. La identificacion de |1 ufc/'mi de estafilococos coagulasa posiiivos y S. dysgalactiae
se considero normalmente como evidencia presuntiva de la mfeccion. Tales interpretaciones se
relacionaron con la eventual aphcacion de los resultados del cultivo. En el sentido mas
aimphsta. la sensibilidad microbioiogica puede aproximarse como el producto del volumen del
moculo (en este caso 0 5 mi) v ia concentracion bacteriana en cada muestra Es factible que la
sensibilidad pueda potenciarse bien ncrementando ¢l velumen del moculo o mcrementando ia
concentracion de bacterias viables recegidas en placa de cada muestra.

La recogida numenca de ufc. no obstante, no puede ser mterpretada estrictamente
como una medida de la sensibilidad del diagnostico Debido a que se le da la misma
imporiancia zi aislamiento de pocas o mucaas ufc (el estudio no tuvo un enfoque cuantitativo)
12 identificacion de las especies y las muestras nfeciadas presento un resultado sirmifar en su
distribucion 2 una cuna de Poisson con sobredispersion. La positividad en el cuitivo fue
representativa de la mamitis clinica y/o subclmica, asi como estadios vanables de la progresion

natural de las IM1.

Los resultados de este estudio indicaron que los estafilococes coagulasa positivos
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podian gislarse repetidamente de rebaiios con bajos SCC. Las posibles explicaciones pasa esa

baja respuesta a una infeccion clara podri.a incluir la duracion de l2 infeccion, su localizacion,
el efecto de ia dilucion de la leche en el tanque. el estatus mmunologico del rebaiio v las
probables diferencias metabolicas y de patogenicidad en las cepas aisladas de S. aureus.

El examen bacteriologico de las muestras de leche para cada rebaio properciono
lecturas de recuentes de ufc con un promedio de 10’ estrepiococos ambientales y 107
estafilococos coaguiasa negativos v coliformes, por mi de leche.

Las infecciones producidas por los patogenos primarios no fueron comunes durante el
periodo de muestreo, exceptuando zquellas per S. aureus la baja madencia de la mamitis
clinica 12’ como se deduce de los relativamente bajos SCC en la mayvna de las muestras
demostro la eficacia de los programas de control de mamitis realizados en esos establos para
prevenir la apancion de patogenos contagiosns. El analisis de las muestras de leche tomadas
mmediatamente despues del reconocimiento de una IMI ciimicz mdico que los prncipales
productores de IMIs no ¢ran los patogenos contagiosos smo mas bien los ambientales. v su
distribucion no era al azar en el periodo de muestreo

El mayor rumero de vacas con IMIs que produjeron eievados SCC en las muestras de
leche dc ambos establos por patogenos ambientales presentaron una acusada querencia
estaciona! a la mfecciun 2n los meses de verano. Este mcremento de la mfeccion aparecio
retrasado si era provocado por estreptococos ambientales respecto al ocasionado por
coliformes (pudo detectarse una mfeccion persistente por E. coli en el establo LP mediante unp
muestreo repetido de la leche) (no obstante, el indice y la duracion de las mfecciones naturales
por esz patogeno difirieron a medida que evolucionaba el estatus funcionzl de las ubres dv las

vacas en ambos rebafios, del esiadio de lactacion a! de secado (la susceptibilidad 2 los
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podian aislarse repctidamente de rebafios con bajos SCC. Las posibles explicaciones parz es2

baja respuesta s una infeccion clarz podrian mchuir Ia duracion de la infeccien, su localizacion,
el efecto de la diucion de la lechz cn el tanque. el estatus mmunologico del rebaiio y las
probables diferencias merabolicas y de patogenicidad en las cepas aisladas de S. aureus.

El examen bactenologico de las muestras de leche para cada rebafio properciono
lecturas de recuentos de ufc con un promedio de 16" estreptococos ambientales y 10°
estafilococos coagulesa negativos y coliformes. por mi de leche.

Las infecciones producidas por los patogznos primarios no fueron comunes durante el
penodo de muestrec, exceptuando aqueilas por S. aureus !a baja mcidencia de la mamitis
chnica tai como se deduce de los relativamente bajos SCC en la mayona de ias muestras
demostro la eficacia de los programas de conirol de mamius reahizados en eses establos parz
prevemr la apancion de pztogenos contagiosos. Fl anahsis de las muestras de leche tomadas
mmediatamente despues del reconocimiento de una IMI chinca indico que los prmcpales
productcres de IMIs no eran los patogenos contagiosos smo mas dien los ambientaies. v su
distribucion no era al azar en el penodo de muestreo

El mayor numero de vacas con IMIs que produjeron elevados SCC en las muestras de
leche de ambos establos por patogenos ambientales presentaron uma acusada querencia
<stazional a la infeccion en los meses de verano. Este mcremento de la infeccion aparecio
retrasado si era provocado por estreptococos ambientaies respecte al ocasionade por
coliformes (pudo detectarse una infeccion persistente por E. coli en el estable LP mediznie un
muestreo repetido de la leche) (no obstante, el mdice y la Juracion de las mfecciones naturales
por ese patogeno difirieron a medida que evolucionaba el estatus funcional de las ubres de las

vacas en ambos rebafios, del estadio de lactacion al de secado (la susceptibilidad a los
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En el prasente estudio, ¢l APl STAPH identifico correctamente todos los S. aureus

aislados y todos los estafilococos coagulasa negativos (S. spidermidis y S. xylosus) auaque
hubo dificultades en zlgunos aislados debido a su vanabilidad fenotpica expresada en los
perfiles suméricos obtenidos, como va se sefialo en ¢l apartado de RESULTADGS. No hubo
reactividad cruzada ertre los estafilococos coagulasa regatives que mfluyese en su
identificacion Cemo no se dentificaron cepas de S. waraeri v 5. hominis. no se pude
confirmar la baja eficacia del sistema en su caractenzacion. tal como sucedio con el STAPH-
ZYM

E! sistema APl STAPH uulizado tuvo maver fiabthdad que los sistemas STAPH-
TRAC v STAPH-IDENT. comparando los resultados de wdentificacion obtemidos en este
estudio v los citados por Wadts y Nickerson en 1986 va gue los porcentajes de identificacion
de esiafilococos fuercn dei 100% comparandolos con sus resultados obtemdos con ¢f STAPH-
TRAC Ademas no fueron necesanos tests bioquimicos suplemenianos

Los resultados obtemdos por Watts en 1989 con el RAPID STREF SYSTEM
(egurvalentc al APl 20 STREP) mdicaban un porcemaje de identificacioa correcta de los
estreptococos ambientales del 63% en una primera lectura (a las 4 horas ) y del 83% (a las 24
horas) v sin llegar al nivel de especiec Sin emlargo. en este estudio. tndos los aislados. excepto
tres. fueron identificados a nnel de especie como Enterococcus faccium/E. faecalis, S.
bevis, . v la confinnacios bioguimica se produjo a las 24 horas de incubacion de la galena
APl

En lo referente a los bacilos Gram negativos, los coliformes fueron identificados con el
API 20E con un 100°% de eficacia a las 24 horas de mcubacion. al igual que en el estudio de

Todhunter et al (1990) pero a diferenciz de #ste, aqui 'a distribucion de coliformes fue muy
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distinta. siendo fundamentalmente aislados de E. coli. v no se deteciaron durante el mviemo

sino predonunantemente en verano v otoiio.

La mcidencia de E. coli estuvo correlacionada con la dieta, la edad de las vacas y la
transicion fisiologica dei peviodo de lactacion al de secado en ambos esiablos. E. coli no fue
aislada de la Kaea d2 crdefio. los matenales del establo, etc... . con lo que su papel como
patogeno ambiemizl no se vis reforzado respecto a lo citado en la literatura. No hubo
desplazamienic de su importancia en las IMIs por otros coliformes como Kiebsiella y
Enterobacter Fl hecho de que se encontiase en cultivo puro en ia leche (no con otros
coliformes) con elevados SCC s debio 4 su mas rapide mdice de crecimiento. con lo cual
aprovache mejor el substrato que sus competidores. potenciando su infectnidad en iz leche.

El sxzificade epidemuologico de su persistencia en el tanque de mezcla de cada establo
a lo largo del verano v el otofic es deconocido. a {a luz de los hallazgos obtenidos v ¢l origen
de la mfeccion. No siempre el SCC fue elevado. acompanando a su aislamiento en leche

En cuanto 3l alameento ¢¢ cormcbactenas (gnos  Lactobaciitus
Corynzbacterium) sc predujo en pnmavera (abnl y jumo) cuando hubo una transicion
fisiologica de las ubres de las vacas de ambos establos muestreados. La mhibicion del
crecicuento en las secreciones recogidas durante ese penodo podna estar asociada coa el
clevado mdice de elirmmacion espontanea de la IMI por Corynebacterium desde el cese del
ordeiio al parto. cuando ias vacas se ven secando La- razomes para ese elevado ndice de
elimmmacien cspontanea son especificamente desconocidas (Glnver and Juneja. 1990) Por el
contrario, la IMI por €. bovis durante l» lactacion puede persistir debido a que la leche
properciona un excelente medio para el crecimiento, ¥ lo que explicaria las diferencias

significativas en el crecimicuto de €. bovis en secreciones ¢z vacas individualizadas.
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Sicudo como es C. bovis un patogeno menor, en las muestras donde se aislo no se

registraron SCC elevados sino que estaban asociados en infecciones mixtas con un patogeno
mamético mayor, de lo cual se deduce que no parece que esa bacteria pudiese producir
proteccion frente a varios patogencs mamiticos pcr si misina, tal como se comentaba en la
literatura.

El aislamiento de enterobacterias como Aeromonas se debio probablemente 2 una
contaminacion del agua de bebida de las vacaes, al igual que el aislado de S. pvegenes
procedenia de una fuente humana transmitida a traveés del aire y los matenales de ordefio a la
ubre.

Lz prevaloncia de los patcgenos mayores se incremento cor ef n° de lactaciones Esto
pudo deberse a la acumulacion de IMIs pero también a un sumento de la sensthilidad de
ambos rebafios a las infecciones. Las que produjeron los coliformes fueron eu general de corta
duracion (menos de 30 di.) pero se repiticron sistematicamente durante el verano v el otono.
probablemente causadas por ia misma cepa (por i0 menos para E. coli), ¢ incluso ¢l mismo
ecovar.

Las IMls por esireptococos ambientales fueren de duracion similar. y ne se solaparcn
cor jas derivadas de coliformes, puesto que raramente se encontraron mfecciones mixtas coxn
hallazgos en ambos establos de E. coli y enterococos simultaneamente.

El BTSCC fue el otro indicador de mamitis utilizado comparativamente con el analisis
microbiologico, til como se sefiala en la Tabla |

La asuncion basicz relatiza al BTSCC fue que bs valores variaron entrc una media
lucalmente constante en pcriodos cor un manejo y un estatus sanitario estables en el rebaiio.

En otros periodos, los valores de BTSCC pudieron mclinasse gradualmente hacia un nuevo

R T R M
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nivel, perv en algunos casos deterioros o mejoras abruptas en el manejo del rebaiio o su salud

pudiernn derivar en cambios bruscos de nivel de BTSCC.

Las variaciones pueden deberse a factores ambientales y/o bacterianos. Asi, puede
meyorarse la interpretacion del SCC s se tiemen en cuemta las causas no bactenisnas de
vanacion. En la literaturz se cita que aparte del estatus bactenano. factores tales como
camhios dumes, owilaciones en el rendimiento lechero diano. el estadio de lactacion y la
vanacion dia-dha afectan los BTSCC, mcrementandose las medias con el n° de lactaciones.

En el presente estudio se pretendio cuantificar la mfluencia de los factores bactenanos
sobre el BTSCC v estudiar en gue sentido se ve afectada la estabiidad de ia mfeccion por la
vanacion en el BTSCC asociada a un os aislado’s bacteriano's dados v cuantificar tambien 2n
que medida los factores no bactenanos pudieror mfluir en la inierpretacion diagnostica de los
BTSCC.

Los resuitados obtemidos mdicaron que la clase bacteriologica era la fueate mas
importante de vanacien. y la clasificacion de los datos bactenologicos e:presaba la deteccion
de los diferentes aislados dentro de cada tanque/establo v por penodo de lactacion No se
considero la secuencia en la cual aparecieron los distintos aislados. Sobre la base de los datos
analizados, fue importante considerar la localizacion del germen’ss en las ubres de las vacas en
caso de una IMI.

Hubo grandes diferencias en los BTSCC entre cada grupo de especies bactenanas
(Tabla 1). Lo mas frecuente ers que recuentos elevados se vorrelacionasen con haiazgos de
cepas de patogenos principales. Varios facteres podnian contribuir a las relaciones observadas

1) Un elevado mdice de aislades en una muestra de leche cencreta incremento el niesgo

de que uno de los aislados fuese un falso negativo/positivo y un elevado déficit de aislados en
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el cultivo imcremento la probabilidad de que un aislado cencreto fuese fruto de una

contaminacion v en reahidad el cultivo fuese negative

2) La localizacien del microorgarismo dentro del rebafio (partiendo de que todas las
vacas fucron ordciiadas y sportaron leche al tanque donde se tomo la muestra semanal) afecto
al BTSCC (debido a que la capacidad de mmuaoestimuiacion de PMN v macrofagos para su
magracion & la leche no era la misma s ¢l patogeno en cuestion era un parasito mtramamanc
(como algunos estreptococes) o cra un pa‘ogeno ambiental presente en l2 piel del pezon o en
la entrada del canal dei pezon (coliformes. estafilococes coagulasa negatnos. enterccoces) v
por cllo su probabibdad de chmmacion por efecto dilucion en 2l ordeno o con las practicas de

mazncic pre-ordedo cra distinta

3) Muchas cepas virulentias de una especie dada causan IMIs con smtomas severos de
mfiltracion en los tepdos mamanos (caso de S. dysgalactise v S. aureus) respecto a otros
germenes v provocan por lo tanto diferente respuesta mmmmitana v por ende recuentos
celulares dnerses

4) Las vacas con IMIs resultaron mas semsibles a la mfeccion por opatogenos
ambientales. lo que supuso recuemios clevados asociados a patogenos menores en algunos

Casos.

Uno de los establos chequeados, ¢l LSC. tuvo BTSCC mucho mas elevadas y de forma

consecutiva duranie los meses de verano v no siempre provocacas por la presencia de S.
aureus, por ejemplo Se desconoce si ello se dibio a factores de marejo o por una mamitis

estacional que no fue adecuadamente tratada con antibiorerapia. manteniéndose con B1SCC
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elevados hasta que s¢ produje una ehmmacion cspontanea v los recuentos cayeron hasta

valores relativamente normales Las muestras positivas a patogenos mayores llegaron a tener
BTSCC medios de hasta 8 veces ios recuentos en muestras negativas.

De los resultados obtenidos se puede concluir que hubo un incremento sistematico en
el nivel base de BTSCC con el avance del verano v el otofio, en uno de ios establos. y que el
mcremento fue aproximadamente de la pisma magnitud para todos los patogenos ambientales.

El estudio presente muestra un claro efecto de la presencia de patogenos. la edad de
las vacas, ¢i estadio de lactacion v la epoca 4zl afo sobre ¢ BTSCC.

Las variacioaes dentro de los ranges de ausencia ¢e manitis en SCC (por debajo de
400000 cel’'mi) se clasifico sobre la base d. daios bactenologicos v no estuvo relacionada con
la funcion de la glandula mamana. Esto puede justiticarse por el hecho de que la gran mayona
de los casos de mamutis dernvan de infecciones. con SCC reales elevados.

La proporcion de muestras de leche con un aislado bactenano igual o excediendo los
umbrales relativos de positividad/'negatividad de IMis se baso en ¢! 5° de ufc'ml que se detecto
cada vez. Ademas, el uso de umbrales vanables no permutic la deteccion de ™MIs
asntodmaticas que supusi~sen una mamitis subchnica y cen bajo SCCs. Asi. se subestimania la
prevalencia de las mamitis subclinicas, en las vacas en primera lactacion sebre todo. En este
essudio. se obtuvieron BTSCC con valores por debajo de los umbrale; relativos v sn embargo
s¢ odbtuvicron aislados de patogenos mamiticos ambientales, sobre todo presentes en casos de
mamitis subclinica {como S. epidermidis). Es decir, las diferencias en el estatus bacteriano
son la causa mds importunte de variacion en el BTSCC y el criterio mis exacto para
interpretar la posible preseacia de una IML

En general, Ia determmacion de los BTSCC fue un test mejor para detectar iMIs que




lo fue el ELISA, ain en ei case especific.: al que se aplico éste.

En este trabajo, se describio el uso de ur ELISA para detectar S. agalactiae en
extractos’homogenados procedentes de suero de vacas con IMIs, previamente detectados por
anabiss microbiologicos asocizdos a BTSCC, teniendo en cuenta la buena respuesta de los
anticuerpos frente & la protema X, presuntamente responsable de la virulencia de esz bactena
en mamitis. Paralelamente al test disefiado para S. agalactiae, se valoraron los resultados del
ELISA para S. aureus (comercializado como ProStaph). que ya fue utiizado por Grove v
Jones. en 1991, para hacer un screening de las IMIs provocadas por S. aureus. con un
promedio de especificidad del 96°% al predecir el estatus de IMI v una sensibihdad del 90°:
para detectar vacas mfectadas {os resultados han confirmado la sensibihdad v especificidad
dei ProStaph.

Los resultados obtenidos con el analisis microbiologico v el BTSCC de cada muestra
de lechc har conducido 2 concluir que el valor test positivo para ELISA ~.4 muy bajo respecto
al valor obtenido con los ensayos de diagnostico clasico antecirados i*af como encontraron
Hicks et al en 1990 y 1994) y por lo tanto no prof ~rcionaba smo una informacion adicional de
seleccion rapida complementado con los otros tests Los uejores resultados del ELISA se
correspondian con el estatus de IMI provocadas por cepas tipo de S. agalactiae. que
producian muy elevados BTSCC pero en el caso de cepas naiivas no hubo corre.acion clara
con un resultado positivo fuerte del ELISA. Dt cualquier modo, se eliminaron los posibles
falsos positivos del test mediante el uso de placas microtiter control tapizadas con
mmunoglobulna bovina no sensibilizada (Sigma, MO) frente al antigeno (protema X) y no
cubtertas con WGA en ELISAs paralelos y se vié que su importancia estadistica dependia

tanto de la dilucion final del homogenado que contenia los antigenos bacteranos como de la
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adsorcion mespecifica por efecto camuflaje con otras proteinas senicas residuales gue

ocupaban aparentemente 2pitopos de la mmunogiobulina bovina combmada por atraccion de la
WGA v por ello no permitian la union de los antigenos de S. agalectiae con ¢lla. La aphcacion
de estos ELISA empleando reactivos estables prrviamente optimizados. ios bajos valores de
background obtentdos y la fuerte y especifica combmacion entre el conpigado v el complejo

enzima-substrato hicieron este metodo facilmente reproducible
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CONCLUSIONES

i. El anahisis multivanante de factores sugiere que unicamente el recuento de celulas somaticas
totales (CEL () y celulas somaticas pico (CELP), junto con la presencia de Streprecoccus
dysgalacna: en la leche, estuvieron asociados a l2 apancion de enfermedad por mammtis en las
vacas de los establos muestreados. El resto de los patogenos coatagiosos dentificados en las
musestras no deben ser utiizado como mdicador e mdicio de IMIs, a diferencia de lo que se

mdica en la Iteratura. v de zcuerdo con ¢l anahsis estadistico realizado en este estudio

2 E1 BTSCC constituyo un metodo eficaz en la moniterizacion de la salud del rebano respecio

a la manutis, permitiendo una deteccion precoz de IMIs

3 Cuando el znahss de facio . se realiza temendo en cuenta todos los mucioorganismos
aislados patogenos contagiosos vy ambientales. cada factor s satwo unicamente con
MICTOCTZANISMOS CONLagIesos O Con microorganismos ambicntales. en nmgun caso se produjo
mezcla Tsto sugiere que las fluctuaciomes de los microorgamismos contagiosos eran

mdependientes de las de los mucroorganismos ambientales
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Figura 1. Cinética de la respuesta
de anticuerpos en el suero de las
tres vacas (n2 560.601 y 603} inmu
nizadas con proteina X purificada,
procedente de cepas de treotococrus
agalactiae portadoras de la protei
na. El suero se testé con un ELISA
El términoc SC se refiere a que 1la
inoculacién del antigeno fue subcu

tanea.
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Figura 3. Analisis por inouncblotting
de la proteina.X.

Los numéros indican luos pesos zclecu-
lares en XDa.
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Claves:

Enf.
Celt
Cep

Erno,

Ncta

Ne de
NC de
N2 de

vacas enfermas totales de mamitis en ambos
células somaticas totales

establos (multip. por

células sooiticas pico (PMN, linfocitos, macrofagos, ...)

{se adjunta tabla detallada)
Los numeros 1,10,..., corresponder a ausencia/presencia de cada germen

a los

efectos del analisis factorial estadistico

Abreviatura de la denominacidn especifica de cada germen

10.




TABLA. DENOMINACION ESPECIFICA DE LAS ABREVIATURAS
UTILIZADAS EN 1A HOJA DE CALCULO 2.XL1S.

Eco- Eschirichia cols

Saur: Staphyiococcus aurcus
Sepi: S. epidernudis

Sxv - S xviosus

Stdy: Streptococcus dvsgalactiae
Stbo: 4. bovis

Stpv: S pvogenes

Sda: S lacus

Efcl: Enterococcus faecalis
Efae: E facaum

Cbo - Corvnebacterium bovis
Ensa: Entercbacter sakazakii
Kpr: Klebsiella pneumoniae
Sk - Serratia liquefacens

Ha! - Hafnia alvei

Aso - Aeromionas sobnia

Lca - Lactobaailus case

Stac: Streptococcus acdominimus
Miu - Micrococcus luteus

Aev - Aerococcus vindans
Encl: Enterobacter cloacae
Sle-  Staphwlococcus lentus
Cxe : Corynebacterium xerosis

Lin - Listeria innocua




Establo LSC Establo LSC _ 000céUmi Establo LP Establo LP 000 cévmi
696 ATp1 i 1000 92
; 2465 c88ip2 650 57,
255 = 20ip3 520 2
T 2a 1%90p4 ) M
B S ... 219 ip-3 700 fod
I 220 Ip& 330, 2
1 3005 241 1p7 1 280 19
1 3084 265 400 32
130, Lips 20¢ 19
K 844 57 ip-10 1320 116
i 1787 126 ip-11 796 34
£ 10 Ip-12 1085 74
! 381 221p-13 1126 102
1336 84 1p-14 900 70
2786 159 ip-15 970 82
1419 751p-18 i 1507 112
319 28 ip-17 724 53
1300 104 ip-18 405 24
1080 8 ip-1v 1205 13
757 53 ip-20 106 14

1338 120 ip-21 158 " ]
756 59 ip-22 46C 38
1100 88 1p-23 456 2
780 81 i-24 1168 122
1200 9 1p-25 i 1908 222
00 = Nipe 1000 85
- 950 75 ip-273 i 1355 122
i p-27n ; 1208 110
i ip2s : 1806 164
p2e _ 924 65
: 10-30 856 58
} i P31 i 400 31
1 : ip-32 750 66
: ip-33 800 69
Jp-34 | 30 2
o3 700 s
5 36 _ 800 g
ip-37 825 69
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Mes dei afic  N° vacac enfermas/mes

[ Estabio LSC 'N° vacas iotal 8

. Juko4
b ——— va-u. o
Ene-95 .

 EstablolP 'N* vacas total 13
Mes dei aic N vacas enfermas/mes

Abr-84
May-9¢
Jun-94
Jul-64’
Oct-84
Nov-94
Dic-9¢:
__Ene®S:
Feb-95

et o ML N I = B
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