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1.1. MAMITIS INFECCIOSAS Y SU MANEJO DURANTE EL SECADO.

Consideraciones previas

Segun la Federacién Internacional de Lecheria en 1973 (FIL, 1973), la mamitis se
puede definir como una inflamacién de la glandula mamaria que, ademds de modifi-
caciones fisicas, quimicas y microbiolégicas, se caracteriza por un aumento de células
somdticas y, particularmente, de los leucocitos presentes en la leche asi como modificacio-
nes patoldgicas en el tejido mamario. Aunque existen, en ofros casos menos numerosos,
mamitis debidas a cambios en la alimentacién, mamitis irritativas producidas por agentes
quimicos y mamitis debidas a traumatismos o lesiones en la ubre, la principal mamitis es
de naturaleza infecciosa. El nexo comin son los mecanismos de defensa que la gléndula
mamaria emplea para protegerse de cualquier agresién. En primer lugar, sucede una
respuesta inmune innata e inespecifica mediada por las barreras fisicas del canal del
pezdn, macréfagos, neutrdfilos, células NK (natural killer) y factores solubles, seguida de
una segunda respuesta especifica y adquirida, que facilita una selectiva eliminacién del
agente agresor, mediada por anticuerpos, macréfagos y linfocitos (Sordillo et al., 1997).

Es importante destacar las repercusiones que conlleva la comercializacién de la leche
“mamitica” y el impacto producido en las explotaciones de ganado vacuno lechero, pues
afecta no sélo a la produccién, composicién y calidad de la leche, sino que también da
lugar a elevados costes indirectos debido al empleo de antibidticos para el tratamiento

de las mamitis, reposicién de animales enfermos, efc.
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Los criterios de evaluacién de la calidad higiénica de la leche cruda estdn basados
en el andlisis e identificacién de patégenos, células somdticas, toxinas, biocidas, residuos
quimicos, efc. No obstante, las condiciones mds importantes a la hora de valorar una
leche como higiénica, es la sanidad de la glandula mamaria. Algunas de las herramientas
utilizadas para diagnosticar el estado sanitario de la mama, es el recuento de células
somdticas (RCS) como método indirecto, el cual estd incluido en los programas de control
de mamitis.

El Reglamento (CE) n.° 853/2004, del Parlamento Europeo y del Consejo de 29 de
abril de 2004, establece las normas sanitarias especificas, destinadas a los operadores de
empresa alimentaria, en materia de higiene de los alimentos de origen animal, las cuales
son aplicables a la produccién y comercializacién de la leche cruda, leche de consumo
tratada térmicamente y leche destinada a la elaboracién de productos lacteos para el
consumo humano. Se contemplan disposiciones relativas a la produccién de leche cruda
en diferentes aspectos, como la sanidad animal, higiene de la explotacién, higiene del
ordefio, de los locales, utillaje del personal y de la produccién. Igualmente, las normas
deben respetarse en el momento de la recogida de la leche cruda de vaca en la explota-
cién o en el momento de su recepcién en el establecimiento de tratamiento o transforma-
cién, fijando el umbral aceptable en 400000 células/ml para la recogida de la leche en
el tanque.

En ofros paises distintos a los de la Unién Europea (UE), como Estados Unidos, el
limite se encuentra en 750000 cs/ml en tanque, o en Canadd, que el limite se encuentra
en 500000 cs/ml (Sargeant et al., 1998a, Schukken et al., 2003). Pero estos valores
se han disminuido a 400000 cs/ml desde enero de 2001, segin USDA (United States

Department of Agriculture), para permitir la exportacién a paises de la UE.

1.1.1. TIPOS DE MAMITIS INFECCIOSAS.

La Federacién Internacional de Lecheria (FIL, 1967), en funcién de la identifi-
cacién de microorganismos en la leche (andlisis bacteriolégico), de la intensidad de
respuesta inflamatoria (RCS) y de la presencia o no de signos clinicos, establecié
una serie de definiciones para los distintos tipos de mamitis presentes en el ganado

vacuno:
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la gldndula mamaria sana es aquella libre de microorganismos, sin incremento
de células somdticas y sin signos de inflamacién. Infecciones latentes, son aquellas
en las que se aislan microorganismos, pero estos no producen reaccién inflamatoria;
mamitis subclinica, definidas como aquellas en las que no hay signos externos de
inflamacién, pero se detecta la presencia de microorganismos mediante cultivos bacte-
rianos, asi como un incremento de leucocitos en la leche y, mamitis clinicas, aquellas
en las que ademds se presentan sinfomas clinicos y el aspecto de la secrecién léctea
esta mds o menos alterado. Ademds, dentro de las mamitis clinicas pueden diferenciarse
varios tipos:
* Mamitis agudas, aquellas que se caracterizan por la presencia de una fuerte
inflamacién de la ubre asociada con dolor, que puede llegar a producir cojera

y, en algunos casos, fiebre.

* Mamitis sobreagudas o hiperagudas, en las que el estado general del animal se
encuentra alterado por toxemia o septicemia, y el animal puede llegar a morir

en pocas horas.

* Mamitis crénicas, en las que no existen signos sistémicos y son pocos los signos
externos de cambios en la ubre, si bien aparecen secreciones anormales en
la ubre de manera intermitente y también presenta recuentos celulares eleva-
dos. Este tipo de mamitis suele ser resultado de mastitis clinicas o subclinicas
que no han sido detectadas y, por tanto, no tratadas, y que, posteriormente,
dan lugar a la aparicién de procesos de fibrosis y abscesos en el parénquima

mamario.

1.1.2. ETIOLOGIA DE LAS MAMITIS INFECCIOSAS.

Las mamitis infecciosas son procesos complejos que tienen como agentes causantes,
numerosas especies de gérmenes y en las que son muchos los factores que intervienen. Esto
ha llevado a muchos autores a abordar la mamitis no sélo como la infeccién causada por
un Unico germen, sino como la interaccién entre el patégeno y el manejo realizado. En
la mamitis se han encontrado numerosos microorganismos: bacterias, hongos, levaduras,
algas etc. Dentro de este amplio y complejo problema, no cabe duda que las bacterias

son los agentes causantes de la mayoria de los casos (90 %).
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Los microorganismos causantes de mamitis han sido divididos cldsicamente en micro-
organismos contagiosos, ambientales (Jain, 1979, Smith, 1983, Bramley & Dodd, 1984,

Bramley, 1996, Riffon et al., 2001) y oportunistas de acuerdo con las siguientes definiciones:

e Patégenos contagiosos: su principal reservorio es la glandula mamaria, de modo
que el contagio se produce fundamentalmente a través del ordefio, entre mamas del
mismo animal o entre distintos animales a través del ordefador o de la maquina
de ordefio, constituyendo este ltimo, el mayor riesgo de diseminacién, lo que se
denomina transmisién horizontal, es decir, transmisién de vaca a vaca. Las bac-
terias mds comunes que forman este grupo son: Staphylococcus aureus —aunque
su principal reservorio sea el epitelio del canal del pezén y la piel de la ubre,
puede sobrevivir en ofros lugares de la vaca—, Streptococcus agalactiae —que
habita en los conductos y cisternas de la glédndula mamaria— y, en menor medida,

Corynebacterium bovis y Mycoplasma spp.

* Patégenos ambientales: a diferencia de los patégenos contagiosos, el principal
reservorio de los ambientales son las zonas extramamarias de las vacas, es decir,
el entorno en el que viven los animales, como la cama, estiércol, suelo, agua
efc. El contagio se produce cuando un animal entra en contacto con el patégeno
presente en alguno de los reservorios, por lo que, es un tipo de transmisién a
partir de reservorios ambientales. Los patégenos mds importantes incluidos en
este grupo son: —Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium—, Streptococcus
uberis, Streptococcus dysgalactiae, coliformes —Escherichia coli, Klebsiella spp.,

Citrobacter spp. y Enterobacter spp.—, y otros Gram negativos como Proteus spp.

e Patégenos oportunistas: estos patégenos invaden la glandula mamaria cuando los
mecanismos de defensa del hospedador estan disminuidos o cuando se introducen
inadvertidamente en la glédndula mamaria al realizar un tratamiento antibidtico.
En este grupo de microorganismos oportunistas se incluyen: Pseudomonas spp.,

levaduras, Prototheca spp., Serratia spp.

Los agentes causantes de mamitis también se clasifican en: patégenos principales y
patégenos secundarios (tabla 1), con base a la prevalencia y la gravedad de la infeccién

que suelen producir en la gldndula mamaria (Bramley, 1996).
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Los patégenos principales son los agentes responsables en la mayoria de las veces
de mastitis clinicas o de fuertes respuestas inflamatorias (recuentos elevados de células
somdticas en la leche) y comprenden a Staphylococcus aureus, Streptococcus (uberis,
agalactiae, dysgalactiae) y coliformes (Escherichia coli).

Los patégenos secundarios son los agentes que infectan la glédndula mamaria, cau-
sando recuentos moderados de células somdticas, pero, en general, no causan signos
clinicos. Se incluyen en este grupo algunas especies de Staphylococcus (principalmente
S.chromogenes, S.hyicus, S.epidermidis, y S.xylosus) denominados genéricamente SCN

(Staphylococcus Coagulasa Negativo), por su reaccién negativa a la prueba de la coagu-

lasa y Corynebacterium bovis (White et al., 2001, Djabri et al., 2002, Bedolla, 2003).

Tabla 1. Clasificacién de los microorganismos causantes de la mamitis bovina.

Enterococcus faecalis

Staphylococcus aureus Enterococcus faecium
Principales Sfreptococcus agalactiae Streptococcus uberis Pseudomona spp.
Mycoplasma spp. Streptococcus dysgalactiae Levaduras

Escherichia coli
Prototheca spp.

Klebsiella spp. Serratia spp.
Citrobacter spp. SNCH
Secundarios Corynebacterium bovis el 599,

Otros Gram negativos

* Cuadro de clasificacién adaptado de Bramley (1996).
1 SCN (Staphylococcus Coagulasa Negativo).

1.1.3. EPIDEMIOLOGIA Y PATOGENIA DE LAS MAMITIS INFECCIOSAS.

Aunque en la inmensa mayoria de los casos los patégenos llegan a la leche por
via mamaria ascendente, es decir, a través del orificio del pezén, también ocurre via
descendente:

A) Por via ascendente, la via de entrada, como se ha comentado, es el canal del
pezdn. La colonizacién de las bacterias se produce entre ordefios o por una lesién en la
piel del pezén, ya que en el interior de la ubre es estéril. En este punto los microorga-

nismos comienzan a multiplicarse lentamente o rdpidamente dependiendo del patégeno,
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acompandndose de la liberacién de toxinas, metabolitos, etc., y extendiéndose hasta la
cisterna del pezén y los alvéolos. El sistema inmune de la vaca reacciona con una res-
puesta inflamatoria y ocurren cambios en la composicién de la leche:

El agente infectante, conduce a la generacién de signos quimiotdcticos que estimu-
lan la migracién de las células blancas sanguineas y, mayoritariamente, de leucocitos
polimorfonucleares, desde la circulacién periférica al interior de la glandula mamaria. Los
mécrofagos, que representan el tipo celular predominante en la leche de animales sanos,
son los responsables de iniciar el proceso inflamatorio, al liberar una serie de sustancias
activas o mensajeros que estimulan respuestas similares entre otras células del sistema
inmune, para culminar en la migracién de leucocitos maduros desde la sangre y la médula
4sea hasta la gldndula mamaria. Al llegar a ella, los leucocitos van a procurar ingerir
y matar a las bacterias invasoras. Este proceso, conocido con el nombre de fagocitosis,
determina la produccién vy liberacién de otros compuestos farmacolégicamente activos que
causan una inflamacién adicional.

En la leche, se produce la protedlisis, hecho relacionado con el deterioro de
la ubre enferma, incrementando la cantidad de proteasas endégenas, especialmente
aquellas del sistema plasmina-plasminédgeno. El plasminégeno es una molécula enzimé-
ticamente inactiva y circula por el cuerpo de esa manera hasta que los activadores lo
rompen y convierten en plasmina, proteinasa, que actia precipitando las caseinas, pro-

teinas de la leche, y en consecuencia, provocando la formacién de codgulos (tabla 2).

Tabla 2. Respuesta inmune de la vaca frente la accién de los microorganismos.

Penetracién Canal del pezén Multiplicacién del patégeno. Barrera natural: esfinter del pezén
Activacién plasminégeno. Respuesta inmune:
Multiplicacién | Cisterna del pezén | Cambios en la composicién de Especificos: anticuerpos.
la leche. Inespecificos: leucocitos.

Aumento de permeabilidad
sanguinea.
Colonizacién del alveolo.

Plasminégeno se convierte en

Colonizacién | Cisterna del pezén :
plasmina.

Formacién de codgulos.

Extensién Alvéolos Inflamacién de la ubre. Y .,
Inhibicién de produccién de leche.
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Las consecuencias patoldgicas de la inflamacién son fundamentalmente el dafio tisular,
y la alteracién de la funcidn secretora. Los mecanismos de defensa del animal pueden
eliminar con éxito la infeccién (curacién natural) o, bien, la infeccidén puede persistir, par-
cialmente controlada por las defensas del hospedador, durante un periodo de semanas,
meses o, incluso, afos (infeccién crénica). Las infecciones crénicas suelen desencadenar
brotes repetidos de mastitis clinicas, cuando el equilibrio se decanta a favor del agente
infeccioso. La frecuencia con la cual se desarrolla una mastitis clinica en una gldndula
infectada depende muy particularmente del tipo de patégeno.

B) Por via descendente o hematégena, la utilizan los microorganismos que pueden
causar enfermedad sistémica o tienen la propiedad de movilizarse por la sangre y, a través
de los capilares mamarios, llegan a infectar la ubre (Salmonella, Brucella, Mycobacterium
tuberculosis). Es decir, la infeccién llega al tejido mamario a partir de un foco infeccioso

interno del organismo del animal (por ejemplo, foco tuberculoso).

¢ Mecanismos de virulencia

Como ya se ha comentado, la patogenia estd basada en mecanismos que producen
infeccién y desarrollan una enfermedad en el hospedador. Pero, en ofras ocasiones, algunas
cepas bacterianas emplean mecanismos més complejos denominados factores de virulencia,
asociados a caracteristicas bioquimicas, estructurales y genéticas que interactan con el
hospedador causando dafio. Los efectos provocados por los factores de virulencia pueden
diferir dependiendo del estado de lactacién y la gravedad de las infecciones intframamarias
(IIM). Durante el peri-parto y secado, las IIM afectan a la proliferacién del epitelio mamario
y, consecutivamente, modifican la composicién de la leche, como se ha demostrado en
los estudios realizados por Matthews et al. (1994b), donde E.coli emplea, como factor
de virulencia, endotoxinas, S.aureus —toxinas, como hialuronidasas, y Gamma-toxinas—,
que producen la ruptura del dcido hialurénico en oligosacdridos (Kumar et al., 2011), y
Strep.uberis, que presenta la cdpsula de écido hialurénico impide la fagocitosis de los
macréfagos (Ward et al., 2001), con el objetivo de inhibir la proliferacién de MAC-T
(linea celular epitelial mamaria bovina).

Aunque no todos los patégenos mamarios presenten factores de virulencia, algunas

cepas bacterianas se encuentran asociadas a determinados factores que las permiten
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mejorar su capacidad infectiva y colonizar ofros ambientes. Por ejemplo, la presencia del
factor CAMP (Hassan et al., 2000), la enzima activadora del plasminégeno (estreptoqui-
nasa) que transforma el plasminégeno en plasmina evitando la fibrinolisis (Huang et al.,
1989, Malke, 1993) o, en el caso de Strep.uberis, el factor PauA, proteina extracelular
activadora del plasminégeno (Leigh, 1993, Leigh & Lincoln, 1997), y la capacidad de
fijacién a la lactoferrina mediante proteinas. La lactoferrina es una glicoproteina que se
liga al hierro y a las MAC-T. El hierro es un compuesto necesario para el crecimiento de
microorganismos, pero aunque Strep.uberis no tenga elevados requisitos de hierro para su

supervivencia, utiliza esta glicoproteina para mejorar la adherencia a las MAC-T.

1.1.4. DIAGNOSTICO DE LAS MAMITIS INFECCIOSAS.

El ganadero necesita implantar en la explotacién un programa de prevencién de
mamitis que le permita el seguimiento del estado sanitario del rebafio y, por tanto, un
diagnéstico precoz de las mamitis, particularmente de las mamitis subclinicas.

Actualmente el diagnéstico de la etiologia de la mamitis se lleva a cabo por técnicas
bacterioldgicas mediante cultivos especificos y técnicas moleculares (PCR). Estas Gltimas son
técnicas que no se encuentran al alcance de todas las explotaciones, por lo que el uso de
ofros métodos de diagnéstico generales y asequibles, tales como el RCS que permitan al
ganadero tener informacién mensual del estado de cada animal y del rebafo gracias a los
datos que le facilita el control lechero, constituyen una importante herramienta de trabajo
en los programas de seleccién de vacuno de leche. Asi mismo, el ganadero dispone de
herramientas como el CMT (California Mastitis Test) que permite estimar el RCS de una vaca
sospechosa. Una vez detectada una posible infeccién en un cuarto, el ganadero puede
optar por tratar o no esa mama. La efectividad del tratamiento es mayor si el ganadero
conoce el agente causante de la infeccién; para ello tiene que tomar una muestra de leche
del cuarto sospechoso de infeccién y llevarla a un laboratorio de mamitis.

A la importancia de este pardmetro (RCS) como indicador de la salud mamaria y
calidad de la leche, es necesario tener en cuenta los componentes que forman parte de
los programas estdndares de prevencién de mamitis, como: limpieza de la mdquina de
ordefio, bafo de pezones, tratamiento antibidtico al secado, eliminacién de las vacas con

infecciones crénicas, nutricién, higiene etc., con el objetivo de realizar un buen seguimiento
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del estado de salubridad de la ubre (Neave et al., 1969, Schukken et al., 1990, Wilson
et al., 1997, Wenz et al., 2007). El sistema de seguimiento del estado de salubridad de
la ubre y de calidad de la leche mediante el uso de RCS, respalda el sistema desarrollado
por DHIA (Dairy Herd Improvement Association) donde se relacionan los niveles de RCS
con los niveles de produccién de los animales y, en consecuencia, con la rentabilidad de
la explotacién. Para ello, se dividen los RCS de la leche en 10 categorias, desde el O
al 9, denominando cada categoria con una puntuacién lineal y reflejando las pérdidas
aproximadas en la produccién de leche y el impacto econémico de la mamitis en la

explotacién lechera (tabla 3).

Tabla 3. Estimacién de las pérdidas de leche en relacién al RCS.

Fuente: Dairy Herd Improvement Association (Philpot, 1984).

0] Negativo 12500 — —

1 Negativo 25000 — —

2 Negativo 50000 — —

3 Negativo 100000 8 -180

) T 200000 6 -360
300000 7 -450
400000 8 -540
500000 9 -585

> ] 600000 -630
700000 10 675
800000 720
900000 ! 743

° 1000000 12 765

<2 1200000 765

7 1600000
3200000 >12 >-900
6400000

Basado en 14000-15000 libras media/vaca/afio (6300-6750 kg media/vaca/afio).
Calculo de la puntuacién lineal a partir de RCS = 200000 cs/ml.

Interpretacion del test CMT':
Negativo - No evidencia de precipitados en leche.
Trazas - Finos precipitados que desaparecen.
1 (ligeramente positivo) - Distintos precipitados.

2 (positivo) - mezcla espesa con formacién de gel.
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A la hora de establecer un limite en el recuento celular para valorar el estado de

salubridad de la ubre y la magnitud de las pérdidas de produccién se tuvieron en cuenta

algunos factores que pueden influir en la vaca, el cuarto e incluso en el rebafio (Dohoo

& Meek, 1982):

12

La inmunidad natural del individuo. Un elevado nimero de células somdticas
como linfocitos, macréfagos y PMN no son indicativos de enfermedad, sino que son
consecuencia de las defensas naturales del individuo (Sordillo et al., 1997, Pillai et
al., 2001). Para disminuir el error producido entre las células que pertenecen a la
inmunidad natural del animal y las células generadas como respuesta a una infeccién,

algunos autores limitan el recuento de células somdticas a nivel de cuarto en 200000-

250000 cs/ml (Schepers et al., 1997, Schukken et al., 2003).

Momento de la lactacion del animal. En condiciones fisiolégicas normales, el
RCS es alto en los primeros dias después del parto independientemente de que exista
o no infeccién, y se mantiene durante 5 a 15 dias. Una vez superado este periodo, el
RCS desciende durante 2 a 3 semanas hasta alcanzar su minimo e ir posteriormente

aumentando tras el curso de la lactacién (Hortet & Seegers, 1998, Bennedsgaard et

al., 2003).

La edad de los animales. Algunos autores han confirmado un aumento en el
nimero de células somdticas (Schultz, 1977, Syrstad et al., 1979) en vacas con mds
de 1 parto que en vacas primerizas (Hortet & Seegers, 1998, Hagnestam-Nielsen et
al., 2009), aunque este incremento se debe normalmente a la presencia de animales

mayores con un historial de infecciones mamarias.

El estado de infeccién. Los patégenos principales, tales como Streptococcus spp. o
Staphylococcus aureus, son los que mayor respuesta inflamatoria producen y, por tanto,
RCS mds altos. Los valores de RCS en estados de infeccién por patégeno secundario

como C.bovis y SCN, y en estados de no infeccién, aparecen a menudo solapados

(Ward & Schultz, 1972, Timms & Schultz, 1987).

Otros factores ambientales, fales como el sistema de ordefio y su manejo, la ali-
mentacién, el tipo de establo, los tratamientos de secado, la higiene de la ubre (Brander

et al., 1975), y la estacién del afio, predominando altos RCS en los meses calurosos
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principalmente en el verano (Nelson, 1969, Roussel, 1969, Dohoo & Meek, 1982).
También existen variaciones en el RCS entre las distintas fracciones de leche durante
el ordefio. Hay que tener presente que las células somdticas se unen a la fraccién de
grasa, por ello, al principio del ordefio la leche presenta bajos contenidos en grasa
y los RCS son mds bajos que sobre el conjunto del ordefio o al final del mismo. Otro
posible factor son situaciones debidas al estrés que desencadenan un mayor ndmero
de casos de mamitis o procesos donde las infecciones subclinicas pasan a infecciones

clinicas provocando un aumento en el RCS.

1.1.5. ANTIMICROBIANOS EMPLEADOS EN VACUNO LECHERO.

La mamitis es una de las patologias infecciosas mds frecuentes en el ganado vacuno
lechero, siendo frecuente el uso de medicamentos antimicrobianos para su tratamiento.
No es extrafio que la mayor parte de los residuos detectados en la leche procedan de
sustancias antimicrobianas, cuyo origen estd relacionado con las terapias antibidticas
empleadas en la glédndula mamaria (hasta un 90 % de los casos), bien por tratamientos
ligados a manmitis clinicas, o bien por tratamientos preventivos empleados en la fase de
secado (Erskine et al., 2003).

Dadas las repercusiones que estos residuos tienen en la Salud Pdblica, en la Unién
Europea se controla la presencia de residuos de sustancias antimicrobianas en la leche.
Mediante el Real Decreto 1749/1998, de 31 de Julio, y sus correspondientes modifica-
ciones, se establecen las medidas de control aplicables a determinadas sustancias y sus
residuos en los animales vivos y sus derivados. Este Real Decreto lleva a efecto la trans-
posicién de la directiva 96/23/CEE del 29 de abril de 1996.

A lo largo de los afios, la UE ha ido estableciendo los limites mdximos de residuos
permitidos en los tejidos de las diferentes especies de abasto, con fines de seguridad
alimentaria, hasta recopilar recientemente toda esta informacién en un dnico Reglamento
UE N° 37/2010, con sus respectivas modificaciones, relativo a las sustancias farmacolé-
gicamente activas y su clasificacién en lo que se refiere a los limites méximos de residuos
en los productos alimenticios de origen animal. En la tabla 4 figuran estos limites en la
leche en funcién de los antimicrobianos especificos usados en cada especie y con inde-

pendencia de la via de administracién.
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Otro Real Decreto, importante de destacar, 1728/2007 se establece la normativa
basica de control que deben cumplir los operadores del sector lacteo, de tal forma que
sélo podrd cargarse en las cisternas de transporte o descargarse en el centro léacteo, la

leche que resulte negativa a las pruebas de deteccién de antimicrobianos.

Tabla 4. Limites méximos de residuos (LMR) antimicrobianos en leche,

segUn reglamento (UE) 37/2010 con indicacién de la especie ganadera.

Sustancia LMR Leche Sustancia LMR Leche
Betalactimicos Macrolidos
Penicilina 4 Todas  Ertromicina 40 Todas
Ampicilina 4 Todas  Espiramicina 200 Vaca
Amoxicilina 4 Todas Tilmicosina 50 Todas
Penetamato 4 Todas Tilosina 50 Todas
Nafcilina 30 Vaca Lincomicina 150 Todas
Cloxacilina 30 Todas Pirlimicina 100 Vaca
Dicloxacilina 30 Todas
Oxacilina 30 Todas  Aminoglucésidos
Cefacetrilo 125 Vaca Gentamicina 100 Vaca
Cefalexina 100 Vaca Kanamicina 150 Vaca
Cefalonio 20 Vaca Neomicina 1500 Todas
Cefoperazona 50 Vaca Espectinomicina 200 Oveja
Ceftiofur 100 Vaca DH-Estreptomicina 200 Vaca
Cefquinoma 20 Vaca
Cefapirina 60 Vaca Quinolonas
Cefazolina 50 Vaca Ciprofloxacina - -
Danofloxacina 30 Todas
Tetraciclinas Enrofloxacina 100 Todas
Doxiciclina - - Flumequina 50 Todas
Clortetraciclina 100 Todas  Marbofloxacina 75 Vaca
Oxitetraciclina 100 Todas
Tetraciclina 100 Todas  Otros
Acido clavulanico 200 Vaca
Sulfonamidas Bacitracina 100 Vaca
Sulfadiacina 100 Todas  Baquiloprima 30 Vaca
Sulfadimetoxina 100 Todas Cloranfenicol 0 Todas
Sulfadimina 100 Todas  Colistina 50 Todas
Sulfadoxina 100 Todas  Dapsona 0 Todas
Sulfanilamida 100 Todas Novobiocina 50 Vaca
Sulfametazina 100 Todas  Rifaximina 60 Vaca
Sulfatiazol 100 Todas  Tianfenicol 50 Todas
Otras sulfonamidas 100 Todas  Trimetoprim 50 Todag|

Clorsulén 16 Todas

LMR : pg/Kg.

Con respecto a los fdrmacos empleadas en Espaiia para el tratamiento de las mamitis,
Zorraquino et al. (2007) elaboraron un estudio para el entonces Ministerio de Agricultura,

Pesca y Alimentacién. En este estudio se realizé una encuesta a los equipos veterinarios
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que trabajaban en los programas de calidad de leche y control de la mamitis a lo largo
de toda la geografia espafola, con el objetivo de evaluar la frecuencia de uso de antimi-
crobianos en vacuno lechero y, a su vez, el riesgo de aparicién de residuos en la leche
en Espafa. Los resultados de las encuestas mostraron que los antibidticos B-lactdmicos y
los aminoglucésidos eran los grupos de antimicrobianos mds utilizados para el tratamiento
de las mamitis, tanto en lactacién como en el secado.

Estos resultados hacen reflexionar sobre el uso indiscriminado de los antibiéticos ya
que la presencia de residuos en los alimentos genera cepas resistentes de patégenos,
problemas alérgicos, asi como perjuicios a la industria alimentaria, sobre todo en la
fabricacién de productos fermentados.

Las estrategias para reducir el peligro de antibidticos en la leche se basaria en 4

puntos:
1. Seguir los programa de control de mamitis para reducir la tasa de infecciones.

2.  Emplear las dosis correctas de los antibidticos, segin la via de administracién,
y respetar los tiempos de espera; apartar o marcar las vacas tratadas para
evitar el ordefo regular durante el periodo de tratamiento y asi, minimizar al
méximo la posibilidad de que la leche de los animales tratados pueda llegar

al tanque.

3. Reducir los tratamientos antibidticos preventivos no necesarios, como por ejem-
plo evitar el tratamiento sistemdtico de todas las vacas durante el periodo de

secado, centrdndose en vacas con episodios infecciosos durante la lactacién.

4. Incrementar la efectividad de los tratamientos, intentando en la medida de lo
posible no recurrir a productos de amplio espectro, sino previa identificacién

del patégeno causal, aplicando el antibidtico adecuado tras un antibiograma.

El antibiograma puede ser Util para orientar el tratamiento adecuado ante casos de
mamitis clinicas, subclinicas o en el secado. Ademés, estas pruebas de sensibilidad tam-
bién son (tiles en estudios epidemiolégicos ya que el resultado del antibiograma puede
ser considerado como el primer marcador epidemiolégico.

Los métodos de andlisis de la sensibilidad a antibidticos se dividen en métodos cualita-

tivos y métodos cuantitativos. Los cuantitativos permiten determinar la Concentracién Minima
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Inhibitoria (CMI), mientras que los cualitativos sélo permiten clasificar al microorganismo
como resistente o sensible al antibidtico ensayado.

Existen diferentes pruebas de sensibilidad antibiética, tales como: el método de dilu-
cién, método de Epsion test, métodos automatizados comerciales (llustracién 1), pero el
mds utilizado es el método de difusién disco-placa (llustracién 2) basado en el trabajo de
Kirby-Bauyer y colaboradores (ver Anexo 3) y considerado uno de los métodos del NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standards), que de forma indirecta o semi-
cuantitativa y sencilla, permite conocer la sensibilidad in vitro, dado que el crecimiento
bacteriano se detiene cuando la cantidad del antimicrobiano coincide con la concentracién
minima inhibitoria (Washington, 1991). Estos métodos se aplican a una amplia variedad
de bacterias, fundamentalmente bacterias aerobias no exigentes de crecimiento rdpido,
como Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia
cepacia, Acinetobacter spp., Staphylococcus spp. y Enterococcus spp. Ademds, con ligeras
modificaciones, puede aplicarse a Haemophilus spp., Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus

pneumoniae y Streptococcus spp.

1.1.6. EL SECADO: PERIODO CRITICO PARA LAS INFECCIONES MAMARIAS.

En el manejo de la vaca lechera, existe un periodo dentro del ciclo productivo que
es de vital importancia en la produccién de leche, conocido como periodo seco. Su
importancia radica en el impacto que ejerce sobre la produccién de leche y en el des-
empefo reproductivo en la siguiente lactancia, lo cual se refleja de manera positiva o
negativa en la rentabilidad de una explotacién. La duracién del periodo seco dentro del
ciclo productivo debe oscilar entre 45 y 70 dias. Este intervalo de tiempo es el resulta-
do de investigaciones, en las cuales se demuestra que esta duracién es suficiente para
que ocurra de manera completa el proceso de involucién y regeneracién de la glédndula
mamaria (Oliver & Sordillo, 1988, Sordillo et al., 1997).

Desde la perspectiva de la salud de la ubre, el objetivo del manejo del secado es que
las vacas alcancen una nueva lactacién con una ubre sana y libre de infeccién. Durante
el secado, la glédndula mamaria es susceptible de contraer nuevas infecciones, muchas de
las cuales persisten tras el parto y son causa de la mayoria de las infecciones encontradas

al inicio de la siguiente lactacién.
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llustracién 1. Antibiograma sistema ATB (bioMériux) de Pseudomonas aureginosa y Strep.uberis.

Fuente: Lucia Lavin-Alconero

llustracién 2. Halos de inhibicién producidos por Strep.uberis al reaccionar con distintos antibidticos.

Fuente: Lucia Lavin-Alconero
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1.1.7. SUSCEPTIBILIDAD DE LA UBRE A LA MAMITIS DURANTE EL SECADO.

Es un hecho constatado que las vacas secas, especialmente al principio del secado
y en el periparto, tienen alta susceptibilidad para contraer nuevas infecciones (McDonald
& Anderson, 1981, Oliver & Mitchell, 1983, Eberhart, 1986, MartinRichard, 2001). Esto
se asocia con el cese de las prdcticas de higiene del ordefio, entre ellas: el lavado de
las ubres, el bafio de pezones y la propia extraccién de la leche, todo ello contribuyendo
al desarrollo de las bacterias en la ubre. Asi mismo, durante este periodo, la piel de la
ubre contiene una mayor poblacién microbiana.

Al principio del periodo seco, cuando tiene lugar la involucién de la glandula mameo-
ria e incluso al final de la calostrogénesis, es el momento en que las bacterias tienen una
mayor accesibilidad para penetrar en el canal del pezén (Cousins et al., 1980). Comalli
et al. (1984) y McDonald et al. (1975) explican que el incremento en la presién intrama-
maria tras el cese en la produccién de leche y acumulacién de calostro, previo al inicio
del parto, provoca una dilatacién del canal facilitando la entrada de las bacterias por el
canal del pezén hasta llegar a la cisterna de la ubre.

En relacién a los mecanismos de defensa utilizados por la ubre ante la colonizacién
de microorganismos, diversas investigaciones han demostrado un incremento en el nimero
de leucocitos y un cambio en el porcentaje de las diferentes formas leucocitarias (linfocitos
y PMN) que migran desde la parte distal de la cisterna de la ubre hasta la roseta de
Firstenberg durante los primeros 21 dias tras la involucién, por lo que, la susceptibilidad
a una infeccién de la ubre es mayor antes de este periodo (Nickerson & Pankey, 1983).
Existe pues, un mdximo riesgo en las 2 primeras semanas, antes del secado, hasta que
finaliza la involucién de la glandula, y en las 2 dltimas, antes del parto, hasta que se
finaliza la calostrogénesis (Bradley & Green, 2004).

Oliver y Mitchell (1983), estudiando la susceptibilidad de las ubres a la infeccidn
durante el secado, el periparto y el inicio de la lactacién, encontraron que el 7,5 % de
los cuartos estudiados se infectaron en los primeros dias del secado, de los cuales un 63

% continué con la infeccién a lo largo del secado.
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1.1.8. REPERCUSION DE LAS INFECCIONES MAMARIAS PRODUCIDAS DURANTE EL SECADO EN LA SIGUIENTE LACTACION.

Se han llevado a cabo muchos estudios sobre la influencia del estado sanitario de
las ubres durante el secado, tras el parto y sobre la incidencia de mamitis clinicas en la
siguiente lactacién (Eberhart, 1986, Green et al., 2007). El equipo de Green (Universidad
de Aberdeen, Escocia) ha trabajado extensamente sobre estos aspectos. En sus trabajos
encontraron que el aislamiento de Strep.dysgalactiae, Ent.faecalis y otros patégenos en
muestras tomadas en el periodo de secado incrementaban el riesgo de sufrir infeccién clinica
inframamaria durante la siguiente lactacién, asi como cuando daban positivos los cultivos
de muestras tomadas al final del secado y tras el parto. El 60 % de las IIM adquiridas
durante el secado aparecieron en las 2 primeras semanas de lactacién y el 90 % dentro
de los 150 dias tras el parto (Green, 2003, Green et al., 2007).

Un estudio realizado por Green et al. (2002), en el que asociaron las mamitis
clinicas surgidas durante una lactacién con infecciones producidas durante el periodo
seco anterior, mostré que los microorganismos obtenidos durante el periodo seco fueron:
Strep.dysgalactiae, Strep.uberis, Ent.faecalis, SCN, Serratia spp., E.coli y Klebsiella spp.,
que se encontraron entre el dia 8 y dia 14 anterior al parto; posteriormente al parto se
encontraron los siguientes microorganismos: Strep.uberis, SCN, E.coli y Klebsiella spp. Asi
mismo Bradley y Green (2001) describe que las infecciones encontradas en las etapas
tardias del secado pueden persistir hasta el parto provocando mamitis clinicas en la nueva

lactacion.

1.1.9. PREVALENCIA DE PATOGENOS AMBIENTALES DURANTE EL SECADO.

Durante el periodo seco, la exposicién de las vacas a patégenos contagiosos decrece
mientras que se mantiene el riesgo de las IIM por patégenos ambientales (Eberhart, 1986).
Jiménez Galdn (2006), afirma que Strep.uberis es el microorganismo predominante durante
el periodo de secado. En su estudio se lleva a cabo un seguimiento de las infecciones por
Strep.uberis, con una prevalencia del 33 % en la granja estudiada, estando el 44 % de
las vacas infectadas por este patégeno y mostrando recuentos superiores a 200000 cs/ml
ya en el primer control, indicando una infeccién previa al parto, que se mantiene durante

toda la lactacién con altos RCS.
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1.1.10. CURACION DURANTE EL SECADO.

La tasa de curacién durante el secado es mds alta que durante la lactancia, elimi-
nando infecciones existentes y otras nuevas que se producen al inicio del periodo seco. El
tratamiento sistemdtico de todas las vacas del rebafio con antibiéticos durante el secado
forma parte de los programas de lucha contra la mamitis desde los afios 70 en la mayor
parte de los paises Europeos. El tratamiento antibiético es el método de control més eficaz
en la lucha contra las infecciones mamarias, capaz de eliminar entre el 70 y el 90 % de
las infecciones. Son formulaciones de liberacién lenta que suministran antibiéticos durante
todo el periodo seco y presentan un tiempo de supresién largo, de unos 30-55 dias. Con
estos tratamientos se pretende eliminar las IIM presentes al inicio del secado y prevenir
nuevas infecciones al final del periodo seco.

A pesar de que durante el secado la terapia con antibidticos reduce la tasa de nuevas
infecciones en la mayor parte de este periodo, presenta una baja efectividad al final del
mismo (Smith et al., 1985). A su vez, Eberhart, ademds de constatar que el tratamiento en el
secado no es efectivo contra las infecciones en el periparto, es més concreto al afirmar que
el tratamiento en el secado deja residuos y no es eficaz en el periparto (Eberhart, 1986).

En algunos paises como EEUU se emplean los antibidticos junto a selladores internos
para compensar el problema de la pérdida de efectividad del tratamiento antibiético al
final del periodo seco o si el secado dura mds de lo esperado (Zadoks & Schukken, 2006),
mientras que en otros, como en Dinamarca, el tratamiento sistemdtico en el secado estd
prohibido, En este pais se entiende que la solucién al problema de las mamitis durante el
secado y fras el parto se debe buscar en el tratamiento selectivo de vacas que terminan
la lactacién con una infeccién y la realizacién de una buena rutina de secado y un buen
manejo de las vacas durante este periodo (Vaarst, 2001). Por su parte, en Noruega abogan
por la aplicacién de una terapia en el secado selectiva més que una terapia sistemdtica
con el mismo producto a todas las vacas del rebafio dentro del programa de control de
mamitis en Noruega (Osterds et al., 1999).

Sol et al. (1994) llevaron a cabo un estudio para analizar los factores que influyen
en la efectividad del tratamiento en el secado, encontrando que la probabilidad de cura
desciende en cuartos con altos RCS, en funcién de la edad de la vaca, y en vacas con

mds de 1 cuarto infectado. A partir de los datos obtenidos en este estudio crearon un
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modelo matemdtico de prediccién de probabilidad de curacién que, en funcién de la edad
de la vaca, el ndmero de cuartos infectados, el patégeno, el RCS predice el éxito de un
tratamiento y la utilidad de su aplicacién.

Huijps y Hogeveen (2007) emplearon un modelo matemdtico para el estudio del
costo asociado al control de la mamitis alrededor del parto, valorando 3 supuestos: 1. Tra-
tamiento sistemdtico de todas las vacas al secado; 2. Tratamiento selectivo y 3. Ningin
tratamiento.

Como se observa en la tabla 5, los gastos medios por vaca son bastante similares
en los 3 supuestos, aunque la variabilidad es mucho més baja en el modelo convencional
basado en el tratamiento sistemdtico de todas las vacas, que en los otros 2 modelos, en
los que las diferencias de gasto entre vacas es muy grande. En el caso de la aplicacién de
tratamiento selectivo, el 59 % de los costos estdn asociados a las mamitis clinicas que se
inician durante el secado y periparto que se deben tratar al inicio de la lactacién, costos
que constituyen el 82 % del gasto total en el modelo de no tratamiento. Concluyen que
la eleccién entre uno u ofro sistema depende del manejo que lleve a cabo el ganadero

para reducir el riesgo de infeccién durante el secado.

Tabla 5. Relacién del coste con el tipo de tratamiento.

VACAS TRATADAS 100 % 35 % 0 %
IIM tras el parto 7,48 % 12,33 % 19,28 %
Coste medio por vaca’ 15,60 )72 19,02
P (10,61:26,61) (4,86:29,41) (4,08-42,60)
Costes debidos al tratamiento 279, 509 82 9,
de mamitis clinicas tras secado ° ° °
Costes debidos al tratamiento 65 % 26 % 0%

al secado

*  La unidad monetaria es el euro.
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1.2.  IMPORTANCIA DE STREPTOCOCCUS UBERIS Y SUS METODOS DE ESTUDIO.

e Historia y clasificaciéon de Streptococcus uberis

Seeley (1951), realiza una revisién bibliografica describiendo los hallazgos obtenidos
por numerosos investigadores para denominar la especie Strep.uberis.

En 1928 se describe una especie asociada al género Streptococcus que provoca
infecciones mamarias bovinas y cuyas propiedades discrepan de la especie Streptococcus
agalactiae.

Durante los 4 afios posteriores a la descripcién de la especie desconocida, investiga-
dores alemanes como Klimmer, Haupt y Roots en 1928, el austriaco Diernhofer en 1932 y
el britdnico Edwards en 1932, clasificaron a este organismo como una especie distinta. Los
alemanes trabajaron con 18 aislamientos procedentes de muestras de leche, a los cuales
denominaron “Grupo II”, y observaron las reacciones ante diferentes pruebas bioquimicas,
como la fermentacién de azdcares. Las bacterias “Grupo II” fermentaban la sacarosa vy la
salicina, pero no la rafinosa, presentaban crecimiento a 10 °C, y en un medio de lactosa,
a un pH de 4,5 a 4,8 e hidrolizaban el hipurato. Asi mismo, en la prueba del tornasol la
leche tomaba un color enrojecido, lo cual indica la ausencia de reduccién y coagulacién,
y la prueba de azul metileno fue “transitoriamente” positiva. En 1932, Edwards describe
un “Grupo llI” de estreptococos, que coincidia con las caracteristicas descritas por Klimmer,
Haupt y Roots, pero al que sometié a ofras pruebas bioquimicas, como la fermentacién
de la inulina y el manitol, con resultado positivo, asi como el crecimiento en glucosa a
un pH de 4,5 a 4,8 y la hidrdlisis de esculina.

En 1932 Diernhofer, examiné las cepas de la coleccién inglesa denominadas “Gru-
po llI” y concluyé que presentaban las mismas caracteristicas que las cepas aisladas a
partir de muestras de leche en su laboratorio, denominando al organismo Streptococcus
uberis, anadiendo la siguiente descripcién: colonias con borde suave en el medio de cultivo,
diplococos, test del tornasol con resultado gradualmente enrojecido sin presentar coagulao-
cién de la leche, la prueba del azul de metileno transitoriamente positiva, formacién de
4cido a partir de glucosa a pH 4,7, fermentacién de lactosa, sacarosa, manitol e salicina
pero no de rafinosa y glicerol, hidrélisis del hipurato y esculina positiva. Plastridge en

1936 comparé sus cepas de Streptococcus “Ba” con la cepa de Streptococcus uberis de
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Diernhofer y obtuvo las mismas conclusiones por lo que, denominé al cultivo de Strep-
tococcus “Ba” como Strep.uberis. A pesar de que muchos investigadores no coincidian
en todas las caracteristicas bioquimicas descritas para la especie de Strep.uberis, actual-
mente se utiliza el nombre de Strep.uberis propuesto por Diernhofer para denominar a la
especie.

Por ofro lado, las caracteristicas serolégicas de Streptoccocus uberis no aclaraban
la situacién. Hansen, en 1935, observé que las caracteristicas serolégicas de Strep.
uberis se acercaban a las caracteristicas serolégicas de Strep.agalactiae y Enterococcus
fecales, mientras que Plastridge y Williams en 1939 determinaron su cercania al grupo
E de Lancefield, més que a ningdn otro grupo serolégico, al igual que Jacob en 1947,
que observé que las caracteristicas serolégicas de Strep.uberis tienen mayor afinidad con
los miembros del grupo E.

Por tanto, la clasificacién de Strep.uberis ha sido muy confusa debido a la variabili-
dad de las reacciones en algunos de los tests realizados. Estos problemas se solucionaron
con los estudios de hibridacién del ADN realizados por Garvie y Bramley (1979), donde
identificaron dos genotipos el tipo | que denominaba Strep.uberis y el tipo Il que deno-
minaba Strep.parauberis, asi identificaron 2 especies distintas de manera precisa. Otros
autores como Willians y Collins (1990) analizaron los oligonucleétidos comprendidos en la
regién 16S del ADNr mediante RT-PCR y determinaron que ambos genotipos presentaban
caracteristicas filogenéticas distintas entre ellos y entre ofras especies de Streptococcos.
Asi mismo, ofros autores identifican mediante PCR regiones especificas del ADN que
codifican para el gen 16S ADNr, el gen 23S ADNr y regiones de ADN intergénicas
16-23S ADNr para la identificacién de Strep.uberis y Strep.parauberis de forma directa,
répida y sin resultados dudosos (Abdulmawjood & Lammler, 1999, Hassan et al., 2001,
Khan et al., 2003).

1.2.1. INTERES ACTUAL DE STREPTOCOCCUS UBERIS EN ESPANA.

Mltiples estudios de dmbito nacional sobre la prevalencia de gérmenes aislados de
infecciones mamarias bovinas muestran datos muy variables entre Comunidades Auténo-
mas. A partir de datos obtenidos en grupos de trabajo de comunidades auténomas, como:

Pais Vasco, Navarra, Andalucia, Castilla la Mancha, Asturias y Catalufia, se concluye que
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Strep.uberis representa entre el 3,2 % y el 16 % del total de microorganismos aislados
de muestras de leche recibidas en los correspondientes laboratorios durante 2001 (De
prado et al., 2001).

En el congreso de G-Temcal del afio 2006, el autor Jiménez Galdn (2006) presentd
los resultados obtenidos de 8 laboratorios espafioles en los correspondientes departamentos
de mamitis, encontrando que la prevalencia de este patégeno mamario también resulté
variable entre comunidades, desde un 5,5 % en Catalufia hasta un 17,4 % en Pais Vasco
y Navarra. En este trabajo se concluyd que el 69 % de los patégenos ambientales mama-
rios aislados de muestras de leche en Espafia son Streptococcus spp., de los que en un
43,5 % las infecciones son producidas por Strep.uberis.

En el XIl Congreso de Anembe de 2008, Esnal et al. (2008) presentaron los resultados
referentes a la prevalencia de patégenos en las muestras de leche llegadas a su laborato-
rio procedentes de casos de mamitis clinicos y subclinicos, mostrando que las infecciones
subclinicas por Strep.uberis representan el 8,09 %, mientras que el 10,32 % pertenecen
a infecciones clinicas. A pesar de que estas cifras no reflejan la importancia cuantitativa
de este patégeno, cuando aplican el indice de Patogenidad Clinica (IPC), que estima el
potencial patégeno de cada microorganismo para inducir mamitis clinica, se encuentra
que entre las especies mds prevalentes son las Enterobacterias las que muestran un IPC
mds elevado, con 1,78 %, y entre los estreptococos, Strep.agalactiae y Strep.uberis son
los que presentan mayor potencial clinico.

En Cantabria, se estd llevando a cabo, desde hace 10 afos, un programa de
mejora de calidad de leche que abarca casi el 90 % de las explotaciones de leche de
Cantabria. Entre los datos aportados en los informes anuales se incluye la etiologia de los
patégenos implicados en los procesos mamarios y, concretamente, Strep.uberis presenta
una variacién en su prevalencia desde 12,2 % para el afio 2004 hasta 22,63 % para
el afio 2011. Estos datos se obtienen a partir de muestras de leche recogidas en cuartos
donde hay vacas con mamitis clinica y subclinica. Datos mds antiguos publicados en el

2002, muestran esta fluctuacién en la prevalencia de Strep.uberis, desde un 10,2 % en

1998 a un 16,6 % en 2001 (Garcia et al., 2002).
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1.2.2. TIPO DE TRANSMISION DE STREPTOCOCCUS UBERIS.

El interés de los patégenos ambientales frente a los patégenos contagiosos se debe al
hecho constatado de que tras afios de aplicacién del protocolo establecido para la lucha
contra la mamitis, se ha reducido el nimero de infecciones por patégenos contagiosos
(fundamentalmente, Sthaphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae), mientras que han
aumentado las infecciones por patégenos ambientales (Streptococcus uberis, Streptococcus
dysgalactiae, Escherichia coli y otros), lo que ha puesto de manifiesto que estas medidas
no son igualmente efectivas para todos ellos.

Autores de todo el mundo coinciden en que en los Gltimos afios, dentro de los paté-
genos ambientales, Strep.uberis ha pasado a ser el patégeno aislado con mds frecuencia
en infecciones mamarias. Esto se debe principalmente a la ubicuidad de este patégeno,
pudiéndose encontrar en el entorno de las vacas, y por tener una gran capacidad para
sobrevivir y multiplicarse, tanto dentro como fuera de la ubre (Wieliczko et al., 2002,
Zadoks et al., 2003, McDougall et al., 2004). Se han aislado cepas de Strep.uberis de
zonas extramamarias como la piel de ubre, la piel del abdomen, los labios, los pezones,
el tracto urogenital, las tonsilas, el recto, el rumen, los orificios nasales, los ojos, la piel
del pecho, las heces etc. (Bramley, 1982) y, también, de otros lugares pertenecientes al
entorno de las vacas, como las dreas de transito de las vacas, las cama, el pasto (Zadoks
et al., 2005).

La variedad de cepas de Strep.uberis encontradas en muestras de leche infectada
sugiere una seleccién al azar desde uno o varios focos de contaminacién. Por lo que, un
andlisis de las focos medioambientales involucrados en la patogenidad de Strep.uberis

en la ubre podrian facilitar el control de mamitis producidas a través del medioambiente

(Zadoks & Schukken, 2006).

1.2.3. IDENTIFICACION BIOQUIMICA Y GENETICA.

En los laboratorios de diagnéstico, de manera rutinaria, se aplican métodos de iden-
tificacién fenotipica utilizando test bioquimicos sencillos o sistemas comerciales de
identificacién que requieren un periodo de 24-48 h para obtener resultados (ilustracién 3).

Es necesario resaltar que, los procedimientos comunes de identificacién de cocos Gram
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positivos, aislados de muestras de leche, son insuficientes y presentan, en ocasiones, resulta-

dos dudosos en la identificacién de Strep.uberis (Devriese et al., 1999, Fortin et al., 2003).

llustracién 3. Colonias de Strep.uberis en el medio agar sangre tras 24 h de incubacién.

Fuente: Lucia Lavin-Alconero.

Las técnicas moleculares han proporcionado una mayor rapidez de identificacién
de especies bacterianas, utilizando, entre otros, oligonucleétidos especificos de secuencia
involucrados en la codificacién de genes como en la regién 16S ADNr, genes involucrados
en la regién 23S ADNr y en el espacio intragenético de 16S-23S ADNr con todo esto se
ha permitido distinguir entre cepas bacterianas relacionadas (Busse et al., 1996, Forsman
et al., 1997). En este sentido, Bentley (1991) y Bentley y Leigh (1995) demuestran que la
variabilidad en la secuencia de la regién V2 del 16S ADNr permite la diferenciacién de
31 especies del género Streptococcus incluidos Strep.uberis y Strep.parauberis.

Francois et al. (2001), aplicaron la técnica RAPD para la identificacién de cepas
de Strep.agalactiae, Strep.dysgalactiae y Strep.uberis, y encontraron un fragmento comdn
de ADN en todos los aislamientos de Strep.agalactiae estudiados, ausente en las otras
especies. Estos resultados indican que las metodologias moleculares constituyen una herra-
mienta eficaz para el diagndstico y la investigacién epidemioldgica de estreptococos en

el ganado bovino.
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1.2.4. TIPIFICACION MOLECULAR DE STREPTOCOCCUS UBERIS.

Como ya se ha comentado, Strep.uberis es una de las principales causas de mamitis
que afecta no sélo en el dmbito nacional, sino, también, en numerosos paises, como Aus-
tralia (Phuektes et al., 2001), Brasil (Costa et al., 1998), Canadd (Sargeant et al., 1998b),
Holanda (Barkema et al., 1999), Nueva Zelanda (Douglas et al., 2000) y Reino unido
(Leigh, 1999). Es una bacteria dificil de controlar (Bramley, 1984, Leigh, 1999) debido
a que su comportamiento epidemioldgico no estd del todo claro (Peeler et al., 2000,
Phuektes et al., 2001). El principal reservorio es el medio-ambiente de las vacas e incluso
zonas extramamarias del animal (Cullen & Little, 196%a, Bramley, 1982) , por lo que las
infecciones pueden ocurrir en cualquier momento del ciclo vital de los animales, incluso en
novillas (Robinson et al., 1985, Oliver, 1988), y, dado que estas Gltimas no han tenido
relacién con la sala ordefio, se descarta una transmisién vaca-vaca y considerdndose como
fuente de contaminacién el medioambiente. Asi que debido a la naturaleza medioambiental
de Strep.uberis las prdcticas empleadas para su control a través del protocolo de control
y manejo no se consideran totalmente eficaces (Neave et al., 1969).

Sin embargo, gracias a la epidemiologia molecular y a modelos de aproximacién
matemdtica, se pueden tener indicios sobre la emergencia de una transmisién contagiosa
por parte de Strep.uberis. El conocimiento de los distintos genotipos existentes dentro de
un mismo rebafio lechero unido a los estudios de tipificacién pueden mostrar evidencias
de una transmisién directa y la presencia de cepas predominantes en los rebafos (Baseg-
gio et al., 1997, Phuektes et al., 2001).

Ruth Zadoks, de la Universidad de Edimburgo y especialista en epidemiologia mole-
cular veterinaria, es una defensora de la doble naturaleza de Strep.uberis como patégeno
ambiental y contagioso. Asi, en un trabajo publicado en 2003, aplicando la técnica RAPD,
encontré una cepa predominante en cada explotacién estudiada, resultando que el 80 %
de las infecciones con sintomas clinicos estaban relacionadas con la cepa dominante,
mientras que las infecciones subclinicas lo estaban con una variedad mayor de cepoas.
Asi mismo, encontrd la misma cepa en los distintos cuartos infectados por Strep.uberis de
una misma vaca (Zadoks et al., 2003).

Lopez-Benavides et al. (2007) estudiaron la variabilidad genética de Strep.uberis apli-

cando MLST (multilocus sequence typing), tanto sobre cepas aisladas en muestras de leche
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de cuartos infectados como en cepas aisladas de muestras tomadas del medioambiente,
enconfrando una gran heterogeneidad: 39 tipos (ST) diferentes de cepas entre los 64
aislados medioambientales y 40 tipos (ST) entre los 58 aislados de 48 vacas infectadas,
encontrando cepas aisladas del medioambiente como responsables de 1IM.

Estos estudios parecen sugerir no sélo la transmisién vaca a vaca, sino también la
infeccién de multiples vacas a partir de una fuente ambiental comdn.

En un trabajo de McDougall et al. (2004) en el que se aplica PFGE (pulsed field gel
electrophoresis) al estudio de infecciones por Strep.uberis, se muestra un alto grado de
heterogeneidad dentro de las explotaciones estudiadas y entre explotaciones, no obser-
véndose ningin tipo predominante en las ubres. Los autores deducen que estos resultados
podrian reflejar diferencias epidemiolégicas de las infecciones por Strep.uberis entre los
sistemas de produccién, observdndose que la fuente medioambiental es la predominante
en los sistemas extensivos.

Los resultados de todos estos estudios ponen de manifiesto que la epidemiologia de
Strep.uberis plantea todavia muchos interrogantes sobre la via de transmisidn, contagiosa
o ambiental, o sobre los factores implicados en la predominancia de cepas determinadas.

Por ofra parte, las técnicas de epidemiologia molecular pueden usarse para diferenciar
enire procesos infecciosos persistentes y la introduccién de un nuevo patégeno, y entre no
curacién y curacién seguida de reinfeccién con un organismo diferente.

El grupo de Oliver llevé a cabo, en 1998, el seguimiento durante 2 afios de 14
cuartos infectados por Strep.uberis (8 vacas) y 12 por Strep.dysgalactiae (6 vacas) con
el objetivo de estudiar la persistencia de las infecciones por estos patégenos a lo lar-
go de una lactacién y de una lactacién a otra. Algunas infecciones se diagnosticaron
como persistentes, pues encontraron el mismo subtipo de una lactacién a otra, mien-
tras que en ofras infecciones encontraron varios subtipos, lo que asociaron a nuevas
infecciones (Oliver et al., 1998b).

McDougall et al. (2004), aplicando la técnica PFGE al estudio de infecciones por
Strep.uberis a lo largo de una lactacién, como se ha comentado, encontraron un alto
grado de heterogeneidad en las cepas de Strep.uberis aisladas, lo cual hace improbable
una fransmisién contagiosa, interpretdndose como infecciones producidas por procesos

de curacién-reinfeccién. Sélo en la mitad de las vacas y en el 50 % de los cuartos con
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infeccién crénica se encontré el mismo tipo durante toda la lactacién. Asi mismo, sélo el
14 % de las vacas con mds de 1 cuarto infectado presentaron el mismo tipo en todos los
cuartos, lo cual sugeria que la transmisién de la infeccién no se producia entre cuartos,
sino que procedia del medioambiente.

Las IIM causadas por Strep.uberis pueden ser clinicas o subclinicas y pueden variar
en su duracién. Las infecciones subclinicas pueden pasar desapercibidas durante un largo
periodo de tiempo vy tienen la posibilidad de extenderse y persistir en el tiempo, posibi-

litando la transmisién mediante la méquina de ordefio (Hill, 1988, Peeler et al., 2000).

1.2.5. FACTORES DE VIRULENCIA DE STREPTOCOCCUS UBERIS.

Como ya se ha comentado a lo largo de esta introduccién, los patégenos mamarios
se pueden clasificar, en funcién del tipo de transmisién, como: contagiosos, donde la
transmisién es de vaca a vaca, o ambientales, donde el contagio se produce desde los
reservorios medioambientales.

Los mecanismos de control y prevencién desarrollados para erradicar patégenos
mamarios, han obtenido resultados positivos en la eliminacién de patégenos, como Strep.
agalactiae o S.aureus, apoydndose en el uso de antibidticos y una higiene adecuada, el
pre-dipping y el bafio de pezones al final de cada ordefio, entre otros. Estos mecanismos
evitan la colonizacién de los conductos galactéforos y del tejido mamario por patégenos
mamarios (Neave et al., 1969), pero no son muy eficaces para infecciones mamarias
producidas por patégenos ambientales, como Strep.uberis, debido a su alta prevalencia,
sobre todo, en el medioambiente de la explotacién (Bramley & Dodd, 1984). Esto supone
una exposicidn continua de los animales al patégeno, presente en los reservorios medio-
ambientales (Jasper et al., 1975), independientemente del ciclo reproductivo en el que se
encuentren, ya sea el periodo de lactacién o de secado (Cullen, 1969), resultando, por
tanto, muy complicado su erradicacién.

Las especies pertenecientes al género de los estreptococos representan un grupo muy
numeroso que se ha adaptado a diversos hdbitats, formando parte de la flora sapréfita
de la boca, la piel, el tracto intestinal y respiratorio de animales y humanos. La super-
vivencia de este grupo se debe a estrategias evasivas de las defensas del hospedador

(Oliver et al., 1998aq).
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Para disminuir e incluso inactivar las defensas de la glandula mamaria, Strep.uberis
ha desarrollado factores de virulencia y mecanismos de patogenia, algunos de los cuales
se utilizan para evitar las defensas fagociticas, mejorando su capacidad para adherirse a
las células epiteliales y, asi, colonizarlas para desarrollar una infeccién.

Los principales factores de virulencia del Strep.uberis estudiados durante los Gltimos

afios se desarrollan en los siguientes apartados:

Factores extracelulares

* Relacionados con la cdpsula

Es uno de los mecanismos mds importantes para las bacterias patégenas, ya que
evita las funciones fagociticas del hospedador. Para ello, algunas bacterias utilizan meca-
nismos como repulsién electrostatica, mimetismo antigénico, enmascaramiento del antigeno,
barreras fisicas entre la bacteria y el fagocito, deplecién de factores de opsonizacién y
supresién de la actividad fagocitica (Densen & Mandell, 1980, Spitznagel, 1983, Speert
et al., 1988).

Entre los factores de virulencia de Strep.uberis relacionados con la cdpsula se
encuentran la produccién de hialuronidasas y la cépsula de écido hialurénico (Schaufuss
et al., 1989), que provocan una disminucién en la proliferacién de las MAC-T durante
el periodo de preparto (Matthews et al., 1994b). En otros estudios se explica la accién
de la cdpsula como mecanismo antifagocitico, siendo destruidos el 48 % de los Strep.
uberis encapsulados frente 75 % de los Strep.uberis no encapsulados (Almeida & Oliver,
1993). La cdpsula de dcido hialurénico bloquea a los receptores Fc de la superficie de
las células fagociticas, por lo que se impide la opsonizacién de la bacteria (McNeil et
al., 1989). El mecanismo de repulsién electrostdtica se debe a las cargas negativas que
presenta la cdpsula de dcido hialurénico y la membrana de los fagotitos, pero para ello
se necesita la ausencia de anticuerpos IgG2 anticapsulares. La otra caracteristica atribuida
a la cépsula es el mimetismo antigénico.

En definitiva, el dcido hialurénico, presente en todos los mamiferos, no lo detecta
répidamente el sistema inmunoldgico del hospedador y ello proporciona el tiempo necesario
a la bacteria para crecer, adherirse e invadir las células epiteliales mamarias (Almeida

et al., 1996).
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e Factor uberis

La reaccién hemolitica provocada por algunas cepas de Strep.uberis es semejante a
la producida por el factor CAMP de Strep.agalactiae. Estudios realizados por Skalka et al.
(1980) y Lopes et al. (1995) informan que el factor uberis es quimicamente semejante al
factor CAMP, provocando la misma respuesta inmunogénica, hemolizando completamente
los eritrocitos de la sangre de cordero afiadida al medio de cultivo agar sangre, aunque

difieran en su respuesta antigénica.

Factores asociados a su actividad

® |nvasién

la capacidad de invasién de Strep.uberis de las células epiteliales mamarias en
estudios realizados in vivo, responde a un mecanismo de proteccién frente a las defensas
del hospedador y a la accién de antibidticos. Para ello, la bacteria se une a la superficie
y a las estructuras celulares (Falkow et al., 1987). Aunque cada cepa Strep.uberis puede
estar asociada a unos mecanismos de virulencia caracteristicos, como la produccién de
4cido hialurénico, expresién de la cdpsula, adherencia extracelular, efc., los microfilamentos
son necesarios para la internalizacién de Strep.uberis en las células epiteliales mamarias,
mientras que no se requieren de los microtibulos para la infeccién. En los estudios rea-
lizados por Matthews et al. (1994a) se describe la siguiente secuencia temporal durante
la invasién in vivo:

— A las 2 h: proximidad del Strep.uberis a las microvellosidades de las células epi-

teliales mamarias e invaginacién de la bacteria en el citoplasma.

— A las 8 h: Strep.uberis y miltiples bacterias en el interior de las vacuolas de las

células mamarias epiteliales.
— A las 24 h: aparicién de las bacterias en el citoplasma para replicarse.
No se produce degeneracién del tejido mamario como consecuencia de la internali-

zacién del microorganismo, pero si afecta a las funciones celulares de secrecién y como

consecuencia se produce una disminucién de la produccién de leche.
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* Activador del plasminégeno

La capacidad de las bacterias para degradar la leche depende de la presencia de la
enzima caseolitica y la proteasa plasmina. La transformacién del plasminégeno en plasmina
se lleva a cabo por activadores del plasminégeno como, por ejemplo, la streptoquinasa
presente en algunas especies de Streptococcos. El plasminégeno es una proteina sérica
que participa en procesos fisioldgicos de los mamiferos, tales como la degradacién de
las membranas extracelulares, la disolucién de codgulos en la sangre (fibrinolisis) y las
migraciones celulares. Se encuentra en la sangre de manera inactiva y para su activacién
necesita 2 enzimas: uroquinasa y el activador tisular del plasminégeno. Los factores de
activacién del plasminégeno estudiados para el Strep.uberis son el factor Pau A (Rosey et
al., 1999), Pau B (Ward & Leigh, 2002) y Skc (Johnsen et al., 1999).

La activacién del plasminégeno contribuye al incremento del contenido en aminod-
cidos libres durante el periodo de no lactacién, lo que se traduce en un aumento en el

crecimiento de Strep.uberis (Oliver, 1991).

e Expresién de proteinas de superficie

La expresién de proteinas de superficie en Strep.uberis estd regulada por componentes
extracelulares como el coldgeno, la laminina y por las células mamarias epiteliales (Gilbert

et al., 1997). La sintesis de estas proteinas es necesaria para comenzar la infeccién.

1.2.6. METODOS DE ESTUDIO: LA TIPIFICACION MOLECULAR APLICADA A LOS ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS.

Historia y ventajas

Riley (2004) define la epidemiologia como el estudio de la distribucién, de la
deferminacién de salud y de enfermedad a través de métodos biolégicos moleculares.
Las técnicas moleculares se pueden utilizar para relacionar organismos emparentados y
estudiar su descendencia evolutiva, asi como método de estudio para conocer la trans-
misién y la determinacién de una enfermedad. En esta tesis se lleva a cabo el estudio
de la epidemiologia molecular de las IIM causadas por Strep.uberis, definiéndola como
la integracién de técnicas de biologia molecular al estudio de la epidemiologia (Foxman
& Riley, 2001). Los principales objetivos de la aplicacién de la epidemiologia molecular

son: la identificacién del microorganismo y sus reservorios, sus relaciones biolégicas, sus
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rutas de transmisién y la identificaciéon de genes que confieren caracteristicas especificas,
como los factores de virulencia (Levin et al., 1999). La aplicacién de técnicas moleculares
permite distinguir entre procesos persistentes y la deteccién de nuevas infecciones (Oliver
et al., 1998b, Dopfer et al., 1999), estudiar la virulencia de cepas (Smith et al., 1998),
identificar posibles dianas para el desarrollo de vacunas (Leigh et al., 1999), e identificar
las resistencia a antibidticos (Devriese & Hommez, 1975).

Es extenso el nimero de técnicas moleculares para la identificacién de especies y
cepas, pero se pueden clasificar en fenotipicas y genotipicas dependiendo del objetivo
del estudio, ya sea para diferenciar caracteristicas morfolégicas, fisicas o bioquimicas
procedentes de la expresién de genes (fenotipico) o identificar mediante el estudio del
material genético (genotipo). Los métodos fenotipicos incluyen susceptibilidad a antibidticos,
serotipado, biotipado, fagotipado efc., y los métodos genotipicos incluyen técnicas de
tipificaciéon molecular que permiten analizar secuencias de ADN para obtener informacién

de un gen concreto o, incluso, de todo el genoma.

1.2.7. AVANCES RECIENTES EN LA INVESTIGACION DE LA MAMITIS.

Muchos de los progresos recientes en nuestra comprensién sobre los patégenos
bacterianos implicados en IIM se deben a la epidemiologia molecular. Esta disciplina
ha proporcionado un gran nimero de herramientas para un conocimiento mds exacto
de los patégenos, como se puede ver en la revisién de Zadoks y Schukken (2006).
Los conceptos cldsicos de patégenos ambientales y contagiosos han sido revisados en
numerosas publicaciones respecto al uso de la tipificacién molecular, observandose que
algunos microorganismos clasificados tradicionalmente como contagiosos no demuestran
una transmisién vaca a vaca (Zadoks et al., 2003, Munoz et al., 2007, Fournier et al.,
2008). Se trata de cepas individuales cuyo comportamiento varia dependiendo del hospe-
dador. Esta adaptacién es decisiva para definir la patogenicidad de la bacteria y el tipo
de mamitis, ya que no se vuelven a encontrar estas cepas en ofros hospedadores o en
ofros casos de mamitis. Numerosos autores han descrito la adaptacién al hospedador por
parte de algunos patégenos mamarios, tales como: Escherichia coli (Dogan et al., 2006),
Staphylococcus aureus (Herron-Olson et al., 2007), Streptococcus agalactiae (Bisharat et

al., 2004), Klebsiella spp. (Munoz et al., 2007) y Streptococcus uberis. Se espera en los
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proximos afios, la identificacién de muchos de los genes asociados y adaptados a la
gléndula mamaria del hospedador. Los progresos en el conocimiento del genoma bac-
teriano junto con el desarrollo de técnicas de caracterizacién molecular, permitirdn una
deteccién mds rdpida y exacta de los agentes causantes de la mamitis, utilizandose como

herramientas de diagnéstico rutinario en el futuro.

1.2.8. TERMINOLOGIA MOLECULAR.

Las definiciones relacionadas a continuacién son las utilizadas por el grupo de trabajo
de tipificacién molecular de la Sociedad de Salud y Epidemiologia de América (Molecular
typing working Group of Society for Healthcare Epidemiology of America) (Tenover et al.,
1997), y por el grupo Europeo que estudia los marcadores epidemiolégicos (European

Study Group on Epidemiological markers) (Struelens, 1996).

e Aislamiento: conjunto de bacterias procedentes de un cultivo puro generado a

partir de una Unica colonia aislada en placa e identificada a nivel de especie.

e Cepa: aislamiento o grupo de aislamientos que muestran caracteristicas diferentes
a ofros aislamientos pertenecientes a la misma especie. Esta distincién puede ser
fenotipica o genotipica.

e Clon: progenie derivada de un antecesor comin y resultado de la replicacién de

ese antecesor.

Algunos de los términos citados se describen en la ilustracién 4.

* Reproducibilidad: capacidad de los métodos de identificacién para generar el

mismo resultado cada vez que se aplique el método de identificacién.

e Poder discriminatorio: capacidad del método de identificacién para diferenciar

cepas bacterianas.

1.2.9. METODOS MOLECULARES.

Existen numerosos métodos moleculares que se pueden utilizar para el estudio epi-
demiolégico. Los utilizados en esta tesis se basan principalmente en la amplificacién de
fragmentos especificos de ADN y en al restricciéon de los dcidos nucléicos, empleando

endonucleasas con secuencias de reconocimiento determinada.
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PLANTAS BACTERIAS ANIMALES
/ NIVEL DE ESPECIE
Strep.agalactiae Strep. uberis S.aureus
Z N\
NIVEL DE CEPA
[ 4 R}
| RP. Strep.uberis | | SP. Strep.uberis
CLONES
/ l \ RP resistente a penicilina
Cantabria i ioil
Asturias Leon SP sensible a penicilina

llustracién 4. Representacién del orden jerdrquico especie, cepa y clon.

Los organismos bacterianos poseen endonucleasas de restriccién que cortan el ADN
por lugares especificos de reconocimiento. Las enzimas son utilizadas in vivo para cortar
ADN extrafio que puede haberse introducido en una bacteria. Muchas de estas enzimas
se han purificado y se utilizan en técnicas de biologia molecular. Dos cepas bacterianas
diferentes tendrdn distintos lugares de corte para una enzima de restriccién concreta, en
funcién de su secuencia genética, generando patrones electroforéticos diferentes.

Entre las técnicas mds significativas basadas en el uso de enzimas de restriccién, se
encuentran las técnicas REA (restriction endonuclease analysis), RFLP (restriction fragment
lenght polymorphism), PFGE (pulsed field gel electrophoresis) y Ribotipado.

En la técnica REA el nimero de fragmentos es muy grande, debido a que se
digiere el ADN genémico del microorganismo, proporcionando informacién suficiente para
distinguir aislamientos pertenecientes a una misma especie, pero la interpretacién de los
patrones de bandas es dificil (Denning et al., 1989). Como simplificacién de este método,
la técnica RFLP se basa en los polimorfismos genéticos que se observan, tras la restriccién

especifica de un fragmento previamente amplificado, entre aislamientos. La diferenciacién
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estd en relacién con el nimero de bandas y el peso molecular de las mismas (Jayarao et
al., 1992, Santos et al., 2008).

Las técnicas anteriormente descritas generan patrones genéticos complicados debido
a la multitud de bandas generadas. Para facilitar la interpretacién se utilizan enzimas
de restriccién que provocan cortes en lugares poco frecuentes, generdndose fragmentos
de ADN muy grandes, que la electroforesis convencional no puede separar. Para poder
resolverlos, surge la técnica de PFGE: el ADN gendémico se embebe en una matriz de
agarosa, formando pequefos bloques en los que se realiza la restriccién. Los fragmentos
generados se separan mediante la variacién periédica del campo eléctrico. La interpreta-
cién de los patrones electroforéticos es sencilla, la técnica es muy reproducible, altamente
discriminativa y muestra las diferencias entre cepas debidos a cambios genéticos que se
han producido en un periodo de tiempo cercano (Tenover et al., 1995). Actualmente es el
método de eleccién en numerosos organismos dedicados a la vigilancia epidemiolégica,
como “The International Molecular Subtyping Network for Foodborne Diseases Surveillance
(PulseNet International)”, que agrupa organismos como centros de control y prevencién de
enfermedades, asociaciones de laboratorios de salud pdblica y agencias reguladoras de
alimentos en todo el mundo (Swaminathan et al., 2006).

La técnica de ribotipado permite clasificar bacterias en funcién de los genes del ARN
ribosomal mediante la digestién del ADN cromosémico y posterior hibridacién con sondas
especificas de cada cepa bacteriana, por lo que puede utilizarse para reflejar diferencias
a nivel de especie y subespecie al comparar dichos patrones con bacterias conocidas.

En relacién con las técnicas que amplifican los fragmentos de ADN para realizar

estudios de tipo epidemiolégico cabe destacar las siguientes:

RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA): en esta técnica se utilizan cebadores
que se unen a regiones no conocidas del ADN, es decir, la unién se produce
al azar, dando lugar a fragmentos de bajo peso molecular. Las ventajas de esta
técnica son que no es necesario conocer el genoma de la bacteria para comparar
cepas bacterianas, su bajo coste y la rapidez de andlisis; mientras que la mayor
desventaja es la baja reproducibilidad y los problemas derivados de contamina-

ciones del ADN amplificado.
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REP-PCR (Repetitive extragenic palindromic) basada en la amplificacién de los
fragmentos de ADN comprendidos entre los elementos repetitivos en el genoma
bacteriano, generdndose fragmentos de distinta longitud (Versalovic et al., 1991).
Existe ofro tipo de elementos denominados ERIC (enterobacterial repetitive interge-
nic consensos) (Hulton et al., 1991) y BOX (Mosaic repetitive elements) presente
en bacterias Gram positivas, representando un conjunto de cluster formado por
3 subunidades de diferente peso molecular (Martin et al., 1992). Esta técnica
permite discriminar entre descendientes de una misma cepa o cepas que estdn
relacionadas en el tiempo, ya que las secuencias repetitivas se conservan a lo

largo de un determinado periodo de tiempo.

AFLP (Amplified fragment length polymorphism) donde se amplifican determinadas
secuencias conocidas del ADN que previamente ha sido cortado con enzimas de
restriccién. La mayor limitacién de la técnica es que se requiere ADN purificado,
junto con el uso de endonucleasas y la unién a adaptadores de alto coste, asi

como un equipo especifico para la deteccién de los fragmentos amplificados (Vos

et al., 1995).
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A pesar de los avances observados a lo largo de los afios en el control de la mami-
tis gracias a programas sanitarios implantados en todos los paises, la infeccién mamaria
sigue siendo el principal problema sanitario en explotaciones de ganado vacuno lechero
y en muchos casos un factor limitante en la rentabilidad de las explotaciones.

El coste econémico de la mamitis en una explotacién es dificil de calcular pues hay
que considerar fanto los costes directos como indirectos. Los costes directos hacen referencia
a las pérdidas asociadas a la retirada de leche “mamitica”, a los descuentos asociados al
empeoramiento de la calidad de la leche que se entrega y conlleva problemas afadidos,
ya que probablemente no pueda ser transformada en derivados lécteos, al incremento de
los servicios veterinarios y terapia antibiética; mientras que los costes indirectos hacen refe-
rencia a todos aquellos derivados de la disminucién de la produccién, la disminucién del
valor de la leche debido al aumento de células somdticas, asi como los costes derivados
del aumento de reposicién y de los costes laborales, puesto que el manejo de animales
enfermos conlleva mayor trabajo.

La mamitis es el resultado de la interaccién de factores asociados a la vaca (estado
inmunitario, edad, estado de lactacién, raza, etc.), al agente causante (tipo de patége-
no, virulencia, etc.) y al medio ambiente (asociadas al manejo general, higiene de las
instalaciones, manejo especifico durante el ordefio, etc.), existiendo distinfos métodos de
prevencién y control de la enfermedad que se centran especialmente en el tipo de mamitis
(clinica, subclinica o incluso crénica) e incluso en la via transmisién (mamitis contagiosa o

ambiental).
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Actualmente, se ha generalizado un programa de control y prevencién de la mamitis

basado en diez puntos bdsicos:

—_

. Seleccién de las vacas por su actitud de ordefo.

N

Uso y mantenimiento apropiado del equipo de ordefio.

3. Buen disefio e higiene de los alojamientos ganaderos.

4. Aplicacién de una buena rutina de ordefo.

5. Realizacién sistemdtica del bafio de pezones después del ordefio.

6. Seguimientos periédicos del rebafio a través del recuento de células somdticas

y fest de California.
7. Tratamiento sistemdtico de las vacas al secado.
8. Tratamiento adecuado de los casos de mamitis clinica durante la lactacién.

9. Sacrificio de las vacas enfermas crénicas y los animales que producen mamitis

clinica de forma repetitiva.

10. Supervisién veterinaria.

La implantacién en las explotaciones de un programa de prevencién de la mamitis
basado en esos diez puntos, donde el ganadero lleve a cabo realmente un seguimiento
continuo del estado sanitario del rebafio y un diagnéstico precoz de las mamitis, particular-
mente de las mamitis subclinicas, constituye una base sélida para el control y disminucién
de infecciones mamarias.

Esto es posible gracias al control mensual a nivel de vaca que lleva a cabo el Control
lechero. Desde 1979, AFCA (Asociacién Frisona de Cantabria) gestiona el centro Autoné-
mico de control lechero en la regién auténoma, manejando informacién muy diversa vy vital
para la gestiéon de las ganaderias. Esta informacién es enviada al ganadero directamente
o a la cooperativa a la que pertenece, bien por correo convencional o, desde 2006,
via on line, de forma que el productor tiene a su disposicién datos sobre la produccién,
la calidad de la leche y el recuento de células somdticas de las muestras tomadas de
todas las vacas en lactacién en cada control mensual, lo que le permite tomar medidas

sanitarias.

42 2. JUSTIFICACION



Uno de los pilares fundamentales en el programa de control de la mamitis es el
tratamiento sistemdtico de todas las vacas durante el secado. Esta prdctica se recomienda

fundamentalmente por dos razones:

1. Curar las infecciones ya existentes y

2. Evitar que aparezcan nuevas infecciones.

La terapia antibidtica durante el secado y los programas de control han reducido
significativamente la prevalencia de mamitis producidas por patégenos contagiosos como
Staphylococcus aureus o Streptococcus agalactiae pero ha sido menos efectiva en el caso
de los patégenos ambientales como Streptococus uberis, Enterococcus spp., Escherichia
coli y ofros, etc., siendo Strep.uberis el mds prevalente de los patégenos ambientales.
Ademds hay que afadir que durante la etapa del secado los animales no reciben las
mismas atenciones que las vacas en lactacién, hecho que contrasta con el conocimiento de
que en esta etapa, especialmente al principio del secado y en el periparto, los animales
presentan una alta susceptibilidad para contraer nuevas infecciones.

Streptococcus uberis es un patégeno extraordinariamente versétil ya que puede afectar
tanto a las vacas lactantes como a las secas, durante el pre-parto o durante la primeras
etapas de la lactacién, e incluso a novillas dando lugar a mamitis clinicas o subclinicas.

Las técnicas de tipificacién molecular estdn contribuyendo a conocer la epidemiolo-
gia de Strep.uberis asi como sus mecanismos de patogenia y virulencia. Por su costo y
la necesidad de contar con personal cualificado, estas técnicas moleculares no pueden
utilizarse de manera rutinaria en la prdctica veterinaria pero su aplicacién en estudios
epidemioldgicos aporta conocimientos que contribuyen a mejorar los programas de control
y prevencién de enfermedades.

En el Centro de Investigacién y Formacién Agrarias (CIFA) de Muriedas se llevé a
cabo un estudio sobre la dindmica de las infecciones mamarias en explotaciones de leche
de produccién ecoldgica en la que se empleaban terapias alternativas, fundamentalmente
homeopatia. En dicho estudio, la identificacién de los patégenos de mamitis se llevé a cabo
mediante métodos convencionales de laboratorio basados en pruebas bioquimicas. Con la
identificacién bioquimica a nivel de especie no se podia asegurar al cien por cien que la

cepa de un mismo patégeno, aislada antes y después del secado, o durante varios meses
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a lo largo de la lactacién, fuera la misma y, por tanto, se tratase de la misma infeccidn
mamaria. Asi pues la aplicacién de técnicas moleculares aplicadas a la tipificacién de
las cepas aisladas a lo largo del seguimiento de las infecciones permite diferenciar entre
casos de persistencia de una infeccién y casos de curacién-reinfeccién.

Asi pues, entendemos que:

1. El manejo de los animales durante el secado constituye un punto esencial del

control de las mamitis.

2.  Llos patégenos ambientales juegan un papel fundamental en las infecciones que

se desarrollan alrededor del secado.

3. Streptococcus uberis se ha constituido como el patégeno ambiental que mas

interés despierta por su prevalencia y su ubicuidad en la granja.

4. Lo aplicacién de la tipificacién molecular es hoy en dia imprescindible para

abordar un estudio epidemioldgico.

A partir de estas premisas, se plantearon como objetivos del estudio conocer la eco-
logia y epidemiologia de Strep.uberis en las explotaciones de ganado vacuno lechero, asi
como analizar el comportamiento de las infecciones mamarias debidas a este patégeno

durante el secado, aplicando técnicas de tipificacién molecular.
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3
OBJETIVOS







Aislamiento y caracterizacién de Streptococcus uberis procedentes de procesos infec-

ciosos mamarios, durante el secado, y procedentes del medio ambiente.

1.

Comparar tres métodos de identificacién de Streptococcus uberis (test de pruebas
bioquimicas convencional, sistema APl 20 Strep y PCR para el gen 16S ADNr)
a partir de cepas aisladas de muestras de leche procedente de casos clinicos y

subclinicos de mamitis bovina.

Estudiar la dindmica de infecciones mamarias durante el secado producidas por
Streptococcus uberis mediante seguimiento de procesos infecciosos antes del

secado y después del parto.

Identificar los principales reservorios de Streptococcus uberis en el drea de las

vacas en lactacién, en el drea de las vacas secas y en el drea de ordefio.

Aplicacién de la tipificacién molecular al estudio epidemiolégico de Streptococcus

uberis.

4.

Diferenciar entre procesos infecciosos persistentes de una lactacién a otra y
procesos de curacién-reinfecciéon durante el secado y/o periparto, aplicando
técnicas de tipificacién molecular como electroforesis en campo pulsado (PFGE)

y GTGPCR.

Relacionar las cepas de Streptococcus uberis aisladas del interior de la ubre

con las aisladas de los reservorios medio ambientales, profundizando en la
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naturaleza ambiental o contagiosa de este patégeno, a la luz de los resultados

epidemioldgicos obtenidos.

Analizar sensibilidades y resistencias de las cepas de Streptococcus uberis aisladas
de ubre y medio ambiente, frente a diferentes tipos de antibidticos, mediante el

uso de antibiogramas y su relacién con los resultados epidemiolégicos obtenidos.

Detectar los factores de virulencia implicados en la patogenicidad de las cepas
de Streptococcus uberis aisladas de ubre y medio ambiente, y relacionarlos con

los resultados epidemiolégicos obtenidos.
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION

DE STREPTOCOCCUS UBERIS

PROCEDENTE DE PROCESOS INFECCIOSOS MAMARIOS
DURANTE EL SECADO Y MUESTRAS MEDIOAMBIENTALES
EN EXPLOTACIONES DE GANADO VACUNO LECHERO
EN CANTABRIA







Streptococcus uberis es uno de los microorganismos, aislado en las granjas de vacu-
no lechero en Cantabria y en Espafia de mayor prevalencia, en torno a un 20 % de los
patégenos aislados de infecciones mamarias. Las mamitis producidas por este patégeno
son dificiles de erradicar, porque por una parte este patégeno estd presente en el entorno
del animal, y, por ofra parte, las infecciones producidas por Strep.uberis no responden
correctamente a la terapia antibiética.

En este capitulo se lleva a cabo el estudio de la dindmica de las infecciones mama-
rias por Strep.uberis durante el secado, punto critico donde la exposicién de las vacas a
patdégenos contagiosos decrece mientras que se mantiene el riesgo de las IIM por patége-
nos ambientales. Esta situacién radica en la baja efectividad de los tratamientos durante
el secado, a la hora de prevenir nuevas infecciones o curar las infecciones existentes.

La identificacién de Strep.uberis como agente de mamitis se suele llevar a cabo
mediante el empleo de métodos bioquimicos los cuales tienen sus limitaciones, debido a
que en muchas ocasiones se obtienen resultados dudosos, de hecho en los laboratorios
de rutina suele complementarse con sistemas de diagnéstico comerciales.

En consecuencia, los dos obijetivos fundamentales de este capitulo son:

1. Aislar Streptococcus uberis a partir de muestras de leche y medioambientales y

comparar diferentes técnicas para su identificacién y caracterizacién.

2. Estudiar la dindmica de las infecciones por Streptococcus uberis durante el

secado.
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4.1. MATERIAL Y METODOS.

4.1.1. CARACTERISTICAS DE LAS EXPLOTACIONES EN ESTUDIO.

Se seleccionaron cuatro explotaciones donde habia constancia de una alta prevalen-
cia de casos de mamitis por patégenos ambientales. La seleccién de las explotaciones se
realizé, a partir de los datos obtenidos a través de una empresa veterinaria, que llevaba
a cabo el programa de calidad de leche y control de mamitis' en 800 explotaciones de
Cantabria desde hacia varios afos.

Los rebafios se fueron incluyendo paulatinamente en el proyecto. La duracién del
periodo de estudio en cada ganaderia dependia de las fechas de parto y nimero de ani-

males en cada una, por lo que las fechas de incorporacién y baja en el estudio variaron

desde diciembre de 2009 a junio de 2011 (tabla 6).

Tabla 6. Nomero de infecciones por Strep.uberis en cada rebafio

en el momento de su incorporacién al proyecto.

1 Diciembre 2009 68 10
2 Diciembre 2009 28 9
3 Febrero 2010 64 8
4 Junio 2010 90 6

4.1.1.1. Manejo general en las explotaciones en estudio.

Las 4 explotaciones eran libres, con o sin patio, y con sala de ordefio, sin embargo,
diferian en muchos ofros aspectos como en el tamafio del rebafio y nimero de vacas en
lactacién (entre 28 y 90) o en el manejo de las vacas en lactacién y de las vacas secas,
que en algunos casos compartian local y manejo, y en otros no. Estas y otras caracteris-

ticas de las explotaciones incluidas en el estudio se recogen en la tabla 7.

' Programa de mejora de la calidad de la leche producida en Cantabria (Orden DES/22/99, de 6 de
marzo de 2001).
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Tabla 7. Instalaciones y manejo general de los animales en las 4 ganaderias durante el estudio.

Sala de ordefio

Sala de ordefio

Tipo de estabulacién Libre Libre Libre Libre
56 cubiculos 20 .CUbICfJIOS 80 cubiculos 100 cubiculos
; . . Sin patio . . .
Areas de Sin patio Sin patio Patio
i Comedero
la explotacién Comedero Potrero Comedero Comedero

Sala de ordefio

Sala de ordefio

Tipo de sala
de ordefio

14 plazas
Paralelo

10 plazas
Espina de pescado

12 plazas
Espina de pescado

22 plazas
Espina de pescado

Régimen de salidas

Estabulacién

Salida a potrero

Estabulacién

Salida a pastoreo

las vacas secas

Establo aparte

lactacién en invierno

(a patio, a potrero, . -
permanente (primavera y verano) permanente todo el afio
a parcela)
N.° de vacas 64 20 65 91

En las parcelas en

En parcela aparte en
. verano, el resto .

Manejo de Junto con las vacas en - primavera y verano.

del afio en establo

junto con las vacas

En Invierno en establo

durante el ordefio

con papel de un solo
uso por vaca

con pafio comin

lactacién aparte
Momento 60 dias anfes de 60 dias antes de 60 dias antes de 60 dias antes de
del secado la fecha de parto la fecha de parto la fecha de parto la fecha de parto
prevista prevista prevista prevista
Ordefios alternos al
Secado brusco. . Secado brusco. Tras | Secado brusco. Tras
Modo . A menos 5 dias. Tras . .
de secado Alimentacién igual ol secado cambio de el secado cambio de | el secado cambio de
que vacas lactantes : > alimentacién alimentacién
alimentacién
Manejo de 15 d antes del parto: | 15 d antes del parto: | 15 d antes del parto:
as vacas inguno una dieta con una dieta con + una dieta con
I Ning diet diet diet
antes del parto + energia y - fibra energia y - fibra + energia y - fibra
oz ds Predipping Riedaati Predipping Predipping
+ secado + secado + secado
las ubres + secado
con papel de un solo

con papel de un solo
uso por vaca

USO por vaca

Bafio de
pezones regular Si Si Si Si
tras el ordefio
N.°y tipo 4 Bebederos 3 Bebederos 4 Bebederos 3 Individual
de bebedero comunes comunes comunes automdtico

Material de cama

Paja + sulfato de cal

Lona + paja blanca
troceada

Paja + sulfato de cal

Lona

Régimen
de limpieza

de las camas

Cambio de la paja'y

adicién del sulfato de

cal cada 2 dias

Cambio de la paja
con periodicidad
variable

Cambio de la paja 'y
adicién del sulfato de
cal cada 2 dias

Limpieza diaria de
la lona

* Predipping: bafio de pezones antes del ordefio.
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El manejo sanitario de las mamitis en lactacién y el tratamiento utilizado durante el
secado no eran objetivos del estudio, por lo que estaba en manos de los responsables
de cada explotacién, de forma que los productos empleados fueron elegidos de acuerdo
con el criterio del asesor veterinario.

Todas las ganaderias llevaban a cabo tratamientos contra las mamitis clinicas o las
infecciones surgidas durante el periodo de lactacién, aunque el criterio para aplicar o no un
antibidtico en un caso concreto era diferente en cada una. Por ofra parte, como es usual,
cada explotacién tenia un producto de eleccién para el tratamiento, tanto de las mamitis
en lactacién como para el secado, sin embargo, el conocimiento del patégeno causante
de la infeccién (obtenido normalmente a través de los datos proporcionados por el equipo
del proyecto) podia hacer modificar el antibidtico o asociacién de antibidticos empleados.

En la tabla 8 se resume el manejo de las mamitis llevado a cabo en cada explotacién

durante el periodo de estudio y los antibidticos o asociaciones empleados con més frecuencia.

Tabla 8. Manejo sanitario de las mamitis en funcién de la explotacién, durante el periodo estudio.

Tratamientos y si Si s S
durante la lactacién

Antibidticos Penetamato Dihidro- Penetamato Dihidro-

L Cefalexina- . Bencilpenicilina .
incluidos en las o estreptomicina i - estreptomicina
. kanamicina N Dihidro-estreptomicina N
formulaciones de o Framicetina oA Framicetina
. Amoxicilina- oTE Ampicilina o
los tratamientos i Ampicilina . 1k Ampicilina
, clavuldnico . . Dicloxacilina . e
mds frecuentes Dicloxacilina Dicloxacilina
Tratamiento de
todas las vacas Si Si Si Si
al secado
Antibidticos
o g Penetamato Penetamato Penetamato
incluidos en las e L L
: iohidrato iohidrato iohidrato . "
formulaciones de e . e . e .| Cefalonium dihidrato
. Penicilina benetamina|Penicilina benetamina|Penicilina benetamina
los tratamientos al oo oo o
Framicetina Framicetina Framicetina

secado

Tiempo actuacién
del antibiético 60 dias 60 dias 60 dias 50-60 dias
durante el secado

Mantenimiento del Revisién Revisién Revisién Revisién
equipo de ordefio 1 vez al afo variable variable 1 vez al afo
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4.1.1.2. Protocolo de seguimiento de las infecciones.

En cada explotacién se llevé a cabo el seguimiento del estado sanitario de las vacas
que se encontraban en los 3 dltimos meses de lactacién y los 3 meses posteriores al parto
registrando las posibles evoluciones del estado sanitario de cada cuarto a lo largo de los
6 controles mensuales que se llevaban a cabo, pudiendo el cuarto permanecer sano a lo largo
de todo ese periodo o infectarse en cualquier momento por Strep.uberis u otro patégeno,
lo cual se detectaria en el siguiente control, asi mismo el estado del cuarto podia revertir
en cualquier momento (con tratamiento o de forma espontdnea) a lo largo del seguimiento.

Durante el periodo de estudio se analizaba junto con el ganadero el estado de
gestacién de todas las vacas, prestando atencién a aquellas que iban acercdndose al
séptimo mes de gestacidn.

En cada control se tomaban muestras de cuarto (muestras foremilk: muestras de
leche del principio del ordefio) de los cuatro pechos de cada vaca, las muestras de leche
procedian del ordefio de la mafiana o de la tarde, se recogian en frascos estériles de
pldstico, de 50 ml de capacidad y con tapén de rosca. Las muestras eran tomadas segin

se explica detalladamente a continuacién:

* Material requerido:

1. Tubos estériles de pléstico con rosca, de 50 ml.

2. Guantes de latex.
Alcohol al 70 % (etilico o isopropilico) o toallas desinfectantes comerciales para
frotar los pezones y secarlos.
Jabén desinfectante comercial para limpiar los pezones antes del ordefio.
Gradilla para los tubos de muestreo.
Marcador indeleble para marcar los tubos con un cédigo para la identificacién
de la muestra.

7.  Nevera con acumuladores de frio para transportar las muestras.

* Protocolo de toma de muestras:
1. Identificacién de los tubos.
* I|dentificacién de la vaca (ndmero de crotal).
e Ubicacién anatémica del cuarto: DD (delantero derecho), DI (delantero izquier-

do), TD (trasero derecho), Tl (trasero izquierdo).
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2.

Limpieza de los pezones

Con el fin de obtener una muestra aséptica de leche, se limpiaban los pezo-
nes y piel de la zona adyacente de los restos de particulas de mayor tamafio
como restos de cama, estiércol, etc. usando toallas de papel secas y desechables
(una toalla para cada pecho).

Se utilizaban productos desinfectantes mediante un aplicador con forma
de copa (para este bafio desinfectante antes del ordefio se emplea el término
anglosajén, pre-dipping), se aplicaban a todos los cuartos, se dejaban actuar

durante 30 segundos, y finalmente se secaban con toallas de papel desechables.

Toma de la muestra

A continuacién, antes de la toma de muestras, se desinfectaba la punta de
pezén mediante toallitas desinfectantes. Se usaba una toallita por cada pezén,
para evitar contaminacién cruzada, comenzando por preparar los pezones mds
alejados del tomador de muestras, y terminando con los més cercanos al tomador
(de lejos a cerca), para evitar contaminar los pezones al tocarlos inadvertida-
mente. En todo momento se intentaba que los pezones limpios no entrasen en
contacto con la cola o patas sucias del animal.

La toma de muestras de leche se realizaba al contrario: inicidndose por los
dos pezones mds cercanos, seguida por los dos pezones mds lejanos (de cerca a
lejos, orden invertido al de la limpieza). Para recolectar la muestra, se descartaban
los primeros 3 a 5 chorros de leche. Esos primeros chorros contienen altos niveles
de bacterias que pueden producir cultivos con resultados erréneos. Se tomaba la
tapa del tubo recolector y se mantenia sujeta con los dedos. Durante la recoleccién
se acomodaba el tubo con cierto dngulo para prevenir que los contaminantes
penetrasen dentro del tubo, y no permitir que el tubo tocase la punta del pezén.

Se tomaba un bote de 50 ml de muestra de leche que se colocaba en una

nevera con acumuladores de frio para su traslado al laboratorio.

4.1.1.3. Protocolo de toma de muestras medioambientales.

Como se resume en la tabla 9, se tomaron muestras medioambientales procedentes

tanto del entorno de las vacas secas y de las vacas en lactacién como del drea de ordefio.
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Tabla 9. Esquema de toma de muestras ambientales.

Pesebre Pesebre Pezonera
Material cama Material cama Suelo sala de ordefio
Agua bebedero Agua bebedero Manos ordefiador
Material pasillo Material pasillo Piel de ubre

Potrero Potrero —

El material de muestreo era limpiado y esterilizado antes de cada nuevo uso. Cada
muestra era tomada de forma diferente, empleando palas de diferente tamafio y material,
frascos, bastoncillos o pafios. Asi mismo, para la recogida y traslado de las muestras se

empleaban bolsas o frascos de diferentes tamafos.

llustracién 5. Toma de muestras de bebedero (1). Toma de muestras de material de cama (2).

Toma de muestras de estiércol del pasillo (3). Toma de muestras en el Area de las vacas secas (4).
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Tabla 10. Protocolo de toma de muestras ambientales.

AREA VACAS EN LACTACION

Agua bebedero

Frasco ANACLIN
400 ml

1 frasco/bebedero comin
1 frasco 20 % bebederos automdticos

Individual/mixta

Material pasillo

Pala pléstico

1 pala por plaza

Mixta

250 ml) N.° puntos = 20 % n.° plazas
( P P
) 2 pufiados por cubiculo .
Material cama Mano con guantes N.° cubiculos = 20 % n.° plazas Mixta
Pala pldstico 1 pala por plaza .
ezl (250 ml) N.° puntos = 20 % n.° plazas Wb
. Pala pldstico 1 pala por punto .
Suelo peifle (250 ml) N.° puntos = segln drea patio kS
. Pala metdlica 1 pala por punto .
Tierra/potrero 120 ml N.° puntos = segin drea de la parcela/potrero e
p 9 p p
AREA VACAS SECAS
Frasco ANACLIN 1 frasco/bebedero comin . .
AU B 400 ml 1 frasco 20 % bebederos automdticos Ineliiell b

Pala pldstico

1 pala por plaza

wiziefel pesile (250 ml) N.° puntos = 20 % n.° plazas Mixta
Material cama Mano con guantes 2 puifetts [por cusiayie Mixta
9 N.° cubiculos = 20 % n.° plazas
Pala pléstico 1 pala por plaza .
sl (250 ml) N.° punto s= 20 % n.° plazas kG
. Pala pléstico 1 pala por punto .
Suslo puili (250 ml) N.° puntos = segln drea patio Wik G
. Pala metdlica 1 pala por punto .
sty ol 2o (120 ml) N.° puntos = seg0n drea de la parcela/potrero A
VACAS SECAS
Piel de la ubre Bastoncillo htmedo | 1 vez por punta de pezén y drea adyacente Individual
corto (10 % vacas)
MUESTRAS DURANTE EL ORDENO
Piel de la ubre Bastoncillo htmedo | 1 vez por punta de pezén y drea adyacente .
- r Individual
vacas en ordefio corto (10 % vacas)
Mgping octio | Besendlle himac 1 vez por todo el interior de la pezonera Individual
(pezonera) corto
Suelo sala - L 2 pafios estériles (calcetines) .
N Pafios estériles - . . Mixta
de ordefio Recorrido pasillos sala de ordefio
Mcnqs/gucntes Bastoncillo htmedo e o
manipulador 1 vez por palma de la mano hébil Individual
- corto
(ordefiador)

(1) Individual (muestra de un solo punto, 1 bebedero, 1 vaca). Mixta (unién de varias muestras
de distintos puntos; bebederos individuales, material de cama de distintos cubiculos).
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Las muestras podian ser individuales (1 sélo bebedero o piel de ubre de 1 vaca)
o estar constituidas por la toma de muestras en diferentes puntos (20 % de las camas;
20 % de los bebederos individuales), segin un protocolo establecido (tabla 10). La natu-
raleza del material recolectado variaba en funcién del lugar de muestreo. Las zonas de
trénsito (muestras de pasillo) estaban compuestas fundamentalmente de estiércol, el material
de la cama variaba dependiendo de la explotacién, encontrando paja o lona.

Lla recogida de muestras medioambientales se llevé a cabo estacionalmente. Los
meses de invierno se corresponden con los meses de enero, febrero y marzo; los meses
de primavera se corresponden con los meses abril, mayo y junio; los meses de Verano
se corresponden con los meses de julio, agosto y septiembre; y los meses de Otofo se
corresponden con los meses de octubre, noviembre y diciembre. La toma de muestras medio-
ambientales se inicié en invierno de 2010 vy se finalizé en verano de 2011, llevdndose
a cabo los muestreos en todas las explotaciones en estudio segin se iban incorporando

al proyecto hasta completar los cuatro periodos estacionales.

4.1.2. ANALSIS DE LAS MUESTRAS DE LECHE.

4.1.2.1. Andlisis microbiolégico.

Una vez que las muestras llegaban al laboratorio del CIFA (Laboratorio Agricola -
Centro de Investigacién y Formacién Agrarias. Gobierno de Cantabria), se homogeneiza-
ban cuidadosamente y de cada muestra de leche se sembraban 10 pl por extensién en
superficie en el medio agar sangre esculina (ASE) que contenia 0,3 g de esculina (Merck),
0,15 g de citrato férrico (Sigma), 12 g de TSA (Oxoid) y sangre de cordero al 5 %. Las
placas se incubaban durante 24-48 h a 37 °C. En el andlisis microbiolégico se pretendia
identificar cualquier patégeno mamario presente en la leche, para ello se empleaba el
protocolo general para el diagnostico de infecciones mamarias segin Laboratory Handbook
on Bovine Mastitis by The National Mastitis Council (Hogan et al.,1999b), como se puede
observar en la ilustracién 14.

Como se describe en este manual los cultivos obtenidos a las 24 h de incubacién
que presentaban mds de 3 colonias bacterianas diferentes se consideraron como muestras

contaminadas y por tanto no se examinaban.
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’ Muestra de leche ‘

l Sembrar en agar sangre esculina

‘ Incubar a 37 °C durante 24h l

| No crecimiento l —

‘ Re—incub?r placas 48h

Tincién Gram —| Pruebas
l L bioquimicas
l l Test
L | Pseudomonas spp.
| GRAM POSITIVA ‘ ‘ GRAN NEGATIVA ‘ Oxidasa | Pasturella spp.
Levaduras J

Prothoteca Bacilos

@I Bacillus spp. ‘ Staphycolococcus ‘

Test lcoagulasa
Pleomérfico @ —l® Hidrolisis | esculina

Test catalasa S.aureus ‘Stap hycolococcus spp. |

Je | |
CAMP +/GIupo B +

Catalasa| (¥) Catalasa| (O

@ C.bovis APId(Bateria
Corynebacterium spp.| GTuPo C + Medio

Enterococcosel |Strep.agalactiae |

‘Strep.dysga/actiae‘ | Strep.uberis | | Enterococcus spp. |

llustracién 6. Protocolo general para el diagnéstico de infecciones mamarias.

Protocolo adaptado del manual de Laboratory Handbook.

Las colonias alfa hemoliticas, esculina positivas, catalasa negativas, y con aspecto
de cocos Gram positivos al microscopio eran consideradas como presuntas cepas de

Strep.uberis. Estos aislamientos de Streptococcus uberis se sembraban en medio Edwards
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(Oxoid), y se incubaban a 37 °C durante 24 h, para conseguir un aislamiento puro, en
las ocasiones en que no era posible la identificacién inmediata de la colonia, tras la
incubacién en medio Edwards el aislado era almacenado a -80 °C en BHI con 40 % de

glicerol para su posterior caracterizacién.

4.1.2.2. Andlisis del recuento de células somdticas (RCS).

Tras la siembra en el laboratorio del CIFA, las muestras eran llevadas al Laboratorio
Interprofesional Lechero de Cantabria (LILC) donde se analizaban dentro de las 24-48 h
posteriores a su recoleccién. En el caso de no poder realizar el RCS en 48 h posteriores
a su recoleccién, se les afiadia 0,3 ml de Azidiol. La determinacién de pardmetros fisico-
quimicos y microbiolégicos se llevé a cabo mediante el equipo COMBIFOSS FT 6000 (FOSS,
Barcelona, Espafia). De estos resultados sélo se ha incluido en el estudio el recuento de
células somdticas, el resto de los datos como grasa, proteina, lactosa, extracto seco magro

(E. S. M.), o el recuento de bacterias (Gérmenes/ml), sélo han tenido un valor informativo.

4.1.3. ANALSIS DE LAS MUESTRAS MEDIOAMBIENTALES.

Las muestras medioambientales se procesaban dependiendo de la naturaleza del

material analizado.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

* Material requerido:
— Tijeras estériles.
— Bote de etanol 70 % para esterilizar material.
— Filtros 45 um y embudos estériles para el procesado de agua de bebedero.
— Bolsas estériles Stomacher para el procesado de muestras.

— Placas petri de 20 mm y 150 mm.
— Arcédn congelador (-80 °C/-20 °C).

* Protocolo de preparaciéon de las muestras de cama y pesebre:

— Cortar el material hasta obtener briznas de menos de 2 cm. Agitar enérgicamente

el material hasta conseguir una muestra uniforme.
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— Pesar una muestra representativa de 10 g.

— Cambiar de guantes en cada muestra.

* Procesado de las muestras sélidas y semisélidas:

—Pesar 10 g del material sélido o semisélido.

— Homogenizar muestra en la misma bolsa de muestreo.

* Procesado de las muestras de agua de los bebederos:

— Filtrar entre 300 y 500 ml de la muestra de agua a través de un microfiltro milli-
pore de 0,45 pm.

— Transferir el filtro a una bolsa estéril.

* Procesado de las muestras recogidas con pafios estériles o bastoncillos:

— Colocar directamente en una bolsa estéril para su posterior tratamiento.

ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO DE LAS MUESTRAS EN ESTREPTOCOCOS.

Una vez preparada la muestra, el material o porcién de material (10 g) se sumergia
en 90 ml de caldo Brain Heart infusion (BHI; Oxoid) enriquecido con el suplemento selec-
tivo para estreptococos (SR126E, Oxoid) para favorecer su crecimiento. A continuacién,
las muestras se agitaban durante 5 minutos a 10-15 r. p. m. y se incubaban a 37 °C
durante 24 h.

Tras la incubacién, se sembraban por agotamiento 100 pl de las muestras enriqueci-
das en medio de cultivo selectivo Edwards (Oxoid) y se incubaban a 37 °C durante 24 h.

Al igual que en las muestras de leche, se consideraban colonias sospechosas de
Strep.uberis, aquellas colonias alfa hemoliticas, esculina positivas, catalasa negativa, y con
aspecto de cocos Gram positivos al microscopio. Los cultivos puros eran almacenados a

-80 °C en BHI con 20 % de glicerol hasta su posterior andlisis.

4.1.4. CARACTERIZACION DE LAS CEPAS DE STREPTOCOCCUS UBERIS AISLADAS DE MUESTRAS DE LECHE Y
MUESTRAS MEDIOAMBIENTALES.

Las colonias sospechosas de Strep.uberis, obtenidas tanto de las muestras de leche
como de las muestras medioambientales, se recuperaban a partir de los cultivos congelados

mediante siembra en medio Edwards e incubacién durante 24 h a 37 °C.
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4.1.4.1. Identificacién bioquimica de los aislamientos sospechosos para Strep.uberis.

Los aislamientos cultivados en medio Edwards (Oxoid) se identificaban hasta el nivel
de especie mediante la bateria de pruebas bioquimicas propuesto por McDonald y McDo-
nald (1976) con alguna modificacién. El test utilizado incluye: tincién de Gram, produccién
de catalasa, test de CAMP, crecimiento en agar bilis-esculina (Oxoid), fermentacién de
carbohidratos en caldo de rojo fenol (BD Europe, Le pont de Claix, France) incluyendo un
1 % de azucares manitol (Difco), sorbitol (Difco) e inulina (Oxoid) respectivamente. Para
la hidrélisis de la arginina se utilizé Moeller descarboxilasa (Difco) afadiendo 1 % de

arginina (Merck) (ilustracién 7).

Fuente: Lucia Lavin-Alconero

llustracién 7. Determinacién de un aislamiento de Strep.uberis

mediante pruebas bioquimicas.

Tras someter a los aislamientos sospechosos de Strep.uberis a las 8 pruebas bioqui-
micas, se clasificaban como positivos, dudosos o negativos para Strep.uberis, en funcién
de sus caracteristicas (tabla 11).

Si el aislamiento presentaba un perfil dudoso se realizaba una segunda identificacién
con el sistema APl 20 Strep (Biomériux, Madrid, Espafia) que presenta 20 pruebas bio-
quimicas miniaturizadas (ilustracién 8). Las reacciones se leian a las 4 y 24 h. El cédigo
del perfil obtenido se interpretaba con el software on line Apiweb (Biomériux, Madrid,

Espafial).
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Tabla 11. Criterio de asignacién para los aislamientos sospechosos identificados.

Bilis-esculina Negro Parcialmente negro No se oscurece el medio
L Morado .
Arginina Morado Intenso Amarillo o blanco
Claro
Manitol Amarillo Amarillo-rojizo Rojo
Sorbitol Amarillo Amarillo-rojizo Rojo
Inulina Amarillo Amarillo-rojizo Rojo
Test catalasa Produccién de burbujas Parcial producciéndeburbujas | No produccién de burbujas
Hemolisis Al No hemdlisis
Test CAMP Hemdlisis leve
en forma de flecha en forma de flecha
Tincién Gram Violeta o azul oscuro Tincién no clara Rosa

Fuente: Lucia Lavin-Alconero

llustracién 8. Resultado colorimétrico de Streptococcus uberis

tras someterse al test APl 20 Strep.

* Conservacién de los aislamientos sospechosos.

Los aislamientos sospechosos, identificados como positivos o dudosos para Strep.uberis
por las pruebas bioquimicas anteriores, se cultivaban en BHI (Oxoid) y se incubaban a
37 °C durante 24 h hasta que el caldo presentaba aspecto turbio. A continuacién, se
afadia glicerol al 40 % y se conservaban a -80 °C en crioviales de 5 ml (Deltalab, Bar-
celona, Espafia). Los aislamientos no diagnosticados como presuntos Strep.uberis no se

consideraban para el estudio.
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4.1.4.2. Caracterizacién por PCR de los aislamientos sospechosos para Strep.uberis.

Los aislamientos conservados a -80 °C se recuperaban en medio Edwards (Oxoid)
para llevar a cabo su posterior caracterizacién por PCR.

La extraccién del ADN se llevé a cabo mediante Instagene matrix (Biorad Labora-
tories, Hércules, CA, USA) segin el protocolo descrito por el fabricante. Se amplificaba
un fragmento de 445 pares de bases (bp), procedente de la regién 16S ADNr, mediante
los cebadores Ub-l 5° CGCATGACAATAGGGTACA 3’ y Ub-l 5° GCCTTTAACTTCAGA-
CTTATCA 3’ descritos por Hassan at al. (2001). La amplificacién se llevé a cabo en el
termociclador (eppendorf mastercycler personal) con las siguientes condiciones: 1 ciclo
inicial de desnaturalizacién a 95 °C durante 2 minutos, seguido de 30 ciclos consecutivos
de un proceso de desnaturalizacién del ADN a 95 °C durante 1 minuto, ofra etapa a
58 °C durante 90 segundos donde se produce la hibridacién de los cebadores al ADN y
un proceso de elongacién a 72 °C durante 60 segundos (Hassan et al., 2001). En cada
tanda de muestras amplificadas, se utilizaba un control positivo, concretamente la cepa
tipo de Strep.uberis procedente de la coleccién espafola de cultivos tipo (CECT994) y un
control negativo que correspondia a una cepa de Enferococcus faecalis procedente de la
coleccién del laboratorio, ademés de un blanco de reaccién sin ADN.

Para cada reaccién de PCR, con un volumen final de 25 pl, se utilizaban los siguientes
reactivos: 1 preparado de PCR comercial que contiene la enzima liofilizada, Tag-polimerasa,
BSA, Buffer de reaccién y dexosinucleotidos trifosfato (dNTPs) (Ready-to-go PCR beads, GE
Healthcare), 0,5 pl del cebador Ub-, 0,5 pl de cebador Ub-l, 23 pl de agua estéril y
1 pl de la preparacién de ADN. La concentracién final de los cebadores fue de 1 pM.

Para comprobar que el fragmento del gen 16S ADNr de 445 pb habia sido ampli-
ficado correctamente, el producto amplificado se resolvié en un gel de agarosa al 1,5 %
(1,5 g de agarosa en 100 ml de tampén TAE 1 x (40 mM Tris, 20 mM écido acético glacial,
1 mM EDTA, ph 8,0) junto con un marcador de peso molecular de 100 pb (Biotools, Madrid,
Espafa). La electroforesis se llevéd a cabo a é V/cm durante 45 minutos. Posteriormente,
el gel se tefia con SYBRgold® (Invitrogen, Life Technologies, SA, Madrid, Espafia) en una
dilucién 1:10000 en tampdén TAE 1 x durante 15 min., se colocaba sobre un transilumi-
nador de luz ultravioleta Gel Logic Imaging system (Carestream Health, Woodbridge, CT,
USA) y se tomaba una imagen utilizando el programa KODAK Molecular Imaging Software.
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4.1.4.3. Comparacién de los 3 métodos de identificacién de Streptococcus uberis.

Con el objetivo de definir un protocolo de actuacién en la caracterizacién de Strep.
uberis, se realizé una seleccién de un ndmero pequefio de aislamientos obtenidos a partir
de muestras de leche. Los aislamientos seleccionados se analizaron mediante los tests de

pruebas bioquimicas (convencional y APl 20 Strep) y PCR.

4.1.5. DEFINICIONES ASOCIADAS A LA DINAMICA DE INFECCIONES MAMARIAS PRODUCIDAS POR

STREPTOCOCCUS UBERIS.

A lo largo de este estudio se llevé a cabo el seguimiento del estado sanitario de las
vacas que se encontraban en los 3 Gltimos meses de lactacién y los 3 meses posteriores
al parto, para lo cual se tomaban mensualmente muestras de leche de cuarto durante ese
periodo. Nuestra intencién era tener al menos 2 muestras de leche de cuarto antes del
secado y 2 muestras de leche de cuarto después del parto, pero como esto no siempre
era posible por diversas razones (baja de la vaca por venta o sacrificio; problemas repro-
ductivos que interrumpian la gestacién (abortos espontdneos) o pérdida de fertilidad por
causas idiopdticas que impedian el inicio de la gestacién; cuartos que durante el periodo
de seguimiento habian sido tratados con antibidticos, lo que invalidaba la muestra), para

interpretar los resultados se definieron los siguientes términos:

* Seguimientos completos: se refiere a los cuartos de los que se tienen datos
de al menos 2 controles de los 3 previstos antes del secado y de dos controles

de los 3 previstos después del parto.

* Seguimientos incompletos o antes del secado: se refiere a los cuartos
que, por alguna razén, no cumplen esta condicién, pero de los que se tiene al

menos 2 muestras de leche de cuarto antes del secado.

En este sentido, hay que considerar que el aislamiento de Strep.uberis en un cuarto no

se consideraba equivalente a cuarto infectado, de acuerdo con las siguientes definiciones:

* Cuarto infectado: aquel en el que se aislaba Strep.uberis en un control mensual

y a la vez presentaba un alto recuento de células somdticas (>300000 cs/ml) o
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en el que se aislaba Strep.uberis durante mds de 1 control y al menos en uno de

ellos presentaba un alto recuento de células sométicas (>300000 cs/ml).

* Proceso infeccioso: el proceso que se produce en aquellos cuartos en los que
se detectaba infeccién por Strep.uberis en algin momento durante el periodo de

seguimiento, antes del secado y después del parto.

4.1.6. ANALSIS DE LOS DATOS.

Se generé una base de datos empleando el programa Access versién 2003. Se
describieron los porcentajes de las variables cualitativas, y la relacién entre las variables
categéricas (cuartos DD, DI, TD, Tl) se comprobé utilizando el test? o test de Fisher se
consideraron diferencias significativas con una p < 0,05. Para el andlisis de las variables
cuantitativas como la variable Logaritmo de RCS, se evalué el ajuste a la distribucién
normal mediante el test de Kolmogorov-Smirnov, empleando el test de la t de student o la
prueba de Kruskal-Wallis, segin los casos. Los andlisis estadisticos se realizaron con el

paquete estadistico SPSS versién 17.0.

4.2. RESULTADOS.

4.2.1. MUESTRAS DE LECHE ANALIZADAS.

Se analizaron 3.086 muestras de cuarto obtenidas de 233 vacas pertenecientes
a las 4 ganaderias en estudio, que se encontraban en diferentes estados de gestacién,
correspondientes a los meses previos al secado y meses posteriores al parto.

En la tabla 12 se puede observar la distribucién del nimero de muestras de leche
de cuarto que se han tomado durante el estudio por explotacién, y por ubicacién del
cuarto. El nimero de muestras de cuarto tomadas es diferente en cada explotacién
pues dependia del nimero de vacas en lactacién, que llegaron al secado durante el
periodo de estudio. Aplicando una chi-cuadrado se demuestra que no existen diferen-

cias significativas entre el nimero de muestras tomadas en cada cuarto (DD, DI, TD, TI)

(p < 0,001).
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Tabla 12. Distribucién de las muestras de leche obtenidas en las 4 explotaciones por cuarto.

N.° Vacas 66 32 79 56 233
fotal muesfras 964 467 858 797 3086
e cuartos
DD 227 117 220 200 764
(delantero derecho) (23,5 %) (25 %) (25,6 %) (25,1 %) (24,8 %)
DI 239 112 211 195 757
(delantero izquierdo) (24,8 %) (24 %) (24,6 %) (24,5 %) (24,5 %)
D 253 119 219 200 791
(trasero derecho) (26,2 %) (25,5 %) (25,5 %) (25,1 %) (25,6 %)
Tl 245 119 208 202 774
(trasero izquierdo) (25,4 %) (25,5 %) (24,2 %) (25,3 %) (25,1 %)

e Recuento de células somdticas de las muestras de cuarto.

Para valorar el estado sanitario de las ubres a través del recuento de células somd-

ticas, se estudié la variable Log RCS (tabla 13 e ilustracién 9).

Tabla 13. Estadistica descriptiva de la variable Log RCS en las 4 explotaciones en estudio.

l e (aﬁﬁ cc):,s;?nl) 18
2 el (251’83;1;2 (le;:nl) W27
3 781 (18620 /o 5,20
4 Sie (1%'?13 52 ?:,s;il) Y

M Valores con distinta letra indican diferencias significativas.
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llustracién 9. Representacién de la distribucién de los valores de Log RCS

en las muestras tomadas por explotacion.

Se llevd a cabo el recuento de células somdticas (RCS) en 3086 muestras de leche
de cuarto tomadas a lo largo del periodo de estudio, de las que se dispone de los resul-
tados de 2679 muestras. Las 407 muestras restantes (13,2 %) fueron consideradas como
no vélidas, bien porque llegaron deterioradas al LILC o bien porque el RCS estaba fuera
del rango de acreditacién del equipo.

Tras el andlisis de la distribucién de las muestras, su ajuste o no a una distribucién
normal, segin el test de Kolmogorov-Smirnov (K-S) se deduce que la variable Log RCS no
sigue una distribucién normal (ilustracién 10) por lo que para llevar a cabo el andlisis de
medias entre las explotaciones en estudio se aplicé el test de Kruskal-Wallis, no obteniéndo-

se diferencias significativas entre la variable Log RCS en las 4 explotaciones, p < 0,001.
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Histograma: Log RCS
K-S, p < 0,01

— Curva normal esperada
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llustracién 10. Distribucién de la variable Log RCS y chequeo de la normalidad.

4.2.2. PATOGENOS MAMARIOS AISLADOS DE MUESTRAS DE LECHE.

Como ya se ha comentado en el apartado 4.1.2.1., la identificacién de los patégenos
mamarios se llevéd a cabo segin el protocolo general para el diagnéstico de infecciones
mamarias del Laboratory Handbook on Bovine Mastitis by The National Mastitis Council
(Hogan et al., 1999), basado en técnicas bioquimicas.

En el 34,4 % de las muestras de leche de cuarto analizadas no se aislé ningdn
patégeno (tabla 14). La relacién de patégenos mamarios se presenta en la tabla 15,
de donde se deduce que entre los patégenos aislados mds del 50 % eran patégenos
principales y entre éstos, Strep.uberis representaba el 50 % de las cepas identificadas.

Entre los patégenos secundarios, Staphylococcus coagulasa negativo (SCN) se aislé en
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Tabla 14. Relacién muestras analizadas.

Con crecimiento de algin patégeno 1830 59,3
Sin crecimiento 1061 34,4

Muestras no vélidas!!! 225 7,3
TOTAL 3086 100,0

M Muestras contaminadas o perdidas

Tabla 15. Patégenos mamarios aislados de las muestras e identificados

mediante técnicas bioquimicas.

C.bovis 169 9,2
C b 132 7,2 PSH
teri . ,
orynebacterium spp 45.5%
SCN 532 29,1
S.aureus 14 0,8
Strep.agalactiae 20 1,1
Strep.dysgalactiae 17 0,9
Strep.uberis 503 27,5
Enterococcus 103 5,6
S 8 9 PPe
trept . 17 7
reptococcus spp 5459
E.coli 34 1,9
Proteus spp. 39 2,1
Enterobacteriaceae 8 0,4
Otros Gram - 15 0,8
Otros Gram + 66 3,6
TOTAL 1830 100,0 —

M SCN: Staphylococcus coagulasa negativo.
@ PS: Patégeno secundario.
) PP: Patégeno principal.
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el 29,1 % de las muestras, representando el 64 % de los patégenos secundarios. Por
ofro lado, si la clasificacién la planteamos respecto al modo de transmisién, los agentes
infecciosos se dividen en patégenos contagiosos (donde S.aureus y Strep.agalactiae son
los mds representativos del grupo), que en este estudio presentan una frecuencia de 5 %
entre los patégenos principales (18,3 % respecto al conjunto de patdégenos), y patégenos
ambientales (donde Strep.uberis, Enterococcus spp., Strep.dysgalactiae, E.coli son los mds
representativos del grupo) con una frecuencia cercana al 95 % (81,7 % respecto al con-

junto de patégenos). En la ilustracién 11, se pueden observar estas diferencias.

2%
2%

1%
; OS.aureus
Otros I O Strep.agalactiae
/ O Strep.dysgalactiae
O Strep.uberis
> 1% Enterococcus
§ S E.coli
BOtros
3%
10%

llustracién 11. Distribucién de patégenos principales (ambientales y contagiosos).

4.2.3. COMPARACION DE LOS 3 METODOS DE IDENTIFICACION DE STREPTOCOCCUS UBERIS.

Con el fin de determinar la técnica més apropiada para la caracterizacion de Strep.uberis,
se selecciond un pequefio grupo de aislamientos obtenidos a partir de muestras de leche.

Para ello, se seleccionaron 154 muestras de leche de cuarto procedentes de 73 vacas
en las que ademds de aislarse colonias sospechosas de Streptococcus uberis presentaban
un recuento de células somdticas (RCS) superior a 300000 cs/ml, considerado en este
estudio como el umbral de sospecha de infeccién mamaria.

De estas muestras, 110 (71,4 %) presentaron altos recuentos de células somdticas
(>800.000 cs/ml) y 44 muestras (28,6 %) presentaron recuentos medios de células soma-

ticas (300000 a 500000 cs/ml). Para el estudio comparativo se seleccionaron de manera
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aleatoria 18 aislamientos sospechosos de Strep.uberis con alto recuento de células sométicas

y 19 aislamientos sospechosos de Strep.uberis con recuento medio de células somdticas.

e Test de pruebas bioquimicas convencionales.

De los 37 aislamientos 12 (32,4 %) se identificaron como Strep.uberis con el perfil
bioquimico esperado, es decir, aislamientos que presentaban tincién Gram positiva, catalasa
negativa, fermentacién de azucares (manitol, sorbitol e inulina), hidrélisis de bilis-esculina,
arginina y esculina positiva (perfil 1), mientras que en los 25 aislamientos restantes su
identificacién fue dudosa por diferentes razones: 18 (48,7 %) se identificaron como Strep.
uberis dudosos debido a un resultado negativo en la prueba de hidrélisis de la arginina
(perfil 1l); 6 (16,2 %), presentaban resultados negativos o dudosos para 2 de las pruebas
bioquimicas: crecimiento en el medio agar bilis-esculina y en la hidrélisis de la arginina
(perfil 1ll); y solamente 1 aislamiento (2,7 %) presenté un perfil con resultado negativo

para la hidrélisis de la arginina y para la fermentacién del sorbitol (perfil 1V); (tabla 16).

Tabla 16. Perfiles bioquimicos obtenidos al realizar el test bioquimico convencional.

Perfil I I 1l \%
N 12 18 6 1
PRUEBAS RESPUESTA A LA PRUEBA
Bilis-esculina + + +/- +
Arginina + +/-* +/-* +/-*
Sorbitol + + + +/-
Manitol + + + +
Inulina + + o +
Tincién Cocos en cadena Cocos Cocos Cocos
Gram Gram + Gram + Gram + Gram +
Catalasa - - - -
Esculina + + m +

+/- perfiles dudosos, aquellos aislamientos que no presentan un viraje completo del medio.
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* Sistema de identificacién API 20 Strep.

El sistema APl 20 Strep identificé 31 de los 37 aislamientos (83,7 %) como Strep.uberis
con un porcentaje de fiabilidad del 99,9 %. Uno de los aislamientos se identificé como
Strep.uberis con un porcentaje de fiabilidad entre 83-95 %. El resto de los aislamientos
se identificaron como Enterococcus durans, Aerococcus viridans, Gardnerella vaginalis,
Enterococcus faecalis y Streptococcus agalactiae (tabla 17).

El perfil numérico (7563730) correspondiente a Strep.uberis obtenido con el software
on line Apiweb de Biomériux (Biomériux, Madrid, Espafia) se observé en 14 de los 31 ais-
lamientos identificados como Strep.uberis. Sin embargo, el resto de los aislamientos (18)
presentaron diferentes perfiles bioquimicos, asociados también a Strep.uberis, pero los
mismos resultados para algunas pruebas bioquimicas como: hidrdlisis de la esculina (ESC),
prueba de la fosfatasa alcalina (ALP) y la fermentacién de los azdcares manitol (MAN),
ribosa (RIB), lactosa (LAC), trehalosa (TRE) y arabinosa (ARA).

Segun la experiencia obtenida, para una correcta identificacién de Strep.uberis es
necesario visualizar el sisema APl 20 Strep a las 4 h para las pruebas enzimdticas y tras

24 horas de incubacién para el completo viraje de los azicares.

* 16S ADNr-PCR.

El fragmento de 445 pb correspondiente al gen 16S ADNr, se amplificé por PCR
en 34 aislamientos (?1,8 %), mientras que 3 aislamientos no amplificaron esta regién

especifica de Streptococcus uberis (tabla 17).

Tabla 17. Identificacién de 37 aislamientos por tres técnicas.

Aislamientos* | Il Il \% 99,9 83-99 Neg. Pos. Neg.
N1=18 7 8 2 1 14 1 3 16 2
N2=19 5 10 4 0 17 0 2 18 1
TOTAL 12 18 6 1 31 1 5 34 3

* Clasificacién de acuerdo con el RCS: N1 = (300000-500000 cs/ml); N2 = (>800000 cs/ml).
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Tabla 18. Identificacién de aislamientos mediante 3 técnicas.

1 Il Strep.agalactiae 0 Strep.uberis 303
2 Il Ent. durans 0 Strep.uberis 2937
3 Il Strep.uberis 83,4 Strep.uberis 1642
4 I Ent.faecalis 86,8 Strep.uberis 463
5 Il Strep.uberis 99,8 Strep.uberis 336
o) I Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 301
7 Il Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 468
8 [ Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 469
9 Il Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 472
10 Il Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 834
11 Il Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 5613
12 [ Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 16855
13 Il Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 395
14 Il Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 1064
15 I Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 2278
16 Il Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 340
17 Il Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 444
18 Il Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 446
19 [ Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 465
20 Il Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 471
21 Il Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 8582
22 Il Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 13880
23 | Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 307
24 | Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 310
25 | Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 351
26 | Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 353
27 | Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 360
28 | Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 960
29 | Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 2376
30 | Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 3019
31 | Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 3074
32 | Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 3757
33 | Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 7826
34 | Strep.uberis 99,9 Strep.uberis 8010
35 Ml Aerococcus viridans 0 otros 6446
36 \% Gardnerella vaginalis 0 ofros 878
37 [ Strep.uberis 99,9 ofros 313
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e Comparacién de los tres métodos de identificacion.

En la tabla 18 se presentan los resultados completos obtenidos en la identificacién de
los aislamientos mediante los 3 métodos: test bioquimico convencional, APl 20 Strep y PCR.

En tabla 19, donde se hace un resumen de los resultados, se puede observar que
los 12 aislamientos identificados como positivos para Strep.uberis por el test bioquimico
convencional existe una total concordancia con los 2 métodos: APl 20 Strep y PCR, mientras
que en los 25 aislamientos identificados como dudosos por el test bioquimico convencional
se obtienen resultados discordantes al analizar los aislamientos con las otras 2 técnicas.
Se podria decir que dentro de los 18 aislamientos dudosos (perfil 1), 2 aislamientos fue-
ron identificados por APl 20 Strep como Enterococcus durans y Aerococcus viridans, y
PCR sélo identificé uno de ellos como negativo, concretamente al Aerococcus viridans. Un
aislamiento, fue identificado por API 20 Strep como Strep.uberis con una probabilidad de
99,9 %, es dado como negativo por PCR; mientras que Enferococcus durans se identificé como
positivo por PCR. De los 6 aislamientos identificados como dudosos (perfil lll), dos de ellos
fueron identificados como negativos por APl 20 Strep que los identificé como Ent.faecalis y
Strep.agalactiae, y a su vez, fueron identificados por PCR como positivos, los 4 restantes fueron
identificados como positivos por ambos métodos. Por Gltimo, 1 de los aislamientos dudosos

(perfil IV), fue identificado por APl 20 Strep como Gardnerella vaginalis, y negativo a PCR.

Tabla 19. Cuadro comparativo de las identificaciones mediante los 3 métodos:
Test bioquimico convencional, Sistema APl 20 Strep y PCR.

Pos. Dudoso 99,9 % 83,4 % Otros Pos. Neg.
Positivo 12 0 12 0 0 12 0
18 15 1 20) 16 2
Dudoso 25 6 4 0 20 6 0
1 0 0 10 0 1
TOTAL 37 25 31 1 5 34 3

" Enterococcus durans y Aerococcus viridans. @ Ent.faecalis y Strep.agalactiae.
B Gardnerella vaginalis, Pos. = Identificacién positiva a Strep.uberis, Neg. = negativo.
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En base a los resultados obtenidos para la caracterizacién de Strep.uberis, se utilizé como
criterio una combinacién de 2 de las técnicas empleadas, considerando que los aislamientos
pertenecian a dicha especie cuando las 8 pruebas de la técnica convencional presentaban
un resultado acorde al perfil bioquimico de Strep.uberis o cuando al menos 6 de las 8 prue-

bas presentaban un resultado positivo y se confirmaba con la PCR para el gen 16S ADNF.

e Comparacién de los resultados obtenidos en la identificacién de Strep.uberis mediante

bateria de pruebas bioquimicas y PCR en el conjunto de los datos.

En el conjunto del proyecto, se aislaron un total de 661 cepas sospechosas de ser
Strep.uberis (503 cepas aisladas de muestras de leche y 158 cepas aisladas de medio-

ambiente), de las que el 85,3 % fueron confirmadas por PCR (tabla 20).

Tabla 20. Aislamientos identificados como Streptococcus uberis por pruebas bioquimicas

frente a PCR, para el conjunto de los datos.

Bateria pruebas

peria pr 132 | 33 164 19 141 21 66 85 | 661
quUImICGS
116 14 145 1 134 L2 62 54 | 551
confirmados (71,42

(87,9 %) | (42,4 %) | (88,4 %) | (57,9 5) | (95 %) (94 %) | (63,5 %) (85,3 %)

%)

95

PCR | negativos 6 19 16 8 5 6 4 31 (14,4 %)

Perdidos* 10 0 3 0 2 0 0 0

* No revivificacién tras el periodo de almacenamiento a -80 °C.

e RCS segun tipo de muestras.

La relacién de valores medios de recuentos de células en los cuartos infectados con
Strep.uberis, los cuartos sin crecimiento de patégeno y los cuartos infectados por oftros

patégenos se pueden observar en la tabla 21.
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Tabla 21. Relacién RCS con el tipo de muestra.

4,87¢+0,71
i imient 924 ! ! 4,80
Sin crecimiento (74131 cs/ml) 7
. 5,76a0+0,74
Strep.uberis 355 (575440 cs/ml) 5,67
5,25b+0,75
h t6 1369 ' ! 5,20
Otros patégenos (177828 cs/ml) ,

M N sélo corresponde a los cuartos que han podido ser analizados para RCS.

) Valores con distinta letra son diferentes estadisticamente.

Las muestras de leche tomadas de cuartos con Strep.uberis presentan una media

superior al resto de las muestras analizadas (ilustracién 12). Si aplicamos el test de Kruskal-

Wallis, se obtienen diferencias significativas en el recuento de células somdticas por tipo
de muestra, con una p < 0,001.

8,00
$
[ |
7,00
o 8007
[S]
III 576
a 525
5,00
487
4,00
3,00
. . I . . T
) Sin crecimiento ,
Strep. uberis . Otros patégenos
Tipo de muestra

llustracién 12. Representacién de la distribucién de los valores de Log RCS
en funcién del tipo de muestra
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4.2.4. ESTUDIO DE LA DINAMICA DE LAS INFECCIONES MAMARIAS POR STREP.UBERIS DURANTE EL SECADO

APLICANDO TECNICAS DE DIAGNOSTICO A NIVEL DE ESPECIE.

Aunque se aplicé el protocolo de seguimiento (apartado 4.1.1.2.) a todos los cuartos
de todas las vacas que estaban dentro del periodo de estudio (3 meses antes del secado
y 3 meses después del parto) sélo en 120 vacas (468 cuartos) fue posible el desarrollo
normal del programa, y, dentro de ellas, sélo en 86 vacas (333 cuartos) fue posible un

seguimiento completo (tabla 22).

Tabla 22. Estado sanitario de los cuartos antes y después del secado.

Completo 333 44 (13,2 %) 32 (9,6 %)
Incompleto 125 40 (32 %) -
TOTAL SEGUIMIENTOS 468 84 (18 %) 32 (6,8 %)

De la tabla 22 se deduce que de los 468 seguimientos iniciados (completos e incompletos)
en el 18 % de los casos los cuartos estaban infectados por Strep.uberis antes del secado y de
los 333 seguimientos completos sélo en el 9,6 % de los casos estaban infectados tras el parto.

Si analizamos de manera mds pormenorizada los seguimientos completos (tabla 23),
por una parte, de los 44 cuartos que llegaron al secado con infeccién por Strep.uberis
el 66 % se curaron y el 34 % continuaron infectados, a pesar de haber sido tratados
durante el secado. Mientras que por otra, de los 289 cuartos que llegaron sin infeccién
por Strep.uberis al secado el 94,1 % permanecieron libres de este patégeno tras el mismo
pero 5,9 % de los cuartos analizados se infectaron tras el secado y periparto.

El andlisis de los procesos infecciosos completos en cada explotacién (tabla 24), nos
muestra que el nimero de cuartos que curan tras el secado es variable entre las explo-
taciones, fluctuando entre el 40 % y el 100 %. De la misma manera el porcentaje de
cuartos sin infeccién por Strep.uberis que permanecen sin esta infeccién durante el secado

es variable, fluctuando entre el 66,7 % y el 98,2 %.
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Tabla 23. Evolucién del estado sanitario de los cuartos antes y después del secado.

Infectados al secado 44 13,2
— Cuarto infectado con Strep.uberis. Cuarto no infectado por este
a 29 66
patégeno fras el secado
— Cuarto infectado con Strep.uberis. Cuarto continda infectado
15 34
tras secado
No infectados por Strep.uberis al secado 289 86,8

— Cuarto no infectado con Strep.uberis. Cuarto no infectado por 279 04 1
este patégeno tras el secado '

— Cuarto no infectado con Strep.uberis. Cuarto infectado por este 17 50
patégeno durante el secado y periparto !

TOTAL SEGUIMIENTOS 888

Tabla 24. Evolucién del estado sanitario de los cuartos antes y después del secado por explotacién.

Evolucién del estado sanitario 1 9 3 4
de los cuartos
Infectados al secado 11 10 16 7
— Cuarto infectado con Strep.uberis. Cuarto no 8 4 10 7
infectado por este patégeno tras el secado (72,7 %) (40 %) (62,5 %) (100 %)
— Cuarto infectado con Strep.uberis. Cuarto 3 6 6 0
continta infectado tras secado (27,3 %) (60 %) (37,5 %) (0 %)
No infectados por Strep.uberis al secado 89 15 75 110
— Cuarto no infectado con Strep.uberis. Cuarto 85 10 69 108
no infectado por este patégeno fras el secado | (95,5 %) (66,7 %) (92 %) (98,2 %)
— Cuarto no infectado con Strep.uberis. Cuarto 4 5 6 2
infectado durante el secado y periparto (4,5 %) (33,3 %) (8 %) (1,8 %)
TOTAL SEGUIMIENTOS COMPLETOS 100 25 91 117

80

4. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE STREPTOCOCCUS UBERIS PROCEDENTE DE PROCESOS INFECCIOSOS MAMARIOS DURANTE EL SECADO Y.



4.2.5. STREP.UBERIS AISLADOS DE LAS MUESTRAS AMBIENTALES TOMADAS.

Para el conjunto de las explotaciones (tabla 25), en cerca del 30 % de las muestras
medioambientales tomadas se aislé Strep.uberis, pero con diferencias importantes entre
reservorios de forma que el porcentaje varia entre O % (pesebre vacas secas) al 80 % de

aislamiento de Strep.uberis (potrero y material de pasillo de vacas en lactacién).

Tabla 25. N.° de muestras ambientales tomadas en el conjunto de explotaciones

y % de Strep.uberis aisladas de los distintos reservorios.

Vacas en lactacién 18 3 16,7
Bebedero 14,3
Vacas secas 10 1 10
Vacas en lactacién 18 8 44,4
Material de cama 45,4
Vacas secas 4 2 50
) ) Vacas en lactacién 18 14 77,8
Material pasillo
., 75
Estiércol
Vacas secas 2 1 50
Vacas en lactacién 18 3 16,7
Pesebre 10,7
Vacas secas 10 0 0
Vacas en lactacién 5 4 80
Potrero* 46,1
Vacas secas 8 2 25
Suelo sala ordefio 18 5 27,8
Pezoneras 24 4 16,7
Ubres vacas en lactacién 25 8 32
Manos 16 2 12,5
TOTAL 194 57 29,4

* Zona exterior de descanso, con suelo de tierra.

** Cada muestra puede contener mds de un aislamiento de Strep.uberis.
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llustracién 13. Porcentaje de aislamientos positivos de Strep.uberis por N.° muestras

tomadas por reservorio.

Tabla 26. EXPLOTACION 1. N.° de muestras ambientales tomadas y % de Strep.uberis

aislados de los distintos reservorios.

Vacas en lactacién 6 1 16,7
Bebedero 8,3
Vacas secas o) 0 0
Vacas en lactacién 6 1 16,7
Material de cama 12,5
Vacas secas 2 0 0
. . Vacas en lactacién 6 4 66,7
Material pasillo 71 4
Estiércol Vacas secas 1 1 100
Vacas en lactacion 6 2 33,3
Pesebre 16,7
Vacas secas o) 0 0
Vacas en lactacién = — -
Potrero* 0
Vacas secas 5 0 0
Suelo sala ordefio 6 0 0
Pezoneras 7 1 14,3
Ubres vacas en lactacién 7 1 14,3
Manos 4 1 25
TOTAL 68 12 17,6

*

* %

Zona exterior de descanso , con suelo de tierra.

Cada muestra puede contener més de un aislamiento de Strep.uberis.

1 Explotacién sin potrero
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De las 57 muestras con aislamiento positivo de Strep.uberis (tabla 25), donde cada
muestra podia contener mds de una colonia de Strep.uberis, se identificaron 158 aislamien-
tos de Strep.uberis por pruebas bioquimicas, de los cuales 94 fueron positivos a la identifi-
cacién por PCR. En la explotacién 1, se identificaron 33 aislamientos de Strep.uberis, de los
cuales 14 fueron positivos por PCR. En la explotacién 2, se identificaron 19 aislamientos de
los cuales 11 fueron positivos a PCR. En la explotacién 3, se identificaron 21 aislamientos,
de los cuales 15 fueron positivos por PCR. En la explotacién 4, se identificaron 85 ais-
lamientos de los cuales 54 fueron positivos a PCR (tabla 20).

Asi, los principales reservorios donde se encontré Strep.uberis son las zonas de
trénsito, esto es: los pasillos, principalmente constituidos por estiércol, tanto de las vacas
secas como de las vacas en lactacién, asi como el potrero de las vacas en lactacién y
el material de las camas, tanto de las vacas secas como de las vacas en lactacién vy, en
menor medida, en la piel de ubre de las vacas en lactacién y en el suelo de la sala de
ordefio como se puede observar en la ilustracién 13.

Sin embargo, observamos diferencias entre el peso de cada reservorio en funcién de
la explotacién, asi las camas son un foco importante de Strep.uberis en las explotaciones
2 y 4 y el bebedero en la explotacién 4 (tablas 27 y 29). Curiosamente la explotacién
4 es la Unica que presenta bebederos individuales automdticos (tabla 11).

Por ofra parte, las explotaciones donde se ha aislado Strep.uberis en el 100 % y el 80 %

de las muestras de cama tomadas, explotaciones 2 y 4 (ilustraciones 15 y 17), respectiva-mente,

S
|

|

oo

Vacas en
lactacion
Vacas
secas
Vacas en
lactacion
Vacas
secas
Vacas en
lactacion
Vacas
secas
Vacas en
lactacion
Vacas
secas
Vacas en
lactacion
Vacas
secas

Bebedero  |Material de cama| Material pasillo Pesebre Potrero Suelo Pezonerafs Ubres | Manos | Total
E stiércol sala acas el reservoriq
ordefio lactaciél

(73]

llustracién 14. EXPLOTACION 1. Porcentaje de aislamientos positivos de Strep.uberis

por N.° muestras tomadas por reservorio.
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Tabla 27. EXPLOTACION 2. N.° de muestras ambientales tomadas y % de Strep.uberis

aislados de los distintos reservorios.

Vacas en lactacién 6 0 0
Bebedero 0
Vacas secas - - -
Vacas en lactacién 4 4 100
Material de cama 100
Vacas secas - - -
. . Vacas en lactacién 4 4 100
Material pasillo 100
Estiércol v
acas secas = = =
Vacas en lactacién 4 0 0
Pesebre 0
Vacas secas - - -
Vacas en lactacién 2 1 50
Potrero* 50
Vacas secas - - -
Suelo sala ordefio 4 1 25
Pezoneras 6 0 0
Ubres vacas en lactacién 6 1 16,7
Manos 4 0 0
TOTAL 40 11 29,2

* %

Zona exterior de descanso, con suelo de tierra.

1 Vacas en lactacién y secas en las mismas instalaciones.
Cada muestra puede contener mds de un aislamiento de Strep.uberis.

120
100
80
m —
40
20 — |—|_
0 | | 1 |
55|44 55|46 | 55 48|55| 4855|808
Q Q Q Q Q
8128|8858 (88158 881258 |88 \28
>0 >0 >0 >0 >0
Bebedero Material de | Material pasillo|  Pesebre Potrero SueloAezoneras Ubres | Mancs | Total
cama Estiércd sala Vacas e reservorig

151

llustracién 15. EXPLOTACION 2. Porcentaje de aislamientos positivos de Strep.uberis

por N.° muestras tomadas por reservorio.
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Tabla 28. EXPLOTACION 3. N.° de muestras ambientales tomadas y % de Strep.uberis

aislados de los distintos reservorios.

Vacas en lactacién 4 0 0
Bebedero 20
Vacas secas 1 1 100
Vacas en lactacién 4 0 0
Material de cama 20
Vacas secas 1 1 100
Materig'l pasillo Vacas en lactacién 4 2 50
Estiércol
Vacas en lactacién 4 0 0
Pesebre 0
Vacas secas 3 0 0
Vacas en lactacién = = =
Potrero* 66,7
Vacas secas 3 2 66,7
Suelo sala ordefio 4 2 50
Pezoneras 5 1 20
Ubres vacas en lactacién 6 2 33,3
Manos 4 0 0
TOTAL 43 11 25,6

Zona exterior de descanso, con suelo de tierra.

) Vacas secas comparten establo con las vacas en lactacién,
Cada muestra puede contener més de un aislamiento de Strep.uberis.

excepto en verano (tabla 7).
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llustracién 16. EXPLOTACION 3. Porcentaje de aislamientos positivos de Strep.uberis

por N.° muestras tomadas por reservorio.
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Tabla 29. EXPLOTACION 4. N.° de muestras ambientales tomadas y % de Strep.uberis

aislados de los distintos reservorios.

Bebedero Vacas en lactacién 4 2 50 50
Material de cama Vacas en lactacién 4 3 75 75
Mcteri.cll pasillo Vacas en lactacién 4 4 100 100
Estiércol
Pesebre Vacas en lactacién 4 1 25 25
Potrero* Vacas en lactacién 3 3 100 100
Suelo sala ordefio 4 2 50
Pezoneras 6 2 33,3
Ubres vacas en lactacién 6 4 66,7
Manos 4 1 25
TOTAL 43 23 58,5
* Zona exterior de descanso con suelo de tierra. 1 Vacas secas siempre en pastoreo.
** Cada muestra puede confener mds de un aislamiento de Strep.uberis.
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llustracién 17. EXPLOTACION 4. Porcentaje de aislamientos positivos de Strep.uberis

por N.° muestras tomadas por reservorio.
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sélo la explotacién 2 tiene cama de paija, tipo de material que se asocia con la presencia
de este patégeno.

En el conjunto de explotaciones, se aislé Strep.uberis en cerca del 30 % de las mues-
tras medioambientales tomadas (ilustracién 13). Pero observamos diferencias importantes
entre explotaciones, con un porcentaje de aislamientos muy bajos en la explotacién 1
(17,6 % de las muestras) (tabla 26), seguidos de los porcentajes de aislamiento 25,6%
en la explotacién 3 (tabla 28), 29,2% en la explotacién 2 (tabla 27) y unos aislamientos

superiores al 50 % en la explotacién 4 (tabla 29).

4.3. DISCUSION.

¢ Recuentos de células somdticas

Los recuentos de células somdticas medios obtenidos en el conjunto de las muestras
de leche de cuarto fueron altos en consonancia con las condiciones experimentales por
varias razones: 1° las muestras fueron tomadas en explotaciones previamente seleccionadas
por presentar problemas recurrentes de mamitis producidas por Strep.uberis, 2° el periodo
de estudio (3 meses antes del secado y 3 meses después del parto) corresponde con los
2 momentos de la curva de lactacién donde la leche de la ubre presenta los RCS mas
altos. La relacién entre el RCS en las muestras de leche de cuarto con el patégeno aislado
de ese cuarto pone de manifiesto la existencia de diferencias significativas en funcién del
agente causal de la infeccién mamaria. El Log RCS medio en las muestras en las que se
aislé Strep.uberis presenté un valor de 5,76 (575439 cs/ml), seguido de recuentos de
5,25 (177827 cs/ml) para las muestras con infecciones producidas por ofros patégenos
principales, y por Gltimo un recuento de 4,87 (74131 cs/ml) para las muestras en las que
no se hallaba crecimiento. Se puede concluir que los cuartos infectados presentaron un
recuento de células somdticas muy superior a los de los cuartos en los que no se aislaron
patégenos y que, de forma general, la infeccién por Strep.uberis eleva estos recuentos en
mayor medida que la infeccién por otros patégenos mamarios.

En estudios realizados en el CIFA, durante los afos 2006-2009, sobre dindmica de

las infecciones mamarias en explotaciones de leche de produccién ecolégica (Proyecto

RTA2006-00132-C02_01), el RCS medio de las muestras de cuarto de las ganaderias
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durante los 2 afos de estudio fue de 5,04 (109647 cs/ml); valor inferior al encontra-
do en las muestras de cuarto de las explotaciones convencionales estudiadas en este
proyecto debido, como ya se ha comentado, a que el RCS se incrementa al final de la
lactacién y al inicio de cada lactacién, periodos objeto de seguimiento en este proyecto.
Sin embargo, en dicho proyecto se encontré un recuento medio de 5,92 (831763 cs/ml),
para el conjunto de cuartos infectados, valor superior al recuento medio obtenido en los
cuartos infectados en las explotaciones en el presente trabajo, ain siguiendo el mismo
criterio para diagnosticar una infeccién subclinica. En dicho estudio también se analizé el
RCS por patégeno, encontrdndose los recuentos medios més altos en Gram negativos y
estreptococos, con un recuento medio de 5,93 (851138 cs/ml) para los cuartos infectados
por Strep.uberis, cifra también superior al valor medio asociado a los cuartos en los que
se aislé este patégeno en el estudio actual, asi mismo, otros autores como Pantoja et al.
(2009) estudiando el estado sanitario de 861 cuartos de 218 vacas, antes y después del
secado, encuentran que las infecciones debidas a Gram-negativos y estreptococos son las
que presentan unos mayores recuentos celulares tanto antes del secado —6,86 (7244359

cs/ml) y 5,19 (154881 cs/ml), respectivamente—, como en el primer control tras el parto

—6 (1000000 cs/ml) y 5,52 (331131 cs/ml), respectivamente—.

e Patégenos mamarios aislados de las muestras de leche.

El porcentaje de patégenos principales (PP) aislados respecto a los patégenos secunda-
rios (PS) es del 54,5 % y, entre los PP, Strep.uberis representa el 50 % de los aislamientos
identificados. Los porcentajes de patégenos principales en los informes realizados en los
programas de calidad de la leche en Cantabria, durante los afos 2010 y 2011, son
ligeramente superiores, representan el 80 % en 2010 y el 76,8 % en 2011 vy, entre éstos,
Strep.uberis representa porcentajes menores con respecto a nuestros datos, el 27 % de
los aislamientos identificados en el 2010 (21,6% del total de patégenos) y el 29,5 %
de los aislamientos identificados en el 2011 (22,6 % del total de patégenos). La explicacién
al hecho de que en dichos informes aparezcan porcentajes tan elevados de PP aislados
respecto a los PS, en relacién a los porcentajes obtenidos en nuestro proyecto, se debe

a que las muestras que llegan al laboratorio, a través de particulares o veterinarios de
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la consejeria de Ganaderia, Pesca y Desarrollo rural, proceden de vacas con sintomas
clinicos o problemas de mamitis, y cuyo objetivo es diagnosticar los patégenos causantes
de las infecciones mamarias para aplicar un tratamiento adecuado.

Por ofra parte, la menor presencia de Strep.uberis dentro de los PP, respecto a los
datos de esta memoria, se explica por la seleccién previa de explotaciones llevada a
cabo.

Los estafilococos coagulasa negativo (SCN) son los patégenos secundarios (PS) ais-
lados con mds frecuencia (29,1 %, que representa el 63,9 % de los PS), seguidos de
Corynebacterium bovis y Corynebacterium spp. (16,4 %). En este caso, estas cifras estdn
en concordancia con los resultados aportados en los programas de calidad de la leche en
Cantabria donde el porcentaje de aislados de SCN, 85 % de los patégenos secundarios
durante el afio 2010 y 72,6 % durante el afio 2011, y de Corynebacterium spp., 15 %
durante el afio 2010 y 27,4 % durante el afo 2011.

En Espaia, Jiménez Galdn presenté los resultados obtenidos en 8 laboratorios espa-
Aoles sobre los aislamientos realizados en 2006, en los correspondientes departamentos de
mamitis, encontrando que la prevalencia de Strep.uberis fue variable entre comunidades,
desde un 5,5 en Cataluiia hasta un 17,4 % en Pais Vasco y Navarra, con una media
nacional de 12,4 % (Jiménez Galdn, 2006). De este mismo trabajo se deduce que un
69 % de los patégenos ambientales aislados en infecciones mamarias son estreptococos
tratdndose en un 39 % de los casos de Strep. uberis. Un porcentaje alto pero inferior al
obtenido en las explotaciones de nuestro proyecto, por las razones ya aducidas.

Bradley et al. (2007) estudiaron las mamitis clinicas y subclinicas ocurridas en 97
granjas de leche de Inglaterra y Gales durante un afio. La incidencia de mamitis fue del
47 %. Los patégenos mamarios mds frecuentemente aislados en 480 muestras de leche de
cuarto, procedentes de mamitis clinicas, fueron Strep.uberis y E.coli aislados en el 48,5 %
y 40,5 %, respectivamente, en relacién al total de los PP aislados. En el andlisis de las
464 muestras de leche de cuarto, procedentes de mamitis subclinicas, los patégenos mds
frecuentemente aislados fueron SCN en el 14,9 %, Strep.uberis en el 13,8 % y C.bovis
en el 9,9 % de los casos. En este caso Strep.uberis representa el 56,6 % en relacién a
los PP aislados, valor muy semejante al encontrado por nosotros. Confirman, asi mismo,

la predominancia de los patégenos ambientales aislados de las muestras, tanto de mamitis
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clinica como subclinica, apuntando la importancia de futuros estudios epidemiolégicos para
el control de los patégenos ambientales.

Petrovski et al. (2011) determinaron la distribucién de PP causantes de mamitis pro-
cedentes de muestras de leche de cuarto, diagnosticadas por 5 laboratorios de Nueva
Zelanda, durante 3 afios. Se obtuvieron porcentajes de Strep.uberis (23,6 %), Staphylo-
coccus aureus (23,5 %), SCN (7,2 %), Strep.dysgalactiae (6,2 %), Bacillus spp. (4 %) y
coliformes (3,7 %). Tras evaluar estos datos subrayan el cambio en la prevalencia de los
PP en los Gltimos 40 afios, confirmando la presencia de un mayor porcentaje para paté-
genos ambientales frente a los patégenos contagiosos.

A la vista de estos datos, se confirma la importancia creciente del Strep.uberis dentro
de la patologia de las mamitis asi como que, pese a la seleccidn de explotaciones con
prevalencia en Strep.uberis realizada en este trabajo, el porcentaje de aislamiento es

similar al obtenido en trabajos publicados para poblaciones sin esta seleccién.

e Comparacién de los 3 métodos de identificacién para Streptococcus uberis.

La identificacidn correcta de aislados bacterianos es una tarea muy compleja. Cuando
los tests bioquimicos utilizados en los laboratorios de diagnéstico presentan identificaciones
dudosas se suele recurrir a ofros sistemas de identificacién. En nuestro estudio, se emplea-
ron adicionalmente el sistema APl 20 Strep y la amplificacién de dcidos nucléicos (PCR).

El test bioquimico sélo identificé con seguridad el 32 % de los presuntos aislamientos
de Strep.uberis, el sistema APl 20 Strep identificé el 83,8 % con un 99,9% de fiabilidad
y la PCR identificé el 91,9 % de los presuntos aislamientos de Strep.uberis como Strep.
uberis. Tras estos resultados, se definié un protocolo de actuacién para identificar aislo-
mientos de Strep.uberis, que consiste en la utilizacién de un test bioquimico convencional
junto con la técnica PCR. La decisién de combinar ambas técnicas se debe a tres razones
principales: por un lado, la bateria de pruebas presenta resultados dudosos en un 68%
pero presenta la ventaja que permite realizar una seleccién répida de los aislamientos que
no interesen. Por ofro, el sistema APl 20 Strep presenta limitaciones a la hora de identificar
algunos estreptococos: perfiles bioquimicos incompletos para algunas especies, las cuales
no estén presentes en la base de datos on line, ademds del elevado coste de la galeria

de pruebas. Por dltimo, la PCR permite identificar correctamente Strep.uberis sin presentar
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los problemas anteriormente descritos, en menor tiempo y a un coste asequible para el
ganadero.

Algunos autores han utilizado para identificar aislamientos de patégenos mamarios
tests bioquimicos convencionales junto con el sislema APl 20 Strep pero encontrando alguno
de los problemas ya comentados.

Fortin et al. (2003) testaron un método de andlisis basado en 7 pruebas: reaccién
enzimdtica de la aminopeptidasa (LAP), hidrélisis de la esculina (ESC), test de CAMP, fermen-
tacién de rafinosa (RAF) e inulina (INU), crecimiento en NaCl, hidrélisis del hipurato sédico
(HIP), utilizando el sistema APl 20 Strep para confirmar los resultados dudosos aportados
por el test bioquimico convencional, surgiendo la dificultad por parte del APl 20 Strep de
identificar aislamientos de enterococos y lactococos, unido al elevado coste del sistema, no
asequible para los ganaderos. En consonancia con nuestros resultados pues de los 3 casos
de discordancia entre el APl y PCR, en 2 casos (66,7%) el API clasificé el aislamiento den-
tro de alguna especie de enterococo mientras que la PCR lo identificé como Strep.uberis.

Jayarao et al. (1991a) emplearon los sistemas APl 20 Strep y Vitek GPI para identi-
ficar estreptococos procedentes de mamitis bovina y compararon los resultados obtenidos
con los test bioquimicos convencionales propuestos por McDonald y McDonald (1976).
Identificaron correctamente un mayor nimero de estreptococos con el sistema APl 20 Strep
(96,5 %) y con el sistema Vitek GPI (94,4 %) que con los tests bioquimicos convencionales,
y proponen estos sistemas comerciales como alternativa a los sistemas convencionales, a
pesar de presentar limitaciones para identificar algunas de las especies de estreptococos,
asi las cepas positivas a rafinosa no son identificadas por el sistema APl 20 Strep como
Strep.uberis. Similares observaciones fueron realizadas por Poutrel y Ryniewicz (1984).

Hoshino et al. (2005) sefialan algunas limitaciones a la hora de identificar estreptococos
con el sistema APl 20 Strep, debido a que sélo identifica aquellas especies incluidas en la
base de datos y no diferencia entre los microorganismos Strep.uberis y Strep.parauberis.
Ambos microorganismos presentan una morfologia semejante en un andlisis bioquimico
convencional, aunque Strep.parauberis sea un patégeno menos frecuente como productor
de infecciones mamarias (Pitkala et al., 2008).

Devrise et al. (1999) utilizaron los tests bioquimicos convencionales previamente des-

critos por otros autores y el APl 20 Strep, como método de confirmacién de patégenos
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mamarios. Aunque este Gltimo no pudo identificar algunas especies bacterianas, las cuales
no estaban presentes en la base de datos APl 20 Strep.

Otros autores desarrollan técnicas de PCR especificas, para identificar patégenos
mamarios, obteniendo resultados precisos, en menor tiempo y a un coste asequible, en
comparacién con las técnicas bioquimicas.

Forsman et al. (1997) estudiaron las variaciones en la regién de 16S5-23S ADNr para
identificar especies de estafilococos y estreptococos procedentes de casos de mamitis y
obtuvieron resultados concluyentes y rdpidos, empleando la técnica PCR, a diferencia de
los tests convencionales.

Jayarao et al. (1992) demostraron la idoneidad de aplicar la técnica de PCR, especifica
para las regiones del gen 16S ADNr, para la identificacién 12 especies de estreptococos:
Strep.uberis, Strep.parauberis, Strep.agalactiae, Strep.dysgalactiae, Strep.bovis, Strep.mitis,
Strep.salivarius, Strep.Saccharolyticus, Ent.faecium, Ent.faecalis, Ent.avium y A.viridans.

Abdulmawjood y Lammler (1999) identificaron correctamente aislamientos de estrep-
tococos del grupo B de Lancefield, entre ellos Strep.uberis y Strep.parauberis, empleando
PCR especifica 16S ADNr. Ninguna de las cepas empleadas como control negativo pre-
senté resultados positivos.

Bentley et al. (1995) amplificaron regiones del gen 16S ADNr para identificar espe-
cies de estreptococos: Strep.uberis, Strep.parauberis y Strep.agalactiae, mediante la técnica
PCR. Se obtuvieron resultados discriminantes, y en poco tiempo, para la identificacién
de las especies, a diferencia de otras técnicas serolégicas y bioquimicas donde obtenian
resultados dudosos, especialmente en la identificacién de Strep.uberis y Strep.parauberis.

Hassan et al. (2001) diferenciaron aislamientos de Strep.uberis de Strep.parauberis
mediante la identificacién del gen 16S ADNr, el gen 23S ADNr y el espacio intergénico
16S-23S ADNFr por PCR. Los cebadores disefiados para identificar las regiones especificas
del gen 16S y 23S ADNr permitieron la identificacién de 67 aislamientos de Strep.uberis
y 4 aislamientos de Strep.parauberis, de una manera rdpida y sensible.

Estos resultados, obtenidos por diversos autores, indican que la PCR basada en
amplificacién especifica del 16S, es efectiva para la identificacién de Strep.uberis,
junto con los datos recogidos durante este trabajo, refuerzan la conclusién que un pro-

tocolo basado en un reducido nimero de pruebas, combinado con una PCR especifica,
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es una estrategia sencilla y econémicamente viable para abordar la identificacién de

Strep.uberis.

¢ Dindmica de las infecciones mamarias durante el secado.

De los seguimientos llevados a cabo en las vacas en lactacién, durante el periodo
comprendido entre 3 meses antes del secado y 3 meses después del parto, se deduce
que sélo el 13,2 % de los cuartos llegaron infectados al secado, esto es: la incidencia de
mamitis al secado por Strep.uberis es del 13,2 % mientras que la incidencia de mamitis
por Strep.uberis tras el parto es del 9,6 %, por tanto el porcentaje de cuartos infectados
al secado es mayor que el porcentaje de cuartos infectados tras el parto, considerando
éstos ltimos como la suma de los cuartos que no han curado (34 %) mds los cuartos que
se han infectado durante el secado y periparto. Es interesante observar la existencia de
diferencias importantes entre explotaciones, asi en la explotacién 2 el 40 % de los cuartos
estaba infectado por Strep.uberis antes del secado y el 44 % lo estaba después del parto,
asociado con la tasa de curacién mds baja (40 %); frente a este caso, la explotacién
4 presenta una incidencia de infecciones por Strep.uberis antes del secado del 6 % y
del 1,7 % después del parto, con una tasa de curacién del 100%, por razones que se
comentardn més adelante.

El porcentaje de cuartos que se infectaron con Strep.uberis tras el secado y periparto
fue del 5,9 %, con diferencias muy importantes entre las 4 explotaciones en estudio. Si lo
desglosamos por explotaciones, encontramos que los cuartos que llegaron sin infeccién por
Strep.uberis al secado y fueron diagnosticados como infectados tras el secado fueron 4,5 %
en la explotacién 1, 33,3 % en la explotacidén 2, 8 % en la explotacién 3 y 1,8 % en la
explotacién 4. Como se comentard mds adelante, el alto porcentaje de nuevas IIM por este
patégeno, tras el secado, en la explotacién 2 estd relacionado con el manejo llevado a cabo
en esa explotacién y la baja efectividad del tratamiento al secado al que ya se ha aludido.

Otros autores como Pantoja et al. (2009) estudiaron las IIM durante el periodo de secado
y el riesgo de contraer infecciones subclinicas durante la lactacién siguiente. Se incluyeron en el
estudio 218 vacas, y se analizaron 804 cuartos de los cuales 102 presentaban IIM al secado,

detectdndose que el 89,2 % de los cuartos curan tras el secado (curacién bacteriolégica),
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el 9,8 % de los cuartos presentan infeccién antes y después del secado, y el 6,4 % de
los cuartos no infectados se infectan tras el secado, en nuestros resultados el 66 % curan
tras el secado, el 34 % de los cuartos presentan infeccién antes y después del secado, y
el 5,9 % se infectan tras el secado y periparto, las diferencias respecto a la curacién se
deben fundamentalmente a dos hechos: por una parte a que en nuestro estudio analizamos
exclusivamente las IIM producidas por Strep.uberis y el equipo de Pantoja analiza todas
las IIM encontradas durante el periodo de estudio, y por otra parte, los datos presentados
se refieren a curacién bacteriolégica y en nuestro estudio un cuarto se define como infec-
tado por Strep.uberis cuando se aisla éste y ademds presenta un RCS > 300000 cel/ml.

El 66 % de los cuartos que llegaban infectados por Strep.uberis al secado curaban tras
este periodo y, como también se ha visto anteriormente, existen importantes diferencias en
la tasa de curacién entre explotaciones, asi en la explotacién 2 la tasa de curacién es de
sélo el 40 %, frente al 72,7, 62,5 y 100 % de las otras explotaciones. Estas diferencias
estdn mds ligadas al manejo que al tratamiento empleado, de hecho las explotaciones
1, 2 y 3 aplicaban el mismo tratamiento al secado con muy diferentes resultados. A una
conclusién similar llegan Todhunter et al. (1995) que indican que la aparicién de nuevas
IM por estreptococos ambientales se debe a muchos factores, algunos de ellos, la edad de
la vaca, la estacién del afo, el estado de lactacién del animal, pero, sobre todo, lo més
importante son las précticas de manejo empleadas, entre ellas la implantacién de nuevas
medidas de control en el periodo critico (secado) para reducir la exposicién a patégenos
ambientales, conclusién que también se obtiene en nuestro estudio.

Del andlisis del manejo llevado a cabo en cada explotacién, con la limitacién del
nimero de explotaciones estudiadas, se podria deducir que las diferencias en la tasa de
curacién son debidas fundamentalmente a la falta de higiene en los alojamientos de las
vacas secas, donde o no existe cambio periédico de las camas (explotacién 2), o las
vacas son mantenidas en parcelas con estiércol que apenas se limpian (explotaciones 2
y 3) e incluso puede influir la higiene a la hora de administrar los tratamientos antibiéti-
cos al secado. Por ofra parte, el éxito aparente obtenido en la explotacién 4, donde los
datos reflejan que curan todas las vacas que llegan infectadas por Strep.uberis al secado,
se debe a 2 estrategias de manejo: 1. A las vacas que habian presentado sintomas de

mamitis durante la lactacién, y continuaban infectadas al secado, se les administraba un
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tratamiento al secado especifico para este patégeno; al mes se limpiaba la ubre y se
aplicaba un segundo tratamiento. 2. Si aun asi no se conseguia la cura tras el secado,
las vacas enfermas eran eliminadas del rebario.

Las tasas de curacién obtenidas en Espafia, para el conjunto de los patégenos de
mamitis, son superiores a los porcentajes aportados en nuestro proyecto para el Strep.
uberis. Asi, Escobal et al. (1999) estudiaron la eficacia de dos tratamientos al secado,
en 269 vacas pertenecientes a 4 rebafios lecheros durante un afio, y encontraron que el
porcentaje de cuartos que continuaban infectados tras el secado era de sélo el 13,2 %
(86/651), frente al 34 % obtenido en nuestro estudio para el Strep.uberis. De nuevo, la
razén hay que buscarla en el patégeno de que se trata. Técnicos y clinicos en Espafa y
fuera del pais destacan la baja respuesta a la terapia antibidtica del Strep.uberis (Echeva-
rria, 2004, Oliver et al., 2004, Guijarro de la Cal, 2006, Jiménez Galan, 2006, Milne
et al., 2007, Zadoks & Fitzpatrick, 2009).

* Streptococcus uberis aislados de las muestras ambientales.

De las muestras ambientales tomadas del entorno de las vacas en lactacién y secas
se han aislado Strep.uberis de bebederos, piel de la ubre, material de vaca, material del
pasillo, pesebre en vacas en lactacién, potrero, suelo de la sala de ordefio, pezoneras
y manos del ordefiador. Estos datos concuerdan con los resultados publicados por otros
autores internacionales, los cuales han encontrado aislamientos de Strep.uberis en nume-
rosos reservorios ambientales, concretamente en material de camas, suelo, heces, labios,
vulva y la piel adyacente a la gldndula mamaria (Cullen and Little, 1969; Bramley, 1982;
Epperson et al., 1993; Lépez-Benavides et al., 2007). Cullen aisla 749 Strep.uberis de
labios, vientre, piel de la ubre, pezén y leche de cuarto de 15 vacas, durante el periodo
de lactacién y en el periodo de secado, correlacionando la presencia o ausencia de este
patégeno segin la estacién del afo.

En nuestro estudio, los principales reservorios de Strep.uberis son las zonas de trén-
sito, pasillos fundamentalmente constituidos por estiércol, tanto en el drea de las vacas
secas como en lactacién (se aislé Strep.uberis en el 75 % de las muestras tomadas), los
potreros de las vacas en lactacién (se aislé Strep.uberis en el 46,1 % de las muestras

tomadas), y el material de cama, tanto en vacas secas como en lactacién (se aislé Strep.
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uberis en el 45,4 % de las muestras tomadas). Estos resultados coinciden con los publica-
dos por ofros autores, donde el porcentaje muestras ambientales de las que se aisla Strep.
uberis es superior a un 40 %. Bramley (1982) examina 22 muestras de material de cama
(paja), de 32 explotaciones, y aisla Strep.uberis en el 86,4 % de las muestras tomadas, y
41 muestras de heces, donde encuentra Strep.uberis en el 34,1 % de las muestras.

Zadoks et al. (2005) aislan Strep.uberis en un 23 % de las muestras de heces toma-
das, en un 42 % en agua de bebedero, en un 64 % en hierba de pastoreo y valores
superiores al 85 % para las muestras obtenidas en los lugares de descanso de las vacas
(tierra y plantas) y para las dreas de tréfico de las vacas. Los porcentajes de aislamiento
obtenidos en las 4 ganaderias estudiadas varian dependiendo del reservorio analizado,
es frecuente aislar Strep.uberis en el material de cama, en vacas secas como vacas en
lactacién, en las explotaciones 2 y 4. En la explotacién 4 se aisla Strep.uberis en el 75 %
de las muestras tomadas de las camas de vacas vacas en lactacién, donde el material es
inorgénico (lona) y en la explotacién 2 se aisla Strep.uberis, en el 100 % de las muestras
tomadas en vacas vacas en lactacién, donde el material de cama es orgénico (paja).

El grado de contaminacién de las camas varia en funcién del material de cama
empleado (orgénico o inorgdnico), el manejo (frecuencia de cambio de cama) o la adicién
de un determinado producto en la cama (superfosfato de cal). El material de cama ideal
es aquel que tenga un origen inorgdnico, por ejemplo, arena, piedra o lona, como es
el caso de la explotacién 4, que no favorece el crecimiento de microorganismos. Algu-
nos autores han encontrado que el material de cama inorgdnico evita el crecimiento de
patégenos ambientales: coliformes y estreptococos (Bickert, 1999; Stowell, 2000). Asi
mismo, en los estudios de Hogan et al., de 1989 y 1999, se demuestra una disminucién
de nuevas infecciones mamarias producidas por patégenos ambientales por el uso de
material inorgdnico en la cama. En los resultados obtenidos en nuestro proyecto se pone
de manifiesto la importancia del manejo, asi se encuentra Strep.uberis en un 75 % de las
muestras tomadas de cama inorgénica en la explotacién 4 frente al encontrado en las
explotaciones 1y 3 con material de paja debido posiblemente a que en la explotacién 4
no realizaban una limpieza eficaz del material orgénico (heces, orina, restos de pesebre...)
que se depositaba sobre la lona, l6gicamente la suciedad ligada a la falta de higiene y

la humedad favorecen el crecimiento de microorganismos ambientales, sobre materiales
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orgdnicos, que alcanzan su mdxima poblacién tras 24 horas (Faull et al., 1983; Smith &
Hogan, 1993).

Por ofro lado, el material de cama constituido por sustrato orgdnico, como paja, heno
o serrin permite la proliferacién de microorganismos ambientales como coliformes y Strep.
uberis, debido a la absorcién por el material de heces, orina y demds desechos producidos
por el animal unidos a condiciones ambientales del establo como la temperatura, humedad
o la estacién del afo (Zehner et al., 1986; Hogan et al., 1989). Estudios realizados por
Ward et al. (2002) avalan la teoria de que existe una relacién directa entre las condiciones
medioambientales de humedad, temperatura y pH con el crecimiento de los patégenos
mamarios Strep.uberis y E.coli, favoreciendo su crecimiento los materiales orgdnicos como
la paja, temperaturas superiores a 15 °C y humedad >20 %, mientras que un pH alcalino
inhibe su crecimiento en el interior de la paja pero no en la superficie de la paja.

El hecho de que en las explotaciones 1y 3, con material de paja, se aislara Strep.
uberis sélo en el 12,5 y 20 % de las muestras tomadas en ambas explotaciones, respecti-
vamente, puede ser asociado a un buen manejo de las camas, es decir, cambio periédico
del material y al empleo de aditivos, concretamente superfosfato de cal, cuya funcién
es por un lado, desinfectar y por ofro, reducir el contenido en agua, dificullando el cre-
cimiento bacteriano y en consecuencia una disminucién potencial/teérica de la incidencia
de mamitis. Estos resultados coinciden con los publicados por autores como Hogan et al.
(1997) donde llevaron a cabo una experiencia en la que realizaban un pre-tratamiento
con productos alcalinos y fosfato de cal, de los materiales orgdnicos, concretamente ser-
rin, observando una disminucién en el nimero de bacterias, Gram-negativas, coliformes,
Klebsiella y estreptococos, y obteniendo niveles de 10° ufc/g en aproximadamente 24 h
(Hogan et al., 1997).

De hecho, en la explotacién 2, también con material de paja, el porcentaje de
muestras con aislamiento positivo es del 100 %; pero en este caso la higiene fue escasa

(cambio poco habitual de la paja) y no empleaban superfosfato de cal.
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En este momento, la investigacién en el campo de las mamitis estd dedicando un gran
esfuerzo en conocer los reservorios medioambientales, la dindmica de la dispersién y de
la transmisién de los microorganismos ambientales con el propésito de establecer medidas
efectivas para el control de las infecciones mamarias provocadas por patégenos ambientales.
Para abordar estos estudios epidemiolégicos se estd generalizando la aplicacién de técnicas
de tipificacién molecular.

En un proyecto anterior desarrollado en el CIFA, sobre el manejo y la dindmica de
las infecciones mamarias en ganaderias de produccién ecolégica (Proyecto RTA2006-
00132-C02_01), se llevd a cabo el seguimiento sanitario a lo largo de la lactacién de 168
vacas durante 2 afos. Para la identificacién de los patégenos mamarios se aplicaron los
métodos convencionales que se emplean en los laboratorios de rutina de mamitis, basados
en pruebas bioquimicas. Los resultados del estudio pusieron de manifiesto que muchos de
los procesos infecciosos se prolongaban durante meses y que un 30 % de las infecciones
que llegaban al secado continuaban en la lactacién siguiente. En los datos obtenidos
en el capitulo IV, 44 de los cuartos que llegaron al secado fueron diagnosticados como
infectados por Strep.uberis, se deducia que el 66 % se curaron y el 34 % continuaron
infectados, a pesar de haber sido tratados durante el secado. Con la identificacién
bioquimica a nivel de especie no es posible asegurar que la cepa de un mismo patégeno
aislada antes y después del secado, o durante varios meses a lo largo de la lactacién,
fuera la misma y, por tanto, que se trate de la misma infeccién mamaria. Asi pues se

entendié que era necesario llevar la identificacién microbiana hasta el nivel de cepa, de
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forma que el seguimiento de las infecciones permitiera diferenciar entre persistencia y
curacién-reinfeccién.

En el capitulo IV de esta tesis se ha analizado la dindmica de las infecciones mamarias
por Strep.uberis durante el secado, a partir de muestras de leche de cuarto, llevéndose a
cabo la identificacién de los patégenos mediante pruebas bioquimicas y PCR. Asi mismo,
se aplicé este sistema de identificacién para los aislamientos obtenidos de los reservorios
ambientales. En este capitulo, se aplican técnicas de tipificacién molecular tanto al estudio
de la dindmica de las infecciones como al estudio epidemiolégico en su conjunto, con los
siguientes objetivos: 1) discriminar entre contaminacién horizontal (transmisién vaca a vaca)
y contaminacién a partir de estos reservorios ambientales, 2) estudiar el comportamiento de
las cepas de Strep.uberis en los cuartos infectados, antes y después del secado y 3) aportar
informacién sobre el cardcter ambiental o contagioso de Strep.uberis, considerado durante
varias décadas como patégeno ambiental; objetivos imposibles de afrontar sin las técnicas

moleculares.

5.1. MATERIAL Y METODOS.

5.1.1. TIPIFICACION MOLECULAR

* Seleccién de cepas para el andlisis de PFGE y GTG,-PCR.

Se seleccionaron las cepas de Strep.uberis pertenecientes a seguimientos completos e

incompletos y, todas las cepas aisladas de muestras medioambientales.

5.1.1.1. PFGE.

* Preparacién de DNA genémico.

Los aislamientos caracterizados como Strep.uberis mediante PCR se incubaban en caldo
BHI durante toda la noche a 37 °C. Los cultivos se ajustaban a una densidad éptica (DO)
a 620 nm de 1 que equivale a una concentracién aproximada de 10° ufc/ml. Las células
del cultivo previo se centrifugaban a 10000 x g durante 3 minutos, se lavaban con 1 ml de
solucién TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1TmM pH 8.0) y se resuspendian en 200 pl de la misma
solucién. Las células de estreptococos se trataban con 10 ul de lisozima (20 mg/ml) durante

20 minutos a 55 °C y posteriormente se aiadian 10 pl de proteinasa K (20 mg/ml).
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La suspensién de células se mezclaba con el mismo volumen de agarosa fundida de
bajo peso molecular al 2,5 % en TE (Agarose LM; Pronadisa, Conda, Madrid, Espafia) y
se dispensaba en moldes de un volumen de 300 pl (ilustracién 19) para la formacién de
pequefios bloques de agarosa. Cuando se solidificaban los bloques, se incubaban en un
tampén de lisis celular (Tris-HCl 50 mM, EDTA 50 mM, pH 8, Sarkosyl 1 %) durante 2-3 horas
a 54 °C y se lavaban dos veces con 10 ml de agua destilada y solucién TE. Los bloques de

agarosa se conservaban con 5 ml de TE a 4 °C hasta su utilizacién.

* Digestion del DNA genémico con endonucleasas de restriccién.

Los bloques se cortaban con un grosor de 1-2 mm y se incubaban en 300 pl de mezcla
de restriccién. Las digestiones se llevaban a cabo con 30U de Smal (Takara Bio INC, Japén)
a 25 °C durante 3 h, en una mezcla de reaccién con 30 ul de tampén 10X, 12 pl de BSA

0,1 % y agua hasta completar el volumen final de 300 pl.

e Electroforesis en campo pulsado.

Los fragmentos de ADN se separaban por electroforesis mediante el sistema CHEF DR |l
(Bio-Rad) (ilustracién 20). Para la realizacién de la electroforesis de campo pulsado, las

muestras previamente digeridas se embebian en un gel de agarosa al 1,5 % con 0,5 x TBE

(10 x TBE: 89 mM Tris-HCI, 89 mM écido bérico, 2 mM EDTA, pH 8,3) y se sometian a

llustracién 19. Preparacién de plugs.

5. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO MOLECULAR DE STREPTOCOCCUS UBERIS EN EXPLOTACIONES DE GANADO VACUNO EN CANTABRIA ] 03



llustracién 20. Cubeta de electroforesis del sistema CHEF DR Il

6 V/cm con un dngulo de 120° durante 20 h a 14 °C, con un pulso que se incrementaba
de 1 s a 20 s. Los geles resultantes tras la electroforesis se tefiian con Bromuro de Etidio, se
visualizaban con un transiluminador UV y se documentaban con el sistema Digimage System
(Major Science, Saratoga, California, EE. UU.). Se utilizaba como patrén de peso molecular

el marcador “lambda ladder PFGE marker” (Bio-rad).

5.1.1.2. GTG,PCR.

* Preparacién de ADN.

A partir del ADN extraido y utilizado previamente para la caracterizacién de los
aislamientos sospechosos de Strep.uberis mediante PCR, se realizaba la cuantificacién de
ADN, de aquellos aislamientos confirmados por PCR, mediante el equipo Nanodrop 1000

versién 3.5.2. La concentracién de ADN se estandarizaba hasta el valor de 100 ng/pl.

* Preparacién de los cebadores.

Los oligonucleotidos se sintetizaban por Integrated DNA Technologies (Conda Lab,
Madrid, Espaiia). El cédigo y secuencia de GTG, desde 5" a 3 se describe a continuacién:
5" GTIG GTG GTG GTG GTG 3'. Se preparaban a una concentracién de 25 pM. La
temperatura de hibridacién de los cebadores de GTG, fue 40 °C.
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e Amplificacién de ADN.

Cada reaccién de PCR, con un volumen final de 25 pl, contiene los siguientes reactivos:
10 pl de PCR Master-Mix 2,5 x (1,2 U Tag DNA Polymerase, KCl 50 Mm, Tris-HCI 30 Mm,
lgepal-CA360 0,1 %, 200 pM de dNTP) (5PRIME, Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafa),
2 pl de primer GTG,, 1 pl de ADN bacteriano y 12 pl de agua. La amplificacién se llevaba
a cabo en el aparato de PCR (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburgo, Alemania) con
la siguientes condiciones: 1 ciclo de desnaturalizacién de ADN a 95 °C durante 7 minutos,
seguido de 30 ciclos consecutivos de desnaturalizacién a 90 °C durante 60 segundos, otro
a 40 °C durante 1 minuto donde se produce la hibridacién de los cebadores al ADN y un
proceso de elongacién a 65 °C durante 8 minutos. Después de los 30 ciclos de PCR, se

produce una elongacién final a 65 °C durante 16 minutos (Versalovic et al., 1991).

* Electroforesis en gel de agarosa.

Para visualizar los productos amplificados se cargaban 5 pl del producto amplificado y
se separaba en un gel de agarosa al 1 % en tampén TAE 1 x (Tris base 40mM, dcido acético
glacial 20mM, EDTA TmM, pH 8,0) a 100 V durante 90 minutos. Los geles resultantes
se tefiian con Bromuro de Etidio y se digitalizaban con Digimage System (Major Science,
Saratoga, California, EE. UU.). Se utilizaba un patrén de 1000 pb (Biotools, Madrid, Espaiia)

como marcador de peso molecular.

5.1.2. TEST DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA.

* Seleccién de cepas para el test de susceptibilidad antibiética.

La seleccién de las cepas de Strep.uberis se realizé en funcidn de los resultados obtenidos
en la técnica de PFGE, que se consideré como método de referencia de tipificacion.
Se tomaban las cepas que pertenecian a seguimientos completos y a los “cluster”

predominantes de las muestras aisladas del medioambiente.

¢ Fundamento.

Para identificar la sensibilidad de las cepas de Strep.uberis se utilizaba el test de
susceptibilidad de Kirby-Bauer. Se usaban los siguientes discos antibidticos (Mast Group

Ltd, Merseyside, UK) pertenecientes a los siguientes grupos: Aminocumarinas (Novobiocina
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30 pg; NO,.), Aminoglucésidos (Gentamicina 10 pg; GM,,, Kanamicicina 30 pg; K,,,

101
Estreptomicina 25 pg; S,,), Cefalosporinas-lactémicos (Cefazolina 30; KF, ), Glicopéptidos
(Vancomicina 30 pg; VA,,), Lincosamidas (Lincomicina 2 pg; L,), Penicilinalactdmicos
(Penicilina G 5i.u; PG,), Quinolonas (dcido nalidixico 30 pg; NA, ), Tetraciclinas (Tetraciclina

30 pg; T,,), Macrélidos (Eritomicina 15 pg; E, ).

* Cultivo de Streptococcus uberis.

Las cepas seleccionadas de Strep.uberis se cultivaban en medio Edwards (Oxoid) a
37 °C durante 24 h. Se tomaban 3-5 colonias del cultivo puro de Strep.uberis y se cultivaban

en caldo de BHI a 37 °C durante 2-6 horas hasta conseguir una turbidez equivalente a

108 ufc/ml.

* Inoculacién de las cepas en las placas de cultivo y dispensacién de los discos antibiéticos.

Las suspensiones bacterianas se inoculaban (0,5 ml) sobre la superficie de placas de
agar Mueller-Hinton (Oxoid) con un pH 7,2-7,4 y se repartian homogéneamente en la placa.

Se dispensaban los discos antibiéticos en cada placa de cultivo y se incubaban a 37 °C

durante 18-24 h.

llustracién 21. Medicién de los halos de inhibicién.
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* Interpretacién de los resultados del test de susceptibilidad antibidtica.

Tras la incubacién los didmetros de la zona de inhibicién se median en milimetros (mm)
con un calibre como se muestra en la ilustracién 21. La interpretacién de los resultados se
dividié en 3 categorias: Resistente (R), Intermedio (l) y Sensible (S) segin los pardmetros

esténdar del test de susceptibilidad de Kirby-Bauer (ver Anexo 3).
5.1.3. DETECCION DE GENES DE VIRULENCIA EN LA CEPAS DE STREPTOCOCCUS UBERIS.

* Seleccion de cepas para la deteccién de factores de virulencia.

Se seleccionaron las cepas de Strep.uberis de los “cluster” predominantes proceden-
tes de muestras de medioambiente y de muestras de leche con un recuento superior a

600000 cs/ml (5,78 log RCS/ml).

¢ Identificacion de los genes de virulencia mediante PCR.

Las cepas seleccionadas se sembraban en medio Edwards (Oxoid) para la recuperacién
de colonias y se analizaban mediante PCR, para ello, los factores de virulencia que se
amplificaban fueron los siguientes: HasA, HasB, HasC, GapC, Ibp, OppF, PauA/PauB, Skc,

Sua (Tabla 30). Las secuencias de oligonucledtidos se obtuvieron de los autores Reinoso et

Tabla 30. Caracteristicas de los factores de virulencia.

HasA
HasB Producir la cépsula de dcido hialurénico Evasién de defensas del hospedador
HasC
GapC Codificar la proteina GAPDH* Brcaon sl defe'nsas.c,iel exzzeler @
invasién
OppF Codificar protemos.lnvolucrcdas en el Proliferacion
transporte activo de solutos
PauA/PauB
Activar el plasminégeno Colonizacién
Sck
lbp N . B
Adherir e invadir las células epiteliales Invasis
: nvasién
Sua mamarias

*  Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
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al. (2011). Los cebadores se sintetizaron por Integrated DNA Technologies (Conda LAB,
Madrid, Espaiial).

La extraccién del ADN se llevé a cabo mediante Instagene matrix (Biorad Laboratories,
Hércules, CA, EE. UU.) segin el protocolo descrito por el fabricante. Se amplificaban frag-
mentos que comprendian entre 200 pb y 1200 pb, dependiendo el factor de virulencia
analizado, la amplificacién se llevé a cabo en el termociclador (eppendorf mastercycler
personal), y se comprobaron al menos 2 veces, con las siguientes condiciones: 1 ciclo inicial
de desnaturalizacién a 94 °C durante 2 minutos, seguido de 24 ciclos consecutivos de un
proceso de desnaturalizacién del ADN a 94 °C durante 30 segundos, la temperatura de
hibridacién de los cebadores al ADN variaba entre 50 a 59 °C, dependiendo del cebador,
durante 30 segundos y un proceso de elongacién a 72 °C durante 30 segundos. Después de
los 24 ciclos de PCR, se produce una elongacién final a 72 °C durante 5 minutos

Para cada reaccién de PCR, con un volumen final de 25 pl, se utilizaban los siguientes
reactivos: 10 pl de PCR MasterMix 2,5 x (1,2 U Taq DNA Polymerase, KCl 50 Mm, Tris-HCI
30 Mm, Igepal-CA360 0,1 %, 200 yM de dNTP) (5PRIME, Thermo Fisher Scientific, Madrid,
Spain), 1 pl de cada cebador y 1 pl de ADN bacteriano. La concentracién final de los
cebadores fue de 1 pM.

Para comprobar que el fragmento, de cada factor de virulencia, habia sido amplifi-
cado se separaba el producto amplificado en un gel de agarosa al 1 % en tampén TAE 1 x
(Tris base 40mM, dcido acético glacial 20mM, EDTA TmM, pH 8,0) junto con un marcador
de peso molecular de 100 pb o 1000 pb (Biotools, Madrid, Espafia) dependiendo del factor
de virulencia analizado. La electroforesis se llevé a cabo a 120 V durante 1 h'y 30 minutos.
Posteriormente, los geles resultantes se tefiian con Bromuro de Etidio y se digitalizaban con
Digimage System (Major Science, Saratoga, California, EE. UU.).

Se utilizé como control positivo la cepa de referencia de Strep.uberis CECT 994 y como

control negativo la cepa de Listeria monocytogenes CIP 103575.

5.1.4. ANALISIS DE LOS DATOS.

Para el andlisis de los perfiles de restriccién, que se obtuvieron por las técnicas de
tipificacién, se utilizé el software GelCompar versién 6.1 (Applied Maths, Sint-Martens-

Latem, Bélgica). Las bandas se asignaron autométicamente por el programa y se corrigieron
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manualmente. La homologia de los perfiles se calculé con el indice de Dice, aplicando un
5 % de tolerancia y un 2 % de nivel de optimizacién.

El agrupamiento jerdrquico de los patrones obtenidos, es decir, la construccién de
los fenogramas, se realizé con el método UPGMA (unweighted pair group method with
average). La interpretacién de los patrones de bandeo se realizé segin los criterios descritos
por Tenover et al. (1995) que considera un porcentaje de similitud (punto de corte) de més
de un 85 % para denominar dos cepas iguales y teniendo en consideracién la topologia de
los dendogramas (Goering, 2004).

La relacién entre las variables categéricas (cepas procesos infecciosos/cepas medio-
ambientales) se comprobé utilizando el test X? o test de Fisher, se consideraron diferencias

significativas con una p < 0,05.

5.2. RESULTADOS.

* Resultados obtenidos del andlisis de las cepas por PFGE y GTG,-PCR en el conjunto de las

explotaciones.

En el andlisis de las cepas mediante PFGE se digirié el ADN con la enzima de restriccién
Smal que generd de 6 a 16 fragmentos de ADN con un rango comprendido entre 5 Mkb y
60 Mkb, mientras que para el andlisis de las cepas mediante GTG-PCR se amplificé el ADN
con cebadores GTG, y se generaron de 3 a 9 fragmentos de ADN con un tamafio de 15 kb
a 600 kb.

Se analizaron 218 cepas de Strep.uberis por ambas técnicas: a) con la técnica PFGE,
se tipificaron 127 cepas con origen de ubre y 91 cepas con origen medioambiental, b) con
la técnica GTGPCR, se tipificaron 124 cepas con origen de ubre y 94 cepas con origen
medioambiental. Aunque exista diferencia en el nimero de cepas tipificadas, en las 4 explo-
taciones, se analizaron el mismo nimero de cepas de Strep.uberis (218) por ambos métodos.
Las diferencias en el nimero de cepas tipificadas, por ambos métodos, se debe a los problemas
asociados a cada una de las técnicas.

La aplicacién del criterio de Tenover identifica perfiles principales con un porcentaje de

similitud superior al 85 %, y dentro de estos se identificaron visualmente pulsotipos o perfiles
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de bandas distintos, considerando estos Gltimos como la misma unidad genética. En nuestro
estudio, aplicamos este criterio en la técnica PFGE, se identificaron 27 perfiles principales,
los cuales presentaron un porcentaje de similitud al 85 %, y dentro de estos se identificaron
visualmente 40 pulsotipos distintos basdndose en criterios de agrupamiento (anexo 1). Con la
técnica GTG,-PCR se identificaron 11 perfiles principales de bandeo, los cuales presentaron
un porcentaje de similitud al 85 %, y dentro de estos se identificaron visualmente 15 perfiles
secundarios distintos basdndose en criterios de agrupamiento (anexo 2).

Los resultados anteriormente comentados se resumen en la tabla 31.

Tabla 31. Ndmero de perfiles obtenidos del andlisis de las cepas por PFGE y GTG,-PCR

por explotacién y origen.

2 31 11 11 13 29 11 9 6
3 46 15 18 15 48 15 6 5
4 12 52 20 20 11 54 5 7
127 91 124 94
Total 27 40 11 15
218 218

(1) Las explotaciones comparten pulsotipos.

5.2.1. DINAMICA DE LAS INFECCIONES MAMARIAS DURANTE EL SECADO, APLICANDO TECNICAS DE TIPIFICA-
CION: PFGE Y GTG,-PCR.

e Seguimiento de las infecciones mamarias.

Se llevé a cabo el seguimiento de 15 procesos infecciosos completos, de los cuales un
73,3 % de los cuartos sometidos a seguimiento presentaban pulsotipos distintos a lo largo
de la infeccién (tabla 32), mientras que, por la técnica GTG,-PCR se analizaron 14 procesos
infecciosos completos (en uno de ellos no se consideré el andlisis completo, ya que una de

las cepas no se pudo tipificar)de los cuales un 93 % de las cuartos sometidos a seguimiento
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Tabla 32. Pulsotipos generados mediante PFGE durante los procesos infecciosos

producidos por Strep.uberis.

1 6 DD 10A -6 — 10A — —
1 6 DI — — 10A 10A 10A -
1 7 Tl 10A 17 — 10A 10A 10A
2 12 ™D 10A — 10A — — 10A
2 13 DD 13B 13B 10B 13B - —
2 17 DI 13B SM#) — 10B — —
2 17 D 1TA SM 10B 13B — —
2 17 Tl 10B SM 23 10A — —
3 18 DD 9A 9A SM SM — 23
8 18 DI 9A — — 10A 22 10A
8 20 DD — SM 13B 8A 10A 10A
8 21 DD 10A 10A 8A SM 5A SM
8 21 Tl 16B 9A 6A — 10A SM
3 23 DD SM — 8A — — 8A
3 25 DD - 8A — 23 10B 10B

) Procesos infecciosos completos analizados en las granjas estudiadas.

2 DD (cuarterén derecho); DI (cuarterén izquierdo); TD (cuarterén derecho); Tl (cuarterén izquierdo)
B — Aislamiento negativo de Strep.uberis

“ SM (Sin muestra)

presentaban perfiles de bandas distintos a lo largo de la infeccién (tabla 33); en fotal se
analizaron 50 cepas por campo pulsado y 49 cepas mediante GTG-PCR.

Asi mismo, se analizaron las 53 cepas aisladas de 21 procesos infecciosos incompletos,
donde el seguimiento antes del secado no se pudo completar después del parto, y donde
el agente causal era Strep.uberis, mediante PFGE y 53 cepas aisladas de 22 procesos
infecciosos incompletos analizados por GTG.-PCR, de los cuales el 71,4 % de los cuartos
sometidos a seguimiento presentaban diferente pulsotipo segin la técnica PFGE y el 41 %
de los cuartos sometidos a seguimiento presentaban diferentes perfiles segin la técnica
GTG,PCR (tabla 34) siendo 5A, 8A, 10A, 10B y 13B los pulsotipos predominantes, tanto en

los procesos infecciosos completos como incompletos, obtenidos con la técnica PFGE, y 1A,
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producidos por Strep.uberis.

Tabla 33. Perfiles generados mediante GTG,-PCR durante los procesos infecciosos

1 6 DD 4A -6 — 8A — —
1 6 DI — — 8A 8A 8A —
1 7 Tl 8A 8A — 8A 8B 8B
2 12 D 8B — 8B — — TA
2 13 DD 8B 8B 8B 7 — —
2 17 DI 6 SM®) — 8B — —
2 17 D 5 SM 8B 8B — —
2 17 Tl 6 SM 4A 8A — -
3 18 DD 8A 1A SM SM — 8B
3 18 DI 8A — — 4A 4A 8B
3 20 DD — SM 8B 8A 8A 8A
3 21 DD 8A 4A 4A SM 8A SM
3 21 Tl 8B 8B 4A — 8B SM
3 23 DD SM — Xl — — 1A
3 25 DD — 8A — 8B 4A 8B

) Procesos infecciosos completos analizados en las granjas estudiadas.

2 DD (cuarterén derecho); DI (cuarterdn izquierdo); TD (cuarterén derecho); Tl (cuarterén izquierdo)
B — Aislamiento negativo de Strep.uberis

“ SM (Sin muestra)

B X (cepa no tipable)

Tabla 34. Perfiles de bandas obtenidos durante los procesos infecciosos incompletos.

1 7 2 28,6 1 7 3 42,9
2 4 4 100 2 4 2 50
3 7 6 85,7 8 8 3 37,5
4 3 8 100 4 8 1 33,3
Total 21 15 71,4 Total 22 9 4]

Cuartos infectados por Strep.uberis (de los que se aislaron al menos dos cepas a o largo de la infeccién).
Diferente pulsotipo durante la infeccién.
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3, 4A, 4B, 8A 'y 8B los pulsotipos predominantes, tanto en los procesos infecciosos completos

como incompletos, obtenidos con la técnica GTG,-PCR.

e Andlisis de los procesos infecciosos antes y después del secado, con y sin aplicacién de

técnicas de tipificaciéon molecular.

En las tablas 35 y 36 se analiza la evolucién de los procesos infecciosos completos,

teniendo en cuenta el estado del cuarto y la cepa aislada en el Gltimo control antes del

secado y el primer control después del parto, con y sin aplicacién de las técnicas de

Tabla 35. Andlisis de la evolucién de los procesos infecciosos con los datos de la tipificacién

molecular (pulsotipos generados por PFGE) o sin esta herramienta.

1 6 — 10A Nueva infeccién Nueva infeccién
1 6 10A 10A No curacién No curacién
1 7 — 10A Nueva infeccién Nueva infeccién
2 12 10A — Curacién Curacién
2 13 10B 13B Curacién-reinfeccién No curacién
2 17 — 10B Nueva infeccién Nueva infeccién
2 17 10B 13B Curacién-reinfeccién No curacién
2 17 23 10A Curacién-reinfeccién No curacién
3 18 — 10A Nueva infeccién Nueva infeccién
3 20 13B 8A Curacién-reinfeccién No curacién
3 21 6A — Curacién Curacién
3 23 8A — Curacién Curacién
3 25 — 23 Nueva infeccién Nueva infeccién
L. o= [ e [ o ]
Infectado - sano® 3 (37,5%) 3 (37,5%)
No curacién® 1(12,5%)
Infectado - infectado 5 (62,5%)
Curacién - reinfecciéntl 4 (50%)
% curacién tras el TT 87,5% 37,5%

'No se han incluido 2 de los 15 procesos: no habia muestra antes o después del secado.

@ Sin infeccién por Strep.uberis

©) Misma cepa antes y después del secado

“ Distinta cepa antes y después del secado
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Tabla 36. Andlisis de la evolucién de los procesos infecciosos con los datos de la tipificacién

molecular (perfiles de banda generados por GTG,-PCR) o sin esta herramienta.

1 ) - 10A Nueva infeccién Nueva infeccién
1 6 10A 10A No curacién No curacién
1 7 - 10A Nueva infeccién Nueva infeccién
2 12 10A ® Curacién Curacién
2 13 10B 13B Curacién-reinfeccién No curacién
2 17 - 10B Nueva infeccién Nueva infeccién
2 17 10B 13B Curacién-reinfeccién No curacién
2 17 23 10A Curacién-reinfeccién No curacién
3 18 - 10A Nueva infeccién Nueva infeccién
3 20 13B 8A Curacién-reinfeccién No curacién
3 21 6A ® Curacién Curacién
3 23 8A > Curacién Curacién
3 25 - 23 Nueva infeccién Nueva infeccién
I N L
Infectado — sano @ 2 (28,6%) 2 (28,6%)
No curacién (3) 2 (28,6%)
Infectado - infectado 5 (71,4%)
Curacién - reinfeccién® 3 (42,9%)
% curacién tras el TT 5(71,4%) 2 (28,6%)

1 No se han incluido 3 de los 15 procesos: en 2 procesos no habia muestra antes o después del secado y en 1 proceso no se pudo tipificar la cepa.
@ Sin infeccién por Strep.uberis

B Misma cepa antes y después del secado

B Distinta cepa antes y después del secado

tipificacién molecular. De dichas tablas se deduce la existencia de importantes diferencias en
la interpretacién de la evolucién de la infeccién con o sin tipificacién, asi aplicando técnicas
de identificacién convencional a nivel de especie se entenderia que en el 62,5 %y 71,4%
de los casos no existe curacién tras el secado, mientras que aplicando técnicas de tipificacién
molecular, PFGE y GTG,-PCR, no existe curacién en el 12,5 % y 28,6 % de los casos. El

concepto de curacién queda en entredicho, como se discute més adelante.

] ] 4 5. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO MOLECULAR DE STREPTOCOCCUS UBERIS EN EXPLOTACIONES DE GANADO VACUNO EN CANTABRIA



5.2.2. ANALISIS DE LOS DATOS EPIDEMIOLOGICOS.

* Perfiles de bandas obtenidos segun su origen.

Con la técnica PFGE se observa que sélo el 23 % de los pulsotipos son exclusivos de ubre
mientras que el 42 % de los pulsotipos incluyen a cepas aisladas del medioambiente y de las
muestras de leche (ilustracién 22). El andlisis mediante GTG-PCR muestra un mismo porcentaje
de los perfiles de bandas (27 %) exclusivos de ubre y exclusivos del medioambiente y, por

tanto, casi la mitad de los perfiles de bandas (46 %) tienen un origen mixfo (ilustracién 23).

23%

35%

CExc. Ubre M E xc. Amb & Ubre-amb)|

llustracién 22. Porcentajes de los pulsotipos aislados segin su origen.

‘D Exc. Ubre B Exc. Amb Ubre-amb‘

llustracién 23. Porcentajes de los perfiles de bandas (GTG,-PCR) aislados segin su origen.
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 Perfiles de bandas obtenidos en las ganaderias estudiadas:

Heterogeneidad de los perfiles de bandeo obtenidos.
La técnica que aporta una mayor diversidad genética, en referencia al nimero de perfiles

principales y perfiles secundarios, es PFGE presentando 27 perfiles principales (> 85 % de

Tabla 37. Pulsotipos encontrados en las cepas aisladas de ubre y medioambiente,

analizados por PFGE, por explotacién.

1 1A 1A 1B

2 2

3 3

4 4A 4B 4A 4B

5 5A 5A 5B

6 6A 6A 6B

7 7

8 8A 8B 8A 8B 8A 8A

9 9A 9B 9A 9B 9A 9B

10 10A 10B 10A 10B 10A 10B 10A 10B

11 11TA11B

12 12B 12A 12B 12A

13 13B 13B 13A 13B 13A 13B

14 14 14

15 15

16 16A 16B 16A

17 17B 17B 17A

18 18A 18B 18A 18A 18B

19 19 19

20 20 20 20

21 21

22 22 22

23 23 23

24 24

25 25 25

26 26

27 27
Total pulsotipos principales 8 13 15 20

Total pulsotipos 10 16 23 28
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similitud) y 40 pulsotipos frente a 11 perfiles principales (> 85 % de similitud) y 15 perfiles
secundarios obtenido mediante GTG,-PCR. Si desglosamos estos datos por explotacién, se
obtiene una media de 14 perfiles de bandas principales distintos por explotacién, y una
media de 19,3 pulsotipos distintos por explotacién, mediante PFGE (tabla 37), mientras que
la media de perfiles de bandeo distintos obtenidos por explotacién con la técnica GTG,-PCR

es de 3,8 para los perfiles principales y 4,8 para los perfiles secundarios (tabla 38).

Tabla 38. Perfiles de bandas encontrados en las cepas aisladas de ubre y medioambiente,

analizados por GTG,-PCR, por explotacién.

1 1A 1A
2
8
4 4A 4A 4A 4A
5 5
6 6
7 7 7
8 8A 8B 8A 8B 8A 8B 8A 8B
9 9A
10
11
Total perfiles principales 3 ) 3 3
Total perfiles secundarios 4 7 4 4

* Concordancia entre las cepas aisladas en las distintas explotaciones.

Segin la técnica PFGE se observa que el 37,5 % de los pulsotipos son exclusivos
de una explotacién, mientras que un 20 % de los pulsotipos son comunes a 3 y 4 de las
explotaciones (ilustracion 24). Por otra parte, la técnica GTG,-PCR permite observar que el
33,3 % de los perfiles de bandas son exclusivos de una explotacién, sélo un 6,7 % de los
perfiles de bandas son comunes a 3 de las explotaciones y mds de un 25 % de los perfiles

de bandas son comunes a las 4 explotaciones (ilustracién 25).
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PFGE

% PULSOTIPOS

Exclusivos 1 Comuna?2 Comuin a 3 Comun alas 4

llustracién 24. Representacién de los pulsotipos comunes en las ganaderias estudiadas
segun PFGE.

GTGs5-PCR

35
30 1

20 1
15 1
10 1

% PERFILES DE BANDAS

Exclusivos 1 Comuln a2 Comun a 3 Comun alas 4

llustracién 25. Representacién de los perfiles de bandas comunes en las ganaderias estudiadas
segin GTG-PCR.

* Perfiles de bandas predominantes en ubre y predominantes en medioambiente obtenidos

segln la técnica de tipificaciéon PFGE y la técnica GTG,-PCR.

Se estudiaron los perfiles de bandas predominantes en medioambiente y ubre, por
explotacién, considerando como tales aquellos que constituyen més de un 10 % de las cepas
aisladas en cada explotacién (tablas 39 y 40). En dichas tablas se observa, en las cepas
analizadas por PFGE, concordancia en el pulsotipo 10A entre los pulsotipos predominantes
de las cepas aisladas de ubre y las aisladas de medioambiente, y una concordancia total

entre los perfiles de bandas predominantes, analizados por GTG,-PCR, en ambos origenes.
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Asi mismo se deduce que los perfiles predominantes obtenidos por PFGE se encuentran

en las cepas aisladas fundamentalmente del material del pasillo (estiércol) y en las camas

y los perfiles predominantes obtenidos por la técnica GTG.-PCR se corresponden con cepas

aisladas del material del pasillo (estiércol), suelo de la sala de ordefio y en las camas

(tablas 39 y 40).

Tabla 39. Pulsotipos predominantes (1) obtenidos por PFGE aislados de muestras de leche

y muestras medioambientales por explotacion.

Pulsotipos distintos 10 16 23 28
N.° de cepas aisladas y tipificadas 51 42 60 65
Cepas predominantes 10A 10B 8A | 10A 10B 13B 18B| 10A 8A |10A 13A 16A 5A
Ubre 10A 10B 10A 13B 10B 10A 8A 10A 16A 5A
Ambiente 10A 8A 10A 18B 10A 10A 13A
Material cama X X X X X
Areq Pesebre X X
lactacién Bebedero X
Estiércol pasillo X X X X X
Pezonera X
Area Suelo sala X
ordefio Guantes ordefiador X
Piel ubre X X
Material cama X
Area Estiércol pasillo X X
secado Pesebre
Bebedero

(1) Pulsotipos que constituyen mas de un 10 % de las cepas aisladas en la explotacién.
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Tabla 40. Perfiles predominantes (1) obtenidos por la técnica GTG,-PCR aislados de muestras

de leche y muestras medioambientales por explotacién.

Perfiles de bandas distintos 8 11 7 8
N.° de cepas tipificadas 50 40 63 65
Cepas predominantes 8A 8B 8A 8B 4A 8A 8B 4A 8A 8B 4A
Ubre 8A 8B 8B 4A 8A 8A 8B 4A 8A 8B 4A
Ambiente 8A 8B 8B 4A 8A 8B 4A 8A 8B 4A
Material X X X X X
cama
Area Pesebre X X
LS Bebedero X X
Estiércol pasillo X X X X X X X X X
Pezonera X X X X
2 Suelo sala X X X X X
Area
eIEChiD Guantes ordefiador X
Piel ubre X X X X
Material cama X X
Areq Estiércol pasillo X X X
d
secado Pesebre
Bebedero X

Perfiles de banda que constituyen més de un 10 % de las cepas aisladas en la explotacién.

5.2.3. TEST DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA.

Se seleccionaron 80 cepas de Strep.uberis, 50 cepas procedentes de procesos infec-
ciosos completos y 30 cepas predominantes procedentes del medioambiente con un ori-
gen mixto (tabla 41), y se realizaron antibiogramas para 11 antibidticos pertenecientes a

diferentes grupos de antibidticos.
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Tabla 41. Distribucién de pulsotipos de las cepas analizadas mediante antibiograma, segin su origen.

ORIGEN DE LA CEPA
80 INFECCION MAMARIA MEDIOAMBIENTE
50 30
1A,1B,5A,5B,6A,8A,9A,10A,10 | 1A,1B,5A,6A,8A,9A,10A, 5B,8A,9A,10A,
B,13A,13B,16A,16B,22,23 10B,13B,16A,16B,22,23 10B,13A

* Patrones de susceptibilidad segun origen.

Si comparamos la susceptibilidad antibiética de las cepas procedentes de procesos
infecciosos completos frente a las cepas aisladas del medioambiente, se observan diferencias
significativas en el porcentaje de cepas resistentes y sensibles respecto a los antibidticos
Cefaloting, EritromicinayLincomicinamientras que paraelrestodelos antibidticosno se observan
diferencias significativas en funcién del origen (tabla 42). Existe un mayor porcentaje de cepas

medioambientales resistentes a los antibidticos: Estreptomicina, Tetraciclina, Penicilina G,

Tabla 42. Comparacién de los patrones de resistencia antibiética de las cepas de Strep.uberis

en funcién de la procedencia.

Kanamicina 26 52 13 43,3 NS

Aminoglicésidos Estreptomicina 32 64 25 83,3 NS

Gentamicina 19 38 11 36,7 NS

Tetraciclinas Tetraciclina 27 54 22 73,3 NS

Penicilinas-lactdmicos Penicilina G 13 26 13 43,3 NS

Quinolonas Acido nalidixico 49 98 30 100 NS
Cefalosporinas-lactdmicos Cefalotina 21 42 22 73,3 *

Glycopéptidos Vancomicina 19 38 18 60 NS
Macrolidos Eritromicina 25 50 22 73,3 *

Aminocuraminas Novobiocina 42 84 29 96,7 NS
Licosamidas Lincomicina 17 34 20 66,7 *

NO." N.° de cepas de Strep.uberis. *  Diferencias significativas p<0,05.

NS. Diferencias no significativas.
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Tabla 43. Comparacién de los patrones de sensibilidad antibiética de las cepas de Strep.uberis

en funcién de la procedencia.

Kanamicina 18 36 14 46,7 NS

Aminoglicésidos Estreptomicina 14 28 3 10 NS

Gentamicina 25 50 14 46,7 NS

Tetraciclinas Tetraciclina 15 30 6 20 NS

Penicilinas-lactdmicos Penicilina G 18 36 6 20 NS

Quinolonas Acido nalidixico 0 0 0 0 NS
Cefalosporinas-lactdmicos Cefalotina 27 54 7 23,3 *

Glycopéptidos Vancomicina 30 60 12 40 NS
Macrolidos Eritromicina 18 36 2 6,7 *

Aminocuraminas Novobiocina 7 14 0 0 NS
Licosamidas Lincomicina 20 40 3 10 *

NO." N.°de cepas de Strep.uberis.

NS. Diferencias no significativas.

*  Diferencias significativas p<0,05.

Tabla 44. Comparacién de los patrones de resistencia intermedia antibiética de las cepas

de Strep.uberis en funcién de la procedencia.

Kanamicina 6 12 3 10 NS

Aminoglicésidos Estreptomicina 4 8 2 6,7 NS
Gentamicina o) 12 5 16,7 NS

Tetraciclinas Tetraciclina 8 16 2 6,7 NS
Penicilinas-lactémicos Penicilina G 19 38 11 36,7 NS
Quinolonas Acido nalidixico 1 2 0 0 NS
Cefalosporinas-lactdmicos Cefalotina 2 4 1 3,3 NS
Glycopéptidos Vancomicina 1 2 0 0 NS
Macrolidos Eritromicina 7 14 6 20 NS
Aminocuraminas Novobiocina 1 2 1 3,3 NS
Licosamidas Lincomicina 13 26 7 23,3 NS

NO." N.°de cepas de Strep.uberis.

NS. Diferencias no significativas.

Diferencias significativas p<0,05.
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Cefalotina, Vancomicina, Eritromicina, Novobiocina y Lincomicina mientras que el mayor
porcentaje de cepas de procesos infecciosos son sensibles a los antibiéticos: Kanamicina,
Estreptomicina, Tetraciclina, Penicilina G, Cefalotina, Vancomicina, Eritromicina, Novobiocina
y Lincomicina. Al comparar los patrones de susceptibilidad intermedia de las cepas de
Strep.uberis procedentes de procesos infecciosos completos frente a las cepas aisladas del

medioambiente, se obtienen resultados semejantes, no se encuentran diferencias significativas

en ninguno de los casos analizados (tabla 43 y 44).

* Patrones de susceptibilidad segin pulsotipos.

Tanto los pulsotipos como las cepas presentaron patrones de susceptibilidad antibiética
muy variados, excepto para un grupo de 11 cepas de Strep.uberis (7 cepas de origen
ambiental y 4 cepas de procesos infecciosos completos) que presenté un patrén resistente

para los 11 antibidticos y otro grupo, de 2 cepas distintas pertenecientes a un mismo proceso

infeccioso completo, que presenté un patrén sensible para los 10 antibidticos.

Tabla 45. Pulsotipos obtenidos por porcentaje de resistencia a antibidticos.

10 10A 16 10A 8 10A 1 10A
2 10B 1 10B 2 10B 1 10B
2 13A 4 13A
2 13B 4 13B
3 8A 4 8A 3 8A
1 6A
1 16A
2 9A 4 9A
1 5B 5B
2 23 1 23
1 22
1 16B
1 5A
1 1T1A
1 17B
24 37 17 2

N'  nomero de cepas de Strep.uberis
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Si calculamos el nimero de cepas resistentes entre el 100 % y el 80 % de los antibidticos,
entre el 80 % y el 50 % de los antibidticos, entre el 50 % y el 20 % de los antibidticos y
menor del 20 %, y analizamos los pulsotipos correspondientes a cada cepa obtenemos que
el pulsotipo més comin para las cepas resistentes a antibidticos es: 10A, seguido del pulso-
tipo 8A (tabla 45), y para las cepas sensibles a antibidticos coincide este pulsotipo 10A,

siendo el mds comin, seguido del pulsotipo 8A (tabla 46).

Tabla 46. Pulsotipos* obtenidos por porcentaje de sensibilidad a antibiéticos.

3 10A 9 10A 14 10A 3 10A
2 10B 1 10B 1 10B
1 22
3 23
4 13A
4 13B 2 13B
1 16B
1 8A 2 8A 4 8A
4 9A
1 17B
1 5A
1 11A
4 19 88 6

N' nimero de cepas de Strep.uberis.

* 18 cepas no son sensibles a ningin antibidtico.

* Patrones de susceptibilidad en el conjunto de los datos.

El test de susceptibilidad antibidtica revela que més de un 50 % de las cepas de Strep.
uberis son resistentes a los siguientes antibidticos Kanamicing, Estreptomicina, Tetraciclinag,
4cido nalidixico, Cefaloting, Eritromicina y Novobiocina como se muestra en la ilustracién 26.
Mientras que el 50 % de las cepas de Strep.uberis son sensibles Gentamicina y Vancomicina

(ilustracién 27). En cuanto a los resultados del test de susceptibilidad intermedia se observa
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Antibioticos

Ac. Nalidixico

Estreptomicina
Tetraciclina
Eritromicina
Cefalotina
Kanamicina
Lincomicina
Vancomicina
Gentamicina
Penicilina G

0,00 20,00 40,00 60,00

80,00

Cepas de Streptococcus uberis (%)

100,04

llustracién 26. Porcentaje de cepas de Strep.uberis resistentes por antibidticos.

Vancomicina 1525
Gentamicina | 148E
Cefalotina | 1425
Kanamicina 1 4C

PenicilimG F————x
|_|ncomc|.na " Z’B,E
Tetrac|c|| nl—126¢

Antibioticos

Ac. Nalidixico 19

Eri trom'C[na 7:[25
E streptom cina j| —
Novobiocina ——8€

0

20 40 60 80

Cepas de Streptococcus uberis (%)

100

llustracién 27. Porcentaje de cepas de Strep.uberis sensibles por antibiéticos.

PenicilinaG

Antibioticos

efalotina =137
Novobiocina 225
Vancomicina B 15
Ac.Nalidixico 1.3

Li ncomicina i — Y
Eritromicina /———116=
GentamC!na ) e— < ]
Tetraciclina F/———125
Kanam.q.na i — | P}
Estreptomicina ——75

0

20 40 60 80

Cepas de Streptococcus uberis (%)

H intermedio

100

llustracién 28. Porcentaje de cepas de Strep.uberis intermedio por antibiéticos.
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Tabla 47. Patrones de susceptibilidad antibiética segin perfiles para las cepas de Strep.uberis

procedentes de procesos infecciosos completos y medioambiente.

Kanamicina | 26 | 22 | 13 | 10A| 39 10A 10A 9 18 23 | 14| 10A| 32
23 10B 10B 13A | (11,25) 1A 13A | (40)
10A 13A | (48,795) 9A QA 1B 8A
10B 5B 5A
13B 8A 8A
16A 9A
16B
6A
8A
9A

Estreptomicina | 32 | 22 | 25 | 10A | 57 10A 10A 6 14123 | 3 |10A| 17
23 13A | (71,25) 10B 5B | (7,5) 10A 8A | (21,3)
10A 8A 11A 10B
10B 9A 17B
13B 5A
16A 8A
16B 9A
6A
8A
9A

Gentamicina | 19 | 22 | 11 | 10A| 30 23 10A | 11 25| 23 [ 14 |10A| 39
23 10B | (37,50) 10A 5B | (13,75) 10A 13A| (48,8)
10A 13A 10B 8A 10B 8A
10B 8A 11A 9A
13B 13B
16A 16B
6A 17B
8A 5A
9A 8A

9A

Tefraciclina | 27 | 10A | 22 | 10A| 49 10A T0A| 10 (15| 22 | 6 [10A| 21
10B 10B | (61,25) 10B 8A | (12,9) 23 13A | (26,3)
11A 13A 13B 10A
13B 5B 16B 13B
16A 8A 8A 8A
17B 9A 9A
5A
6A
8A
9A
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Tabla 47. Patrones de susceptibilidad antibiética segin perfiles para las cepas de Strep.uberis

procedentes de procesos infecciosos completos y medioambiente (continuacién).

PenicilinaG | 13 [ 10A| 13 | 10A| 26 191 23 | 11 | 10A 30 18| 22 | 6 [10A| 24
11A 10B | (32,5) 10A 13A | (37,5) 23 13A | (30)
13B 13A 10B 8A 10A 8A
16A 5B 13B 9A 10B
6A 8A 16B 13B
8A 8A 17B
9A 9A 5A

8A

Ac. Nalidixico | 49 | 22 | 30 [ 10A| 79 1 |[11A] O 1 0 0 0
23 13A | (98,75) (1,25) 0
10A 5B
10B 8A
13B 9A
16A
16B
17B
5A
6A
8A
9A

Cefalotina 21| 22 |22 | 10A| 43 2 |10A| 1 | 8A 3 27 | 23 | 7 | 10A| 34
23 10B | (53,75) 13B (3,75) 10A 13A | (42,5)
10A 13A 10B 9A
10B 5B 11A
13B 8A 13B
16A 16B
178 5A
6A 8A
8A 9A
9A

Vancomicina | 19 | TOA | 18 | TOA 37 1 |11A] O 1 30| 22 | 12| 10A 42
10B 10B | (46,25) (1,25) 23 13A | (52,5)
13B 13A 10A 8A
16A 5B 10B
16B 8A 13B
6A 9A 17B
8A 5A
9A 8A

9A
127
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Tabla 47. Patrones de susceptibilidad antibiética segin perfiles para las cepas de Strep.uberis

procedentes de procesos infecciosos completos y medioambiente (continuacién).

Eritromicina | 25 | 23 |22 | 10A| 47 | 7 | 23 10A] 13 |18] 22 10A| 20
10A 108 | (58,75) 10A 13A | (16,25) 23 (25)
10B 13A 8A 10A
1A 58 10B
138 8A 138
16A 9A 178
16B 5A
6A 8A
8A
9A

Novobiocina | 42 | 22 |29 [10A| 71 | 1 |10A 100 2 |7]23 7
23 10B | (88,75) (2,5) 10A (8,8)
10A 13A 10B
10B 58 1A
138 8A 178
16A 9A 8A
16B
5A
6A
8A
9A

lincomicina | 17 | 23 |20 | 10A| 37 | 13| 10A 10A] 20 |20] 22 10A| 23
10A 108 | (46,25) 10B 13A] (25) 23 (28,8)
16A 13A 1A 58 10A
16B 8A 138 8A 10B
5A 8A 9A 138
6A 178
8A 8A
9A

N' némero de cepas de

P2. perfiles de pulsotipos.

T2. total de cepas de Strep.uberis.
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que menos del 40 % de las cepas analizadas presentan susceptibilidades intermedias a estos
11 antibidticos (ilustracién 28). Los patrones de susceptibilidad en el conjunto de los datos se

pueden observar en la tabla 47.

5.2.4. DETECCION DE GENES DE VIRULENCIA EN LAS CEPAS DE STREPTOCOCCUS UBERIS.

Se estudio la distribucién de nueve genes asociados con la virulencia en 24 cepas de
Strep.uberis, segun la seleccién previamente descrita, 20 cepas procedentes de infecciones
mamarias y 4 cepas procedentes del medioambiente.

La técnica de PCR identificé los 9 genes asociados con la virulencia denominados hasA,
hasB, hasC, gapC, ibp, oppF, pauA/pauB, skc y sua. Cada gen de virulencia se visualizé
como una Unica banda con un peso molecular comprendido entre 200 pb y 1200 pb. Para
la interpretacion de los resultados se utilizaron 2 patrones de ADN de 100 pb y de 1000 pb.

La distribucién de los genes asociados con la virulencia de cepas de Strep.uberis se
muestra en la tabla 48 e ilustracién 29. El factor de virulencia mds comin, se encuentra en
todas las cepas de Strep.uberis analizadas, es el factor GapC (100 %). El factor oppF se
encontré en 23 cepas (95,8 %), el factor sua se encontré en 22 cepas (21,7 %), los factores

HasA y HasB se encontraron en 21 cepas (87,5 %), los factores PauA/PauB se encontraron

Tabla 48. Distribucién de los factores de virulencia en las cepas de Strep.uberis analizadas.

HasA 21 87,5
HasB 21 87,5
HasC 0 0
GapC 24 100
lbp 0 0
OppF 23 95,8
PauA/PauB 18 75
Ske 18 75
Sua 22 91,7

N' némero de cepas de Strep.uberis.
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llustracién 29. Representacién de los genes de virulencia asociados a 24 cepas de Strep.uberis.

en 18 cepas (75 %), mientras que los factores HasC y Ibp no se encontraron en ninguna de

las cepas de Strep.uberis analizadas (ilustracién 29).

* Perfiles de virulencia segin pulsotipos.

Los perfiles de virulencia encontrados en las cepas de Strep.uberis analizadas son 8,
denominados con las letras A hasta H, entre los cuales el mayoritario corresponde al per-
fil A (7 factores de virulencia) con un total de 14 cepas de Strep.uberis con los siguientes

pulsotipos: TOA 13B 8A 16A, seguido del perfil E y H (6 factores de virulencia) con un total

Tabla 49. Perfiles de virulencia detectados en las 24 cepas de Strep.uberis en funcién de su pulsotipo.

N.° CEPAS PULSOTIPO PERFIL A B c GapC Ibp OppF | PauA/PauB|  Ske Sua
14 | 10A 13B 8A 16A A + + + + + + +
2 10A B + + + +
1 10A C + + +
1 16A D + + + + +
2 10A E + + + + + +
1 13B F + + + + +
1 8A G + + + o
2 10A 8A + + + + + +
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de 2 cepas de Strep.uberis, respectivamente, y presentan el pulsotipo: 10A, para el perfil E, y
10Ay 8A ,para el perfil H, mientras que el perfil minoritario es el C (3 factores de virulencia)
con un sola cepa de Strep.uberis, y de nuevo con el pulsotipo 10A.

Si analizamos el pulsotipo 10A encontramos 16 cepas que presentan hasta 5 perfiles
de virulencia distintos, esta variabilidad ocurre en el resto de los pulsotipos mayoritarios el
pulsotipo 8A (3 cepas) que presentan 2 perfiles de virulencia distintos; el pulsotipo 13B (1 cepa)

y el pulsotipo 16A (1 cepa) que presentan 2 perfiles de virulencia diferentes (tabla 49).

* Factores de virulencia segin origen.

Si comparamos los factores de virulencia de las cepas aisladas de los procesos
infecciosos frente a los de las cepas aisladas del medioambiente, se obtienen diferencias no

significativas (tabla 50).

Tabla 50. Comparacién de los factores de virulencia presentes en las cepas de Strep.uberis

en funcién de la procedencia.

HasA 18 90 3 75 NS
HasB 18 90 3 75 NS
HasC 0 0 0 0 NS
GapC 20 100 4 100 NS

lbp 0 0 0 0 NS
OppF 19 95 4 100 NS
PauA/PauB 15 75 3 75 NS
Ske 15 75 3 75 NS
Sua 18 90 4 100 NS

N' némero de cepas de Strep.uberis.
NS No hay diferencias significativas p > 0,05.

5. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO MOLECULAR DE STREPTOCOCCUS UBERIS EN EXPLOTACIONES DE GANADO VACUNO EN CANTABRIA ] 3 ]



* Perfiles de virulencia segin su origen.

Si analizamos el conjunto de las cepas de Strep.uberis segin sus perfiles, pulsotipos
y su origen, se observa, por un lado, que las cepas aisladas del medioambiente presentan
el pulsotipo T0A mientras que las cepas responsables de provocar infecciones mamarias
presentan los mismos pulsotipos 13B 8A 16A y también 10A, con independencia del perfil
de virulencia asociado (tabla 51) y, por otro lado, los perfiles que presentan un mayor
nimero de genes de virulencia son el Ay el H (tabla 49) donde se encuentran 3 de las
4 cepas de Strep.uberis aisladas del medioambiente junto con 13 de las 20 cepas de Strep.

uberis aisladas de infecciones mamarias.

Tabla 51. Pulsotipos asociados a los perfiles de virulencia segin el origen de las cepas.

A 12 10A 13B 8A 16A 2 10A
B 1 10A 1 10A
C 1 10A = —
D 1 16A = -
E 2 10A = —
F 1 13B — 10A
G 1 8A — 10A
H 1 8A 1 10A

N' némero de cepas de Strep.uberis
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5.3. DISCUSION.

En esta tesis se llevo a cabo el estudio epidemioldgico de Streptococcus uberis,
relacionando las cepas aisladas de las infecciones mamarias y del medio ambiente. El
andlisis de cepas de Strep.uberis se ha llevado a cabo por 2 técnicas moleculares, PFGE
y GTG,-PCR, para aportar informacién epidemiolégica sobre las cepas de Strep.uberis y
comparar los resultados obtenidos con ambas técnicas.

Analizando las cepas de Strep.uberis aisladas en los procesos infecciosos completos
de los cuartos sometidos a seguimiento, antes y después del secado, se observan perfiles
de bandeo muy heterogéneos. Empleando la técnica PFGE se observa que en un 73,3 % de
los cuartos sometidos a seguimiento se aislan cepas con perfiles de bandas distintos, antes y
después del secado. Sélo en el 26,7 % de los cuartos sometidos a seguimiento se encuentran
cepas iguales filogenéticamente (pertenecientes al mismo pulsotipo). En el caso de los
procesos infecciosos incompletos de los cuartos sometidos a seguimiento, antes del secado,
sucede una situacién semejante donde el 71,4 % de los cuartos, sometidos a seguimiento,
presentan cepas con perfiles de bandas distintos a lo largo del proceso infeccioso y el 28,6
% de los cuartos presentan cepas iguales.

Estos datos indican que existen procesos de curacién-reinfeccién entre los controles
mensuales realizados y una duracién media muy baja de las infecciones mamarias,
producidas por Strep.uberis, aproximadamente 40 dias, teniendo en cuenta que este método
de célculo puede estar subestimado, dado que algunas infecciones estaban establecidas
antes del periodo de estudio y otras han podido continuar después.

Mientras que, empleando la técnica GTG-PCR, se observa que un porcentaje mayor, un
93 % de los cuartos sometidos a seguimiento, antes y después del secado, presentan cepas
con perfiles de bandas distintos y sélo el 7 % de los cuartos presentan cepas iguales. Al
analizar los procesos incompletos de los cuartos sometidos a seguimiento, antes del secado,
la situacién cambia por completo el 41 % de los cuartos presentan cepas con perfiles de
bandas distintos, es decir, un 59 % de los cuartos presentan cepas iguales. De nuevo volvemos
a concluir lo mismo que con la técnica PFGE, existen procesos de curacién-reinfeccién entre
los controles mensuales realizados siendo la duracién media de las infecciones similar, en

torno a 45 dias.
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Por tanto, el seguimiento de los procesos infecciosos mamarios mediante técnicas
de tipificacién molecular (resultados presentados en las tablas 32 y 33) nos presenta las
infecciones como procesos en los que se suceden distintas cepas de un mismo patégeno (en
este caso Strep.uberis), que interpretamos como procesos de curacién-reinfeccion.

En apartado 4.2.4 del capitulo IV de los 44 cuartos que llegaron al secado, diagnosti-
cados como infectados por Strep.uberis por métodos convencionales, se deducia que el
66 % se curaron y el 34 % continuaron infectados, a pesar de haber sido tratados durante
el secado. Es decir, en un estudio epidemiolégico convencional se deduce el porcentaje de
fallos del tratamiento al secado en funcién del porcentaje de casos en los que encontramos
el cuarto infectado antes y después del secado, con la aplicacién de técnicas de tipificacién
molecular se discrimina entre no curacién (misma cepa) y curacién-reinfeccién (distinta cepa)
por lo que la tasa de curacién es mayor.

Analizando los 13 y 12 seguimientos completos de cuartos, antes y después del parto,
con PFGE y GTG-PCR, respectivamente, tablas 35 y 36, la tasa de curacién o de “éxito” de un
tratamiento se valoraria de una manera diferente en funcién de las herramientas de diagnéstico:
con métodos convencionales se hablaria de tan sélo un 37,5% de casos de curacién de una
infeccién por Strep.uberis tras el tratamiento al secado frente a un 87,5% de casos de curacién
(distinta cepa antes y después, curacién-reinfeccién) con PFGE (tabla 35); o hablariamos de
un 28,6% de casos de curacién tras el tratamiento al secado frente a un 71,4% de casos
de curacién (distinta cepa antes y después, curacién-reinfeccion) con GTG,-PCR (tabla 36).

La gran variabilidad de cepas aisladas a lo largo de la mayoria de las infecciones
conduce a hablar de una baja duracién de las infecciones (alrededor de 40 dias) y a admitir
la existencia de una media de casi 2 re-infecciones por el mismo patégeno (Strep.uberis) entre
los 3 meses antes y los 3 meses después del secado. Esto podria sugerir, siguiendo la misma
légica, que en los casos donde encontramos la misma cepa, antes y después del secado o en
la misma lactacién, se podria tratar también de casos de curacién seguidos de reinfeccién por
la misma cepa, en muchos casos se trata de cepas predominantes en ubre y medioambiente.

En el capitulo IV se observaba que la tasa de nuevas infecciones al secado (cuartos
sin infeccién por Strep.uberis al secado que se encontraban infectados en el primer control
tras el parto) era de 5,9 %; en los 13/12 casos sometidos a seguimiento mediante técnicas

de tipificacién (tablas 34 y 35) observamos 5 casos con nueva IIM tras el parto que si los
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sumamos a los 3/4 casos de curacién-reinfeccién pone de relieve una alta tasa de nuevas
infecciones tras el secado y periparto. A nivel prdctico un tratamiento al secado que no
previene la reinfeccién no es, en ningdn caso, un tratamiento efectivo. Muchos autores han
observado que las vacas secas, especialmente al principio del secado y en el periparto, tienen
alta susceptibilidad para contraer nuevas infecciones (Oliver et al., 1983, Martin-Richard,
2001), sin embargo, también se ha constatado que a pesar de que la terapia al secado
con antibidticos reduce la tasa de nuevas infecciones durante la mayor parte del periodo
de secado no tiene efecto en la prevencién de infecciones al final del periodo de secado
(Smith et al., 1985). En nuestro estudio, en los 13/12 procesos seleccionados sometidos a
seguimiento y tipificacién, se observa que en el 69,2 %y 66,7 % de los casos encontramos
un nueva infeccién en el primer control tras el parto (5 nuevas IIM + 4 re-infecciones de
13 casos con PFGE y 5 nuevas IIM + 3 re-infecciones de 12 casos con GTG,-PCR).

También cabe sefialar las diferencias en la tasa de curacién que se obtienen en funcién
de la técnica de tipificacién molecular aplicada, PFGE o GTG-PCR, tanto para un ganadero,
para un veterinario, como para la industria farmacéutica es importante la diferencia entre
hablar de un 90y un 70 % de curacién a un tratamiento, asi mismo un tratamiento al secado
que no previene la reinfeccién no es, en ningln caso, un tratamiento efectivo; sin embargo,
con ambas metodologias, la “inefectividad” del tratamiento, tal y como se ha comentado
arriba, es muy similar del 74,2 % y el 75 %, respectivamente (5 nuevas IIM + 4 re-infecciones
+ 1 no curacién, de 13 casos, con PFGE y 5 nuevas IIM + 3 re-infecciones + 1 no curacién,
de 12 casos, con GTG.-PCR).

Si analizamos la variabilidad de los perfiles de bandas segin su origen obtenemos que,
segln la técnica PFGE, sélo el 23 % de los pulsotipos son exclusivos de ubre, el 35 % de
los pulsotipos son exclusivos de medioambiente y el 42% de los pulsotipos incluyen a cepas
aisladas del medioambiente y de las muestras de ubre. Porcentajes semejantes se obtienen
con la técnica GTG,-PCR donde el 27 % de los perfiles de bandas son exclusivos de ubre
y exclusivos de medioambiente, respectivamente, y el 46 % incluyen a cepas aisladas del
medioambiente y de las muestras de ubre.

En base a estos resultados se puede concluir que las 2 técnicas permiten una
diferenciacién de las cepas en funcién del origen, pero la técnica de PFGE presenta una

mayor discriminacién de las cepas. El criterio que se ha seguido, en este trabajo, para
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considerar 2 cepas semejantes filogenéticamente es mds exigente que los criterios utilizados,
habitualmente, por otros autores.

El hecho de que alrededor del 45 % de los perfiles de bandas tengan origen mixto, esto
es, incluyan cepas aisladas tanto del medioambiente como de las muestras de ubre sugiere
una transmisién medioambiental de cepas de Strep.uberis a partir de los reservorios.

Los datos obtenidos por ofros investigadores al aplicar técnicas moleculares para
analizar la duracién de las infecciones y la variabilidad de cepas de Strep.uberis durante la
lactacién y el secado, arrojan resultados semejantes a los presentados en nuestro estudio. Es
el caso de McDougall et al. (2004), que aplicaron la técnica PFGE en 5 rebafios de Nueva
Zelanda. La toma de muestras de leche se realizé cada 28 dias y, obtuvieron que el 50 % de
los cuartos presentaban cepas con perfiles de bandas distintos, un total de 173 perfiles de
bandas distintos identificados a partir de 234 aislamientos de Strep.uberis, y una duracién
media de las infecciones de 16 dias, deduciendo que las infecciones se deben a procesos de
curacién-reinfeccién. Algunas de las conclusiones de este trabajo concuerdan con las nuestras.

Del mismo modo Oliver et al. (1998), aplicando una técnica de PCR basada en la
amplificacién aleatoria del ADN analizaron 12 seguimientos completos en 8 vacas infectadas
por Strep.uberis antes y después del secado. Concluyendo que existe un fallo en la curacién
durante el secado, en 4 de los casos (33,3%) no hay curacién durante el secado (aparece
la misma cepa) y en 8 de los casos (66,7%) existen procesos de curacién durante el secado
pero seguidos de una reinfeccién con ofra cepa distinta. Estas conclusiones coinciden con
nuestros resultados donde los cuartos infectados por Strep.uberis se curan y se reinfectan con
cepas distintas. En nuestro caso el 73,3% de los cuartos empleando la técnica PFGE y en el
93% de los cuartos empleando la técnica GTG,-PCR.

Otros autores internacionales investigaron la epidemiologia de Strep.uberis, aplicando
PFGE en ganaderias de leche; Wang et al. (1999) estudiaron 6 granjas donde Strep.uberis
fue el patégeno mas prevalente, entre el 60 % y 80 % de los 134 estreptococos aislados
de 73 vacas, y obtuvieron patrones de bandeo muy heterogéneos, 74 pulsotipos distintos, y
ademds los aislamientos de diferentes vacas presentaban perfiles de bandas distintos, lo que
les lleva a sostener una transmisién medioambiental. Baseggio et al. (1997) analizaron cepas
de Strep.uberis procedentes 46 vacas localizadas en 10 granjas diferentes, que presentaban

21 perfiles de bandas distintos.
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La aplicacién de una u ofra técnica de tipificacién influye en la heterogeneidad de cepas
que se pueden encontrar en los estudios epidemioldgicos. Asi, en este estudio encontramos
40 pulsotipos distintos, obtenidos mediante PFGE, frente a 15 perfiles secundarios distintos
obtenidos por la técnica GTG.-PCR en los 218 aislados de Strep.uberis.

Sin embargo, ofros autores, aplicando otras técnicas moleculares basadas en PCR como
la técnica REF empleada por Jayarao et al. (1991) en su estudio, obtienen 17 perfiles distintos
a partir de 42 cepas de Strep.uberis aisladas de 17 vacas procedentes de 2 granjas, o como
la técnica de PCR empleada por Jarayao et al. (1992) en estudios posteriores, presentando
una todavia mayor diversidad aplicando de nuevo la técnica REF, 12 perfiles distintos
en 22 cepas de Strep.uberis aisladas de 9 vacas. Estos resultados no coinciden con los
perfiles principales (11) y secundarios (15), obtenidos en nuestro estudio, aplicando la téc-
nica GTG,-PCR que como ya se comento tiene una menor capacidad de discriminacién que
PFGE. Aunque la diversidad es variable entre uno u otro estudio y no siempre se utilizan los
mismos criterios para la definicién de pulsotipos, las conclusiones son semejantes.

Algunos autores han deducido una transmisién contagiosa de Strep.uberis (62 cepas
distintas en 138 aislamientos de Strep.uberis y entre 10-26 pulsotipos distintos por explotacién,
en las 4 ganaderias en estudio) al encontrar idénticas cepas en diferentes cuartos de las mismas
o distintas vacas sugirieren una transmisién directa, entre cuartos infectados y no infectados,
durante el proceso de ordefio (Phuektes et al., 2001). En nuestro estudio si bien se aislaron
cepas idénticas en diferentes cuartos infectados de la misma vaca (tablas 32 y 33, vacas 6,
17,18, 21), sin embargo, la separacién temporal en nuestro caso podria indicar que la via de
transmisién es medioambiental.

En el mismo contexto, Zadoks et al. (2001) disefiaron un estudio longitudinal en una granja
de vacas lecheras en Holanda donde aparecié un brote producido por Strep.uberis. Durante este
brote, el ndmero de vacas infectadas fue utilizado para predecir, con cierta exactitud, el nimero de
nuevas infecciones que aparecian posteriormente al muestreo. La eficacia de estas predicciones
sugiere que la transmisién de la infeccién por Strep.uberis es de tipo contagioso. Aunque los
mismos autores indican que el aumento en el nimero de casos tras el brote podria reflejar la
exposicién al medio ambiente, contfaminado a su vez por la leche de las propias vacas infectadas.

Otro aspecto importante es la heterogeneidad entre las cepas aisladas en las distintas

explotaciones, se observa que sélo el 37,5 % de los pulsotipos son exclusivos de una
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explotacién, mientras que el 42,5 % de los pulsotipos son comunes a 2 explotaciones y
el resto de los pulsotipos, son comunes a 3 e incluso a 4 de las explotaciones. Resultados
similares se han encontrado por la técnica GTG,-PCR en el caso de perfiles exclusivos de una
explotacién (33,3 %), mientras que el 6,7 % de los perfiles son comunes a 3 explotaciones y
el 25 % de los perfiles son comunes a 4 explotaciones. Las explicaciones a estos resultados
pueden ser varias: por un lado, 3 de nuestras explotaciones compartian veterinario que, de
alguna manera no dilucidada, ha podido actuar como vector de transmisién y, por otro lado,
la compra y venta de ganado en la feria comarcal podria ser otro factor de transmisién.

En la bibliografia consultada, se muestran resultados contradictorios a los obtenidos
en nuestro estudio, como los resultados publicados por Douglas et al. (2000) que comparan
342 cepas de Strep.uberis aisladas en 15 granjas de Nueva Zelanda con 1 cepa de Strep.
uberis aislada en una granja de EE. UU. aplicando PFGE y obteniendo que el 33 % de los
perfiles de bandas son distintos entre cuartos de un mismo animal y totalmente distintos entre
las ganaderias estudiadas, en contraposicién a nuestros resultados donde mas del 60%
de los perfiles de bandas son compartidos entre ganaderias.

Phuektes et al. (2001) obtuvieron 62 cepas distintas en 138 aislamientos de Strep.
uberis en 4 granjas estudiadas. Al comparar la variabilidad de cepas obtenidas en las
distintas explotaciones mediante PFGE observan que no existen cepas comunes entre las
explotaciones y, dentro de cada explotacién, encuentran cepas predominantes asociadas a
casos de mamitis clinicas en 2 de las 4 explotaciones.

Los perfiles de bandas generados por PFGE y GTG,PCR muestran que los perfiles
predominantesobtenidosen ubreymedioambiente sonlos mismos. Conesto se sugiere que puede
existirunatransmisién de las cepas de Strep.uberisentre el medioambiente y el interior de la ubre.

Algunos autores, como Cullor (2006) informan de la predominancia de cepas de Strep.
uberis en 5 explotaciones y relacionan esta predominancia con el modo de transmisién. En
una de las granjas, se pudieron caracterizar dos cepas distintas de Strep.uberis encontradas
en un gran nimero de animales. En la segunda explotacién, en 19 de 23 casos (83 %) se
demostrd que la causante de la infeccién era una misma cepa de Strep.uberis y en la tercera
explotacién 10 de las 14 vacas eran infectadas por la misma cepa de Strep.uberis. Las cepas
responsables de las mamitis no se encontraron en las camas de los animales, lo que sugiere a

los autores una transmisién contagiosa en base a la predominancia de una determinada cepa.
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Zadoks et al. (2005) analizaron 266 aislamientos de Strep.uberis, de muestras ambien-
tales, muestras de heces y muestras de leche de cuarto, empleando la técnica de ribotipado,
y detectaron 48 ribotipos distintos, de los cuales 35 (73%) eran exclusivos de una fuente:
23 ribotipos fueron aislados exclusivamente del medioambiente de las vacas (suelo, agua de
bebedero, hierba, pasillos, moscas, pesebre), 7 en las heces y 5 ribotipos fueron aislados
exclusivamente de las muestras de leche analizadas. Los 13 ribotipos restantes (27%) tuvieron
origen mixto: 7 ribotipos fueron comunes y predominantes en muestras ambientales, muestras
de heces y muestras de leche y 6 estaban presentes en dos de los tipos de muestra (4 en medio
ambiente y heces y 2 en medio ambiente y leche). Nuestros resultados son similares, por una
parte y con la técnica PFGE, el 58% de los pulsotipos son bien exclusivos de ubre o bien
exclusivos de medioambiente y, por ofra parte, se encuentran 5 pulsotipos predominantes
(10A, 10B, 8A, 13Ay 16A) y comunes a cepas aisladas del medioambiente y de ubre, asi
mismo con la técnica GTG-PCR se encuentran 3 perfiles de bandas predominantes (8A, 8B
y 4A) y comunes a ubre y medioambiente.

Como resumen de los datos obtenidos cabe indicar que las evidencias sugieren una
transmisién medioambiental basada en: 1.—la alta heterogeneidad en las cepas aisladas a
lo largo de los procesos infecciosos, 2.— la mitad de los pulsotipos son comunes entre ubre y
medioambiente y 3. — los pulsotipos predominantes en ubre lo son también en medioambiente.

El andlisis de las cepas mediante antibiogramas nos puede aportar informacién adicional
sobre los tratamientos mds efectivos en un determinado momento en la granja en estudio.
Las précticas de manejo y las diferencias de tratamiento entre las distintas ganaderias varian
los niveles de exposicién de las cepas presentes a los antibiéticos asociada a la frecuencia
de uso y el tipo de antibidtico. En el estudio, un porcentaje elevado (77,1 %) de las cepas
analizadas presentan mds de un 50 % de resistencias a antibidticos pertenecientes a la
familia de aminoglicésidos (Kanamicina y Estreptomicina), cefalosporinas (cefalotina) y casi
un 40 % de las cepas presentan una respuesta intermedia a la penicilina G.

Por tanto, la presencia de resistencias elevadas o patrones intermedios de susceptibilidad
antibidtica puede ser provocada por la utilizacién prolongada de antibidticos de amplio
espectro o por la combinacién de los mismos antibiéticos del grupo de los beta-lactdmicos
para los tratamientos. A estas mismas conclusiones llegé el grupo de Pillar et al. (2009) que

presentaron los resultados obtenidos al aplicar el test de susceptibilidad antibiética in vitro,
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administrando la combinacién antibiética Kanamicina-Cefalexina, para patégenos productores
de [IM. Sélo el 7,6 % de las 66 cepas de Strep.uberis analizadas son sensibles a Kanamicina
(en nuestro caso el 40 % de las cepas analizadas son sensibles), el 100 % son sensibles a
Cefalexinay el 98,5 % son sensibles a la combinacién de ambos antibidticos. Las conclusiones
aportadas son que el uso de antibidticos incrementa el desarrollo de resistencias por parte de
los patégenos y aunque, el uso de la combinacién de los antibiéticos Kanamicina-Cefalexina
proporcione ventajas en el campo veferinario puede provocar cambios en los patrones
de resistencia antibidtica de algunas bacterias, como parecen sugerir nuestros resultados.

El grupo de Kalmus et al. (2011) estimé la distribucién de los patégenos mamarios y sus
resistencias a antibidticos en Estonia durante 1 afio. Strep.uberis fue la bacteria que més se
aislé entre todas las muestras de mamitis clinicas analizadas. Todos los estreptococos fueron
susceptibles a ampicilina, penicilina y cefalotina, excepto un aislamiento de Strep.uberis, en
contraposicién a nuestros resultados donde el mayor porcentaje de aislamientos de Strep.
uberis presenta una resistencia intermedia a la penicilina (30 %) y resistencia (53,75 %) a
la cefalotina. Sin embargo, en nuestro trabajo, de la tabla 8 del capitulo IV se deduce que,
en las mamitis aparecidas durante la lactacién, las 4 explotaciones emplean beta-lactdmicos
y aminoglicésidos, y en los tratamientos al secado exclusivamente beta-lactdmicos, lo cual
no se refleja demasiado bien en las resistencias encontradas en las cepas aisladas de las
infecciones en esas explotaciones pues, aunque los porcentajes de cepas resistentes son
muy altos para casi todos los grupos de antibiéticos, no lo son especialmente para estos 2
grupos. Aminoglicésidos (52 % Kanamicina, 64 % Estreptomicina, 38 % Gentamicina) y
Beta-lactdmicos (26 % Penicilina G y 42 % Cefalotina) frente a la Novobiocina para el que
el 84 % de las cepas presentan resistencia “in vitro” o para el dcido nalidixico (98 % de las
cepas). En cualquier caso, no se han ensayado los productos concretos empleados en estas
explotaciones, estos son: penetamato y cefalonium, ambos beta-lactdmicos.

Si comparamos la susceptibilidad antibidtica, entre las cepas aisladas de procesos
infecciosos y las aisladas del medio ambiente, no se observan diferencias significativas entre
los patrones de susceptibilidad antibidtica en funcién de su procedencia excepto en el caso de
los antibidticos cefalotina, eritromicina y lincomicina en las que si se encuentran diferencias
significativas, entrelas cepas procedentes de procesosinfecciososylascepas medioambientales,

que curiosamente presentan mayor resistencia. Una posible explicacién seria el hecho de que
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las cepas seleccionadas del medio ambiente pertenecian a pulsotipos predominantes tanto
en medioambiente como en ubre, mientras que las cepas procedentes de las infecciones
mamarias pertenecian a pulsotipos mds variados (predominantes y no predominantes).

Aunque en este estudio no se abordo la deteccién de genes de resistencia antibidtica la
existencia de genes de resistencia a algunos antibidticos, como Eritromicina y Lincomicina,
ha sido demostrada por los autores Schmitt-van de Leemput y Zadoks (2007) que analizaron
cepas de Strep.uberis, procedentes de casos de mamitis clinicas, mediante métodos fenotipicos
y genotipicos. De 55 aislamientos de Strep.uberis, 12 fueron resistentes fenotipicamente a los
antibidticos eritromicina, espiramicina y pirlimicina y presentaron el gen de resistencia ermB
(resistencia a macrdlidos), 4 fueron resistentes fenotipicamente a pirlimicina y presentaron
el gen de resistencia linB (resistencia a lincosamidas), 17 fueron resistentes fenotipicamente
a espiramicina pero no detectaron genes de resistencia. No se detectaron genes mefA
(resistencia a macrélidos) en ninguno de los 55 aislamientos de Strep.uberis.

En la distribucidn de los patrones de susceptibilidad a los 11 antibiéticos analizados,
segln perfiles, se obtiene que efectivamente los pulsotipos 10A y 8A son los que aparecen
con mayor frecuencia, ldgicamente son los mds predominantes, y los que presentan mayor
variabilidad en cuanto a la susceptibilidad antibiética, lo que sugiere que la predominancia
de estos pulsotipos no esta relacionada con la resistencia/sensibilidad a antibidticos.

Las resistencias observadas en las cepas analizadas, como ya se ha comentado, se
podria asociar a la presencia de mecanismos intrinsecos de la bacteria (genes de resistencia
en pldsmidos o cromosoma, etc.), aunque no lo hemos comprobado en el proyecto.

Phuektes et al. (2001) observaron la predominancia de una cepa, mds resistente a la
terapia antibidtica que otras cepas, pese a que es sensible “in vitro”. El equipo concluye que
la resistencia de esta cepa a un tratamiento antibidtico podria ser resultado de la capacidad
de esta de adherirse e invadir las células del hospedador y persistir intracelularmente.

Es posible que la predominancia de una cepa particular en una explotacién determinada
asociada a un proceso infeccioso crénico pudiera ser resultado de su virulencia, asi mismo
que existan estas diferencias entre cepas, procedentes tanto de procesos infecciosos como de
cepas procedentes del medioambiente.

En nuestro estudio se encuentra, que todas las cepas de Strep.uberis seleccionadas

presentan al menos 3 de los 9 genes asociados a su virulencia analizados. El patrén més
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frecuente fue has A+ has B+ has C- gap C+ ibp- oppF+ pau A/B+ sck+ sua+. Estos genes de
virulencia estdn involucrados en la produccién de la cdpsula de dcido hialurénico para evadir
las defensas del hospedador, en la capacidad de la bacteria para colonizar, internalizarse y
consecutivamente de proliferar en la gléndula mamaria, estas funciones sugieren que algunas
cepas, al presentar diferentes patrones, son mds virulentas que ofras, y tienen una mayor
probabilidad de provocar infeccién por eso son mds predominantes en las explotaciones.
Esta hipdtesis es apoyada por el equipo de Reinoso et al. (2011) que analizaron 78 cepas
de Strep.uberis, procedentes IIM en ganado vacuno lechero, examinando 11 genes de
virulencia empleando la técnica de PCR. El andlisis puso de manifiesto una gran variabilidad
en los patrones de virulencia (58 patrones distintos en las 78 cepas), asi como que todas
cepas de Strep.uberis que producian infeccién presentaban alguno de los factores de
virulencia analizados. En el trabajo concluian en que el perfil de virulencia podia determinar
que algunas cepas fueran mds virulentas que otras, aunque tampoco se debe soslayar la
importancia de los factores asociados al hospedador.

Oftros estudios, como los realizados por Phuektes et al. (2001), relacionan la predo-
minancia de una determinada cepa con la virulencia, al observar la prevalencia de una cepa
al producir infecciones clinicas continuadas entre los cuartos infectados por esta cepa y otros
cuartos infectados por ofras cepas distintas.

En nuestro estudio, las cepas incluidas en este andlisis de factores de virulencia
correspondian a pulsotipos predominantes y, sin embargo, presentaban una gran variabilidad
en el patrén de virulencia, por lo que se puede concluir que esta predominancia no va ligada
a un patrén u ofro de virulencia.

En nuestro estudio, aunque el nimero de cepas analizadas es pequefio para apreciar
diferencias significativas en funcién de su origen, se aprecia una mayor presencia de factores
de virulencia en las cepas procedentes de infecciones mamarias que en las procedentes del

medioambiente.
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—Para identificar aislamientos de Strep.uberis de muestras de leche de cuarto de ubres
infectadas se propone un protocolo til, sencillo y viable econémicamente consistente
en una bateria de 8 pruebas bioquimicas convencionales una PCR especifica, aplicable

para su identificacién rutinaria en los laboratorios de diagnostico de mamitis.

—Aplicando métodos de identificacién bioquimica a nivel de especie al estudio de las
infecciones mamarias debidas a Strep.uberis, se confirma la dificultad de su erradicacién
durante el secado, que se traduce en una tasa de curacién del 66 % tras el tratamiento
con antibidtico, asi como la existencia de diferencias importantes entre explotaciones,

asociada mds al manejo que al antibiético empleado.

—Los principales reservorios de Strep.uberis son las zonas de trdnsito, pasillos fundamentalmente
constituidos por estiércol, tanto en el drea de las vacas secas como en lactacién, los potreros

de las vacas en lactacién, y el material de cama, tanto en vacas secas como en lactacién.

—El seguimiento de los procesos infecciosos mamarios mediante técnicas de tipificacién
molecular nos presenta las infecciones como procesos en los que se suceden distintas
cepas de un mismo patdégeno (en este caso Strep.uberis), que interpretamos como pro-
cesos de curacién-reinfeccién. La gran variabilidad de las cepas aisladas a lo largo de
las infecciones, tanto durante la lactacién, como antes y después del parto, modifica

los conceptos clésicos de curacién y duracién de las infecciones.

—Respecto al cardcter ambiental o contagioso del Strep.uberis, de los datos obtenidos en

este estudio, se deduce su cardcter ambiental basado en la elevada heterogeneidad
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de las cepas aisladas a lo largo de los procesos infecciosos, en que las cepas predo-
minantes en ubre también los son en medioambiente, asi como, que casi el 50 % de

las cepas se aislaron indistintamente en ubre y medioambiente.

—Ni los patrones de sensibilidad antibidtica ni los perfiles de virulencia de las cepas
varia en funcién de su origen, asi mismo, la predominancia de los pulsotipos en las
explotaciones no esta relacionada con la resistencia/sensibilidad a antibiéticos ni con

los patrones de virulencia.

—Las 2 técnicas de tipificacion molecular (PFGE y GTG-PCR) aplicadas en este proyecto,
son vélidas a la hora de enfrentar un estudio epidemiolégico, con ambas técnicas se
llega a conclusiones similares respecto a la epidemiologia de Strep.uberis, ambas per-
miten diferenciar cepas segin su origen, sin embargo, la PFGE es mds discriminatoria,
aunque la tipificacién por GTG,-PCR requiere un equipamiento més sencillo y de mayor

implantacién en los laboratorios de diagnéstico.
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Zone of inhibitions for various antibiotics —
Kirby Bauer Disk Diffusion

ANTIBIOTIC/ CONTENT (pg)

AMIKACIN (Ak) 10,30
AMOXYCILLIN (Am) 30
Hemophilus, Staphylococci
Other
AMOXYCLAV (Ac) 30,10,25
Hemophilus, Staphylococci
Other
AMPICILLIN (A) 10,25
Gram -ve enteric organism
Staphylococci
Hemophilus
Streptococci
Enterococci
AMPICILLIN-SULBACTAM
(As)10
GN Enteric bacilli,
Staphylococci
Hemophilus
AZITHROMYCIN (At) 15
Hemophilus
Other
AZLOCILLIN (Az) 30,75
AZTREONAM (Ao) 30
GN Enterics, Pseudomonas
Hemophilus
BACITRACIN (B) 10,8,2,1
Units

www.microrao.com

Compiled by
Sridhar Rao P.N
Assistant Professor
Department of Microbiology
JJM Medical College
Davangere 577004

RESISTANT
(in mm)
14

19
13

19
13

13
28
18
18
16

11
19

13
17

15

INTERMEDIATE
(in mm)
15-16

14-17

20
14-17

14-16

19-21
19-25

12-14

14-17

16-21

9-12

(4

SENSITIVE
(in mm)
17

20
18

18

17
29
22
26
17

15
20
12

18
18

22
26

13
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CARBENICILLIN (Cb) 100
Gram negative bacilli
Pseudomonas

CEFACLOR (Cj) 30
Streptococci
Hemophilus, others

CEFAMANDOLE (Cef) 30

CEFAZOLIN (Cz) 30

CIFIXIME (Cfx) 5
GN Enteric bacilli
Hemophilus
Pneumococci

CEFOPERAZONE (Cs) 75

CEFOPERAZONE-

SULBACTAM(Cfs)

CEFPROZIL (Cfz) 30
GN Enteric bacilli,

Staphylococci
Pneumococci

CEFTAZIDIME (Ca) 30,10
Hemophilus
Others

CEFTIZOXIME (Ck) 30
Streptococci, others
Neisseria
Hemophilus

CEFTRIAXONE (Ci) 30,10
Hemophilus
Other Streptococci
Neisseria
Other

CEFUROXIME (Cu) 30
Neisseria
Hemophilus
Other

CEPHADROXIL (Cq) 30

CEPHALEXIN (Cp) 30

CEFALORIDINE (Cr) 5,10,30

CEPHALOTHIN (Ch) 30

CEPHOTAXIME (Ce) 30,10
Hemophilus
Other Streptococci

www.microrao.com

19
13

22
14
14
14

15

15
15

14

14

14

24
13
25
16
14
14
14
14

25

20-22
14-16

23-25
15-17
15-17
15-17

16-18

16-20
16-20

15-17

15-17

15-19

25-26
14-20
26-30
17-19
15-17
15-17
15-17
15-17

26-27

o 0

23
17

26
18
18
18

19
21

21
21

18

26
18

20
38
26

26
27
35
21

31
20
18
18

18
18

26
28
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Neisseria

Other
CEFOXITIN (Cn) 30

Neisseria

Other
CHLORAMPHENICOL (C)
10,25,50

Hemophilus

Streptococci

Other

CHLORTETRACYCLINE (Ct)
30
CIPROFLOXACIN (Cf)
5,10,30

Hemophilus

Neisseria

Other
CLARITHROMYCIN (Cw) 15

Streptococci

Staphylococci

Hemophilus
CLINDAMYCIN (Cd) 2,10

Staphylococci

Streptococci
CLOXACILLIN (Cx) 5,10,30
COLISTIN (CI) 10,25,50
CO-TRIMOXAZOLE (Co) 25

Streptococci

Other
DEMECLOCYCLINE (D) 30
DICLOXACILLIN (Dc) 1
DOXYCYCLINE (Do) 10,30
ERYTHROMYCIN (E)
5,10,15

Staphylococci

Streptococci
FURAZOLIDONE (Fr) 50
GENTAMICIN (G) 10,30,50
IMIPENEM (I) 10

Hemophilus

Other
KANAMYCIN (K) 1,30

www.microrao.com

14

23
14

25
20
12

14

27
15

16
13
10

14
15
19

15
10
14
10
12

13
15

12

13
13

15-22

24-27

15-17

26-28

13-17
15-18

28-35
16-20

17-20
14-17
11-12

15-20
16-18

9-10

16-18

11-15

15-18

13-15

14-22

16-20

13-14

14-15
14-17

31
23

28
18

29
21
18

19

21
36
21

21
18
13

21
19
20
11

19
16
19
13
16

23
21

15
16

16
18
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LINCOMYCIN (L) 2,10,15 9 10-14 15
LOMEFLOXACIN (Lo) 30
Hemophilus - - 22
Neisseria - - 36
Other 18 19-21 22
METHICILLIN (M) 5,10,30 9 10-13 14
MINOCYCLINE (Mi) 30 14 15-18 19
MOXALACTAM
NALIDIXIC ACID (Na) 30 13 14-18 19
NEOMYCIN (N) 10,30 12 13-16 17
NETILMICIN (Nt) 10,30 12 13-14 15
NITROFURANTOIN (Nf)
100-300 14 15-16 17
NORFLOXACIN (Nx) 5,10 12 13-16 17
NOVOBIOCIN (Nv) 5,30 17 18-21 22
OFLOXACIN (Of) 2,5
Hemophilus - - 16
Streptococci 12 13-15 16
Neisseria 24 25-30 31
Other 12 13-15 16
OLEANDOMYCIN (Ol) 15 11 12-16 17
OXACILLIN (Ox) 1
Staphylococci 10 11-12 13
Pneumococci 19 - 20
Streptococci - - 20
OXYTETRACYCLINE (O) 30 14 15-18 19
PEFLOXACIN (Pf) 5
PENICILLIN-G (P) 0.5-10
UNITS
Staphylococci 28 - 29
Enterococci 14 - 15
Other Streptococci 19 20-27 28
Neisseria 26 27-46 47
PIPERACILLIN (Pc) 30-100
Pseudomonas 17 - 18
Gram negative bacilli 17 18-20 21
POLYMYXIN-B (Pb) 10-300
UNIT 8 9-11 12
PRISTINOMYCIN (Pm) 15
RIFAMPICIN (R) 2,15,30
Streptococci 16 17-18 19
Other 16 17-19 20
<. ® Sridhar Rao P.N
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ROXITHROMYCIN (Ro)
SISOMYCIN (Ss)
SPARFLOXACIN (Sc) 5
Staph,Strepto, Enteric
Neisseria,Hemophilus
SPECTINOMYCIN (Se) 100
STREPTOMYCIN (S) 10,25
SULPHAMETHOXAZOLE
(Sx)
SULPHASOMIDINE (So)
300
TEICOPLANIN 30
TETRACYCLINE (T)
1,2,10,30
Hemophilus
Streptococci
Pneumococci
Neisseria
Other
TICARCILLIN (Ti) 75
Pseudomonas
Gram negative bacilli
TOBRAMYCIN (Tb) 10,30
TRIMETHOPRIM (Tr)
5,10,25
TRIPLE SULPHAS (S3) 300
VANCOMYCIN (V) 5,10,30
Enterococci
Staphylococci
Streptococci
Pneumococci

www.microrao.com
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11
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10
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18
17
30
14

14
14
12

10
12

14

16-18
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12-14
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11-13

26-28
19-22
18-21
31-37
15-18

15-19
13-14

11-15
13-16

15-16

19

18
15

17
14

29
23
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38
19

15
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15

16
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17
15
17
16
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