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Resumen y Abstract IX

Resumen

La mastitis bovina se define como la inflamacion de la glandula mamaria,
caracterizandose por producir cambios en el tejido (hinchazén, temperatura
elevada, dolor, endurecimiento), y cambios fisicos y quimicos de la leche como
decoloracion, presencia de coagulos y presencia de un alto nimero de leucocitos.
En la mayoria de las ocasiones es debida a agentes infecciosos. Es la
enfermedad mas comun del ganado lechero y la que representa mas pérdidas
econOmicas para los productores de leche de todo el mundo. En Estados Unidos
las pérdidas vaca/afio se calculan en USD 200. Las malas practicas que se dan
al momento de llevar a cabo el proceso de ordefio, permiten la infeccion de la
glandula mamaria por parte de agentes patdbgenos como el Streptococcus
agalactiae, conocido como uno de los principales agentes etiolégicos de la
mastitis clinica y subclinica en los bovinos. Es altamente contagioso entre las
vacas, causando una de las mayores elevaciones en el Recuentos de Células

Somaticas (RCS) comparado con otros patdgenos.

La prueba California Mastitis Test (CMT) es el método tradicional para detectar
infecciones de la glandula mamaria bovina en condiciones de campo, sin
embargo, no identifica el tipo de patégeno causante de la enfermedad. La
prueba para la identificacion de patégenos causantes de infecciones de la
glandula mamaria considerada la prueba “gold standard”, es el cultivo in vitro de
la leche. La técnica molecular Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se
basa en la deteccién y amplificacion de secuencias especificas de cualquier

genoma.
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Los objetivos principales de esta tesis fueron realizar la identificacion de la
bacteria causante de mastitis Streptococcus agalactiae a través de la técnica
molecular PCR a partir de muestras de leche proveniente de cuartos de hembras
bovinas afectados con mastitis clinica y/o subclinica grado 3; evaluar la
sensibilidad y la especificidad de la PCR para el diagnostico de Streptococcus
agalactiae confrontado con el cultivo in vitro de leche, y estimar la frecuencia del
S. agalactiae diagnosticado por la técnica PCR y cultivo bacteriolégico en los

hatos del norte y oriente antioquefios.

Se analizaron 297 muestras de leche provenientes de cuartos de hembras
bovinas diagnosticados por la prueba CMT con mastitis clinica y subclinica grado

3, procedentes de 13 municipios del norte y oriente antioquefio.

Se estandarizaron las técnicas de biologia molecular como la extraccion de ADN
bacteriano a partir de leche y la PCR, obteniéndose un fragmento de 586 pb del
gen 16S rRNA en las muestra positivas para la presencia de S. agalactiae.

Mediante tablas de contingencia se evalué la sensibilidad y la especificidad de la
PCR en comparacion con la prueba de cultivo in vitro de leche para el diagndstico
de Streptococcus agalactiae. El resultado de sensibilidad y especificidad de la
PCR fue de 60% y 87.3%, respectivamente. Los resultados también indicaron
qgue la extraccion de ADN bacteriano utilizando el kit es el mas acertado para

procesos moleculares.

Se estimé una frecuencia de Streptococcus agalactiae diagnosticado por las
técnicas PCR y cultivo microbiolégico de las muestras de leche y se hallé una
frecuencia del patégeno de 31% (92 muestras positivas) por PCR y de 38.7%
(115 muestras positivas) por cultivo in vitro, en los 13 municipios donde se
tomaron muestras. Se realiz6 una comparacion de frecuencia de Chi cuadrado

para analizar si existian diferencias de frecuencia del patégeno entre los 13
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municipios donde se obtuvieron las muestras. La prueba arrojé que existe
diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) en la frecuencia del S.
agalactiae entre los diferentes municipios, pero no se encontro diferencia
estadistica (P>0.05) entre la frecuencia evaluada en las dos zonas geograficas

(norte y oriente antioquefio).

Palabras clave: Mastitis bovina, Streptococcus agalactiae, diagnéstico

molecular, Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
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Abstract

Bovine mastitis is defined as inflammation of the mammary gland, characterized
by producing tissue changes (swelling, elevated temperature, pain, hardening),
and physical and chemical changes such as discoloration of the milk, the
presence of clots and the presence of a high number of leukocytes. In most cases
it is due to infectious agents. It is the most common disease of dairy cattle and
representing more economic losses for dairy producers worldwide. In the US cow
| year losses estimated at USD 200. The bad practices that occur when
conducting the milking process, allow mammary gland infection by pathogens
such as Streptococcus agalactiae, known as a major etiologic agents of clinical
and subclinical mastitis in cattle. It is highly contagious among cows, causing one
of the highest elevations in Somatic Cell Counts (SCC) compared to other
pathogens.

California Mastitis Test Test (CMT) is the traditional method to detect infections of
the bovine mammary gland under field conditions, however, does not identify the
type of pathogen causing the disease. The test for the identification of pathogens
causing infections of the mammary gland is considered the "gold standard" test is
the in vitro culture of milk. The molecular technique Polymerase Chain Reaction
(PCR) is based on the detection and amplification of specific sequences of any

genome.

The main objectives of this thesis were performed to identify the causative

bacterium Streptococcus agalactiae mastitis through PCR molecular technique
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from milk samples from affected quarters of female cattle with clinical and / or
subclinical mastitis grade 3; | evaluate the sensitivity and specificity of PCR for the
diagnosis of Streptococcus agalactiae confronted with in vitro culture of milk, and
estimate the frequency of S. agalactiae diagnosed by PCR technique and

bacteriological culture herds in northern and eastern Antioquia.

297 milk samples from female cattle quarters of the CMT test diagnosed with
clinical and subclinical mastitis grade 3, from 13 municipalities in northern and

eastern Antioquia were analyzed.

Molecular biology techniques were standardized as bacterial DNA extraction from
milk and PCR, yielding a 586 bp fragment of the 16S rRNA gene in the positive
sample for the presence of S. agalactiae.

By contingency tables sensitivity and specificity of PCR compared with culture in
vitro test milk for the diagnosis of Streptococcus agalactiae was evaluated. The
results of sensitivity and specificity of the PCR was 60% and 87.3%, respectively.
The results also indicated that the extraction of bacterial DNA using the kit is the

most successful for molecular processes.

Streptococcus agalactiae frequency diagnosed by PCR techniques and
microbiological culture of milk samples pathogen and a frequency of 31% (92
positive samples) by PCR and 38.7% (115 positive samples) was found by in vitro
culture was estimated in the 13 municipalities where samples were taken. A
comparison of frequency of Chi square was used to analyze whether there were
differences between the frequency of pathogen 13 municipalities where the
samples were obtained. The test showed that there is statistically significant
difference (P <0.05) in the frequency of S. agalactiae among the different
municipalities, but no statistical difference (P found> 0.05) between the frequency

evaluated in the two geographical areas (northern and eastern Antioquia).
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Introduccioén

La mastitis bovina es la inflamacion del parénquima de la glandula mamaria,
caracterizada por cambios del tejido, y cambios fisicos y quimicos de la leche,
donde los mas importantes son hinchazén, temperatura elevada, dolor y
endurecimiento de la glandula mamaria, y en el caso de la leche, decoloracion,
presencia de coagulos y presencia de un alto numero de leucocitos (Ballou,
2011). Es causada por diferentes agentes infecciosos, que entran en el ambiente
estéril de la glandula mamaria a través del esfinter del pezon, requiriendo las
defensas del huésped prontas y apropiadas para prevenir la colonizacion y la
patologia de la enfermedad. Estos agentes infecciosos cominmente estan
divididos en los agentes contagiosos de mastitis que se propagan de un cuarto de
la ubre infectado a otro cuarto y entre vacas y los agentes ambientales los cuales
estan presentes usualmente en el medio y pueden llegar a colonizar la ubre
(Zadoks, 2014). Es una enfermedad costosa y compleja de origen y gravedad
variable, resultado del entorno, el patégeno y el estatus inmunitario de la vaca
(DeVliegher et al. 2012).

El control de la mastitis es importante, dado que de esta condicién sanitaria se
derivan pérdidas financieras, efectos adversos, el bienestar de las vacas y
posibles influencias en la salud publica. Las pérdidas financieras resultantes de
la mastitis clinica surgen de los costos del tratamiento, servicios profesionales de
meédico veterinario y operarios, disminucion de la produccion, en la calidad y en el
valor de la leche, descarte de leche, muerte y descarte temprano de hembras
bovinas. El volumen de leche dejado de producir va de acuerdo a la severidad de
la infeccibn mamaria y oscila entre 2.8 y 45% de la produccién por cuarto/dia
(Philpot, 2001). Algunos estudios calculan que por cada duplicacién en el RCS

por encima de 100.000 células/mL, hay una perdida aproximadamente del 5% en
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la produccion de leche de la vaca afectada (Keefe y Chaffer, 2010). Estas
pérdidas pueden llegar a representar aproximadamente el 38% de los costos
directos totales de la produccion (Green, 2003). Se estima que un hato lechero
en apariencia sano tiene entre 15 y 45 % de sus vacas en produccion con mastitis
subclinica en algun momento de su periodo de produccion y que la capacidad
potencial para producir leche se reduce hasta en un 35% (Wattiaux, 2013). Se
han estimado unas pérdidas totales anuales por mastitis equivalente a 1,3 kg de
leche por vaca presente en el hato, asi como 267 kg por cada caso de mastitis

clinica (Villagébmez y Cervantes, 2013).

Se ha encontrado para Colombia la mastitis como el principal factor depresor de
la cantidad y la calidad de la produccién de leche (Rodriguez, 2006). Martinez en
2006 calculé que la leche dejada de producir a causa de la mastitis bovina
costaba COP 41.580 diarios por finca en diez hatos de la Sabana de Bogota.
Pinzon et al. 2009, en el departamento de Boyacd, estimaron una perdida
econdmica de COP 17130.226/dia por concepto de la leche dejada producir por
vacas con mastitis clinica y subclinica en 34 sistemas productivos, y Truijillo et al.
2011, estimaron perdidas de COP 4°608.000 mensuales en siete hatos en el
departamento de Antioquia.

A pesar de ello, los ganaderos parecen ignorar el problema de la mastitis o lo
consideran como un efecto transitorio. El mal manejo que se da al momento de
llevar a cabo los procesos de ordefio bien sea en forma manual o mecanica, ha
permitido la persistencia de una serie de agentes patdgenos causantes de
mastitis clinica contagiosa como son: Streptococcus agalactiae, Staphylococcus
aureus y Mycoplasma bovis, y de mastitis ambiental como son: Streptococcus
incluido el S. uberis y S. dysgalactie y coliformes ambientales incluidos bacterias
Gram-negativas como Eschericha coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.,
Enterococcus faecium (Rossitto et al. 2002). Los patdégenos que causan la
mastitis de tipo clinica causan las mayores agresiones del tejido mamario en

detrimento de la produccién de leche (Riekerink et al. 2006).
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El Streptococcus agalactiae es conocido como uno de los principales agentes
etiolégico causante de la mastitis clinica y subclinica en los bovinos (Dmitriew et
al. 2002). Es altamente contagioso entre las vacas, diseminandose
principalmente durante el ordefio, ya que puede sobrevivir por periodos cortos en
las manos del ordefador, equipos de ordefio y otros instrumentos (por ejemplo,
en las toallas para lavado y secado). Después de su transmisién, coloniza la piel
del pezdn y logra el acceso a la ubre a través del esfinter donde es capaz de
crecer y multiplicarse (Keefe y Chaffer, 2010). La infeccidn con este patégeno
tiene un impacto significativo en la calidad de la leche, causando una de las
mayores elevaciones en el RCS comparado con otros patdgenos (Keefe y
Chaffer, 2010). Esto a nivel de finca se traduce en menor pago por litro de leche.
A nivel nacional no existe ninguna legislacion que penalice el precio de la leche
por alto RCS, sin embargo, la industria lechera puede realizar bonificaciones
voluntarias para leche con bajos niveles de células somaticas. Para la industria
de lacteos, el alto RCS se convierte en productos de menor calidad, menor
tiempo de vida en anaquel y el acceso denegado a mercados internacionales con
estdndares mas exigentes. Ademas del impacto directo en la calidad y el precio
de la leche, el efecto primario es la pérdida de la produccién. Es un patégeno
prevalente en los tanques de enfriamiento de la industria lechera colombiana
(Keefe y Chaffer, 2010). Ramirez et al. 2010, realizaron 521 aislamientos
microbiolégicos de muestras de leche del norte de Antioquia y reportaron S.
agalactiae en el 31.3 % de los cultivos realizados, siendo el patégeno de mayor
frecuencia. Ramirez et al. 2011, efectuaron 648 cultivos de muestras de leche
provenientes del norte de Antioquia, de las cuales 23.9% fueron negativas, 34%
positivas a Streptococcus agalactiae y 10.2% a Staphylococcus coagulasa
negativo. Otro estudio en lecheria especializada fue realizado por Becerra et al.
2014, llevado a cabo en el Altiplano Boyacense donde se evaluaron 5396 cuartos,
en 1349 vacas en ordefio, donde se aislaron principalmente Streptococcus
agalactiae (9.7%); otros Streptococcus (4.1%); Staphylococcus aureus (8.3%);

otros Staphylococcus Coagulasa Positiva (0.55%); Staphylococcus Coagulasa
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Negativa (0.46%); Actinomyces piogenes (1.3%); Levaduras (0.7 %); Escherichia
coli (0.6%); Corynebacterium (0.6%); mixtos Streptococcus + Staphylococcus

(0.8%); otras mixtas (4.5%); Acholeplasma (1.4%) y Mycoplasmas spp. (2.2%).

El monitoreo de salud de la ubre es un reto en la ganaderia, las pruebas de
diagndstico precisas son esenciales para la pronta deteccién de patdégenos
especificos de mastitis subclinica y clinica, para iniciar tratamientos de los
animales infectados y reducir el riesgo de nuevas infecciones. Sin embargo, una
alta proporcion de mastitis no es detectable por palpacion de la ubre, ni por
examen visual de la leche, el diagnéstico de esta depende de pruebas indirectas
las cuales dependen del contenido de leucocitos en la leche. Hay una amplia
gama de procedimientos para diagnosticar la mastitis con diferentes
fundamentos, donde algunos de ellos se basan en deteccion de anomalias de la
ubre y la leche tales como cambios del color de la leche, aparicién de grumos,
coagulos sanguinolentos, coagulos con pus, o una leche mas acuosa (Pérez et al.
2005); y marcadores de inflamacion que incluyen el examen fisico y clinico de la
ubre, el recuento de células somaéticas, el California Mastitis Test (CMT), la
prueba de conductividad eléctrica, el medidor de pH, la prueba de NaOH y la
medicion de D - glucosaminidasa N-aceti-b (NAG-asa), y |la
lactatodeshidrogenasa (LDH). Otros tipos de diagnéstico mas especificos son las
técnicas de identificacion directa e indirecta. Las técnicas de identificacion directa
se basan en el aislamiento y la identificacion del patégeno causante de mastitis,
como es el cultivo bacteriol6gico de leche, las pruebas bioquimicas y la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR); y las técnicas de identificaciéon indirecta se

basan en la busqueda de anticuerpos como es el caso del Elisa.

Las pruebas disefiadas para la identificacion de un (0s) patdgeno (s) en cualquier
enfermedad infecciosa, y por ende en infecciones de la glandula mamaria, es el
cultivo in vitro de la leche, considerada la prueba “gold standard”, técnica
compleja, ya que demanda 1) tiempo: lento crecimiento del organismo (en

algunos casos, hasta 14 dias para obtener colonias visibles), 2) medios de cultivo
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y condiciones de incubacion especializados, y 3) pruebas adicionales
(bioguimicas) para identificacion (Khodakaram-Tafti y Lopez, 2004). La técnica
molecular Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, Polymerase Chain
Reaction, por sus siglas en inglés) se basa en la deteccion y amplificacién de
secuencias especificas del genoma de cualquier organismo, es un meétodo de
identificacion rapido (horas o maximo 1 6 2 dias), y en particular tiene la ventaja
de ser muy especifica y sensible, no necesita etapa de cultivo y pueden
discriminar entre organismos estrechamente relacionados, tales como
Streptococcus parauberis y Streptococcus uberis, lo cual no es posible por el
método bacterioldgico tradicional (Riffon et al. 2001). No depende de la viabilidad
de los microorganismos y sélo necesita hanogramos de ADN del organismo a
identificar para amplificar fragmentos especificos presentes en el genoma. Se ha
demostrado que las muestras de leche sirven como sustrato para la obtencion del
ADN tanto de los agentes patdgenos presentes en la glandula mamaria, como del
animal (Cremonesi et al. 2006). Los avances logrados en la optimizacién de
protocolos para la extraccion de ADN (McNevin et al. 2005) y la presencia en el
mercado de kits especificos para extraccion han popularizado la leche como
muestra de eleccion utilizada para técnicas de analisis molecular. Esta
posibilidad puede permitir la identificacion por PCR de bacterias causantes de
mastitis a partir de muestras de leche. La PCR se ha convertido en la principal
tecnologia y el método estandar en muchos diagndsticos de patdgenos en

humanos, animales y plantas (Mackay, 2004).

Adicional a ello, la leche es un fluido de facil coleccion, una alternativa que posee
multiples ventajas frente a la toma de muestras de sangre, tejido por excelencia
para la obtencion de material genético de calidad (Smith y Burgoyne, 2004),
especialmente en ocasiones donde la toma de este tipo de muestras representa
gran dificultad, como es el caso de individuos de temperamento fuerte, puede
desencadenar situaciones de estrés para los animales y en algunas especies,
dadas las caracteristicas del hemograma, la coagulacién de la sangre es muy

rapida (Burgos et al. 2007). Considerando las dificultades mencionadas, es
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necesario utilizar otros tejidos o fluidos que puedan contener ADN, como lo es la
leche, ademas de ser considerada como una técnica de muestreo no invasiva
(Amory et al. 2007).

El diagndstico molecular podria ser la técnica mas adecuada para la identificacion
de agentes causantes de mastitis como el S. agalactiae y cualquier otro
patdgeno, incluso los que son dificiles de detectar por métodos convencionales.
Diagnosticos basados en la PCR pueden ofrecer ventajas significativas sobre
otros diagnaosticos por su velocidad y su sensibilidad cuando se utiliza para la
deteccion de patdogenos de mastitis. La técnica de PCR se dirige al
reconocimiento del ADN de un patdgeno de mastitis especifico o puede identificar
mas de uno (PCR multiple). Dependiendo de la técnica de PCR se pueden
clasificar los patégenos de forma cualitativa evidenciando la presencia o ausencia
del ADN del patégeno, o de forma semi-cuantitativos usando técnicas de PCR en
tiempo real cuantitativas (Mahmmod, 2013; Ruiz et al. 2013). Un diagnostico que
elimine los falsos positivos, que no dependa de las concentraciones ni la
viabilidad de los microorganismos, agilizard la identificacion del patogeno, la
seleccion del antimicrobiano con propositos de terapia, disminuird el uso
innecesario de antibidticos y permitira la supervision de la infeccion en el hato,
cuantificar su impacto, elaborar planes de control acordes con la patogénesis de
la bacteria y determinar patrones de distribucion de la misma en nuestras

condiciones tropicales de produccion.



1.0ODbjetivos

Objetivo General

Evaluar la especificidad y la sensibilidad de la técnica PCR para el diagnostico de
Streptococcus agalactiae en muestras de leche, comparado con el cultivo

bacteriol6gico como prueba de referencia.

Objetivos Especificos

. Estandarizar las técnicas de biologia molecular (extraccion de ADN
bacteriano a partir de leche, PCR) que permitan la identificacion de la presencia
de Streptococcus agalactiae en muestras de leche proveniente de cuartos

bovinos afectados por mastitis.

. Determinar la frecuencia de Streptococcus agalactiae en hatos del norte y

oriente antioquefo.






2.Marco teorico y estado de arte
2.1 Mastitis bovina

La mastitis es una inflamacién del parénquima de la glandula mamaria,
caracterizada por cambios fisicos y quimicos de la leche y patoldgicamente en
cambios del tejido de la glandula mamaria. ElI cambio mas importante en la leche
incluye la decoloracion, la presencia de coagulos y la presencia de un alto
namero de leucocitos e hinchazén, cambios de temperatura, dolor vy
endurecimiento de la glandula mamaria en los casos de mastitis clinica (Ballou,
2011). Sin embargo, una alta proporcién de mastitis no es detectable por
palpacién de la ubre, ni por examen visual de la leche, el diagnéstico de esta
depende de test indirectos los cuales dependen del contenido de leucocitos en la
leche. Esta es una enfermedad costosa y compleja de origen y gravedad
variable, resultado del entorno, el patdgeno y el estatus inmunitario de la vaca
(DeVliegher et al. 2012).

La mastitis bovina es causada por diferentes agentes infecciosos, que entran en
la glandula mamaria, requiriendo las defensas del huésped prontas y apropiadas
para prevenir la colonizacion y la patologia de la enfermedad posterior. Estos
agentes infecciosos comunmente estan divididos en los agentes contagiosos de
mastitis que se propagan de un cuarto de la ubre infectado a otro cuarto y entre
vacas Yy los agentes ambientales los cuales estan presentes usualmente en el

medio y pueden llegar a colonizar la ubre (Zadoks, 2014).



10 DETECCION MOLECULAR DE Streptococcus agalactiae EN MUESTRAS DE
LECHE MASTITICA EN BOVINOS DEL NORTE Y ORIENTE ANTIOQUERNOS

Los principales patdogenos causantes de mastitis clinica contagiosa son
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Mycoplasma bovis, y de
mastitis ambiental las especies de Streptococcus incluido el S. uberis y S.
dysgalactie y coliformes ambientales incluidos bacterias Gram-negativas como
Eschericha coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Enterococcus faecium
(Rossitto et al. 2002).

En segundo orden estan algunos patégenos que por lo general se encuentran en
el canal del pezén y en la glandula mamaria y no causan mastitis clinica, pero al
romperse el equilibrio estas bacterias pueden llegar a causar mastitis, entre estas
Staphylococcus coagulasa negativos, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus
choromogenes, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus
simulans, Staphylococcus  epidermidis, Corynebacterium  bovis 'y

Corynebacterium pyogenes (Radostits et al. 2002).

Los diversos agentes patdogenos que pueden causar mastitis inducen diferentes
respuestas inmunes en la glandula mamaria, y por lo tanto, el hospedero exige
respuestas muy especificas de proteccion (Wellnitz et al. 2011). También existen
factores de la vaca que son incluidos como riesgos o la pueden hacer mas
susceptible a contraer esta patologia tales como la edad, la etapa de la lactancia,

y la puntuacién de células soméaticas (SCC) y su historia (Contreras et al. 2011).

La variacion en la prevalencia y cantidad de organismos causantes de mastitis, y
la variacion en las respuestas del hospedero hacen de la mastitis una enfermedad

compleja que sigue siendo una carga econémica para la industria lactea.
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2.2 Importancia del control de la mastitis en la

industria lechera

El control de la mastitis es importante para la industria lechera, dado que de esta
condicién sanitaria se derivan pérdidas financieras, efectos adversos, el bienestar
de las vacas y posibles influencias en la salud publica, como consecuencia se ha
encontrado para Colombia la mastitis como el principal factor depresor de la

cantidad y la calidad de la produccion de leche (Rodriguez, 2006).

Las pérdidas financieras resultantes de mastitis clinica surgen de los costos del
tratamiento, seleccion, muerte, disminucion de la produccién y en el valor de la
leche, estas pérdidas por mastitis clinicas pueden llegar a representar
aproximadamente el 38% de los costos directos totales de la produccion (Green,
2003). Se estima que un hato lechero en apariencia sano tiene entre 15y 45%
de sus vacas en produccidon con mastitis subclinica en algdn momento de su
periodo de produccion y que la capacidad potencial para producir leche se reduce
hasta en un 35 % (Wattiaux, 2013). Se han estimado unas pérdidas totales
anuales por mastitis equivalente a 1,3 kg de leche por vaca presente en el hato,
asi como 267 kg por cada caso de mastitis clinica (Villagébmez y Cervantes,
2013).

Las afecciones que sufre el tejido mamario a causa de la mastitis, se ubican como
la tercera causa de descarte de vacas en produccion (Fokko, 2006) puesto que se
ven alterados la productividad y la calidad de la leche, aumenta el conteo de
células somaticas por mililitro, aparecen sabores rancios debido a la accién de las
lipasas, sabores agrios debido a la accion de las enzimas proteoliticas y sabores
salados debido al exceso de sodio y cloro, esto se debe a que la infeccién dafia
las células de las membranas, permitiendo mayor transmision de minerales de la

sangre a la leche y como consecuencia se obtiene un efecto negativo sobre el



12 DETECCION MOLECULAR DE Streptococcus agalactiae EN MUESTRAS DE
LECHE MASTITICA EN BOVINOS DEL NORTE Y ORIENTE ANTIOQUERNOS

sabor de la leche. La caseina, importante para fabricar queso, disminuye y el

suero proteinico aumenta (Tabla 1) (Fokko, 2006).

La incidencia de mastitis afectan las concentraciones de algunas vitaminas
hidrosolubles, en especial la riboflavina y el acido ascorbico, que declinan en un
10-50%. Estos cambios en el perfil de las vitaminas de la leche afecta la
capacidad de fermentacion, alterando la produccién de leches acidificadas, yogur

y quesos (Calderon et al. 2011).

Tabla 1. Cambios en la composicién de la leche bovina debida a un recuento

alto de células somaticas (modificado de Fokko, 2006).

Caracteristica Leche normal Leche con RCS alto
Agua 86,6% Aumenta
Materia seca 13,4% disminuye
Proteina 3,5% Poca variacion
Suero proteinico 0,6% Aumenta
Grasa 4,4% Disminuye
Otras proteinas 0,1% Poca variacion
Minerales 0,8% Aumenta cloruro/sodio

Disminuye calcio/potasio

Lactosa 4,6% Disminuye
Células bacterias, 0,1% Aumenta
enzimas, vitaminas

Caseina 2,8% Disminuye

No se debe subestimar el impacto de la mastitis bovina y su reflejo en la salud
publica, dado que el indiscriminado uso de antibiéticos comiunmente empleados

como tratamiento pueden aumentar el riesgo de cepas de bacterias resistentes
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gue pueden afectar la salud humana, asi mismo microorganismos zoonoéticos
pueden migrar de la leche bovina contaminada al consumidor final (White y
McDermott, 2001). Para conocimiento de esta situacion se evidencian técnicas
tales como el conteo de células somaticas y antibiogramas para lograr un

tratamiento mas puntual.

En Colombia ha sido dificil llegar a un consenso acerca del impacto econémico de
la mastitis debido a las variaciones de los sistemas de produccién, esta variacion
se ve favorecida por diversas externalidades, asi como las asimetrias en los
costos y en los precios corrientes (Tabla 2). Ramirez et al. 2011, en un estudio
realizado en la microcuenca lechera del altiplano norte de Antioquia con 421
animales, encontré que las vacas que tuvieron mas de seis meses de lactancia
presentaron un Odds Ratio (OR) (medida de probabilidad) de 2,65 en
comparacion con las de un mes de lactancia (p < 0,05). Se hallé un OR de 1,24
para la asociacién de la edad y la mastitis (p < 0,05). Para el lavado de manos se
encontré un OR de 0,36 en comparacion con no hacerlo (p < 0,05), concluyendo
gue el porcentaje relativamente alto de vacas y de cuartos afectados con mastitis
hallado en la zona podria estar relacionado con algunas deficiencias en la rutina
de ordefio. Otro estudio descrito por Trujillo et al. 2011 menciona mayor
frecuencia de mastitis en hatos con ordefio mecénico con un 61.2% vacas y 30%
de cuartos afectados, con 4.7% de cuartos con mastitis clinica, que en aquellos

con ordefio manual con 48% vacas, 23.6% de cuartos y 3.6% mastitis clinica.
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Tabla 2. Factores predisponentes y asociados con la presencia de mastitis bovina

que deben considerarse para determinar su impacto econémico. (Modificado De

Villagbmez y Cervantes, 2013).

Intrinsecos

Extrinsecos

\

Edad/ndmero de parto.

Raza.

Influencia del potencial genético y
la produccion de leche.

Momento de la lactancia.

Duracion de la lactancia.

Estado reproductivo/etapa en la
gestacion.

Temperamento de la vaca.
Volumen de produccion lactea.
Caracteristicas  anatomicas e
histologicas de la ubre.
Compromiso, limitaciones y
deficiencias en el sistema
inmunoldgico.

Deficiencias nutricionales (energia,

proteina, minerales, vitaminas).

L]

Condiciones ambientales (temperatura,
humedad, precipitacion pluvial).

Estrés calorico.

Epoca del afio.

Tamafio del hato.

Caracteristicas del aire, agua, suelo.
Presencia de microorganismos
patégenos en la ubre y en el ambiente.
Estimulaciéon del sistema mamario y
atencion de la vaca antes y durante el
ordefio.

Manejo e higiene antes, durante y
después del ordefio.

Influencia del equipo de ordefio (vacio,
pulsacion y sobreordefio).
Procedimiento y rutina del ordefio.
Mantenimiento del equipo de ordefio y
su calibracion.

Frecuencia del ordefio.

Medidas y frecuencia de diagnéstico,
prevencion y control de la mastitis.
Medidas de prevencion y control de la
mastitis al momento del secado.

Manejo de la mastitis clinica.
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2.3 Etiologia y la respuesta inflamatoria

La complejidad de la mastitis es un reflejo de la variabilidad de los agentes
causantes y la magnitud de la respuesta inmunologica a estos patdgenos, lo que
condiciona los métodos de control y erradicacion de la enfermedad esto debido a
la gran cantidad de patogenos mastitogénicos que no hacen posible un

tratamiento comun para todos los casos.

Dentro de las clasificaciones mas comunes esté la que se refiere a mastitis clinica
y subclinica. La primera es aquella en la que se presentan signos clinicos, que
desencadenan sintomatologia sistémica como fiebre, inapetencia y decaimiento;
la glandula muestra signos de inflamacion (rubor, calor, edema, dolor) y, en
algunos casos, llega a estados de fibrosis con pérdida de la funcion por atrofia de
los alvéolos galactoforos. Por su parte, la leche toma aspecto sanguinolento, con
coagulos, grumos y notoria disminucion de la produccién (Calderon et al. 2011;
Echeverri et al. 2010).

La glandula mamaria bovina esta equipada con una barrera anatémica, no
inmune, para evitar la entrada de patdgenos, en la mayoria de los casos, las
bacterias causantes de la mastitis entran a la glandula mamaria atravesando
estas barreras a través del canal del pezon, para colonizar el parénquima,
desencadenado una plétora de mecanismos de defensa inmune que incluyen las
respuestas innatas y adaptativas. La inmunidad innata no es especifica pero es
de cinética rapida como la accion de la lactoferrina, inmunolactoperoxidasa,
lisozima, fracciones del complemento y otros compuestos quimicos; mientras que
la inmunidad adaptativa ofrece una respuesta muy especifica con una cinética
relativamente tardia, esta respuesta puede ser de tipo humoral con
inmunoglobulinas y otros factores solubles o de base celular (células sométicas),
incluyendo el sistema fagocitico como macréfagos y neutréfilos (PMN), y células

del sistema linfoideo como linfocitos T, B ( Borghesi y Milcarek, 2007).
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En leche proveniente de cuartos no infectados, el conteo de células somaticas es
menor a 100.000/ml, consistiendo en un 12% de PMN, 60% de macrofagos y 28%
de linfocitos, y una proporcién de células epiteliales del 12 - 15% durante las
primeras 4 semanas de lactancia y menor al 2% a medida que transcurre la
misma (Corbellini, 2002). Esta respuesta inmunoldgica es la que hace posible por
medio del conteo de células sométicas diagnosticar cuartos de la ubre con

mastitis.

En el manejo integral de las mastitis, clinica y subclinica se incluye el uso de
antimicrobianos, administrados via sistémica e intramamaria respectivamente.
Dentro de los grupos farmacol6gicos mas utilizados se destacan betalactamicos
(penicilinas, cefalosporinas), nuevos betalactamicos, macrolidos y algunos
aminoglicésidos. Sin embargo, algunos de estos antimicrobianos también son
utilizados con fines profilacticos, durante el periodo de secado para reducir la

mastitis en la siguiente lactancia (Pellegrino et al. 2011).

2.4 Principales microorganismos causantes de mastitis

en vacas lecheras

En la glandula mamaria bovina se han identificado hasta 140 especies,
subespecies y serovariedades microbianas. Las técnicas microbiolégicas han
permitido la determinacion precisa de la identidad de muchos microorganismos
patégenos de la mastitis. Tomando como base la epidemiologia y la
fisiopatologia, se han clasificado estos microorganismos como causantes de la
mastitis contagiosa o ambiental, en base a su asociacion epidemioldgica con la
enfermedad y a su proclividad de causar la infeccion oportunista, persistente o
transeulnte, respectivamente (Figueroa et al. 2008).
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Los microorganismos causantes de mastitis pueden ser agrupados en 3
categorias, los que causan mastitis contagiosa, principalmente Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus aureus coagulasa positivo y Mycoplasmas spp.
Patégenos comunes del entorno ambiental en que viven las vacas o ambientales
comunmente encontrados, como coliformes, Streptococcus ambientales y
Staphylococcus coagulasa negativos. Y patdégenos no comunes del medio
ambiente u oportunistas como Arcanobacterium pyogenes, Pseudomonas
aeruginosa, levaduras, Nocardia asteroides, Prototheca spp, y entre otros
(Andresen, 2001).

2.5 Microorganismos causantes de la mastitis

contagiosa

Los patdgenos contagiosos de primera importancia incluyen al Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp., y Mycoplasma spp.
(Fernandez et al. 2012; Pellegrino et al. 2011). Son organismos transmitidos de
vaca a vaca a través de las toallas de secado utilizados para limpiar las ubres, la
leche residual en las pezoneras y un equipo de ordefio inadecuado que alberga
los patdgenos, es decir como consecuencia de una mala rutina de ordefio
(Radostits et al. 2002).

El Streptococcus agalactiae, bacteria gram-positiva, infecta principalmente la
cisterna y el sistema ductal de la glandula mamaria. Produce irritacion que causa
la inflamacion de la glandula, que la mayoria de las veces es subclinica con
sintomas clinicos ocasionalmente. La acumulacion de desperdicios bacterianos
intensifica la respuesta inflamatoria, resultando en destruccion del tejido productor

de leche, reduciendo la produccion de leche o causando agalactia. El
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Streptococcus agalactiae rara vez produce una enfermedad severa, pero el
extensivo dafilo de un cuarto puede causar que en las subsiguientes lactancias

sea de menos produccion de leche (Riekerink et al. 2006).

El Staphylococcus aureus es una bacteria gram-positiva, puede causar mastitis
subclinica y clinica en vacas lecheras, y por lo general se asocia con elevado
recuento de células sométicas. En recientes experimentos se ha evaluado la
invasion y supervivencia intracelular del Staphylococcus aureus en las células del
tejido endotelial, epitelial y osteoblasto; se ha indicado que la supervivencia
intracelular pudiera contribuir a la persistencia del patégeno, induciendo
endocarditis, mastitis bovina y osteomielitis (Grohmann et al. 2003). El
Staphylococcus aureus es actualmente uno de los patdégenos mas dificiles de
controlar porque puede extenderse rapidamente entre el hato y puede responder
pobremente a una terapia antibiética convencional; la naturaleza cronica de la
mastitis bovina por Staphylococcus aureus, indica que algunos productos o
componentes de este patdégeno pueden interferir en el desarrollo de la inmunidad
protectora (Martinez et al. 2013).

Los mycoplasmas son bacterias pleomorficas que carecen de una pared celular,
son contagiosas y pueden causar alto recuento de células somaticas y mastitis
clinica cronica (Fox et al. 2008). Los mycoplasmas son frecuentes residentes en
el tracto respiratorio de vacas aparentemente normales y puede ocurrir la
transferencia de los microorganismos de los pulmones a la glandula mamaria.
Brotes de mastitis por mycoplasmas se han asociado con problemas respiratorios
en terneras, novillas de levante y en lugares con poca ventilacion. Terneras
alimentadas con leche de vacas con ubres infectadas con Mycoplasma spp. son

susceptibles de tener infecciones respiratorias (Punyapornwithaya et al. 2012).

Los patdgenos contagiosos de la mastitis como el Staphylococcus aureus y

Streptococcus agalactiae que son infecciosos a nivel individual y a nivel de



2. Marco teorico y estado de arte 19

poblacién (Zadoks, 2001), han sido reportados bajo control en los hatos lecheros
a través del uso de practicas de manejo que utilizan la desinfeccion de la ubre
después del ordefio, tratamiento de la vaca seca, descarte de animales cronicos,
mantenimiento del equipo de ordefio, y tratamiento con antibidticos de las
infecciones intramamarias (Rossitto et al. 2002).

A pesar de que la mastitis por organismos contagiosos, especialmente
Streptococcus agalactiae, ha disminuido por mejoramiento en el manejo, las
pérdidas econdmicas debido a la enfermedad pueden continuar porque los
organismos causales no pueden ser erradicados del medio ambiente de las vacas
lecheras (Nash et al. 2002).

2.6 Microorganismos causantes de la mastitis

ambiental

Los patdgenos principales en este grupo son los bacilos entéricos gram negativos
(Escherichia coli, Klebsiella spp.), Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
uberis y Enterococcus spp. (Rossitto et al. 2002). La fuente de estos agentes
patégenos es el entorno de la vaca. La forma de transmision principal es del
ambiente a la vaca a través de un manejo inadecuado del primero. Algunos
ejemplos incluyen la cama humeda, terrenos sucios, ubres mojadas por la leche,
preparacion inadecuada de la ubre y los pezones antes del ordefio y sistemas de
estabulacion que favorecen las lesiones en los pezones (Radostits et al. 2002). Y
la exposicion de los cuartos no infectados a los patdogenos ambientales que
puede ocurrir en cualquier momento durante la vida de una vaca (Zadoks et al.
2001).
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2.7 Prevalencia de los principales microorganismos
causantes de mastitis en vacas lecheras en

Colombia

Calderon et al. en un estudio realizado en el 2011, evaluaron 4.260 cuartos
pertenecientes a 1.065 vacas en 15 fincas manejadas bajo el sistema doble
propdésito en el municipio de Monteria (Cérdoba), encontraron que el 92.21% de
los aislamientos involucraban microorganismos infecciosos, donde
Staphylococcus aureus, fue aislado en el 87.56 % y se convirtid6 en el principal
patdgeno aislado. Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) fueron aislados en
el 0.3%. Streptococcus agalactiae fue aislado en el 2.1% de las muestras,
Streptococuss uberis aislado en el 3.6%. Corynebacterium bovis se aisl6 en el
2.10%.

Resultados muy similares encontraron Mojica y Jaramillo, 2014, en un estudio
realizado en el departamento de Arauca, en 247 cultivos positivos de leche de un
sistema de produccién doble propdsito, donde se encontré en un porcentaje
mayor Staphylococcus aureus con 43.72% correspondiente a 108 cuartos
mamarios infectados. El segundo agente patégeno en 82 cuartos fue
Staphylococcus epidermis con 33.20%, le sigue Corynebacterium bovis con 19
cuartos siendo 7.70% de las muestras positivas. Posteriormente en 17 cuartos se
observd Streptococcus agalactiae (6.89%), en 11 cuartos Corynebacterium
pyogenes (4.45%) y se aislaron en menor proporcion Streptococcus dysgalactiae

(2.83%) y Escherichia coli en 7 y 3 cuartos respectivamente.
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El panorama cambia para las lecherias especializadas tal como encontraron
Ramirez et al. en 2011, donde efectuaron 648 cultivos de muestras de leche
provenientes del norte de Antioquia, de las cuales 23.9% fueron negativas, 34%
positivas a Streptococcus agalactiae y 10.2% a Staphylococcus coagulasa
negativo. Otro estudio en lecheria especializada fue realizado por Becerra et al.
2014, llevado a cabo en el Altiplano Boyacense donde se evaluaron 5396 cuartos,
en 1349 vacas en ordefio, donde se aislaron principalmente Streptococcus
agalactiae (9.7%); otros Streptococcus (4.1%); Staphylococcus aureus (8.3%);
otros Staphylococcus Coagulasa Positiva (0.55%); Staphylococcus Coagulasa
Negativa (0.46%); Actinomyces piogenes (1.3%); Levaduras (0.7%); Escherichia
coli (0.6%); Corynebacterium (0.6%); mixtos Streptococcus + Staphylococcus

(0.8%); otras mixtas (4.5%); Acholeplasma (1.4%) y Mycoplasmas spp. (2.2%).

2.8 Métodos de diagndstico

El monitoreo de salud de la ubre es un reto en la ganaderia. Las pruebas de
diagnéstico precisas son esenciales para la pronta deteccién de patdégenos
especificos de mastitis subclinica y clinica, para iniciar de inmediato el
tratamiento de los animales infectados, para reducir el riesgo de nuevas
infecciones y el contagio a otros animales. Hay amplias gamas de los
procedimientos para diagnosticar la mastitis con diferentes principios de accion,
donde algunos de ellos se basan en deteccion de anomalias de la ubre y la leche
tales como cambios del color de la leche, aparicibn de grumos, coagulos
sanguinolentos, coagulos con pus, o una leche mas acuosa (Pérez et al. 2005); y
marcadores de inflamacién que incluyen el examen fisico y clinico de la ubre, el
recuento de células somaticas, el California Mastitis Test (CMT), la prueba de
conductividad eléctrica, el medidor de pH, la prueba de NaOH y la medicion de D

- glucosaminidasa N-acetil-b (NAG-asa), y la lactatodeshidrogenasa (LDH). Otros
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tipos de diagndstico mas especificos, son los basados principalmente en el
aislamiento y la identificacion del patdégeno causante de mastitis, como es el
cultivo bacterioldgico de leche, las pruebas bioquimicas y la Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR); o la respuesta inmune (anticuerpos) como es el Elisa.
Cada técnica de diagnostico tiene sus propias ventajas y desventajas y su
rendimiento depende de muchos factores algunos de los cuales estan
relacionados con los procedimientos de toma de muestras, la preservacion y el
manejo en el laboratorio, otros incluyen el grado de infeccion y el estado de la
ubre infectada, el animal infectado, tipo de patdgeno causante y su virulencia y,
finalmente, los relacionados con la experiencia del investigador (Mahmmod,
2013).

2.8.1 Pruebas fisico-quimicas

Dentro de estas se incluyen la mediciéon de pH, cloruros, la conductividad eléctrica
de la leche. De las anteriores se detalla a continuacion la técnica de deteccién de
mastitis con conductividad eléctrica dado su importancia y potencial aplicabilidad

en campo.

=  Conductividad eléctrica de la leche

La conductividad eléctrica se ha usado comunmente como un indicador de
mastitis, este se basa en el aumento de conductividad eléctrica de la leche debido
a su mayor contenido electrolitico (Reddy et al. 2014). EIl proceso inflamatorio
gue ocurre en la ubre, cuando hay una invasion y multiplicacion bacteriana,
resulta en cambios en la composicion ionica de la leche. La capacidad de

filtracion selectiva que normalmente ejerce el epitelio mamario sobre los
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minerales sanguineos se altera de tal manera que aumenta varias veces la
concentracion de sodio y cloro, mientras que disminuyen las concentraciones de
calcio, fosfatos, magnesio y potasio (Reddy et al. 2014). Estos cambios en las
proporciones de lactosa, sodio, potasio, cloro y calcio reducen la tolerancia de la
leche a los tratamientos térmicos y altera sus caracteristicas organolépticas. En
general, aumentan las concentraciones de cobre, hierro y manganeso y
disminuye el contenido de zinc, calcio y fésforo, ya que en su mayoria estan
unidos a las caseinas, mientras que el cobre y el hierro estan unidos en la leche a
las proteinas del suero lacteo, en especial a la seroalbumina, a la ceruloplasmina,
a la lactoferrina y a la transferrina. El pH de la leche se eleva de 6.6 a 7.0, debido
al pasaje de iones bicarbonatos. Esto no afecta la acidez titulable de la leche ni
su capacidad buffer, pero aumenta su conductividad eléctrica, la cual es posible
medir y ser usada como indicador de inflamacién (Glven et al. 2012). Estas
alteraciones hacen que la leche se torne de sabor salado, lo que justifica una

forma comun de detectar la mastitis en el campo, que era probar su sabor.

Para la interpretacién de los resultados con relacion a la prueba de Conductividad

Eléctrica (EC), se ha sugerido la siguiente clasificacion (Cepero et al. 2005):

v' Cuartos sanos: valores inferiores a 5,6 ms/cm
v Mastitis subclinica: valores entre 5,6 y 7,9 ms/cm

v' Mastitis clinica: valores superiores a 8,0 ms/cm

Esta técnica de diagnéstico es importante porque mide el grado de la lesién de la
ubre tan como lo hace el recuento de células somaticas, para facilitar su
aplicacibn en campo se han desarrollado dispositivos portatiles de facil
manipulacion y limpieza (Radostits, 2002), lo que garantiza un resultado confiable

y rapido.
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2.8.2 Pruebas Bioldgicas

El diagnostico usando estas metodologias incorporan la deteccion de la
celularidad de la leche que puede ser medida en forma indirecta a través de
pruebas como cualitativas como Whiteside, semicuantitativas como el test de
Wisconsin y el California Mastitis Test (CMT), o de forma directa y cuantitativa a
través del examen microscopico o de métodos automéaticos como el conteo de
particulas y el analizador fluoro-6ptico de ADN. Asi como el diagndstico
bacteriolégico por los métodos de aislamiento, cultivo, tincion, bioquimica e
identificacion por PCR. A continuacion se describe con méas detalle métodos los

mas usados en la actualidad.

= Prueba de Whiteside

Desarrollada por Avila en 1984 y Pérez en 1986. La mezcla de leche con una
solucion de NaOH al 4% ocasiona que la leche gelifique formando grumos
visibles. Los grumos serdn mas grandes conforme la leche contenga mayor
namero de células somaticas. Para hacer mas visible la reaccion es conveniente
usar una placa de acrilico negra que puede tener dibujada 4 cuadros de 3cm x

3cm, uno por cada cuarto. Se interpretar de la siguiente forma (Pérez, 1986):

Negativo: 0 — 325.000 Células somaticas / mL
Traza: 300.000 — 600.000 Células sométicas / mL
1+: 600.000 — 1.000.000 Células somaticas / mL
2+: 1.000.000 — 2.000.000 Células somaticas / mL

3+: mas de 2.000.000 Células somaticas / mL

AN NN NN
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= Prueba de California para Mastitis (CMT)

En la prueba diagnéstica denominada California Mastitis Test (CMT) (Schalm y
Noorlander, 1957) se utiliza una sustancia anionica, lauril sulfato de sodio, al que
se le ha agregado un indicador de pH, el bromocresol parpura. EIl reactivo
reacciona con el ADN celular, y en caso de positividad se forma un gel
caracteristico, dando los diferentes grados de reacciones. En una infeccion en la
glandula mamaria asciende el numero de las células somaticas dado que estas
migran de la sangre hacia la leche como respuesta a la infeccién, por lo tanto,
cuanto mas severa es la infeccion, mayor sera el nimero de células sométicas. A
mayor presencia de células se libera una mayor concentracion de ADN, por lo
tanto mayor sera la formacion del gel resultado de la reaccion con el detergente
anionico, para ser interpretado segun inserto del reactivo (Figura 1). Es decir, el
test permite determinar la respuesta inflamatoria con base en la viscosidad del gel
gue se forma al mezclar el reactivo (purpura de bromocresol) con la leche,

permitiendo evaluar cada cuarto independientemente.

SCORE SIGNIFICADO DESCRIPCION DE LA REACCION INTERPRETACION

(RCS {mi)
i La mezcla permanece en estado liquido y homogéneo. 5
o Nt Puede gotear de la paleta asi. Sl
Hay algo de engrosamiento. La reaccion es reversible y
T Trazas la viscosidad observada por primera vez tiende a 150.000-500.000

desaparecer.

La mezcla espesa, pero no hay formacién de gel en el
medio de la paleta y la viscosidad observada tiende a 400.000-1.500.000
persistir. La mezcla cae poco a poco.

Ligeramente
Positivo

Gel se formara en el centro de la paleta durante el
movimiento giratorio. El gel se acumula en la parte
inferior de la paleta cuando el movimiento giratorio se
interrumpe. Cuando se vierte la mezcla la masa
gelatinosa cae y puede dejar un poco de liquido en el
pocillo.

Gel se formara en el centro de la paleta y se pega en el
3 Muy Positivo fondo del pocillo, pero no a un lado. Cuando se vierte la >5.000.000
mezcla, se cae sin dejar liquido detras.

2 Positivo 800.000-5.000.000




26 DETECCION MOLECULAR DE Streptococcus agalactiae EN MUESTRAS DE
LECHE MASTITICA EN BOVINOS DEL NORTE Y ORIENTE ANTIOQUERNOS

Figura 1. Interpretacion de la prueba de diagnostico California Mastitis Test
(CMT)

= Prueba de Wisconsin para Mastitis

Esta prueba utiliza una solucion similar a la que se emplea con la prueba CMT,
pero en contraste los resultados se miden cuantitativamente dependiendo de la
viscosidad (Bedolla, 2004). La prueba de Wisconsin modificada consiste en
utilizar un tubo graduado en mililitros en donde se depositan 3 mL de leche y una
mezcla de 3 mL de reactivo para CMT con agua destilada (relacién 1:1) ambas a

temperatura ambiente (Cerdn et al. 2007; Bedolla et al. 2007).

Tabla 3. Interpretacion del numero de
células sométicas en leche mediante
la Prueba de Wisconsin para Mastitis.
(Tomado de Hernandez, 2009).

Mililitros Células (x1000)/mL

0-1.0 0-100
1.1-15 101-500
1.6-2.0 501-1000
2.1-2.5 1001-1700
2.6-3.0 1701-2500

>3.0 > 2500
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2.8.3 Métodos de conteo electrénico celular

Los métodos electronicos tienen en la actualidad una aplicacién universal, sobre
todo en laboratorios de control lechero o dedicados al diagndstico o investigacion
de la mastitis, utilizandose aparatos de recuentos celulares como el Bactoscan,
Fossomatic (Foss Electric, Dinamarca) y el Counter Coulter (Coulter, Inglaterra)
(Saran y Chaffer, 2000). Los meétodos electrénicos presentan ventajas
importantes ante otros métodos de cuantificacion de células somaticas entre las
que se encuentran, tiempo minimo de andlisis, el método es objetivo, el provee
una alta exactitud estadistica y adicionalmente puede ofrecer datos del tamafio
celular (Osorio, 2010).

2.8.4 Diagnostico microbiolégico

Los resultados de las pruebas microbiol6gicas pueden ser muy variables debido a
gue dependiendo de toma de la muestra, pueden resultan falsos positivos debido
a contaminaciones o falsos negativos. Aproximadamente el 10 % de las mastitis
clinicas cultivadas son negativas cuando la leche es sembrada en agar sangre,
esto es porgue la bacteria es eliminada intermitentemente o porque la bacteria fue
inactiva por los mecanismos de respuesta del huésped (Gasque y Blanco, 2001).
El analisis microbiolégico de la leche no garantiza con total confiabilidad el
aislamiento de bacterias debido a que los animales con mastitis subclinica
pueden eliminar al microorganismo causante de manera intermitente durante la
lactacion, asi como el uso de antibidticos, presencia de leucocitos y un alto
contenido de células soméaticas (SC) en la leche que inhiben el crecimiento

bacteriano in vitro (Clavijo et al. 2002).
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La toma de muestras de leche en forma aséptica para los examenes
bacteriolégicos puede proveer un diagndstico valido y correcto para el tratamiento
de la mastitis bovina. Las muestras de leche deberan ser recolectadas en tubos
estériles para posteriormente ser sembrados en medios de cultivo y luego
realizarse la incubacion en una incubadora a 37 °C durante 18 a 24 horas
(Gonzalez et al. 2011.). La primera lectura luego de la incubacion determinara la
presencia de colonias bacterianas, usando este método solamente se hard un
diagndstico hasta el nivel de genero de la bacteria. Existen test rapidos que
permiten diferenciar las colonias de bacterias coliformes usando reactivos simples
como hidréxido de potasio al 5%, mezclando con las colonias sospechosas
durante unos 20 segundos. También se dispone del test de catalasa, donde se
considera la reaccién de las colonias de Staphylococcus en contacto con agua
oxigenada. Este test permite diferenciar Staphylococcus de Streptococcus.
Estas pruebas se deberan corroborar con diagndésticos basicos de microscopia

para ganar mas confiabilidad (Osteras, 2006).

2.8.5 Diagnosticos moleculares

Las técnicas moleculares desarrolladas en torno a la mastitis, van desde un
diagndstico por PCR de la cepa bacteriana y pueden incluir la deteccién de un
gen en particular de ese agente, pasando por PCR en Tiempo Real, PCR
anidada, hasta el analisis de mutaciones con técnicas simples como el
polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP, del inglés, Single Strand
Conformation Polymorphism) o la T-RFLP (del inglés, Terminal Restriction
Fragment Lenght Polymorphism), cuyo principio es la amplificacién del 16S rDNA
de las bacterias existentes en una muestra, restriccion enzimatica de los distintos
fragmentos obtenidos y la deteccion de los fragmentos terminales resultantes de
la digestion (Ovidio et al. 2006).
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El diagndstico molecular podria ser la técnica mas adecuada para la identificacion
de especies de patdogenos de mastitis que son dificiles de detectar e identificar
por métodos convencionales. Diagnésticos basados en la PCR pueden ofrecer
ventajas significativas sobre otros diagnosticos por su velocidad y su sensibilidad
cuando se utiliza para la deteccidn de patdgenos de mastitis. La técnica de PCR
se dirige al reconocimiento del ADN de un patdgeno de mastitis especifico.
Dependiendo de la técnica de PCR se pueden clasificar los patégenos de forma
cualitativa evidenciando la presencia o ausencia del ADN del patbégeno, o de
forma semi-cuantitativos usando técnicas de PCR en tiempo real cuantitativas.
Algunos tipos de PCR van dirigidos a un patégeno especifico, mientras que otros
pueden identificar mas de uno y estas por lo tanto conocen como pruebas de
PCR multiple (Mahmmod, 2013; Ruiz et al. 2013).






3.Materiales y Métodos

Para la consecucién del objetivo general planteado en esta investigacion, primero

se debia ejecutar el primero de los objetivos especificos.

3.1 Estandarizacion de las técnicas de biologia
molecular (extraccion de ADN bacteriano a partir de
leche, PCR) que permitan la identificacion de la
presencia de Streptococcus agalactiae en muestras
de leche proveniente de cuartos bovinos afectados

por mastitis.

3.1.1 Unidades experimentales.

Para la estandarizacion de las técnicas de biologia molecular se colectaron 12
muestras de leche cruda de cuartos con mastitis clinica de hembras bovinas de
dos hatos lecheros ubicados en los municipios de Don Matias y La Unidn. Las

muestras se tomaron en el ordefio de la tarde y se determino la presencia de
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mastitis clinica en el momento del despunte al observar leche anormal, con
cambios de color y presencia de grumos. Las muestras fueron tomadas por
técnicos especializados. EIl personal encargado se lavé y desinfecté las manos
antes del muestreo y se realizé desinfeccion del esfinter del pezén con pafio con
alcohol etilico al 70 % y se extrajeron aproximadamente 5 mL de leche que se
depositaron en un recipiente estéril que se sujeté de manera horizontal para evitar
la entrada de contaminantes (Honkanen - Buzalski, 1995). Las muestras se
transportaron refrigeradas a las instalaciones del Laboratorio de Genética Animal

de la Universidad de Antioquia para su posterior analisis.

3.1.2 Extraccion de ADN bacteriano.

El ADN bacteriano se extrajo mediante dos metodologias. La primera mediante
Fenol-Cloroformo, descrita por Potou en 2005, con modificaciones, asi: se tomé
1.5 mL en tubos eppendorf de cada muestra de leche que se habia tomado el dia
anterior y se encontraba refrigerada a 4 °C. Se centrifugdé a 12.000 RPM
(Revoluciones Por Minuto) por 5 minutos para descartar agua y grasa. Se
adicion6 500 pL de buffer TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA), 30 yL de SDS 20% y 30
pL de proteinasa K (20 mg/mL) (Invitrogen), y se incub6 durante 1 hora a 37 °C.
Pasado este tiempo, las muestras se agitaron con vortex y se adicion6 un
volumen igual de Fenol-Cloroformo-Isoamilico (25:24:1). Por agitacion, se formé
una emulsién, se centrifugd a 13.000 RPM durante 5 minutos a temperatura
ambiente y se transfirio la fase superior acuosa a un nuevo vial. Se adiciond un
volumen igual de Fenol-Cloroformo-Isoamilico (25:24:1), se mezcl6 por inmersion
hasta que las fases se entremezclaran y se centrifugd a 13.000 RPM por 3
minutos. Se trasfirié la fase superior a nuevo vial de 1.5 mL y se adicion6 1/10 de
volumen de acetato de sodio 2M y un volumen de etanol absoluto a — 20 °C. Se

realizo la mezcla por inversion de los componentes y nuevamente se centrifugo a
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13.000 RPM durante 5 minutos y posteriormente se descart6 el sobrenadante. El
boton de ADN se lavo con 500 pL de etanol al 70% y se resuspendié en 100 pL
de buffer TE 1X y se almacendé a — 20 °C. El segundo método consistio en la
extraccion de ADN con el kit DNeasy blood and tissue Qiagen® con
modificaciones, asi: se tomd 1.5 mL de leche en tubos eppendorf, se centrifugé a
12.000 RPM por 5 minutos y se descart6 el sobrenadante (agua y grasa). Se hizé
un primer lavado del pellet con buffer TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA): se adiciond
500 pL de buffer TE y se resuspendié el pellet. Se centrifugo a 12.000 RPM por 5
minutos y se descartd el sobrenadante. Se realizé un segundo lavado del pellet
con 500 pL de buffer TE y nuevamente se centrifugé a 12.000 RPM. Se descarté
el sobrenadante y con el pellet se continu6 en el paso 1c del protocolo de
extraccion de ADN de tejidos animales de acuerdo a las recomendaciones
realizadas por la casa fabricante (Qiagen, 2006). Con la primera metodologia se
extrajo el ADN de 6 muestras de leche y con la segunda metodologia las 6

muestras restantes.

3.1.3 Cuantificacion y determinacion de pureza del ADN

obtenido.

La pureza del ADN obtenido fue medida con base en las lecturas de absorbancia
a 260 y 280 nm en un espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific™) de
8 ADN tomados al azar (4 de cada metodologia de extraccion). La estimacion de
la pureza de una muestra de ADN fue obtenida por la relacion de Densidad
Optica (DO) a 260 y 280 nm. Para una preparacion pura de ADN, la relacion DO
260/280 debe ser 1.8; valores entre 1.8 y 2.0 indican preparaciones altamente
purificadas. Valores menores a 1.8 indican contaminacion de la muestras con

proteinas y mayores de 2.0 indican contaminaciones con fenol.
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3.1.4 Amplificaciéon por PCR para Streptococcus agalactiae.

Mediante la técnica de PCR se amplificé un fragmento de 586 pb del gen 16S
rRNA de Streptococcus agalactiae. Los primers utilizados tienen la siguiente
secuencia de nucledtidos: F -5"- CGT TGG TAG GAG TGG AAAAT -3, R-5"-
CTG CTC CGA AGA GAA AGC CT- 3' (Riffon et al. 2001). La reaccioén se realizo
en un volumen final de 25 pL que contenia: 200 nanogramos de ADN; Buffer 10X;
MgCL2 25 mM; dNTPS 200 mM, 0.5 uM de primers y 5 U de Tag ADN polimerasa
(Fermentas). La PCR se corrio en un termociclador Bio-Rad Termal cycler
C1000®, con el siguiente perfil térmico: un ciclo inicial de desnaturalizacion de 94
°C por 2 minutos, 35 ciclos en las siguientes condiciones: 94 °C por 45 segundos
para desnaturalizacion, 65 °C por 1 minuto para anneling y 72 °C por 2 minutos
para extension. Un ciclo final de extension a 72 °C durante 10 minutos. Toda
PCR implicé la amplificacion del fragmento de 586 pb del gen 16s rRNA en el
control positivo: ADN de la cepa ATCC 13813 (American Type Cultive Collection)
y la ausencia de amplificacion del fragmento en el control negativo que consistio

en una mezcla de reaccion donde se reemplaz6 el ADN por agua.

3.1.5 Deteccion de productos de PCR.

Los productos de amplificacién fueron separados por electroforesis en geles de
agarosa al 2% tefildos con bromuro de etidio (10 mg/mL) en buffer TBE 1X y
analizados en presencia de luz ultravioleta en un equipo de transiluminacion

(Labnet International, Inc.).
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3.2 Evaluar la especificidad y la sensibilidad de la
técnica PCR para el diagnéstico de Streptococcus
agalactiae en muestras de leche, comparado con el

cultivo bacteriolégico como prueba de referencia.

3.2.1 Unidades experimentales.

Se colectaron 297 muestras de leche cruda de cuartos diagnosticados por la
prueba CMT con mastitis clinica y subclinica grado 3 de hembras bovinas de
hatos lecheros distribuidos en 13 municipios del norte y oriente antioquefios.

Estas muestras fueron tomadas por técnicos especializados.

3.2.2 California Mastitis Test — CMT.

En el momento del ordefio de la tarde, después de realizado el despunte de la
leche, de cada cuarto se depositaron aproximadamente 10 mL de leche en cada
pozo de la paleta para realizar el CMT, se descartd el exceso de leche y se
adiciond un volumen igual de lauril, sulfato de sodio al 4% (Diagndéstico Mastitis
Nocar, Medick). La solucion se mezclé haciendo movimientos circulares y se
examind la formacion de gel para determinar el nivel de la infeccion de acuerdo a
lo descrito por Blowey y Edmonson en 1997. En todos los casos la paleta fue
lavada después de su uso y antes de pasar a la siguiente vaca. El resultado se
interpretd como: Negativo (-) cuando no hubo formacion de gel; Subclinica grado
1 (+) o débilmente positiva cuando en el fondo de la paleta se formé gel que

desaparecié rapidamente; Subclinica grado 2 (++) o positiva cuando hubo
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presencia de grumos reforzantes; Subclinica grado 3 (+++) o muy positiva cuando
se formo un gel robusto que no desaparecio al dejar de girar la paleta. La mastitis
tipo clinca se determiné cuando en el despuntador y en la paleta se observo

cambios en la apariencia de la leche y presencia de grumos, coagulos y/o sangre.

3.2.3 Procedimiento parala colecta de las muestras de leche.

Como se explico anteriormente, al momento del ordefio de la tarde se realiz6 el
CMT para determinar cuales cuartos presentaban mastitis y en que grado. Se
ordefiaron los primeros chorros de leche en el despuntador y se verifico la
presencia o ausencia de mastitis clinica (cambios en la apariencia de la leche,
presencia de grumos, coagulos, sangre). Ademas, el propdsito de la eliminacion
de los primeros chorros es extraer la flora bacteriana normal del canal y del
orificio del pezon para minimizar la contaminacion de la leche. Se muestrearon
los cuartos con mastitis clinica y subclinica grado 3 segun la prueba CMT. El
personal encargado se lavd y desinfectd las manos antes del muestreo. Si el
pezodn estaba sucio se procedio a lavarlo con agua y a secar cada cuarto con una
toalla de papel individual. Para la toma de muestra de leche se realizo
desinfeccion del esfinter del pezén con pafio con alcohol etilico al 70 % y se
extrajeron aproximadamente 5 mL de leche que se depositaron en un recipiente
estéril que se sujetdé de manera horizontal para evitar la entrada de contaminantes
(Honkanen - Buzalski, 1995). Las muestras se transportaron refrigeradas a los
respectivos laboratorios para su posterior analisis. Los cultivos bacteriolégicos
los realizo el personal del departamento de Control Calidad de la Cooperativa
Colanta en las instalaciones del Instituto Colombiano de Medicina Tropical (ICMT)
de la Universidad CES y los procedimientos de biologia molecular los realizé el

personal del departamento de Asistencia Técnica de la Cooperativa Colanta en
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las instalaciones del Laboratorio de Genética Animal de la Universidad de

Antioquia.

3.2.4 Cultivo bacteriolégico para S. agalactiae.

Se tomdé como control positivo la cepa ATCC 13813 de S. agalactiae. De las
unidades experimentales se cultivaron 10 uL de leche para la identificacion de S.
agalactiae, asi: 1) aislamiento en agar sangre con esculina, 2) incubacion a 37 °C
por 24 horas; 3) a las 24 horas lectura preliminar: identificacion de colonias Gram
positivas y Gram negativas con KOH, prueba bioquimica de catalasa y prueba
bioquimica de Camp; 4) incubacion a 37 °C por 24 horas (National Mastitis
Council, 2015). Esta labor fue realizada en las instalaciones del Instituto
Colombiano de Medicina Tropical (ICMT) de la Universidad CES.

3.2.5 Extraccion de ADN bacteriano.

El ADN bacteriano se extrajo mediante dos metodologias. La primera mediante
Fenol-Cloroformo, descrita por Potou en 2005, con modificaciones descritas
anteriormente, y el segundo método consistié en la extraccion de ADN con el kit
DNeasy blood and tissue Qiagen® con las modificaciones descritas
anteriormente. Con la primera metodologia se procesaron 69 muestras de leche

y con la segunda metodologia se procesaron 228 muestras problema.
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3.2.6 Analisis estadistico.

Para determinar la sensibilidad y especificidad se realizO una tabla de
contingencia de 2 x 2, donde se colocaron los resultados obtenidos por cultivo
bacterioldgico y por PCR, como se ilustra en la siguiente tabla 4, y se utilizaron

las formulas descritas a continuacion:

Tabla 4. Tabla de contingencia para los resultados del estudio.

Cultivo Cultivo
Metodologia _ o _ o TOTAL
microbiolégico + microbiolégico -

+ PCR a b a+b
- PCR C d c+d
TOTAL a+c b +d a+b+c+d

Donde:

a: numero de muestras de leche que coincidieron en resultado positivo tanto para

el cultivo microbiolégico como para la prueba PCR.

b: nimero de muestras que para la prueba de PCR dieron resultado positivo pero

para el cultivo microbiologico dieron resultado negativo.
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c: numero de muestras que para la prueba PCR resultaron negativas pero

resultaron positivas en el cultivo bacterioldgico.

d: nimero de muestras que coincidieron en resultado negativo tanto en PCR

como en el cultivo.

e Sensibilidad de la prueba de PCR: capacidad de la prueba para detectar

leche positiva a S. agalactiae.

Se calcula segun la férmula:

a x 100

at+c

e Especificidad de la prueba de PCR: capacidad de la prueba para detectar

leche negativa a S. agalactiae.

Se calcula segun la formula:

d x 100

Se realizaron tablas de contingencia individuales para las dos metodologias de
extraccion de ADN utilizadas (fenol:cloroformo y kit) para evaluar si la sensibilidad
y la especificidad de la PCR para el diagnostico del patdogeno variaban de

acuerdo a la tecnica de extraccion.
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3.3 Determinar la frecuencia de Streptococcus

agalactiae en hatos del norte y oriente antioquefio.

3.3.1 Unidades experimentales.

Las 297 muestras de leche cruda tomadas de cuartos diagnosticados por la
prueba CMT con mastitis clinica y subclinica grado 3 de hembras bovinas de
hatos lecheros fueron colectadas en 13 municipios del norte y oriente antioquefos

como se observa en la tabla 5.

Tabla 5. Municipios del norte y oriente de Antioquia donde se colectaron
las muestras de leche bovina provenientes de cuartos positivos por CMT a

mastitis clinica y/o subclinica grado 3.

o Numero de muestras de leche
Municipios muestreados

tomadas
Belmira 6
Don Matias 82
El Carmen de Viboral 1
El retiro 1
Entrerrios 50
La ceja 4
La Unién 31
Rionegro 11

San José de la Montafa 23
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San Pedro de los Milagros 45

Santa Rosa de Osos 33
Sonson

Yarumal 8

3.3.2 Analisis estadistico.

Para de determinar la frecuencia de S. agalactiae en los municipios muestreados,
se utilizé la siguiente férmula, tanto para los resultados por PCR como por cultivo

bacteriologico:

N° casos positivos x 100

N° casos totales

Para analizar si existian diferencias de frecuencia del patégeno entre los 13
municipios donde se obtuvieron las muestras, se realiz6 una comparacion de

frecuencia de Chi cuadrado.






4.Resultados

4.1 Estandarizacibn de las técnicas de biologia
molecular (extraccion de ADN bacteriano a partir de
leche, PCR) que permitan la identificacion de la
presencia de Streptococcus agalactiae en muestras
de leche proveniente de cuartos bovinos afectados

por mastitis.

4.1.1 Extraccion de ADN de muestras de leche.

Se extrajo el ADN de 12 muestras de leche cruda procedentes de cuartos de
hembras bovinas diagnosticados con mastitis clinica. Con la primera metodologia
Fenol-Cloroformo se extrajeron 6 ADN. Con la segunda metodologia, kit DNeasy

blood and tissue Qiagen®, se obtuvo el ADN de 6 muestras de leche.
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C1C2 C3 C4 C5C6 C7Cs8

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% en el que se observa el ADN total
extraido de 8 muestras de leche provenientes de cuartos de hembras bovinas con
mastitis clinica. De izquierda a derecha: C2 (N° 5), C4 (N° 12), C5 (N° 23), C8 (N° 29)
ADN extraido por el método fenol:cloroformo. C1 (N° 144), C3 (N° 157), C6 (N° 161), C7
(N° 163) ADN extraido por kit DNeasy blood and tissue Qiagen®.

4.1.2 Evaluacion de la eficiencia de las dos metodologias de

extraccion de ADN.

Se realizé la cuantificacion por espectrofotometria de 8 ADN obtenidos por ambos
métodos de extraccion (Fenol:Cloroformo y Kit) tomados al azar. Los resultados
se observan en la tabla 6. EI protocolo de extraccion por Fenol:cloroformo
permitié obtener mayor cantidad de ADN mediada en ng/uL, pero los valores de
DO 260/280 nm mostraron la existencia de proteinas en exceso, contaminantes
gue inhiben la PCR. EI kit permitié la obtencién de ADN de mejor calidad con
bajos contaminantes, donde los valores de absorbancia a 260/280 nm mostraron

la inexistencia de proteinas.

El kit DNeasy blood and tissue Qiagen® mostré6 ser el mas acertado para
procesos moleculares por su eficiencia en cuanto a pureza, obtenciéon de ADN de

mejor calidad con bajos contaminantes. Adicional a ello, el método de extraccion
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con Fenol:Cloroformo implica la utilizacion de materiales organicos, altamente

toxicos y contaminantes.

Tabla 6. Concentracion y calidad del ADN obtenido de 8 muestras de leche
provenientes de cuartos de hembras bovinas con mastitis clinica, mediante

dos metodologias de extraccion.

Identificacion Método de Concentracion de
Muestra extraccion de ADN acidos nucleicos (ng/ul) 2601280

N° 5 Fenol: cloroformo 1711.5 1.51
N° 12 Fenol: cloroformo 1162.7 1.38
N° 23 Fenol: cloroformo 1401.6 1.4
N° 29 Fenol: cloroformo 2057.1 1.51
N° 144 Kit 2.6 1.82
N° 157 Kit 11.5 1.65
N° 161 Kit 21.7 1.9
N° 163 Kit 9.8 1.34

4.1.3 PCR para el diagndéstico de la presencia de Streptococcus

agalactiae.

Mediante PCR se obtuvo un amplificado 586 pb correspondiente a un fragmento
del gen 16S rRNA en 8 de un total de 12 ADN, los cuales se diagnosticaron como
positivos para la presencia de S. agalactiae. Entre tanto, las muestras restantes
(4) que no presentaron el amplificado, se diagnosticaron como negativas para S.
agalactiae. En la figura 3 se presenta la electroforesis con los productos de la
PCR para el diagndstico de S. agalactiae.
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 2% con los productos de PCR para el

diagnéstico de S. agalactiae de 10 muestras de leche provenientes de cuartos de
hembras bovinas con mastitis clinica. De izquierda a derecha: C1: Marcador de peso
molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder 50 pb (Thermo Scientific). C2: control
positivo (ADN cepa ATCC 13813) ADN extraido por kit. C3: control -. C4 al C13:
muestras del estudio. ADN del C4 al C8 extraido por kit. ADN del C9 al C13 extraido por
fenol:cloroformo. Las muestras del C4 y C13 no presentaron amplificado (negativas para
S. agalactiae), las muestras de los otros carriles presentan el amplificado de 586 pb,

fragmento gen 16S rRNA (positivas para S. agalactiae).

4.2 Evaluar la especificidad y la sensibilidad de la
técnica PCR para el diagnéstico de Streptococcus
agalactiae en muestras de leche, comparado con el

cultivo bacteriolégico como prueba de referencia.

Mediante PCR se obtuvo un amplificado 586 pb correspondiente a un fragmento
del gen 16S rRNA en 92 de un total de 297 ADN extraidos de muestras de leche
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cruda de cuartos diagnosticados por la prueba CMT con mastitis clinica y
subclinica grado 3 de hembras bovinas. Los 92 ADN se diagnosticaron como
positivos para la presencia de S. agalactiae. Entre tanto, las muestras restantes
(205) que no presentaron el amplificado, se diagnosticaron como negativas para
S. agalactiae. Mediante el cultivo in vitro de leche, se diagnosticaron 115

muestras como positivas para S. agalactiae.

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de amplificados obtenidos por PCR para
diagnostico de S. agalactiae de muestras de leche provenientes de cuartos de hembras
bovinas con mastitis clinica y/o subclinica grado 3. De izquierda a derecha: Carril 1:
Marcador de peso molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder 50 pb (Thermo
Scientific). Carril 2: control positivo (ADN cepa ATCC 13813). Carril 3: Muestra N° 99.
Carril 4 al 8: Muestras N° 100 a la N° 104. Muestra N° 99, present6 amplificado de 586
pb, fragmento gen 16S rRNA (positiva para S. agalactiae). Muestra N° 100 a la N° 104,
no presentaron amplificado (negativas para S. agalactiae).
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4.2.1 Analisis estadistico para la evaluacion de la especificidad
y la sensibilidad de la técnica PCR para el diagnostico de
Streptococcus agalactiae en muestras de leche,
comparado con el cultivo bacteriolégico como prueba de

referencia.

En la tabla 7 se observan los resultados totales de 297 muestras procesadas por
cultivo bacteriologico y por PCR para diagnéstico de S. agalactiae.

Tabla 7. Resultados de las dos metodologias empleadas (PCR y cultivo
bacteriol6gico) para el diagndstico de S. agalactiae en 297 muestras de leche.

Metodologia o _
q N° de Positivas Negativas
e
_ o muestras de paraS. para S. Total
diagnostico . )
leche agalactiae agalactiae
empleada
PCR 297 92 205 297
Cultivo
297 115 182 297

bacteriolégico

La tabla 8, es una tabla de contingencia de 2 x 2 donde se colocaron los

resultados obtenidos por cultivo bacterioldgico y por PCR para diagndstico de S.
agalactiae.
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Tabla 8. Tabla de contingencia de 2 x 2 con los resultados
obtenidos por cultivo bacteriolégico y PCR para diagnéstico de S.
agalactiae.
Cultivo Cultivo
Metodologia _ o _ o TOTAL
microbiolégico + | microbiologico -
+ PCR 69 23 92
-PCR 46 159 205
TOTAL 115 182 297

e Sensibilidad de la prueba de PCR para diagnéstico de S. agalactiae:

Se calcula segun la férmula:
a X 100
a+c
Ahora:
69 x 100 = 60%

69 + 46
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e Especificidad de la prueba de PCR para diagnéstico de S. agalactiae:

Se calcula segun la férmula:

d x 100

Ahora:
159 x 100 =87.3%

23 + 159

Mediante la tabla de contingencia se evalud la sensibilidad y la especificidad de la
PCR para el diagnostico de Streptococcus agalactiae en un importante niamero de
muestras de leche provenientes de cuartos de vacas con mastitis clinica y
subclinica grado 3 en una amplia region geografica del departamento de
Antioquia, tomando la prueba de cultivo in vitro de leche como prueba de
referencia. Los resultados de sensibilidad y especificidad de la PCR fueron de

60% y 87.3%, respectivamente.

La tabla 9 corresponde a la tabla de contingencia de 2 x 2 donde se colocaron los
resultados del cultivo bacteriolégico y de la PCR para diagnéstico de S. agalactiae
solo de los ADN extraidos por el método fenol:cloroformo y con las formulas
descritas se evalud la sensibilidad y la especificidad, donde el resultado de la
sensibilidad fue de 50% y de la especificidad de 91%.
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Tabla 9. Tabla de contingencia de 2 x 2 con los resultados
obtenidos por cultivo bacteriolégico y PCR para diagnéstico de S.
agalactiae solo de las muestras de leche donde se extrajo el ADN
con Fenol:cloroformo.

Cultivo Cultivo
Metodologia . S . o TOTAL
microbiolégico + | microbioldgico -
+ PCR 7 5 12
-PCR 7 50 57
TOTAL 14 55 69

e Sensibilidad de la prueba de PCR para diagndéstico de S. agalactiae:

Se calcula segun la formula:

Ahora:

a

x 100

7 X 100 = 50%

7+7
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e Especificidad de la prueba de PCR para diagnéstico de S. agalactiae:

Se calcula segun la férmula:

d x 100

Ahora:
50 x 100 =91%

5+50

En tabla 10 se observa la tabla de contingencia de 2 x 2 con los resultados del
cultivo microbiolégico y de la PCR para diagnostico de S. agalactiae solo de los
ADNSs de las muestras de leche extraidas por el kit DNeasy blood and tissue
Qiagen®. Con las formulas descritas se evalué la sensibilidad y la especificidad,
donde el valor para la sensibilidad fue de 61.3% y el valor de la especificidad fue
de 86%.
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Tabla 10. Tabla de contingencia de 2 x 2 con los resultados

obtenidos por cultivo bacteriolégico y PCR para diagnéstico de S.

agalactiae solo de las muestras de leche donde se extrajo el ADN

con el kit DNeasy blood and tissue Qiagen®.

] Cultivo Cultivo
Metodologia _ o _ o TOTAL
microbiolégico + | microbiologico -
+ PCR 62 18 80
-PCR 39 109 148
TOTAL 101 127 228

e Sensibilidad de la prueba de PCR para diagnéstico de S. agalactiae:

Se calcula segun la férmula:
a X 100
a+c
Ahora:
62 x 100 =61.3 %

62 + 39
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e Especificidad de la prueba de PCR para diagnéstico de S. agalactiae:

Se calcula segun la férmula:

_d_ x 100
b+d
Ahora:
109 X 100 = 86%
18 + 109

4.3 Determinar la frecuencia de Streptococcus

agalactiae en hatos del norte y oriente antioquefio.

De 297 muestras de leche provenientes de cuartos de vacas con mastitis clinica y
subclinica (grado 3), 92 se diagnosticaron positivas para S. agalactiae por PCR y
115 por cultivo bacteriolégico, lo que representa 31% y 38.7%, respectivamente,
de la poblacion estudiada.

En la tabla 11 se presentan los municipios del norte y oriente de Antioquia
muestreados, el numero de muestras de leche tomadas en cada municipio y el

numero de muestras positivas para S. agalactiae por PCR.
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Tabla 11. Resultados de diagnéstico por PCR para S. agalactiae de
muestras de leche tomadas de cuartos de hembras bovinas con mastitis
clinica y/o subclinica grado 3, provenientes de diferentes municipios del norte

y oriente antioquefio.

Numero NuUmero de casos

Municipios de positivos para S. %
Muestras agalactiae.
La Ceja 4 3 75%
San Pedro de los
Milagros 45 25 56%
Belmira 6 3 50%
Yarumal 8 4 50%
San José de la

Montafia 23 10 43%
Rionegro 11 3 27%
Entrerrios 50 13 26%
Don Matias 82 19 23%
La Union 31 7 23%
Santa Rosa de Osos 33 5 15%
El Carmen de Viboral 1 0 0%
El Retiro 1 0 0%
Sonsoén 2 0 0%

Para analizar si existian diferencias de frecuencia del patégeno entre los 13
municipios donde se obtuvieron las muestras, se realiz6 una comparacion de
frecuencia de Chi cuadrado. La prueba arrojo6 que existe diferencia
estadisticamente significativa (P<0.05) en la frecuencia del S. agalactiae entre los

diferentes municipios. Por otro lado, no se encontré diferencia estadistica
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(P>0.05) entre la frecuencia evaluada en las dos zonas geogréficas (norte y
oriente antioquefio). Norte antioquefio (7 municipios: Belmira, Don Matias,
Entrerrios, San José de la Montafia, San Pedro de los Milagros, Santa Rosa de
Osos y Yarumal) y Oriente antioquefio (6 municipios: EI Carmen de Viboral, El
Retiro, La Ceja, La Union, Rionegro y Sonson). 247 muestras provenian del norte
y se diagnostico la presencia del patdgeno en 67 muestras de leche. 50 muestras
provenian del oriente y se diagnostico la presencia del patégeno en 13 muestras
problema.



5.Discusion

Las dos metodologias probadas en esta investigacion para extraer ADN
bacteriano a partir de muestras de leche bovina provenientes de vacas con
mastitis clinica y subclinica grado 3, son utiles para tal fin y se obtuvo material
genético en el total de las muestras analizadas en cada uno de los ensayos. Los
métodos de extraccion de ADN de bacterias gram-positivas a partir de leche
presentados en este estudio son eficientes y faciles de realizar.

Segun los resultados arrojados por espectofotometria, el método fenol:cloroformo
con las modificaciones reportadas, fue mas eficiente en cuanto a la extraccién de
una mayor cantidad de ADN medida en ng/uL respecto al kit. Sin embargo, los
valores de DO 260/280 (1,51; 1,38; 1,51; 1,4) fueron menores a 1,8 indicando
contaminacion de la muestras con proteinas. Cabe resaltar que el método
fenol:cloroformo, implica la utilizacién de materiales organicos, altamente toxicos
y contaminantes. El kit se comporté mas eficiente en cuanto a la pureza de los
ADN obtenidos, con resultados de 1,82 y 1,9 en la relacién de Densidad Optica
(DO) 260/280 nm en dos muestras, valores que indican preparaciones altamente
purificadas, siendo el mas acertado para procesos moleculares, ya que
contaminantes como las proteinas inhiben la PCR y se requiere ADN de calidad
gue permita una 6ptima amplificacion de fragmentos del genoma diana. En
consecuencia, la extraccion de ADN a partir de leche cruda de origen bovino, es
un procedimiento de alta confiabilidad y puede ser utilizado para trabajos en el
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area de la genética molecular en mamiferos. En varias investigaciones se ha
evaluado la especificidad de cebadores especificos para cada especie de bacteria
implicada en las infecciones intramamarias en hembras bovinas (Riffon et al.
2001), donde la leche ha servido como sustrato para la obtencion de ADN
bacteriano y para la posterior amplificacion de secuencias diana mediante PCR
(Lipkin et al. 1993).

En cuanto a la estandarizacion de la técnica PCR para el diagnostico de
Streptococcus agalactiae, se obtuvo la amplificacion de un fragmento de 586 pb
del gen 16S rRNA en el control positivo (ADN de cepa pura de S. agalactiae
ATCC 13813) y en 8 muestras de leche, lo que indica que las secuencias de los
primers elegidos, la temperatura de hibridacion y las concentraciones de los
reactivos, fueron correctos. Estos resultados concuerdan con los reportados por
varios autores. Riffon et al. 2001, probaron la PCR para la deteccién de los
principales agentes infecciosos causantes de mastitis bovina: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus parauberis y Streptococcus uberis, utilizado para su estudio cepas
puras ATCC vy tres aislamientos de muestras de leche de casos clinicos de
mastitis bovina. Todos los microorganismos (cepas ATCC y cepas silvestres)
fueron sembrados en agar sangre y se identificaron biogquimicamente. EI ADN
bacteriano fue extraido utilizando el kit DNeasy Tissue de Qiagen, segun las
descripciones del fabricante. Se disefiaron un par de cebadores universales para
verificar la calidad del ADN después de la extraccidon, que se unian al genoma de
todos los patdgenos estudiados, y se disefiaron cebadores especificos para cada
uno de los microorganismos, concluyendo que la PCR es un método sencillo, se
pueden realizar en cuestion de horas, y es una herramienta sensible, especifica y
fiable para el diagndstico de los patdégenos descritos, incluso para la deteccion
directa en muestras de leche. Cremonesi et al. 2006, realizaron un estudio para

aplicar la PCR como metodologia de deteccién de patégenos causantes de
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mastitis. Para esto utilizaron las siguientes cepas bacterianas: 2 cepas de
referencia de S. agalactiae ATCC 18813 y SS615, 111 aislamientos de S.
agalactiae obtenidos de muestras de leche bovina tomada en diferentes hatos
lecheros de Canada y 36 aislamientos de muestras de leche de mujeres lactantes
asintométicas. Ademas, 5 cepas de Streptococcus diferentes y 12 cepas de otras
especies bacterianas causantes de infecciones intramamarias. Se realizo
extraccion directa del ADN bacteriano de las muestras de leche y para las dos
cepas ATCC se inocularon artificialmente 10 mL de leche negativa a S.
agalactiae. Disefiaron primers exclusivos para la identificacién de S. agalactiae,
obteniendo un amplificado de 405 pb y para confirmar la identidad del producto
amplificado se recurrid a la secuenciacion. El resultado de la secuenciacion
coincidié con la secuencia del ADN de S. agalactiae en todas las muestras,
incluyendo la coleccion de aislamientos de campo (leche bovina y leche humana),
asi como las cepas de referencia. Finalmente, Forsman et al. 1997, utiliz6 la PCR
y diferentes conjuntos de cebadores para amplificar una regién de 16S y 23S
rRNA, para detectar y diferenciar patdgenos causantes de mastitis utilizando
cepas de referencia ATCC. Los cebadores no sélo se unieron al genoma del S.
agalactiae, sino también al genoma del S. uberis y S. aureus.

Con relacion a la evaluacion de la sensibilidad y la especificidad de la PCR para
el diagnéstico de Streptococcus agalactiae a partir de muestras de leche
proveniente de cuartos de vacas afectadas con mastitis clinica y subclinica grado
3 tomando como prueba de referencia el cultivo in vitro de bacterias, en este
trabajo la sensibilidad de la PCR fue de 60% y la especificidad fue del 87.3%. La
sensibilidad indica la capacidad de las pruebas para dar como casos positivos los
casos realmente positivos, la proporcion en este caso de mastitis clinica y/o
subclinica grado 3 producida por S. agalactiae. En otras palabras, la capacidad
de la prueba para detectar el patdgeno en los cuartos enfermos por S. agalactie.
La especificidad indica la capacidad de las pruebas para dar como negativos los

casos realmente sanos, en este caso, la proporcion de cuartos con mastitis clinica
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y/o subclinica producida por otro patdgeno diferente al S. agalactiae. En el
diagndstico clinico cuando los valores de sensibilidad y especificidad superan el
80% se considera una buena prueba. En este trabajo se encontrd que la prueba
PCR tiene una especifica buena (>80%). Lo anterior es muy importante, ya que
por regla general para el diagnostico de cualquier patégeno se debe elegir
pruebas con alta especificidad, donde es preferible obtener falsos negativos en el
lugar de falsos positivos. En el caso concreto de la produccion lechera,
diagnosticar que la causa de la mastitis clinica y/o subclinica es debida al S.
agalactiae y no ser este el patbgeno que realmente este produciendo la infeccion,
causara pérdidas financieras en costos de tratamientos inapropiados, mano de
obra de médico veterinario y operarios, ademas de que la infeccién continuara por
mas tiempo con sus respectivas consecuencias: disminucion de la produccion y la
calidad de la leche, descarte de leche, e incluso descarte de animales. Sin
embargo, a pesar de que el valor de la especificidad fue bueno, no fue tan alto
como lo reportado por otros autores. Koskinen et al. 2009 en investigaciones
compararon el cultivo bacterioldgico .vs. PCR real — time, reportando una
especificidad y sensibilidad del 100% en los ensayos para Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus spp., Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Corynebacterium bovis, Arcanobacterium pyogenes, Serratia marcescens,
Klebsiella oxytoca. Gandra et al. 2009 compararon dos metodologias diferentes
para la identificacibn de Staphylococcus aureus: cultivo bacteriol6gico con
pruebas bioquimicas y PCR, concluyendo que la técnica molecular es mas
sensible que el cultivo. Sindhu et al. 2007 concluyen que la PCR permite la
rapida y especifica identificacion de S. aureus y puede ser utilizada como prueba

de rutina para diagndstico.

La especificidad de la PCR depende de la temperatura empleada en la fase de

hibridacién, de la concentracion de los diferentes reactivos que intervienen en la
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reaccion, y de la secuencia de los cebadores. Por una parte, cuanto mayor sea la
temperatura utilizada en la fase de hibridaciéon, mas especifica es la reaccion.
Esto se debe a que a mayor temperatura mas dificil sera la union entre el cebador
y la cadena molde. En condiciones de temperaturas de hibridacion elevadas el
cebador sélo se unird a la cadena molde si son complementarios en todos sus
nucleotidos. Por otra parte, el incremento en la concentracion de MgCl2 hace
disminuir la especificidad de la reaccién. La concentracion 6ptima de los iones
facilita la union del cebador a la cadena molde y permiten la incorporacién de los
nucleotidos a la cadena creciente. En este trabajo se obtuvo una especificidad de
87.3% en muestras de leche. Sin embargo, cuando se observan los amplificados
en el control positivo (ADN de la cepa de referencia ATCC 13813), encontramos
qgue amplificé en todos los ensayos, con la temperatura de anneling seleccionada
(65 °©°C) después de realizar PCR con gradiente de temperatura, las
concentraciones de los reactivos definidos después de realizar PCR con
gradientes de MgCI2 y los cebadores especificos, indicando exactitud en dichas

variables.

En el presente trabajo, se encontré una sensibilidad de la prueba PCR para el
diagndstico de S. agalactiae de 60%. La sensibilidad de la PCR puede verse
afectada por los inhibidores a través de diferentes mecanismos: interferencia con
la lisis celular (Cremonesi et al. 2006; Wilson, 1997), la degradacién o la captura
de los &cidos nucleicos, o la inactivacion de la Taq polimerasa. La interferencia
de la lisis celular se da cuando se emplean técnicas pobres de extraccion del
ADN o mala preparacion de las muestras dejando incluidas sustancias inhibidoras
gue impiden la amplificaciébn del ADN. Las altas concentraciones de iones de
calcio, potasio, magnesio y sodio pueden inhibir la polimerasa en diferentes
proporciones (Wilson, 1997). EIl potasio en concentraciones superiores a 75 mM
y el calcio a concentraciones superiores a 3 mM inhiben completamente la
amplificacion, el magnesio a 15 mM inhibe la capacidad de Taq polimerasa (Abu,

1998). La Taq polimerasa puede ser degradada por las proteinasas (Powell et al.
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1994; Abu, 1998; Kim et al. 2001), desnaturalizada por el fenol (Kim et al. 2001) o
detergentes (Abu, 1998) y otros factores como la grasa (Tamarapu et al. 2001).
Diferentes métodos se han reportado para la extraccién eficiente del ADN
bacteriano: fenol-cloroformo, ebullicion, kits comerciales, (Cremonesi et al. 2006;
Kim et al. 2001; Poutou et al. 2005), adicional al método de extraccion con base al
tiocianato de guanidina, que logra eliminar grasas y proteinas, obtener mayor
cantidad de ADN, logrando amplificados mas fuertes y reproducibles (Cremonesi
et al. 2006; Kim et al. 2001). Khan et al. 1998, adicionaron al método de
ebullicién lavados con PBS, reportando incremento de la sensibilidad de la prueba
del 52.6 % a 90 % con cuatro y cinco lavados, respectivamente. De igual
manera, se han empleado técnicas para reducir el efecto de los inhibidores de
PCR y separar a los microorganismos de los inhibidores. Por ejemplo, sistemas
de dilucién acuosa, punto de ebullicion, gradiente de densidad por centrifugacion,
filtracion, técnicas inmunoldgicas y métodos de extraccion de ADN se han
utilizado para facilitar la PCR, pero ninguno de ellos elimina completamente los
inhibidores (Kim et al. 2001). Cien (100) gramos de leche bovina contienen 0.2
gramos de grasas (2%), 157 miligramos de potasio (1.57%) y 120 miligramos de
calcio (1.2%). Trazas altas de iones de calcio, potasio y grasas pudieron no ser
descartadas eficientemente por el método de extraccién del ADN bacteriano,
inhibiendo la polimerasa y probablemente por esto, no se obtuvo amplificacién en
muestras que si contenian S. agalactiae. Esto coincidiria con lo descrito por
Wilson en 1997 y Tamarapu et al. 2001.

En esta investigacion se utilizaron dos metodologias de extraccion de ADN
bacteriano a partir de muestras de leche y se evalué la relacion de estas con
respecto a la sensibilidad y especificidad de la PCR para el diagndstico de S.
agalactiae. El resultado de la sensibilidad con el método de Fenol:cloroformo fue
de 50% y la especificidad fue de 91%. Por otra parte, el valor de sensibilidad fue

de 61.3% y de especificidad de 86% utilizando el kit DNeasy blood and tissue
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Qiagen®. Estos resultados indican que el kit es el mas acertado para procesos
moleculares, ya que contaminantes como las proteinas inhiben la PCR y se
requiere ADN de calidad que permita una optima amplificacién de fragmentos del

genoma diana.

Con respecto a la estimacion de la frecuencia de Streptococcus agalactiae en
muestras de leche proveniente de cuartos afectados con mastitis clinica y/o
subclinica grado 3 de hembras bovinas ubicadas en hatos del norte y oriente
antioquefio diagnosticado por la técnica PCR, en esta investigacion fue de 31%.
Por su parte, la frecuencia del patégeno diagnosticado por cultivo bacteriolégico
fue de 38.7%. Con base en las experiencias de otros paises, especialistas
nacionales e internacionales han investigado el Streptococcus agalactiae en las
circunstancias singulares de Colombia, encontrando que es un patégeno
prevalente en los tanques de enfriamiento de la industria lechera de nuestro pais
(Keefe y Chaffer, 2010). Ramirez et al. 2001, realizaron CMT a cada cuarto de
112 vacas lactantes en el municipio de San Pedro de los Milagros, Antioquia, y a
los cuartos positivos al CMT se les tomd muestra de leche para realizar recuento
celular, cultivo y antibiograma. En los cultivos de los cuartos afectados (55
cuartos), la bacteria mas frecuentemente aislada fue el Streptococcus agalactiae,
seguida de SCN (Staphylococcus Coagulasa Negativo) y Staphylococcus aureus
con un 47%, 14.6%, y 13%, respectivamente. Rodriguez en 2006, reporto la
evaluacion que realiz6 a 644 vacas distribuidas en 10 hatos en la Sabana de
Bogota enfocandose en el estudio de la mastitis por dos afios. Los resultados
agrupados indicaron que el Streptococcus agalactiae fue el principal patdgeno en
todos los hatos estudiados, pero tales prevalencias eran mayores en los sistemas
con ordefilo manual. Ramirez et al. 2010, realizaron 521 aislamientos
microbiolégicos de muestras de leche del norte de Antioquia y reportando S.
agalactiae en el 31.3% de los cultivos realizados, siendo el patogeno de mayor
frecuencia. El patrén de la infeccion es similar al encontrado en otros paises.
Ferraro et al. 1999, analizaron por CMT 24599 cuartos de 6405 vacas de 60
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fincas lecheras en 13 estados de Venezuela. 2982 muestras de leche se
cultivaron para diagnostico microbiolégico, donde el patbgeno mas comun fue el
Streptococcus agalactiae (37.8%). Cordero et al. 1991, analizaron por CMT un
total de 509 vacas de 30 fincas lecheras en la provincia de Cartago, Costa Rica.
Todos los cuartos positivos se cultivaron. La prevalencia de mastitis subclinica
fue del 42.2% y la bacteria mas comun encontrada fue el Streptococcus
agalactiae (17.7%). En Canad4, los niveles de infeccion por S. agalactiae en el
rebafo van desde 11% reportado en 1991 en el estado de Alberta, hasta 47% en
el estado de Vermont en 1985 (Keefe, 1997). Por su parte, Calderén y Rodriguez
en 2008, evaluaron 11416 cuartos pertenecientes a 2854 vacas de 40 fincas
especializadas en la produccion de leche en el altiplano cundiboyacense
mediante la prueba de CMT. 3931 resultaron positivos (casos clinicos y
subclinicos grado 3) y fueron muestreados para aislar los microorganismos
involucrados en la infeccion mamaria. 49.01% de los aislamientos involucraron
microorganismos infecciosos. Sin embargo, el Streptococcus agalactiae fue
aislado solo en el 6.84% de las muestras. Las infecciones mixtas representaron
el 1.2% y la asociacion mas frecuente fue la de Streptococcus agalactiae y
Staphylococcus aureus. De igual manera, Calderén et al. 2011, cultivaron 480
muestras de leche para aislar microorganismos involucrados en mastitis en
cuartos subclinicos y clinicos para CMT en fincas del municipio de Monteria
(Cordoba). Staphylococcus aureus, fue aislado en el 87.5%, Streptococcuss
uberis aislado en el 3.6% y el Streptococcus agalactiae al igual que el
Corynebacterium bovis se aisl6 solo en el 2.1% de las muestras. Aponte en 2007
en Paraguay, determind la frecuencia de patégenos aislados, el perfil de
resistencia y multirresistencia a los antimicrobianos utilizados contra los
principales agentes etioldgicos aislados 371 muestras de leche bovina cruda
proveniente de cuartos con mastitis clinica y subclinica tomadas entre enero del
2000 y marzo del 2006, reportando Streptococcus agalactiae solo en el 9% de las
muestras. En esta investigacion se hallé una frecuencia de S. agalactiae de 31%

por PCR y de 38.7% por cultivo in vitro de la leche en los 13 municipios
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analizados. Lo que concuerda con los estudios realizados por Ramirez et al.
2001 y 2010, Ferraro et al. 1999 y Cordero et al. 1991. Para analizar si existian
diferencias de frecuencia del patdogeno entre los 13 municipios donde se
obtuvieron las muestras, se realiz6 una comparacion de frecuencia de Chi
cuadrado. La prueba arrojé que existe diferencia estadisticamente significativa
(P<0.05) en la frecuencia del S. agalactiae entre los diferentes municipios. Por
otro lado, no se encontré diferencia estadistica (P>0.05) entre la frecuencia
evaluada en las dos zonas geograficas (norte y oriente antioquefio). Norte
antioquefio (7 municipios: Belmira, Don Matias, Entrerrios, San José de la
Montafia, San Pedro de los Milagros, Santa Rosa de Osos y Yarumal) y Oriente
antioquefio (6 municipios: ElI Carmen de Viboral, El Retiro, La Ceja, La Union,
Rionegro y Sonsoén). 247 muestras provenian del norte y se diagnosticé la
presencia del patdogeno en 67 muestras de leche. 50 muestras provenian del

oriente y se diagnosticé la presencia del patégeno en 13 muestras problema.

En cualquier caso de mastitis bovina, uno de los pilares del control, consiste en
identificar rdpidamente el patégeno para la seleccion del antimicrobiano con
propdésitos de la terapia y vigilar la tasa de infeccién en el hato. La idoneidad de
un método de deteccion para el diagndstico de rutina de microorganismos
causantes de mastitis bovina depende de varios factores, como la especificidad,
la sensibilidad, el costo, la cantidad de tiempo para obtener resultados y la
aplicabilidad a un gran nimero de muestras de leche. El método de identificacion
de patdégenos de la glandula mamaria considerada la prueba “gold standard” es el
cultivo in vitro de la leche, técnica compleja y que requiere tiempo, donde son
necesarios: medios de cultivo y condiciones de incubacion especializados; 5 a 6
dias son necesarios para el crecimiento, aislamiento e identificacion del patégeno
(en algunos casos con microorganismos de lento crecimiento son necesarios
hasta 14 dias para obtener colonias visibles); y pruebas adicionales para
identificacion (Khodakaram-Tafti y Lopez, 2004). Es una técnica dificil, subjetiva,
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y requiere una amplia experiencia del operador, por ejemplo, para la
diferenciacion entre Streptococcus y Enterococcus, o entre Escherichia coli y
Klebsiella oxytoca (Fortin et al. 2003). Para superar este problema, se han
disefiado kits de cultivo de diagndstico que permiten resultados mas rapidos, pero
su precision diagndstica ha sido limitada (Leslie y Dingwell, 2002; Simojoki et al.
2008). Adicional a ello, el cultivo convencional depende de las concentraciones
de los microorganismos y la viabilidad de estos. Aproximadamente del 25 al 50%
de las muestras no presentan ningun crecimiento bacteriano (Makovec y Ruegg,
2003; Bradley et al. 2007; Koivula et al. 2007). Una explicacién para esto es que
las muestras contengan bacterias anaerdbicas, que no crecen en medios
estandar, o especies de anaerobias facultativas, por ejemplo, Arcanobacterium
pyogenes o Corynebacterium bovis, que crecen lentamente o puede requerir
factores de crecimiento adicionales (Makovec y Ruegg, 2003; Pitkala et al. 2005).
Condiciones desfavorables durante el transporte de la muestra también podrian
disminuir la viabilidad de las bacterias causantes de mastitis (Dinsmore et al.
1992). Ramirez et al. 2010, reportaron que de 521 cultivos microbioldgicos, en el
26.5% (138 muestras) no hubo crecimiento ni aislamiento bacteriolégico. En
consecuencia, los resultados de los diferentes laboratorios varian y la
identificacion errbnea de patdgenos causantes de mastitis es posible (Pitkala et
al. 2005).

La técnica PCR se basa en la deteccion y amplificacion de secuencias especificas
del genoma de cualquier organismo. Es un método de identificacion rapida (1 o 2
dias), no necesita etapa de cultivo ni un entorno especial del laboratorio donde los
microorganismos puedan crecer (Riffon et al. 2001) y puede discriminar entre
organismos estrechamente relacionados, tales como Streptococcus parauberis y
Streptococcus uberis, lo cual no es posible por el método bacterioldgico
tradicional. No depende de la viabilidad de las bacterias y puede también

detectar bacterias con crecimiento inhibido o muertas. Esta posibilidad puede
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permitir la integracion de los programas de control lechero (en el cual se
monitorea vaca por vaca de un hato a través de muestra de leche preservadas
con bronopol para medicion de sélidos totales, UFC y RCS), y la identificacién de
bacterias de la misma muestra tomada del dispositivo de medicién de la leche.
Solo se necesita nanogramos de ADN. Se ha evaluado el limite de deteccion de
la prueba de PCR para la deteccidn de las células bacterianas: los resultados han
sido hasta de 10 UFC/mL. (Cremonesi et al. 2006). En la PCR se cuenta con
controles internos bien disefiados que ofrecen la interpretacién plena de los

resultados positivos y negativos lo que facilita el analisis (Bustin, 2004).

En diferentes investigaciones se ha utilizado la PCR para identificar los
principales patdgenos implicados en las infecciones intramamarias en hembras
bovinas utilizando cebadores especificos para cada especie de bacteria a
identificar (Riffon et al. 2001). La amplificacion de regiones de los genes que
codifican para el ARNr 16S y 23S son los mas empleados debido a la presencia
de regiones muy variables, lo que facilita el disefio de primers especificos para
cada bacteria (Giovannoni et al. 1988) y regiones comunes para el disefio de
sondas universales (Gray et al. 1984). Por ejemplo, los cebadores para el
diagnodstico de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus parauberis
y Streptococcus uberis han sido disefiados sobre la base de secuencias de ADN
gue codifica para el ARNr 23S. Para Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae y Mycoplasma bovis, los cebadores se basan en secuencias de ADN
gue codifica para el ARNr 16S. Estas secuencias se encuentran disponibles en el
Genbank (Jayarao et al. 1991; Mendoza et al. 1998; Riffon et al. 2001; Sabat et
al. 2000). En varias investigaciones se ha evaluado la especificidad de
cebadores especificos para cada especie de bacteria implicada en las infecciones
intramamarias en hembras bovinas (Riffon et al. 2001), donde la leche ha servido
como sustrato para la obtencion de ADN bacteriano y para la posterior

amplificacion de secuencias diana mediante PCR (Lipkin et al. 1993).
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Aunque la PCR para diagnostico de microorganismos infecciosos causantes de
mastitis puede ser utilizada a partir de muestras de leche cruda, los resultados
son diferentes al comparar la misma técnica sobre ADN proveniente de cepas
puras ATCC que sobre ADN proveniente de muestras de campo. Abu en 1998,
Cremonesi et al. 2006 y Gandra et al. 2009, demostraron que partiendo de
cultivos microbianos puros, la PCR es un método mas potente. En las muestras
clinicas, por su parte, pueden encontrase inhibidores de PCR (Kim et al. 2001) y
los resultados no ser fieles. El estudio actual muestra que la deteccion de
secuencias diana en los acidos nucleicos extraidos a partir de los aislamientos de
la cepa comercial ATCC 13813 de S. agalactiae arrojé una exactitud del 100%.
Cabe anotar que las colecciones de cepas comerciales vienen caracterizadas al
mayor nivel de precision posible (basado en secuenciacion de ADN) vy
proporcionan la base necesaria para medir especificidad y sensibilidad de

cualquier método.



6.Conclusiones y recomendaciones

Ambas metodologias empleadas en esta investigacibn para extraer ADN
bacteriano a partir de muestras de leche bovina son Utiles, eficientes, faciles de
realizar y se obtuvo material genético en el total de las muestras analizadas. El
kit DNeasy blood and tissue Qiagen® es el mas acertado para procesos
moleculares, ya que mostré ser mas eficiente en cuanto a pureza, obteniéndose
ADN de mejor calidad con bajos contaminantes. Se obtuvo la amplificacion de un
fragmento de 586 pb del gen 16S rRNA en el control positivo (ADN de cepa pura
de S. agalactiae ATCC 13813) y en 8 muestras de leche, indicando que las
secuencias de los primers elegidos, la temperatura de hibridacion y las

concentraciones de los reactivos, son correctos.

Con relacion a la evaluacion de la sensibilidad y la especificidad de la PCR para
el diagnostico de Streptococcus agalactiae, a partir de muestras de leche
proveniente de cuartos de vacas afectadas con mastitis clinica y subclinica grado
3, tomando con la prueba de referencia el cultivo in vitro de leche, en este estudio
se reporta una sensibilidad del 60% y una especificidad del 87.3%. Sin embargo,
a pesar de que el valor de la especificidad fue bueno, no fue tan alto como lo
reportado por otros autores, y la sensibilidad fue regular debido probablemente a
la presencia de inhibidores de PCR, como son las altas concentraciones de iones
de calcio, potasio y grasa que pudieron no ser descartadas eficientemente por el
método de extraccion de ADN, inhibiendo la polimerasa. En esta investigacion se
utilizaron dos metodologias de extraccion de ADN bacteriano a partir de muestras
de leche. Los resultados indican que el kit es el mas acertado para procesos
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moleculares, ya que contaminantes como las proteinas inhiben la PCR y se
requiere ADN de calidad que permita una optima amplificacién de fragmentos del

genoma diana.

Con respecto a la estimacion de la frecuencia del Streptococcus agalactiae
diagnosticado por las técnicas PCR y cultivo microbiol6gico de muestras de leche
proveniente de cuartos afectados con mastitis clinica y/o subclinica grado 3 de
hembras bovinas ubicadas en hatos del norte y oriente antioquefio, en esta
investigacion se hallé una frecuencia del patégeno de 31% (92 muestras
positivas) por PCR y 38.7% (97 muestras positivas) por cultivo in vitro, en los 13
municipios donde se tomaron muestras. Estos resultados concuerdan con los
estudios realizados por Ramirez et al. 2001 (47%) y 2010 (31.3%), Ferraro en
1999 (37.8%) y Cordero en 1991 (17.7%). Para analizar si existian diferencias de
frecuencia del patégeno entre los 13 municipios donde se obtuvieron las
muestras, se realiz6 una comparacion de frecuencia de Chi cuadrado. La prueba
arroj0 que existe diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) en la
frecuencia del S. agalactiae entre los diferentes municipios. Por otro lado, no se
encontrd diferencia estadistica (P>0.05) entre la frecuencia evaluada en las dos
zonas geograficas (norte y oriente antioqueno).



La estandarizacion de la técnica PCR para el diagnostico de bacterias causantes
de mastitis bovina, como lo es el Streptococcus agalactiae, sumado a la practica
diaria de una buena rutina de ordefio, tendra un impacto positivo sobre los
productores de leche, los laboratorios de diagndstico, los profesionales del sector
pecuario y la industria lechera. El diagnostico molecular se ha realizado de
manera experimental en paises lideres en tecnologia de produccion lechera tanto
en Norteamérica como en Europa (Cremonesi et al. 2006; Martinez et al. 2001).
De hecho, ya se comercializan kits de diagndstico molecular multipatégenos con
resultados excelentes (Koskinen et al. 2009). En Colombia, aun no se
incursionado en este desarrollo, por lo que la estandarizacién y difusién en
nuestro medio de esta metodologia repercutirA de manera positiva en la
disminucién del recuento de células somaticas, que se traduce en mejores pagos
por calidad de leche, mayor produccion, menos costos de produccion
(medicamentos, leche de descarte, descarte de vacas, mano de obra de médico
veterinario y operarios). Por otro lado, la industria se beneficiara con materia
prima de mayor calidad, productos con mayor tiempo de vida en anaquel y

acceso a mercados internacionales con estandares mas exigentes.

La prueba PCR mostré ser buena, con una especificidad buena y una sensibilidad
regular. Promete ser una herramienta rutinaria en el diagnéstico de los
patdbgenos causantes de mastitis a partir de muestras de leche de cuartos de
vacas con mastitis clinica y subclinica. Este estudio proporciona una base para la
evaluacion del diagnéstico de S. agalactiae por PCR. Mas estudios ayudaran a
demostrar si el ensayo se puede implementar en la rutina de programas de
diagnostico de mastitis. La PCR tiene costos altos de reactivos e instrumentos en
comparacion con el cultivo bacteriano convencional, sin embargo, estos costos
deben ser considerados, en relacion con los beneficios técnicos proporcionados
por la PCR.
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